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RESUMO

Os antibidticos convencionais estdo se mostrando cada vez mais limitados para
combater os diversos microrganismos patogénicos, bem como suas linhagens resistentes
a diversos medicamentos, sendo necessario o urgente desenvolvimento de novos
farmacos. Os peptideos antimicrobianos possuem alto potencial terapéutico, destacando-
se como promissores agentes antimicrobianos. O presente trabalho teve como objetivo
estudar as propriedades antimicrobianas, antiparasitarias, antivirais e citoliticas de 10
novos analogos do PAM OcP1 (pentadactilina), um peptideo antimicrobiano isolado da
secrecao cutanea de anuros do género Leptodactylus. Suas atividades antimicrobianas
sobre bactérias Gram-positivas (S. aureus e S. epidermidis), bactérias Gram-negativas
(E. coli e K. pneumoniae) e fungos (C. albicans e C. neoformans), inibitorias sobre a
replicacéo de arbovirus (dengue e febre amarela) e antiparasitarias sobre o protozoario
T. cruzi foram avaliadas. Também foram testadas suas propriedades citoliticas sobre
eritrocitos e leucdcitos humanos e sobre a linhagem celular de hepatoma humano Huh?.
Os analogos OcP1-A3, A4, A6, A7 e A8 exibiram as maiores atividades antimicrobianas,
principalmente sobre bactérias Gram-negativas, quando comparados com o peptideo
selvagem, o PAM OcP1. Tais peptideos mostraram-se pouco ativos ou inativos em inibir
a proliferacdo do parasita T. cruzi. A atividade antiviral dos analogos testados sobre o
virus da febre amarela, quando ativos, mostraram aumento na sua eficiéncia de maneira
geral, enquanto que no ensaio contra dengue houve melhora no potencial antiviral apenas
dos analogos OcP1-A3, A4 e A6. Quando testados com células sanguineas, os analogos
nao apresentaram efeitos citoliticos relevantes sobre eritrocitos humanos, entretanto foi
evidenciada a agéo citolitica da pentadactilina e dos analogos OcP1-A1, A4 e A6 sobre
leucécitos. Todos os analogos testados apresentaram conformagdo em a-hélice em
ambiente membrana-mimético. Tais resultados demonstram o potencial terapéutico de
analogos do PAM OcP1 como agentes antimicrobianos de largo espectro e antivirais.

Palavras-chave: Anuros, analogos sintéticos, pentadactilina, peptideos

antimicrobianos, propriedades inibitérias, bactérias, fungos, virus



ABSTRACT

Conventional antibiotics are proving increasingly limited to combat the various
pathogenic microorganisms, as well as their lineages resistant to several drugs, and the
urgent development of new drugs is necessary. Antimicrobial peptides have high
therapeutic potential as promising antimicrobial agents. The present study aimed to
evaluate the antimicrobial, antiparisitic, antiviral and cytolytic properties of 10 new
analogues of the already described AMP OcP1 (pendactylin), an antimicrobial peptide
isolated from the cutaneous secretion of anurans of the genus Leptodactylus. Their
antimicrobial activities on Gram-positive bacteria (S. aureus and S. epidermidis),
Gram-negative bacteria (E. coli and K. pneumoniae) and fungi (C. albicans and C.
neoformans), inhibition of arboviruses replication (dengue and yellow fever virus) and
antiparasitic properties against T. cruzi protozoa were evaluated. Their cytolytic properties
were also assayed on human erythrocytes and leukocytes and on human hepatoma cell
line Huh7. The OcP1-A3, A4, A6, A7 and A8 analogues exhibited the highest antimicrobial
activity, especially on Gram-negative bacteria, when compared to the wild-type peptide,
the AMP OcP1. Such peptides were shown to be poorly active or inactive in inhibiting
T. cruzi proliferation. The antiviral activity of the tested analogues on the yellow fever virus,
when active, showed an increase in its efficiency in general, whereas in the dengue trial
there was improvement in the antiviral potential only related to the analogues OcP1-A3,
A4 and A6. When tested against blood cells, the analogues did not present relevant
cytolytic effects on human erythrocytes, however cytolytic effects of OcP1 and the
analogues OcP1-A1, A4 and A6 on leukocytes were detected. All the tested analogues
presented a-helix conformation in membrane-mimetic environment. These results
demonstrate the therapeutic potential of analogues of the AMP OcP1 as broad spectrum
antimicrobial and antiviral agents.

Key words: Anurans, synthetic analogues, pentadactilin, antimicrobial peptides,

inhibitory properties, bacteria, fungi, virus
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1. INTRODUGAO

1.1 CONSIDERAGOES PRELIMINARES

Os antibidticos sdo drogas anti-infectivas amplamente usadas por todo o mundo e se
mostraram eficazes no tratamento da maioria das doencgas promovidas por diferentes tipos
de microrganismos. Entretanto, a facilidade de acesso a estas drogas e seu uso
indiscriminado promoveram a sele¢cdo de agentes patogénicos multiresistentes os quais
representam hoje um desafio para a medicina. Os problemas gerados por esta selegcao
agravam casos de infecgbes hospitalares e se espalham para outras comunidades
infectando pacientes anteriormente saudaveis (Spellberg et al., 2004; Alanis, 2005; Ventola,
2015). Diante desse cenario, iniciou-se a busca por novos agentes antimicrobianos, sendo
a secregao cutanea de anuros uma rica fonte de compostos farmacologicamente ativos,
merecendo destaque os compostos com atividade antimicrobiana. Dentre eles, os peptideos
antimicrobianos (PAMs) caracterizam-se por um notavel grau de heterogeneidade molecular
e podem representar uma opcéo terapéutica no tratamento de doencas infecciosas e

parasitarias (Guimaraes et al., 2016; Dehghan Esmatabadi et al., 2017).

1.2. DOENCAS TROPICAIS NEGLIGENCIADAS

Doencgas tropicais negligenciadas (DTN) sdo grupos de doengas infecciosas que
afetam cerca de 149 paises e territorios, eliminadas das partes mais desenvolvidas, mas
ainda persistentes em areas pobres como em comunidades marginalizadas sem acesso a
condigdes sanitarias adequadas. Entre os anos de 2000 e 2011 foram registrados 850 novos
produtos terapéuticos, mas apenas 37 foram indicados para as doengas negligenciadas e
apenas 4 foram aprovados. (WHO, 2010; Pedrique et al., 2013).

Mesmo havendo estratégias viaveis para o desenvolvimento de novos farmacos com
retorno econémico para seus investidores ainda existem muitos problemas referentes ao
investimento nesta area e que sdo causados normalmente pela displicéncia politica em
relacdo aos programas de saude, agravando ainda mais o cenario socio-econémico dessas
regides (Hotez et al., 2009).

As DNTs sao agrupadas em 17 doencas infecciosas segundo a Organizagao Mundial
de Saude (OMS), algumas delas sao classificadas como tripanossomiases causadas por
protozodrios com maior ocorréncia em paises da Africa Subsariana e na América Latina com

grande importancia clinica, tanto médica quanto veterinaria, sendo a doenga de Chagas ou
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tripanossomiase americana e a leishmaniose duas das mais significativas no contexto
brasileiro (Barret et al., 2003).

A doenga de Chagas, causada pelo protozoario Trypanosoma cruzi, ¢ uma doenca
tropical endémica de 21 paises, estima-se que na América Latina exista 5,7 milhdes de
pessoas infectadas, cerca de 70 milhdes de pessoas no mundo com risco de contrai-la e
calculos estimam perdas anuais de 5,6 milhdes de ddlares por ano em absentismo operario
no Brasil. A doenga possui uma fase aguda assintomatica, que dura até dois meses apos a
infeccado, e uma fase crénica onde os parasitas se alojam no coragao e no trato digestivo
gerando lesdes nos 6rgaos e tecidos adjacentes (DNDI, 2018; WHO, 2015).

O meio de transmissao mais comum da doenca € pelo vetor triatomineo contaminado,
que ao se alimentar de um hospedeiro vertebrado elimina, pelas suas fezes e urina, o
parasita em sua forma tripomastigota metaciclica, entrando no organismo através de
mucosas ou feridas na pele. Ao infectar células do hospedeiro, o parasita toma a forma
amastigota iniciando o processo de multiplicagédo por fissdo binaria, promovendo a ruptura
da célula e sua disseminag&o na corrente sanguinea, novamente na forma tripomastigota
capaz de infectar novas célula. Caso o individuo contaminado seja picado pelo triatomineo,
o0 protozodario sera ingerido e no intestino do vetor sofrera alteracdo para a forma
epimastigota, multiplicando-se e posteriormente sera excretado pelo inseto em outro

potencial hospedeiro para fechar o ciclo (Tyler e Engman, 2001; Barret et al., 2003).

1.3. BACTERIAS E FUNGOS DE IMPORTANCIA MEDICA

1.3.1. Escherichia coli

E. coli é uma bactéria Gram-negativa bacilar, anaerébia facultativa ndo esporulada
da familia Enterobacteriaceae que ocupa o trato gastrointestinal de animais de sangue
quente, seu ambiente primario, podendo transitar para fora dos organismos e sobreviver em
locais com agua, ambiente secundario (Savageau, 1983; Berg, 1996). A maioria das cepas
comensais mantém relagdes harmdnicas com seus hospedeiros e normalmente ndo causam
doencas, sendo esta espécie uma das primeiras a colonizar e formar a microbiota intestinal
na fase da infancia (Tenaillon et al., 2010).

Apesar da coexisténcia ser muitas vezes benéfica para ambos, algumas linhagens
adquiriram atributos de viruléncia associados ao ganho, perda ou modificagado de elementos

no material genético bacteriano, tanto no plasmideo quanto no cromossomo, e com o
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mecanismo de transferéncia horizontal de genes estas regides foram rapidamente
propagadas (Shames et al., 2009).

Ha quatro doencas principais que podem ser causadas pelos clones de E. coli:
doenca entérica (diarréia), infecgdes no trato urinario, meningite e sepse. Entre as linhagens
causadoras de enfermidades entéricas podem ser destacadas a E. coli enteropatogénica
(EPEC), E. coli enterohemorragica (EHEC), E. coli enterotoxigénica (ETEC), E. coli
enteroagregativa (EAEC), E. coli enteroinvasiva (EIEC) e E. coli aderente difusa (DAEC). A
E. coli uropatogénica (UPEC) é uma frequente causadora de infecgédo do trato urinario e a
E. coli associada a meningite (MNEC) é responsavel pela meningite e sepse. Alguns tipos
de E. coli também podem causar patologias em animais através dos mesmos fatores de
viruléncia utilizados em hospedeiros humanos e outros mecanismos proprios para infecgao
de outros animais ndo encontrados em linhagens humanas (Kaper et al., 2004; Croxen e
Finlay, 2010).

Esta bactéria também possui algumas linhagens resistentes a multiplos farmacos,
como € o caso da Escherichia coli sequéncia tipo 131 (ST131) disseminada mundialmente
e responsavel por causar infecgdes no trato urinario e na corrente sanguinea (Petty et al.,
2014).

1.3.2. Staphylococcus aureus

S. aureus é uma bactéria Gram-positiva que coloniza cerca de 30% da populacao
humana, ocorrendo tanto na forma comensal quanto na forma patogénica. Apesar da
coexisténcia pacifica de algumas cepas com seus hospedeiros, aquelas que sao
patogénicas sdo responsaveis por uma grande variedade de doengas, sendo elas a causa
mais comum para bacteremia e endocardite infecciosa, bem como infec¢des de pele, tecidos
moles, pleuropulmonar e osteoarticular (Lowy, 1998; Tong et al., 2015).

