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RESUMO

VIEIRA, M. A. A. Avaliagdo dos efeitos antiproliferativos e citotoxicos de peptideos
sintéticos derivados de peptideos antimicrobianos de anuros. Brasilia, 2018. Monografia
(Bacharelado em Farmacia). Faculdade de Ciéncias da Saude, Universidade de Brasilia,
Brasilia, 2018.

Resisténcias microbiana e tumoral estao entre um dos mais sérios problemas de saude
publica globais. Antibidticos e agentes quimioterapicos convencionais perdem rapidamente
sua eficacia uma vez iniciado o processo de selecdo de subpopulagbes celulares
insensiveis a esses tratamentos. Sendo assim, peptideos antimicrobianos (PAMs) surgem
como potenciais alternativas terapéuticas, que ndo s6 ampliam o leque de medicamentos
disponiveis, como também sdo menos propensos a indugéo de resisténcia. O presente
trabalho se propbe a investigar as atividades biolégicas de 5 analogos do PAM
dendropsofina 1 (Dc1), bem como caracterizar sua estrutura secundaria e seu perfil de
toxicidade. Os ensaios antimicrobianos foram realizados contra as bactérias patogénicas
Staphylococcus aureus ATCC 29213; Enterococcus faecalis ATCC 29212; Enterobacter
hormaechei ATCC 700323; Klebsiella pneumoniae ATCC 700603 e Escherichia coli ATCC
25922 e contra a levedura Candida albicans ATCC 14053. Os analogos 1, 2 e 4 se
mostraram os mais ativos, principalmente contra bactérias Gram-negativas, sendo a menor
Concentragao Inibitéria Minima (CIM) observada igual a 8 uM (para o analogo 4 contra a
bactéria E. coli). O ensaio antitumoral foi realizado com células de melanoma murino da
linhagem B16F10 e nao foi detectada atividade antiproliferativa significativa para nenhum
dos peptideos avaliados. A analise por dicroismo circular revelou que todos os peptideos
foram capazes de adotar conformagao em alfa-hélice quando em presenga de micelas de
dodecilsulfato de sédio (SDS), criando um ambiente que mimetiza as membranas
biolégicas dos microrganismos. Os resultados encontrados sugerem ganho de poténcia
antimicrobiana dos analogos 1, 2 e 4 em comparagédo ao peptideo selvagem, o PAM
dendropsofina 1.

Palavras-chave: resisténcia microbiana, resisténcia tumoral, peptideos antimicrobianos,
dendropsofina 1, analogos sintéticos.



ABSTRACT

Microbial and tumoral resistance are one of the most serious problems of public world
health. Conventional antibiotics and chemotherapeutic agents lose rapidly their efficacy
once initiated the selection process of cell subpopulations that are insensitive to these
treatments. Thus, antimicrobial peptides (AMPs) emerge as potential therapeutic
alternatives that not only enhance the variety of available drugs, but also demonstrate less
chances to cause resistance. This study intends to investigate the biological activities of
5 synthetic analogues derived from the PAM dendropsophin 1, as well as, characterize their
secondary structures contents and their toxicity profile. The antimicrobial essays were
performed against pathogenic bacteria Staphylococcus aureus ATCC 29213; Enterococcus
faecalis ATCC 29212; Enterobacter hormaechei ATCC 700323; Klebsiella pneumoniae
ATCC 700603 and Escherichia coli ATCC 25922 and yeast Candida albicans ATCC 14053.
The synthetic analogues 1, 2 and 4 were the most active compounds, mainly against
Gram-negative bacteria, the smallest Minimum Inhibitory Concentration (MIC) recorded
was 8 UM (for analogue 4 tested against E. coli). The antitumoral essays were performed
against B16F10 murine melanoma cells and none of the tested peptides showed significant
antiproliferative activity. Circular dichroism analysis revealed that all peptides were able to
adopt a-helix conformation in the presence of sodium dodecyl sulfate (SDS) micelles, a
membrane-mimetic environment. These results suggest enhanced antimicrobial potency of
analogues 1, 2 and 4, comparing to the wild-type peptide, the PAM dendropsophin 1.

Keywords: microbial resistance, tumoral resistance, antimicrobial peptides, dendropsophin
1, synthetic analogues.
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1. INTRODUGAO

O surgimento de microorganismos resistentes aos tratamentos convencionais
representa uma séria ameacga a saude publica e tem gerado preocupagéo ao redor de todo
o mundo. Tal cenario tem sido moldado por uma combinacao de fatores, dentre eles esta
a excessiva confianga dirigida as tradicionais drogas antimicrobianas, mesmo que estas
possuam limitagdes ainda nao superadas (NARAYANA e CHEN, 2015).

