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RESUMO

A emergéncia de linhagens multiressistentes de microrganismos levantou
preocupacdes sobre uma era poés-antibidtico sem antimicrobianos como opgdes de
tratamento. Diante desse cenario, os peptideos antimicrobianos (PAMs) constituem
uma classe de moléculas que tem gerado interesse crescente voltado para o
desenvolvimento de novas drogas anti-infecciosas para o tratamento de infec¢des
promovidas por bactérias, fungos, protozoarios e virus. O presente trabalho teve por
objetivo geral avaliar os efeitos antimicrobianos e antivirais de sete analogos do PAM
ocelatina 4 sobre diferentes microrganismos e virus patogénicos (bactérias Gram-
negativas e Gram-positivas, fungos leveduriformes e os virus causadores da febre
amarela e dengue), bem como seus efeitos citoliticos sobre células sanguineas
humanas de modo a se determinar seu potencial terapéutico. Com relagao as
propriedades antimicrobianas sobre bactérias Gram-positivas e Gram-negativas,
varios analogos exibiram ganho de poténcia em relagao ao PAM selvagem, com CIMs
nas faixas de aplicagéo terapéutica entre 2-16 yM. Os analogos K[1,8,15];N[4,12] e
K[1,8,15];R[4,12] exibiram o melhor desempenho frente a linhagem meticilina
resistente de S. aureus (MRSA), com valores de CIMs iguais a 2 e 4 uM,
respectivamente. Ja para a linhagem de K. pneumoniae produtora de carbapenemase
do tipo metalo-beta-lactamases, o analogo que se mostrou mais ativo foi o analogo
K[1,8,15];N[4,12] com valor de CIM igual a 16 uyM. Os analogos S5;K7;A10;N12 e
K[1,8,15];N[4,12] mostraram-se ativos sobre a levedura patogénica C. albicans,
exibindo valores de CIM iguais a 16 e 8 uM, respectivamente. Ao se considerar a
atividade antiviral, os analogos K[1,4,8,15];A[12,16,20] e S5;K7;Ins-V10;A11;N13
merecem destaque, em especial o analogo K[1,4,8,15];A[12,16,20] que demonstrou
uma atividade citotdéxica 50% na concentracdo de 38,52 uM e uma concentracao
efetiva 50% sobre a atividade viral de 0,65 yM, o que representou um indice de
seletividade de 59,15 sobre o virus da dengue. Observou-se que a ocelatina 4 e seus
analogos S5;K7;Ins-V10;A11;N13, Del-2;S4;K6;A9;N11 e K[1,8,15];N[4,12] foram os
mais ativos sobre leucécitos humanos, principalmente o analogo K[1,8,15];N[4,12] que
apresentou completa destruicdo celular na concentracdo empregada de 128 uM.
No caso dos efeitos sobre eritrécitos humanos, apenas o0 analogo
K[1,4,8,15];A[12,16,20] exibiu efeitos citoliticos. @Todos o0s peptideos
avaliados apresentaram capacidade de formar o-hélices em ambientes
membrana-miméticos, sendo que 0s analogos S5;K7;A10;N12,
Del-2;S4;K[6,17];A9;N11 e S5;K7;Ins-V10;A11;N13 foram os que apresentaram
maiores nives de formacao de a-hélice na presenca de micelas de SDS. Ao se analisar
o conjunto de atividades antimicrobianas, antivirais e citoliticas gerado para a
ocelatina 4 e seus analogos, pode-se concluir que varios dos analogos produzidos
exibiram ganho de poténcia em relacédo ao peptideo selvagem, com especial destaque
para os analogos S5;K7;A10;N12 e K][1,8,15];R[4,12] que exibiram atividades
inibitérias em faixas baixas de concentracdo sem apresentarem efeitos citoliticos
relevantes sobre as células sanguineas humanas. O presente estudo comprovou o
potencial de analogos de peptideos antimicrobianos como possiveis agentes
anti-infecciosos contra um leque bastante diversificado de alvos patogénicos.

Palavras-chave: Anuros; Peptideos antimicrobianos; Ocelatina 4; Analogos
sintéticos; Multirresisténcia;



ABSTRACT

The emergence of multidrug resistant microorganisms raised concerns about a
post-antibiotic era without antimicrobial agents as treatment options. In this scenario,
antimicrobial peptides (AMPs) are a class of molecules that have generated growing
interest for the development of new anti-infective drugs for the treatment of infections
caused by bacteria, fungi, protozoa and viruses. The main objective of the present
study was to evaluate the antimicrobial and antiviral effects of seven analogues of the
AMP ocellatin 4 on different microorganisms and pathogenic viruses (Gram-negative
and Gram-positive bacteria, yeast fungi and for yellow fever and dengue viruses) as
their cytolytic effects on human blood cells in order to determine their therapeutic
potential. Regarding the antimicrobial properties on Gram-positive and Gram-negative
bacteria, several analogues exhibited a potency gain over the wild-type AMP with MICs
in the therapeutic application ranges between 2-16 pM. Analogues K[1,8,15];N[4,12]
and K[1,8,15];R[4,12] exhibited the best performances against methicili-resistant
S. aureus (MRSA), with MIC values equal to 2 and 4 uM, respectively. For K.
pneumoniae producing metallo-beta-lactamase carbapenemase isolate, the most
active analogue was K[1,8,15];N[4,12] with a MIC value of 16 uyM. The analogues
S5;K7;A10;N12 and K[1,8,15];N[4,12] were active on pathogenic yeast C. albicans,
exhibiting MIC values of 16 and 8 pM, respectively. When the antiviral activity is
considered, the analogues K][1,4,8,15];A[12,16,20] and S5;K7;Ins-V10;A11;N13
deserve special mention, especially K[1,4,8,15];A[12,16,20] which demonstrated a
cytotoxic activity 50% of 38.52 uM and an effective concentration 50% on viral activity
of 0.65 yM, which represented an index of selectivity of 59.15 on dengue virus. It was
also observed that ocellatin 4 and its analogues S5;K7;Ins-V10;A11;N13,
Del-2;4;K6;A9;N11 and K[1,8,15];N[4,12] were the most active on human leukocytes,
especially analogue K[1,8,15];N[4,12], which promoted complete cell destruction at the
concentration of 128 pyM. In the case of human erythrocytes, only analogue
K[1,4,8,15];A[12,16,20] exhibited cytolytic effects. All the evaluated peptides were able
to form a-helices in membrane-mimetic environments; and analogues S5;K7;A10;N12,
Del-2;S4;K[6,17];A9;N11 and S5;K7;Ins-V10;A11;N13 were the ones with the highest
levels of a-helix formation in the presence of SDS micelles. When analyzing the set of
antimicrobial, antiviral and cytolytic activities generated for ocellatin 4 and its
analogues, several of the analogues exhibited a gain in potency in relation to the wild-
type peptide, with special emphasis on analogues S5;A10,N12 and K[1,8,15];R[4,12]
which exhibited inhibitory activities in low concentration ranges without presenting
relevant cytolytic effects on human blood cells. The present study confirmed the
potential of antimicrobial peptide analogues as possible anti-infective agents against a
wide range of pathogenic targets.

Keywords: Anurans; Antimicrobial peptides; Ocellatin 4; Synthetic analogues;
Multidrug resistance.
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1. Introducgao

Os microrganismos estdo ao mesmo tempo entre os melhores amigos e piores
inimigos do homem. O conhecimento sobre eles cresceu desde sua descoberta por
Leeuwenhoek, reconhecendo-os como agentes de infeccdo (THAKUR et al., 2016).
A exploragao de microrganismos e seus metabdlitos para suas aplicagées uteis em
alimentos, ragdes, laticinios, fermentacao, farmacéuticas e outras areas é praticada
ha séculos (ADRIO et al., 2014; TAMANG et al, 2016). Para combater os
microrganismos, varias medidas, especialmente a administragdo de antimicrobianos,
sdo empregadas globalmente. A descoberta do primeiro antibiético, a penicilina,
retardou a prevaléncia de doencas infecciosas e salvou milhdes de vidas,
principalmente durante a Segunda Guerra Mundial. Apds a descoberta da penicilina,
Sir Alexander Fleming, afirmou que as bactérias poderiam desenvolver resisténcia
contra terapias antibacterianas, e nao demorou muito para que os casos de falha ao
tratamento fossem relatados (ABRAHAM et al., 1988; WHO, 2014). Atualmente tem
sido observada a disseminagado de microrganismos resistentes as mais diversas
terapias disponiveis, desafiando a eficacia dos regimes terapéuticos modernos. A
resisténcia aos antimicrobianos é definida como falta de resposta a doses padrao de
drogas antimicrobianas clinicamente significativas (GANGULY et al., 2011). Ainda
assim, além de ter papéis benéficos, seu impacto como agente alarmante contra
humanos, animais e vegetacao persiste na forma de infecgdes em humanos e animais
e deterioracao de alimentos, adicionando consideravel carga a economia individual e
global (SHARMA et al., 2018)

Além disso, os microrganismos multiressistentes ndo respeitam fronteiras
geograficas e podem atravessar os paises e continentes sendo transportados por
humanos, animais e agua (LITTMANN et al., 2015). Em pleno século 21 com toda
globalizacdo e urbanizacdo mundial, os tratamentos ndo conseguem confinar as
linhagens resistentes aos ambientes de servicos de saude, muitas doencgas
infecciosas tornam-se incontrolaveis, cada vez mais cirurgias de grande porte estao
em risco, e hoje em dia formas resistentes sdo disseminadas no meio ambiente
através de diversos vetores que ndo exclusivamente os profissionais de saude, mas
também através da pecuaria, agricultura e populagdo em geral (HAWKEY et al., 2009)

(Figura 1).
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Figura 1. Representacdo conceitual dos possiveis caminhos de microrganismos
multiressistentes ou genes de resisténcia em diferentes ecossistemas (adaptado de SHARMA
etal., 2018).

Os peptideos antimicrobianos (PAMs) estdo cada vez mais mostramdo-se
como novas posibilidades de tratamento para infeccdes microbianas. Enquanto na
década de 1980 todos acreditavam que as infecgbes haviam sido contidas
(SPELLBERG et al., 2004, 2008), nos dias de hoje dispomos de assustadores dados
sobre o0 aumento da resisténcia aos antibiéticos disponiveis para tratamento. Pode se
observar que 0 seu uso excessivo e/ou uso indevido na medicina, industria alimenticia
e agricultura alavancam este fenémeno, relacionando-se com o conceito de Saude
Unica - One Health (PFALZGRAFF et al., 2018). A express&o surgiu apds publicacdo
do livro “Veterinary Medicine and Human Health” pelo autor Calvin W. Schwabe em
1984, aonde discutiu e reforcou a importancia da unido entre saude humana, animal
e ambiente. Inicialmente intitulava-se essa interacdo como “One Medicine”, a qual

atualmente & conhecida como “One Health”. A expressao expde a integragcédo entre
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saude humana, saude animal, ambiente e adocao de politicas publicas efetivas na
prevencao e controle de doengas. O médico patologista alemao Rudolf Virchow ja

afirmava no século 19 que entre animais e medicina humana nao ha divisdrias; e nem

deveria haver, conforme representagéo da Figura 2.

)

Saude
Ambiental

Saude
Animal

Figura 2. Triade do conceito de Saude Unica.

Como resultado de uma extensa preocupacgao de saude publica em relagao ao
uso dos promotores de crescimento na pecuaria contendo antimicrobianos, a Unido
Europeia proibiu progressivamente todos os usos de promotores de crescimento na
industria pecuaria (BROWN et al., 2017; KUMAR et al., 2016). Portanto, ha uma
necessidade urgente de pesquisar e estudar a prevaléncia de resisténcia aos
antimicrobianos na microbiota comensal e patogénica de animais, especialmente de
valor econdémico, ou seja, rebanhos ordenhadores, para compreender e desenvolver
estratégias de tratamento natural com novos sitios-alvo (SHARMA et al., 2018).

Com a atual escassez de novos antimicrobianos, a colistina voltou a ser
utilizada como opgao terapéutica para tratamento de linhagens multirresistentes,
porém com a descoberta do gene de resisténcia mcr-1 disseminado por plasmideos a
sua utilizagcao ja esta restrita. Por essas razdes, a Organizagao Mundial de Saude

(OMS) designou que alguns microrganismos sao criticos e sdo um alvo prioritario para
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o desenho de novos antimicrobianos e os PAMs sdo considerados candidatos
plausiveis para o desenvolvimento de novas drogas (SRIJAN et al., 2018; WHO, 2014;
CHEN et al., 2016).

A situacdo de resisténcia atual levanta preocupacbes sobre uma era
pos-antibidtico sem antimicrobianos como opgdes de tratamento. Ao mesmo tempo, o
desenvolvimento de novas drogas anti-infecciosas esta estagnando com apenas trés
novas classes de antibidticos publicadas durante as ultimas décadas - todos eles
exclusivamente dirigidos contra patégenos Gram-positivos (MARR et al., 2006), de

acordo com a representacgao apresentada na Figura 3.
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Figura 3. Linha temporal do langamento de novos antimicrobianos para uso clinico (adaptado
de SOUZA, 2016).

Estimativas afirmam que até 2050 em todo o0 mundo 10 milhées de pessoas por
ano morrerao de infec¢gdes causadas por bactérias multiressistentes (CORDES et al.,
2014) e a OMS classifica o aparecimento de resisténcia aos antibiéticos como uma
das maiores ameacas a saude humana (PFALZGRAFF et al., 2018). Um exemplo séo
os patogenos do grupo ESKAPE (Enterococcus faecium, Staphylococcus aureus,
Klebsiella pneumoniae, Acinetobacter baumannii, Pseudomonas aeruginosa e
espécies de Enterobacter), que sao resistentes a quase todos os antibidticos comuns
e sao as principais causas de hospitalizagao por infecgcdes (SANTAJIT et al., 2016).
Infeccbes de pele como também dos tecidos e partes moles sdao causadas
principalmente por S. aureus, com presencga de linhagens MRSA (S. aureus resistente
a meticilina) atingindo 50% de todas as infec¢des de partes moles, mas também

agentes patogénicos Gram-negativos e Gram-positivos, como P. aeruginosa e
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Enterococcus resistentes a vancomicina (VRE) sao cada vez mais isolados,
especialmente de feridas crénicas (GUILLAMET et al., 2016).

1.1. Estruturagdao das membranas citoplasmaticas

As membranas citoplasmaticas funcionam com uma permeabilidade seletiva no
transporte de moléculas, tanto para captagdo como para expulsdo de substancias.
A integridade das membranas citoplasmaticas é primordial na sobrevivéncia dos
microrganismos, portanto, a violacdo da membrana resulta na morte celular.
Praticamente todas as biomembranas sao compostas de proteinas e fosfolipideos,
dispostos em bicamadas de caracteristica anfipatica tendo ambos os dominios,
hidrofilico e hidrofobico. As membranas dos organismos eucariontes e procariontes
apresentam diferengas significativas em termos de composi¢do, estrutura e carga.
A superficie da membrana eucaridtica pode ser rica em colesterol e fosfolipidios
eletricamente neutros (zwitteribnicos), enquanto a superficie das células bacterianas
apresenta densidade de carga negativa devido a presenca de fosfolipidios
eletricamente negativos na face externa da bicamada lipidica (PASUPULETI et al.,
2012).

1.2 Caracteristicas da célula bacteriana

As membranas bacterianas sdao de uma complexidade impar, apresentando
diferengas estruturais que permitem a sua divisdo em duas categorias diferentes
dependendo da coloragcdo de Gram. Bactérias Gram-positivas apresentam
composic¢ao singular na sua parede celular, baseada em mureina e peptidoglicanos,
formando um arcabougo composto por uma alternancia de N-acetil-glicosamina e
acido N-acetilmuramico, no qual liga-se o acido teicdéico (Figura 4) (KAYSER et al.,
2005). Bactérias Gram-negativas sdo formadas por uma dupla camada de
membranas, tratando-se uma membrana interna (MI) rica em fosfolipidios e uma
externa (ME) rica em fosfolipidios e lipopolissacarideos (LPS). O espago
periplasmatico que coexiste entre essas membranas contém peptidoglicanos (Figura
5). Varios grupos de proteinas podem estar associados a essas membranas e
envolvidas em diferentes atividades como ligagdo a ATP, transporte de ions e de
peqguenas moléculas. Dentre essas proteinas observam-se as porinas e lipoproteinas,

associadas a ME; as proteinas integrais, que atravessam a ME em varias regides; as
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by

periplasmaticas e as associadas a M|l (CORDWELL, 2006). As bactérias
Gram-negativas produzem uma variedade de polissacarideos, como o LPS e os
polissacarideos capsulares, que podem ser particularmente importantes para a sua
interagdo com o sistema imunolégico do hospedeiro. O LPS atua como uma molécula
de referéncia associada ao microrganismo, estimulando a resposta do hospedeiro, e
os polissacarideos capsulares podem formar barreiras fisicas (biofilmes e estruturas
capsulares), as quais favorecem a evasao da resposta imune (PASUPULETI et al.,
2012).
Acido Lipoteicéico

Proteinas associadas
a parede celular

3
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Figura 4. Esquema ilustrativo da composicdo da parede de bactérias Gram-positivas
(adaptado de KAYSER et al., 2005).
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Figura 5. Esquema ilustrativo da composicdo da parede de bactérias Gram-negativas
(adaptado de KAYSER et al., 2005).