A linhagem de S. aureus resistente a meticilina (MRSA) é atualmente a bactéria
multirresistente a drogas mais comumente encontrada em hospitais em varias partes do
mundo. Sua incidéncia continua crescendo, principalmente devido ao seu meio de
transmissao através de superficies contaminadas, dispersdo pelo ar e contato entre
pacientes e trabalhadores hospitalares colonizados pelas cepas. Além disso, contaminagdes

pelas MRSA podem prolongar o tempo de internagéo e agravar quadros clinicos, levando a
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morte nos piores casos, muitas vezes devido ao atraso de um tratamento apropriado
(Cooper et al., 2004; ECDC, 2014).

Os mecanismos basicos das linhagens MRSA para desenvolver resisténcia contra a
meticilina e outros antibidticos beta-lactdmicos sdo basicamente dois: o uso de
beta-lactamases responsaveis pela lise destas moléculas e a expresséao de uma variante
da proteina PBP (penicillin-binding protein) denominada de PBP2a ou 2’. As PBPs séo as
moléculas-alvo dos farmacos beta-lactamicos, sendo necessaria uma alta afinidade entre
ambos para a droga ser efetiva. Mas a PBP2a possui baixa afinidade com esta classe de
remédios, gerando uma resisténcia que varia de algumas células até grande parte de uma
populagao bacteriana (Mulligan et al., 1993; ECDC, 2014).

1.3.3. Klebsiella pneumoniae

A K. pneumoniae é uma bactéria Gram-negativa, capsular que possui uma alta
eficiéncia de colonizagdo dos mais diversos ambientes como solos, superficies aquaticas,
efluentes industriais, vegetacdo e microbiota de mamiferos, onde, nestes individuos, ela
pode se alojar no trato gastrointestinal, nasofaringeo e na pele (Bagley, 1985). Este
patdbgeno oportunista é causador de uma série de infec¢des, dentre elas, bacteremia,
pneumonia, meningite, infeccado no trato urinario e abscessos hepaticos (Paczosa e Mecsas,
2016).

Estes microrganismos apresentam mecanismos e estruturas que garantem sua
permanéncia dentro do hospedeiro, como, por exemplo, a presenca de uma capsula de
polissacarideos, evitando que o patdégeno seja fagocitado (Cortés et al., 2002) e outras
moléculas que garantem um funcionamento metabdlico basico como o sideréforo, complexo
molecular organico relacionado a aquisicdo de ferro que compete com as células do
hospedeiro por este cofator (Glegg e Murphy, 2016).

As infecgdes causadas por esta bactéria ocorriam mais frequentemente em
individuos hospitalizados ou imunocomprometidos, mas com o surgimento das cepas
hipervirulentas de Klebsiella pneumoniae (hvKP) agora acometem também pessoas
saudaveis com alta incidéncia, principalmente devido a eficiéncia na obtencao de ferro e
pela maior produgcdo de polissacarideos capsulares, gerando uma hipermucoviscosidade
(Shon et al., 2013; Glegg e Murphy, 2016).
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O numero progressivo de cepas multi-resistentes de K. pneumoniae é uma
preocupacgao crescente. A resisténcia destas linhagens aos beta-lactamicos teve um
impacto extremamente negativo no tratamento das infec¢des, as beta-lactamases de
espectro estendido limitaram o tratamento para alguns farmacos como os carbapenémicos
e a colistina, por causa da baixa incidéncia de cepas resistentes a estas drogas (Lee et al.,
2017; Martin e Bachman, 2018).

1.3.4. Staphylococcus epidermidis

S. epidermidis ¢ uma bactéria Gram-positiva classificada dentro do grupo dos
Staphylococcus coagulase-negativos, os quais sédo incapazes de produzir coagulase livre
(Rogers et al., 2009). Abundante no epitélio humano, predominantemente nas axilas, cabeca
e narinas, também pode ser encontrado na pele e na membrana mucosa de outros
mamiferos (Kloos e Musselwhite, 1975; Rogers et al., 2009).

Mesmo fazendo parte da microbiota epitelial, esta bactéria € considerada atualmente
como um patodgeno oportunista, causando infecgbes em individuos imunologicamente
comprometidos e € um dos principais patdogenos relacionados a complicagbes com
implantes médicos, como cateteres e proteses, sendo comumente necessario a remogao do
dispositivo e o tratamento prolongado por meio de antibidticos (Uckay et al., 2009).

Os fatores de viruléncia do S. epidermidis sdao bem estudados quando comparados
com os outros microrganismos dentro do grupo de Staphylococcus coagulase-negativos e
podem ser destacados a producao de biofilmes, toxinas (enterotoxinas e modulinas fenol-
soluveis) e exoenzimas, constituindo um grande acervo de mecanismos que garantem
protecao contra o sistema imunologico do hospedeiro e uma maior eficiéncia no processo
de infeccdo e permanéncia dentro destes individuos (Otto 2012).

Ha também a ocorréncia de linhagens resistentes a uma grande variedade de
antibiéticos como rifamicina, fluoroquinolonas, gentamicina, tetraciclina, cloranfenicol,
eritromicina, clindamicina, sulfonamidas e principalmente a meticilina, sendo rara a

resisténcia contra estreptograminas, linezolida e tigeciclina (Otto 2009).

1.3.5. Candida albicans
O fungo C. albicans é um microrganismo comensal altamente polimorfico, em que

sua forma celular varia dependendo das condicdes ambientais como pH, COz, temperatura,
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disponibilidade de nutrientes, dentre outros (Noble et al., 2017). Presente em mamiferos,
colonizando regides do trato gastrointestinal, boca, pele e trato reprodutor feminino (Findley
et al., 2013; Merenstein et al., 2013). Quando o hospedeiro apresenta algum tipo de leséo
epitelial, imunodeficiéncia ou disbiose microbiana, o fungo pode se tornar um patdgeno,
causando infecgdes persistentes e algumas vezes dificeis de serem tratadas (Perlroth et al.,
2007).

O primeiro passo para a defesa do organismo contra o patégeno fungico é sua
detecgao por meio das células do sistema imune inato através de receptores que identificam
padrées moleculares associados a patégenos. O reconhecimento da morfologia do fungo,
variando entre levedura e hifa, € importante para desencadear o processo de defesa, sendo
este também um fator de viruléncia associado ao fungo (Noble et al., 2017). Apds a detecgao
do patdégeno, o organismo desencadeia mecanismos pro-inflamatérios e ativagéo de células
do sistema imune inato pelas células do tecido epitelial e macréfagos associados e quando
estes microrganismos patogénicos conseguem transpor esta barreira induzem respostas
antifungicas especificas de linfocitos através da apresentacdo de antigenos (Netea et al.,
2015).

Os antifungicos azdlicos e as equinocandinas sdo as classes de drogas mais
utilizadas para tratar infeccbes de C. albicans, ambos inibem o crescimento fungico
interferindo na biossintese de componentes da membrana e parede celular, especificamente
nas enzimas conversoras que geram o ergosterol na membrana e o 1,3-3-D glucano na
parede celular, respectivamente (Perlin, 2007; Kanafani e Perfect, 2008). Entretanto,
mecanismos de resisténcia contra estes farmacos, como bombas de efluxo, vias de desvio
e mutagdes em genes que codificam as enzimas conversoras ja foram descritos e 0 numero
de casos envolvendo estas linhagens resistentes tem aumentado nos ultimos anos,

causando infec¢gdes mais invasivas e limitando as opgdes de tratamento (Pfaller, 2012).

1.3.6. Cryptococcus neoformans

O C. neoformans é um basidiomiceto que se apresenta na forma de levedura
encapsulada, oportunista e obrigatoriamente aerébio. E um fungo cosmopolita encontrado
em substratos organicos, comumente associados a aves devido as excretas ricas em fontes
de nitrogénio. A poeira doméstica dos ambientes domiciliares € um fator de crescimento

positivo para estes microrganismos (Kon et. al., 2008).
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As micoses geradas por este patdgeno sdo denominadas de criptococoses e
normalmente acometem individuos imunodeprimidos, principalmente pacientes HIV positivo.
Ao inalar os microrganismos, as leveduras podem se alastrar pelos pulmdes, disseminando
pelo sangue e se alojando principalmente no cérebro, desenvolvendo as principais formas
clinicas desta infecgao: a criptococose pulmonar, quando sintomatica apresenta sintomas
como tosse, febre, suor noturno, fraqueza e derrame pleural, e a meningite criptocécica,
causando dores de cabeca, febre, nauseas e vomitos, rigidez da nuca e fotofobia (Kon et
al., 2008; Severo et al., 2009).

Este fungo possui fatores de viruléncia como a capsula, as fosfolipases e as vesiculas
extracelulares que auxiliam na sobrevivéncia e na interagdo do patégeno com células do
hospedeiro. O tratamento é feito normalmente com o uso de farmacos, em casos de menor
gravidade o medicamento utilizado é o fluconazol e em casos mais graves a anfotericina B
(Kon et al., 2008; Alspaugh, 2016).

1.4. ARBOVIROSES

Os arbovirus (Arthropod-borne virus) se tornaram um foco de atencdo para
estudiosos brasileiros das areas da saude, pois o pais possui clima tropical predominante
na maior parte do seu territorio e uma grande variedade de fauna e flora.
Estas caracteristicas ambientais aliadas ao processo de desmatamento, crescimento
urbano desordenado e migragdes populacionais geraram diversas emergéncias de
arboviroses ao longo das ultimas décadas (Figueiredo, 2000; Gubler, 2002).

Além de serem transmitidos por artrépodes hematéfogos para hospedeiros
vertebrados, os arbovirus sdo denominados desta forma n&o s6 pelo seu tipo de vetor, mas
também devido ao fato de que parte do ciclo replicativo dos virus ocorre dentro destes
artrépodes. As familias virais de maior importancia clinica sao cinco: Bunyaviridae,
Togaviridae, Flaviviridae, Reoviridae e Rhabdoviridae (Weaver e Reisen, 2010; Rust, 2012).

Apesar da grande plasticidade genética e de diversas mutag¢des que proporcionaram
adaptacdes para os mais diversos tipos de hospedeiros (Coffey et al., 2013), esta classe de
virus possui algumas caracteristicas clinicas em comum: um curto periodo de incubagao
variando de 3-10 dias; manifestagdes clinicas tipicas como febre e sintomas semelhantes
ao da gripe, encefalite e febre hemorragica; e ndo possuem agentes antivirais especificos

licenciados, sendo possivel tratar apenas os sintomas das doengas (Weaver et al., 2018).
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Dados de Figueiredo (2015) registraram a circulacdo de, pelo menos, 9 arbovirus
patogénicos causadores de doengas em seres humanos no Brasil. Destacando a presenca
da febre amarela, febre por zika e dengue, pertencentes a familia Flaviviridae, género
Flavivirus, e do virus mayaro e chikungunya, ambos da familia Togaviridae, género
Alphavirus, sendo que todos estes virus podem ser transmitidos pelo mesmo vetor, Aedes
aegypti, presente em aproximadamente 80% do territério brasileiro (Messina et al., 2014).
No caso do zika virus pode ser transmitido pelo A. aegypti, mas também por diversas outras
espécies do género Aedes, ja a febre amarela possui vetores secundarios dos
géneros Haemagogus e Sabethes, os mais importantes na América Latina, que ocorrem
no ciclo silvestre da doenca e sdo estritamente silvestres, sendo o ser humano um
hospedeiro acidental (McCrae e Kirya, 1982; Monath e Vasconcelos, 2015; Vogel, 2016).

