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RESUMO

Na tentativa de obter novas substancias com atividade antibacteriana, o objetivo
desse trabalho foi avaliar o potencial antibacteriano de quatro peptideos
sintetizados, dos quais dois possuem sequéncia derivada da fragmentacéo in silico
do G-CSF humano, enquanto os outros dois foram planejados teoricamente,
verificando, assim, seu interesse como novos agentes terapéuticos na saude
humana. A avaliacao foi realizada em duas etapas: andlise in silico, que consistiu em
predicdes de propriedades e parametros associados a acao antibacteriana, por meio
de ferramentas computacionais; e 0 experimento in vitro para a determinacdo da
concentracéo inibitéria minima (MIC) dos peptideos contra bactérias Gram positivas
e negativas. A maioria das predi¢des foi favoravel para os quatro peptideos, pois os
resultados determinados para hidrofobicidade, anfipaticidade, tamanho, estrutura
secundaria, carga liquida, potencial de ligacdo em membrana, meia-vida e indice de
Boman encontram-se dentro de valores desejados para o potencial antibacteriano.
Na analise in silico, apenas a predicdo algoritmica da atividade antimicrobiana gerou
resultados desfavoraveis para os peptideos com sequéncias derivadas do G-CSF
(peptideos 1 e 2), porém essa mesma predi¢cdo foi positiva para os outros dois. O
ensaio in vitro demonstrou que até a concentracdo mais alta utilizada dos quatro
peptideos (500 pg/mL) foi insuficiente para a determinacdo de sua concentracado
inibitéria minima, porém, observou-se consideravel diminuigdo no crescimento de E.
coli (58,7%) pelo peptideo 4 e de E. fecalis (86,1%) e E. coli (54,9%) pelo peptideo
3, em comparagao com o controle de viabilidade. Esses valores indicam a presenca
de acéo antibacteriana por parte dos peptideos planejados teoricamente (peptideos
3 e 4), corroborando com as predi¢cdes computacionais. Dessa forma, é possivel
concluir que a analise in silico foi de suma importancia para a selecéo dos peptideos
a serem sintetizados, 0s quais apresentaram nos ensaios in vitro resultados e

concordancia com a predicdo computacional de atividade antimicrobiana.

Palavras-chave: Peptideos antibacterianos. Analise in silico. Atividade

antimicrobiana. G-CSF.



ABSTRACT

In attempt to obtain new substances with antibacterial activity, the aim of this study
was to evaluate the antibacterial potential of four synthesized peptides, where two of
them have sequence derived from human G-CSF in silico fragmentation, while the
other two were theoretically planned, allowing the verification of their interest as new
therapeutic agents at human health. The evaluation was performed in two stages: in
silico analysis, consisting of predictions of properties and parameters associated with
antibacterial effect, through computational tools; and the in vitro experiment for
determination of the minimum inhibitory concentration (MIC) of the peptides against
Gram positive and negative bacteria. Most predictions was favorable for all four
peptides, showed by determined results of hydrophobicity, amphipathicity, size,
secondary structure, net charge, membrane binding potential, half-life and Boman
Index, considered as desirable values for antibacterial potential. In the in silico
analysis, only algorithmic prediction of antimicrobial activity revealed unfavorable
results for peptides with sequences derived from G-CSF (peptides 1 and 2),
nonetheless, the predictions were positive for the other two. The in vitro assay
showed that up to the highest concentration used of the four peptides (500 pg/mL)
was insufficient for determination of minimum inhibitory concentration, however it was
possible to observe significant growing decrease of E. coli (58.7%) by peptide 4 and
E. fecalis (86.1%) and E. coli (54.9%) by peptide 3, when compared with the viability
control. These values indicate the presence of antibacterial activity in the theoretically
planned peptides (peptides 3 and 4), confirming the computational predictions. Thus,
it is possible to conclude that the in silico analysis was very important for the
selection of the peptides to be synthesized, which showed results of in vitro assays in

agreement with the computational prediction of antimicrobial activity.

Key words: Antibacterial peptides. In silico analysis. Antimicrobial activity. G-CSF.
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1 INTRODUCAO

Ainda que muitas doengas contagiosas tenham sido efetivamente contidas, as
infeccbes bacterianas permanecem como uma das maiores causas de morbidade e
mortalidade, principalmente em paises em desenvolvimento. Além disso, o risco de
infecgbes bacterianas graves tem aumentado tanto em paises desenvolvidos como
naqueles em desenvolvimento, devido principalmente a alta incidéncia de individuos
com sistema imunolégico debilitado como, por exemplo, pacientes com infeccdes
por HIV ou em tratamento quimioterapico para cancer (WHO, 2001; NAVARINI et al.,
2009).

Véarias espécies de bactérias sdo encontradas na microbiota normal do homem,
onde convivem de forma harmoénica. A maioria delas oferece efeito protetivo para o
organismo, no entanto, algumas espécies podem causar processos infecciosos em
hospedeiros debilitados (DAVIS, 1996; TLASKALOVA-HOGENOVA et al., 2011).
Existem ainda, bactérias naturalmente patogénicas, com maior viruléncia e capazes
de causar infecc¢des individuais ou epidémicas, independentemente do estado
imunolégico do individuo, representando maior risco para a populacdo (TORTORA
et al.,, 2005). De maneira geral, as infeccbes bacterianas podem ser sistémicas ou
localizadas, podendo afetar praticamente qualquer parte do corpo humano, como,
por exemplo, os tratos respiratorio, gastrointestinal e urinério, pele, 0ssos, sistema
nervoso e orgaos genitais, como demonstrado na Figura 1 (WHO, 2001; TANDON;
GARCIA-TSAO, 2008).

1.1 Principais Bactérias Causadoras de Infecc¢ao

Dentre as bactérias Gram-positivas, Staphylococcus aureus e Streptococcus
pyogenes sdo as principais causadoras de infeccdes, podendo estas acometer
tecido cutaneo, 0ssos, pulmdes e vias respiratérias superiores, e também causar

endocardites (BUNCE et al., 1992). O S. pyogenes ganha destaque como agente
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etiolégico de mais de 15% das faringoamigdalites, e é predominante quando essas
infecgcbes sdo de origem bacteriana (MATOS et al.,, 2007). Cabe ressaltar outra
bactéria do mesmo género, a S. pneumoniae, principal responsavel por pneumonias
adquiridas na comunidade, consideradas infeccbes graves, com indices
significativos de morbimortalidade que acomete principalmente criancas menores de
cinco anos, idosos e alguns grupos de risco (BANTAR et al., 2011; MATTEI et al.,
2008).

Visao geral de algumas das principais
Infecgdes bacterianas

Meningite bacteriana - l';'t:phcmyloco:ccu?;e:eus
- us au

- Streptococcus pneumoniae “Naknscda e SRS

= INENAGA SH N - Chiamydia trachomatis

- Haemophiius influenzae Sinusite

- Streptococcus agalactiae

- Listeria monocytogenes - Streptococcus pneumoniae
- Haemophilus influenzae

Otite média

- Streptococcus pneumoniae = Infecgoes do trato
respiratério

Pneumonia - Streptococcus pyogenes

Community-acquired: - Haemoohilus influenzae

- Streptococcus pneumoniae - Staphylococcus aureus

- Haemophilus influenzae Gastrite

- Staphylococcus aureus - Helicobacter pyilori

Atypical: _ Infecgoes entéricas

~Mycoplesma pnoumoniee - Campylobacter jejuni

- Chlgmydta pneumoniae . Salmonella

- Legionella pneumophila - Shigella

Tuberculosis - Clostridiom

- Mycobacterium - Staphylococcus
tuberculosis - Escherichia coli

___FIF: e

/ Doengas sexualmente

Infecgdes da pele transmissiveis ~ Infecgdes do trato urinario
- Streptococcus pyogenes - Chlamydia trachomatis - Escherichia coli
. g:aepmo’;f::aw’msa - Neissenia gonorrhoeae - Other Enterobacteriaceae
- Treponema pallidum - Staphylococcus
- Ureaplasma urealyticum saprophyticus
- Haemophilus ducreyi - Pseudomonas aeruginosa

Figura 1: Principais infec¢des bacterianas. Adaptado de http://www.healthhype.com/wp-
ontent/uploads/Bacterial_infections.png

Por outro lado, o S. aureus é frequentemente encontrado na pele de pessoas
saudaveis e, com isso, esta intimamente relacionado a afec¢bes cutaneas simples
como espinhas e furanculos. Entretanto, em situacfes de desequilibrio ou baixa
imunidade, ele pode tornar-se patogénico e originar infecgcbes de maior gravidade
como, por exemplo, meningites, septicemias, endocardites, infeccbes pos-cirurgicas
e pneumonias. Atualmente, esse micro-organismo apresenta relevancia devido a
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alta recorréncia em infecgbes comunitarias e nosocomiais, além de sua capacidade
de resisténcia aos antimicrobianos e de adaptacdo ao ambiente (SANTOS et al.,
2007; GELATTI et al., 2009).

Outro género de Gram-positivas que tem emergido rapidamente como patdgenos
nosocomiais e na comunidade € o Entorococcus sp (MURRAY, 2000; ASLANGUL et
al., 2005). Os enterococos sao colonizadores normais do trato gastrointestinal, mas
capazes de causar endocardites, sindromes diarreicas em recém-nascidos,
infeccbes do trato urinario e infeccbes pods-cirdrgicas. Sua frequéncia em
isolamentos de amostras clinicas tem aumentado, sendo E. fecalis a espécie
predominante (HORNER et al., 2005; DESHPANDE et al., 2007).

No caso de bactérias Gram-negativas causadoras de infec¢Bes, destacam-se as
enterobactérias, especialmente Escherichia coli e Klebsiella sp e a espécie
Pseudomonas aeruginosa (FARMER et al.,, 1985). Bactérias da espécie E. coli
pertencem a microbiota intestinal tanto de seres humanos como de outros animais,
contudo, em torno de 10% sao patogénicas, causadoras de infec¢des intestinais e
até mesmo extra-intestinais (RUSSO; JOHNSON, 2000; KAPER et al., 2004,
JOHNSON; RUSSO, 2005). Essas bactérias sédo os principais agentes etiolégicos de
bacteremias causadas por bacilos Gram negativos e sdo, frequentemente, isoladas
de infeccBes do trato urinario, meningites, infec¢des intra-abdominais, entre outras
(SADER et al., 2001). O género Klebsiella € encontrado no solo, 4gua e intestino de
humanos e outros animais; tem como principal representante a K. pneumoniae,
associada a pneumonias, septicemias, meningites e infec¢bes cirdrgicas de
pacientes hospitalizados (PODSCHUN; ULLMANN, 1998).

Do género Pseudomonas, o patégeno mais importante € a P. aeruginosa, presente
no solo, na agua e na microbiota da pele humana. Em pacientes saudaveis, essa
bactéria raramente causa infec¢des, no entanto, torna-se um agente infeccioso
importante em ambientes hospitalares, sobretudo em pacientes com quebra de
barreiras fisicas e imunossupressdo (THUONG et al., 2003). Por essa razao, essa
espécie é considerada oportunista e esta associada a infeccbes de queimaduras,
feridas cirurgicas e trato urinario, sendo também frequentemente isoladas em casos
de pneumonias hospitalares e septicemias (SANTUCCI et al., 2003; GALES et al.,
2002; SADER et al., 1999).
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Comprovadamente, agentes antibacterianos séo eficazes em reduzir a morbidade e
aumentar a taxa de sobrevivéncia de pacientes com infec¢cbes bacterianas,
permanecendo como componentes essenciais no tratamento de diversas doencas
causadas por esses micro-organismos (WHO, 2001; RODRIGUEZ et al., 2007).

1.2 Histoérico dos Antibacterianos

Em 1889, Vuillemin criou o termo antibiose para qualificar o processo natural de
selecdo através do qual um ser vivo destréi 0 outro para assegurar sua propria
existéncia. Tempos depois, surgia o conceito atual de antibiéticos, referindo-se as
substancias de origem biolégica que em pequenas quantidades sdo capazes de
inibir o desenvolvimento de micro-organismos patogénicos (BELTER, 1985). Dessa
forma, os antibacterianos foram descobertos e desenvolvidos para o tratamento de
infeccdes causadas por bactérias, sendo esses divididos em trés grupos incluindo
nao s6 antibidticos, mas também semi-sintéticos e quimioterapicos (TORTORA et
al., 2005)

Os semi-sintéticos constituem uma classe de substancias originadas a partir de
modificacdes em laboratério de moléculas naturais, com a finalidade de melhorar
sua atividade antibacteriana. Foram desenvolvidos como opcéo de tratamento de
infeccbes desencadeadas por bactérias resistentes a acdo dos antibidticos. Em
contraste, 0s quimioterapicos sdo moléculas inteiramente sintetizadas em laboratorio
desde o inicio do século XX, dando origem a um nova classe de antibacterianos

(TRABULSI; ALTHERTHUM, 2005).

A identificacdo e producdo dessas moléculas capazes de matar bactérias
claramente beneficiou a sociedade, pois sdo responsaveis por salvar incontaveis
vidas. Os primeiros agentes antibacterianos descobertos foram as sulfonamidas,
penicilina e estreptomicina, seguidos rapidamente por cefalosporina, tetraciclina,
macrolideos e glicopeptideos (PROJAN; SHLAES, 2004).
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1.2.1 Sulfonamidas

Com o desenvolvimento dos quimioterapicos, foi possivel a demonstracdo em 1930
da atividade terapéutica das sulfonamidas em infec¢cdes bacterianas. Essas
substancias sdo derivadas do acido sulfanilico (acido paminobenzenosulfénico) e
sdo denominados comumente de sulfas. Experimentos in vitro demonstram que as
sulfonamidas possuem acdo bacteriostatica e ndo bactericida, pois quando culturas
bacterianas inibidas por sulfas sdo semeadas em outros meios sem qualquer
antibacteriano, observa-se crescimento, indicando que as bactérias estao vivas e se
multiplicando (JONES, 1983; HIRSCH, 1944).

As sulfonamidas oferecem acdo contra bacilos Gram negativos, cocos Gram
positivos, clamidias, Toxoplasma sp, Fusobacterium e actinomicetos, possuindo
diversas aplicacfes desde sua descoberta (ANDRADE, 2002; WILKINSON et al.,
2007). Antes da identificacdo da penicilina, as sulfonamidas consistiam na principal
escolha para tratamento de infeccBes bacterianas e, atualmente, sdo utilizadas
como aditivos de alimentos animais e contra infeccdes causadas por micro-

organismos sulfonamido-sensiveis (FAZOLARO et al., 2009).

1.2.2 Penicilina e Outros B-lactamicos

A descoberta da penicilina iniciou-se com Alexander Fleming em 1928, que
observou em cultura de S. aureus que as bactérias ndo cresciam ao redor de uma
colonia contaminante de fungos, posteriormente, identificados como sendo de uma
espécie rara de Penicillium. Dez anos depois, a substancia foi isolada e testada
clinicamente com grande sucesso, sendo denominada de penicilina; em 1942,

tornou-se o primeiro antibidtico disponivel para uso clinico (PATRICK, 2001).

Diferentemente da acdo bacteriostatica das sulfonamidas (HIRSCH, 1944), a

penicilina em cultura bacteriana ocasiona morte de certa propor¢cédo das bactérias em



19

divisdo celular, sendo considerada, portanto, um agente bactericida (HOBBY et al.,
1942; LEE et al., 1944). Atualmente, existem diversas variedades de penicilinas que
podem ser classificadas como naturais (ex. penicilinas G, K, F e X) ou semi-
sintéticas, como € o caso da ampicilina e amoxicilina. As naturais geralmente
possuem espectro de acao curta, principalmente contra bactérias Gram positivas, e
sua variedade mais potente é a penicilina G ou benzilpenicilina, usada na forma de

sais sodico ou potassico (HOLTEN; ONUSKO, 2000).

Na busca por antibacterianos mais eficientes, surgiram as penicilinas semi-sintéticas,
moléculas transformadas quimicamente e que apresentam acdo de espectro
ampliado. Dessas, a primeira a ser empregada como terapia antibacteriana foi a
ampicilina, efetiva contra cocos Gram positivos e negativos e a maioria de géneros
de bacilos Gram negativos (GREENBERGER, 1996). De maneira geral, as
penicilinas séo indicadas para tratamento de infec¢des cutaneas, 6sseas e urinarias,
sendo também frequentemente utilizadas em casos de faringite, meningite,

bronquite, pneumonia, gonorreia e até mesmo endocardite (PATRICK, 2001).

O impacto da descoberta da penicilina foi além da area cientifica, pois proporcionou
fortes implicacGes sociais e econbémicas. Isso porque, além de propiciar a cura de
patologias infecciosas para as quais ndo havia qualquer terapéutica medicamentosa
eficaz e, consequentemente, diminuir o nimero de ébitos em todos 0s niveis etarios,
a penicilina foi responsavel por estimular novos estudos e investimentos
tecnologicos de producao industrial de antibacterianos e, acima de tudo, incentivar a
descoberta de novos antibiéticos (PEREIRA; PITA, 2005).