1.3. Caracteristicas da célula fungica

Os fungos séo providos de uma parede celular com uma estrutura dinamica e
robusta mantendo as caracteristicas estruturais das células e mediando a
comunicagao entre estas e o meio extracelular. A parede celular fungica age como um
limite que protege a célula das mudancas no meio extracelular, evitando danos fisicos
e osmaticos. No caso dos fungos patogénicos, as diferengas moleculares entre as
superficies das células humanas e fungicas permitem que sejam reconhecidos pelo
sistema imunolégico inato do hospedeiro infectado. A composi¢céo da parede celular
dos fungos possibilita a distincdo de duas camadas principais sendo uma camada
exterior, composta de glicoproteinas (polimeros de manose associados com
proteinas) e uma camada interna que contém uma estrutura esquelética de
polissacarideos quitina e p-1,3-glucano que conferem resisténcia estrutural a célula

(Figura 6). Devido a importancia fundamental da superficie celular dos
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microrganismos, muitos antimicrobianos comumente utilizados na pratica clinica

atuam interferindo a estabilidade dessa estrutura organizacional (GOW et al., 2012).

Parede externa

mm Manose

mm Proteinas

mm 3-1,6-glucano
mm3-1,3-glucano
=== Quitina

Paredeinterna

Membrana citoplasmatica

Figura 6. Estrutura da parede celular do fungo Candida albicans (adaptado de GOW et al.,
2012).

1.4. Peptideos antimicrobianos (PAMs)

Os PAMs permaneceram potentes por milhdes de anos, portanto constituem
modelos uteis para o desenvolvimento de uma nova geragao de antimicrobianos para
atender a crescente problematica da resisténcia aos antimicrobianos em todo o
mundo. Os PAMs sdo componentes-chave do sistema imunoldgico inato
universalmente requerido para a sobrevivéncia de invertebrados e vertebrados.
A lisozima, descoberta por Alexander Fleming em 1922, € reconhecida como a
primeira proteina antimicrobiana (WANG, 2015) e assim deu inicio as descobertas que
se seguiram, sendo que em 1939 obteve-se a extragdo de gramidina de Bacillus brevis
seguida do isolamento de cecropinas € magaininas nos anos 80 (KANG et al., 2017).

Uma diversidade grande de espécimes da ordem Anura e Hymenoptera,
produzem PAMs como parte do seu mecanismo de defesa de primeira linha
(DENNISON et al., 2005). Os PAMs da secrecgao de pele dos anuros apresentam em
sua maioria cerca de 8-46 residuos de aminoacidos, com carga positiva e uma porgao
hidrofébica. A expressdo dos peptideos antimicrobianos pode ser constitutiva ou
induzida por estimulos infecciosos ou inflamatérios, tais como citocinas
pré-inflamatoérias, bactérias, fungos ou moléculas patogénicas que estimulam a
immunidade inata (LEMAITRE et al., 1996; HANCOCK, 2001; CUNLIFFE et al., 2004).



26

Os PAMs podem ser anibnicos (um pequeno grupo presente em ruminantes,
principalmente ricos em aspartato e glutamato) ou catibnicos (um grande grupo
presente na maioria dos animais). Peptideos catibnicos podem ser lineares,
helicoidais, ricos em prolina ou estabilizados por cisteinas. Normalmente eles exibem
atividade antimicrobiana de amplo espectro contra bactérias e fungos (SHARMA et
al., 2018).

Devido a sua ampla atividade de espectro e escopo limitado para desenvolver
resisténcia, os PAMs sdo amplamente estudados como substitutos aos
antimicrobianos convencionais que estdo rapidamente tornando-se ineficazes contra
diversas linhagens de microrganismos (CHUNG et al., 2017). Atualmente, temos
apenas alguns PAMs que foram testados em ensaios clinicos de fase Ill para o seu
uso terapéutico. Algumas das razdes para o seu fracasso sao estabilidade, eficiéncia
e toxicidade in vivo, devido a esses fatores os PAMs foram descontinuados dos
ensaios clinicos (MAHLAPUU et al., 2016). Respondendo a essa necessidade, houve
um aumento na pesquisa com esforgos focados no desenho racional e na previsao de
PAMs (FJELL et al., 2011; PORTO et al., 2017). Diversos trabalhos empregam
estratégias de desenho racional para gerar novos PAMS com melhorias de atividade
e reducéao da toxicidade (PORTO et al., 2017).

O novo método racional de configuragdo envolve identificacdo de padrées de
sequéncia, residuos cruciais, posicdées e frequéncias de aminoacidos de PAMs
conhecidos. Estas informagdes sdo entdo usadas para desenvolver novos PAMs.
Outra abordagem usada para projetar racionalmente novos PAMs é o método
baseado em modelo onde substituigdes/truncamentos no peptideo selvagem podem
levar a desenhos de PAMs mais potentes com toxicidade reduzida. Esse exercicio €,
portanto, fortemente dependente de algoritmos altamente sensiveis que podem prever
com precisao a mudanca na atividade da membrana devido a pequenas variagdes de
sequéncia (PORTO et al., 2012).

Até o momento, mais de 2987 PAMs com propriedades antimicrobianas e
antitumorais foram descobertos ou sintetizados (http://aps.unmc.edu/AP/main.php;
Antimicrobial Peptide Database - APD) e tém sido agrupados com base no
comprimento, na estrutura secundaria e terciaria, na presenga ou auséncia de

ligagbes dissulfeto.
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Os PAMs apresentam uma variedade de estruturas secundarias, permitndo a
sua classificagcdo em cinco grupos principais: (1) peptideos que adotam conformacéao
de folha-f3 quando sédo estabilizados por duas ou trés ligagdes dissulfeto; (2) peptideos
sem residuos de cisteina que adotam estruturas de a-hélice anfipaticas; (3) peptideos
aniénicos ricos em aspartato e glutamato; (4) peptideos ricos em residuos de
triptofano, prolina e/ou histidina; e (5) peptideos compostos de aminoacidos raros
(HANCOCK et al., 2002a; REDDY et al., 2004).

1.5. Mecanismos de ag¢ao dos peptideos antimicrobianos

A seletividade dos PAMs tem base nas diferentes composicdes lipidicas e nas
cargas presentes nas membranas de células eucaridticas e procarioticas. A interagéo
dos PAMs com a membrana celular do patégeno altera o potencial elétrico devido as
interacdes entre os lipideos de membrana e o peptideo antimicrobiano (TEIXEIRA et
al., 2012). A camada externa da membrana celular de mamiferos e organismos
eucariontes em geral, pode ser composta por lipideos neutros que dificultam a
interacéo eletrostatica com os PAMs, protegendo-a assim da sua agado (YEAMAN et
al., 2003). Porém, as interagdes eletrostaticas entre os PAMs e as superficies das
células bacterianas, podem ser facilitadas pela presenca de fosfolipidios carregados
negativamente na face externa da bicamada lipidica e com isso ocorre uma interagao
hidrofébica entre a bicamada lipidica e a face apolar do peptideo, o que acaba
resultando na alteragao de permeabilidade da membrana da célula alvo (TEIXEIRA et
al., 2012).

Os PAMs sao diversas moléculas biologicamente ativas do sistema
imunoldgico inato aonde exibem atividade antimicrobiana de amplo espectro e tém
diversos alvos celulares (LOHNER, 2017) e isso dificulta que os microrganismos
desenvolvam resisténcia contra eles em comparagdo com antimicrobianos ja
utilizados na pratica clinica, os quais em sua grande maioria tém um unico alvo. Além
disso, eles também exercem inumeras propriedades imunomoduladoras, como a
modulacdo da expressao de citocinas e quimiocinas, ativacdao de leucécitos
(SORENSEN et al., 2008).

Ao se pensar em PAMs para uso farmacoldgico vém a mente a toxicidade
seletiva que ele devera possuir para ndo danificar as células do hospedeiro. A agao

dos PAMs ocasiona um desarranjo na membrana celular, visto que a molécula ndo se
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liga a nenhum receptor especifico, apesar da conformacédo da molécula, se for em
a-hélice, folhas-f, linear ou desorganizada o que auxilia no sitio alvo é a carga e a
hidrofobicidade dos peptideos (YEAMAN et al., 2003). Varios modelos vém sendo
propostos envolvendo como mecanismo de agado a permeabilizacdo da bicama
lipidica, podem ser classificados como: agregagao, poro toroidal, barril e tapete
(carpet-like) (TEIXEIRA et al., 2012).

1.5.1. Agregacao

Alguns PAMs podem ocasionar a despolarizacdo da membrana devido a
formagao de poros. Os PAMs ligam-se aos constituintes da membrana e agregam-se
de forma desordenada, e com isso ocorre uma desestabilizacdo da bicamada lipidica.
Pode ocorrer uma associagao destes agregados com moléculas de agua, e com isso
permitir o efluxo de ions e moléculas (BECHINGER et al., 2006). Esse fato ocorre em
um curto periodo e ndo causa uma despolarizacao de membrana, porém uma vez que
estes PAMs conseguem alcancgar o citoplasma celular ele passa a interagir com alvos
intracelulares como acidos nucléicos (DNA ou RNA) (SHAI, 2002; JENSSEN et al.,
2006; TEIXEIRA et al., 2012). (Figura 7A).

1.5.2. Poro toroidal

Os PAMs inserem-se na membrana de forma concéntrica e ali permanecem
ligados fortemente aos grupos polares lipidicos, e com isso gera uma aparéncia de
um poro circular. Devido a esse arranjo pode ocasionar uma perda de equilibrio de
ions e outras moléculas do meio extra para o meio intracelular e com isso ocorre
alteracao na pressao osmotica (EPAND et al., 1999; JENSSEN et al., 2006) (Figura
7B).

1.5.3. Barril

Neste modelo os PAMs aglomeram-se no lumen central da membrana
formando uma espécie de barril. Esse estilo de configuragdo € transmembranar e
ocorre devido aos peptideos serem muito hidrofébicos (HUANG, 2006). As partes

hidrofdbicas interagem com a parte interna da membrana enquanto a parte hidrofilica
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adquire uma conformacao de revestimento interior do poro (TEIXEIRA et al., 2012)
(Figura 7C).

1.5.4. Tapete (carpet-like)

Neste mecanismo ocorre um contato eletrostatico entre a face carregada
positivamente do PAM e os grupos anidnicos dos fosfolipidios, os quais
desestabilizam a membrana celular. Quando ocorrer superdosagem acarretara em
furos na membrana podendo ocasionar a desintegracdo através de formacado de
micelas, e sendo assim os PAMs ndo necessitam estar inseridos no centro hidrofobico
da membrana (Figura 7D) (JENSSEN et al., 2006; TEIXEIRA et al., 2012).

Quando o peptideo consegue chegar ao citoplasma por qualquer um desses
mecanismos ele pode ocasionar a morte celular. Eles conseguem alterar a integridade
da membrana celular, podem bloquear a sintese proteica, propiciam a perda de ATP
ou ocasionar o estresse oxidativo da célula (BROGDEN, 2005; JENSSEN et al., 2006;
TEIXEIRA et al., 2012).



30

@% e N
Sinteses de RNA
Replicacdo do DNA Sinteses de Proteinas
L Enovelamento de Proteinas
Sinteses da Parede Celular '
@) —~ L& /4\\\
i \/

Medificagdes Enzimaticas ’é f"

hafububbutnimtatebyintnintetcabbdb b e e O e
[ U bbby bk ...|......‘<.-1-- ........................

|||||||
.........

AR Lquwmﬂw il ”ﬂJF‘LFJFﬁ W
Figura 7. Modelos de agéo dos peptideos antimicrobianos. A. Agregagéo; B. Poro toroidal;

C. Barril; D. Tapete (Carpet-like). No interior da célula, marcadas com as linhas vermelhas,
estdo representadas as possiveis vias da agdo dos PAMs (adaptado de JENSSEN et al.,

2006).
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Os mecanismos de acao apresentados pelos PAMs sao dependentes de sua
interacdo com a membrana celular, por exemplo, das bactérias (HANCOCK et al.,
2002b). O acoplamento inicial € produzido pela atragdo entre o peptideo e a célula do
microganismo, por meio de interagdes eletrostaticas que podem ocorrer ao nivel de
fosfolipidios (BIGGIN et al., 1999; BLONDELLE et al, 1999), como os
lipopolisacarideos (LPS), presentes em bactérias Gram-negativas, ou acidos
lipoteicbicos em bactérias Gram-positivas (JENSSEN et al., 2006). Semelhantemente
ligam-se a moléculas de acido sialico na superficie das hemacias (BLONDELLE et al.,
1999).

No modelo unificador de Shai-Matsuzaki-Huang, inicialmente os peptideos
catibnicos interagem com as cabecgas polares negativamente carregadas dos
fosolipideos de membrana. Em seguida, comeg¢am a se inserir na bicamada lipidica,
causando seu estreitamento formando poros transitérios, por meio dos quais
peptideos e lipidios podem se deslocar para o interior da célula e atingir alvos
intracelulares. Pode ocorrer também ruptura da membrana devido a desestabilizacao
induzida pela associagao e inser¢ado dos peptideos na membrana (ZASLOFF, 2002)
(Figura 8).
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Figura 8. Esquema do modelo Shai-Matsuzaki-Huang. a) Formagdo de um tapete de
peptideos na camada da membrana externa. b) Integracdo do peptideo a membrana.
c) Formacgao de poros transientes. d) Transporte de lipidios e peptideos para a camada
interna. e) Difusdo dos peptideos para alvos intracelulares (em alguns casos). f) Ruptura da
membrana em fragmentos. (adaptado de ZASLOFF, 2002).

1.6. Atividade antibacteriana dos PAMs

Sao descritos na literatura PAMs com um grande espectro antibacteriano ou
com concentragdes inibitérias minimas (CIMs) comparaveis com antibacterianos ja
utilizados para tratamento clinico. Um exemplo é a dermaseptina S4 que alcanga uma
CIM de 1 yM contra isolados clinicos de Staphylococcus aureus (NAVON-VENEZIA
etal., 2002). Existem alguns peptideos atualmente em fase de estudos para uso topico
como as cecropinas D2A21, D4E1 e a gramicidina S, utilizados para combater estirpes
de Pseudomonas sp e Pseudomonas aeruginosa, respectivamente (MARR et al.,
2006; LUCA et al., 2013).

1.7. Atividade antiparasitaria dos PAMs

Embora sejam pouco conhecidos os mecanismos pelos quais os peptideos

antimicrobianos atuam como antiparasitarios, acredita-se que sua atividade inibitoria
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seja mediada por mecanismos semelhantes aos observados em bactérias e fungos
(JENSSEN et al., 2006).

A atividade antiparasitaria vem sendo descrita para PAMs que tenham uma
propensao de provocar a homeostase dos protozoarios por disrupcdo das membranas
celulares, bem como interferir nos processos metabdlicos do parasita. Os PAMs
demonstram um certo tropismo por protozoarios, devido a carga anidnica da
membrana externa bem peculiar de alguns espécimes eucariontes (RINALDI, 2002).
Esta variedade de PAMs utiliza a estrutura helicoidal anfipatica em meios hidrofébicos
€ com isso consegue a vantagem para permeabilizar a membrana do organismo,
porém é a carga catiénica do peptideo que determina a interagado com os fosfoglicanos
encontrados na membrana do parasito (FRIEDRICH et al., 1999; RIVAS et al., 2009).
Ha ainda formas diferentes para obter uma acdo antiparasitaria diretamente no
citoplasma, mediando as vias de morte celular e ocasionar um desequilibrio na
producdo de espécies reativas de oxigénio, um exemplo sdo os peptideos
Dermaseptin-S1 e H-3 (RIVAS et al., 2009). A Figura 9 ilustra alguns dos alvos dos

PAMs sobre protozoarios.