Além disso, o uso inadequado de antibidticos na pratica clinica e na industria
pecuaria representam atividades humanas capazes de acelerar o processo evolutivo
natural de resisténcia, ao ponto de ja existirem patdgenos considerados intrataveis,
situacdo particularmente preocupante no contexto das infeccoes hospitalares. Contribui
também o crescente desinteresse das industrias farmacéuticas na pesquisa de novos
agentes antiinfecciosos, devido aos grandes investimentos necessarios e baixa
perspectiva de lucro, de modo que companhias menores e institutos académicos tém
desempenhado uma atuagdo mais efetiva nessa area (NARAYANA e CHEN, 2015;
CONLON, 2004).

Os problemas de resisténcia enfrentados no tratamento de bactérias e fungos
também estdo presentes em doengas causadas por virus, parasitas, protozoarios e até
mesmo no cancer (CONLON et al., 2014a).

Cancer permanece sendo uma das principais causas de morbidade e mortalidade
ao redor do mundo, apesar dos recentes avangos nos tratamentos. A eficacia das atuais
abordagens quimioterapicas € limitada pela sua baixa especificidade, visto que seu
mecanismo de acado afeta também as células normais, resultando em efeitos adversos e
limitagdes de dosagem (JANGA et al, 2011). Adicionalmente, as drogas convencionais
falham em eliminar os tumores por completo devido a resisténcia por parte das células
cancerigenas, sendo essa a principal causa de recorréncias tumorais (YANG et al, 2013).
Além disso, células neoplasicas quiescentes ou que se proliferam lentamente sao

refratarias aos farmacos que afetam a diviséo celular (LIBERIO et al, 2013).



Em vista dessa conjuntura, torna-se necessaria a busca por novos tipos de drogas
que nao s6 ampliem o arsenal de combate a essas patologias, como também apresentem
propriedades toxicologicas superiores aos atuais tratamentos. Outras caracteristicas
desejaveis para as novas terapias seriam a elevada poténcia de agdo, mecanismos que
limitem a selegc&o de cepas resistentes e auséncia de contato prévio entre os patdégenos e
essas moléculas (CONLON et al, 2012; SANI et al, 2015).

Nesse sentido, algumas das inovagbes mais promissoras e que atendem aos
critérios citados sao os peptideos antimicrobianos (PAMs). Esses compostos estdo
abundantemente distribuidos na natureza e possuem amplo espectro de agédo contra uma
grande variedade de patdogenos (NARAYANA e CHEN, 2015). A pele de anfibios é
particularmente rica em PAMs farmacologicamente ativos, despertando um crescente
interesse clinico (MANGONI et al, 2015). O estudo da relagao estrutura-atividade desses
PAMs permite o desenho racional e sintese de peptideos analogos, com realce de suas
propriedades mais satisfatorias (MAI et al, 2015).

Dessa forma, o presente trabalho se propde a contribuir para a ampliagdo do leque
de conhecimentos acerca de PAMs oriundos de anuros e seus analogos, avaliando seu
potencial terapéutico frente a diferentes microorganismos e células, bem como elucidando

seu perfil de toxicidade e caracteristicas estruturais.



2. OBJETIVOS
2.1. OBJETIVO GERAL

Este estudo tem como objetivo avaliar os efeitos antiproliferativos e citotdxicos de
analogos do PAM dendropsofina 1 (Dc1) sobre bactérias e fungos patogénicos, bem como
células tumorais, de modo a investigar seu potencial terapéutico.
2.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Avaliar in vitro a capacidade inibitéria do PAM Dc1 e de seus analogos sobre a
proliferacao de bactérias e fungos patogénicos por meio da determinagéo da CIM
(concentragao inibitéria minima);

e Avaliar in vitro a capacidade inibitéria do PAM Dc1 e de seus analogos sobre a
proliferacao de células tumorais por meio da determinagdo do percentual de
viabilidade celular;

e Determinar a composicdo de elementos de estrutura secundaria dos peptideos

testados com o emprego de dicroismo circular.



3. REFERENCIAL TEORICO

3.1. RESISTENCIA

A selecdo de resisténcia é um acontecimento comum a qualquer organismo.
Mutagdes provocam variagdes genéticas em um grupo, de modo que o surgimento de
genes que conferem resisténcia a doengas € um processo natural. Contudo, pressbes
seletivas externas podem acelerar a propagacdo desses genes, provocando um grande
aumento na proporgao de individuos resistentes e assim perpetuando a caracteristica que
os favorece (ROY and KIRCHNER, 2000; OMS, 2014; HERSHBERG, 2015).