Além das penicilinas, existem outros agentes antibacterianos pertencentes ao grupo
dos B-lactamicos, como por exemplo, as cefalosporinas, os carbapenémicos e o
acido clavulanico. Todos os antimicrobianos desse grupo possuem um anel B-
lactdmico em sua estrutura e sao largamente utilizados de forma sistémica, devido
principalmente a baixa toxicidade e grande variedade de compostos disponiveis para
uso clinico (LIVERMORE, 1991). Geralmente, sua acao antibacteriana consiste na
interferéncia da sintese do peptideoglicano, componente fundamental da parede
celular bacteriana, através de sua ligacdo com proteinas ligadoras de penicilina.
Como consequéncia, esses agentes prejudicam o elongamento da parede e,
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portanto, a divisdo celular, além de promoverem a liberacdo de autolisinas
bacterianas (SPRATT; CROMIE, 1988; BIDNENKO et al., 1998).

A primeira cefalosporina descoberta foi a cefalosporina C, isolada em 1948 por
Brutzo, a partir do fungo Cephalosporium acremonium. A classe das cefalosporinas
possui forte atividade contra algumas bactérias Gram negativas e € formada por
diversos anélogos da cefalosporina C, permitindo a classificagdo em primeira,
segunda, terceira e quarta geracdes (DEMAIN; ELANDER, 1999). Outras classes de
B-lactamicos sédo os carbapenémicos (ex. imipenem) e os monobactamicos, que
junto com cefalosporinas de terceira e quarta geracoes, constituem os B-lactamicos

mais utilizados contra infeccfes por enterobactérias (MENDES et al., 2000).

Desde o desenvolvimento desses farmacos, outros derivados B-lactamicos com
atividade antibacteriana superior foram disponibilizados no mercado. Entretanto, a
eficiéncia desses compostos tem sido prejudicada pelo crescente numero de
bactérias capazes de inativa-los através da hidrolise do anel [B-lactamico por
enzimas denominadas B-lactamases (PELCZAR et al.,, 1997). Sendo assim, em
1967 foram realizados experimentos de triagem na tentativa de identificar inibidores
de B-lactamase de origem natural, 0 que permitiu a descoberta do acido clavulanico.
Essa substancia foi isolada de Streptomyces clavuligerus e mesmo nao
apresentando acao antibittica significante, € um poderoso inibidor irreversivel da
maioria das B-lactamase, produzidas por bactérias resistentes a penicilinas e
cefalosporinas (ROLINSON, 1991). Administrado juntamente com outro 3-lactamico,
mesmo em baixas concentracdes, o acido clavulanico torna as bactérias produtoras
de B-lactamase sensiveis a esses farmacos, permitindo, dessa forma, que o0 outro

antibiético atue na infec¢cdo (BAGGALEY et al., 1997).

1.2.3 Principais inibidores da sintese de proteinas

Dentre os farmacos antibacterianos que apresentam como mecanismo de agdo a

inibicdo da sintese de proteinas dentro da bactéria, destacam-se 0s grupos de
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aminoglicosideos, anfenicois, tetraciclinas, macrolideos e lincosamidas
(GUIMARAES et al., 2010).

Os aminoglicosideos sao assim nomeados devido a sua estrutura composta por dois
ou mais aminoagucares unidos por ligacdo glicosidica a uma hexose central,
denominada aminociclitol (OLIVEIRA et al., 2006). Apresentam acdo bactericida por
se ligarem a subunidade 30S dos ribossomos bacterianos e impedirem o movimento
destes ao longo do RNA mensageiro, interrompendo a sintese proteica (PATRICK,
2001; DURANTE-MANGONI et al., 2009). Esse grupo de farmacos é efetivo contra
bactérias Gram negativas aerobicas (ex. P. aeruginosa), alguns estafilococos e M.
tuberculosis, oferecendo efeito sinérgico com antibiéticos B-lactamicos (WALSH,
2003). O principal representante dos aminoglicosideos é a estreptomicina, isolada
em 1944 de uma cepa de Streptomyces griseus por Waksman e colaboradores
(TAVARES, 2001). A partir de entdo, foram descobertas diversas outras substancias

com potencial antibacteriano, derivadas dos actinomicetos (GILBERT et al., 1995).

O cloranfenicol é o antibacteriano da classe dos anfenicois mais utilizado, foi isolado
da espécie Streptomyces venezuela, mas atualmente é produzido por sintese. Seu
mecanismo de acdo € ligar-se a subunidade 50S do ribossomo e impedir seu
movimento ao longo do RNAm, provavelmente pela inibicdo da peptidil transferase,
responsavel pela extensdo da cadeia peptidica. Como essa regido de ligacdo € a
mesma que a dos macrolideos e das lincosamidas, esses ndo podem ser utilizados
em associacao (PATRICK, 2001; VON NUSSBAUM et al., 2006). O cloranfenicol
apresenta amplo espectro de acdo; é largamente utilizado contra bactérias
anaerobias e é o farmaco de escolha para o tratamento da febre tifoide (POTRYKUS
et al.,2002), além de ser indicado para casos de meningite por H. influenzae,

especialmente se for resistente a ampicilina (SMITH et al.,2007).

O grupo das tetraciclinas foi descoberto na década de 40 e possui amplo uso na
pratica clinica. Sua nomenclatura esta relacionada a presenca de quatro anéis
fusionados com um sistema de duplas ligacbes conjugadas em sua estrutura
(NELSON, 1998). Sdo compostos derivados de varias espécies de Streptomyces e
apresentam acao bacteriostatica ao se ligarem a subunidade 30S e impedir a ligacéo
do aminoacil-RNA transportador, bloqueando, entdo, a adicdo de novos aminoécidos

a cadeia proteica. Esses farmacos possuem largo espectro de agédo e boa difusdo
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para o interior da célula; sédo utilizados para o tratamento da Doenca de Lyme e
contra infeccbes por clamideas, riquétsias, micoplasmas, brucelas, dentre outras
(CHOPRA; ROBERTS, 2001; PATRICK, 2001; GARRELTS; SCHROEDER, 2006).

Outra classe de antibacterianos capazes de inibir a sintese proteica bacteriana é a
dos macrolideos, caracterizados pela presenca de lactonas macrociclicas de origem
policetidica, ligadas a um acglcar e um amino-agucar. Seu maior representante é a
eritromicina, isolada pela primeira vez em 1952 da espécie Streptomyces erythreus,
e permanece um dos mais seguros antibioticos de uso clinico. Os macrolideos sao
agentes bacteriostaticos com mecanismo de acdo similar ao do cloranfenicol. Sua
indicacdo é para o tratamento de infeccdes respiratérias causadas por bactérias
como, por exemplo, pneumonia, bronquite, sinusite aguda, otites médias, tonsilites e
faringites (PATRICK, 2001; VON NUSSBAUM et al., 2006).

Finalmente, as lincosamidas apresentam propriedades antibacterianas similares aos
dos macrolideos com 0 mesmo mecanismo de acao de inibicdo da sintese proteica
de bactérias. A primeira substancia dessa classe a ser isolada foi a lincomicina,
produzida por Streptomyves lincolnensis em 1962 (MASON et al., 1962), sucedida
por seu derivado semi-sintético, a clindamicina, amplamente utilizada no tratamento
de infeccdes periféricas por Bacillus fragilis ou causadas por outras bactérias
anaerobias resistente a penicilina (KASTEN, 1999; MUKHTAR; WRIGHT, 2005).

1.2.4 Outros agentes antibacterianos de uso clinico

1.2.4.1 Glicopeptideos

Os glicopeptideos possuem acdo antibacteriana através da inibicdo da sintese da
parede celular da bactéria pela complexacdo com o residuo dipeptidico terminal D-
Ala-D-Ala das cadeias peptidicas que constituem essa camada. Esse mecanismo
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impede a disponibilidade do substrato para a acao da transpeptidase, bloqueando,
portanto, a reagdo de sintese (VON NUSSBAUM et al., 2006). O antimicrobiano de
maior importancia desse grupo é a vancomicina, isolada de Amycolatopsis orientalis
e introduzida na clinica em 1959. Esse farmaco apresenta alta toxicidade e é
incapaz de penetrar as bactérias Gram negativas, sendo utilizados apenas no
tratamento de infec¢cdes por Gram positivos resistentes a outros antibiéticos, como é
0 caso do S. aureus resistente a meticilina e espécies de Enterococcus (PACE;
YANG, 2006; GUIMARAES et al., 2010).

1.2.4.2 Rifamicinas

As rifamicinas possuem em sua estrutura um grupamento aromatico com uma longa
cadeia macrociclica alifatica, similar a uma ponte, entre duas posicées nao
adjacentes do nucleo aromético. A rifamicina B, isolada a partir da espécie
atualmente denominada Nocardia mediterranei, deu origem a um farmaco semi-
sintético, a rifampicina, introduzida na pratica clinica em 1968. A rifampicina
apresenta atividade bactericida através de sua ligacdo de alta afinidade com a RNA
polimerase dependente de DNA da bactéria; é, atualmente, o Unico farmaco
bloqueador da transcricdo bacteriana em utilizacdo. Com isso, consiste em um
potente antimicrobiano de amplo espectro de agdo contra bactérias patogénicas,
utilizada, inclusive, no tratamento de doencgas por Mycobacterium spp (CAMPBELL
et al., 2001; WALSH, 2003; BROTZ-OESTERHELT; BRUNNER, 2008).

1.2.4.3 Quinolonas

As guinolonas sdo farmacos bactericidas sintetizados a partir de 1962 e podem ser
subdivididos em fluorados ou ndo. As quinolonas fluoradas diferem dos demais por
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possuirem um atomo de flior na posicdo 6, o que facilita sua entrada na célula
bacteriana e estd associado a um aumento da atividade. Os antibacterianos
quinolénicos agem inibindo a topoisomerase das bactérias, enzima responsavel pela
iniciacdo da sintese de DNA, resultando em bloqueio da replicacdo e reparo do DNA
bacteriano. Sao utilizadas na terapia de infec¢des do trato urinario e contra bactérias
resistentes a antibacterianos mais usuais, como por exemplo, Pseudomonas
aeruginosa (PATRICK, 2001; GUIMARAES et al., 2010)

Todos esses agentes com atividade antibacteriana contribuiram significantemente
para a reducado da morbidade das doencas causadas por bactérias, bem como para
melhores taxas de sobrevivéncia. No entanto, o aumento da prevaléncia de
linhagens bacterianas resistentes a esses farmacos ameacam sua eficacia no
controle das infec¢cBes, importando constante preocupacédo nas areas de saude e
terapéutica (WHO, 2001).

1.3 Resisténcia bacteriana

Um aumento na frequéncia de resisténcia a antimicrobianos em bactérias é
observado desde 1950 em todas as principais classes de antibacterianos utilizados
no tratamento de grande variedade de doencas respiratorias, urinarias, cutaneas e
sexualmente transmissiveis (CRISWELL, 2004). Com o melhoramento da producéo
em larga escala e a crescente utilizagdo sem prescricdo médica, somados a muitos
anos de uso em excesso ou de forma inadequada, os agentes antibacterianos
contribuiram significantemente com o desenvolvimento de resisténcia bacteriana por
pressao seletiva. Por isso, mesmo que esses antimicrobianos tenham revolucionado
a histéria da medicina e salvado incontaveis vidas, a sua utilizagdo vem sendo
acompanhada por um rapido aparecimento de linhagens bacterianas resistentes.
(DAVIES, DAVIES, 2010)

Sabe-se que a resisténcia bacteriana é determinada por genes que codificam a

expressao de mecanismos bioquimicos neutralizadores da a¢ao dos antibacterianos
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(OBATA et al. 2010). Contudo, uma cepa bacteriana é considerada resistente a um
determinado farmaco quando, in vitro, € capaz de sobreviver e multiplicar-se em
concentracfes mais altas do que a maior concentracdo alcancada pela substancia
no local da infeccdo (TORTORA et al. 2005; HOIBY et al. 2010). Isso torna o
conceito de resisténcia relativo, pois depende das concentragbes terapéuticas
atingidas no sitio infeccioso. Dessa forma, uma bactéria pode ser resistente a
concentracdo do farmaco no sangue, que atinge valores inferiores a de outros
fluidos e tecidos, mas sensivel & essa mesma droga se a infeccdo estiver, por

exemplo, nas vias respiratérias. (ANG et al., 2004).

1.3.1 Origem e Classificagao

Desde a introducdo em 1930 das Sulfonamidas, o desenvolvimento de mecanismos
especificos de resisténcia tem acompanhado seu uso terapéutico, os quais se
mantiveram presentes por mais de 70 anos depois (KASHIMIRI; HOTCHKISS,
1975). A primeira linhagem resistente & Sulfonamidas foi da espécie Streptoccoccus
pyogenes que surgiu em meados da década de 30 em um hospital militar (LEVY,
1982). Algum tempo depois, infeccbes por Staphylococcus aureus resistente a
Penicilina foram constatadas em hospitais civis de Londres nos anos 40 (BARBER;
ROZWADOWSKA-DOWZENKO, 1948). Da mesma forma, Mycobacterium
tuberculosis com resisténcia a estreptomicina emergiu na populacédo logo apés a
descoberta deste antibiotico (CROFTON; MITCHISON, 1948).

Em 1967 foi observado na Australia o aparecimento da primeira Streptococcus
pneumoniae resistente a penicilina e, sete anos depois, foi documentado um caso de
meningite pneumocdcica nos Estados Unidos com essa mesma linhagem
bacteriana. Em 1980 foi estimado que 3-5% de S. pneumoniae era resistente a
penicilina, valor que continuou a aumentar e alcancou 34% em 1998 (DOERN et al,
2001). Segundo Shoemaker et al. (2001) a resisténcia a antibidticos por outras

bactérias seguiu a mesma tendéncia, demostrada pela microbiota intestinal humana,
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que possuia 2% de resistentes a tetraciclina em 1950 e atingiu numero alarmante de
80% na década de 90.

A presenca de resisténcia em linhagens bacterianas pode ser devido a varios fatores
genéticos e ambientais, permitindo sua classificacdo, quanto a origem, em natural ou
adquirida (FREITAS et al., 1989). Algumas espécies de bactéria sdo naturalmente
resistentes a uma ou mais classes de antimicrobianos, condicdo em que todas as
linhagens dessa espécie sao igualmente resistentes a essas substancias. Nesse
caso, 0O micro-organismo possui em seu material genético genes codificadores de
produtos que de alguma forma s&do capazes de neutralizar os efeitos dos
antimicrobianos e prevenir seu ataque aos componentes da célula. No entanto, a
preocupacdo maior sdo 0s casos de resisténcia adquirida, em que populacbes
inicialmente sensiveis tornam-se resistentes a um agente antibacteriano e
conseguem se proliferar e dispersar devido a pressdo seletiva (CHOPRA,;
ROBERTS, 2001; TENOVER, 2006). Isso pode ser observado em muitas espécies
de bactérias, que adquirem a capacidade de adaptar-se rapidamente a introducéo
de agentes antimicrobianos em seu ambiente, condicdo genética proveniente de

mutac&o ou mecanismos de troca de genes (McMANUS, 1997).

Ainda que uma Unica mutacdo em determinado gene bacteriano tenha como
consequéncia apenas leve reducao de sua susceptibilidade a um antimicrobiano, ela
pode ser suficiente para permitir a sobrevivéncia da bactéria até que esta adquira
mutacdes adicionais, resultando em resisténcia completa ao antimicrobiano. Além
disso, existem raros casos em que uma Unica mutacdo genética € suficiente para
conferir altos niveis de resisténcia frente a um farmaco, como é o caso de cepas de
S. aureus resistentes a rifampicina e Campylobacter jejuni resistentes a
fluoroquinolonas (TENOVER, 2006).

Um exemplo comum de resisténcia adquirida por mutacéo € quando esta modifica o
sitio de ligacdo do agente antibacteriano, como é o caso de altera¢des no ribossomo
bacteriano capazes de impedir a ligacédo de farmacos inibidores da sintese proteica,
tornando estes sem funcéo (RECHT et al., 1999). No entanto, mesmo que esse tipo
de mutacao seja aparentemente benéfica, sempre propicia alguma desvantagem. No
caso do exemplo anterior, mutagdes no ribossomo causam, além de resisténcia a

antibiéticos, reducdo na sintese proteica e na capacidade da bactéria em competir
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em ambientes livres desses antibidticos (ZENGEL et al.,, 1977; GREGORY et al.,
2001). Além do mais, existem algumas situacbes em que determinada bactéria
apresenta uma mutacdo capaz de conferir resisténcia a um antibiotico, mas que
pode torné-la mais susceptivel a outro agente antibacteriano (RECHT; PUGLISI,
2001).

Niveis maiores de resisténcia sédo obtidos através da associacdo das mutacdes com
a selecdo natural, oferecida pelo uso de antibacteriano ao qual a bactéria seja
resistente. Isso porque, durante o tratamento, a bactéria sofre exposicdo a altas
concentracfes do farmaco por longos periodos, criando forte presséo seletiva entre
as diferentes linhagens de bactérias presentes no local (DAVIES; DAVIES, 2010).
De todo jeito, populacdes bacterianas normalmente sensiveis podem tornar-se
resistentes a antimicrobianos ndo somente através de mutacfes e selecdo, mas
também por aquisicdo de genes de outras bactérias que codifiguem resisténcia
(TENOVER, 2006).