ATP

Figura 9. Principais alvos dos PAMs sobre protozoarios. A agdo dos PAMs é diretamente na
membrana do parasito resultando em pequenos poros (1) ou grandes poros (2). Os alvos
intracelulares dos PAMs sdo os acidocalsissomos (3) os glicossomos (4), o reticulo
endoplasmatico (5) e a mitocdndria (6) (adaptado de GUIMARAES et al., 2016).
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1.8. Atividade antifungica dos PAMs

Os peptideos antifungicos variam substancialmente em termos de similaridade
estrutural e sua atividade poderia estar correlacionada com sua habilidade para formar
complexos lipidicos (LOPEZ-GARCIA et al., 2004; JENSSEN et al., 2006). Entre os
principais mecanismos propostos encontram-se: 1) a quebra da estrutura da
membrana celular (LEE et al., 2003; PARK et al., 2004; JANG et al., 2006), 2) a
danificagdo da parede celular (LEE et al., 2003), 3) a interagdo com mitocdndrias
(KAVANAGH et al., 2004), e 4) a despolarizagdo do citoesqueleto por
despolimerizagao das fibras de actina (KOO et al., 2004).

Grande parte dos PAMs com caracteristicas antifUngicas atuam comumente na
parede celular ou em compostos intracelulares (NARAYANA et al., 2015). A parede
celular dos fungos é rica em quitina e muitos PAMs sdo capazes de se ligarem a esta
molécula, por exemplo a defensina 1 murina (mBD1) e a histatina 5, ambos mostram
uma eficiente acao sobre linhagens de Candida albicans (HELMERHORST et al.,
1999; SHEN et al., 2014). Ha também peptideos com agéo contra fungos filamentosos
como Aspergillus flavus e Fusarium moniliforme, um exemplo é a iturina A que é eficaz
contra dermatomicoses, tendo um amplo espectro de propriedades antifungicas e
poucas reagoes alergénicas, isso em ensaios clinicos com seres humanos e animais,

porém o peptideo apresenta atividade hemolitica (LATOUD et al., 1986).

1.9. Atividade antiviral dos PAMs

A comunidade cientifica enfrenta novos desafios com relacdo a vigilancia,
tratamento e prevencdo de viroses emergentes como € o caso das infec¢des pelos
virus zika, chikungunya e dengue, que vém causando alerta, principalmente nas
Américas (BRASIL 2015; HEUKELBACH et al., 2016, KANTOR 2016). Embora a
atividade antibacteriana dos peptideos com caracteristicas catibnicas seja a mais
estudada, pouco se sabe sobre a capacidade que possuem para atuar como agentes
antivirais. Além disso, 0 mecanismo de acio desses peptideos que exibem atividade
antiviral ainda é pouco compreendido (MATANIC et al., 2004).

A atividade antiviral de um grupo de peptideos catiénicos de folha-f, contra
virus envelopados foram atribuidos a inativagcao direta de particulas virais, um
exemplo sao os virus herpes simplex tipo 1 (HSV-1) e 2 (HSV-2), virus da

imunodeficiéncia tipo 1 (HIV-1), estomatite vesicular virus (VSV), influenzavirus e
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citomegalovirus (DAHER et al., 1986). No entanto, se relata que os peptideos
a-helicoidais podem atuar como agentes virucidas ou como inibidores da multiplicagao
do virus. As magaininas | e Il sdo peptideos a-helicoidais contendo 23 residuos de
aminoacidos, previamente isolados da pele do sapo Xenopus laevis, que diferem por
substituicdes nas posi¢cdes 10 e 22 (NICOLAS et al., 1995; NISSEN et al., 1997,
MARCOCCI et al., 2018) e tem sido relatado que analogos sintéticos de magaininas
exibem acao virucida contra HSV-1 (MARCOCCI et al., 2018).

1.10. Aplicagdes veterinarias dos PAMs

A mastite bovina é causada por patégenos bacterianos, como Staphylococcus
aureus e Escherichia coli. Tais linhagens sdo capazes de promover uma inflamagéao
da glandula mamaria, que afeta tanto a produgédo quanto a qualidade do leite, sendo
uma das causas mais significativas de perdas econdmicas na industria de laticinios.
Os sinais da infecgao variam de acordo com o animal e a capacidade invasora do
patdgeno, podendo resultar em mastite clinica ou subclinica (na qual o hospedeiro
nao apresenta sintomas evidentes da doenga). Essa associagao provoca visiveis
alteragdes no leite, além de dor e inchago no ubere do animal (LI et al., 2017).

O tratamento convencional de gado bovino com mastite culmina no uso de
antibidéticos como cefalosporinas, lincosamidas, macrolideos e, principalmente,
penicilinas (WANG et al., 2016). Os antibiéticos podem ser administrados através da
sua aplicagao intramamaria ou ainda através de injeg¢des intramusculares. Mesmo
durante o periodo seco, quando o animal ndo esta produzindo leite, ele continua
susceptivel a infeccdes intramamarias. A administracéo de antibiéticos neste periodo,
como medida profilatica, tem se mostrado benéfica, levando a uma redugao de até
82% do aparecimento de novos casos. Tem sido verificado que o uso de antibioticos,
como medida profilatica ou terapéutica, sem prescricdo técnica e sem teste para a
identificacdo do patogeno, tem contribuido para o aumento da resisténcia dos
microrganismos envolvidos (WANG et al., 2016; LI et al., 2017).

A fim de limitar a presenca de bactérias multirresistentes na mastite bovina,
alternativas para o tratamento com antibioticos sdo urgentemente necessarias e os
peptideos antimicrobianos sdo uma nova estratégia potencial contra infecgdes
bacterianas (MELISSA et al., 2017). Os peptideos antimicrobianos sdo uma nova

classe de agentes antimicrobianos com um novo modo de agao e aparecem como um
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dos medicamentos antimicrobianos mais promissores. Plectasina com 40 residuos de
aminoacidos ¢ um PAM catiénico isolado do fungo Pseudo-plectania nigrella e tem
uma atividade potente contra bactérias Gram-positivas. Acredita-se que a maioria dos
PAMs tenha como alvo a membrana celular bacteriana. Curiosamente, a plectasina
pode interferir na sintese da parede celular, ligando-se especificamente ao precursor
da parede celular bacteriana (SCHNEIDER et al., 2010; MOOSAZADEH et al., 2015).

1.11. Mecanismos de resisténcia aos peptideos antimicrobianos

Os microrganismos patogénicos tém desenvolvido diversos mecanismos que
limitam os efeitos dos PAMs. Esses mecanismos podem ser intrinsecos, sendo
expressos, tanto na presenga, quanto na auséncia de estimulo, ou adaptativo,
manifestando-se em resposta a presenca do peptideo ou as reagdes que ele provoca
na célula-alvo (YOUNT et al., 2005).

A resisténcia pode ser atingida ao modificar lipidios e lipopolissacarideos que
normalmente seriam alvos extracelulares dos PAMs, assim como componentes da
parede celular, de modo a diminuir a carga liquida negativa e conseguindo assim
repelir os PAMs positivamente carregados (GUO et al., 1998; ERNST et al., 1999;
ZHOU et al., 1999; JOO et al., 2016).

Algumas bactérias e fungos teriam a capacidade de ejetar os PAMs do seu
interior, de maneira dependente de energia, através da indugdo de genes que
codificam proteinas formadoras de canais (SHAFER et al., 1998; BENGOECHEA et
al., 2000). Outro mecanismo consiste na modificagao de proteinas-alvo intracelulares
(DEL CASTILLO et al., 2001). Alguns patégenos, alias, podem afetar os sistemas de
defesa induziveis ao interferirem com cascatas de sinalizagdo indutivas (ISLAM et al.,
2001).

A resisténcia bacteriana contra PAMs ja foram relatadas (OUHARA et al., 2008;
ANDERSSON et al., 2016; OMARDIEN et al., 2016) e isso ocasiona o risco de que as
bactérias que apresentam resisténcia aos PAMs possam desenvolver resisténcia
cruzada as células do hospedeiro (DOBSON et al., 2014; KUBICEK-SUTHERLAND
et al., 2017), como S. aureus que desenvolveu resisténcia a HNP-1 apds tratamento
com pexiganan (CONLON, 2015). No entanto, peptideos sintéticos poderiam superar
o obstaculo da resisténcia em relagcao aos peptideos naturais de defesa do hospedeiro

(NIIJNIK, 2009). Pode-se aumentar a atividade biolégica dos peptideos
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antimicrobianos, propondo-se algumas alteragées em relagao ao peptideo selvagem,
e com isso pode-se potencializar os efeitos frente as linhagens microbianas, visando
sempre diminuir as possiveis interagdes com as células dos seres humanos e com
isso os PAMs mostram-se como uma opcao viavel para o desenvolvimento de novos
antimicrobianos (PFALZGRAFF et al., 2018).

A Figura 10 ilustra os principais mecanismos de resisténcia bacteriana contra
os PAMs.

ecahismos d
esisténcia Contr
PAMSs

B

Figura 10. Principais mecanismos de resisténcia contra os PAMs (adaptada de PFALZGRAFF
et al., 2018).

Resisténcia bacteriana aos PAMs pode-se desenvolver devido a mudanca de
carga de superficie, enquanto que a modificagdo seria em LPS nos Gram-negativos e
acido lipoteicoico em Gram-positivas, com isso ha um aumento das cargas positivas,
reduzindo assim a atragédo de PAMs (JOO et al., 2016).

Modificagdes da composicado fosfolipidica bacteriana e, assim, alteracdo da
estrutura da membrana citoplasmatica tais como aminoacilagdo de grupos de cabecga
de fosfatidilglicerol, que mascara fosfatos anidbnicos com aminas primarias catiénicas,
diminui a atragdo de PAMs e a insergédo deles na membrana. Além disso bombas de

efluxo presentes em bactérias Gram-negativas podem contribuir para a resisténcia
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aos PAMs. Os mecanismos de resisténcia que contribuem para a viruléncia in vivo

sao modificagdes estruturais da superficie celular e bombas de efluxo (BAUER, 2015).

1.12. Analogos da ocelatina 4 utilizados no presente estudo
No presente trabalho, foram avaliadas as propriedades antimicrobianas, antivirais e
citoliticas de sete analogos derivados do PAM ocelatina 4, previamente propostos na
tese de doutoramento de NASCIMENTO (2007). Tais analogos foram denominados
pelas respectivas modificagbes que sofreram, sendo os analogos
K[1,4,8,15];A[12,16,20], K[1,8,15];R[4,12], K[1,8,15];N[4,12], fortemente catidnicos,
cujo desenho visou eliminar as cargas negativas, presentes na estrutura primaria da
ocelatina 4 na forma de residuos de aspartato (D) e pela substituicdo das glicinas (G),
fracamente hidrofilica e com potencial desestabilizador de hélices, por lisinas (K), as
quais sao positivamente carregadas, fortementes hidrofilicas e propiciadoras de
hélices (EISENBERG et al., 1982; KYTE & DOOLITTLE, 1982; ROLLINS-SMITH et
al., 2005). Os demais analogos S5;K7;Ins-V10;A11;N13, Del-2;S4;K6;A9;N11 e
Del-2;S4;K[6,17];A9;N11 foram idealizados com base na projecao helicoidal 1-18 do
peptideo S5;K7;A10;N12 o qual, por sua vez, foi proposto com base nos PAMs
pentadactilina (isolado de L. pentadactylus) e ranatuerina 2B (de Rana berlandieri),
além do modelo representado pela ocelatina 4. A Figura 11 apresenta as estruturas
primarias da ocelatina 4 e seus sete analogos. Tanto a ocelatina 4 quanto seus
analogos apresentam amidagdo na por¢ao C-terminal, modicagdo pds-traducional

comum em PAMs de anuros.

Ocellatinad GLLDFVTGV-GKDIFAQLIKQI
S5;K7;Ins-V18;A11;N13 GLLDSVKGVVAKNIFAQLIKQI
§5;K7;A10;N12 GLLDSVKGV-AKNIFAQLIKQI
Del-2;54;K6;A9;N11 -GLDSVKGV-AKNIFAQLIKQI
Del-2;54;K[6,17];A9;N11 -GLDSVKGV-AKNIFAQLKKQI
K[1,4,8,15];A[12,16,20] KLLKFVTK-VGKAIFKALIKAI
K[1,8,15];R[4,12] KLLRFVTK-VGKRIFKQLIKQI
K[1,8,15];N[4,12] KLLNFVTK-VGKNIFKQLIKQI

Figura 11. Multi-alinhamento da ocelatina 4 e seus analogos. As cores dos residuos de
aminoacidos representam suas propriedade fisico-quimicas: Vermelho = aminoacidos
pequenos, hidrofébicos, aromaticos e apolares; Azul = aminoacidos acidos; Verde =
aminodacidos hidréxil, amino, amido, polar sem carga; rosa = aminoacidos basicos.
Aminoacidos idénticos entre as estruturas primarias estao assinalados com (*).
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Peptideos que demonstram atividade antimicrobiana sem apresentar atividade
hemolitica normalmente contém diversos residuos de aminoacidos carregados
positivamente, sendo entado classificados como catiénicos (EPAND & VOGEL, 1999):
a maior parte apresenta carga liquida +2, podendo chegar a +3, quando ocorrer
amidacao no C-terminal. Contrariamente a estes peptideos, os que apresentam
menores valores de carga da cadeia peptidica mostram-se mais hemoliticos (SHAI,
1999), sendo o caso do peptideo modelo, a ocelatina 4. Peptideos com anfipacidade
alta podem causar intensas tendéncias de agregacgao entre as moléculas em solugéo
aquosa (CHEN et al., 2005).

Os peptideos agregados tém sua poténcia diminuida frente as bactérias, nas
quais a parede celular impede o0 acesso imediato a membrana citoplasmatica.
Contudo, em oposicao as células que possuem a membrana citoplasmatica acessivel
(ex.: hemacias), os peptideos agregados tornam-se mais eficientes, pois, logo ao
primeiro contato, encontram-se em uma concetragdo capaz de permeabiliza-las
(GHOSH et al., 1997; KRUGLIAK et al., 2000; FEDER et al., 2000).

Parametros fisico-quimicos, tais como carga liquida (Q), massa molecular
(MM), hidrofobicidade média e momento hidrofébico médio, foram determinados para
cada um dos peptideos testados e estao apresentados na Tabela 1.

Tabela 1. Parémetros fisico-quimicos da ocelatina 4 e seus analogos
(modificado de NASCIMENTO, 2007), MM = Massa molecular; Q = carga (em pH = 7,0);
H Eisen = Hidrofobicidade média, escala de EISENBERG (1982); H Kyte = Hidrofobicidade
média, escala de KYTE e DOOLITLE (1982); <H> = Hidrofobicidade média (FAUCHERE e
PLISKA, 1983); <uH> = Momento hidrofébico médio (EISENBERG, WEISS e TERWILLIGER,
1982).

H H
Peptideo MM (Da) Q <H> <uH>
Eisen. Kyte
Ocelatina 4 227430  +1 0,01 0,40 0.625 0.473
S5;K7;A10;N12 225434 +3  -0,10 0,15 0.501 0.515

S5:K7:Ins-V10:A11:N13 | 235341 +3 0,07 0,17 0534 0.140
Del-2;S4;K6;A9;N11 214126 +3  -0,13 -0,02 0.442 0.506
Del-2:S4:K[6,17]:A9:N11;  2156.27 +4 -0,25 -0,47 0.302 0.524
K[1,8,15];:N[4,12] 247154 +6 -0,26 -0,28 0.485 0.611
K[1,4,8,15];A[12,16,20] 232854 +7 -0,19 040 0.560 0.607
K[1,8,15];R[4,12] 2555.65 +8 -0,37 -0,38 0.446 0.641
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A ocelatina 4 e seus analogos estdo apresentados a seguir na forma de
projecdes helicoidais de modo a facilitar a visualizagdo de suas caracteristicas

anfipaticas (Figuras 12 a 19).

Figura 12. Projecdo em roda helicoidal do peptideo selvagem ocelatina 4. Em amarelo os
residuos n&o polares; em verde, os residuos polares ndo carregados; em azul os residuos
polares acidos; em vermelho os residuos polares basicos.

Figura 13. Projecao em roda helicoidal do analogo S5;K7;A10;N12. Em amarelo os residuos
nao polares; em verde, os residuos polares ndo carregados; em azul os residuos polares
acidos; em vermelho os residuos polares basicos.
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Figura 14. Projecdo em roda helicoidal do analogo S5;K7;Ins-V10;A11;N13. Em amarelo os
residuos nao polares; em verde, os residuos polares nao carregados; em azul os residuos
polares acidos; em vermelho os residuos polares basicos.

Figura 15. Projegcdo em roda helicoidal do analogo Del-2;S4;K6;A9;N11. Em amarelo os
residuos nao polares; em verde, os residuos polares nao carregados; em azul os residuos
polares acidos; em vermelho os residuos polares basicos.
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Figura 16. Projecdo em roda helicoidal do analogo Del-2;S4;K[6,17];A9;N11. Em amarelo os
residuos n&o polares; em verde, os residuos polares nao carregados; em azul os residuos
polares acidos; em vermelho os residuos polares basicos.