Dessa forma, a resisténcia as drogas pode ser classificada em primaria (intrinseca)
ou secundaria (adquirida), como ilustrado na Figura 1. A resisténcia primaria é de
ocorréncia natural em uma populagao, ou seja, mesmo sem prévia exposi¢do a droga em
questao alguns individuos ja possuiam fatores pré-existentes que os permitem sobreviver
a terapia aplicada. Ja a resisténcia adquirida se desenvolve durante um tratamento a alvos
inicialmente sensiveis, devido a mutagdes que ocorreram nesse periodo de exposigcao
(HOLOHAN et al, 2013; PERLIN et al, 2017).

A ocorréncia de resisténcia a drogas esta presente ndo apenas em
microorganismos, como também em células cancerigenas, que costumam ser
geneticamente instaveis. Isso porque ambos compartilham caracteristicas como a rapida
divisdo celular e a elevada frequéncia de mutagdes, fatores que propiciam a selecado natural
de individuos resistentes (MANSOORI et al, 2017).

Atualmente a espécie humana é forgada a enfrentar um dos maiores problemas de
saude publica da histéria: a resisténcia multipla a antibiéticos (BRAGG et al, 2018).
A Organizagao Mundial da Saude (OMS) afirma que a resisténcia microbiana alcangou
niveis alarmantes em muitas partes do globo, indicando que muitos dos disponiveis
tratamentos para infecgdes comuns estdo se tornando inefetivos. A OMS ja foi notificada
sobre a ocorréncia de resisténcia a antibiéticos em mais de 500.000 pessoas em 22 paises,

sendo importante ressaltar que a maioria dos dados sao oriundos de pacientes em severas



condigcbes, de modo que infeccbes adquiridas na comunidades encontram-se
sub-representadas, o que gera lacunas nos dados epidemioldgicos (OMS, 2014).

Para cada nova descoberta de terapia antibacteriana prevé-se o surgimento de
resisténcia clinicamente relevante em um periodo de meses ou anos. Quando bactérias
sofrem mutagbes que lhes conferem resisténcia ao antibidtico empregado, todas as
bactérias sensiveis sdo mortas, enquanto que as resistentes se proliferam e passam a
ocupar o espago deixado, tornando-se a variedade dominante da populagdo. Se um
antibiotico € administrado em doses subterapéuticas esse processo torna-se ainda mais
acentuado (WALSH, 2000).

Uma unica mutagdo esponténea ja pode ser o gatilho, mas para a maioria dos
antibioticos sdo necessarias multiplas mutagdes para atingir-se relevante resisténcia.
Frequentemente, tais alteragdes genéticas envolvem um aumento na expressdao de
bombas de efluxo, de modo a expulsar da célula uma variedade de drogas. O principal
mecanismo pelo qual ocorre a rapida disseminagao de genes de resisténcia entre bactérias
€ a transferéncia horizontal de plasmideos, os quais se replicam de forma independente e
sdo passados de uma célula para outra e até mesmo para outras espécies (WALSH, 2000;
TOPRAK et al, 2012; NARAYANA e CHEN, 2015).

O uso frequente e profilatico de antifungicos também conduziu a um cenario de
resisténcia para essa classe de farmacos. Varios mecanismos de resisténcia fungica ja
foram identificados, incluindo alteragbes do alvo farmacoldgico, superexpressdo de
multiplos transportadores de drogas, ativagdo de respostas de estresse que resultam em
adaptacao, degradagao de drogas e barreiras de permeabilidade associadas a biofilmes.
(PERLIN et al, 2017; PARENTE-ROCHA, 2017; REVIE et al, 2018).

A resisténcia também é um problema encontrado no tratamento de cancer, tanto
frente a agentes quimioterapicos quanto em relacdo a terapias que envolvem alvos
moleculares especificos. Ambas abordagens tornam-se limitadas devido a mecanismos de
resisténcia comuns a muitos tumores, como ativacao de vias de sobrevivéncia, modificacao

dos alvos celulares, superexpressao de proteinas responsaveis por resisténcia a multiplas



drogas (MDR), inibicdo da morte celular por meio da supressao da apoptose, alteragdo no
metabolismo da droga e intensificacdo no reparo de DNA e na amplificacdo de genes

(JANGA et al, 2011; MANSOORI et al, 2017).
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Figura 1. Mecanismos que governam as resisténcias intrinseca e adquirida (Fonte:

adaptado de REVIE et al, 2018).