Os desafios gerados pelas arboviroses sdo crescentes, além do seu potencial de
dispersdo e adaptacdo aos variados ambientes e hospedeiros, também ha uma grande
semelhanca entre as manifestagdes clinicas entre os virus da dengue, zika e chikungunya,
como febre repentina e cansago, seguidos por manchas vermelhas no corpo, dores de
cabeca, nas musculaturas e nas articulagbes, desse modo, alguns diagndsticos sao feitos
de maneira equivocada, principalmente na auséncia de exames laboratoriais que sao
fundamentais para a deteccao especifica do patégeno (Mota et al., 2016). Outro grande
problema é a microcefalia associada ao zika virus que em 2016 foi responsavel pela maioria
dos 1.168 casos confirmados pelo Ministério da Saude no Brasil (Ministério da Saude, 2016).

A perspectiva para o desenvolvimento de vacinas para estas arboviroses ainda é
desafiador para muitos pesquisadores, com excecao da febre amarela cujo uso de vacina
como forma de prevengao a esta doenca € preconizado pelo Ministério da Saude. Ainda é
necessario maior investimento na area da saude para atuar nas suas responsabilidades de

prevencgao, diagndstico e tratamento destas infec¢des (Donalisio et al., 2017).

1.5. PEPTIDEOS ANTIMICROBIANOS

Por varios séculos, as bactérias e os fungos evoluiram junto com os hospedeiros
vertebrados vindo a apresentar diversos mecanismos de resisténcia para viabilizar o
processo de infeccdo. Mesmo diante de todas as estratégias de defesas exibidas por esses
microrganismos, os peptideos antimicrobianos exibem potencial terapéutico no combate a

disseminacgao de bactérias multirresistentes, além de apresentarem baixa probabilidade de
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resisténcia devido a particularidade de suas interagbes com a membrana plasmatica dos
patogenos (Nizet, 2006).

Os peptideos antimicrobianos isolados das secrecdes cutédneas de anuros, em geral,
apresentam de 8 a 46 residuos de aminoacidos, a maioria destas moléculas sao catidnicas
com suas cargas variando entre +2 e +6 em pH neutro e pelo menos metade de sua
estrutura € composta de residuos de aminoacidos hidrofébicos (Conlon, 2011; Conlon et al.,
2014; Konig et al., 2015).

Os peptideos antimicrobianos sdo um grupo diverso e os parametros para classifica-
los variam de acordo com o tipo de estudo abordado. E possivel classifica-los considerando
algumas de suas caracteristicas como extensdo da cadeia peptidica, carga, estrutura
primaria, hidrofobicidade, anfipaticidade, conformagao secundaria e estrutura, dividindo-os
em cinco subgrupos: 1) Peptideos anidnicos; 2) Peptideos catidnicos lineares em a-hélice;
3) peptideos catibnicos ricos em determinados aminoacidos; 4) Peptideos anibnicos e
catidnicos com ligacdes dissulfeto provenientes de residuos de cisteina; 5) Fragmentos de
peptideos anidnicos e catibnicos de proteinas maiores (Brogden, 2005). Existem outras
classificagdes mais simples avaliando, por exemplo, apenas a estrutura secundaria dos
peptideos, agrupando-os em quatro classes: folhas-beta, alfa-hélice, loop e cadeias
estendidas (Hancock e Lehrer, 1998).

Diferente da acdo de alguns atibidticos convencionais que atingem proteinas
especificas, os PAMs possuem um mecanismo em comum: a interagao eletrostatica com as
membranas plasmaticas de seus alvos, ndo possuindo receptores especificos nestas
superficies para o reconhecimento destes peptideos. A carga negativa das moléculas
presentes na superficie das membranas bacterianas apresentam uma forte atracdo pelos
peptideos antimicrobianos catiénicos, devido principalmente a presencga de fosfolipideos
como fosfatidilglicerol, fosfatidilserina e cardiolipina, de grupos fosfato nos
lipopolissacarideos e dos acidos teicdicos, esta atragao entre peptideo-membrana promove
um acumulo destas moléculas peptidicas na interface hidrofilica da membrana, promovendo
aberturas por onde passam varias moléculas, inclusive alguns PAMs (Hancock & Chapple,
1999; Hancock, 2001; Reddy et al., 2004; Brogden, 2005; Konig et al., 2015). Existem
diferentes mecanismos pelos quais os peptideos antimicrobianos podem agir, mas sabe-se
que a permeagao seguida pela ruptura e morte da célula alvo € o mais comum (Nicolas et
al., 2003; Nascimento et al., 2003; Konig et al., 2015).
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Esse mecanismo previne que os organismos venham a exibir resisténcia aos
peptideos e oferecem a possiblidade de uma nova classe de agentes terapéuticos, que sé&o
complementares aos antibioticos existentes, ja que grande parte dos PAMs tém como alvo
a membrana celular dos microrganismos, o que gera a lise e morte celular, enquanto que
antibidticos interagem com uma proteina alvo (Zasloff, 2002; Nascimento et al., 2003; Konig
et al., 2015).

Ha varios modelos mecanisticos propostos procurando explicar os efeitos desses
peptideos sobre diferentes microrganismos. O primeiro deles é o poro toroidal, onde os
peptideos se inserem perpendicularmente na membrana, associando as faces polares dos
peptideos as cabecgas polares dos grupos lipidicos gerando uma tens&o que induz a camada
lipidica a se dobrar continuamente até formar um poro. Este processo tem influéncia mutua
entre o peptideo e o lipidio: enquanto o primeiro promove a curvatura da membrana, a
organizagdo do segundo modula a conformagdo do peptideo. O segundo modelo é o
carpete, nesse caso os peptideos antimicrobianos se acumulam paralelamente a superficie
da membrana microbiana pela interacéo eletrostatica entre ambas, formando uma espécie
de carpete e com o0 aumento das suas concentragdes estes peptideos se reorientam para o
centro da membrana plasmatica, mantendo ainda o contato de suas regides hidrofébicas
com o interior da bicamada lipidica, mas durante o processo ha a desestabilizacdo da
membrana, culminando no colapso da sua estrutura. O terceiro € o modelo formacao de
barril, os peptideos que possuem uma conformacdo em hélice associam-se formando um
canal transmembrana na forma de barril, onde as regiées hidrofébicas dos peptideos ficam
em contato com a camada interna da membrana plasmatica e as regides hidrofilicas
permanecem voltadas para o [lumen do barril. E o quarto € o modelo agregado, inicialmente
ocorre a competicdo dos peptideos pelos cations Mg?* e Ca?* associados aos fosfolipideos,
desta forma, ganhando acesso as membranas internas e externas. A ruptura também ocorre
por formacao de micelas, mas sem um tipo de orientacdo especifica. (Zasloff, 2002;
Brogden, 2005; Jenssen, Hamill e Hancock, 2006; Li et al., 2012; Mojsoska & Jenssen,
2015).
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Figura 1. Diferentes modelos de acédo descritos para os peptideos antimicrobianos em
membranas lipidicas: (A) poro toroidal, (B) carpete, (C) formagao de barril e (D) modelo
agregado (Li et al., 2012).

Os PAMs podem agir tanto na membrana celular, pelos meios descritos acima, como
por mecanismos intracelulares, inibindo ou bloqueando a sintese de DNA, promovendo
danos nas mitocéndrias e, consequentemente, na respiracdo celular ou na ruptura de sua
membrana, gerando efluxo de ATP e NADH, dentre outros efeitos. A capacidade que os
PAMs tem de individualmente atingir varios alvos ou de multiplos peptideos interagirem com
um mesmo alvo dificulta a selecdo de mecanismos de resisténcia por parte das bactérias.
(Zasloff, 2002; Peters et al., 2010; Li et al., 2012; Mojsoska & Jenssen, 2015).

Apesar da maioria dos estudos proporem um modelo de ruptura de membrana como
principal mecanismo de morte celular, estudos recentes mostraram que alguns peptideos
nao sao distribuidos ao longo da superficie celular, mas se alojam em locais restritos destas
membranas, alterando ou deslocalizando dominios proteicos e lipidicos especificos
associados a divisao celular, remodelagem da superficie celular, diferenciacéo celular ou na
secrecao e consequentemente gerando a morte do patégeno (Rashid et. al., 2016).

Existem alguns parametros estruturais que interferem na relagao estrutura-fungéao

dos PAMs como carga, conformacao, hidrofobicidade, anfipaticidade e angulo polar, sendo
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que a modificacdo de algum parametro normalmente gera um efeito compensatorio
simultdneo nos outros tornando esta modulacao dificil de ser avaliada por uma variavel
isolada (Yeaman & Yount, 2003; Mojsoska & Jenssen, 2015).

A aplicabilidade antibiética dos PAMs esta sendo largamente ampliada, apresentando
outros efeitos além dos mecanismos de acao descritos anteriormente, como sua agao
inibitoria e perturbadora sobre os biofilmes, desagregagao e neutralizagdo de endotoxinas,
lipopolissacarideos de bactérias Gram-negativas responsaveis pelo processo infeccioso,
sua agao sinérgica quando administrado junto com outros antibiéticos e sua agao contra
bactérias resistentes a multiplas drogas (Mangoni et al., 2008; Kaconis et al., 2011; Zhou e
Peng, 2013; Chung e Khanum, 2017).

1.5.1. PEPTIDEOS ANTIMICROBIANOS DO GENERO LEPTODACTYLUS

A classe Amphibia possui uma ampla descricido de espécies dentro das suas trés
ordens: Gymnophiona, Caudata e Anura, sendo esta ultima a maior em numero de
representantes com a descricao de 6.961 espécies até o momento. Das 206 espécies
descritas dentro da familia Leptodactilidae, 74 delas se encontram incluidas dentro do
género Leptodactylus distribuidas no Continente Americano e na Asia (Frost, 2018).

Dentro deste género, foram isolados diversos peptideos antimicrobianos das
secregdes cutaneas das espécies L. ocellatus (Nascimento et al., 2004; Nascimento et al.,
2007; Leite et al., 2010), L. pentadactylus (King et al., 2005), L. fallax (Rollins-Smith et al.,
2005), L. laticeps (Conlon et al., 2006), L. syphax (Dourado et al., 2007), L. validus (King et
al., 2008), L. labyrinthicus (Libério et al., 2011; Gusméao et al., 2017) e L. pustulatus (Marani
et al., 2015).

Os peptideos produzidos por estas espécies foram inicialmente nomeados de acordo
com o nome das respectivas espécies que os produzem (ocelatina, pentadactilina, fallaxina
etc.), mas dentro desta proposta de nomenclatura ndo foram consideradas as relagdes
evolutivas entre eles. Atualmente é adotada uma nomenclatura como proposto por Conlon
(2008) que considera a proximidade evolutiva entre os PAMs.

Alguns peptideos, membros da familia das ocelatinas, apresentaram atividade
antimicrobiana e citotoxica contra bactérias Gram-negativas e Gram-positivas, contra fungos
como Candida albicans e pouca atividade citolitica contra células sanguineas . A

composi¢cao dos seus aminoacidos pode variar sua efetividade antimicrobiana como
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observado por Gusmao e colaboradores onde foi constatado que os trés ultimos
aminoacidos da ocelatina-F1 possuem uma importancia fundamental para a interacdo do
peptideo com a membrana de microrganismos e que o ultimo residuo extra (Asn-23) da
ocelatina-LB2 diminuiu a forga de interagdo entre o peptideo e a membrana do patégeno
(Gusmao et al., 2017).

Dentre os diversos peptideos isolados a partir da secregdo de anuros do género
Leptodactylus, pode-se destacar a ocelatina-P1, também conhecida como pentadactilina,
um peptideo antimicrobiano com potencial terapéutico.

Este peptideo estd presente na secrecao cutdnea de L. pentadactylus, conhecida
também como ra-defumada-da-selva, e caracterizando-se como uma ra de grande porte,
onde os machos medem em média cerca de 177 milimetro e as fémeas 185, sendo
amplamente distribuida na floresta amazénicanas nas regiées do sul da Colémbia, leste do
Equador, leste e oeste do Peru, norte da Bolivia e em grande porcao da regido central e
algumas partes do norte do Brasil, com registros na Guiana Francesa. Possui olhos e
timpanos largos e se distinguem das outras espécies devido a presenca de dobras
dorsolaterais e glandulas lombares emparelhadas e pelo labio superior manchado (Savage,
2002; Libério et al., 2011).
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Figura 2. Individuo adulto de Leptodactylus pentadactylus (Imagem disponivel em:
http://www.iucnredlist.org/details/full/57154/0).