Outra condicdo responsavel pelo desenvolvimento de cepas resistentes a
antibacterianos é a transferéncia de genes de resisténcia entre bactérias,
denominada transferéncia horizontal, que pode ocorrer entre linhagens da mesma
espécie ou de diferentes espécies e géneros. Esse processo consiste na
incorporacdo de genes de resisténcia, provenientes de um micro-organismo
resistente a determinado farmaco, no genoma ou plasmideo de uma bactéria
sensivel, o que pode ser facilitado pela presenca de transposons. Existem
mecanismos através dos quais 0S micro-organismos conseguem efetivar essa
transferéncia genética, incluindo transducdo, transformacdo e conjugacéo
(McMANUS, 1997).

Na transducao, os genes de resisténcia séo transferidos de uma bactéria para outra
de mesma espécie por meio de virus do tipo bacteriéfagos. Esse evento é
considerado relativamente raro, sendo mais comum entre Staphylococcus spp,
como, por exemplo, o S. aureus. Ainda assim, existem relatos da identificacdo de
bacteriéfagos carreadores de genes de resisténcia ou de viruléncia no meio
ambiente e em hospitais (SKURRAY; FIRTH, 1997; SEPUTIENE et al., 2010).
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A transformacgé&o ocorre quando uma bactéria adquire genes através de captacao do
material genético de outra bactéria liberado no ambiente devido a lise celular
(JACOBY, 2005). A transformacé&o possui menor importancia clinica, pois para que a
transferéncia de genes de resisténcia seja efetiva, é necessario haver competéncia
suficiente por parte do micro-organismo receptor, além de condicbes ambientais
adequadas (ROUVEIX, 2007). Esse € o principal mecanismo de troca de genes de
patogenicidade e viruléncia entre Streptococcus spp, Neisseria spp e Acinetobacter
spp (SPRINGMAN et al., 2009; FEIL et al., 1999; BARBE et al., 2004).

Por fim, a transferéncia genética por conjugacdo € feita diretamente entre duas
bactérias viaveis. Em Gram negativas, a conjugacdo ocorre com o auxilio de uma
estrutura proteica alongada denominada pili sexual, que transfere o material
genético a uma bactéria adjacente. No caso da transferéncia entre Gram positivas, a
conjugacao inicia-se por producdo de feromdnios sexuais que facilitam o
acoplamento entre as bactérias doadora e receptora, permitindo a troca de genes
(TENOVER, 2006). Esse mecanismo é bastante frequente na natureza e ocorre
livremente entre enterobactérias no trato intestinal de humanos e de outros animais
(SORENSEN et al., 2005; SHOEMAKER et al., 2001).

1.3.2 Mecanismos de Resisténcia

Os mecanismos de defesa adotados por algumas bactérias tém a finalidade de
conferir sua sobrevivéncia a acdo dos antibacterianos, podendo resultar em
tolerancia ou até mesmo resisténcia (FREITAS et al., 1989; HOIBY et al., 2010). No
caso da resisténcia ocorre total fracasso da terapia antibacteriana, restando apenas
a substituicdo do medicamento por outro ao qual a bactéria apresente sensibilidade
(LI et al., 2007).

Esses mecanismos consistem em propriedades estruturais ou bioquimicas presentes
na célula bacteriana. Os mais frequentemente encontrados s&o: producdo de

enzimas especificas capazes de degradar o antibacteriano (ex. p-lactamases) ou de



29

modificd-lo quimicamente, neutralizando-o (ex. adicdo de grupos acetil ou fosfato);
alteracdo do sitio de ligacdo do farmaco e consequente perda da sensibilidade,
tornando-o sem efeito; diminuicdo da permeabilidade do farmaco para o interior da
célula (ex. regulacédo negativa de genes de porinas); sintese de proteinas protetoras
de ribossomos que alteram sua conformacdo, impedindo a ligacdo do
antimicrobiano; e efluxo das moléculas de antibacteriano por meio de transporte
ativo (bombas de efluxo), reduzindo sua concentracdo dentro da bactéria sem
qualquer modificacdo quimica na estrutura da droga (TENOVER, 2006; CRISWELL,
2004; WRIGHT, 2005; GUIMARAES et al., 2010).

Antibacteriano

<1 ‘.'
Antibacteriano

Figura 2: Mecanismos de resisténcia em bactérias a antibacterianos. A) Degradacéo do
antibacteriano por enzimas especificas. B) Redug¢ao na concentracdo do antibacteriano por bombas
de efluxo. C) Modificagcdo quimica do antibacteriano por enzimas. Adaptada de Furuya e Lowy (2006)

1.3.3 Resisténcia Bacteriana Atualmente

Em pleno século XXI, o desafio frente a resisténcia bacteriana esta cada vez mais
critico, devido ao crescente surgimento de bactérias resistentes a varios

antibacterianos, sendo denominadas multirresistentes. Os casos mais comuns de
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multirresisténcia identificados sdo de espécies de S. aureus, E. fecalis, M.
tuberculosis, E. coli e P. aeruginosa (ANDERSSON; HUGHES, 2010). Um dos
principais micro-organismos multirresistentes de importancia clinica € o S. aureus,
que rapidamente desenvolveu resisténcia a penicilina. A partir de 1959, era indicado
0 uso de meticilina para o tratamento de infec¢cdes causadas por esse patdégeno, no
entanto, trés anos depois, houve o surgimento de cepas de S. aureus resistentes
também a esse antibidtico, denominadas MRSA (do inglés Methicillin-resistant S.
aureus). Essa bactéria apresenta elevada viruléncia e esta associada a diversas
doencas comunitarias e hospitalares (ENRIGHT et al., 2002; OKUMA et al., 2002).
Véarios anos depois, a situacdo trona-se ainda mais preocupante com o0
aparecimento de cepas MRSA também resistentes a vancomicina, antimicrobiano de

escolha contra essas bactérias (WEIGEL et al., 2003).

Dos patdogenos Gram negativos, os mais prevalentes em infec¢des sdo Escherichia
coli, Salmonella enterica, e Klebsiella pneumoniae, todos fortemente associados a
casos de resisténcia contra os antimicrobianos utilizados no tratamento de doencas
causadas por essas enterobactérias (DAVIES; DAVIES, 2010). Vérias linhagens séo
resistentes a diversas classes de B-lactamicos, como penicilinas e cefalosporinas,
provavelmente pela produgdo de enzimas [-lactamases (RUPP; FEY, 2003). No
entanto, algumas cepas apresentam também resisténcia a outros farmacos que nao
os pB-lactdmicos, provavelmente por outros mecanismos, como, por exemplo,
diminuicao da permeabilidade da membrana celular (MARTINEZ-MARTINEZ, 2000).

Outro Gram negativo de grande interesse clinico € a Pseudomonas aeruginosa, que
inicialmente causava apenas infec¢des oportunistas de feridas e queimaduras, mas,
atualmente, representa grande ameaca em infec¢oes hospitalares (KARLOWSKY et
al., 2005). Esse patdgeno € persistente e apresenta mecanismos de resisténcia
intrinsecos e adquiridos. Através da diminuicdo de permeabilidade e de sistemas de
efluxo de farmacos, a P. aeruginosa apresenta resisténcia a inUmeros grupos de
antibacterianos, incluindo os B-lactamicos, fluoroquinolonas, tetraciclina,
cloranfenicol, macrolideos e aminoglicosideos (SCHWEIZER, 2003; POOLE;
SRIKUMAR, 2001).

Por fim, observa-se que o desenvolvimento desses e de muitos outros micro-

organismos resistentes é também resultado de varios anos de uso inadequado de
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agentes antimicrobianos, responsavel por significante pressao seletiva entre
populacdes bacterianas que favorecem a disseminacdo das linhagens resistentes
(DAVIES; DAVIES, 2010). Isso permanece um dos maiores problemas na area da
saude humana e demanda aumento de esforcos na procura por novas terapias
antibacterianas (LEVY; MARSHALL, 2004).

1.4 Novas Terapias Antibacterianas

Buscando alternativas aos antibacterianos convencionais, varias pesquisas foram
desenvolvidas, algumas com resultados bastante promissores, como, por exemplo,
as estratégias antiviruléncia, a terapia de fagos, a administracdo de anticorpos

monoclonais e, finalmente, o uso peptideos antibacterianos (FERNEBRO, 2011).

O sistema imunolégico de um hospedeiro é capaz de combater e eliminar diversos
micro-organismos infectantes, sem causar qualquer dano aparente a microbiota
normal, no entanto, enfrenta dificuldades na defesa contra algumas bactérias que
apresentam propriedades especificas responsaveis por torna-las mais virulentas,
como, por exemplo, formacdo de biofilme e producdo de moléculas de adeséo,
toxinas, secrecdes ou substancias relacionadas ao quorum sensing (RASKO;
SPERANDIO, 2010). As estratégias de terapias antiviruléncia possuem como alvo
algumas dessas caracteristicas; atualmente existem varios inibidores de viruléncia
em desenvolvimento, como o INP0OOO07, que inibe o sistema de secrec¢éo do tipo Il
de Salmonella enterica serovar Typhimurium (HUDSON et al.,, 2007), os pilicidas,
que evitam a formacao da pili e impedem a adeséao de E. coli (CEGELSKI et al.,
2009), e os derivados de furanona, inibidores do quérum sensing de P. aeruginosa
(HENTZER et al., 2003).

A pesquisa da terapia com fagos teve origem no inicio do século XX, porém, na
década de 40, com a descoberta dos antibiéticos, houve redugédo de esfor¢cos nos
estudos dessa area e, apenas nos anos 80, a fagoterapia foi revitalizada como

alternativa terapéutica para as infeccdes bacterianas devido ao aparecimento de
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cepas multirresistentes aos antibioticos (CAMPBELL, 2007). Os bacteriéfagos,
também denominados apenas de fagos, sdo virus capazes de infectar bactérias. A
maioria dos fagos descritos infecta espécies de bactérias do grupo das
enterobactérias, como E. coli e S. typhimurium. (MADIGAN et al., 2008). Esses virus
séo classificados como liticos, pois apds se replicarem dentro da célula, promovem a
eliminacao das bactérias de forma litica direta durante o processo de liberagdo (LU
et al., 2011).

A terapia com fagos para o controle microbiolégico € um método promissor, que
apresenta vantagens como carater autolimitante, ou seja, 0s virus possuem acao
somente na presenca de bactérias, administracdo em dose Unica e auséncia de
efeitos secundarios indesejaveis, além de ser considerado um tratamento de baixo
custo (ATTERBURY et al.,, 2007). Em contrapartida, Sulakvelidze et al., (2001)
ressaltam como desvantagens dessa terapia o risco de desenvolvimento de
resisténcia pelas bactérias e a possibilidade de neutralizacdo dos virus pelo sistema
imunologico do hospedeiro. Dentre os fagos utilizados em experimentos destacam-
se o0 Biophage PA, ativo contra P. aeruginosa (WRIGHT et al., 2009), o fago T4,
testado em casos de diarreia aguda causados por E. coli (BRUTTIN et al., 2005), e 0
coquetel de fagos, BFC-1, ativo principalmente contra S. aureus, incluindo MRSA
(JIKIA et al., 2005).

Ha algum tempo os anticorpos demonstram sucesso no tratamento de diversos tipos
de céancer, doencas autoimunes e ainda como terapia para evitar rejeicdes de
tecidos ou 6rgaos transplantados. Isso despertou interesse em anticorpos como
candidatos para o tratamento de infeccbes; esses podem ser divididos em dois
grupos: os que possuem acgao direta contra 0s micro-organismos patogénicos e os
capazes de neutralizar toxinas e/ou fatores de viruléncia (BEBBINGTON et al.,
2008). Sua introducédo na clinica terapéutica € favorecida pelo grande conhecimento
sobre sua farmacocinética e farmacodindmica, contudo, existem algumas
desvantagens nessa terapia, como o0 alto custo de producdo e a necessidade de

prévia identificacdo do patdégeno alvo (WEISMAN et al., 2009).

Existem estudos envolvidos com o uso de anticorpos com propriedade de reagir com
antigenos de diversas espécies e sorotipos de bactérias Gram negativas, indicando

um possivel tratamento de bacteremia causada por enterobactérias ou outros
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bacilos Gram negativos (BERMUDEZ, 1987). Recentemente, alguns outros
anticorpos também se encontram em testes, como € o0 caso do Anthin, com alta
especificidade contra Bacillus anthracis (SUBRAMANIAN et al., 2005); o
pagibaximab, testado para a prevencdo de doencas causadas por S. aureus
(WEISMAN et al., 2009); e o KB00O1, capaz de inibir o sistema de secrecédo do tipo

Ill, associado a viruléncia, de P. aeruginosa (BAER et al., 2009).

De acordo com Toke (2005), uma outra alternativa aos antibioticos para o tratamento
de doencas infecciosas € a utilizacdo de cadeias peptidicas naturais ou sintéticas
com atividade contra uma variedade de micro-organismos. Essas moléculas sao
denominadas peptideos antimicrobianos (PAMs), os quais serdo discutidos em

seguida.

1.5 Peptideos Antimicrobianos

Os peptideos antimicrobianos (PAMs) naturais sdo componentes do sistema
imunolégico inato de praticamente todas as formas de vida; contribuem
significativamente contra a invasdo de patdégenos e no combate de infeccbes ja
instaladas (NIZET et al., 2001). Sdo moléculas codificadas por genes e sintetizadas
pelos ribossomos de forma constitutiva ou em resposta a eventos patoldgicos, de
modo que muitos deles sdo sintetizados como precursores que apenas tornam-se

ativos apés serem processados por clivagem proteolitica (GALLO et al., 2002).

A presenca de peptideos na linfa de insetos, pele de sapos e granulos de neutrofilos
humanos, com capacidade de matar bactérias em culturas, foi relatada ha algumas
décadas. A partir de entdo, milhares de peptideos antimicrobianos de diferentes
origens vém sendo identificados (HAMMAMI; FLISS, 2010), podendo ser isolados
em espécies de bactérias, fungos, insetos, anfibios, crustaceos, aves, peixes,
plantas e mamiferos, incluindo os seres humanos (HANCOCK, 2001). A expressao
dos PAMs é variavel e depende do tipo da célula ou tecido, entretanto, na maioria

dos casos, essas moléculas sdo expressas concomitantemente em grupos, como
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por exemplo, a pele, com mais de 20 tipos de PAMSs, incluindo catelicidinas e B-
defensinas (BRAFF; GALLO, 2006).

Nos mamiferos, as funcdes naturais desses peptideos estdo relacionadas a defesa
do organismo contra patdégenos, pois sdo capazes nao s6 de matar 0os micro-
organismos, mas também de modular as respostas do sistema imunolégico inato,
atenuando as respostas inflamatérias exacerbadas e estimulando outros processos
mais benéficos. De maneira geral os PAMs sdo responsaveis por induzir respostas
de vérias células do organismo, como monécitos, macréfagos, neutréfilos e células
epiteliais, além de alterar a expressdo génica para aumentar a producdo de
quimiocinas e citocinas e recrutar leucdcitos para o local da infec¢cdo. Toda essa
modulacdo imunoldgica resulta em protecdo contra infec¢des, controle seletivo da
inflamac&o, promocao de cicatrizacao de feridas e inicio da resposta adaptativa (LAI;
GALLO, 2009).

Em animais invertebrados, os peptideos antimicrobianos podem ser encontrados
principalmente no corpo gorduroso, células da hemolinfa e epitélios do tubo
digestorio, traqueia, entre outros (BULET et al., 2004). Entretanto, os peptideos com
acdo antimicrobiana produzidos por bactérias, geralmente, mostram-se mais
potentes que aqueles produzidos por células eucaribticas, pois apresentam boa
atividade mesmo em baixas concentracfes (FIMLAND et al., 2005). De qualquer
forma, os peptideos antimicrobianos, independentemente de sua origem,
apresentam composi¢cdo variada de aminoacidos, resultando em diferentes

caracteristicas e conformacdes, associadas a sua funcdo (BOMAN, 2003).

Apesar de exibir uma enorme variedade de sequéncias e estruturas, geralmente os
PAMs compartiliham algumas propriedades similares, associadas a atividade
antimicrobiana (HANCOCK; LEHRER, 1998). A presenca de diferentes cadeias
laterais dos aminoacidos oferecem distintas propriedades quimicas para cada PAM,
sendo que essa diversidade é dada, provavelmente, pela capacidade de cada
peptideo em exercer sua fungcdo num determinado ambiente contra certos tipos de

micro-organismos patogénicos (DESLOUCHES et al., 2004).

Mesmo com essas variagcbes de sequéncia, os PAMs possuem algumas
caracteristicas em comum, como o tamanho da cadeia, geralmente entre 12-50

aminoécidos, presenca substancial de 50% ou mais de residuos hidrofobicos e,



35

ainda, a capacidade de formar estruturas secundarias anfipaticas, induzidas pela
interacdo com membranas (HANCOCK, 2001). Essa dltima propriedade é
proveniente do fato da maioria dos peptideos antimicrobianos serem moléculas
altamente anfipaticas com as porcdes hidrofébicas e hidrofilicas separadas em
diferentes padrbes pela superficie da cadeia. De forma geral, todas essas
caracteristicas estdo associadas a atividade antimicrobiana dos PAMSs, pois

conferem a capacidade de romper ou atravessar membranas lipidicas (TOKE, 2005).