Além disso, € bem reconhecida a particular heterogenicidade molecular de certos
tipos tumorais, de modo que a resisténcia surge devido a selecdo de subpopulagdes
resistentes, que passam a ser o subtipo predominante (HOLOHAN et al, 2013).

A resisténcia por si s0 ndo é uma doenca, visto que nao existe diferenga na
severidade dos danos causados por microorganismos e células cancerigenas resistentes
em comparacdo com seus equivalentes suscetiveis. A resisténcia normalmente nao se
trata de um problema relacionado a patologia e sim as limitadas opg¢des terapéuticas
existentes, dependendo-se de um numero restrito de tratamentos. Por isso, o
desenvolvimento de terapias alternativas € essencial, visto que assim a resisténcia nao
sera eliminada, mas deixara de ser um aspecto tdo prejudicial a saude global (OMS,

2018e).



3.1.1. MICROORGANISMOS

Microorganismos possuem uma notavel capacidade de apresentar resisténcia a
agentes antimicrobianos, o que ameaca as limitadas opg¢des de tratamento disponiveis e
prenuncia uma futura crise na saude publica (REVIE et al, 2018). A resisténcia
antimicrobiana impacta de forma abrangente em terapias antibacterianas, antifungicas,
antiparasitarias e antivirais (OMS, 2014).

Dentre as bactérias resistentes mais comumente reportadas encontram-se
Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae e Staphylococcus aureus (OMS, 2018c¢). E. coli e
S. aureus sao encontradas tanto na comunidade quanto em infecgdes hospitalares, de
modo que no contexto hospitalar geralmente se apresentam em sua forma mais perigosa,
como E. coli produtora de enzimas betalactamases de espectro estendido (ESBL) e
S. aureus resistente a meticilina (MRSA). A variante de K. pneumoniae produtora de
carbapenemase (KPC) também predomina em ambientes hospitalares, bem como
Enterococcus faecalis resistente a vancomicina (VRE) (OMS, 2018e). Enterobacter
hormaechei tem sido reportado como um dos patdgenos nosocomiais mais associados a
surtos infecciosos em unidades neonatais (MEZZATESTA et al, 2012). No que concerne
as leveduras resistentes, merece destaque o fungo Candida albicans (OMS, 2018e).

O surgimento de resisténcia antimicrobiana tem sido acelerado pelo uso excessivo
e indiscriminado de antimicrobianos, tanto na saiude humana quanto na pecuaria.
A automedicagdo muitas vezes incorre em uso profilatico desnecessario, uso divergente
da indicacdo terapéutica do medicamento e uso incompleto, sem que se cumpra a
dosagem ou duracao do tratamento requerida, além de ndo contar com o acompanhamento
de um profissional da saude (OMS, 2018d).

Essa situagao se torna particularmente emergencial quando se nota a auséncia de
inovacdes terapéuticas recentes (Figura 2). Até os anos 70 muitas drogas antibacterianas
foram descobertas, as quais os patdgenos mais comuns eram inicialmente sensiveis.
Porém, a dultima nova classe de antibacterianos surgiu ainda na década de 80,

evidenciando um grande hiato na evolugéo das terapias, que permanece até hoje (OMS,



2014). Drogas antifingicas também geram especial preocupacgao, visto que o tratamento

de infecgdes fungicas invasivas se restringe a apenas 3 grandes classes de farmacos

(REVIE et al, 2018).
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Figura 2. Linha do tempo das descobertas de distintas classes de drogas antibacterianas.

(Fonte: adaptado de OMS, 2014)

O cendrio resultante desse panorama caracteriza-se principalmente pelos prejuizos

trazidos aos doentes. Pacientes portadores de infecgbes resistentes estdo mais sujeitos a

desfechos clinicos negativos e morte, quando comparados a pacientes infectados por

patdgenos suscetiveis. Além disso, demandam maiores gastos em cuidados de saude

devido ao prolongado tempo de internacéo, necessidade de exames adicionais e de drogas

mais caras (OMS, 2018d).

Reflexos graves sao notados na terapia de pacientes particularmente vulneraveis,

como os imunocomprometidos, os que recebem quimioterapia e os transplantados, visto



que quando o tratamento da infecgéo falha nesses frageis individuos as consequéncias

costumam ser fatais (OMS, 2014).