Além de ter sido detectada na espécie L. pentadactylus, a pentadactilina também foi
encontrada na secregéo cutadnea de L. labyrinthicus, conhecida como ra-pimenta. Abundante
no cerrado e na caatinga do Brasil e presente em regides do norte da Argentina e da
Venezuela, leste do Paraguai, Bolivia e sul do Brasil. Ocupa areas abertas e bosques
tropicais capaz de colonizar areas de assentamentos humanos e pogas temporarias (Heyer
et al., 2008).

Em trabalhos anteriores, determinou-se sua atividade antimicrobiana em
concentragdes relativamente baixas (25-32 uM) sobre bactérias Gram-negativas como
Escherichia coli e Klebsiella pneumoniae e praticamente auséncia de efeitos inibitérios sobre
a proliferacdo de bactérias Gram-positivas. Foi descrita atividades citotoxica contra
linhagens tumorais MCF-7, HeLa e B16F10, mas a ocelatina-P1 se mostrou pouco seletiva,
atingindo células higidas de fibroblastos humanos. Mesmo néao sendo descrito o modo de
acao do OcP1, sugere-se que a morte das células de B16-F10 poderia ser por apoptose

seguido de processo necrotico (Libério et al., 2008; Libério et al., 2011).
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Figura 3. Individuo adulto de Leptodactylus labyrinthicus (Imagem disponivel em:

https://www.flickr.com/photos/pedrohmartins/9402817415/sizes/k/in/photostream).

1.6. MECANISMOS DE RESISTENCIA AOS PAMs

Como os PAMs sao amplamente distribuidos na natureza e fazem parte do sistema
de imunidade inata de muitos individuos, sendo eles componentes cruciais da primeira linha
de defesa, os microrganismos alvos expostos aos PAMs também exibem mecanismos de
resposta contra estas moléculas, gerados em resposta a um processo de co-evolugao entre
hospedeiros e patdégenos (Gruenheid e Le Moual, 2012).

Um dos primeiros sistemas microbianos a interagir com os PAMs sao aqueles
responsaveis por fazer a detecgcdo destas moléculas. Nas bactérias Gram-posistivas o
mecanismo foi identificado primeiro em S. epidermides denominado de antimicrobial peptide
sensor (Aps), sendo formado de trés constituintes: um sensor de PAM histidina quinase
ligante de membrana (ApsS), um DNA ligante regulador de resposta (AspR) e um terceiro
componente (ApsX) com fungdo ainda desconhecida. Em bactérias Gram-negativas o
sistema é denominado de PhoPQ e possui apenas dois componentes, mas seu

funcionamento € semelhante: O DNA ligante regulador de resposta (PhoP) e o sensor
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histidina quinase (PhoQ). Ambos os sistemas sao responsaveis por detectar os peptideos e
regular a expresséo de genes envolvidos na resposta aos PAMs (Joo e Otto, 2015).

As bactérias em geral possuem membranas carregadas negativamente, tornando-as
alvos mais perceptiveis para os PAMs que em sua maioria sdo moléculas catiénicas. Um
dos mecanismos de resisténcia utilizados por bactérias é tornar sua superficie de membrana
mais positiva, ou menos negativa, diminuindo a afinidade com os peptideos catiénicos e,
consequentemente, aumentando sua viruléncia no processo de infec¢do, este sistema
também é chamado de repulsao eletrostatica (Bauer e Shafer, 2015). No caso das bactérias
Gram-negativas, um exemplo comum para a diminuicdo de carga é adicionando 4-
aminoarabinose (Ara4N) aos lipideos de membrana. Nas bactérias Gram-positivas sao
incorporados residuos de D-alanina na parede celular de acidos teicdicos ou residuos de
lisina na regido da membrana celular, moléculas de carga positiva que cumprem seu papel
em diminuir a interagdo da membrana com os PAMs catidnicos (Andersson et al., 2016).

Outro mecanismo de resisténcia aos PAMs é a degradagao por proteases no meio
extracelular, secretadas ou localizadas na superficie celular microbiana, ou por enzimas no
meio intracelular. Algumas bactérias comensais localizadas em regides epidérmicas de
mamiferos como Staphylococci produzem algumas metaloproteases que degradam PAMs
humanos como a catelicidina LL-37, também degradada por proteases de bactérias
patogénicas como Enterococcus faecalis e Proteus mirabilis durante o processo de infecgéo
(Joo e Otto, 2015; Joo et al., 2016). A protedlise destas moléculas depende da sua estrutura,
um peptideo linear € mais facilmente degradado se comparado com outro que apresenta
ligacdes dissulfeto e outras modificagdes pods-traducionais (Fleitas et al., 2016; Joo et al.,
2016).

Para agir contra PAMs de agéo intracelular algumas bactérias apresentam proteinas
transmembranicas que expulsam esses peptideos para fora da célula por efluxo ativo, sendo
que estas bombas podem também fazer a expulsdo de moléculas de substrato derivadas do
hospedeiro como sais biliares e acidos graxos. Alguns tipos de bombas conferem
resisténcia, como o RND (resistance-nodulation-cell division) presente em Neisseria
gonorrhoeae, mas algumas proteinas, como o0 RND de S. aureus, séo incapazes de garantir
resisténcia microbiana (Rieg et al., 2009; Fleitas et al., 2016).

Em situagdes de estresse geradas pela acéo de peptideos antimicrobianos, algumas

bactérias aumentam a producdo, secreg¢ao e liberacdo de moléculas e vesiculas que
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neutralizam os PAMs se ligando a eles na superficie celular ou a nivel extracelular (Frick et
al., 2003; Manning e Kuehn, 2011).

O arranjo das bactérias em populagdes propicia a formagdo de biofilmes, uma
superficie de agregacao formada por proteinas extracelulares, DNA extracelular e
polisacarideos. Além de fornecer unicidade para o conjunto de individuos, esta matriz
garante protegdo mecanica e eletrostatica as bactérias contra produtos téxicos do meio. O
PIA (adesina intercelular de polissacarideos) e o PGA (acido poli-y-glutdmico) séao
exopolimeros produzidos por algumas bactérias do género Staphylococci que as protegem
tanto de peptideos catidnicos quanto de peptideos anidnicos (Joo e Otto, 2015; Joo et al.,
2016; Fleitas et al., 2016).

2] P2
0 E¢

) LPS modificado f Sistema de efluxo
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Protease

Figura 4. Esquema dos diferentes mecanismos de resisténcia bacteriana contra a agéo dos
PAMs: (1) modificagbes estruturais nos componentes da membrana, diminuindo a
intensidade da atracao entre os PAMs e a membrana; (2) proteinas catiénicas expressas na
membrana que podem atuar repelindo os PAMs; (3) efluxo ativo dos PAMs por proteinas
transmembréanicas; (4) secregdo de moléculas anidnicas para o meio extracelular,
neutralizando a acdo de PAMs catidnicos e (5) degradagdo dos PAMs por proteases
(Guimaraes, 2015).
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2. JUSTIFICATIVA

O desenvolvimento de novos farmacos € uma necessidade urgente. Além do
crescente numero de casos com bactérias resistentes a farmacos, ainda ha problemas com
relacdo as doencas virais, dados da subsecretaria de Vigilancia e Saude do DF publicados
no informativo epidemiolégico de virus notificaram 641 casos provaveis de dengue em 2018
(SES-DF, 2018). Em 2017, a OMS langou uma lista com a relagdo de bactérias na qual o
desenvolvimento de antibidticos € urgente. Alguns destes géneros de bactérias foram
testados neste trabalho como a Staphylococcus aureus em que as linhagens resistentes a
meticilina e vancomicina sao classificadas como prioridade alta e Escherichia coli e
Klebsiella pneumoniae, duas bactérias da familia das Enterobacteriaceae, que possuem
linhagens resistentes a carbapenémicos classificadas como prioridade critica (WHO, 2017).

Nos ultimos anos, o grupo de "Tecnologia de Peptideos Biologicamente Ativos" da
Universidade de Brasilia vem se dedicando a purificagdo e caracterizagao de peptideos
antimicrobianos isolados da secrecao cutanea de anuros, assim como ao desenho racional
e sintese quimica de analogos de PAMs como pode ser comprovado pela nossa produgao
cientifica dentro desse tema. Um exemplo de PAM isolado e caracterizado por nosso grupo
€ a ocelatina P1, ou pentadactilina, extraida das secrec¢des de Leptodactylus pentadactylus
e L. labyrinthicus apresentando moderada atividade antibacteriana, principalmente contra
bactérias Gram-negativas e uma baixa atividade citolitica sobre eritrocitos humanos, além
de ser ativa sobre células de melanoma murino (King et al., 2005; Libério et al., 2011). Sendo
assim, o presente projeto tem como justificativa o desenvolvimento de analogos do PAM
pentadactilina e o estudo de suas atividades antimicrobianas e citotoxicas sobre diferentes
microrganismos e virus de modo a contribuir com formas alternativas ao tratamento de

doencas infecciosas e parasitarias.
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3. OBJETIVOS

3.1. OBJETIVO GERAL

Este projeto teve como objetivo geral avaliar os efeitos antimicrobianos,
antiparasitarios e antivirais de dez novos analogos do PAM pentadactilina sobre diferentes

microrganismos e virus patogénicos.

3.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

3.2.1. Determinar os efeitos antimicrobianos de dez novos analogos do PAM
pentadactilina sobre bactérias patogénicas Gram-positivas e Gram-negativas por meio da
determinacao das concentragdes inibitérias minimas;

3.2.2. Determinar os efeitos antimicrobianos de dez novos analogos do PAM
pentadactilina sobre fungos leveduriformes patogénicos por meio da determinagéo das
concentracodes inibitérias minimas;

3.2.3. Determinar os efeitos antiparasitarios de dez novos analogos do PAM
pentadactilina sobre o protozoario Trypanosoma cruzi;

3.2.4. Determinar os efeitos antivirais de dez novos analogos do PAM pentadactilina
sobre os virus causadores da febre amarela e dengue empregando-se a técnica de HCA
(High Content Analysis);

3.2.5. Determinar os efeitos citoliticos de dez novos analogos do PAM pentadactilina
sobre células sanguineas humanas (eritrécitos e leucécitos) empregando-se a técnica de
citometria de fluxo.

3.2.6. Determinar a composicéo de elementos de estrutura secundaria de dez novos

analogos do PAM pentadactilina com o emprego da técnica de dicroismo circular.
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4. MATERIAIS E METODOS

4.1. SINTESE QUIMICA E PURIFICAGAO DOS PEPTIDEOS DE INTERESSE

Os peptideos empregados no presente projeto foram propostos pelo grupo de
"Tecnologia de Peptideos Biologicamente Ativos" da Universidade de Brasilia, produzidos
por sintese quimica em fase sdélida automatizada e purificados por RP-HPLC pela empresa

Genone mediante contrato de confidencialidade.

4.2. DOSAGEM DOS PEPTIDEOS

Os peptideos foram dosados pelo método de determinagao da concentracao protéica
por absor¢cao ao UV (Aitken e Learmonth, 2002). O material foi quantificado por leitura
espectrofotométrica realizada em equipamento Bel Photonics UV/Vis M51 e as leituras
foram realizadas nos comprimentos de onda de 205, 215 e 225 nm. As formulas para estimar

a concentragao dos peptideos (em ug/mL) estdo descritas a seguir:

Concentragaos = 144 x (A21s — Azas) Concentragaoz = (Azs/ 31) x 1000

Para obter a concentragao da aliquota analisada € necessario calcular a média dos
resultados das concentracdes 1 e 2 para cada amostra.
Apés 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.