Figura 17. Projecdo em roda helicoidal do analogo K[1,8,15];N[4,12]. Em amarelo os residuos
nao polares; em verde, os residuos polares nao carregados; em vermelho os residuos polares
basicos.
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Figura 18. Projecdo em roda helicoidal do analogo K][1,4,8,15];A[12,16,20]. Em amarelo os
residuos nao polares; em verde, os residuos polares n&do carregados; em vermelho os
residuos polares basicos.

G
10

Figura 19. Projecdo em roda helicoidal do analogo K[1,8,15];R[4,12]. Em amarelo os residuos
nao polares; em verde, os residuos polares nao carregados; em vermelho os residuos polares
basicos.

De maneira geral, os analogos da ocelatina 4 foram propostos com vistas a

aumentar suas caracteristicas anfipaticas, com algumas diferengas perceptiveis na
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extensdo das faces polar e apolar da hélice, como pode-se observar nos analogos
Del-2;S4;K6;A9;N11 e K[1,4,8,15];A[12,16,20] (Figuras 16 e 18).

As caracteristicas anfipaticas conferidas aos PAMs auxiliam na adsorgao sobre
a superficie da membrana ou da inser¢do na membrana com um conjunto de por¢des
helicoidais. A maioria dos peptideos anfipaticos helicoidais sao catibnicos e
apresentam toxicidade seletiva para os microrganismos (ZHAO et al., 2002). Ha
também peptideos helicoidais hidrofobicos ou ligeiramente anibnicos, por exemplo
alameticina (KIKUKAWA e ARALSO, 2002). A maioria das atividades aparenta estar
relacionada a interacao peptideo-lipideo, e provavelmente sdo moduladas por fatores
tais como: carga elétrica liquida, hidrofobicidade média, propensdao em formar

estrutura helicoidal e o angulo de face polar (DATHE et al., 2002).

2. Justificativa

A descoberta do primeiro antibiético, a penicilina, permitiu que milhdes de vidas
fossem salvas, particularmente durante a Segunda Guerra Mundial. No entanto, o facil
acesso aos antibidticos e seu uso indiscriminado, promoveu a selecdo de linhagens
microbianas multiressistentes. Linhagens multirresistentes adicionam uma perda de
eficacia de pelo menos trés classes dos antimicrobianos; tornando o tratamento
complicado, demorado e dispendioso (WHO, 2014).

A secrecgédo cutanea de anuros (ras, sapos e pererecas) concentram um arsenal
variado de peptideos bioativos. Uma classe abundante desses peptideos &
representada pelos PAMs, peptideos que, devido as suas caracteristicas anfipaticas,
s&o capazes de atuar eliminando varios microrganismos (RAAYMAKERS et al., 2017).
Peptideos antimicrobianos prestam-se como potenciais drogas para o tratamento
de infec¢des bacterianas, fungicas, virais e parasitarias, assim, como uma possivel
nova classe de antimicrobianos clinicos. Eles compartilham um conjunto comum de
caracteristicas biofisicas que sao cruciais para a sua atividade antimicrobiana
(ETZERODT, 2011).

Neste contexto, os peptideos antimicrobianos atrairam muita atencdo devido
as suas propriedades favoraveis, entre elas, a agao rapida, atividade de amplo
espectro antimicrobiano e a falha em desencadear mecanismos de resisténcia em
comparagao com antimicrobianos convencionais. Além disso, estudos tém revelado

que peptideos antimicrobianos combinados com antimicrobianos utilizados
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clinicamente poderiam ser alternativas para auxiliar o combate do problema
da resisténcia bacteriana aos antimicrobianos convencionais (LIN et al., 2012).

Devido ao relevante aumento da resisténcia bacteriana, observa-se que as
doencas infecciosas e os custos aumentam de acordo com o transcorrer da infecgao,
e com isso ha uma necessidade de controle sobre os antimicrobianos utilizados e com
a alta demanda de uso ocorre uma rapida adaptacdo do microrganismo frente aos
mais novos antimicrobianos utilizados na pratica clinica (MARTIN, 2018).

Os PAMs podem ter sua atividade biolégica original potencializada quando
realizadas algumas alteragdes pontuais para agregar alguns beneficios. O desenho
de moléculas permite diminuir as possiveis interagbes com as células dos seres
humanos, pode-se aumentar a atividade bioldgica frente as linhagens microbianas, e
com isso os PAMs mostram-se como uma saida real para o desenvolvimento de novos
antimicrobianos (GUSMAO et al., 2017; TRIANA-VIDAL, 2017).

3. Objetivos
3.1. Objetivo Geral

Este projeto teve como objetivo geral avaliar os efeitos antimicrobianos e
antivirais do PAM ocelatina 4 e de seus sete analogos sobre diferentes
microrganismos e virus patogénicos (bactérias Gram-negativas e Gram-positivas,
fungos leveduriformes e os virus causadores da febre amarela e dengue), bem como

seus efeitos citoliticos sobre células sanguineas humanas.

3.2. Objetivos Especificos

3.2.1. Determinar os efeitos antimicrobianos do PAM ocelatina 4 e de seus sete
analogos sobre bactérias patogénicas Gram-positivas e Gram-negativas, inclusive
sobre linhagens multirresistentes;

3.2.2. Determinar os efeitos antimicrobianos do PAM ocelatina 4 e de seus sete
analogos sobre o fungo leveduriforme patogénico Candida albicans;

3.2.3. Determinar os efeitos antivirais do PAM ocelatina 4 e de seus sete
analogos sobre os virus causadores da febre amarela e da dengue;

3.2.4. Determinar os efeitos citoliticos do PAM ocelatina 4 e de seus sete

analogos sobre células sanguineas humanas (eritrécitos e leucocitos);
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3.2.5 Determinar a composigcao de elementos de estrutura secundaria do PAM

ocelatina 4 e de seus sete analogos com o emprego da técnica de dicroismo circular.

4. Materiais e Métodos
4.1. Reagentes quimicos

Em todos os experimentos, foram utilizados somente reagentes de grau
analitico, provenientes de diferentes fontes comerciais. Todas as solugbes foram

preparadas com agua Mili-Q (Millipore Reagent Water System USA).

4.2. Sintese quimica dos peptideos

Os analogos empregados no presente estudo foram idealizados previamente e
sua caracterizag&o basica foi realizada por Nascimento, A.C.C. (2007) em sua tese
de doutoramento. Tais peptideos foram produzidos por sintese quimica em fase sdlida
automatizada e purificados por RP-HPLC pela empresa Genone, especialista em

sintese de peptideos.

4.3. Linhagens microbianas utilizadas

Linhagens referenciais de bactérias, obtidas do Banco de Culturas do
Laboratério de Toxinologia da Universidade de Brasilia, foram utilizadas no presente
trabalho: Escherichia coli (ATCC 25922), Proteus mirabilis (ATCC 25933), Enteroccus
faecalis (ATCC 29212), Staphylococcus aureus (ATCC 25923) e Candida albicans
(ATCC 14053). As linhagens multirresistentes de Staphylococcus aureus (MRSA),
Klebsiella pneumoniae (KPC) e Klebsiella pneumoniae produtora de B-lactamase de
espectro estendido (ATCC700603) foram obtidas do Banco de Culturas do Setor de
Microbiologia do Laboratério Sabin Medicina Diagndstica, compativeis com as

identificacaoes e perfis de susceptibilidade ilustrados nos anexos.

4.4. Analises computacionais

A massa monoisotépica tedrica foi calculada a partir das estruturas primarias
com a ferramenta Compute pl/Mw (GASTEIGER et al., 2005) disponivel em
https://web.expasy.org/compute_pi/. O Clustal Omega (SIEVERS et al., 2011) foi

empregado para alinhamento multiplo de sequéncias peptidicas, disponivel em
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https://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalw2/. Utilizou-se a ferramenta NetWheels
disponivel em http://Ibgp.unb.br/NetWheels/ para analisar a distribui¢cao e interagao de
residuos em a-hélice, de acordo com os métodos de SCHIFFER e EDMUNDSON
(1967) e DUNNILL (1968). Por ultimo foi empregado o servidor web HeliQuest
(GAUTIER et al., 2008) disponivel em http://heliquest.ipmc.cnrs.fr/ para o célculo dos
parametros de Hidrofobicidade Média <H> (FAUCHERE e PLISKA, 1983) e Momento
Hidrofébico Médio <uH> (EISENBERG, WEISS e TERWILLIGER, 1982).

4.5. Quantificagao espectrofotométrica de peptideos

Os peptideos sintéticos foram dosados pelo método de determinacdo da
concentragao protéica por absor¢cao ao UV (MURPHY, 1960).

O material foi quantificado por leitura espectrofotométrica realizada em
equipamento Bel Photonics modelo UV/VIS M51 e as leituras foram realizadas nos
comprimentos de onda de 205, 215 e 225 nm.

As férmulas para estimar a concentragdo dos peptideos (em pg/mL) estdo

descritas a seguir:

Concentragaos = 144 x (A21s — Azzs) Concentracao, = (Azs/ 31) x 1000

Para obter a concentragcao da aliquota analisada foi calculada a média dos
resultados das concentragdes 1 e 2 para cada amostra (AITKEN e LEARMONTH,
2002)

Apo0s realizar as dosagens, cada peptideo foi aliquotado para o volume de 1 mL

em tubos tipo eppendorf e, em seguida, secados em concentrador a vacuo.

4.6. Ensaios antimicrobianos sobre bactérias patogénicas

Linhagens referenciais de bactérias, obtidas do Banco de Culturas do
Laboratério de Toxinologia da Universidade de Brasilia e linhagens multirresistentes
de Staphylococcus aureus (MRSA), Klebsiella pneumoniae (KPC) e Klebsiella
pneumoniae (ESBL) obtidas do Banco de Culturas do Setor de Microbiologia do
Laboratério Sabin Medicina Diagnéstica, foram cultivadas em placas contendo meios
de cultura apropriados para cada linhagem bacteriana pelo periodo de 18-24h, a

35+2°C. Apds este periodo, foram executadas identificagdo automatizada VITEK® MS
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(MALDI-TOF MS, Biomérieux) e antibiograma automatizado VITEK® 2 XL
(Biomérieux) de todas as linhagens. As bactérias, em fase logaritmica, foram diluidas
no meio de cultura Mueller-Hinton caldo nas propor¢des 1:50 para as Gram-negativas
e 1:100 para as Gram-positivas.

Aliquotas de 50 pL de diluigbes seriadas (128 — 1 uM) de cada peptideo puro,
ressuspendidas em agua Milli-Q estéril, foram feitas a partir de uma solugéo-estoque
de 256 uM esterilizada por filtragao em filtro Millex GV 0,22 um, foram incubadas com
50 uL de suspensao bacteriana, contendo aproximadamente de 2 a 7 x 10° UFC e
incubadas por 18-24 horas a 35£2°C em placas de microtitulagédo estéreis (96 pocos,
fundo chato), sem agitagao. Os controles para auséncia de crescimento e crescimento
pleno foram, respectivamente, formaldeido 0,8% (v/v) e agua Milli-Q estéril, ambos
incubados com as suspensodes bacterianas. Cada peptideo foi testado em triplicata,
assim como os controles. Os pocos com formaldeido foram cobertos com Parafim®
para evitar interferéncia nos demais pocos em virtude da sua evaporacgao. A inibigao
da proliferagao bacteriana foi avaliada por leitura espectrofotométrica no comprimento
de onda de 595 nm em leitora de microplacas (Multiskan® FC, Thermo Scientific, San
Jose, CA). A concentragao inibitéria minima (CIM) foi assumida como sendo a menor

concentracao na qual ndo houve crescimento espectrofotometricamente detectavel.

4.7. Ensaios antimicrobianos sobre fungos patogénicos

Linhagem ATCC de Candida albicans (ATCC 14053), obtido do Banco de
Culturas do Setor de Microbiologia do Laboratério Sabin Medicina Diagnéstica, foi
cultivada em agar Sabouraud dextrose, apds este periodo foi executada identificagéo
automatizada VITEK® MS (MALDI-TOF MS, Biomérieux) e antifungigrama
automatizado VITEK® 2 XL (Biomérieux). O indculo foi preparado a partir de colonias
frescas de C. albicans crescidas em meio Mueller-Hinton caldo apés 24 horas em
37+2°C. As leveduras, em fase logaritmica, foram diluidas no mesmo meio de cultura
na propor¢ao 1:100. Uma aliquota de 50 uL desta suspensao de levedura a 1:100
(contendo aproximadamente 2 x 10° UFC) foi incubada a 37+2°C por 24 horas com
50 uL de cada analogo ressuspendido em agua Milli-Q estéril, em placas de
microtitulagao estéreis (96 pogos, fundo chato). A partir de uma solugéo de peptideo
a 256 uM foi realizada a diluigdo seriada, nas concetragbes de 128 — 1uM.

Os controles para auséncia de crescimento e crescimento pleno foram,
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respectivamente, formaldeido 0,8% (v/v) e agua Milli-Q estéril, ambos incubados com
as suspensdes da levedura. Os pogos com formaldeido foram cobertos com Parafilm®
para evitar interferéncia nos demais pocos em virtude da sua evaporagdo. Apos o
periodo de incubacéo de 24 horas sem agitagéo, a inibicdo da proliferagédo fungica foi
avaliada por leitura espectrofotométrica no comprimento de onda de 595 nm em leitora
de microplacas (Multiskan® FC, Thermo Scientific, San Jose, CA). A concentragdo
inibitéria minima (CIM) foi assumida como sendo a menor concentragdo na qual ndo

houve crescimento espectrofotometricamente detectavel.

4.8. Ensaio de inibicao sobre o virus da dengue sorotipo 4

Os controles positivos (Interferon a 2A 1,3 nM), controles negativos (agua ou
DMSO 1%) e os peptideos de interesse (na concentragao inicial de 50 uM, com
diluicdo seriada até a concentragédo minima de 1,56 uM) foram adicionados aos pogos
da placa. Apds a adicdo dos compostos, células Huh7 (hepatocarcinoma humano) e
o virus da dengue sorotipo 4 foram adicionados e as placas foram incubadas por 72
horas. Antes da leitura, as amostras foram fixadas com paraformaldeido 4%, tratadas
com Triton X-100 0,25% por 5 minutos, marcadas com o anticorpo primario para a
proteina flaviviral e com o anticorpo secundario de cabra contra camundongo marcado
com AlexaFluor488 e DAPI. A aquisigdo de imagens foi feita no equipamento Operetta
High-Content Automated Imaging System (Perkin Elmer) e o software Harmony foi
empregado na contagem total de células do hospedeiro, taxa de infeccdo e
intensidade do sinal de AlexaFluor488 por célula infectada.

A taxa de infecgao (IR) é a razéo entre (i) o numero total de células infectadas
em todas as imagens do poco e (ii) o numero total de células em todas as imagens do
mesmo pocgo. A IR foi normalizada em funcdo dos controles negativo (células
infectadas na presenca de DMSO 1%) e positivo (células nao-infectadas) para
determinar a atividade normalizada (NA): NA = [1 - (Av. CRT — Av. CRP)/(Av. CRN —
Av. CRP)] x 100. A raz&o celular foi definida como sendo a raz&o entre o numero total
de células no poco com a presencga da substancia a ser testada e a média do numero
total de células nos pogos do controle negativo. A raz&o celular € uma estimativa da
atividade do composto testado sobre as células hospedeiras Huh7 € determinada para
estimar a seletividade do composto para o virus DENV4.

Av. CRT: média da razao celular do composto testado
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Av. CRP: média da razao celular do controle positivo (Interferon a 2A 5,2 nM)

Av. CRN: média da razao celular do controle negativo

4.9. Ensaio de inibigao sobre o virus da febre amarela

Os controles positivos (Interferon a 2A 1,3 nM), controles negativos (agua ou
DMSO 1%) e os peptideos de interesse (na concentragao inicial de 50 uM, com
diluicdo seriada até a concentragdo minima de 1,56 yM) foram adicionados aos pogos
da placa. Apés a adicdo dos compostos, células Huh7 (hepatocarcinoma humano) e
o virus da febre amarela foram adicionados e as placas foram incubadas por 72 h.
Antes da leitura, as amostras foram fixadas com paraformaldeido 4% e reveladas com
DAPI. A aquisicdo de imagens foi feita no equipamento Operetta High-Content
Automated Imaging System (Perkin Elmer) e o software Harmony foi empregado na
contagem total de células do hospedeiro, taxa de infecgdo e intensidade do sinal do
virus da febre amarela por célula infectada.

No presente ensaio foi empregada a forma recombinante do virus da febre
amarela (eYFP) que é capaz de expressar mais intensamente a proteina fluorescente
amarela (“yellow fluorescent protein”) (PILGER et al, 2017).