3.1.1.1. Staphylococcus aureus

Staphylococcus aureus € uma bactéria Gram-positiva que faz parte da flora natural
da pele e do nariz, considerado um dos mais importantes patdégenos humanos.
Esse microorganismo pode causar uma variedade de infecgbes dérmicas e 6sseas, além
de pneumonia e septicemia. Consiste também na causa mais comum de infeccbes
pos-operatérias e na terceira maior causa de doencgas de origem alimentar, visto que
algumas cepas sao capazes de produzir toxinas potencialmente fatais, causadoras de
intoxicagao alimentar severa (OMS, 2014; BEYENE et al, 2017).

A resisténcia as drogas de primeira linha que tratam infecgbes causadas por
S. aureus ja encontra-se largamente difundida e o principal motivo € a emergéncia de cepas
de Staphylococcus aureus resistentes a meticilina (MRSA). Estima-se que pacientes com
MRSA séo 64% mais propensos a morrer do que pessoas infectadas pelo mesmo patégeno
em sua forma ndo-resistente (GOULDA et al, 2012; OMS, 2018d).

A resisténcia de cepas MRSA foi resultado de mutagées em um gene que codifica
proteinas do sitio de ligagdo envolvido na agao de todos os farmacos betalactamicos, o que
significa uma resisténcia cruzada a penicilinas, cefalosporinas e carbapenémicos (OTTO,
2012; OMS, 2014).

Algumas cepas de MRSA encontradas em hospitais também se tornaram
resistentes a antibidticos adicionais como eritromicina, clindamicina, ciprofloxacino e
tetraciclina. Dessa forma, em muitos casos, s6 é possivel o tratamento com vancomicina,
antibiotico com consideravel menor eficacia que betalactdmicos. Outra opgdo é a
teicoplanina, a qual pode ser administrada apenas por injegdes, além de exigir
monitoramento de efeitos colaterais. Contudo, raros casos de cepas

vancomicina-resistentes (VRSA) ja foram relatados (OTTO, 2012; OMS, 2014).
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3.1.1.2. Escherichia coli

Escherichia coli € uma bactéria Gram-negativa comumente encontrada na flora
intestinal de animais e humanos. A maioria das cepas de E. coli sao inofensivas, mas
algumas podem causar séria intoxicagao alimentar. Esse tipo de infecgdo costuma ser
transmitida pelo consumo de agua e alimentos contaminados, resultando em sintomas
como colicas abdominais, diarréia, febre e vomitos. A maioria dos pacientes se recupera
em um periodo de 10 dias, mas, em certos casos, a doenga pode representar perigo de
vida (OMS, 2018a; OMS, 2018b).

Por outro lado, E. coli € também a causa mais frequente de infecgbes renais e do
trato urinario, tanto adquiridas em hospitais quanto na comunidade. Além disso, € o mais
comum patdgeno associado a infecgbes da corrente sanguinea, assim como esta muito
presente em infecgdes intra-abdominais e em meningite neonatal (OMS, 2014).

A resisténcia em E. coli é alcangada diversamente, seja por mutagdes, sendo essa
geralmente a causa para a ineficacia de fluoroquinolonas, seja por aquisigdo de elementos
geneticos moveis, que explica a resisténcia a penicilinas de amplo espectro (ampicilina,
amoxicilina) e a cefalosporinas de terceira geragdo (OMS, 2014).

Fluoroquinolonas compdem tratamentos orais antibacterianos largamente utilizados
na comunidade, sendo uma das principais classes usadas para tratar infec¢cbes urinarias.
Cepas de E. coli resistentes a esses farmacos ocorrem em proporgdes variadas ao redor
do mundo, mas existem paises nos quais o tratamento com ciprofloxacino ja se mostra
inefetivo em mais da metade da populagéo (OMS, 2014; OMS, 2018d).

Cefalosporinas de terceira geragdo costumam ser utilizadas em tratamentos
intravenosos de severas infecgdes hospitalares. A resisténcia a cefalosporinas de terceira
geracao é primordialmente conferida por enzimas conhecidas como betalactamases de
espectro estendido (ESBLSs), as quais sao capazes de impedir a agédo de varios antibioticos
betalactamicos e se propagam entre diferentes espécies de bactérias. (OMS, 2014).

Infeccbes severas causadas por E. coli portadora de ESBL necessitam ser tratadas

com terapias mais amplas, sendo que a classe dos carbapenémicos costuma ser a Unica
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opgao disponivel nesses casos. Isso implica em custos elevados e em estimulo ao
surgimento de resisténcia da E. coli a antibiéticos carbapenémicos (OMS, 2014)

Dessa forma, € bastante preocupante a emergéncia recente de cepas produtoras
de metalo-betalactamases, que virtualmente seriam capazes de conferir a E. coli

resisténcia a todos os farmacos betalactamicos existentes (OMS, 2014).