4.3. ENSAIOS SOBRE BACTERIAS PATOGENICAS

Aliquotas de 200 yL de suspensao da bactéria a ser testada (Staphylococcus aureus
ATCC 25923, S. epidermidis ATCC 12228, Escherichia coli ATCC 25922 e Klebsiella
pneumoniae ATCC 13883) foram adicionadas a 7 mL de meio Mueller Hinton em um tubo
plastico de 15 mL. O tubo, entao, foi incubado entreaberto em um shaker a 37°C durante 16
horas, com agitacéo constante. Em seguida, foi avaliada a proliferagdo celular por meio de
deteccdo no comprimento de onda de 595 nm em espectrofotbmetro (UV-M51, Bel
Photonics, Brasil) e as suspensodes foram ajustadas para um valor proximo a 1 com a adigao
de meio Mueller Hinton. Apds esse ajuste, foram preparados os inoculos (diluicao 1:50 para
as culturas de bactérias Gram-negativas e de 1:100 para as culturas de bactérias Gram-

positivas).
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As solugbes-estoque dos peptideos na concentragdo de 256 uM foram preparadas
em agua Milli-Q e filtradas em filtros Millex de 0,22 ym (Merck Millipore Corporation,
Alemanha). Posteriormente foi realizada diluicdo seriada das amostras em agua Milli-Q e
adicionados 50 pL da suspensédo bacteriana previamente diluida. Como controle negativo
foi utilizada apenas agua Milli-Q e como controle positivo foi empregado formaldeido 0,4%
(v/v). Cada peptideo foi testado em ftriplicata, assim como os controles. Os pogos com
formaldeido foram cobertos com Parafilm® para evitar interferéncia nos demais pogos em
virtude da sua evaporacao. As placas foram incubadas a 37°C por 20-24 horas e a inibigao
da proliferacdo 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 concentragdo inibitéria minima (CIM) foi assumida como sendo a menor

concentragcao na qual ndo houve crescimento espectrofotometricamente detectavel.

4.4. ENSAIOS SOBRE FUNGOS PATOGENICOS

Aliquotas de 200 uL de suspensao dos fungos a serem testados (Candida albicans
ATCC 14053 e Cryptococcus neoformans H99) foram adicionadas a 7 mL de meio BHI (Brain
Heart Infusion) em um tubo plastico de 15 mL. O tubo, ent&o, foi incubado entreaberto em
um shaker a 37°C durante 16 horas, com agitagado constante. Em seguida, foi avaliada a
proliferacdo celular por meio de detecgdo no comprimento de onda de 595 nm em
espectrofotometro (UV-M51, Bel Photonics, Brasil) e as suspensdes foram ajustadas para
um valor proximo a 1 com a adicao de meio BHI. Apds esse ajuste, foram preparados os
inéculos (diluicao 1:100 em meio BHI).

As solucgbes-estoque dos peptideos na concentragao de 256 uM foram preparadas
em agua Milli-Q e filtradas em filtros Millex de 0,22 ym (Merck Millipore Corporation,
Alemanha). Posteriormente foi realizada diluicdo seriada das amostras em agua Milli-Q e
adicionados 50 uL da suspensao fungica previamente diluida. Como controle negativo foi
utilizada apenas agua Milli-Q e como controle positivo foi empregado formaldeido 0,4% (v/v).
Cada peptideo foi testado em triplicata, assim como os controles. Os pogcos com formaldeido
foram cobertos com Parafilm® para evitar interferéncia nos demais pocos em virtude da sua
evaporacao. As placas foram incubadas a 37°C por 20-24 horas e a inibicao da proliferagao

fungica foi avaliada por leitura espectrofotométrica no comprimento de onda de 595 nm em
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leitora de microplacas (Multiskan® FC, Thermo Scientific, San Jose, CA). A concentragao
inibitéria minima (CIM) foi assumida como sendo a menor concentragédo na qual ndo houve

crescimento espectrofotometricamente detectavel.

4.5. ENSAIOS SOBRE FORMAS EPIMASTIGOTAS DE T. cruzi

As culturas de formas epimastigotas de T. cruzi (cepa CL-Brener) foram cultivadas a
28°C em estufa, em meio de cultura LIT (Liver Infusion Tryptose), contendo 10% de SFB
(soro fetal bovino, que é a fracao liquida do sangue coagulado do feto bovino, contendo
grande quantidade de nutrientes celulares). Resumidamente, as culturas foram crescidas
até que a densidade celular de 107 parasitos/mL fosse atingida. Cem microlitros da
suspenséo de parasita a 5 x 10° parasitas/mL foram incubados em microplacas de 96 pocos
para leitura de fluorescéncia com um volume igual dos peptideos, diluidos em série (128 a
1,0 yM) em meio LIT, por 96 horas, para avaliagao da acéo inibitéria sobre o crescimento
dos protozoarios. Depois deste tempo, foram transferidos 100 uL de cada pogo da placa
transparente para uma placa branca e fosca e foram adicionados 20 pL de CellTiter-Blue®
(Promega, EUA) para avaliagdo dos efeitos antiparasitarios. A viabilidade parasitaria foi
determinada por fluorescéncia a 560 nm (excitagéo) e 590 nm (emissao), apds 1 hora de
incubagéo a 37°C, em uma leitora de microplacas (SpectraMax® M5 Microplate Reader,
Molecular Devices, EUA). Como controle positivo, foi utilizado o composto Nifurtimox. Os

ensaios foram realizados em triplicata.

4.6 ENSAIOS ANTIVIRAIS

4.6.1. 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 diluigdo seriada até
a concentragao minima de 1,56 yM) foram adicionados aos pogos da placa. Apds a adigcao
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 aquisi¢do 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.
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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) € a razdo 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
poco. A IR foi normalizada em fungéo 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 razao celular foi definida
como sendo a razao entre o numero total de células no pogo com a presenca 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 é 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 raz&o celular do controle positivo (Interferon a 2A 5,2 nM)

Av. CRN: média da razao celular do controle negativo.

4.6.2. 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 yM, com diluigdo seriada até
a concentragao minima de 1,56 yM) foram adicionados aos pogos da placa. Apds a adigao
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 aquisigao 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

infecgcao e intensidade do sinal de AlexaFluor488 por célula infectada.
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A taxa de infecgao (IR) é a razao 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
poco. A IR foi normalizada em fungéo 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 razao celular foi definida
como sendo a razao entre o numero total de células no pogo com a presenca da substancia
a ser testada e a média do numero total de células nos pogos do controle negativo. A razado
celular € uma estimativa da atividade do composto testado sobre as células hospedeiras
Huh7 é determinada para estimar a seletividade do composto para o virus DENV4.

Av. CRT: média da razao celular do composto testado

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

Av. CRN: média da razao celular do controle negativo.

4.7. ENSAIO CITOLITICO SOBRE CELULAS SANGUINEAS HUMANAS

Para este ensaio foram utilizados quatro tubos de EDTA com 8 mL de sangue tipo O*
de doador voluntario apés assinatura de termo de consentimento livre e esclarecido. Apés
0 sangue ter sua fase plasmatica removida, o volume foi completado com solugéo salina
fisiolégica (NaCl 0,9%) e centrifugado a 3000 rpm por 5 minutos. Este processo de lavagem
foi repetido trés vezes. A fase plasmatica foi retirada para que as proteinas do plasma
sanguineo (principalmente a albumina) ndo interferissem com a leitura dos resultados e nem
com a interacdo entre os peptideos e as células. Para os experimentos, foram separadas
aliquotas de 800 uL 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 solugdo de NaCl 0,9% (p/v)
obtendo-se a concentracéo final desejada de 1.024 uM.

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

O controle negativo foi feito incubando-se a aliquota de sangue com uma solucéo 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 apods a adigao dos peptideos (ou solugdes controle) ao

sangue, com a remogao de uma aliquota de 88 pL de cada réplica para analise no
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equipamento Sysmex XN-9000 TM (Analisador Hematoldgico Automatizado, Sysmex,

Japao). Os graficos foram feitos no programa GraphPad Prism 6.0 (GraphPad Software).

4.8. ANALISES DA ESTRUTURA SECUNDARIA DOS PEPTIDEOS POR
DICROISMO CIRCULAR

Para realizar as analises de dicroismo circular foi utilizado o espectropolarimetro
Jasco J-815 (Jasco Analytical Instruments, Téquio, Japéo) e cubetas de quartzo de caminho
optico igual a 0,1 cm. Os espectros UV foram analisados a temperatura constante de 25°C
nos comprimentos de onda entre 190 e 260 nm com o resultado calculado a partir da média
de cinco leituras em sequéncia de cada amostra.

Os espectros dicréicos foram gerados a partir das 11 solugdes peptidicas a 50 uM
em agua e a 50 pM em SDS (dodecilsulfato de sédio) na concentragdo de 35 pM.
A elipticidade molar foi calculada a partir da converséao das elipticidades observadas através

da equacgao abaixo:

(0x100x M)
6] = ————
(Cxtxn)
Onde [6] é a elipticidade molar média dada em grau.cm?.dmol'. 6 ¢ a elipticidade em
graus, M é a massa molecular, C é a concentracdo em mg/mL, /€& o caminho éptico em cm

e n numero de residuos.

Os percentuais de helicidade foram calculados tendo como base as elipticidades

molares a 208 nm.

_ [6],55 — 4000
o= 33 000 — 4000
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

Os analogos utilizados neste trabalho foram propostos baseados na analise da
estrutura primaria do peptideo selvagem OcP1, a pentadactilina, apos extensa revisao
bibliografica do tema e determinagao de parametros fisico-quimicos como anfipaticidade e
hidrofobicidade procurando-se obter analogos com atividade antimicrobiana/citotoxica e
seletividade otimizadas.

Tais analogos, aqui designados pelas abreviagcbes OcP1-A1, OcP1-A2, OcP1-A3,
OcP1-A4, OcP1-A5, OcP1-A6, OcP1-A7, OcP1-A8, OcP1-A9 e OcP1-A10, bem como a
ocelatina OcP1, foram produzidos por sintese quimica em sintetizador automatico de
peptideos, empregando-se a quimica Fmoc. Em seguida, os analogos sintetizados foram
purificados por meio de cromatografia liquida de alta eficiéncia em coluna de fase reversa
C1s e seu grau de homogeneidade e a corregao do processo de sintese foram avalidos por
espectrometria de massas pela empresa Genone, especializada na area de sintese de
peptideos, mediante contrato de confidencialidade. As estruturas primarias dos dez
analogos empregados no presente estudo nao serao divulgadas por questdes de protegao
da propriedade intelectual.

Uma vez concluida a etapa inicial de sintese quimica dos peptideos e de posse das
versdes sintéticas dos analogos propostos e do peptideo selvagem foram realizados ensaios
de microdiluicdo in vitro para avaliar seus efeitos antimicrobianos sobre bactérias
patogénicas Gram-positivas (Staphylococcus aureus e S. epidermidis) e Gram-negativas
(Escherichia coli e Klebsiella pneumoniae), sobre os fungos patogénicos leveduriformes
Candida albicans e Cryptococcus neoformans, sobre Trypanosoma cruzi, protozoario
responsavel pela Doenca de Chagas, e sobre os virus causadores da febre amarela e da
dengue. Também foram feitos ensaios citoliticos para avaliar os efeitos citoliticos dos
peptideos sobre eritrocitos e leucocitos humanos de modo a avaliar seu potencial
terapéutico. Finalmente, foram conduzidas analises de dicroismo circular visando se
determinar os componentes de estrutura secundaria presentes em tais peptideos
procurando-se correlacionar os efeitos biolégicos observados com sua propensédo a

formacgao de alfa-hélices em ambientes membrana-miméticos.
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Parametros fisico-quimicos, como a carga, a hidrofobicidade média e 0 momento
hidrofébico, foram determinados para a OcP1 e seus analogos e estdo detalhados na
tabela 1.