A taxa de infecgao (IR) é a razao entre (i) o numero total de células infectadas
em todas as imagens do pogo e (ii) o numero total de células em todas as imagens do
mesmo pogo. A IR foi normalizada em funcdo dos controles negativo (células
infectadas na presenca de DMSO 1%) e positivo (células nao-infectadas) para
determinar a atividade normalizada (NA): NA = [1 - (Av. CRT — Av. CRP)/(Av. CRN —
Av. CRP)] x 100. A raz&o celular foi definida como sendo a raz&o entre o numero total
de células no pogo com a presencga da substancia a ser testada e a média do numero
total de células nos pogos do controle negativo. A razao celular € uma estimativa da
atividade do composto testado sobre as células hospedeiras Huh7 € determinada para
estimar a seletividade do composto para o virus da febre amarela.

Av. CRT: média da razao celular do composto testado

Av. CRP: média da razéao celular do controle positivo (Interferon a 2A 5,2 nM)

Av. CRN: média da razao celular do controle negativo
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4.10. Avaliagao da atividade citolitica sobre células sanguineas (leucécitos
e hemacias)

As anadlises das alteragdes provocadas pelos analogos produzidos sobre as
células brancas do sangue (leucdcitos) e células vermelhas (hemacias) foram
realizadas em contador hematolégico automatizado. Um volume de 8 mL de sangue
tipo O (de doador voluntario apds assinatura de termo de consentimento livre e
esclarecido) foi colhido em tubo com EDTA. Este sangue passou por trés lavagens
sucessivas com solugdo salina 0,9% (p/v), sendo que apods cada lavagem foi
realizada uma centrifugagcéo a 3.024 g por 5 min. Ao término de cada etapa de
lavagem e centrifugacao, a fase plasmatica foi removida e o volume final completado
com solugao salina 0,9%, de modo que ao final das trés lavagens fosse mantido o
volume inicial de 8 mL. A fase plasmatica foi retirada para que as proteinas do plasma
sanguineo (principalmente a albumina) n&o interferissem com a leitura dos resultados
e nem com a interagao entre os peptideos e as células. Para os experimentos, foram
separadas aliquotas de 800 yL de cada peptideo na concentragdo de 256 uM em
agua Milli-Q e secadas em concentrador a vacuo (SC 100, Thermo Scientific, EUA).
Depois da secagem, cada tubo com material foi ressuspendido em 200 uL de solugao
de NaCl 0,9% (p/v) obtendo-se a concentracgéao final desejada de 1.024 yM.

Foram preparados 3 tubos tipo eppendorf por amostra, cada um com volume
de 500 uL (438 pL de sangue total e 62 pL do peptideo na concentragéo inicial de
1.024 uM para obter uma concentragao peptidica final igual a 128 uM).

O controle negativo foi feito incubando-se a aliquota de sangue com uma
solugédo de NaCl 0,9% (p/v) e o controle positivo com Triton X-100 a 10% (v/v) de
concentragao final.

A leitura foi feita 60 minutos apés a adi¢gao dos peptideos (ou solugdes controle)
ao sangue, sendo que durante todo o tempo os tubos ficaram sob agitacdo constante,
com a remogao de uma aliquota de 88 pL de cada réplica para analise no equipamento

Sysmex XN-9000™ (Analisador Hematoldgico Automatizado, Sysmex, Japao).

4.11. Analises por dicroismo circular
As analises por dicroismo circular foram realizadas no espectropolarimetro
Jasco J-815 (Jasco Analytical Instruments, Téquio, Japao), na temperatura constante

de 25°C e utilizando-se cubeta de quartzo de caminho O6ptico igual a 0,1 cm.
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Os espectros UV foram analisados nos comprimentos de onda entre 190 nm e 260
nm, resultando da média de cinco medidas consecutivas.

A partir de solugdes peptidicas a 50 yM em agua e a 50 yM em dodecilsulfato
de sodio (SDS, Amershan Biosciences) a 35 mM, foram gerados os espectros
dicréicos em agua e em SDS dos 8 peptideos analisados. As elipticidades observadas
foram convertidas em elipticidade molar utilizando a seguinte equacéo:

_ (8x100x M)
~ (Cx?fxn)

Onde 6 é a elipticidade em graus, £ € o comprimento do caminho 6ptico em
cm, C é a concentracédo em mg/mL, M é a massa molecular e n € o numero de residuos
existentes na proteina. A elipticidade molar média [0] é dada em grau.cm?.dmol".

Os percentuais de helicidade foram calculados a partir das elipticidades molares
a 208 nm.

5. Resultados e Discussao

5.1. Efeitos antimicrobianos sobre bactérias e fungos patogénicos

As propriedades antimicrobianas dos analogos sintéticos, assim como do
peptideo selvagem, a ocelatina 4, foram avaliadas sobre microrganismos patogénicos,
a saber: bactérias Gram-positivas (Staphylococcus aureus ATCC 25923,
Enterococcus faecalis ATCC 29212), bactérias Gram-negativas (Escherichia coli
ATCC 25922, Klebsiella pneumoniae ATCC 700603, Proteus mirabilis ATCC25933),
levedura (Candida albicans ATCC 14053) e bactérias multiressistentes
(Staphylococcus aureus resistente a meticilina — MRSA e Klebsiella pneumoniae
produtora de carbapenemase - KPC) por meio da determinagdo da concentragao
inibitéria minima (CIM) para cada microrganismo avaliado.

Os resultados dos testes de sensibilidade evidenciaram um comportamento
diversificado dos microrganismos frente aos peptideos testados. Esta diferenga de
susceptibilidade pode estar relacionada as propriedades de cada um dos peptideos,
bem como com as diferengcas na composicdo das membranas dos microrganismos

testados.
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5.1.1. Ensaios antibacterianos com linhagens de bactérias Gram-positivas

De maneira geral, os analogos S5K7;A10;N12, K[1,8,15];N[4,12],
K[1,4,8,15];A[12,16,20], KI[1,8,15];R[4,12] exibiram ganho de poténcia sobre os
microrganismos Gram-positivos testados em relacéo a ocelatina 4 (Tabela 2). No caso,
a ocelatina 4 exibiu valores de CIM >128 para S. aureus e de 64 pM para E. faecalis,
enquanto os analogos citados exibiram valores de CIM na faixa de 2-16 uyM para S.
aureus e de 8-32 uM para E. faecalis.

Embora os resultados frente a linhagem de Enterococcus faecalis ATCC29212
nao tenha obtido um desempenho de inibicdo tdo consideravel comparado com o
frente a linhagem de Staphylococcus aureus ATCC25923, ainda assim obteve-se nos
analogos K[1,8,15];N[4,12] e K[1,8,15];R[4,12], as melhores respostas para inibicdo

frente ao patdégeno testado.

Tabela 2. Efeitos antimicrobianos (CIM em yM) da ocelatina 4 e seus analogos sobre bactérias
patogénicas Gram-positivas.

Peptideo S. aureus E. faecalis
ATCC 25923 ATCC 29212

Ocelatina 4 >128 64
S5;K7;A10;N12 16 16

S$5;K7;Ins-V10;A11;N13 128 >128

Del-2;S4;K6;A9;N11 >128 >128

Del-2;S4;K[6,17];A9;N11 >128 >128
K[1,8,15];N[4,12] 2 8
K[1,4,8,15];A[12,16,20] 4 32
K[1,8,15];R[4,12] 2 8

5.1.2 Ensaios antibacterianos com linhagens de bactérias Gram-negativas
Frente as bactérias Gram-negativas testadas, com excec¢ao de Proteus mirabilis
que se mostrou resistente a todos os peptideos avaliados, novamente os analogos
S5;K7;A10;N12,  K[1,8,15];N[4,12], K[1,4,8,15];A[12,16,20], K[1,8,15];R[4,12]
apresentaram atividade antimicrobiana superior a exibida pela ocelatina 4 que

apresentou efeito antimicrobiano muito discreto sobre as bactérias (Tabela 3).
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Dentre os quatro analogos ativos, o analogo K[1,8,15];N[4,12] foi o que obteve
o melhor desempenho, com valor de CIM igual a 4 uM, tanto para E. coli como para

K. pneumoniae.

Tabela 3. Efeitos antimicrobianos (CIM em yM) da ocelatina 4 e seus analogos sobre bactérias
patogénicas Gram-negativas.

Peptideo E. coli K. pneumoniae P. mirabilis ATCC

ATCC ATCC 700603 25933

25922
Ocelatina 4 >128 >128 >128
S5;K7;A10;N12 8 32 >128
S5;K7;Ins-V10;A11;N13 16 >128 >128
Del-2;S4;K6;A9;N11 32 >128 >128
Del-2;S4;K[6,17];A9;N11 128 >128 >128
K[1,8,15];N[4,12] 4 4 >128
K[1,4,8,15];A[12,16,20] 32 16 >128
K[1,8,15];R[4,12] 8 4 >128

Cabe ressaltar que os analogos S5;K7;Ins-V10;A11;N13 e Del-2;S4;K6;A9;N11
que exibiram baixa atividade sobre as bactérias Gram-positivas, exibiram efeito
antimicrobiano consideravel sobre a bactéria Gram-negativa E. coli com valores de
CIM de 16 e 32 uM, respectivamente.

Os efeitos antimicrobianos sobre a bactéria K. pneumoniae também merecem
destaque com valores de CIM que variaram de 4-32 uM, uma vez que a linhagem
empregada no presente estudo, a ATCC 700603, apresenta produgao de B-lactamase
de espectro estendido (ESBL), exibindo um alto grau de resisténcia a diversos
antibacterianos utilizados na rotina clinica.

Os antibidticos B-lactdmicos sdo os antimicrobianos mais frequentemente
utilizados, representando aproximadamente 65% do uso de antibacterianos em todo
o mundo (PALZKILL, 2018). Os B-lactdmicos atuam inibindo a biossintese da parede
celular bacteriana. Especificamente, eles sao inibidores covalentes de enzimas
transpeptidase, comumente referidos como proteinas de ligacao a penicilina (PBPs).

Essas enzimas catalisam uma reacao de reticulacdo de pentapeptideos presentes na
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camada de peptidoglicano da parede celular (LOVERING et al., 2012). O mecanismo
mais comum de resisténcia a antibioticos B-lactamicos € a produgéo bacteriana de
B-lactamases, estas podem ser distribuidas em quatro classes (A, B, C e D) com base
na homologia da sequéncia primaria de aminoacidos (AMBLER, 1980; FISHER et al.,
2005). As classes A, C e D séao serina-hidrolases que funcionam de maneira similar
as serina-proteases classicas, como a quimotripsina. As -lactamases de classe B s&o
metalo-enzimas de zinco que contém um ou dois ions de zinco (PALZKILL, 2013).

As B-lactamases de classe A sdo muitas vezes codificadas em plasmideos que
podem se mover por conjugacado e, como resultado, essas enzimas sdo fontes
disseminadas de resisténcia (BUSH e FISHER, 2011). A introdugdo e o0 uso
subsequente de agentes antibacterianos, entretanto, colocou pressao seletiva sobre
as bactérias, resultando na evolugdo de variantes de enzimas de classe A que
ganharam a capacidade de hidrolisar oxiimino-cefalosporinas ou evitar a acéo de
inibidores de p-lactamase (PALZKILL, 2018). O desenvolvimento de drogas
alternativas para inibir a resisténcia antimicrobiana no tratamento de infec¢des por
Klebsiella pneumoniae produtoras de p-lactamases requer urgentemente novas
opgoes de tratamento.

Linhagens produtoras de B-lactamases de espectro estendido (ESBL) que sao
enzimas produzidas com fins de conferir resisténcia baseado em plasmideos, os quais
fazem parte do genoma acessorio. A bactéria K. pneumoniae produtora de ESBL foi
identificada pela primeira vez na Europa em 1983 e nos Estados Unidos em 1989. As
ESBLs sao capazes de hidrolisar as oximino-cefalosporinas, como as cefalosporinas

de terceira geragao e o aztreonam (MARTIN, 2018).

5.1.3. Ensaios antibacterianos com linhagens multiressistentes

5.1.3.1. Klebsiella pneumoniae KPC

Dentre os peptideos analisados, quatro mostraram-se capazes de inibir a
proliferacdo de K. pneumoniae produtora de carbapenemase do tipo metalo-beta-
lactameses, estdo apresentados na Tabela 4: analogos S5;K7;A10;N12 (CIM = 64
uM), K[1,8,15];N[4,12] (CIM = 16 uM), K[1,4,8,15];A[12,16,20] (CIM = 32 uM) e
K[1,8,15];R[4,12] (CIM = 32 uM), merecendo destaque o analogo K[1,8,15];N[4,12]
que exibiu propriedades antimicrobianas terapeuticamente relevantes sobre todos os

microrganismos testados com valores de CIM que variaram de 2-16 uM.
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Tabela 4. Efeitos antimicrobianos (CIM em pM) da ocelatina 4 e seus analogos sobre a
bactéria Gram-negativa multirresistente Klebsiella pneumoniae KPC.

Peptideo K. pneumoniae (KPC)
Ocelatina 4 >128
S5;K7;A10;N12 64
S5;K7;Ins-V10;A11;N13 128
Del-2;S4;K6;A9;N11 128
Del-2;S4;K[6,17];A9;N11 >128
K[1,8,15];N[4,12] 16
K[1,4,8,15];A[12,16,20] 32
K[1,8,15];R[4,12] 32

KPC = Klebsiella pneumoniae produtora de carbapenemase

A bactéria Klebsiella pneumoniae foi descrita pela primeira vez por Carl
Friedlander em 1882 como uma bactéria isolada pulmdes de pacientes que morreram
de pneumonia (MARTIN, 2018). A Klebsiella pneumoniae € uma bactéria patogénica
Gram-negativa. Em meios de cultura semi-soélidos, apresenta fen6tipo mucoide que é
conferido pela capsula polissacaridica ligada a membrana exterior bacteriana e é
fermentadora da lactose.

K. pneumoniae faz parte da familia Enterobacteriaceae, que € composta por
outras familias de patdégenos. K. pneumoniae € uma das principais causas de
infeccbes hospitalares nos Estados Unidos (MAGILL et al., 2014) e € uma das
principais bactérias que exibiram aumento dramatico na resisténcia a antibioticos nas
ultimas décadas. Varios mecanismos de resisténcia a antibiéticos sdo encontrados
em K. pneumoniae, com resisténcia aos p-lactdmicos tendo o maior impacto no
tratamento efetivo. Em K. pneumoniae, a resisténcia a alguns pB-lactdmicos é

intrinseca, uma vez que a enzima esta codificada no genoma central da espécie. Por
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exemplo, o gene SHV é consistentemente encontrado no cromossomo, € a resisténcia
correspondente a ampicilina € uma caracteristica da espécie (MARTIN, 2018).

Talvez devido a pressao seletiva do tratamento de infecgbes por ESBL com
carbapenémicos, a resisténcia aos carbapenémicos evoluiu e K. pneumoniae é a
Enterobacteriaceae mais comum resistente a carbapenémicos. A resisténcia aos
carbapenens € impulsionada principalmente pelo genoma acessorio, algumas vezes
em combinagdo com mutag¢des no genoma central. A resisténcia aos carbapenens em
K. pneumoniae pode ser mediada em parte pela regulagdo positiva das bombas de
efluxo (FILGONA et al., 2015) e alteragcao das porinas da membrana externa no nucleo
do genoma (KACZMAREK et al., 2006) e hiperproducdo de enzimas ESBL ou
B-lactamases AmpC no genoma acessoério (BUSH e JACOBY, 2010).

A New Delhi metalo-p-lactamase (NDM) é uma metalo-p-lactamase de classe
B codificada por plasmideo (MBL). As MBLs sao caracterizadas por uma exigéncia de
zinco em seu local ativo e infecgdes por cepas produtoras de MBL sao frequentemente
associadas a viagens e hospitalizacdo em regides endémicas (VAN DER BIlJ e
PITOUT, 2012).

A administracdo concomitante de multiplos agentes antibiéticos pode aumentar
a atividade de morte farmacodinamica e potencialmente suprimir ou retardar a
emergéncia de resisténcia, ampliando o espectro de atividades e explorando
diferentes mecanismos de ac¢ao (JACOBS et al., 2017). Como as concentragdes
inibitérias minimas (CIMs) para muitos antibioéticos continuam a subir e com relatos
recentes de resisténcia a polimixina, o tratamento de infecgdes causadas por
produtores de carbapenemase é cada vez mais desafiador e pode necessitar de

terapia combinada de trés ou mais antibiéticos no futuro (ROJAS et al., 2017).