3.1.1.3. Klebsiella pneumoniae

Klebsiella pneumoniae, assim como E. coli, € um frequente colonizador do intestino
de humanos e de outros vertebrados. Esse patégeno € a principal causa de infec¢des de
origem hospitalar, colonizando individuos vulneraveis como criangas, imunossuprimidos,
diabéticos e pacientes de UTIl. As mais comuns infecgbes causadas por K. pneumoniae
sdo urinarias e respiratorias, além de bacteremias em neonatos (OMS, 2014). A taxa de
mortalidade para pneumonias nosocomiais causadas por esse patdogeno pode exceder
50% em pacientes vulneraveis, mesmo quando tratados com antibacterianos adequados
(OMS, 2014; OMS, 2018d).

De forma similar a E. coli, K. pneumoniae também revela ampla resisténcia a
fluoroquinolonas, além disso, ambos compartilham o principal mecanismo pelo qual
adquirem resisténcia: transferéncia horizontal de plasmideos (OMS, 2014).

K. pneumoniae foi o primeiro microorganismo no qual identificou-se a presencga de
ESBL, apenas posteriormente essa caracteristica foi transferida a E. coli. Para os
microorganismos dotados dessas enzimas, muitos betalactamicos de amplo espectro sdo
inefetivos, restando apenas os farmacos carbapenémicos como opcgéo viavel de
tratamento. K. pneumoniae € a principal causa de infecgbes geradas por bactérias
resistentes a carbapenem em todo o mundo, visto que todos os mais importantes genes
envolvidos na producdo de enzimas carbapenemases estdo presentes nesse
microorganismo (OMS, 2014).

De forma andloga as opc¢des disponiveis para E. coli, cefalosporinas de terceira

geracgao sao o tratamento intravenoso padrao de infecgdes nosocomiais severas causadas
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por K. pneumoniae, mas tornam-se ineficazes para cepas ESBL positivas. A segunda
opgao é o emprego de antibidticos carbapenémicos, que por sua vez sio inviabilizados
para cepas de K. pneumoniae produtoras de carbapenemase (KPC) (OMS, 2014).

Em alguns paises, antibioticos carbapenémicos ja ndao funcionam em mais da
metade dos pacientes acometidos por infecgdes causadas por K. pneumoniae. Os reflexos
de tal cenario sdo semelhantes aos relatados para E. coli, com um agravante: apdés
esgotadas as opgdes discutidas, restam ao tratamento de KPC apenas as drogas
tigeciclina e colistina. Ambas sdo menos efetivas, provocam maior toxicidade, séo de dificil
acesso e altamente suscetiveis ao surgimento de resisténcia se usadas como monoterapia

(OMS, 2018d; OMS, 2014; PETROSILLO et al, 2013).

Tabela 1. Panorama mundial da resisténcia observada para bactérias causadoras de
infecgbes na comunidade e em hospitais. Seis regiées foram avaliadas: Africana, das
Américas, Mediterranea Oriental, Européia, Sudeste Asiatica e Ocidental do Pacifico

(Fonte: adaptado de OMS, 2014).

Bactéria/ Exem plos de N° de Estados membros N° de Regides que
Eettons d oA que forneceram dados reportaram 50% ou mais
S S W el (total= 194) de resisténcia
Escherichia colif Infecgdes do trato
- vs 32 ger. cefalosporinas urinario e da corrente 86 5/6
- vs fluoroquinolonas sanguinea 92 5/6
Klebsiella pneumoniae/ Pneumonia, infec¢des
- vs 32 ger. cefalosporinas do trato urinario e da 87 6/6
-vs 32 ger. corrente sanguinea 71 2/6

carbapenémicos

Staphylococcus aureus/

o Infecgbes na corrente
- vs meticilina

sanguinea e feridas 85 5/6

3.1.1.4. Candida albicans
Fungos sdo eucariotos primitivos que, em sua maioria, comportam-se como
microorganismos oportunistas, ou seja, apenas causam doengas quando as defesas

imunes do hospedeiro encontram-se deficientes. A mortalidade global atribuida a infecgées
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fungicas ¢é estimada em 1,5 milhdo de mortes anuais (SANGLARD et al, 2009; REVIE et al
2018).