A grande maioria dos PAMs possui carga liquida positiva, devido ao excesso de
residuos do tipo lisina e arginina em comparacdo aos residuos &cidos. Essa
propriedade ajuda na interagdo dos peptideos com a membrana celular bacteriana,
composta por lipidios com grupamentos externos hidrofilicos e negativos (DATHE et
al., 1999; HANCOCK, 2001). Ainda assim, existem também peptideos anibnicos,
identificados no sistema imunoldgico de eucariotos, ricos em aminoacidos do tipo
glutamato e aspartato, conferindo-lhe carga liquida negativa (HARRIS et al., 2009).
Esses peptideos também possuem atividade contra bactérias, com a diferenca de
atravessar a membrana sem danifica-la, para entdo agir em alvos intracelulares,
como por exemplo, os ribossomos (BRODGEN et al., 2003; SELA, 1962). A
desvantagem dos peptideos anidnicos em relacdo aos catibnicos € a sua
necessidade de fons positivos (ex. Zn**) como co-fatores para a atividade biocida.
Entretanto, sabe-se que, independentemente da carga liquida, os PAMs sao
capazes de adotar estruturas secundarias anfipaticas e interagir com a membrana
do micro-organismo (LAVERTY et al., 2011).

As estruturas conformacionais dos PAMs permitem dividi-los em dois grupos
principais, peptideos lineares e peptideos com ligacdo dissulfeto. Os peptideos
lineares podem ser subdivididos em formadores de a-hélice (ex. magaininas) ou
ainda em peptideos sem estrutura secundaria classica, ricos em residuos prolina,
glicina elou triptofano (ex. indolicidina). Os peptideos com ligacdo dissulfeto
possuem essa propriedade pela presenca de residuos cisteinas; seus principais
representantes sdo os formadores de estruturas B-folhas antiparalelas, como por
exemplo, a tachyplesina (TOKE 2005; POWERS; HANCOCK, 2003). Existem
também peptideos antimicrobianos com estrutura mista ou diferente dessas citadas
anteriormente, porém, dos PAMs identificados e cadastrados até o0 momento e com

estrutura tridimensional conhecida, a maioria é linear e formadora de a-hélice
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anfipatica (WANG; WANG, 2004; WANG et al., 2009), apresentando suas cadeias
laterais polares voltadas para um lado e as apolares para o lado oposto, permitindo
uma interacdo Otima do peptideo com a estrutura bioldgica da membrana
(DEGRADQO; LEAR, 1985; DATHE et al., 1999).
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Figura 3: Estruturas secundarias de peptideos antimicrobianos. A) a-hélice da magainina 2; B)
conformacéo sem estrutura classica da indolicidina; C) B-folhas antiparalelas da tachyplesina, com
ligacBes dissulfeto em amarelo. Adaptada de Power e Hancock (2003).
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1.5.1 Mecanismos de acdo dos Peptideos Antimicrobianos

Os PAMs possuem multiplas atua¢des nos componentes celulares, desde a
permeabilizacdo de membrana até efeitos na parede celular e nos elementos
intracelulares, de forma que sua atividade efetiva varia de uma bactéria a outra,
sendo também diferente para cada peptideo (FRIEDRICH et al., 2000). Portanto,
todos os peptideos antimicrobianos sédo capazes de interagir com membranas,
porém, quanto ao mecanismo de acao antibacteriana podem ser divididos em dois
grupos: os que tém como alvo o rompimento da membrana celular; e 0os que atuam
em alvos intracelulares (YEAMAN; YOUNT, 2003; POWERS; HANCOCK, 2003).

Peptideos com a capacidade de romper membranas sao geralmente relatados como
sendo formadores de a-hélice. Ao longo dos anos, foram desenvolvidos quatro

modelos diferentes na tentativa de explicar o processo de rompimento de
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membranas por PAMSs, os quais foram denominados: modelo por agregagao, poro
toroidal, feixes de barril e carpete, conforme Figura 4 (LAVERTY et al., 2011).
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Figura 4: Mecanismos de acdo de PAMs propostos para explicar o rompimento de membrana.
A) Agragacéo; B) Poro toroidal; C) Feixes de barril; D) Carpete. (LAVERTY et al., 2011).

O modelo por agregacao propde um evento em que os peptideos antimicrobianos se
reorientam para formar agregados que se associam a membrana formando espagos
que contém peptideos sem orientacdo especifica e micelas de lipidios, resultando
em desmoronamento da membrana e passagem dos peptideos para o interior da
célula (POWERS et al., 2005).

No mecanismo do poro toroidal, os peptideos se inserem de forma perpendicular ao
plano da bicamada gracas as intera¢6es entre as por¢des hidrofilicas da cadeia com
0s grupamentos externos dos fosfolipideos e também entre as regifes hidrofébicas
do peptideo com as caudas dos lipideos, forcando a membrana a curvar-se para o

interior e a formar um poro linear (HALLOCK et al., 2003).

Similarmente, no modelo de feixes de barril os peptideos também se inserem
perpendicularmente através da membrana celular, contudo, varios peptideos unidos

nessa orientagdo ficam alinhados e formam um canal, que lembra os feixes de um
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barril, onde as cadeias laterais hidrofilicas ficam voltadas para o interior do canal,
engquanto as hidrofébicas, para os lipideos da membrana. Supde-se que esse canal
seja capaz de permitir 0 extravasamento dos componentes citoplasmaticos e de
interromper a diferencga de potencial da membrana (EHRENSTEIN; LECAR, 1977).

Por dltimo, o modelo carpete sugere que os peptideos ficam alinhados
paralelamente a superficie da membrana e permanecem em contato com o0s
grupamentos externos dos lipideos, de forma a cobrir areas adjacentes, similar a um
carpete. Isso causaria perturbacdo na estabilidade da bicamada com formacédo de
rachaduras e extravasamento do conteudo celular e, finalmente, a desintegracdo da
membrana (OREN; SHAI, 1998).

O resultado final de qualquer que seja 0 mecanismo de acdo antimembrana é a
despolarizacao da célula bacteriana e, consequentemente, a morte dentro de cinco
minutos para a maioria dos peptideos. Cabe ressaltar que todos os modelos
descritos podem ser verdadeiros, pois sabe-se que o0s PAMs apresentam
mecanismos de ac¢ao diferentes (POWERS; HANCOCK, 2003).

O outro grupo de PAMs compreende peptideos sem aparente acdo antimembrana,
capazes de atravessar a bicamada sem causar grandes perturbacdes e atingir alvos
intracelulares. Uma vez dentro da célula bacteriana, os PAMs sdo capazes de
interagir com moléculas de DNA, RNA e proteinas, impedindo, assim, sua sintese
(PARK et al., 1998; YONEZAWA et al., 1992; PATRZYKAT et al., 2002). Existem
ainda relatos de peptideos que se ligam a alvos especificos como, por exemplo,
proteinas de choque térmico, impedindo o dobramento de proteinas dependentes de
chaperonas (KRAGOL et al., 2001), ou ainda lipideos especificos da parede celular,
inibindo a sintese de peptideoglicano (BROTZ et al., 1998). Em todo caso, peptideos
com alvos intracelulares demandam maior tempo para exercer seu efeito nas células
bacterianas do que aqueles capazes de causar rompimento na membrana
citoplasmatica (POWERS; HANCOCK, 2003).

Logo, os PAMs podem atuar sobre multiplos alvos na célula bacteriana, desde a
membrana plasmética até em processos intracelulares como sintese de
macromoléculas, vias enzimaticas e divisdo celular, apresentando atividade
bactericida extremamente rapida se comparados com 0s antibiéticos convencionais

(BROGDEN, 2005). Com isso, os PAMs poderiam ser utilizados individualmente na
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terapia de infec¢gBes bacterianas ou em associacdo com outros antibidticos, a fim de
obter efeito sinérgico (ZASLOFF, 2002; MARR et al., 2006).

Entendendo o mecanismo de acdo dos PAMs juntamente com sua importante
funcdo na defesa mediada pela resposta imunoldgica inata, percebe-se seu grande
potencial como agentes terapéuticos no controle de doencas (LAI; GALLO, 2009).
Na verdade, existem diversos relatos experimentais da atividade de PAMSs, néo
somente contra bactérias Gram negativas e positivas, mas também contra fungos,
protozoarios e alguns virus, como, por exemplo, causadores da influenza A
(MOHAMMAD et al., 1995; ALEY et al., 1994; MURAKAMI et al., 1991).

Finalmente, o potencial de peptideos naturais ou sintéticos serem usados na terapia
humana vai além do tratamento de infeccbes comuns, pois alguns estudos
demonstram a possibilidade de sua utilizacdo na cicatrizacdo de feridas (GALLO et
al., 1994), na terapéutica contra o cancer (BAKER et al., 1993; JOHNSTONE et al.,
2000; HOSKIN; RAMAMOORTHY, 2008) e até na erradicacdo de doencas
transmitidas sexualmente como, por exemplo, infec¢cdes pelo HIV (SAMBRI et al.,
2002; MORIMOTO et al., 1991; MASUDA et al., 1992; ROBINSON et al., 1998). Isso
demonstra a expectativa dos peptideos antimicrobianos nos préximos anos, em que
cada vez mais, pesquisas demonstrardo a eficiéncia dessas moléculas como

agentes terapéuticos seguros (LAVERTY et al., 2011).

1.5.3 Andlise In Silico de Peptideos Antimicrobianos

A analise in silico consiste em um procedimento baseado em ferramentas
computacionais utilizado para testar uma hipétese, buscar padrdes, demonstrar um
fato conhecido, entre outros (STEVENS et al., 2003). Na tentativa de aumentar a
possibilidade de planejamento de peptideos como agentes terapéuticos com otima
atividade antimicrobiana e baixa toxicidade, foram criados diversos métodos
computacionais capazes de avaliar e quantificar varias propriedades associadas a
essas caracteristicas (SIGURDARDOTTIR et al., 2006; TORRENT et al., 2012).
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O estabelecimento desses métodos foi permitido pela prévia criagcdo de banco de
dados de PAMs, divididos em dois grupos principais: bancos gerais, como, por
exemplo, o APD, que contém informacfes sobre todos os tipos de PAMs (WANG;
WANG, 2004); e bancos especificos (ex. BACTIBASE), com dados de uma
quantidade limitada de peptideos pertencentes a determinada classe ou de origem
especifica (HAMMAMI et al., 2007). A criagdo dos arquivos contidos nesses bancos
de dados provém do rapido aumento da quantidade de peptideos contendo atividade
contra micro-organismos, e possui a finalidade de reunir, classificar e avaliar todas

as informacg6es acerca dessas moléculas.

Apesar do grande numero de PAMs identificados atualmente e dos esforcos em
caracterizar seu mecanismo de acdo, a relacdo entre a estrutura e a atividade
dessas moléculas ndo esta inteiramente compreendida, provavelmente devido a
grande variedade de sequéncias e estruturas (KINDRACHUK; NAPPER, 2010).
Entretanto, existem métodos in silico que, através de arquivos de diversas
sequéncias de PAMs, juntamente com suas propriedades e efeitos bioldgicos, sdo
capazes de estimar algumas caracteristicas para um determinado peptideo, como é
o caso do APD2 (WANG et al., 2009). Além disso, encontram-se disponiveis
algumas ferramentas computacionais que utilizam informacdes conhecidas de PAMs
para desenvolver predicbes de atividade antimicrobiana, incluindo avaliacdes
estatisticas, cabendo ressaltar o server CAMP, que utiliza trés algoritmos distintos e
atinge cerca de 80% de exatiddo em suas predicdes (THOMAS et al., 2010).

O maior obstaculo para a padronizacdo das diversas metodologias in silico
disponiveis ainda € a variedade de propriedades associadas aos PAMs, além de
baixa homologia entre suas sequéncias e a presenca de estruturas ndo definidas
(TORRENT et al., 2012). Todavia, embora as ferramentas de modelagem, avaliagdo
de parametros e predicédo de atividade de PAMs sejam limitadas, elas permitem uma
analise relativamente confiavel, tornando-se métodos acessiveis e praticos para a
identificacdo de PAMs como potenciais farmacos no tratamento de doencas
(SIGURDARDOTTIR et al., 2006).

Diversos PAMs estdo contidos em moléculas peptidicas maiores e sao liberados
somente apoés hidrolise enzimatica ou clivagem proteica, como € o caso de PAMs
isolados da pele de sapos, derivados de moléculas precursoras maiores (VANHOYE
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et al.,, 2003) e de varios PAMs derivados das proteinas do leite (FADAEI, 2012).
Dessa forma, a andlise in silico torna possivel a identificacdo de potenciais
peptideos com atividade antimicrobiana contidos em moléculas ainda néo
analisadas, como, por exemplo, o Fator Estimulador de Colénias de Granulocitos (G-
CSF) humano.

O G-CSF é uma citocina produzida por monécitos, macréfagos, células endoteliais,
fibroblastos e células mesoteliais (CALHOUN; CHRISTENSEN, 2000). Essa proteina
consiste no principal fator de crescimento regulador da maturacéo, proliferacéo e
diferenciacéo das células precursoras dos granuldcitos neutrofilos e tem, portanto, a
funcdo de manter a quantidade basal de neutrofilos, além de estimular neutrofilia em
resposta a uma infeccao (METCALF, 1989; KAUSHANSKY, 2006). Seu efeito direto
nos neutréfilos € aumentar a divisdo celular e diminuir o tempo na medula, bem
como atuar na atracao e localizacao dessas células nos sitios de infeccdo, aumentar
fagocitose e diminuir apoptose (PRICE et al., 1996; VARKI et al., 2009).

Por fim, a molécula do G-CSF apresenta estrutura tridimensional composta
majoritariamente por conformacdes a-hélice (HILL et al., 1993). Essa caracteristica
torna o G-CSF candidato capaz de gerar, ap0s clivagem, peptideos formadores de
a-hélice anfipatica, que, de acordo com Scheller et al., (1999) e Nielsen et al.,

(2007), é uma propriedade importante para atividade antimicrobiana.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

Avaliar o potencial antibacteriano de quatro peptideos sintetizados, dos quais dois
possuem sequéncia derivadas da fragmentacdo do G-CSF humano e outros dois
sao planejados teoricamente, verificando, assim, seu interesse como novos agentes

terapéuticos na saude humana.

2.1 Objetivos Especificos

e Verificar caracteristicas associadas ao potencial antibacteriano;

e Avaliar parametros in silico relacionados com a atividade antibacteriana, através

de predi¢des qualitativas ou quantitativas;
e Comparar resultados das predi¢cdes com valores descritos na literatura;
e Associar as caracteristicas apresentadas pelos peptideos com a acao esperada;

e Identificar possiveis similaridades das sequéncias com peptideos previamente

cadastrados em banco de dados;

e Determinar o potencial antibacteriano in vitro contra cepas de bactérias Gram

positivas e negativas;

e Comparar resultados da analise in silico com o experimento in vitro.
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3 METODOLOGIA

Para avaliar a atividade antibacteriana dos peptideos foi realizada primeiramente a
andlise in silico, para a obtencdo das sequéncias peptidicas e predi¢cdo de atividade
antibacteriana e, posteriormente, foi realizado o ensaio bacteriano in vitro de

determinacéo da concentragdo inibitoria minima.

3.1 Anélise In Silico

A analise in silico do potencial antibacteriano dos peptideos foi realizada através de
ferramentas computacionais disponiveis em websites de acesso gratuito e consistiu
de varias etapas: desde a obtencdo das sequéncias de aminoacidos até a
investigacdo de sua possivel atividade antibacteriana.

3.1.1 Obtencao das Sequéncias de Aminoacidos

As sequéncias de aminoacidos dos peptideos foram obtidas através de
fragmentacao in silico de moléculas proteicas humanas e planejamento tedrico. O
primeiro método considerou a facil acessibilidade da molécula, bem como sua
estrutura secundaria e terciaria, consistindo em varias tentativas de clivagens do G-
CSF humano. Por outro lado, a criagdo de uma sequéncia peptidica através de
planejamento tedrico foi elaborada através da analise de parametros estabelecidos
por Deslouches et al. (2004), Boman (2003), Lata et al. (2007), Toke (2005), Nielsen

et al. (2007) e Scheller et al. (1999), os quais sdo descritos no item 4.1.2.
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A sequéncia de aminoacidos do G-CSF foi adquirida através do RCSB Protein Data
Bank (BERMAN et al., 2000). Sua estrutura tridimensional, também adquirida nesse
mesmo banco de dados, foi visualizada pelo RasMol (SAYLE; MILNER-WHITE,
1995). Foi também necessaria a realizacdo de modelagem molecular para obtencéo
da estrutura tridimensional da molécula de G-CSF isolada, o que pdde ser feito por
comparacdo com outras moléculas disponiveis no server SWISS MODEL
(SCHWEDE et al., 2003; ARNOLD et al., 2006).