5.1.3.2. Staphylococcus aureus MRSA

Os efeitos antimicrobianos da ocelatina 4 e seus analogos sobre a linhagem de
Staphylococcus aureus meticilina resistente (MRSA) estao apresentados na Tabela 5
e novamente os analogos que se mostraram mais ativos foram S5;K7;A10;N12 (CIM =
16 uM), K[1,8,15];N[4,12] (CIM = 2 uM), K[1,4,8,15];A[12,16,20] (CIM = 8 uM) e
K[1,8,15];R[4,12] (CIM = 4 pM), merecendo destaque novamente o analogo
K[1,8,15];N[4,12].
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Tabela 5. Efeitos antimicrobianos (CIM em pM) da ocelatina 4 e seus analogos sobre a
bactéria Gram-positiva Staphylococcus aureus meticilina resistente (MRSA)

Peptideo S. aureus (MRSA)
Ocelatina 4 >128
S5;K7;A10;N12 16
S5;K7;Ins-V10;A11;N13 >128
Del-2;S4;K6;A9;N11 >128
Del-2;S4;K[6,17];A9;N11 >128
K[1,8,15];N[4,12] 2
K[1,4,8,15];A[12,16,20] 8
K[1,8,15];R[4,12] 4

O Staphylococcus aureus € um dos principais causadores de infecgdes
nosocomiais e adquiridas na comunidade, representando um grande problema de
saude em todo o mundo, por causar uma variedade de condi¢des diferentes, incluindo
infeccoes de feridas, osteomielite, intoxicagdao alimentar, endocardite, bem como
doencas mais letais, como pneumonia e bacteremia (GOUDARZI et al., 2016).

Desde a introdug¢ao da penicilina na terapia médica no inicio da década de 1940,
a resisténcia contra beta-lactdmicos comecgou a se evidenciar entre isolados de
Staphylococcus sp. Para superar este problema, uma penicilina semi-sintética de
espectro estreito (meticilina) foi introduzida. No entanto, logo apds seu primeiro uso
em 1961, foi identificada a primeira cepa de S. aureus resistente a meticilina (MRSA)
(TURLEJ et al., 2011).

A resisténcia a meticilina é causada pelo produto do gene mecA, uma forma
modificada da proteina de ligagéo a penicilina (PBP), chamada PBP2a ou PBP2’, que
tem uma menor afinidade por todos os antibidticos beta-lactdmicos (HANSSEN e
ERICSON SOLLID, 2006). O principal sitio de ligagédo da proteina A é a regido Fc das
imunoglobulinas mamiferas, principalmente as IgGs, que tornam a bactéria
inacessivel as opsoninas, prejudicando a fagocitose pelo ataque do sistema
imunoldgico (GRAILLE et al., 2000).

Durante décadas, as infecgbes por Staphylococcus aureus (HA-MRSA)
resistentes a meticilina associadas ao hospital apresentaram um grande problema

para os sistemas de saude publica em todo o mundo, causando significativa
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morbidade, mortalidade e custos. Mais recentemente, surgiram cepas altamente
virulentas de MRSA que podem infectar pessoas saudaveis fora do ambiente
hospitalar (MRSA associado a comunidade, CA-MRSA) (DELEO et al., 2010;
ASADOLLAHI et al., 2018). Como estas novas linhagens evoluiram para combinar
extraordinaria viruléncia com resisténcia a meticilina tem permanecido largamente
desconhecida (OTTO, 2010; HE et al., 2018)

5.1.4. Ensaio antifangico com Candida albicans

O ensaio com a linhagem de Candida albicans ATCC 14053 demonstrou
que a maioria dos analogos exibiu efeito inibitério sobre C. albicans, sendo que o
peptideo selvagem, a ocelatina 4 mostrou-se praticamente inativo com CIM > 128 yM
(Tabela 6). Com relagéo ao potencial terapéutico dos analogos analisados, merecem
destaque, com relagdo a atividade inibitéria sobre C. albicans, os analogos
K[1,8,15];N[4,12] e S5;K7;A10;N12, com valores de CIM iguais a 8 e 16 uM,

respectivamente.

Tabela 6. Efeitos antimicrobianos (CIM em uM) da ocelatina 4 e seus analogos sobre a
levedura Candida albicans ATCC 14053

Peptideo C. albicans ATCC14053
Ocelatina 4 >128
S5;K7;A10;N12 16
S5;K7;Ins-V10;A11;N13 64
Del-2;S4;K6;A9;N11 64
Del-2;S4;K[6,17];A9;N11 128
K[1,8,15];N[4,12] 8
K[1,4,8,15];A[12,16,20] 128
K[1,8,15];R[4,12] >128

Os fungos tém sido cada vez mais reconhecidos como importantes agentes de

infeccbes nosocomiais na medicina contemporanea, com énfase em Candida sp.,
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responsavel pela maioria das infec¢des fungicas invasivas associadas nas unidades
de saude. De fato, além de ser altamente prevalente nos paises da América Latina, a
candidemia esta associada a altas taxas de morbidade e mortalidade, especialmente
em pacientes gravemente enfermos (DA MATTA et al., 2017).

O reconhecimento da importancia das infeccbes por Candida levou a um
aumento significativo no uso de agentes antifUngicos em regimentos de profilaxia e
terapia empirica, resultando no surgimento de isolados clinicos resistentes,
particularmente contra triazois e equinocandinas (GONCALVES et al., 2016)
As leveduras sao agentes emergentes de infecgbes nosocomiais e adquiridas na
comunidade, locais ou disseminadas, particularmente em doentes
imunocomprometidos (unidade de cuidados intensivos, cancer, doentes
neutropénicos) e a sua incidéncia aumentou grandemente nos ultimos anos.

Até recentemente, poucas espécies patogénicas de Candida eram conhecidas.
No entanto, nos ultimos anos, houve um aumento no numero de espécies
responsaveis por infecgdes em humanos (SCAPATICCI et al., 2018). C. albicans
representa atualmente as espécies mais comumente isoladas, enquanto outras
espécies que causam infecgbes superficiais e/ou invasivas diversificam
em C. glabrata, C. parapsilosis, C. tropicalis, C. kefyr e a multirresistente emergente
Candida auris (BEN-AMI et al., 2017).

5.1.5. Avaliacao dos efeitos antibacterianos de drogas comerciais

Ensaios empregando drogas comumentes utilizadas para combater algumas
das linhagens utilizadas no presente trabalho foram realizados como forma de controle
e também para fins de comparacao entre as poténcias dos peptideos aqui testados e
das drogas comercialmente disponiveis. Tais resultados estdo apresentados na
Tabela 7.
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Tabela 7. Efeitos antimicrobianos (CIM em pM) de agentes antimicrobianos de uso comercial
sobre bactérias patogénicas.

Agente E. coli K. pneumoniae S. aureus E. faecalis
Antibacteriano ATCC 25922 ATCC 700603 ATCC 25923 ATCC 29212

Ampicilina 32 128 NT 16
Vancomicina NT NT 1 1
NT= nao testado.

Para fins de validagado dos valores encontrados nos presentes ensaios, tais
valores foram comparados com aqueles disponiveis no manual do CLSI, 2018, sendo
que no manual os valores sdo disponibilizados na unidade de pg/mL, efetuou-se a
conversao dos valores obtidos na tabela que séo expressos em uM.

No caso da linhagem de Enterococcus faecalis ATCC 29212, os valores
determinados no presente estudo ficaram fora dos previstos para a determinagao da
CIM, para vancomincina que € entre 1-4 ug/mL, e para ampicilina a faixa aceitavel é
entre 0,5-2 ug/mL. O valor encontrado para vancomicina foi de 0,00148 ug/mL sendo
um valor muito abaixo da concentragdo padronizada, em relagdo a ampicilina o valor
encontrado foi de 5,58 pg/mL, também fora do preconizado, porém nesse caso
superior a maior CIM.

No caso da linhagem de Staphylococcus aureus ATCC 25923, o valor
determinado no presente estudo ficou fora dos previstos para a determinacao da CIM
para vancomincina que € entre 0,5-2 ug/mL. O valor encontrado para vancomicina foi
de 0,00148 pg/mL sendo um valor muito abaixo da concentragcéao padronizada.

No caso da linhagem de Escherichia coli ATCC25922, o valor determinado no
presente estudo ficou fora dos previstos para a determinagao da CIM, para ampicilina
que é entre 2-8 ug/mL. O valor encontrado para ampicilina foi de 11,17 pg/mL sendo
um valor muito acima da concentragao padronizada pelo referido comité.

No caso da linhagem de Klebsiella pneumoniae ATCC 700603, o valor
determinado no presente estudo para a determinagao da CIM para ampicilina foi de
44,7 pg/mL sabe-se que todas as espécies de Klebsiella pneumoniae sao resistentes
intrinsecamente a ampicilina, pois todas as linhagens possuem o gene SHV
constituindo o seu DNA cromossomal (MARTIN, 2018), por isso ndo ha padronizagéo

para interpretacdo desse antibacteriano pelo documento do CLSI, 2018.
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Os ensaios antibacterianos realizados no presente estudo apresentam algumas
modificagdes em relacéo ao protocolos estabelecidos na determinagao de tais valores
de referéncia, o que pode justificar os valores de CIMs obtidos para os antibioticos

comerciais empregados no presente estudo.

5.2. Ensaios antivirais

5.2.1. Ensaio de inibigao sobre o virus da dengue sorotipo 4

A atividade antiviral da ocelatina 4 e de seus analogos sobre o virus da dengue
sorotipo 4 foi avaliada por meio da determinagédo dos seguintes parametros: grau de
citotoxicidade do composto sobre células de hepatocarcinoma humano Hub7 (CCsp),
concentracido efetiva do composto capaz de inibir a proliferacdo viral na metade do
efeito maximo (ECso) e indice de seletividade (IS) que é a razdo entre CCso e ECso
(Tabela 8 e Figura 20).

Tabela 8. Concentragao citotoxica 50% (UM), Concentracao efetiva 50% (uM) e indice de
seletividade (IS) de seis analogos da ocelatina 4 sobre o virus da dengue e células Huh?.

Peptideo CCso ECso IS
K[1,4,8,15];A[12,16,20] 38,52 0,65 59,15
K[1,8,15];R[4,12] 6,76 2,29 2,95
S$5;K7;Ins-V10;A11;N13 50,03 3,69 13,56
Del-2;S4;K6;A9;N11 36,52 17,9 2,12
K[1,8,15];N[4,12] 8,08 29 2,79
S5;K7;A10;N12 13,46 3,63 3,70
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Figura 20. Efeitos do Interferon a 2A (controle positivo), da ocelatina 4 e de seus analogos
sobre a proliferagao de células Huh7 (linha vermelha) e do virus da dengue (linha preta). O
eixo X representa a concentragcao do peptideo, em escala logaritmica. O eixo Y da esquerda

mostra a atividade viral normalizada (em relagdo aos controles) e o da direita a citotoxicidade.

O interferon a 2A manteve a viabilidade celular e inibiu as particulas virais em
50% na dose de 1,63 pM.
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A ocelatina 4 n&do apresentou atividade inibitoria, sendo capaz de promover
inibicao de 40,8% da proliferagao viral na maxima concentragao empregada (50 M),
assim como o analogo Del-2;S4;K[6,17];A9;N11 cuja atividade inibitéria maxima foi de
39,5%.

Os analogos K[1,8,15];R[4,12] com IS = 2,95; Del-2;S4;K6;A9;N11com IS =
2,12; S5;K7;A10;N12 com IS = 3,70 e K[1,8,15];N[4,12] com IS = 2,79 ndo exibiram
boas seletividade, sendo capazes de comprometer a viabilidade celular em doses
relativamente baixas.

Ja o analogo K[1,4,8,15];A[12,16,20] demonstrou uma concentragao citétoxica
50% de 38,52 yM e uma concentragao efetiva 50% de 0,65 uM, o que representou um
indice de seletividade de 59,15 e o analogo S5;K7;Ins-V10;A11;N13 demonstrou uma
concentracao citotoxica 50% de 50 uM e uma concentragao efetiva 50% de 3,69 uM,
o que representou um indice de seletividade maior ou igual a 13,56. Os valores obtidos
para esses parametros indicam que esses dois analogos podem efetivamente vir a
atuar como drogas antivirais, mas estudos adicionais precisam ser realizados para
avaliar seu real potencial terapéutico.

A dengue é uma doenga infecciosa febril aguda causada por um virus
pertencente a familia Flaviviridae, do género Flavivirus. O virus da dengue apresenta
quatro sorotipos, em geral, denominados DENV-1, DENV-2, DENV-3 e DENV-4.
Esses também sao classificados como arbovirus. No Brasil os virus da dengue sao
transmitidos pela fémea do mosquito Aedes aegypti e podem causar tanto a
manifestacao classica da doenca quanto a forma considerada hemorragica. A doenga
no Brasil apresenta ciclos endémicos e epidémicos, com epidemias explosivas
ocorrendo a cada 4 ou 5 anos. Desde a introdug&o do virus no pais (1981) mais de
sete milhdes de casos ja foram notificados. Nos ultimos dez anos, tém-se observado,
aléem do elevado numero de casos, o aumento da gravidade da doenga e,
consequentemente, de hospitalizacdes (MUSTAFA et al., 2014).

A doenga pode ser assintomatica ou pode evoluir até quadros mais graves,
como hemorragia e choque. Na chamada dengue classica, que deve ser notificada, a
primeira manifestacdo é febre alta (39° a 40°C) e de inicio abrupto, usualmente
seguida de dor de cabega ou nos olhos, cansago ou dores musculares e ésseas, falta
de apetite, nauseas, vomitos e erupgdes na pele (semelhantes a rubéola). A doencga

tem duracéo de cinco a sete dias (maximo de 10), mas o periodo de convalescenca
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pode ser acompanhado de grande debilidade fisica, e prolongar-se por varias
semanas. No que se refere a forma mais grave da enfermidade, conhecida como febre
hemorragica da dengue, os sintomas iniciais sdo semelhantes, porém ha um
agravamento do quadro no terceiro ou quarto dia de evolugdo, com aparecimento de
manifestagcbes hemorragicas e colapso circulatorio. Nos casos graves, o choque
geralmente ocorre entre o terceiro e o sétimo dia de doenga, geralmente precedido
por dor abdominal (WHITEHEAD et al., 2007).

Com relacao a imunidade ao virus, quando uma pessoa € infectada por um dos
quatro sorotipos, torna-se imune a todos os sorotipos de virus durante alguns meses
e posteriormente mantém-se imune, pelo resto da vida, ao tipo pelo qual foi infectado.
Caso volte a ter dengue, dessa vez um dos outros trés tipos do virus que ainda nao
teria contraido, podera apresentar ou ndo uma forma mais grave. A maioria dos casos
de dengue hemorragica ocorrem em pessoas anteriormente infectadas por um dos
quatro tipos de virus (KANTOR et al., 2016).

Até o momento, ndo ha um remédio eficaz contra o virus da dengue, o
tratamento é realizado a base de analgésicos e antitérmicos, hidratacédo oral com
aumento da ingestdo de agua, sucos, chas, soros caseiros. Nao devem ser usados
medicamentos com ou derivados do acido acetilsalicilico (AAS) e anti-inflamatorios
derivados (como a dipirona) (BRASIL, 2015).

As variacdes do virus tém relacdo com a espécie, mas a estrutura basica
normalmente apresenta um capsideo externo formado por proteinas que envolvem os
acidos nucléicos (que podem ser fita de DNA ou RNA), no caso do DENV-4 é fita de
RNA a qual contém as informagdes necessarias para codificar as proteinas do virus.
Alguns virus possuem uma espécie de membrana lipidica externa, chamada capsula
ou envelope viral, formada por glicoproteinas e fosfolipidios derivados das células
hospedeira (GRANOFF e AWEBTER, 1999).

A membrana é adquirida da célula hospedeira infectada no momento da saida
da particula viral da mesma. As glicoproteinas virais do envelope, por estarem
expostas na superficie do virus, constituem o principal sitio alvo para acdo dos PAMs
(GUZMAN et al., 2010).
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5.2.2. Ensaio de inibigao sobre o virus da febre amarela
A atividade antiviral sobre o virus da febre amarela foi avaliada utilizando-se os

mesmos parametros para o virus da Dengue sorotipo 4.

Tabela 9. Concentragao citotéxica 50% (uM), concentragéo efetiva 50% (uM) e indice de
seletividade (IS) da ocelatina 4 e de seis dos seus analogos sobre o virus da febre amarela e

células Huh?.

Peptideo CCso ECso IS
Ocelatina 4 27,51 5,74 4,79
K[1,4,8,15];A[12,16,20] 3,93 0,78 5,03
K[1,8,15];R[4,12] 4,10 2,83 1,45
S5;K7;Ins-V10;A11;N13 30,98 3,01 10,28
Del-2;S4;K6;A9;N11 49,94 29,38 1,7
K[1,8,15];N[4,12] 5,66 1,84 3,07
S5;K7;A10;N12 19,14 7,40 2,58
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Figura 21. Efeitos do Interferon a 2A (controle positivo), da ocelatina 4 e de seus analogos
sobre a proliferacdo de células Huh7 (linha vermelha) e do virus da febre amarela (linha preta).
O eixo X representa a concentragao do peptideo, em escala logaritmica. O eixo Y da esquerda
mostra a atividade viral normalizada (em relagdo aos controles) e o da direita a citotoxicidade.