Candida albicans, além de ser o fungo patogénico mais frequente, € também o
principal de sua classe a causar infecgdes nosocomiais, com taxas de mortalidade que
excedem 40%, ainda que tratando-se o processo infeccioso (REVIE et al, 2018). A principal
patologia associada a esse microorganismo € a candidiase, considerada a infecgao fungica
mais comum em todo mundo, bem como um dos principais problemas para pacientes de
UTI (OMS, 2014).

Dependendo do grau de vulnerabilidade do hospedeiro, a candidiase pode se
manifestar tanto na forma de infecgbes superficiais quanto em sua forma invasiva na
corrente sanguinea, chamada candidemia (OMS, 2014).

Existem mais de 20 espécies de Candida, de modo que a resposta a terapia
antifungica difere entre tais subtipos. Alguns paises reportam o surgimento de resisténcia
entre organismos causadores de candidemia, situacdo observada principalmente entre os
tratamentos antifiUngicos empreendidos com azéis (OMS, 2014).

Atualmente a medicina dispdes de apenas trés classes de antifungicos capazes de
tratar sérias infecgbes: azodis, equinocandinas e polienos. Azéis sdo as drogas mais
comuns usadas em infec¢des por Candida, contudo algumas espécies sao inerentemente
menos sensiveis a essa opgao de tratamento e outras apresentam resisténcia ao longo de
tratamentos prolongados. Quando disponiveis, as equinocandinas sdo o tratamento de
escolha empirico, visto que o farmaco anfotericina B € um polieno que exibe maior
toxicidade quando comparado as duas outras classes (OMS, 2014).

Apesar de muitas infecgdes por Candida resistentes a azdis poderem ser tratadas
com drogas de outras classe, € necessario levar em consideragdo a auséncia de
formulagdes orais e o fato de muitos paises subdesenvolvidos disporem apenas dos azéis
como tratamento antifungico. A variabilidade geografica causa diferengas em dados de

incidéncia de resisténcia fungica, porém em certos lugares metade das infecgdes causadas
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por Candida sao insensiveis as terapias de primeira linha, despertando a necessidade de

novas drogas (OMS, 2014).

3.1.1.5. Enterococcus faecalis

Enterococcus spp. sao bactérias comensais Gram-positivas vastamente
distribuidas em aves e mamiferos, incluindo seres humanos. Enterococcus faecalis
provoca essencialmente infecgbes gastrointestinais, mas em menor extensdo é capaz
também de colonizar pele, trato genitourinario e cavidade oral (SABOUNI et al, 2016;
BRAGA et al, 2018).

Enterococos constituem a segunda maior causa de infec¢gdes nosocomiais do trato
urinario e a terceira mais importante fonte de infecgdes bacterianas na corrente sanguinea.
Esses patdgenos tem ganhado resisténcia a quase todo o espectro de antimicrobianos,
incluindo vancomicina (VRE), considerada o mais potente agente que pode ser empregado
no combate de infecgbes enterocdcicas (EMANEINI et al, 2016).

E. faecalis é capaz de obter resisténcia através de transferéncias de plasmideos,
mudangas cromossomais e mutagdes. E. faecalis funciona também como fonte de
resisténcia antimicrobiana para outras espécies de patdgenos, € o caso da transferéncia
de genes envolvidos na resisténcia a vancomicina para S. aureus, resultando em cepas de
S. aureus resistente a vancomicina (VRSA) (JAKOVAC et al, 2017; BRAGA et al, 2018).

A elevada ocorréncia de VRE traz consigo uma preocupacéo global e seu destaque
como um dos principais patdogenos envolvidos em infeccbes nosocomiais se deve a sua
elevada propensdo a habitar o trato gastrointestinal, persisténcia em ambientes
hospitalares, plasticidade de seu genoma, posse de elementos genéticos moéveis e
aumentada mortalidade (SABOUNI et al, 2016).

A epidemiologia de VRE varia bastante entre hospitais, uma vez que depende de
diferentes aspectos, como o tipo de populacéo de pacientes, padrdes de uso de antibidticos
e localizacao geografica (SABOUNI et al, 2016). Isso dificulta o real dimensionamento do

problema, importante para a elaboragéo de novas abordagens terapéuticas.
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3.1.1.6. Enterobacter hormaechei

Bactérias pertencentes ao género Enterobacter sao microorganismos anaerobios
facultativos Gram-negativos. Sao saprofiticos, sendo encontrados no solo e em esgotos,
além de comporem a flora comensal enddégena do trato gastrointestinal humano, o que
dificulta estratégias de controle e prevencao (MEZZATESTA et al, 2012).