A clivagem in silico do G-CSF foi realizada no server Protein Cutter (SEBELA et al.,
2009), consistindo em varias predicdes de corte com opcdes disponiveis no site. A
escolha das enzimas, reagentes ou combinagdes de mais de uma enzima/reagente
baseou-se na facilidade de obtencdo dos mesmos para uma futura clivagem in vitro.
A Tabela 1 mostra as predicfes realizadas com os reagentes selecionados e seus

respectivos locais de corte.

Tabela 1: Enzimas e reagentes utilizados na clivagem in silico do G-CSF

Enzima/ Reagente/ Combinagéao Locais de corte*
Tripsina Depoisde Ke R
Endoproteinase Arg-C Depois de R
Quimiotripsina Depoisde F,L,WeY
CNBr (Brometo de Cianogénio) Depois de M

CNBr + Tripsina Depoisde M, Re K
Acido Formico Antes de D; Depois de D
Endoproteinase Lys-C Depois de K

Pepsina Depoisde FelL

Tripsina + Quimiotripsina Depoisde F,K,L,R,WeY
Prolil endoprotease Depoisde P e A

*Os locais de corte estédo descritos por aminoécidos em cédigos de uma letra.

O outro procedimento de obtencdo de sequéncia peptidica foi feito por revisédo
bibliografica e levou em consideracdo apenas propriedades e parametros de
aminoacidos e estruturas secundarias relatados em diversas pesquisas cientificas.

As sequéncias de residuos foram, entdo, criadas de forma arbitraria, baseando-se
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em resultados empiricos e informacdes fornecidos por estudos e banco de dados
(BOMAN, 2003; LATA et al., 2007; TOKE, 2005; GIACOMETTI et al., 1998;
FRIEDRICH et al., 2000; TOSSI et al., 2000; NIELSEN et al., 2007; SCHELLER et
al., 1999).

3.1.2 Analise das Caracteristicas Fisicoquimicas e Estruturais

Cada fragmento gerado das clivagens do G-CSF foi analisado separadamente
ponderando-se alguns aspectos importantes para a atividade antibacteriana. As
principais caracteristicas avaliadas para a escolha dos melhores fragmentos foram
as mesmas consideradas para a sintese tedrica dos outros peptideos: niamero de
aminoacidos (tamanho do fragmento) presenca de determinados residuos em
posicbes especificas no peptideo (N-terminal, segunda posicdo e C-terminal),
capacidade de formar a-hélice, ponto isoelétrico, hidrofobicidade e momento
hidrofébico.

A avaliacdo de estrutura primaria, incluindo tamanho do peptideo e verificacdo de
posicdes especificas e frequéncia de certos residuos, foi baseada em levantamento
de dados de varias pesquisas da area (BOMAN, 2003; LATA et al., 2007; TOKE,
2005; GIACOMETTI et al.,, 1998; FRIEDRICH et al., 2000; TOSSI et al., 2000;
NIELSEN et al., 2007; SCHELLER et al., 1999). As propriedades fisico-quimicas dos
peptideos foram adquiridas através dos websites ProtParam (WILKINS et al., 1999)
e Compute pl/Mw (BJELLQVIST et al 1993; BJELLQVIST et al., 1994), enquanto
gue a analise da estrutura secundaria foi realizada de acordo com o método de
Jones (1999) disponivel no server PSIPRED (BUCHAN et al., 2010). Finalmente, o
momento hidrofébico e a hidrofobicidade foram calculados na escala Eisenberg
(EISENBERG et al.,, 1982) pela ferramenta analitica de sequéncia fornecida por
HydroMCalc (TOSSI; SANDRI, 2002 ).
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3.1.3 Busca de Anterioridade

Apéds a escolha dos peptideos com as caracteristicas fisicoquimicas e estruturais
mais favoraveis ao potencial antibacteriano, foram feitas diversas pesquisas em
bancos de dados de peptideos antimicrobianos, a fim de verificar a existéncia de
algum registro dessas sequéncias selecionadas ou mesmo outras com alta
similaridade. Para essa investigacdo foi utilizada a ferramenta BLAST de
alinhamento por similaridade disponivel em BACTIBASE (HAMMAMI et al., 2007,
HAMMAMI et al., 2010), APD2 (WANG et al., 2009) e CAMP (THOMAS et al., 2010).

3.1.4 Andlise do Potencial Antibacteriano

Alguns indices e probabilidades foram observados, a fim de avaliar o potencial
antibacteriano dos peptideos selecionados. Primeiramente, foi obtido o indice de
instabilidade pelo método de dipeptideo segundo Guruprasad et al. (1990) acessivel
em Periyannan Research Group (GOPAL et al., 1998), bem como os valores de
meia-vida in vivo de cada sequéncia. Em seguida, tanto o indice de Boman
(BOMAN, 2003) como o potencial de ligagdo em membranas foram estimados no
server APD2 (WANG et al., 2009), enquanto que a predicdo de atividade
antimicrobiana foi finalmente avaliada em CAMP (THOMAS et al., 2010) pelos

algoritmos Support Vector Machine (SVM), Random Forest e Discriminant Analysis.

3.2 Andlise In Vitro

O experimento foi desenvolvido no Laboratério de Bacteriologia Geral e Clinica da

Universidade Federal do Espirito Santo e consistiu em ensaios bacterianos de
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Concentracao inibitoria Minima-MIC (do inglés Minimum Inhibitory Concentration)

dos quatro peptideos selecionados na analise in silico.

3.2.1 Descricéo dos Peptideos

Os peptideos foram sintetizados pela empresa FastBio Ltda. Os quatro peptideos
nao possuem modificacdes estruturais e apresentam certificado de analise dos
controles de qualidade por espectrometria de massa e HPLC (do inglés High
Performance Liquid Chromatography), com pureza superior a 95%.

3.2.2 Linhagens Bacterianas

Na avaliacdo da atividade antibacteriana foram utilizadas cinco linhagens
bacterianas padrdo cedidas pelo Laboratério de Bacteriologia Geral e Clinica e,
Laboratorio de Biologia Molecular e Viruléncia Bacteriana, do Centro de Ciéncias da
Saude da Universidade Federal do Espirito Santo-UFES. Trés linhagens sdo Gram
positivas e consistem em cepas de Staphylococcus aureus ATCC 29213,
Staphylococcus aureus resistente a meticilina-MRSA ATCC 33591 e Enterococcus
faecalis, caracterizada através de técnicas de identificacdo e classificacédo
bioguimicas e moleculares. As outras duas cepas utilizadas nos ensaios sdo Gram

negativas: Escherichia coli ATCC 25922 e Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853.

As linhagens foram descongeladas em meio solido BHI (Brain Heart Infusion) e
incubadas a 37°C por 24 horas. Logo apds, foram feitos pré-cultivos das bactérias
através de dois repiques em agar BHI, cada um também incubado a 37°C por 24
horas. Em seguida procedeu-se o pré-indculo, que consistiu em incubacéo de cada

linhagem em caldo BHI durante 24 horas a 37 °C.
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3.2.3 Determinacéo da Concentracgao Inibitéria Minima - MIC

O teste de MIC exibe a maxima concentracdo do peptideo onde ainda se observa
crescimento bacteriano, bem como a menor concentracdo do peptideo capaz de
causar total inibicdo do crescimento (adaptado de CASTEELS et al., 1993). Esse
ensaio foi realizado pela técnica de microdiluicio em caldo, com base no documento
CLSI/NCCLS M100-S21 para bactérias (CLSI, 2011).

3.2.3.1 In6culo Estoque

A partir do pré-inéculo foi realizada a padronizacdo das bactérias em solucéo salina
de forma a atingir o equivalente a 0,5 na escala Mc Farland (10° UFC/mL). Com as
bactérias padronizadas foi possivel obter o in6culo estoque de cada linhagem, no
qual foi utilizado caldo Mueller-Hinton duas vezes mais concentrado. Cada in6culo
continha 10° UFC/mL, para que, ao ser diluido com a solucéo de peptideo, pudesse

chegar a uma concentracéo final de 5.10° UFC/mL.

3.2.3.2 Solucgdes de Peptideo

Cada peptideo liofilizado foi pesado em balanca analitica em condi¢cbes assépticas e
diluido em agua estéril de acordo com as especificacfes do fabricante. As solucdes

estoque de peptideo estavam com concentracéo de 2 mg/mL.
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3.2.3.3 Microdilui¢cdes

Os testes foram efetuados em duplicata e cada microplaca continha os controles de
esterilidade do caldo, da vancomicina, de validacdo do teste e de viabilidade de cada
uma das linhagens, além das diluicdes seriadas de um dos peptideos com cada uma
das linhagens bacterianas. Para o controle de validacdo foram inoculadas cepas
padronizadas de S. aureus ATCC 29213 em diluicbes seriadas de vancomicina, que
apresentam valores de MIC conhecidos. As diluicdes seriadas dos peptideos ficaram
com concentragdes finais de 500; 250; 125; 62,5; 31,25; 15,625; e 7,8125 ug/mL e,

finalmente, as microplacas foram incubadas a 35 + 2°C por 24 horas.

Controles 8. aureus MRSA E. fecalis E.coli P. aeruginosa

Controle de

Controles de
esterelidade

4——

& ¥, Viabilidade
Controle : ) 4 “' N
‘—
Vancomicina ¥ ‘*“ 500 ug/mL
( > ¢ 250 pg/mL
e - ‘
r @ 125 pg/mL
- - :
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J & 15,625 pgimL
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Figura 5: Esquematizacdo da microdiluicdo em caldo para cada um dos peptideos. Os valores
demonstrados na figura referem-se as diluicdes seriadas do peptideo.

Os resultados foram obtidos atraves da leitura da densidade Optica no comprimento
de onda de 595 nm em espectrofotdmetro de microplacas. Foram feitos os célculos
da média dos valores correspondentes a leitura dos controles e das diluicdes dos
peptideos. Posteriormente, foram calculadas as variacbes de absorbancia desses

resultados em comparacédo com o controle da vancomicina, que representa auséncia
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de crescimento bacteriano. Finalmente, foi possivel calcular a porcentagem de
crescimento de cada linhagem bacteriana nas diluicbes seriadas do peptideo em
comparacao com seu respectivo controle de viabilidade, representativo de 100% de
crescimento. Os dados foram analisados através da andlise de variancia (ANOVA)

com nivel de significancia de 95%, usando o software MINITAB.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Anédlise In Silico

4.1.1 Obtencao das Sequéncias de Aminoacidos

Os dois primeiros peptideos selecionados para o experimento foram derivados da
fragmentacao in silico do G-CSF, uma proteina composta por 175 aminoacidos
dispostos na  seguinte sequéncia em codigo de uma letra:
MTPLGPASSLPQSFLLKCLEQVRKIQGDGAALQEKLCATYKLCHPEELVLLGHSLGI
PWAPLSSCPSQALQLAGCLSQLHSGLFLYQGLLQALEGISPELGPTLDTLQLDVADF
ATTIWQQMEELGMAPALQPTQGAMPAFASAFQRRAGGVLVASHLQSFLEVSYRVL
RHLAQP. Com esta sequéncia no formato FASTA foi possivel realizar 10 clivagens
in silico, resultando em um total de 166 fragmentos a serem avaliados. Desse
namero, apenas dois fragmentos foram escolhidos para posterior sintese em

laboratdrio e, finalmente, as experimentacdes in vitro.

Os arquivos referentes ao G-CSF encontrados no RCSB PDB apenas ofereciam
estruturas tridimensionais de varias unidades proteicas unidas ou do G-CSF como
parte de um complexo com outras moléculas. Para a obtencdo de uma molécula
isolada de G-CSF, foi realizada a modelagem molecular, que permitiu uma melhor
visualizacéo tridimensional da proteina. Em sua estrutura péde-se verificar formacéo

de estruturas a-hélices intercaladas por regides de coil (figura 6).
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Figura 6: Estrutura tridimensional da molécula isolada de G-CSF em quatro planos diferentes.

Os outros dois peptideos também sintetizados foram delineados arbitrariamente e
ambos possuem 20 residuos arranjados na mesma sequéncia, com a Unica
diferenca de um ser composto por L-amino&cidos e o outro por bD-aminoacidos. Tanto
a selecdo dos dois peptideos derivados da clivagem do G-CSF, bem como o
planejamento dos outros dois, baseou-se nas informacdes e analises descritas a

sequir.

4.1.2 Analise das Caracteristicas Fisicoquimicas e Estruturais

As caracteristicas consideradas para a escolha dos peptideos foram: niumero de
aminoacidos (tamanho do fragmento) presenca de determinados residuos em
posi¢des especificas do peptideo, capacidade de formar a-hélice, ponto isoelétrico e
carga liquida em pH neutro, hidrofobicidade e anfipaticidade.
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4.1.2.1 Tamanho do Peptideo

Primeiramente, para serem analisados, os fragmentos deviam conter de 16 a 30
aminoécidos. De acordo com McLean et al. (1991) peptideos com mais de 10
residuos sdo capazes de interagir e causar ruptura em lipossomos, formando
micelas menores, enquanto que peptideos com menor quantidade de aminoécidos
possuem menos ou nenhum efeito nessas estruturas. Scheller et al. (1999)
complementa que uma reducdo no comprimento do peptideo abaixo de 16 residuos
anula a passagem dessa molécula pela membrana plasmética e,
consequentemente, sua entrada no interior das células. Isso pode ser confirmado
por um estudo realizado por Deslouches et al. (2004) que, testando a capacidade
antimicrobiana de peptideos LBU (lytic base unit) projetados em laboratorio,
observou inicio de atividade antimicrobiana a partir de derivados com 15 residuos,
dos quais a atividade o6tima foi apresentada por aqueles com 24 aminoacidos,
permitindo ainda concluir que os peptideos tornavam-se mais potentes com o

aumento do tamanho de sua cadeia.

Com essas informacodes, do total de 166 fragmentos gerados nas clivagens do G-
CSF, apenas oito possuiam tamanho considerado adequado para a atividade
antibacteriana e foram, entdo, selecionados para continuar as analises (Tabela 2).
Os Pep 3 e 4 ja foram planejados com 20 residuos cada, a fim de estar de acordo

com os experimentos citados anteriormente.

Tabela 2: Fragmentos de G-CSF com tamanho entre 16 e 30 aminoacidos

Enzima(s) utilizada

Fragmento . Sequéncia de aminoéacidos Tamanho*
para clivagem
1 Tripsina ou Lys-C MTPLGPASSLPQSFLLK 17
2 Tripsina ou Arg-C AGGVLVASHLQSFLEVSYR 19
3 Arg-C MTPLGPASSLPQSFLLKCLEQVR 23
4 CNBr + Tripsina TPLGPASSLPQSFLLK 16
5 Acido formico GPASSLPQSFLLKCLEQVRKIQG 23
6 Prolyl endoprotease QSFLLKCLEQVRKIQGDGA 19
7 Prolyl endoprotease GCLSQLHSGLFLYQGLLQA 19
8 Prolyl endoprotease SHLQSFLEVSYRVLRHLA 18

*O tamanho foi dado em quantidade de residuos
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4.1.2.2 Composicdo de Aminoacidos

A segunda caracteristica, bastante apreciada, levou em consideracdo certos
aminoacidos presentes nas posi¢cdes N-terminal, segunda posicao e C-terminal, bem
como a frequéncia de alguns residuos ao longo do peptideo. Ambas as
extremidades do peptideo apresentam grande importancia para a atividade
antibacteriana, pois o C-terminal é responsavel pela interacdo com a membrana e a
formacdo de poro, ao passo que o N-terminal estd associado ao processo de

interacdo bacteriana especifica (OTVOS, 2005).

A composicdo de aminoacidos de PAMs difere significantemente da dos néao-
antibacterianos, o que pode ser verificado pela disparidade entre eles nas
frequéncias de cada tipo de residuo. O N-terminal de peptideos com atividade
antibacteriana apresenta maior frequéncia de glicina e fenilalanina, seguido por
valina e arginina, enquanto que na segunda posicdo sdo mais abundantes os
aminoacidos leucina, isoleucina, triptofano e fenilalanina. Por outro lado, o C-
terminal dessas moléculas tem preferéncia pelos residuos positivos lisina e arginina,
além de glicina e cisteina, pois facilita sua interacdo com a membrana celular da
bactéria, carregada negativamente. De maneira geral, PAMs possuem
predominéancia de alguns residuos ao longo de toda cadeia, como glicina, arginina,
lisina, leucina e isoleucina, com o contraste de baixas propor¢cdes de aminoacidos
carregados negativamente (aspartato e glutamato), a fim de n&o interferir no

processo de penetracdo da membrana bacteriana (LATA et al., 2007).

Dos oito fragmentos analisados, apenas dois possuiam um dos residuos almejados
na posi¢cdo N-terminal, uma glicina, propriedade muito favoravel, evidenciada pelos
resultados de um estudo realizado por Nielsen et al. (2007), os quais revelaram que
a substituicdo da glicina no N-terminal por uma alanina reduz a estabilidade da
hélice e, consequentemente, a atividade antibacteriana, tendo como provavel causa

a ocorréncia de instabilidade do capeamento da hélice.