O interferon a 2A manteve a viabilidade celular e inibiu as particulas virais em
50% na dose de 0,17 pM.
O analogo Del-2;S4;K[6,17];A9;N11 ndo apresentou atividade antiviral e

citotoxicidade em nenhuma concentracao testada.
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O peptideo ocelatina 4 (IS = 4,79) e os analogos K[1,4,8,15];A[12,16,20] (IS =
5,03), K[1,8,15];R[4,12] (IS = 1,45), Del-2;S4;K6;A9;N11 (IS = 1,7), K[1,8,15];N[4,12]
(IS = 3,07) e S5;K7;A10;N12 (IS = 2,58) ndo exibiram capacidade seletiva relevante.

Apenas o analogo S5;K7;Ins-V10;A11;N13 demonstrou uma concentracéo
citétoxica 50% de 30,98 uM e uma concentragédo efetiva 50% de 3,01 uM, o que
representou IS = 10,28, indicando potencial terapéutico frente ao virus da febre
amarela.

A febre amarela ocorre nas Ameéricas do Sul e Central, além de em alguns
paises da Africa e é transmitida por mosquitos em areas urbanas ou silvestres. Sua
manifestacao é idéntica em ambos o0s casos de transmissao, pois o virus e a evolugao
clinica sdo os mesmos — a diferengca esta apenas nos transmissores. No ciclo
silvestre, em areas florestais, o vetor da febre amarela é principalmente o
mosquito Haemagogus e do género Sabethes. Ja no meio urbano, a transmissao se
da através do mosquito Aedes aegypti, podendo o Aedes albopictus também transmitir
os virus. As primeiras manifestacbes da doenca sao repentinas: febre alta, calafrios,
cansaco, dor de cabeca, dor muscular, nauseas e vémitos por cerca de trés dias.
A forma mais grave da doenga é rara e costuma aparecer apds um breve periodo de
bem-estar (até dois dias), quando podem ocorrer insuficiéncias hepatica e renal,
ictericia, manifestagdes hemorragicas e cansaco intenso (GARDNER et al., 2010).

Além do homem, a infeccdo pelo virus também pode acometer outros
vertebrados. Os macacos podem desenvolver a febre amarela silvestre de forma
inaparente, mas ter a quantidade de virus suficiente para infectar mosquitos.
O macaco nao transmite a doenca para os humanos, assim como uma pessoa hao
transmite a doenca para outra. A transmissdo se da somente pelo mosquito.
Os macacos ajudam a identificar as regides onde estdo acontecendo a circulagdo do
virus (BRASIL, 2015; HEUKELBACH et al., 2016).

No caso do virus da febre amarela ele € o principal representante da familia
Flaviviridae, do género Flavivirus, sendo que por suas caracteristicas o nome foi dado
a familia (flavus € amarelo em latim), como o virus da dengue também é composto de
fita de RNA a qual contém as informacdes necessarias para codificar as proteinas do
virus. Os flavivirus ligam-se aos receptores das células hospedeiras através das
proteinas E. Os virides entram na célula através de endocitose mediada pelos

receptores, apds a fusdo das membranas viral e celular, processo durante o qual
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a nucleocapside viral se desintegra sendo os virides transcritos em mRNA e traduzidos
em varias proteinas (WAGNER, 2004). De maneira similar com o observado para o
virus da dengue, as glicoproteinas virais do envelope, por estarem expostas na
superficie do virus, constituem o principal sitio alvo para agdo dos PAMs (GUZMAN
et al., 2010).

5.3. Efeitos citoliticos sobre leucécitos totais e hemacias

Os leucdcitos foram analisados em dois canais, um empregando citometria de
fluxo e um por impedancia. Através do canal de citometria de fluxo, as células em
suspensao, orientadas em fluxo laminar sao interceptadas, uma a uma, por um feixe
de luz (laser). O feixe de laser incide sobre cada célula (de forma individual).
A radiacdo incidente sofrera desvios que serdao reconhecidos pelos fotosensores.
As informagdes provenientes dos diferentes sensores sdo agrupadas, formando as
caracteristicas (complexidade e tamanho) de cada célula. Por meio da impedancia, as
células sdo contadas e medidas a partir de impulsos elétricos gerados quando s&o
imersas em um meio condutor (solugao eletrolitica). As células também s&o orientadas
em um fluxo laminar e interceptadas uma a uma por uma corrente elétrica. O numero
de pulsos obtidos durante o ciclo de contagem é correspondente ao numero de células
contadas. Quanto maior a corrente elétrica, ou seja, a intensidade do pulso elétrico,
maior € o tamanho da célula.

As figuras a seguir representam os efeitos citoliticos dos peptideos testados na
concentracgao final de 128 uM sobre leucécitos totais e eritrécitos humanos. A fase
plasmatica do sangue foi retirada com o objetivo de eliminar possiveis interferentes
presentes no plasma que pudessem inibir ou diminuir a atividade dos peptideos

testados.
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Figura 22. Efeitos citoliticos da ocelatina 4 e seus analogos na concentracido de 128 uM sobre
leucdcitos humanos totais apés 1 hora de incubagéo. Controle negativo: solugdo de NacCl
0,9% (p/v) e controle positivo: Triton X-100 a 10% (v/v).
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Figura 23. Efeitos citoliticos da ocelatina 4 e seus analogos na concentragao de 128 uM sobre
hemacias humanas apds 1 hora de incubagao. Controle negativo: solugdo de NaCl 0,9% (p/v)
e controle positivo: Triton X-100 a 10% (v/v).
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Pela observacao das contagens dos leucdcitos totais, os peptideos Ocelatina 4,
S5;K7;Ins-V10;A11;N13, Del-2;S4;K6;A9;N11 e K][1,8,15];N[4,12] causaram maior
destruicdo dos leucdcitos totais quando comparados com os demais peptideos,
principalmente o K[1,8,15];N[4,12] que apresentou a maior destruicido celular,
atividade comparavel com os efeitos liticos induzidos pelo detergente empregado
nesse ensaio, o Triton X-100. Esses efeitos citoliticos intensos podem representar um
problema ao se considerar a utilizagao de tais peptideos como uma opcao terapéutica
aos antimicrobianos convencionais em administracdo sistémica. Porém ao se
observar outras vias de administracdo como via respiratoria, ocular, intranasal,
auricular e intradérmica, pode vir a se tornar um analogo promissor, porém sao
necessarios estudos com células dessas vias para elucidacéo de possiveis interacdes
e efeitos deletérios.

Em relagcdo a atividade sobre eritrécitos, o unico peptideo que apresentou

atividade consideravel foi o K[1,4,8,15];A[12,16,20] em comparagdo com os demais.

5.4. Analises por dicroismo circular

A determinacdo da composicdo de estruturas secundarias dos peptideos
testados foi realizada por meio de espectroscopia de dicroismo circular, método que
se baseia na absorc¢éao diferencial de luz polarizada por moléculas opticamente ativas
(MICSONAI et al., 2015).

Os peptideos foram avaliados em solugcdo aquosa e também na presencga de
SDS, solvente comumente usado para mimetizar o ambiente hidrofobico de
membranas. Os espectros dicroicos dos peptideos estdo apresentados na Figura 24.

Todos os peptideos apresentaram estrutura desordenada em agua, sem
preferéncias conformacionais, fato evidenciado pela presenga de um minimo em 198
nm em seus espectros dicroicos (Figura 24). Ja quando em contato com as micelas
de SDS, os peptideos adquiriram conformagédo em a-hélice bem definida, visto que
produziram bandas dicroicas negativas proximas a 208 e 220 nm, padrao tipico de

peptideos antimicrobianos lineares formadores de a-hélice (Figura 24).
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Figura 24. Espectros dicréicos dos peptideos a 50 uM em agua Mili-Q (linha continua) e em
SDS 35 mM (linha tracejada).

O percentual de helicidade dos peptideos (Tabela 10) foi calculado

considerando-se a elipticidade molar [0] a 208 nm.
Os S5;K7;A10;N12, Del-2;S4;K[6,17];A9;N11

S5;K7;Ins-V10;A11;N13 foram os que apresentaram maiores nives de formacgao de

analogos e
a-hélice na presenca de micelas de SDS, sendo que os analogos K[1,8,15];N[4,12] e
K[1,8,15];R[4,12] apresentaram uma leve redugao em comparagao com a ocelatina 4.

A capacidade dos peptideos de apresentarem mudangas em sua estrutura
secundaria frente a condigbes ambientais tem sido associada a um alto predominio
de lise em membranas (SUN et al., 2014). A integridade conformacional da a-hélice
pode ser correlacionada com as propriedades biologicas dos peptideos
antimicrobianos descritos, visto que essa configuragao estrututal € a mais comum
encontrada em peptideos selvagens ativos em membranas biolégicas (MAI et al.,

2015).
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Tabela 10. Estimativa do contetudo de a-hélice (%) da ocelatina 4 e seus analogos em agua
Milli-Q e em SDS 35mM.

Peptideo Solvente Conteudo de
a-hélice (%)
Ocelatina 4 Agua Mili-Q 12.1
SDS 35mM 25.0
S5;K7;A10;N12 Agua Mili-Q 13.7
SDS 35mM 32.6
S5;K7;Ins-V10;A11;N13 Agua Mili-Q 16.4
SDS 35mM 28.2
Del-2;S4;K6;A9;N11 Agua Mili-Q 14.9
SDS 35mM 27.2
Del-2;S4;K[6,17];A9;N11 = Agua Mili-Q 16.7
SDS 35mM 32.2
K[1,8,15];N[4,12] Agua Mili-Q 13.7
SDS 35mM 24 1
K[1,4,8,15];A[12,16,20] = Agua Mili-Q 14.7
SDS 35mM 26.8
K[1,8,15];R[4,12] Agua Mili-Q 11.7
SDS 35mM 23.6

6. Conclusoes

Neste trabalho foram avaliadas as propriedades antimicrobianas, antivirais e
citoliticas da ocelatina 4 e sete de seus analogos propostos por NASCIMENTO (2007).

Com relagao as propriedades antimicrobianas sobre bactérias Gram-positivas,
os analogos K[1,8,15];N[4,12], K[1,4,8,15];A[12,16,20], K][1,8,15];R[4,12]
demonstraram-se mais ativos sobre S. aureus com CIMs dentro da faixa de aplicagéo
terapéutica que variaram de 2-4 yM e com os analogos K[1,8,15];N[4,12] e
K[1,8,15];R[4,12] exibindo capacidade antimicrobiana acentuada também sobre
E. faecalis com valores de CIMs iguais a 8 uM.

Novamente os analogos K][1,8,15];N[4,12] e K[1,8,15];R[4,12] exibiram o
melhor desempenho frente a linhagem meticilina resistente de Staphylococcus aureus
(MRSA), com CIMs iguais a 2 e 4 yM, respectivamente.

Ao se analisar os efeitos sobre as bactérias Gram-negativas, observou-se que
os analogos S5;K7;A10;N12, S5;K7;Ins-V10;A11;N13, K][1,8,15];N[4,12] e
K[1,8,15];R[4,12] demonstraram-se mais ativos sobre E. coli com valores de CIMs que
variaram de 4-16 pM e os analogos K[1,8,15];N[4,12], K[1,4,8,15];A[12,16,20] e
K[1,8,15];R[4,12] sobre K. pneumoniae com valores de CIMs iguais a 4, 8 e 4 uM,
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respectivamente. Ao serem incubados com a linhagem de K. pneumoniae produtora
de carbapenemase do tipo metalo-beta-lactameses, o analogo que se mostrou mais
ativo foi o analogo K[1,8,15];N[4,12] com valor de CIM igual a 16 pM.

Os analogos S5;K7;A10;N12 e K[1,8,15];N[4,12] mostraram-se ativos sobre a
levedura patogénica C. albicans, exibindo valores de CIMs iguais a 16 e 8 uM,
respectivamente.

Ao se considerar a atividade antiviral, os analogos K[1,4,8,15];A[12,16,20] e
S5;K7;Ins-V10;A11;N13 merecem destaque, em especial o K[1,4,8,15];A[12,16,20]
que demonstrou uma atividade citétoxica 50% na concentragdo de 38,52 uM e uma
concentracao efetiva sobre a atividade viral de 0,65 uM, o que representou um indice
de seletividade de 59,15 sobre o virus da dengue.

Observou-se que a ocelatina 4 e seus analogos S5;K7;Ins-V10;A11;N13,
Del-2;S4;K6;A9;N11 e K|[1,8,15];N[4,12] foram os mais ativos sobre leucdcitos
humanos, principalmente o analogo K[1,8,15];N[4,12] que apresentou a maior
destruicdo celular, atividade comparavel com os efeitos liticos induzidos pelo
detergente empregado nesse ensaio, o Triton X-100.

No caso dos efeitos sobre eritrécitos humanos, apenas o analogo
K[1,4,8,15];A[12,16,20] exibiu efeitos citoliticos, com reducédo de cerca de 25% na
populacao de eritrocitos em relagdo ao controle.

Todos os peptideos avaliados apresentaram capacidade de formar a-hélices
em ambientes membrana-miméticos, sendo que os analogos S5;K7;A10;N12, Del-
2;54;K[6,17];A9;N11 e S5;K7;Ins-V10;A11;N13 foram os que apresentaram maiores
nives de formacgao de a-hélice na presenca de micelas de SDS.

Ao se analisar o conjunto de atividades antimicrobianas, antivirais e citoliticas
gerado para a ocelatina 4 e seus analogos, pode-se concluir que varios dos analogos
exibiram ganho de poténcia em relagdo ao peptideo selvagem, o PAM ocelatina 4,
com especial destaque para os analogos S5;K7;A10;N12 e K[1,8,15];R[4,12] que
exibiram atividades inibitérias em faixas baixas de concentragdo (Tabela 11) sem
apresentarem efeitos citoliticos relevantes sobre as células sanguineas humanas.

O presente estudo comprovou o potencial de analogos de peptideos
antimicrobianos como possiveis agentes anti-infecciosos contra um leque bem

diversificado de alvos patogénicos.
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Tabela 11. Resumo das atividades antimicrobianas e antivirais da ocelatina 4 e seus analogos.

CIM (pM) IS
Composto Ec Kp KpC Pm Sa MRSa Ef Ca D FA
Ocelatina 4 >128 >128 >128 >128 >128 >128 64 >128 - 4,79
S5;K7;A10;N12 8 32 64 >128 16 16 16 16 3,70 2,58
S5;K7;Ins-V10;A11;,N13 16 >128 128 >128 128 >128 >128 64 13,56 10,28
Del-2,S4;K6;A9;N11 32 >128 128 >128 >128 >128 >128 64 212 17
Del-2,S4,;K[6,17],A9;N11 | 128 >128 >128 >128 >128 >128 >128 128 - -
K[1,8,15];N[4,12] 4 4 16 >128 2 2 8 8 2,79 3,07
K[1,4,8,15];A[12,16,20] 32 16 32 >128 4 8 32 128 59,15 5,03
K[1,8,15];R[4,12] 8 4 32 >128 2 4 8 >128 2,95 1,45
Ampicilina 32 128 - - - - 16 - - -
Vancomicina - - - - 1 - 1 - - -

CIM = Concentragao inibitéria minima; IS = indice de seletividade; PAMs = Peptideos antimicrobianos; Ec = Escherichia coli (ATCC25922);

Kp = Klebsiella pneumoniae (ATCC700603); KpC = Klebsiella pneumoniae produtora de cabapenemase; Pm = Proteus mirabilis (ATCC25933);

Sa = Staphylococcus aureus (ATCC25923); MRSa = Staphylococcus aureus resistente a meticilina; Ef = Enterococcus faecalis (ATCC29212);

Ca = Candida albicans (ATCC14053); D = Virus da dengue sorotipo 4; FA = Virus da febre amarela; (-) = valores nao obtidos.
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Identificacdo de Staphylococcus aureus resistente a meticilina por espectometria de massas tipo MALDI-TOF MS (Biomerieux,
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Figura 31. Identificagao de Proteus mirabilis ATCC25933 por espectometria de massas tipo MALDI-TOF MS (Biomerieux, Franga)
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Figura 32. Identificagao de Staphylococcus aureus por espectometria de massas tipo MALDI-TOF MS (Biomerieux, Franga)
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DH $10/12/1983

Médics :Sem solicitacBo Médica htendimantes : 12/03/201%
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Onidade :CRISPIM Pagina: 1/1
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CULTURA (la AMOSTRA)

Mitode ; Cultive em melo sspecifico. Identificaclo por Espectrometria de massa (WALDI-TOF) @
antiblograma automatizado VITEE II.

Material: RASFADD DE FELE

Basoltads: Candida albicans

V¥r: Fara sitics estérels : Hegativa ocu aus@ncia de microrganismos.