Tabela 1. Parametros fisico-quimicos da pentadactilina (OcP1) e seus analogos.

Peptideos Carga Hidrofobicidade Momento
Média (%) hidrofébico (uH)
OcP1 +3 48 0,324
OcP1-A1 +3 48 0,329
OcP1-A2 +3 47,62 0,514
OcP1-A3 +6 48 0,398
OcP1-A4 +6 47,62 0,596
OcP1-A5 +4 42 0,547
OcP1-A6 +5 52 0,479
OcP1-A7 +5 56 0,272
OcP1-A8 +4 60 0,433
OcP1-A9 +2 47,37 0,473
OcP1-A10 +3 47,37 0,438

Os parametros apresentados na Tabela 1 foram escolhidos devido a correlagédo que
possuem com a atividade bioldgica, n&o s6 contra microrganismos, mas também contra
células humanas.

A carga, ou cationicidade, corresponde a distribuigdo de residuos de aminoacidos
com carga positiva ao longo da estrutura peptidica primaria (Yeaman e Yount, 2003). A
amidacao do dominio carboxi-terminal também gera um aumento da carga, sendo esta
mudanga pos-traducional comumente encontrada em peptideos de anuros (Nascimento et
al., 2003) e esta presente na estrutura da pentadactilina e todos os seus analogos.

Analisando-se este parametro para as moléculas em foco foi evidenciado que os
analogos OcP1-A1, OcP1-A2 e OcP1-A10 mantiveram a mesma carga que a
pentadactilina (+3), no analogo OcP1-A9 foi observada a diminuigdo do seu valor para +2,

enquanto que os peptideos OcP1-A5 e OcP1-A8 tiveram aumento de carga para +4 e 0s
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peptideos OcP1-A6 e OcP1-A7 para +5. O ganho de carga mais expressivo foi observado
nos analogos OcP1-A3 e OcP1-A4 com carga +6.

A hidrofobicidade e a anfipaticidade sdo parametros de fundamental importancia
para a interacdo entre os PAMs e as membranas bioldgicas. A hidrofobicidade é a
porcentagem de residuos de aminoacidos hidrofobicos presentes na estrutura do
peptideo, sendo que esta caracteristica esta relacionada com a capacidade de
permeabilizacdo de membranas plasmaticas. Ja a anfipaticidade, medida pelo momento
hidrofdbico, esta relacionada com a periodicidade da disposi¢ao dos residuos hidrofobicos
ao longo da estrutura primaria e da conformacgédo adotada pela molécula (Zelezetsky e
Tossi, 2006; Kumar et al., 2018).

Para a caracteristica da hidrofobicidade média (%), os peptideos OcP1-A1 e OcP1-
A3 mantiveram a mesma porcentagem em relacdo a pentadactilina (48%). Os valores
diminuiram para os analogos OcP1-A2 (47,62%), OcP1-A4 (47,62%), OcP1-A5 (42%),
OcP1-A9 (47,37%) e OcP1-A10 (47,37%), e aumentaram para os peptideos OcP1-A6
(52%), OcP1-A7 (56%) e OcP1-A8 (60%). Os valores para o momento hidrofobico

variaram entre 0,272 e 0,596.

5.1. ENSAIOS SOBRE BACTERIAS E FUNGOS PATOGENICOS

Os efeitos antimicrobianos da pentadactilina ja foram avaliados em trabalhos
anteriores (King et al., 2005; Libério, 2008) contra as mesmas bactérias aqui testadas e os
dados obtidos mostraram uma certa equivaléncia entre estes estudos, sendo que as
diferencas observadas podem ser atribuidas a diferengas nos métodos de quantificacdo dos
peptideos empregados.

Contra bactérias Gram-positivas, a OcP1 se mostrou inativa em relagao a S. aureus
e teve uma baixa atividade antimicrobiana sobre S. epidermidis, exibindo valores de
concentracdo minima inibitéria (CMI) de 128 pM, ja com as Gram-negativas mostrou
atividade consideravel, CMI = 8 uM tanto para E. coli quanto para K. pneumoniae (Tabela
2).

De maneira geral, a maioria dos analogos apresentaram efeitos antimicrobianos
sobre a maior parte dos patégenos testados. Os analogos OcP1-A1 e OcP1-A2 mostraram
resultados semelhantes ao peptideo selvagem, tendo um pequeno aumento na eficiéncia

contra E coli, ambos os analogos com concentragdo minima inibitéria (CMI) de 4 uM,
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entretanto, o OcP1-A2 mostrou uma atividade mais significativa contra S. epidermidis (CMI
igual a 16 uM) (Tabela 2).

Em outro trabalho desenvolvido por Marquez (2012) com um analogo da
pentadactilina, o G160CP1, que apresenta apenas a substituicdo de serina por glicina na
posicao 16 em relacédo a pentadactilina, exibiu atividade seletiva similar a estes peptideos,
exibindo efeitos antimicrobianos sobre as bactérias Gram-negativas Escherichia coli e
Klebsiella pneumoniae com CMI de 32 uM, mostrando-se inativo contra S. aureus e com
pequena atividade inibitéria sobre S.epidermidis.

Os analogos OcP1-A5, OcP1-A9 e OcP1-A10 foram praticamente inativos contra
todas as bactérias testadas neste estudo, tendo uma eficiéncia bem inferior comparado a
pentadactilina (Tabela 2).

No caso dos analogos OcP1-A3, OcP1-A4, OcP1-A6, OcP1-A7 e OcP1-A8 pode-se
observar que exibiram maior atividade antimicrobiana sobre todas as bactérias patogénicas
testadas comparando com o peptideo OcP1. Observa-se que, nos casos dos analogos
OcP1-A3 e OcP1-A4, a eficiéncia antibacteriana foi muito superior, sendo que, para estes
analogos, alguns valores de concentragdo minima inibitéria foram inferiores a 1 yM (Tabela
2).

A eficacia na agao de um peptideo antimicrobiano geralmente depende da interacao
com a membrana do patdgeno. Entretanto, as bactérias possuem estratégias proprias para
se defender contra diversas ameacas, incluindo estes peptideos. Como a maioria dos PAMs
de anuros s&o catibnicos, devido ao grande numero de residuos de lisina e pelo menos 50%
dos residuos de sua estrutura serem hidrofébicos, a afinidade pelas estruturas anibnicas
das membranas de bactérias Gram-positivas e Gram-negativas é alta (Conlon, 2011), este
€ um ponto estratégico para o mecanismo de resisténcia bacteriano, onde ha a modificagao
de componentes na membrana para torna-la mais positiva ou menos negativa (Bauer e
Shafer, 2015).

Alguns farmacos antimicrobianos possuem especificagbes quanto as suas CMls, a
ampicilina quando testada contra E. coli apresentou CMI de 32 uM e 128 uyM contra K.
pneumoniae. Ja a Vancomicina foi testada contra S. aureus e apresentou potente acao
antibacteriana com CMI de 1 uM. Alguns dos peptideos aqui testados apresentaram CMIs

similares e alguns até mais eficazes do que estes agentes comercialmente usados.



Tabela 2. Efeitos antimicrobianos (CMI em pM) da pendactilina (OcP1) e seus analogos

sobre bactérias patogénicas.

41

E. coli K. pneumoniae | S. aureus S. epidermidis

Peptideo | Arcc2s922 | ATCC 13883 | ATCC 25923 | ATCC 12228

OcP1 8 Inativo 128
OcP1-A1 Inativo 128
OcP1-A2 128 16
OcP1-A3 <1 <1 16 2
OcP1-A4 <1 <1 8 <1
OcP1-A5 128 >128 Inativo Inativo
OcP1-A6 8 2 8 2
OcP1-A7 2 2 64 4
OcP1-A8 2 4 8 2
OcP1-A9 Inativo Inativo Inativo Inativo
OcP1-A10 128 Inativo Inativo Inativo

Ainda ha algumas diferengas entre as bactérias Gram-negativas e Gram-positivas
que podem interferir nas suas resisténcias aos agentes antimicrobianos. Pensava-se que a
espessura mais acentuada das membranas de bactérias Gram-positivas fosse o principal
fator que promoveria uma agdo mais efetiva dos PAMs sobre este tipo de microrganismo,
mas a mudancga dos seus componentes estruturais, junto com a produgcédo de proteases,
sistemas de efluxo e um rapido e apurado sistema génico de deteccdo de peptideos
antimicrobianos tornam-as individuos dificeis de se combater, mecanismos estes presentes
em algumas Gram-negativas, mas principalmente em bactérias do género Staphylococcus
(Joo e Otto, 2015; Maria-Neto et al., 2015; Joo et al., 2016).

Estudos feitos com o0 analogo da magainina 2 aumentando a carga das moléculas de
+3 para +5 e mantendo os demais parametros constantes geraram melhorias na eficiéncia
microbicida quando testadas contra bactérias Gram-positivas e Gram-negativas (Dathe et

al., 2001), corroborando com o trabalho de Nascimento (2007) em que foi observado indicios
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de que a carga liquida pode ser um parametro determinante principalmente em relagao a
atividade antimicrobiana, sendo evidenciado um aumento da atividade biolégica com o
aumento da carga.

Esta hipdtese pode explicar alguns pontos, como a semelhanca entre as atividades
dos analogos OcP1-A1 e A2 em relagcao ao peptideo selvagem, devido a mesma carga
liquida (+3) entre eles; a acentuada atividade dos analogos OcP1-A6 (+5), A7(+5) e A8 (+4)
e 0 aumento expressivo do efeito antibacteriano dos analogos OcP1-A3 e A4, ambos com
0s maiores valores de cationicidade (+6) e atividade antimicrobiana.

Outro parametro importante para a interagdo de peptideos com membranas
biolégicas é a extensdo da cadeia peptidica. Os PAMs isolados de anuros podem ser
reduzidos até uma forma minima sem perder sua atividade bioldgica, tendo a possibilidade
de desenvolver peptideos menores com maior seletividade (Savoia et al., 2008). Uma
provavel explicacédo para a inatividade ou baixa atividade dos analogos OcP1-A5, A9 e A10
foi a retirada de 6 aminoacidos da sua estrutura, o que pode ter interferido nos efeitos
antimicrobianos. Foram retirados 4 residuos de aminoacidos de dois dos analogos
desenhados, OcP1-A2 e OcP1-A6, n&o tendo interferéncia consideravel em suas atividades.

O fungo C. albicans se mostrou mais resistente contra boa parte dos peptideos
testados. Os analogos OcP1-A3 e A4 demonstraram atividade antimicrobiana mais
expressiva em comparagao aos demais peptideos com CMI igual a 8 yM e a 4 uM,
respectivamente, destacando também a atividade do analogo OcP1-A7 que obteve atividade
significativa (CMI = 16 uM). Os demais apresentaram atividades relativamente baixas,
variando de 32 uM a 128 uM, ou nao apresentando qualquer inibicao (Tabela 3).

Para o fungo C. neoformans, os peptideos se mostraram mais efetivos, incluindo a
pentadactilina (com CMI = 8 yM). Entretanto, os analogos OcP1-A5, OcP1-A9 e OcP1-A10
se mostraram relativamente ineficientes para inibir o crescimento do fungo, comparandos
com o peptideo selvagem, com valores igual ou superiores a 32 uM. Os analogos OcP1-A3,
OcP1-A4, OcP1-A6 e OcP1-A7 foram os que apresentaram atividade antimicrobiana mais

expressiva com valores igual ou inferiores a 2 uM (Tabela 3).
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Tabela 3. Efeitos antimicrobianos (CMI em pM) da pendactilina (OcP1) e seus analogos

sobre fungos patogénicos.