Por outro lado, cinco outros fragmentos possuiam um C-terminal igual aos tipos
mencionados como vantajosos, restando a observagdo da frequéncia de

aminoacidos glicina, arginina, lisina, leucina e isoleucina ao longo da cadeia, bem
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como a presenca dos residuos carregados negativamente. A gquantidade desses
aminoacidos em cada fragmento estd demonstrada na Tabela 3, mas vale ressaltar
a alta frequéncia de leucinas, que apresentam significante importancia para a
atividade antibacteriana. Isso pode ser comprovado pelo experimento com peptideos
falaxina, que tiveram seus trés residuos de leucina substituidos por alaninas,
resultando em diminuicdo da sua atividade antibacteriana (NIELSEN et al. 2007).

Tabela 3: Composicdo de aminoacidos de fragmentos derivados do G-CSF .

a . E E Quantidade de Total de
Sequéncia s 9

Z 9 G R K L | Total DeE
1 MTPLGPASSLPQSFLLK M K1 0 1 4 O 6 0
2 AGGVLVASHLQSFLEVSYR A R 2 1 0 3 O 6 1
3 MTPLGPASSLPQSFLLKCLEQVR M R 1 1 1 5 O 8 1
4 TPLGPASSLPQSFLLK T K1 0 1 4 O 6 0
5 GPASSLPQSFLLKCLEQVRKIQG G G 2 1 2 4 1 10 1
6 QSFLLKCLEQVRKIQGDGA Q A2 1 2 3 1 9 2
7 GCLSQLHSGLFLYQGLLQA G A3 0 0 6 0 9 0
8 SHLQSFLEVSYRVLRHLA S A0 2 0 4 O 6 1

Em verde, N-terminal ou C-terminal considerados vantajosos para a atividade antibacteriana; Em azul
estdo os aminoacidos associados a uma boa atividade quando presentes ao longo da cadeia e em
vermelho, os residuos &cidos D e E, associados a baixa atividade.

Unindo todos esses dados a respeito da composicao de peptideos antibacterianos,
foram selecionados dois dos fragmentos derivados do G-CSF, que a partir de agora
serdo denominados Pep 1 e Pep 2. O primeiro corresponde a sequéncia numero 5,
derivada da clivagem com &cido férmico; contém 23 aminoéacidos dispostos na
sequéncia GPASSLPQSFLLKCLEQVRKIQG, dos quais 10, incluindo o N-terminal e
o C-terminal, estdo associados a uma boa atividade antibacteriana. O segundo
peptideo é resultante da fragmentacdo com Prolyl endoprotease e € o numero 7
desse estudo, com 19 residuos na ordem GCLSQLHSGLFLYQGLLQA, com

presenca de 9 aminoacidos vantajosos a acao antibacteriana.

A sequéncia formulada teoricamente com base nesses mesmos estudos possui em
sua composi¢do 20 aminoacidos, onde o N-terminal corresponde a glicina e o C-
terminal a uma lisina, ambas sdo condicdes propicias para a atividade

antibacteriana. Ao todo na cadeia existem trés glicinas, duas argininas, trés lisinas,
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trés leucinas e uma isoleucina, somando um valor de 12 residuos favoraveis, como
pode ser conferido na sequéncia completa: GLRSVIKTAGNHLGKHALRK. Essa
sequéncia foi utilizada para a sintese dos outros dois peptideos (Pep 3 e Pep 4),
com Unica diferenca na atividade oOptica, pois sdo formados por L-amino&cidos ou D-

aminoacidos, respectivamente.

A ocorréncia de p-aminodcidos em peptideos eucaridticos é relatada em diversas
ocasides (MOR et al. 1992; KREIL, 1997), e no caso de peptideos com atividade
antimicrobiana, essa modificacdo ocorre naturalmente apenas em bombininas do
sapo Bombina variegata. Sua presenca na posicao 2 da cadeia peptidica é atribuida
a epimerizacao pos-traducional do seu L-aminoacido correspondente, e sua provavel
funcao seria a protecdo contra aminopeptidases, ndo oferecendo qualquer influéncia
direta na acao antibiética (MIGNONA et al. 1993).

Geralmente, peptideos antibacterianos sintéticos compostos por D-enantibmeros
exibem as mesmas capacidade permeabilizante e atividade bioldgica que seus
analogos naturais com L-aminod&cidos. Isso sugere que o mecanismo de acdo dos
peptideos em geral envolve uma interacdo direta de sua cadeia com a membrana
celular, independente de interacdes estéreo-especificas com receptores ou enzimas
(WADE et al. 1990). A principal razdo de empregar peptideos inteiramente
sintetizados com D-aminoacidos é a sua capacidade de oferecer resisténcia contra
diversas enzimas proteoliticas produzidas por algumas linhagens de bactérias
(ANDREU, RIVAS, 1998). Dessa forma, os resultados obtidos em cada predicéo in
silico realizada com a sequéncia planejada correspondem, na verdade, a ambos o0s
Peptideos 3 e 4, porque a diferenca entre estes sé poderia ser revelada com os

resultados dos experimentos in vitro.

4.1.2.3 Probabilidade de Formacéo de a-hélice

O potencial em adotar a conformacdo de a-hélice € uma propriedade comum de

multiplos peptideos antimicrobianos e, independentemente da estrutura secundaria,



57

o dobramento tridimensional da cadeia polipeptidica resulta da presenca de residuos
hidrofilicos separados por residuos hidrofobicos, consistindo, portanto, em uma
estrutura anfipatica (BECHINGER et al. 1993; MALOY; KARI, 1995; SABERWAL,;
NAGARAJ 1994). Enquanto peptideos antimicrobianos com liga¢des dissulfeto
frequentemente formam estruturas do tipo hairpin (DIMARCQ et al. 1998), a grande
maioria de PAMs lineares s@o propensos a apresentar conformacao de a-hélice em
ambientes hidrofébicos ou anfipaticos, como, por exemplo, a camada bilipidica. O
carater anfipatico dessas estruturas facilita a interacio com membranas, pois 0s
residuos polares interagem com o grupamento fosfato dos fosfolipideos, enquanto
gue os residuos apolares ficam em contato com as caudas hidrofébicas desses
lipidios (TOKE 2005).

Os dois fragmentos derivados do G-CSF escolhidos para as analises sao
equivalentes a posi¢cdes com estruturas conformacionais em a-hélice, como pode ser
observado na Figura 7. As trés sequéncias utilizadas no presente estudo possuem
em sua composicdo tanto residuos polares como apolares, sendo, portanto,
moléculas anfipaticas, e possuem resultados de alta probabilidade de formacéo de
a-hélice nas predi¢des obtidas no PSIPRED (Figura 8). Esse server utiliza 0 método
de Jones (1999) de predicdo de estrutura secundaria, o qual baseia-se em posi¢cdes
de valores matriciais especificos gerados pelo PSI-BLAST (Position Specific Iterated
— BLAST), além de ser configurado com base em 187 diferentes dobramentos e
possuir o critério de similaridade estrutural, resultando em acuracia de predicdo em
torno de 80% (BUCHAN et al., 2010).

Figura 7: Estrutura tridimensional do G-CSF com os Peptideos 1 e 2 realgcados em verde e azul,
respectivamente. RasMol (SAYLE; MILNER-WHITE, 1995)
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Figura 8: Predigdo de estrutura secundaria das sequéncias. A) e B) Sequéncias 1 e 2,
respectivamente, derivadas do G-CSF; C) Sequéncia 3, criada teoricamente. Adaptado do server
PSIPRED (BUCHAN et al., 2010).

Geralmente, os peptideos formadores de a-hélice encontram-se lineares em
solugdes hidrofilicas, como a agua, e somente adotam sua estrutura secundaria ao
interagir com as membranas celulares ou outros ambientes hidrofébicos. Essa
propriedade ocorre pela necessidade de prevenir a exposi¢cao da cadeia principal do
peptideo, altamente polar, do interior hidrofébico da membrana lipidica
(BECHINGER et al., 1993; HANCOCK; CHAPPLE, 1999). Esses peptideos com
estrutura de hélice sao particularmente interessantes, pois possuem uma face da
hélice formada principalmente por aminoacidos polares e outra face oposta
composta em sua maioria por residuos apolares, condicdo que propicia uma
eficiente solubilizacdo das membranas de micro-organismos (MCPHEE; HANCOCK,
2005). Como representantes dessa classe encontram-se as magaininas, com
cadeias de 23 residuos e atividade antimicrobiana modesta, isoladas da pele do
sapo africano Xenopus laevis (ZASLOFF, 1987).
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Vérios estudos demonstraram certa associagdo da capacidade em formar a-hélice
com a atividade antimicrobiana de peptideos. Dentre os varios parametros avaliados
por Scheller et al., (1999), apenas a formagcdo de uma hélice anfipatica mostrou-se
como requerimento essencial para a entrada dos peptideos no interior das células.
Outro estudo, realizado por Nielsen et al., (2007), comprovou que, ao substituir duas
glicinas presentes ao longo da cadeia de falaxinas por duas alaninas, resultava em

maior estabilidade da hélice, o que evidenciou aumento na atividade antibacteriana.

Embora esses estudos demonstrem a importancia da estrutura de a-hélice anfipatica
para o efeito bioldgico dos peptideos, é dificil obter uma correlacdo especifica da
capacidade de formar hélice com a atividade antimembrana. Isso porque, as
modificacdes na estrutura secundaria do peptideo por substituicdo de residuos
diferentes também acarretam mudancas em outros parametros da cadeia, como
carga, hidrofobicidade, momento hidrofébico e area de contato das cadeias laterais.
Sendo assim, é importante atentar para resultados de estudos com substituicbes de
aminodacidos por seus respectivos enantibmeros, pois 0s D-aminoacidos possuem as
mesmas caracteristicas que seus respectivos L-aminoacidos, com a unica diferenca
de formar hélices com sentido de giro para a esquerda e ndo para direita, tornando
possivel obter perturbacdo da hélice sem alterar os demais parametros (DATHE et
al., 1999).

Experimentos com modificagcbes na estrutura do peptideo por substituicdes
intercaladas com D-residuos evidenciam que a consequente perturbacdo da hélice
reduz sua permeabilizacdo em membranas neutras (ex. membranas de células
eucaridticas) mas nao naquelas carregadas negativamente, como, por exemplo, as
membranas plasmaticas de bactérias (POUNY et al.,, 1992; DATHE et al., 1996;
SONG et al., 2004). Consequentemente, ocorre notavel diminuicdo da capacidade
hemolitica do peptideo, sem gerar qualquer influéncia em sua atividade
antibacteriana contra Gram-positivas ou Gram-negativas, como observado nos
estudos com melitina (DEGRADO et al.,, 1981; OREN; SHAI, 1997), pardaxina
(SHAI; OREN, 1996), magainina 2 (KRISHNAKUMARI; NAGARAJ, 1997) e
crabrolina (WIEPRECHT et al., 1997b).

Com isso, a associacdo da estrutura a-hélice com a atividade antibacteriana de
peptideos torna-se muito complexa, de forma que a distribuicdo entre residuos
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carregados positivamente e residuos hidrofébicos ao longo da cadeia peptidica é o
fator determinante para a atividade antimembrana (DATHE et al., 1996; OREN et al.,
2002). A analise estrutural de Eiriksdottir et al., (2010) corrobora com essa
informacao, pois demonstrou que mesmo o0s peptideos a-hélice apresentarem maior
potencial de interacdo com lipidios do que aqueles com estrutura 3-folha, a maioria
dos peptideos foi capaz de interagir espontaneamente com as membranas
biologicas através de forcas eletrostaticas, ressaltando a importancia da carga

liguida do peptideo.

4.1.2.4 Ponto Isoelétrico e Carga Liquida

Assim como o ponto isoelétrico (pl), é possivel determinar a carga liquida (traducéo
livre do inglés net charge) de um peptideo, em determinado pH, através de sua
sequéncia de aminoacidos. O ponto isoelétrico de uma molécula corresponde ao
valor de pH no qual sua carga liquida € igual a zero, e caso essa molécula se
encontre em pH abaixo do seu ponto isoelétrico, esta apresentara carga liquida
positiva, sendo denominada cationica (LEHNINGER et al., 2000).

Assim como pode ser observado na Tabela 4, o Pep 1 possui pl igual a 9,31,
conferindo-lhe uma carga liquida positiva em torno de 2 em pH 7. O Pep 2 com seu
pl de 6,73 ficaria com carga liquida de aproximadamente zero nesse mesmo pH, o
que lhe atribui carater neutro nessa condi¢cdo. Assim como o Pep 1, os Pep 3 e 4
também sdo catibnicos em pH neutro, ja que apresentam carga liquida positiva em

volta de 5, considerando seu pl de 12,02.

Tabela 4: Valores de Ponto Isoelétrico (pl) e carga liquida dos quatro peptideos.

Ponto Isoelétrico (pl) Cargaliqguida*  Carater*

Peptideo 1 9,31 +2 Catibnico
Peptideo 2 6,73 0 Neutro
Peptideos 3 e 4 12,02 +5 Catibnico

* O pH considerado para o célculo da carga liquida e carater foi 7.
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Peptideos catidnicos naturais com atividade antimicrobiana possuem carga liquida
positiva entre +2 e +9, devido ao excesso de aminoacidos basicos (lisina, arginina e
histidina) em relacéo aos residuos acidos (aspartato e glutamato) (HANCOCK, 2001,
HANCOCK, BROWN, 2006). Essa classe de peptideos apresenta diversidade
estrutural e amplo espectro antimicrobiano, influenciado sobretudo pela constituicdo
de aminoacidos na estrutura priméria (THOMAS et al.,, 2010). Um estudo com
peptideos fallaxina mostrou que sua atividade bacteriana € dependente da carga
liguida positiva, pois a substituicAo de seus dois aspartatos por duas alaninas
resultou em aumento da atividade, enquanto que a troca das trés lisinas por alaninas
reduziu o efeito antibacteriano, resultado provavel do aumento ou diminuicdo da
atracdo eletrostatica entre o peptideo e a membrana bacteriana, respectivamente.
(NIELSEN et al., 2007)

A presenca de residuos com carga positiva € uma propriedade importante para a
acdo litica da maioria dos peptideos, pois os ajuda a alcancar seu alvo, incluindo
especialmente moléculas anibnicas, como a membrana plasmética e acidos
nucléicos (DNA e RNA) (HANCOCK, ROZEK, 2002). Além disso, peptideos
catibnicos conseguem se ligar aos lipopolissacarideos (LPS), moléculas carregadas
negativamente que consistem no principal componente da parede celular das
bactérias Gram-negativas. A ligacdo desses peptideos em LPS envolve o
deslocamento de cations bivalentes (Mg®* e Ca®") essenciais para a estabilidade da
superficie celular, o que resulta em rompimento da camada e facilita a entrada do
peptideo na célula bacteriana. Um mecanismo similar também é capaz de favorecer
a passagem desses peptideos pela parede celular das bactérias Gram-positivas
(HANCOCK 1997; PIERS; HANCOCK, 1994).

Pode-se também dizer que cada peptideo possui um valor 6timo de carga positiva
liquida para sua maior atividade litica. Enquanto que o acréscimo da carga positiva
proporciona aumento da afinidade de interacdo entre o peptideo e a membrana
plasmatica devido a crescente atracéo eletrostatica, a eficiéncia de permeabilizacao
atinge um nivel méaximo. Isso é observado pela diminuicdo da acdo antibacteriana
acima de determinada carga positiva, possivelmente como consequéncia da
instabilidade e da reduzida vida util dos poros formados na membrana pelos
peptideos (MATSUZAKI et al. 1997).
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Além disso, alguns estudos tém demonstrado que o padrdo de distribuicdo dos
aminoacidos basicos ao longo da cadeia peptidica também influencia na atividade
antibacteriana. A sintese de analogos de peptideos com residuos positivos bem
distribuidos permitiu observar que esta caracteristica aumenta a forga de ligagdo do
peptideo com os componentes negativos da parede celular bacteriana, reduzindo
sua eficiéncia em atravessa-la e alcancar a membrana celular (UNGER et al, 2001).
O resultado é a reducdo da atividade antibacteriana tanto pela diminuicdo da
travessia pela parede celular como por uma provavel supressao da capacidade de
reorientagdo dos peptideos na membrana plasmatica, o que dificultaria a formacgéo
de poros bem definidos e interferiria, portanto, em sua acao litica (LADOKHIN,
WHITE, 2001; PAPO, SHAI, 2003).

Ao contrario dos demais, o Pep 2 apresenta-se neutro em pH 7, o que
necessariamente ndo o exclui da classe de antibacterianos. Primeiramente, mesmo
que o caréter catibnico seja importante, 0 nimero de cargas positivas ndo parece
ser muito significante em alguns casos, como, por exemplo, as temporinas, que
apresentam apenas um residuo carregado positivamente em sua sequéncia,
suficiente para conferir acdo antibiética (MANGONI et al, 2000). Por isso, ainda que
o Pep 2 esteja neutro, ele possui em sua cadeia um residuo positivo, a histidina, e
isso ndo sendo suficiente, um experimento constatou que a passagem de peptideo
pela membrana plasmética e consequente entrada na célula somente € anulada com
a introducdo de carga liquida negativa em sua cadeia (SCHELLER et al, 1999).
Finalmente, diversos estudos verificaram auséncia de correlagcéo direta entre a carga
do peptideo e sua atividade antibacteriana (BLONDELLE, HOUGHTEN, 1992;
KIYOTA et al, 1996), além de existir varios peptideos antimicrobianos neutros
registrados em bancos de dados internacionais (WANG et al., 2010).