Fara sitics com microblota: Hegativa ou aus@nclia de microrganismos patogénicoa.
Classdficaglio/Categoria Antimicrobianc MIC
Sgnsivel Anfotericina B <m). 25

Caspofungina <) 25
Fluconazol <m]
Vericenazel <mi 12

Ha sslegic de antimicroblamo para tratamento, o3 dados de MIC devem ser analisados em conjunto com as
proprisdades farmacocindticas @ farmacodinimicas da droga, sendo gue, as MICS de diferentes drogas ndo
ado comparivels entre ai.

MIC - Concentragde Inibitéria Minima expressa em mcg/mi.

Bota: Ha definicic des critérios ipterpretativos de sensibilidade foram utilirados os pontos de corte
propostos pelo CLEI 2017 e EVCAST 2017 @ WT- ANVIBA 01/2013.

Fara as drogas gque ndo tem pontos de corte definidos pelos documentos em 2017 foram wtilizadas as
refaréncias dos documentos de 2015,

Libsragiio: 15/04/2018 - 16:20:34
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ASEINATURA DIGITAL
$S9ERBIARE SARE SAAE SARESARESARESARE SARE SARE SARE SAREIAAE SAAE SAREAA
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Figura 33. Perfil de susceptibilidade de Candida albicans determinado pela automacéo Vitek
2 XL (Biomerieux, Franca)
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CULTURA (la AMOSTRA)

Mitode ; Cultive em melo sspecifico. Identificaclo por Espectrometria de massa (WALDI-TOF) @
antiblograma automatizado VITEE II.

Material: RASFADD DE FELE

Rasoltado: Enterccoccus fascalis

VE: Fara sitics estérels : Hegativa ou auséncia de microrganismos.

Fara sitics com microblota: Hegativa ou auséncia de microrganismos patogénicos.
Classdficaglio/Categoria Antimicrobianc MIC
Senaivel Ampicilina L]

Banzilpanicilina 4
Captomicina 4
Gantamicina Alto Wiwvel (Sinergial BYH-8
Linezolida 2
Teicoplanina <mf. 5
Vancomicina 2

Ha selegdc de antimicroblapo para tratamento, o3 dades de WIC devem ger analisades em conjunto com as
propriedades farmacocipdticas e farmacodindmicas da droga, sendo gue, as MICS de diferentes drogas ndo
sdo cocmpardvels entre si.

MIC - Concentragdc Inibitéria Minima expressa em mog/ml.

Hota: Ha definigic dos critérics interpretativos de sensibilidade foram utilizados o8 pontos de corte
propestos pele CLEI 2017 e EUCAST 2017 e HT- AHVIEA 01/2013.

Fara as drogas gue ndo tem pontos de corte definidos peles decumsntos em 2017 foram wtilizadas as
referéncias dos documentos de 2015%.

Liberaglio: 15%/04/2018 - 10:28:58

LIBERADD ELETRONICRMENTE POR DRR. LIDIA FREIRE RBDALLR CRF-0F 1453

ASEINATURA DIGITAL
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Figura 34. Perfil de susceptibilidade de Enterococcus faecalis determinado pela automacéao
Vitek 2 XL (Biomerieux, Francga)
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CULTURA (la AMOSTRA)

Mitode ; Cultive em melo sspecifico. Identificaclo por Espectrometria de massa (WALDI-TOF) @
antiblograma automatizado VITEE II.

Material: RASFADD DE FELE

Basoltadoe: Escherichia oold

VE: Fara sitics estérels : Hegativa ou auséncia de microrganismos.

Fara sitics com microblota: Hegativa ou auséncia de microrganismos patogénicos.
Classdficaglio/Categoria Antimicrobianc MIC
Sgnsivel Amicacina <}

Ampicilina 4
Ampicilina/sulbactam m}
Cefepima <=
cafoxitina =g
Ceftazidima <m]
ceftriaxona <m]
Cafuroxima 4
Cefuroxima Axstil 4
Ciprofloxacina <mfl 28
Ertapenem iy 8
Gantamicina <m]
Imipenenm <mf)_ 25
MaT 0 panEm <mi) 28
Fiperacilina/Tazobactam Lmy
Tigeciclina w8
ESBL Hegativo

Ha selecdc de antimicroblano para tratamento, o3 dades de HIC devem ser analisados em conjunto com as
propriedades farmacocipndticas e farmacodinidmicas da droga, sendo gue, as MICS de diferentes drogas ndo
ado comparivels entre si.

MIC - Concentragdc Inibitéria Minima expressa em mog/ml.

Bota: Ha definigdo des critérics interpretativos de sensaibilidade foram wtilizades os pontos de corte
propestos pele CLEI 2017 e EUCAST 2017 e WT- AHNVIEA 01/2013.

Fara as drogas gue ndo tem pontos de corte definidos peloes decumsntos em 2017 foram wtilizadas as
referéncias dos documentos de 2015,

Liberaglo: 1570472018 - 10:32:58

LIBERADD ELETRONICRMENTE POR DRR. LIDIA FREIRE RBDALLR CRF-0F 1453
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Figura 35. Perfil de susceptibilidade de Escherichia coli determinado pela automacéao Vitek
2 XL (Biomerieux, Franca)
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CULTURA {la AMOSTRA)

Mitods :Cultive em melc sspecifico. Identificaclo por Espectrometria de massa (HALDI-TOF) &
antiblograma automatizado VITEE II.

Matsrial: RAEFADD DE FELE

Basoltads: Klebeislla pneumcniss

VE: Fara sitios estérels : Hegativa ou auséncia de microrganismos.

Fara sitios com microblota: Hegativa ou auséncia de microrganismos patogénicos.
Classificaplio/Categoria Antimiercbians MIC
Sangivel Amicacina i

Cefepima <m]
Ciproflozacina 0.5
Ertapanam <mf. 5
Imipenen L]
Mg r o Py <mfy 25
Resistente Ampicilina/sulbactam 32
Cafoxitina »mgq
Caftazidima wmiy
ceftriaxzona E:}
Cefuroxima wmiq
Cafurexima Axstil rmiy
Gentamicina ]
Fiperacilina/Tazobactam iz
Tigeciclina i

ESBL Positivo

Ha selegic de antimicroblamo para tratamento, o8 dados de WIC davem gser analisados em conjunto com as
propriedades farmacocindticas e farmacodinidmicas da droga, sendo gue, as MICS de diferentes drogas ndo
sdo compardvels entre si.

MIC - Concentragic Inlbitéria Minima expressa em mog/ml.

Bota: Ha definigic des critérios interpretativos de sensibilidade foram utilirados os pontos de corte
propostos pelo CLEI 2017 e EVCAST 2017 e WT- ANVIBA 01/2013.

Fara as drogas gue ndo tem pontos de corte definidos peloes decumsntos em 2017 foram wtilizadas as
referénclas dos documentoes de 2015

Liberaglio: 15%/04/2018 - 10:33:18

LIBERADLD ELETRONICRMENTE POR DRR. LIDIA FREIRE ARDARLLA CRF-DF 1453

ASEINATURA DIGITAL
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Figura 36. Perfil de susceptibilidade de Klebsiella pneumoniae determinado pela automacéao
Vitek 2 XL (Biomerieux, Francga)
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CULTURA (la AMOSTRA)

Mitode ; Cultive em melo sspecifico. Identificaclo por Espectrometria de massa (WALDI-TOF) @
antiblograma automatizado VITEE II.

Material: BECRECRD

Rasultado: Staphylococcus surens

Vr: Fara sitios estérels : Hegativa ou aus@ncia de microrganismos.

Fara sitics com microblota: Hegativa ou auséncia de microrganismos patogénicos.
Classdficaglio/Categoria Antimicrobianc MIC
Senaivel Acido Fusidico L]

ciprofloxacina w5
Clindamicina -1
maptomicina 0.,2%
Eritromicina i) 25
Gantamicina <ml). g
Linezolida 2
Rifampicina ]
Teicoplanina ]
Trimetoprim/3ulfametonazol <mif
vancomicina iy 8
Resistente Banzilpenicilina EL ]
oxacilina =g

Staphylococcus sursus MRSA

Sanaibilidads on rasistincia 4 oxacilina pode ser axtrapolads paras Cafalosporinas &
Fiparagcilins/Tazchactam . Bsnsibilidads ou resisténcis 4 earitromicing pods ser sxtrapolads para
magrolidecs (azitromicine e claritromicina) .

Ha sslegic de antimicroblamo para tratamento, o3 dados de MIC devem ser analisados em conjunto com as
proprisdades farmacocindticas @ farmacodinimicas da droga, sendo gue, as MICS de diferentes drogas ndo
sdo0 compardvels entre si.

MIC - Concentragde Inibitéria Minima expressa em mcg/mi.

Bota: Ha definicic des critérios ipterpretativos de sensibilidade foram utilirados os pontos de corte
propostos pelo CLEI 2017 e EVCAST 2017 @ WT- ANVIBA 01/2013.

Fara as drogas gque ndo tem pontos de corte definidos pelos documentos em 2017 foram wtilizadas as
refaréncias dos documentos de 2015,

Libsragiio: 15/03/2018 - 17:40:07
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Figura 37. Perfil de susceptibilidade de Staphylococcus aureus resitenta a meticilina
determinado pela automacéo Vitek 2 XL (Biomerieux, Francga)
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CULTURA {la AMOSTRA)

Mitods :Cultive em melc sspecifico. Identificaclo por Espectrometria de massa (HALDI-TOF) &
antiblograma automatizado VITEE II.

Matarial: SECRECRD

Basoltads: Klebeislla pneumcniss

VE: Fara sitios estérels : Hegativa ou auséncia de microrganismos.

Fara sitios com microblota: Hegativa ou auséncia de microrganismos patogénicos.
Classificaplio/Categoria Antimiercbians MIC
Sangivel Gantamicina i

Tigeciclina 1
Intermedidric Amicacina 16
ciprofloxacina 1
Resistante Ampicilina/sulbactam ke 1)
Cafepima »mgq
Cefoxitina »mgq
Caftazidima wmiy
ceftriaxzona »miq
Cefuroxima »mgq
Cafurexima Axstil rmiy
Ertapensm i
Imipanem »ml§
M ropanem 1§
Fiperacilina/Tazobactam =128

Antimigrobianc testado palo mitodo de microdiluigio sm caldo:
Folimizina B (MIC): 64 - Resistente.

ESBL Hegativo

Esta cepa teve resultado positive no teste de EDTA, sendo uma potencial produtora de matalo-
batalactamase (IMP, VIM, HOM).

Antimiorchbianc testads palo método de disco difosio em Agar:
Fosfomicina: Sensiwvel.
Cloranfenicol: Sensivel.

Os pontos de corte de Fosfomicina somsnts foram validsdos para E.coli. Aplicar a sxtrapolagic para
cutras esntarcbactérias com cautela.

Ha selegic de antimicroblano para tratamento, of dados de WIC devem ser anallsados em conjunto com as
propriedades farmacocinéticas e farmacodin&micas da droga, sendo gue, as MICS de diferentes drogas ndo
240 compardvels entre si.

MIC - Concentragic Inibitéria Minima expressa em mog/mL.

Bota: Ha definigic des critérios ipterpretativos de sensibilidade foram utilirados os pontos de corte
propestos pelo CLET 2017 e EVCAST 2017 e NT- ANVIBA 01/2013.
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Faaa b ncperrar b go by das arraea s o nnge Rt a0 adlng ata cam o wtar cr ek ek r oorbe g b spetnas pd 2o trbdle T o

Firg i T e erngs 1
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Figura 38. Perfil de susceptibilidade de Klebsiella pneumoniae produtora de carbapenemase
do tipo metalo-beta-lactamase determinado pela automacgao Vitek 2 XL (Biomerieux, Franca)



110

b HECH PR e I ..
@ 53D w @ T Ne

[ EESTRPR | BN . IR - I

Homea :HAF FABIANO SILVA 03
Codigo da 08 @ 108-64719-9942

DH $10/12/1383

Médico :Sem solicitaclo Médica htendimente : 12/03/201%
Conwvénio:BSE-IS NAF FABIANDO SILVA gnt de exames: |

Dnidade :CRISPIM Pagina: 1/1

Respengdvel Técnico: Lidia Freire Abdalla Hery - CRF 1453
Enderego da Unidade: SHWHN Od 02 Bloco C Sobreloja n*l4
Laboratdrio registrado no CRF/DF sob o nimers 03/0000%54 & no CRM-DF niémerc 3724

CULTURA (la RMOSTHRR)

Mitodo :Cultivo em melc sspecifice. Identificaglio por Espectromstria de massa (HALDI-TOF) @
antiblograma automatizado VITEE II.

Material: SECRECRD

Resoltado: Froteus mirabilis

Ve: Fara sitios estérels : Hegativa ocu auséncia de microrganismos.

Para sitios com microblota: Wegativa ou aus@ncia de microrganismos patogénicos.
Classificaglio/Categoria Antimicroblanc MIC
Sgensivel Amicacina <}

Ampicilina mE
Aampicilina/solbactam <
Cafepima <m]
Cefoxitina <y
Ceftazidima <m]
Ceftriaxona <m]
Cefurcxima <m]
Cefuroxima Axstil <m]
Ciproflozacina <mp. 25
Ertapenam <l g
Gentamicina <=l
Imipenen 1

M0 pRnam <ml_ 25
Fiperacilina/Tazobactam <my

Ests microrganismc pods desenvolver resistincia as cefalosporinas de 2* @ 3* geraglo durants o
tratamanto, devido a produgic cromossomal de Beta-lactamase tipo AmpC.

Ha selegic de antimicroblano para tratamento, os dades de WIC devem ser anallisados em conjunto com as
propriedades farmacocindticas e farmacodinidmicas da droga, sendo gue, as MICS de diferentes drogas ndo
sdo compardvels entre si.

MIC - Concentragic Inibitéria Minima expressa em meog/mL.

Bota: Ha definigic des critérios ipterpretativos de sensibilidade foram utilirados os pontos de corte
propostos palo CLSI 2017 & EUCAST 2017 e NWT- AHVIEA 01/2013.

Fara as drogas gue ndo tem pontos de corte definidos peloes decumsntos em 2017 foram wtilizadas as
referénclias dos documentos de 2015,

Libsraglio: 13%/03/2018 - 17:34:4%

LIBERADD ELETRONICRMENTE POR DRR. LIDIA FREIRE RBDALLR CRF-0F 1453

ASEINATURA DIGITAL
$29EABARREARREARREAAREAAREAAREARREARREARA A IR SR IAEAAREARREARREARAEARRERR

EEERTRS Tt PR N B LR R LR, e ST o R e I el | o o S Ly SN T TR E D B RS

Firgwlim 50w ernag o

{61) 3325.8000

Figura 39. Perfil de susceptibilidade de Proteus mirabilis determinado pela automacao Vitek
2 XL (Biomerieux, Franca)
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CULTURA (la RMOSTHRR)

Mitodo :Cultivo em melc sspecifice. Identificaglio por Espectromstria de massa (HALDI-TOF) @
antiblograma automatizado VITEE II.

Matearial: RAEFADD DE FELE

Resultado: Staphylococcus aursus

Ve: Fara sitios estérels : Hegativa ocu auséncia de microrganismos.

Fara sitics com microblota: Hegativa ou ausfncia de microrganismos patogénicos.
Classificaglio/Categoria Antimicroblanc MIC
Sgensivel Aclido Fuaidice <=5

ciproflozacina <=5
Cclindamicina <m. 25
Captomicina 0.2%
Eritromicina 0.5
Gantamicina <ml). g
Linezolida 2
Oxacilina 1
Rifampicina <=5
Teicoplanina <mp. 5
Trimetoprim/3ulfametoxazol <m10
Vancomicina <=5

Sansibilidade oo resisténcia 4 oxacilina pode ser axtrapolada para Cefalosporinas e
Fipsracilina/Tazchactam . Bsnsibilidads ou resisténcis & sritromicina pods ser sxtrapolads para
macrolidecs (azitromicina e claritromicina).

Ha selegic de antimicroblamo para tratamento, o3 dados de MIC devem ser analisados em conjunto com as
propriedades farmacocindticas e farmacodinidmicas da droga, sendo gue, as MICS de diferentes drogas ndo
sdo compardivels entre si.

MIC - Concentragic Inibitéria HMinima expressa am mcog/mL.

Bota: Ha definigic des critérios interpretativos de sensibilidade foram utilirados os pontos de corte
propestos pelo CLET 2017 & EVCAST 2017 @ WT- ANVIEA 01/2013.

Fara as drogas gue ndo tem pontos de corte definidos peloes decumsntos em 2017 foram wtilizadas as
referéncias dos documentos de 2015,
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Figura 40. Perfil de susceptibilidade de Staphylococcus aureus determinado pela automacgéao
Vitek 2 XL (Biomerieux, Francga)