Peptideo C. albicans C.neoformans
ATCC 14053 H99
OcP1 64
OcP1-A1 32
OcP1-A2 32 4
OcP1-A3 8 <1
OcP1-A4 4 <1
OcP1-A5 128 32
OcP1-A6 Inativo <1
OcP1-A7 16 2
OcP1-A8 32 4
OcP1-A9 Inativo Inativo
OcP1-A10 Inativo 64

Esta resisténcia apresentada pela C. albicans contra os peptideos pode estar
relacionada com a “estratégia de evasao de trés fases” que este microrganismo possui. Este
mecanismo consiste na secregao de proteinas que inibem a acdo do PAM por degradagéo
ou ligacdo desta molécula, bombas de efluxo que fazem a expulsdo dos peptideos que
adentraram no fungo e vias de resposta ao estresse fungico que induzem modificagdes na
préopria estrutura do patégeno e que previnem sua morte. Enquanto que a suscetibilidade do
C. neoformans pode ser possivelmente explicada pela capsula polissacaridica carregada

negativamente (Swidergall e Ernst, 2014).

5.2. ENSAIOS SOBRE FORMAS EPIMASTIGOTAS DE T. cruzi
Os mecanismos de acdo dos PAMs contra parasitas sdo similares aos encontrados
contra bactérias e fungos. Comumente estes peptideos se ligam a membrana citoplasmatica

causando sua lise, mas ha descricbes de alguns peptideos que entram no ambiente
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intracelular, sem causar dano a bicamada lipidica, e atingem organelas prejudicando o
funcionamento do protozoario (Torrent et al., 2012).

Varios estudos demonstraram a acao antiparasitaria de PAMs contra o protozoario T.
cruzi, sendo que muitos destes peptideos sao isolados da secrecao cutanea de anuros,
como a magainina 2 e alguns de seus analogos encontrados em Xenopus laevis, a
temporina (T-SHd) isolada de P. sahari, e as dermaseptinas e filosseptinas presentes nas
secrecbes de algumas espécies dentro do género Phyllomedusa. As dermaseptinas e a
magainina 2, bem como alguns de seus analogos, foram testadas também contra a forma

epimastigota de T. cruzi (Brand et al., 2013; Lewies et al., 2015).
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Figura 5. Avaliagdo da viabilidade celular de formas epimastigotas de T. cruzi apos
incubacdo por 96 horas com a pentadactilina (OcP1). Os pontos no eixo X foram

renomeados para facilitar a leitura do grafico, mas estdo em escala logaritmica.

A pentadactilina (OcP1) somente foi capaz de inibir completamente o crescimento do
parasita na concentragdo maxima empregada (128 uyM), sendo que, ao se analisar o
comportamento da curva (viabilidade celular em fungdo da concentracdo da pentadactilina
que variou de 128 a 1 uM), os valores de viabilidade celular ficaram entre 100 e 70%
aproximadamente (Figura 5). Os analogos OcP1-A1, A3, A5, A6, A7 e A8 apresentaram
atividades antiparasitarias parciais, entretanto, nenhum dos peptideos testados resultou em
inibicdo de 50% do crescimento populacional do parasita (Figura 6). Tal ensaio precisa ser

repetido, uma vez que os resultados obtidos para a pentadactilina (OcP1) estdo em



desacordo com o observado por Guimaraes (2015) que estimou o valor da LCsp contra a

forma epimastigota do parasita T. cruzi como sendo igual a 30,34 yM.
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Figura 6. Avaliagdo da viabilidade celular de formas epimastigotas de T. cruzi apos
incubacdo por 96 horas com: OcP1-A1(A), OcP1-A2(B), OcP1-A3(C), OcP1-A4(D),
OcP1-A5(E), OcP1-A6(F), OcP1-A7(G), OcP1-A8(H), OcP1-A9(l), OcP1-A10 (J). Os pontos
no eixo X foram renomeados para facilitar a leitura do grafico, mas estdo em escala

logaritmica.

5.3. ENSAIOS ANTIVIRAIS

Muitos peptideos antimicrobianos isolados das secre¢des cutédneas de anuros sao
promissores agentes antivirais, sendo que a maioria destas moléculas ja estudadas
pertencem a superfamilia das dermaseptinas. Os mecanismos de acado variam de acordo
com o virus e os peptideos, as caerinas, por exemplo, inibem os virus envelopados, como

o HIV, rompendo seu envoltério viral antes mesmo que o patdogeno pudesse entrar em
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contato com células T, ja a esculentina-2P e a ranatuerina-2P inativam os virus diretamente
ao invés de inibir a replicacdo em ceélulas infectadas (Xu e Lai, 2015).

No trabalho de Cunha Neto (2015), a ocelatina-F1, um peptideo antimicrobiano
isolado da secregao cuténea de Leptodactylus labyrinthicus, quando é testada juntamente
com a bufotenina, um tipo de alcaldide extraido da secre¢ao cutanea da mesma espécie,
demonstrou atividade antiviral contra o virus envelopado da raiva. A ocelatina, ao ser testada
sem a bufotenina, ndo apresentou atividade antiviral, mostrando a importancia deste efeito
sinérgico nesta propriedade.

O virus da herpes, também do tipo envelopado, € um problema de saude global e
ocorre tanto em paises desenvolvidos quanto os em desenvolvimento. A dermaseptina-S4
e alguns analogos apresentaram atividades antivirais potentes contra este virus, sendo a
analogo K4K20S4 o que apresentou o melhor indice de seletividade quando incubadas com
células epiteliais de rim (Bergaoui et al., 2013).

Os dois virus aqui testados sao da familia Flaviviridae, ambos envelopados.
Esta membrana lipidica externa ao capsideo € um possivel alvo para a agao dos PAMs,
podendo agir de forma semelhante aos mecanismos propostos contra bactérias e fungos.

A pentadactilina apresentou bons resultados quando testada contra o virus da
dengue. O IS, ou indice de seletividade (a raz&o entre a concentragao citotéxica 50% e a
concentragéo efetiva 50%) dos analogos OcP1-A1, A2, A7 e A8 foram bem similares ao do
peptideo selvagem, variando entre 2,17 e 2,41, com destaque para o analogo OcP1-A2 que
nao gerou morte celular mesmo com uma atividade antiviral um pouco mais fraca (20,84
MM). Os analogos OcP1-A5, A9 e A10 nao apresentaram atividade citotoxica e antiviral,
provavelmente devido a retirada de 6 residuos de aminoacidos, hipétese também atribuida
a auséncia de atividade nos ensaios antibacterianos e antifungicos (Tabela 4).

Os melhores desempenhos considerando-se os valores de IS foram obtidos com os
analogos OcP1-A3 (9,65), A4 (4,61) e A6 (6,99), com inibicado da atividade viral com valores
de ECso entre 6,23 e 2,94 uM (Tabela 4). Uma provavel hipétese é de que a cationicidade
seja uma caracteristica favoravel para a atividade antiviral, visto que estes sao os peptideos
com cargas liquidas mais positivas. Entretanto este ndo € um fator linear pois o analogo A7

possui carga +5 e nao apresentou valores similares em relagao a inibigao viral.
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Tabela 4. Concentragéo efetiva 50% (uM), concentragao citotoxica 50% (uM) e indice de
seletividade da pentadactilina (OcP1) e seus analogos sobre o virus da dengue e células
Huh?.

Peptideo| ECso CCso IS
OcP1 13,42 33,37 2,49
OcP1-A1 21,47 53,56 2,41
OcP1-A2 20,84 n.a. >2.,40
OcP1-A3 2,94 28,38 9,65
OcP1-A4 6,23 28,72 4,61
OcP1-A5 n.a. n.a. n.a.
OcP1-A6 4,24 29,62 6,99
OcP1-A7 25,89 60,35 2,33
OcP1-A8 22,99 49,93 217
OcP1-A9 n.a. n.a. n.a.
OcP1-A10 n.a. n.a. n.a.

n.a. — nao ativo
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Figura 7. Efeitos do Interferon a 2a (A, controle positivo) e da pentadactilina (B, OcP1) sobre
a proliferagao de células Huh7 (linha vermelha) e do virus da dengue (linha preta). O eixo X
representa a concentragao do peptideo, em escala logaritmica. O eixo Y da esquerda mostra

a atividade viral normalizada (em relagao aos controles) e o da direita a citotoxicidade.
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Figura 8. Efeitos dos analogos OcP1-A1, A2, A3, A4, A5, A6, A7, A8, A9 e A10 (A, B, C, D,
F, G, H, | e J, respectivamente) sobre a proliferacdo das células Huh7 (linha vermelha) e do
virus da dengue (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.

Quando testados contra o virus da febre amarela, os valores de IS foram levemente
inferiores se comparados contra os do virus da dengue de maneira geral. Neste ensaio,
além dos peptideos OcP1-A5, A9 e A10, o analogo OcP1-A1 também ndo mostrou atividade
antiviral e citotoxica (Tabela 5).

Os analogos que resultaram em indices de seletividade melhores foram os OcP1-A2
(3,95), A6 (3,46), A7 (3,07), A8 (3,77), destacando a atividade antiviral dos analogos A6
(7,58 pM) e A8 (6,54 uM). Neste caso ndo houve um padréo visivel entre as atividades

antivirais dos peptideos e seus parametros (Tabela 5).
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Tabela 5. Concentragéo efetiva 50% (uM), concentragao citotoxica 50% (uM) e indice de
seletividade da pentadactilina (OcP1) e seus analogos sobre o virus da febre amarela e

células Huh?.

Peptideo ECso CCso IS
OcP1 33,97 50,32 1,48
OcP1-A1 n.a. n.a. n.a.
OcP1-A2 12,67 n.a. >3,95
OcP1-A3 15,60 29,40 1,88
OcP1-A4 19,79 29,60 1,50
OcP1-A5 n.a. n.a. n.a.
OcP1-A6 7,58 26,21 3,46
OcP1-A7 22,40 68,74 3,07
OcP1-A8 6,54 24,67 3,77
OcP1-A9 n.a. n.a. n.a.
OcP1-A10 n.a. n.a. n.a.

n.a. — nao ativo
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Figura 9. Efeitos do Interferon a 2a (A, controle positivo) e da pentadactilina (B, OcP1)
sobre a proliferagdo de células Huh7 (linha vermelha) e do virus da febre amarela (linha
preta). O eixo X representa a concentragéo 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.
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Figura 10. Efeitos dos analogos OcP1-A1, A2, A3, A4, A5, A6, A7, A8, A9 e A10 (A, B, C,
D, F, G, H, I e J, respectivamente) sobre a proliferacdo das 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 relagao

aos controles) e o da direita a citotoxicidade.

5.4. ENSAIO CITOLITICO SOBRE CELULAS SANGUINEAS HUMANAS

A interacdo entre os PAMs e as membranas celulares, tanto de microrganismos como
de células humanas, depende diretamente de alguns fatores fisico-quimicos como sua
cationicidade e hidrofobicidade, mas nem sempre esta relacdo é linear. Estudos
demonstraram que, em geral, o aumento tanto na carga quanto na hidrofobicidade estao
correlacionados com um aumento da capacidade citolitica da molécula contra células
sanguineas (Ruiz et al., 2014).