O consenso existe apenas em relacdo a seletividade de interacdo dos peptideos
catibnicos com a membrana bacteriana em comparagdo a membrana celular
eucaridtica. A carga positiva desses peptideos estd associada ao aumento da
seletividade de sua interagdo com os fosfolipidios carregados negativamente,
componentes majoritarios da membrana plasmatica da bactéria (TOKE, 2005). Por
outro lado, a membrana das células eucaridticas, como por exemplo os eritrocitos, é
composta principalmente por fosfolipideos zwitteridnicos, detentores de carga

resultante nula, atribuindo-lhe, por tanto, carater neutro (VERKLEIJ et al 1973). De



63

acordo com Boman (2003), a membrana eucaridtica possui, ainda, outro
componente essencial para a protecdo celular contra atividade litica dos peptideos,
o colesterol, um lipidio com capacidade comprovada de prevenir danos a membrana.
Enfim, um experimento realizado por Zelezetsky et al. (2005) foi capaz de
demonstrar alteracdes na seletividade de peptideos antimicrobianos através de

modificacdes sutis da carga e também do equilibrio de hidrofobicidade.

4.1.2.5 Hidrofobicidade Média

Vérios estudos da influéncia da anfipaticidade e da hidrofobicidade nas atividades
antimicrobiana e hemolitica sugerem que as interacdes do peptideo com
membranas sdo determinadas por um equilibrio delicado tanto das interacdes
eletrostaticas como das hidrofébicas (EPAND; VOGEL, 1999; CHEN et al. 2005).
Dathe et al. (1997) revelam que a hidrofobicidade e o momento hidrofébico, medida
guantitativa da anfipaticidade, séo efetivos moduladores da acdo antibacteriana e da
capacidade hemolitica e, portanto, muito Uteis para o melhoramento de peptideos

potenciais formadores de a-hélice e com atividade antimembrana.

Pode-se dizer que a hidrofobicidade é a capacidade intrinseca de uma molécula em
ir de uma fase aquosa para uma hidrofébica (EISENBERG et al., 1982), enquanto
gue a hidrofobicidade média (Hm) de um peptideo € uma escala quantitativa definida
pela soma dos valores de afinidade apolar de cada aminoacido da sequéncia,
dividido pelo numero total de residuos (EISENBERG et al., 1984). Quanto a essa
caracteristica, dois requerimentos devem ser considerados no caso de peptideos
antimicrobianos: Primeiramente, o peptideo deve ser solivel em agua o suficiente
para permitir 0 armazenamento em altas concentracbes e também o rapido
deslocamento até o alvo bacteriano, o que demanda uma baixa hidrofobicidade; em
segundo lugar, o peptideo deve ser capaz de interagir com a regido hidrofobica da
membrana, a fim de perturbar a estrutura da bicamada e aumentar sua
permeabilidade, exigindo, portanto, uma hidrofobicidade alta. No entanto, deve-se

considerar que uma hidrofobicidade muito alta resultaria em associagcdo entre o0s
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proprios peptideos e até mesmo precipitagdo em 4agua, dificultando seu
deslocamento na solucéo. Por outro lado, peptideos com hidrofobicidade muito baixa
apresentam afinidade insuficiente com lipideos, impedindo-os de desempenhar sua
funcdo (DATHE et al., 1999)

O valor da hidrofobicidade média foi calculado para cada uma das sequéncias deste
estudo de acordo com a escala Eisenberg, através da ferramenta computacional de
analise de sequéncia peptidica HydroMCalc, desenvolvida por Tossi e Sandri (2002).
Como podem ser observados na Tabela 5, os valores de Hm obtidos foram -0,12
para o Pep 1, 0,08 para o Pep 2, e -0,24 correspondente aos Pep 3 e 4. Nessa
escala utilizada, valores de Hm desejados para interagdo com membranas
encontram-se entre -0,3 e 0,3, permitindo, dessa forma, concluir que todos os
peptideos avaliados apresentam numeros vantajosos de quantificacdo de
hidrofobicidade para atividade antibacteriana. (EISENBERG et al., 1982).

Tabela 5: Valores de Hidrofobicidade Média e Momento Hidrofobico Médio de acordo com a escala
Eisenberg, obtidos através da ferramenta HydroMCalc.

Hidrofobicidade Média Momento Hidrofébico Médio

(Hm) (MHm)
Peptideo 1 -0,12 0,18
Peptideo 2 0,08 0,1
Peptideos 3 e 4 -0,24 0,18

Véarios estudos demonstram a influéncia da hidrofobicidade na capacidade
antibacteriana de peptideos e, enquanto Zhong et al. (1995) afirmam que a maioria
dos peptideos antimicrobianos possuem valores baixos de Hm, algumas pesquisas
ressaltam que, geralmente, um aumento da hidrofobicidade até um certo ponto ajuda
0s peptideos a alcangar a membrana hidrofébica das bactérias, o que leva a um
aprimoramento da agdo antibacteriana (MARASSI et al.,, 1999; SHAI, 1999;
SALGADO et al., 2001). Entretanto, acréscimos adicionais na hidrofobicidade, além
de determinado valor, aumentam a probabilidade de formagdo de dimeros na
solugcdo. Ao contrario dos monémeros, peptideos a-hélice em conformacdo de
dimeros ndo sdo capazes de atravessar a parede celular bacteriana e,

conseguentemente, ndo conseguem interagir com a membrana plasmatica ou
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qualquer outro alvo intracelular. Ou seja, no que diz respeito a atividade
antimicrobiana, observa-se que o0s peptideos a-hélice possuem um limiar de
hidrofobicidade, sendo possivel obter o valor 6timo de atividade, mas também de

ultrapassar esse valor e perder a funcionalidade da molécula (CHEN et al 2007).

Além disso, a hidrofobicidade oferece diferentes efeitos na atividade biolégica de
peptideos contra células eucaridticas e procaridticas. Existe forte correlagdo entre
esse parametro e a atividade hemolitica do peptideo (OHMORI et al., 1998; TACHI
et al. 2002), como demonstrado por Kwon et al (1998), que evidenciaram aumento
de hemolise por analogos do peptideo brevinina 1E que tiveram seus valores de
hidrofobicidade aumentados através de delec6es nos residuos N-terminal. Da
mesma forma, Blondelle e Houghten (1992) relataram que a substituicdo de uma
lisina por uma leucina na regido hidrofilica da hélice resultou tanto em aumento da
hidrofobicidade do peptideo como em uma maior agdo hemolitica. Finalmente, o
experimento de Dathe et al. (1999) revelou que a acdo antibacteriana contra E. coli,
P. aeruginosa e S. aureus foi maior com o0s peptideos que tiveram sua
hidrofobicidade aumentada, porém, a influéncia na atividade hemolitica foi

preponderante, resultando em diminuicdo da especificidade do peptideo.

Outras pesquisas corroboram com esses resultados (MALOY; KARI, 1995) e
propdem que a reducdo na especificidade dos peptideos esta associada a diferenca
do seu potencial em atravessar as membranas neutras e negativas. ISso porque, no
caso desta Ultima, a interagdo eletrostatica do peptideo com o0s grupos polares,
presentes na face externa da bicamada, reduz a contribuicdo da hidrofobicidade no
efeito antimembrana (DATHE et al. 1996; WIEPRECHT et al. 1997a).

4.1.2.6 Anfipaticidade e Momento Hidrofébico Médio

O potencial em adotar uma estrutura de a-hélice anfipatica € uma caracteristica
bastante comum entre diversos peptideos antimicrobianos. A conformagéo anfipatica

permite que o peptideo se incorpore na membrana, de forma que seus residuos
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polares facam interagcbes com os grupamentos fosfatos da bicamada, enquanto os
aminoacidos apolares penetram através das cadeias hidrofobicas dos lipideos
(CORNUT et al., 1993; LOHNER; EPAND, 1997).

Como observado na Figura 8, os quatro peptideos deste estudo possuem alta
probabilidade de formar a-hélice, e, por possuirem periodicidade dos residuos
polares e apolares em sua sequéncia, podem ser considerados como propensos a
formar hélices anfipaticas (DEGRADO; LEAR, 1985). A estrutura tridimensional
dessa classe de peptideos geralmente consiste em cadeias laterais polares
alinhadas de um lado e os residuos hidrofébicos do lado contrario. Essa
conformacao permite uma o6tima interacdo do peptideo com a estrutura anfipatica
das membranas biologicas (DATHE et al. 1999), além de ser considerada por
alguns pesquisadores como o Unico requerimento crucial para a entrada do peptideo
no interior das células (SCHELLER et al., 1999).

A importancia da anfipaticidade de peptideos a-hélice para sua atividade
antimicrobiana € demonstrada por diversos outros experimentos (CORNUT et al.,
1994; MALOY; KARI, 1995; PATHAK et al.,, 1995). Esse parametro pode ser
expresso gquantitativamente pelo momento hidrofébico médio (MH), definido pela
soma vetorial dos valores de hidrofobicidade de cada residuo presente na sequéncia
polipeptidica (EISENBERG et al., 1982). Sendo assim, seu valor reflete a separacao
espacial entre as cadeias laterais hidrofilicas e hidrofobicas dentro do peptideo,
consistindo em uma medida de assimetria de hidrofobicidade ou, em outras
palavras, de anfipaticidade (EISENBERG et al., 1984; NIELSEN et al., 2007).

Os valores do MH para as trés sequéncias também foram calculados de acordo com
a escala de Eisenberg e obtiveram os seguintes resultados: 0,18 para os peptideos
1, 3 e 4; e0,1 para o Pep 2 (Tabela 5). Pode-se considerar que as quatro cadeias
apresentam valores de MH moderados, pois sao valores positivos e menores que
0,25. (EISENBERG et al. 1982). Os peptideos naturais ou sintéticos com capacidade
litica possuem grande variedade de valores de momento hidrofébico, e mesmo que
muitos autores associem altos valores desse parametro com boa capacidade
antimicrobiana (ZHONG et al., 1995), sabe-se que um MH elevado acompanha uma

grande capacidade hemolitica (WIEPRECH et al.,, 1997a), tornando os valores
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moderados escolhas mais seguras para o planejamento de potenciais agentes

antibacterianos.

Existem varios experimentos que, através de substituicbes de residuos da cadeia
peptidica, foram capazes de correlacionar um aumento no momento hidrofobico
médio com o melhoramento da atividade antibacteriana, como é caso dos peptideos
melittina (SUBBALAKSHMI et al., 1999), magainina 2 (PATHAK et al., 1995) entre
outros (DESLOUCHES et al, 2004). No entanto, esses mesmos estudos
observaram consideravel efeito citotoxico desses peptideos modificados, pois
demonstraram capacidade de hemolise consideravelmente superior a dos
respectivos analogos com valores menores de momento hidrofébico. Além disso,
varias outras pesquisas similares confirmaram a perda tanto da acado hemolitica
como da antibacteriana como consequéncia da diminui¢do do MH (PEREZ-PAYA et
al., 1994; MALOY; KARI, 1995), ressaltando que a influéncia desse parametro é
mais pronunciada nas membranas neutras, como, por exemplo, a dos eritrécitos
(DATHE et al., 1999).

Assim como a hidrofobicidade, a relagdo entre o0 momento hidrofébico médio e as
atividades antimicrobiana e hemolitica é devido as modificacdes do potencial de
interacdo das regides hidrofébicas da a-hélice com os lipideos da membrana de
bactérias e eritrocitos, de forma que um aumento do HM significa maior
anfipaticidade e melhor potencial de interacdo com membranas (WIEPRECH et al.,
1997a). Contudo, o efeito desse parametro na atividade litica do peptideo é regulado
pelos valores de hidrofobicidade média, pois existe um limite de hidrofobicidade,
dentro do qual o momento hidrofobico € capaz de modular a capacidade de
permeabilizacdo do peptideo (DATHE et al., 1997; DESLOUCHES et al., 2004).

4.1.3 Busca de Anterioridade

Com a finalidade de comprovar a originalidade das sequéncias utilizadas nesse

estudo como possiveis candidatos antibacterianos, foram examinados varios
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arquivos e colecdes de peptideos antimicrobianos, todos acessiveis gratuitamente
em paginas da internet. De modo geral, essa analise consistiu em varias tentativas
de busca de cada uma das sequéncias atraves da ferramenta BLAST (do inglés
Basic Local Alignment Search Tool), método automatico de combinacbes de
alinhamentos estatisticamente significante, disponivel nos bancos de dados

detalhados a seguir.

As pesquisas realizadas nos websites BACTIBASE e CAMP ndo encontraram
resultados para as sequéncias envolvidas neste estudo, o que indica que os
fragmentos escolhidos possuem sequéncia de aminoacidos ainda néo registrada
nesses sistemas. BACTIBASE é um banco de dados de bacteriocinas, peptideos
antimicrobianos naturais, desenvolvido pelo ISSBAT (Institute of Applied Biological
Sciences Tunis) na Tunisia, em colaboracdo com o INAF (Institute of Nutraceuticals
and Functional Foods) no Canada. Seus arquivos contam com 177 sequéncias de
bacteriocinas, das quais 156 sdo produzidas por bactérias Gram-positivas e 18 por
Gram-negativas, além das trés provenientes do dominio Archaea. Todos esses
peptideos abrangem 31 géneros diferentes, no entanto, as bactérias da ordem
Lactobacillales sdo predominantes, com 113 bacteriocinas (HAMMAMI et al, 2007;
HAMMAMI et al, 2010).

Da mesma forma, CAMP (Collection of Anti-Microbial Peptides) € um server criado
pelo Centro de Informatica Biomédica (traducdo livre do inglés Biomedical
Informatics Centre) do NIRRH (National Institute for Research in Reproductive
Health), vinculado ao Conselho Indiano ICMR (Indian Council of Medical Research),
e permanece empreendido em desenvolver pesquisas de peptideos antimicrobianos
direcionadas ao entendimento da relacédo estrutura-funcéo de diversas moléculas
proteicas envolvidas na saude humana. Sua colecdo contém 4.020 sequéncias
antimicrobianas, incluindo 1.216 validadas experimentalmente, 1.153 com predi¢bes
e 1.651 patentes. A origem dos peptideos € diversa e abrange desde animais,
plantas, bactérias e fungos, até aqueles provenientes do dominio Archeae, de virus
ou mesmo de formulagbes sintéticas. Ainda assim, CAMP inclui informacdes
relacionadas a sequéncia, definicdo proteica e predi¢cao de atividade, além de dados
relacionados aos valores de MIC para organismos alvo e atividade hemolitica do
peptideo (THOMAS et al. 2010).



69

Outro local para buscas, APD2 (Antimicrobial Peptide Database-2), contém
cadastrados 2.239 peptideos antimicrobianos, em que a grande maioria apresenta
atividade antibacteriana (1825 - 81,5%), antifungica (804 - 35,9%), anticancerigena
(148 - 6,61%) ou antiviral (137 - 6,11%). Esse banco de dados foi originalmente
criado como uma tese de mestrado de um aluno sob diregdo do Dr Guangshun
Wang, com a finalidade de promover pesquisas e troca de informacfes nessa area.
Desde entdo, o sistema vem sendo expandido e atualizado, e atualmente contém
dados completos acerca dos peptideos registrados, bem como ferramentas de
busca e alinhamento e outros meios de determinacdo de propriedades estruturais e
outros valores como, por exemplo, o indice de Boman (WANG et al. 2009).

Assim como os demais, 0 APD2 também ndo encontrou as sequéncias em questao
cadastradas em seus arquivos, demonstrando apenas similaridades com outros
peptideos anteriormente registrados. O maximo de similaridade encontrada para o
peptideo 1 foi de 37,93% com o peptideo Css54, extraido do veneno do escorpiao
Centruroides suffusus suffusus, no México. A busca feita para o Pep 2 resultou em
maior similaridade (42,85%) com um peptideo presente no sapo australiano Litoria
infrafrenata, denominado Frenatina 3. Esse mesmo anfibio também é detentor de
outro peptideo registrado, Frenatina 2, o qual apresenta a mais alta similaridade com

a terceira sequéncia avaliada, com valor de 50%.

Como nao existe qualquer registro prévio das sequencias utilizadas neste estudo,

procedeu-se o0 seguimento das analises in silico.

4.1.4 Andlise do Potencial Antibacteriano

De maneira geral, para a averiguacdo da possivel utilizacdo dos peptideos
selecionados como agentes antibacterianos foram feitos os céalculos de indice de
instabilidade, meia-vida e indice de Boman, a avaliacdo do potencial de ligacdo em
membranas e, finalmente, as predi¢cdes da atividade antimicrobiana para cada uma

das sequéncias.
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4.1.4.1 indice de Instabilidade e Meia-vida

Um dos principais determinantes da estabilidade de uma proteina encontra-se em
sua estrutura primaria, porque existe forte correlacdo da presenca de alguns
dipeptideos com a sensibilidade de uma proteina a degradagéo in vivo. Observando
a frequéncia de ocorréncia de determinados dipeptideos em grupos de ambos 0s
tipos de proteinas, estaveis e ndo-estaveis, foi possivel identificar quais deles sao
predominantes em cada um dos grupos. Com esse método, péde-se calcular um
indice de estabilidade para cada proteina, revelando relacdo direta entre esses
valores e as meia-vidas dessas moléculas. Dessa forma, o indice de estabilidade
pode ser usado diretamente para predizer se determinada proteina é estavel ou néo,
considerando que valores acima de 40 representam menor meia-vida e carater
instavel (GURUPRASAD et al, 1990).

De forma geral, os indices de instabilidade dos quatro peptideos consistiram em
atributos desfavoraveis para o experimento. Esses valores, resultantes do calculo
realizado automaticamente pela ferramenta computacional disponibilizada por
Periyannan Research Group, foram de 68,25 para o Pep 1, 46,91 para Pep 2 e
38,00 para os Pep 3 e 4. Embora esse ultimo valor seja considerado como estavel, a
proximidade com o limite é preocupante. Os dois primeiros peptideos, derivados da
clivagem do G-CSF, encontram-se fora dos numeros estimados como estaveis,
provavelmente por se tratarem de fragmentos de uma molécula maior com presenca
de ligacdes dissulfeto, caracteristica também associada a estabilidade proteica. De
todo modo, ndo é aconselhado apoiar-se inteiramente nesses valores, pois, a
sequéncia de aminoacidos € apenas um dentre diversos outros fatores envolvidos
na estabilidade in vivo de uma proteina, como, por exemplo, interacdo com ligantes

e mecanismos de reconhecimento de proteases (RECHSTEINER et al., 1987).

Por outro lado, a avaliacdo da meia-vida in vivo ofereceu valores otimistas para a
analise. Esse parametro corresponde ao tempo necessario para que,
desconsiderando o processo de sintese, a quantidade de moléculas de uma
determinada proteina se reduza a metade. A estimativa procedeu-se no server
ProtParam (WILKINS et al., 1999) e baseia-se na regra do N-terminal, devido a sua

importancia em determinar a estabilidade in vivo, porém ndo € aplicavel para
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peptideos com modificacbes nessa extremidade. O estabelecimento dessa regra
deu-se por experimentos com proteinas beta-galactosidase sintetizadas com
diferentes N-terminais, que apresentaram surpreendentes variacdes nos valores de
meia-vida in vivo (de menos de dois minutos até acima de 100 horas), dependendo
apenas do tipo de residuo na posicdo N-terminal e do modelo experimental
(reticulécitos humanos in vitro, Escherichia coli e leveduras in vivo). Como as trés
sequéncias avaliadas em nosso experimento continham uma glicina no N-terminal,
seus valores de meia-vida foram iguais, correspondendo a 30 horas para células
humanas, o segundo maior tempo de acordo com a tabela de valores de todos os
aminoacidos (BACHMAIR et al., 1986; GONDA et al., 1989; TOBIAS et al., 1991,
VARSHAVSKY, 1997).

4.1.4.2 indice de Boman

Esse indice é capaz de predizer o potencial de interacdo de um determinado
peptideo com outras proteinas. O calculo do indice de interacdo é baseado em
propriedades termodinamicas de solubilidade das cadeias laterais dos aminoacidos
(RADZEKA; WOLFENDEN, 1988), de maneira que a soma dos valores da
solubilidade dos residuos (desconsiderando amidagdes e residuos prolina) de um
peptideo representa uma estimativa geral do seu potencial em se ligar com outras
proteinas, inclusive a diferentes receptores celulares. O indice de Boman néo esta,
portanto, relacionado com a atividade antibacteriana, ja que esta envolve interacao
do peptideo com lipidios ao invés de proteinas. Contudo, pode-se afirmar que esse
calculo consiste em um modo simples e eficiente de distinguir a atividade bactericida

(antimembrana) da possivel agdo hormonal de um peptideo (BOMAN, 2003).

indices menores que 1,5 kcal/mol s&o considerados baixos e como as duas
primeiras sequéncias do presente estudo apresentam valores menores que este, 1,0
(Pep 1) e -0,53 (Pep 2), conclui-se que eles tém probabilidade reduzida de interagir
com receptores e, portanto, sdo potenciais candidatos antibacterianos sem muitos
efeitos adversos (BOMAN, 2003). A terceira sequéncia, no entanto, possui um indice
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de 1,91, considerado moderado para o potencial de interacdo com proteinas. Mesmo
assim, existem varios peptideos com indices em torno desse valor, que sé&o
inteiramente capazes de exercer sua atividade antimicrobiana sem apresentar outras

funcdes aparentes, como € o caso da cecropina P1 (NIZET et al. 2001).

4.1.4.3 Potencial de Ligacdo em Membranas

Considerando principios basicos e algumas caracteristicas comprovadas,
relacionados a capacidade de determinado peptideo apresentar atividade
antimicrobiana, foi possivel realizar a predicdo do potencial de interacdo com
membranas das trés sequéncias selecionadas por meio da ferramenta
computacional disponivel em APD2. As propriedades consideradas para essa
analise foram quantidade e composicdo de aminoacidos e probabilidade
conformacional da cadeia, as quais apresentam confiabilidade estatistica adquirida
através da avaliacdo de 2.239 peptideos verdadeiramente antimicrobianos,
registrados previamente nesse mesmo banco de dados (WANG et al., 2009).

A predicdo permite peptideos com até 50 residuos, pois esse é o tamanho de 97%
das cadeias cadastradas no banco de dados, com uma média de 28 residuos. A
composicdo de aminoacidos € listada em porcentagem, de modo que os residuos
hidrofobicos sao definidos de acordo com a escala Kyte e Doolittle (KYTE;
DOOLITTLE, 1982), e incluem o triptofano, devido a sua importancia para a
interacdo com lipideos (WANG, 2002; WIMLEY; WHITE, 1996). Quanto a
probabilidade conformacional, a predicdo relaciona alta porcentagem de residuos
cisteinas com estruturas B-folha, e da mesma forma, elevada frequéncia de leucina,
alanina, glicina e lisina no peptideo, bem como a presenca de residuos hidrofébicos
em grupos de dois ou trés entre aminodacidos polares, resulta em grande
probabilidade de formacéo de a-hélice anfipatica (WANG; WANG, 2004).

O peptideo 1 do presente estudo obteve a proporcdo de 39% de aminodcidos

hidrofébicos, com no minimo cinco desses residuos dispostos na mesma face da
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molécula, implicando provavel formacgédo de a-hélice com potencial de interagir com
membranas e ter acdo antimicrobiana. O peptideo 2 apresentou 47% de
hidrofobicidade, com a presenca de no minimo sete residuos hidrofébicos na mesma
superficie, o que também lhe atribui provavel estrutura de hélice com possivel
capacidade de interacdo com membranas. Por fim, a terceira sequéncia,
correspondente aos dois Ultimos peptideos avaliados, resultou em 35% de
aminoacidos hidrofébicos, dos quais seis estavam preditos estar dispostos no
mesmo lado de uma provavel estrutura a-hélice com potencial de interagir com

membranas, possuindo, portanto, boa chance de ser antimicrobiana.

4.1.4.4 Atividade Antimicrobiana

A Ultima avaliacdo in silico foi a determinacdo da capacidade antimicrobiana dos
peptideos, realizada através de trés algoritmos diferentes, Random Forest (RF),
Discriminant analysis (DA) e Support vector machines (SVM), disponiveis no website
CAMP-Collection of Anti-Microbial Peptides (THOMAS et al., 2010). O algoritmo RF
utiliza a combinacdo de diversas arvores para a classificacdo e para regressao de
problemas (BREIMAN, 2001), diferente do DA, que tem sua classificagdo baseada
em combinacdes lineares de variaveis independentes (NORUSIS, 1988). O SVM é
uma classe de algoritmos que efetua padrdes de reconhecimento e regresséo e, por
ser muito eficiente para conjuntos extensos de informacdes, € bastante utilizado em
classificacbes de dados biolégicos (VAPNIK, 2000; MULLER et al., 2001). O
desempenho de cada um desses métodos de predicao foi avaliado pelo Coeficiente
de Correlacdo de Matthews (traducéo livre do inglés Matthews Correlation
Coefficient - MCC), que gerou valores de 0,86 (RF), 0,82 (SVM) e 0,74 (DA), o que

indica que os trés métodos possuem boa sensibilidade e especificidade.

Esse mesmo coeficiente também foi usado para a selecdo das propriedades a
serem avaliadas na predi¢cao, considerando os resultados de varios peptideos com
10-80 residuos, classificados como antimicrobianos (grupo com 2578 amostras) ou

nao-antimicrobianos (conjunto com 1200 sequéncias). Desse modo, foram
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selecionadas 64 propriedades para uma melhor exatiddo de resultados, nas quais
estdo incluidas a composicéao fisicoquimica e estrutural do peptideo e caracteristicas
de cada aminoacido. Desse total, as propriedades consideradas mais importantes
foram proporcdo e distribuicdo dos residuos carregados e dos hidrofobicos, pois
consistiram no principal determinante da atividade antimicrobiana. Além dessas, sdo
avaliados diversos outros parametros, como, por exemplo, similaridade
conformacional, hidrofobicidade, carga, polaridade, estrutura secundaria, frequéncia
de dipeptideos e tripeptideos, entre outros (THOMAS et al., 2010).

De acordo com esta predicdo, os peptideos 1 e 2 foram classificados como nao-
antimicrobianos nos trés algoritmos usados, com probabilidade alta da andlise estar
correta. Por outro lado, a terceira sequéncia avaliada obteve resultados satisfatérios
nos trés métodos de predicdo, o que significa que os peptideos 3 e 4 foram
considerados como detentores de atividade antimicrobiana. Os resultados das
predi¢cdes e os valores da probabilidade de acerto estao listados na Tabela 6.

Tabela 6: Predi¢des da atividade antimicrobiana dos quatro peptideos através dos métodos SVM
(Support vector machines), RF (Random Forest) e DA (Discriminant Analysis).

Métodos de

Predicio Peptideo 1 Peptideo 2 Peptideos 3 e 4
Support N&0-AMP N&0-AMP AMP

vector
m?scc;\r/ll)es *Probabilidade: 0,804 *Probabilidade: 0,796 *Probabilidade: 0,911
Random Nao-AMP Nao-AMP AMP

Forest

(RF) *Probabilidade: 0,562 *Probabilidade: 0,574 *Probabilidade: 0,904

Discriminant Nao-AMP Nao-AMP AMP

Analysis

(DA) **Score: 0,460 **Score: -0,002 **Score: -1,911

* Os valores de probabilidade dos algoritmos SVM e RF variam de 0 a 1 e indicam a possibilidade da
predicdo estar correta.
** Para o0 score do DA sdo considerado antimicrobianos peptideos com valores menor que -0,251.
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Considerando todas as avaliagbes realizadas anteriormente com o0s resultados
dessa predicdo, foi decido sintetizar os quatro peptideos descritos, a fim de
comparar as informacdes obtidas nessas andalises com os resultados encontrados

nos experimentos in vitro.

4.2 Analise In Vitro

7

A atividade antibacteriana in vitro de um peptideo € comumente expressa pela
concentracdo a partir da qual o crescimento bacteriano € inibido, sendo que o0s
valores variam dependendo da linhagem de bactéria testada. Essa avaliacéo é feita
pelo ensaio de Concentracdo Inibitéria Minima — MIC (do inglés Minimum Inhibitory
Concentration) que, no caso desse estudo, foi realizada através de microdiluicdo em
caldo de acordo com o CLSI/NCCLS M100-S21 (CLSI, 2011).

Os ensaios dos quatro peptideos foram feitos em duplicata e os resultados lidos
através de leitura em espectrofotbmetro de microplacas. Pelos valores de
absorbancia, verificou-se que os testes foram validos, pois os controles de validacéo
apresentaram MIC dentro do esperado. No entanto, ndo foi possivel identificar os
valores de MIC dos quatro peptideos para as cinco linhagens bacterianas testadas,
pois houve crescimento até na concentragdo mais alta utilizada nos testes, conforme

indicado no grafico 1.

Os resultados foram calculados pela variacdo da absorbancia em relacdo ao
controle da vancomicina, que representa auséncia de crescimento. Além disso,
foram calculadas as porcentagens de crescimento bacteriano em comparagdo com
os controles de viabilidade respectivos para cada linhagem, que representam 100%

de crescimento no meio sem qualquer antimicrobiano.
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Gréfico 1: Resultados da maior concentragdo (500 pug/mL) dos peptideos nos ensaios antibacterianos
de concentragdo inibitéria minima (MIC). Os valores correspondem & porcentagem de crescimento
em comparacao ao respectivo controle de viabilidade.

Considerando que os valores de concentracdo inibitéria minima devem apresentar
no maximo 5% de crescimento em relacdo ao controle de viabilidade, pode-se
observar que os quatro peptideos testados ndo apresentaram ac¢ao antibacteriana
contra as linhagens testadas, mesmo na concentracdo mais alta utilizada nos
ensaios (500 pg/mL). Em outras palavras, os dados ndo apresentaram diferenca
significativa quando analisados ha um nivel de significancia de 95%. No entanto,
como existem poucos peptideos experimentalmente comprovados como nhao-
antimicrobianos, acredita-se que o resultado negativo dos testes seja devido a
concentracgédo utilizada (BALS, 2000).

De fato, existem alguns peptideos que possuem atividade antimicrobiana apenas em
concentragbes mais altas do que a utilizada nesses ensaios, como é o caso do
peptideo OH-CATH, uma cathelicidina isolada da cobra-real, o qual apresenta valor
de MIC de 2 g/mL contra E. coli ATCC 25922, sem apresentar atividade hemolitica
mesmo em concentragcdes superiores a 200 g/mL (CHEN et al., 2009). Isso
demonstra a possibilidade em utlizar altas concentracbes de peptideos

antibacterianos.
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Além disso, mesmo néo inibindo completamente o crescimento bacteriano, o Pep 3
foi capaz de reduzir o crescimento de E. fecalis em 86,1% e de E. coli em 54,9%,
indicando, portanto, a presenca de alguma atividade antibacteriana. O mesmo pode
ser observado para o Pep 4, que reduziu o crescimento de E. coli em 58,7% se

comparado com o controle de viabilidade.

Existe também a questdo do pH em que o teste foi desenvolvido, pois a carga
liguida do peptideo altera de acordo com o pH. Em todo caso, o teste foi
desenvolvido em pH 7 em consideracdo ao pH fisiolégico da maioria dos tecidos
biolégicos. Porém, alguns 6rgdos ou tecidos sao naturalmente mais acidos, como,
por exemplo, a pele, com pH em torno de 5 (RODRIGUES, 1995). Se os peptideos
fossem utilizados nesses locais ocorreria aumento de sua carga liquida positiva,
condicdo geralmente associada com melhoramento da atividade antibacteriana
(NIELSEN et al., 2007). Por isso existem varios peptideos antimicrobianos naturais
que possuem acdo bactericida contra infeccbes na pele, como é o caso da [3-
defensina humana 3 (HBD3), produzida no epitélio e bastante efetiva contra S.
aureus, E. coli e P. aeruginosa (HARDER et al., 2001).

Considerando esses resultados, é provavel que os peptideos selecionados para o
experimento possuam atividade antibacteriana em condic6es de pH diferentes e/ou
concentracbes mais altas. No entanto, antes de cogitar um aumento na quantidade
de peptideo para inibir crescimento bacteriano, deve-se relevar o alto custo de
sintese dessas cadeias, que constitui, atualmente, uma das principais desvantagens

para o uso clinico dessa classe de agentes antibacterianos (ZHANG; FALLA, 2006 ).
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5 CONCLUSOES

As informacdes obtidas com a andlise in silico mostraram grande possibilidade das
trés sequéncias selecionadas possuirem potencial antibacteriano. Foi constatado
gque a maioria das propriedades avaliadas influencia ndo somente na acgao
antibacteriana, mas também na especificidade e citoxicidade do peptideo. A
predicdo algoritmica da atividade antimicrobiana, capaz de combinar varias dessas
propriedades em um uUnico resultado, definiu os peptideos 1 e 2 como nao-
antimicrobianos, mesmo estes apresentando resultados adequados para as
propriedades avaliadas anteriormente em separado. Por outro lado, a terceira

sequéncia foi definida como antimicrobiana, de acordo com o esperado.

Na andlise in vitro ndo foi possivel verificar evidente acdo antibacteriana dos
peptideos derivados do G-CSF (1 e 2), contudo, péde-se constatar notavel reducéo
no crescimento de E. coli pelo peptideo 4 e de E. fecalis e E. coli pelo peptideo 3.
Embora os resultados desse experimento sejam compativeis com a predic¢ao in silico
de atividade antimicrobiana, ndo foi possivel determinar a concentracdo inibitoria
minima dos peptideos testados, o que também ndo descarta a possibilidade destes
possuirem acao antibacteriana. Possivelmente, os valores de MIC consigam ser
identificados com a utilizacdo de concentracbes maiores dos peptideos
selecionados, no entanto, deve-se ponderar 0 uso de grandes quantidades, devido

ao alto custo de sintese dessas cadeias.

De todo modo, as avaliacbes consideradas na analise in silico foram de suma
importancia para a selecdo dos peptideos a serem sintetizados, pois apresentaram
in vitro resultados em concordancia com a predicdo algoritmica de atividade

antimicrobiana.
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