A pentadactilina (OcP1) e seus analogos foram testados contra glébulos vermelhos e
pode-se notar que todos os peptideos apresentaram resultados semelhantes ao controle
negativo, demonstrando taxas de citdlise praticamente inexistentes contra a série de células
vermelhas do sangue humano (figura 11). Estes dados corroboram com analises feitas
anteriormente com a pentadactilina demonstrando sua baixa atividade citolitica sobre células
sanguineas (King et al., 2005; Libério, 2008; Marquez, 2012).
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Figura 11. Efeitos citoliticos da OcP1 e seus analogos na concentragdo de 128 uM sobre
eritrécitos humanos apds 1 hora de incubagao. Controle negativo (C-): solugao de NaCl 0,9%
(p/v) e controle positivo (C+): Triton X-100 a 10% (v/v).

No grafico da figura 12 os resultados mostraram alta taxas de atividade citolitica da
OcP1 e dos analogos OcP1-A1, OcP1-A4 e OcP1-A6 contra a série leucocitaria, com valores
proximos do controle positivo empregado, o detergente Triton X-100. Entretanto, os demais
analogos tiveram resultados promissores, similares ao controle negativo, ndo demonstrando

taxas de citélise relevantes contra esse conjunto de células.
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Figura 12. Efeitos citoliticos da OcP1 e seus analogos na concentragdo de 128 uM sobre
leucdcitos humanos totais apds 1 hora de incubagao. Controle negativo (C-): solugao de
NaCl 0,9% (p/v) e controle positivo (C+): Triton X-100 a 10% (v/v).
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Uma provavel explicacdo para esta diferenca de suceptibilidade entre os tipos
celulares € a composi¢ao de suas membranas celulares e a interacdo dos PAMs com uma
determinada molécula desta membrana, provavelmente um fosfolipidio devido ao tipo de
interacao, que no caso destes peptideos é eletrostatica.

Os fosfolipideos mais abundantes nestas células sdo a fosfatidilcolina, glicero
fosfatidiletanolamina, fosfatidilserina, fosfatidilinositol, esfingomielina e a cardiolipina.
Apesar da distribuicdo assimétrica dos fosfolipideos nas faces intra e extracelular da
membrana bilipidica, a proporcéo entre estas membranas diferem principalmente quanto a
quantidade de fosfatidilcolina, que em eritrécitos é de 29,2% e em leucécitos é de 39,4% em
relacdo ao total de fosfolipideos, e esfingomielina, que nos eritrocitos é de 26% e nos
leucdcitos € de 12,2% em relacdo ao total de fosfolipidios, nas demais moléculas estas
propor¢gdes sao bem similares (Gottfried, 1967; Schwartz et al., 1985). Esta diferenca na
abundancia de fosfolipideos pode ter correlacdo com a agao mais citolitica dos peptideos

sobre os leucadcitos.

5.5. ANALISES DA ESTRUTURA SECUNDARIA DOS PEPTIDEOS POR
DICROISMO CIRCULAR

Os ensaios de dicroismo circular demonstraram que a conformacédo em a-hélice é
obtida quando os peptideos entram em contato com as micelas de SDS, produzindo bandas
dicrdicas negativas proximas aos comprimentos de onda a 208 nm e 222 nm. Na presenca
de agua, foi evidenciado nos espectros um minimo de 198 nm, esta caracteristica mostra

que as moléculas apresentaram estrutura randémica, sem preferéncias conformacionais.
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Figura 13. Espectros dicroicos dos peptideos a 50 uM em agua (linha vermelha) e em
SDS 35 pM (linha preta). OcP1 (A) e os analogos OcP1-A 1(B), A2 (C), A3 (D), A4 (E),
A5 (F), A6 (G), A7 (H), A8 (I), A9 (J), A10 (K).

Pelas analises dos espectros dicréicos pode se observar que os peptideos s6 formam
a-hélice quando em contato com o SDS, que no caso é um solvente que mimetiza as
condicbes de membranas celulares. Esta mudanga conformacional previne que uma acgao
citotoxica, por parte do peptideo, seja exercida antes de entrar em contato com o alvo, sendo
este um padrdo comum para muitos dos peptideos antimicrobianos (Conlon, 2007; Gusmao
et al., 2017). Quando em contato com o SDS, os andlogos A6, A7, A8, A9 e A10
apresentaram conformacédo em a-hélice com maiores intensidade se comparado com a
pentadactilina (OcP1, 48,6%), ja os analogos de A1 a A5 apresentaram esta conformagéo
em menor intensidade. Os resultados também estdo em consonancia com o que foi obtido
no trabalho de Marquez (2012) também com a pentadactilina e seu analogo, evidenciando

a similaridade conformacional entre o peptideo selvagem e seus correspondentes analogos.
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6. CONCLUSOES

O presente trabalho teve como objetivo estudar as propriedades antimicrobianas,
antiparasitarias e antivirais de 10 novos analogos do PAM OcP1 (pentadactilina), um
peptideo antimicrobiano isolado da secregao cutanea de anuros do género Leptodactylus.

Suas atividades inibitérias sobre bactérias Gram-positivas (S. aureus e S.
epidermidis), bactérias Gram-negativas (E. coli e K. pneumoniae), fungos (C. albicans e C.
neoformans), arbovirus (dengue e febre amarela) e sobre o protozoario T. cruzi foram
avaliadas.

Também foram testadas suas propriedades citoliticas sobre eritrocitos e leucécitos
humanos e sobre a linhagem celular de hepatoma humano Huh7.

Dos 10 analogos sintetizados e testados, apenas 3 deles se mostraram pouco
efetivos ou completamente inativos contra a maioria dos patdégenos aqui testados, os
analogos OcP1-A5, OcP1-A9 e OcP1-A10, sendo necessaria uma avaliagdo mais minuciosa
dos motivos para esta ineficiéncia. Uma hipotese ja citada ao longo do trabalho é de que a
retirada de 6 residuos de aminoacidos de suas estruturas primarias em relagao ao peptideo
selvagem, o PAM OcP1, uma caracteristica em comum entre eles e possivelmente uma das
causas para esta diminuicdo em suas atividades bioldgicas.

Os analogos OcP1-A3, A4, A6, A7 e A8 exibiram as maiores atividades
antimicrobianas, principalmente sobre bactérias Gram-negativas, quando comparados com
o peptideo selvagem com CMlIs variando entre valores <1 e 8 pM. Tais peptideos
mostraram-se pouco ativos ou inativos em inibir a proliferacdo de T. cruzi. A atividade
antiviral dos analogos testados sobre o virus da febre amarela, quando ativos, mostraram
aumento na sua eficiéncia de maneira geral, enquanto que no ensaio contra dengue houve
melhora no potencial antiviral apenas dos analogos OcP1-A3, A4 e A6 para os quais 0s
valores de IS obtidos foram iguais a 9,65; 4,61 e 6,99, respectivamente, com inibicdo da
atividade viral com valores de ECso entre 6,23 e 2,94 uM.

Quando testados com células sanguineas, os analogos ndo apresentaram efeitos
citoliticos relevantes sobre eritrocitos humanos, entretanto foi evidenciada a agao citolitica
da pentadactilina e dos analogos OcP1-A1, A4 e A6 sobre leucdcitos.

Todos os analogos testados apresentaram conformagdo em a-hélice em ambiente

membrana-mimético.
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Com base nos resultados obtidos, pode-se evidenciar que os analogos, de maneira
geral, apresentaram potencial terapéutico no tratamento de infec¢cdes provocadas por
bactérias, fungos e virus. Mais estudos devem ser conduzidos com o objetivo de otimizar
tais analogos de modo a torna-los bons candidatos para o desenvolvimento de novos
farmacos anti-infecciosos.

Os principais dados obtidos no presente estudo foram compilados nas tabelas 6 e 7
juntamente com os parametros fisico-quimicos dos respectivos peptideos de modo a facilitar
a visualizacao de suas propriedades antimicrobianas e antivirais.

Ressaltando as propriedades inibitérias exibidas por alguns analogos € possivel
destacar o analogo OcP1-A4 pelo seu amplo espectro de atividades antimicrobianas, tendo
uma melhora acentuada contra os microrganismos e virus aqui testados, se comparado com
a pentadactilina, entretanto apresentou atividade citolitica contra leucécitos, este € um ponto
que pode ser melhorado em estudos posteriores para aumentar seu potencial terapéutico.
O analogo OcP1-A2 é um interessante candidato para estudos antivirais mais aprofundados,
mesmo ndo apresentando concentracdes inibitérias tdo eficientes quanto a de outros
analogos, néo foi evidenciada atividade citolitica nas maiores concentragdes contra células
de hepatoma infectadas com ambos os virus, sendo que o melhor IS para os ensaios com
o virus da febre amarela foi o desta molécula (>3,95). Além disso, 0 analogo ndo apresentou
atividade citolitica contra hemacias e leucécitos.

O analogo que apresentou o melhor potencial terapéutico foi o OcP1-A3, no caso
deste peptideo houve expressiva melhora nas suas atividades inibitérias sobre a replicagao
dos virus da dengue e da febre amarela, sobre o crescimento de bactérias Gram-positivas
e negativas, e n&o apresentou atividade citolitica contra glébulos vermelhos e brancos, o
que o torna um candidato melhor do que o analogo OcP1-A4 que apresentou valores
antimicrobianos e antivirais semelhantes nos testes, mas que apresentou atividade citolitica

contra leucoécitos.
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Tabela 6. Parametros fisico-quimicos da pentadactilina (OcP1) e seus analogos com seus respectivos efeitos antimicrobianos.

Peptideo Carga Hidrofobicidade Momento E. coli ATCC | K. pneumoniae S. aureus S. epidermidis C. albicans C.neoformans
Média (%) Hidrofébico (uH) 25922 ATCC 13883 ATCC 25923 ATCC 12228 ATCC 14053 H99
OcP1 +3 48 0,324 Inativo 128 64
OcP1-A1 +3 48 0,329 Inativo 128 32
OcP1-A2 +3 47,62 0,514 128 16 32
OcP1-A3 +6 48 0,398 <1 <1 16 2 8 <1
OcP1-A4 +6 47,62 0,596 <1 <1 8 <1 4 <1
OcP1-A5 +4 42 0,547 128 >128 Inativo Inativo 128 32
OcP1-A6 +5 52 0,479 8 2 8 2 Inativo <1
OcP1-A7 +5 56 0,272 2 2 64 4 16 2
OcP1-A8 +4 60 0,433 2 4 8 2 32 4
OcP1-A9 +2 47,37 0,473 Inativo Inativo Inativo Inativo Inativo Inativo
OcP1-A10 +3 47,37 0,438 128 Inativo Inativo Inativo Inativo 64
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Tabela 7. Parametros fisico-quimicos da pentadactilina (OcP1) e seus analogos com seus respectivos efeitos antivirais.

Peptideos Carga Hidrofobicidade Momento ECso CCso IS ECso CCso IS
Média (%) hidrofébico (uH) dengue dengue dengue Febre Febre Febre amarela
amarela amarela
OcP1 +3 48 0,324 13,42 33,37 2,49 33,97 50,32 1,48
OcP1-A1 +3 48 0,329 21,47 53,56 2,41 n.a. n.a. n.a.
OcP1-A2 +3 47,62 0,514 20,84 n.a. >2,40 12,67 n.a. >3,95
OcP1-A3 +6 48 0,398 2,94 28,38 9,65 15,60 29,40 1,88
OcP1-A4 +6 47,62 0,596 6,23 28,72 4,61 19,79 29,60 1,50
OcP1-A5 +4 42 0,547 n.a. n.a. n.a. n.a. n.a. n.a.
OcP1-A6 +5 52 0,479 4,24 29,62 6,99 7,58 26,21 3,46
OcP1-A7 +5 56 0,272 25,89 60,35 2,33 22,40 68,74 3,07
OcP1-A8 +4 60 0,433 22,99 49,93 2,17 6,54 24,67 3,77
OcP1-A9 +2 47,37 0,473 n.a. n.a. n.a. n.a. n.a. n.a.
OcP1-A10 +3 47,37 0,438 n.a. n.a. n.a. n.a. n.a. n.a.
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