Espécies que integram o complexo Enterobacter cloacae s&o amplamente
encontradas na natureza e podem atuar como patdégenos. Existe uma heterogeneidade
gendmica nesse grupo, que comporta seis espécies: Enterobacter cloacae, Enterobacter
asburiae, Enterobacter hormaechei, Enterobacter kobei, Enterobacter Iludwigii e
Enterobacter nimipressuralis (TOWNSEND et al, 2008; MEZZATESTA et al, 2012).

Dentre esses, E. hormaechei € um dos patdégenos mais clinicamente encontrados
em humanos. As cepas pertencentes ao complexo E. cloacae estao entre as mais comuns
causa de bacteremias nosocomiais provocadas por espécies Enterobacter, que por sua
vez encontram-se entre os dez patdégenos mais frequentes em UTls. As espécies desse
complexo também sdo responsaveis, em menor grau, por causar infec¢des urinarias,
dérmicas e intra-abdominais, além de endocardite, artrite séptica e osteomielite
(MEZZATESTA et al, 2012).

Séo patdgenos que possuem a tendéncia a contaminar materiais hospitalares,
como equipamentos cirurgicos e solu¢des de heparina utilizadas para irrigar dispositivos
intravasculares, por isso esses microorganismos sao frequente causa de bacteremias
nosocomiais associadas a cateteres. E. hormaechei tem sido associado a infecgdes
sépticas em unidades neonatais, podendo ser transmitido a recém-nascidos por meio de
fluidos intravenosos contaminados, solugdes de nutricido parenteral e equipamentos
médicos (MEZZATESTA et al, 2012).

Estudos recentes revelam elevada prevaléncia de ESBL em E. hormaechei, o que
inviabiliza o tratamento com penicilinas e todas as geragdes de cefalosporinas, restando

apenas cefamicinas e carbapenémicos. Colistina é o ultimo recurso disponivel para tratar
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infeccdes de risco de vida quando a cepa Enterobacter infectante & resistente a
carbapenémicos. Dessa maneira, a recente detecgéo de resisténcia a colistina em certas
regides é bastante alarmante, visto que configura uma infecgéo intratavel (MEZZATESTA

et al, 2012; OMS, 2018d).

3.1.2. MELANOMA

Cancer é um termo genérico para um grande grupo de doengas, caracterizadas
pelo crescimento anormal e irregular de células, que podem invadir tecidos adjacentes ou
se espalhar para outros 6rgaos. As causas sao mutagdes genéticas oriundas de fatores
herdados ou de estimulos ambientais, confluindo em um conjunto de alteragdes bastante
caracteristicas, como: ativagédo de proto-oncogenes, desativagédo de genes supressores de
tumor, inativacdo de mecanismos de apoptose, angiogénese intensa, evasado ao sistema
imunoldgico e ilimitado potencial replicativo (LIBERIO et al, 2013; MULDER et al, 2013;
SARKAR et al, 2013; OMS, 2018f).

Cancer pode afetar quase todas as partes do corpo e possui muitos subtipos
anatébmicos e moleculares. Consiste na segunda principal causa de mortalidade global,
responsavel pela morte de 8,8 milhdes de pessoas apenas em 2015 (OMS, 2018f).

Apesar dos recentes avancos na area, cancer de pele ainda é considerado uma das
mais devastadoras doengas do mundo moderno e estima-se que sua incidéncia € de um
em cada trés canceres diagnosticados. Melanomas representam apenas um dos tipos de
cancer de pele, um pequeno subconjunto de grande impacto na saude publica, visto que €
considerado o neoplasma cutdneo mais fatal e uma crescente malignidade entre a
populagédo mais jovem. Prova disso é o fato de 80% das mortes atribuidas a cancer de pele
serem causadas por melanoma, além de possuirem risco de metastase aumentado
(EVANS et al, 2013; GORANTLA e KIRKWOOD, 2014; CARVALHO et al, 2015; OMS,
2018q).

Melanoma afeta células da epiderme chamadas melandcitos, os quais produzem o

pigmento melanina, responsavel por proteger a pele da radiagdo ultravioleta (UV).



17

Alguns dos fatores de risco que tornam o individuo mais suscetivel a esse tipo de cancer
sdo: excessiva exposicao ao sol, histoérico de queimaduras solares, pele clara, histérico
familiar de melanoma e imunossupressdo decorrente de envelhecimento
(SOMASUNDARAM et al, 2013; GORANTLA e KIRKWOOD, 2014; OMS, 2018g).

Atualmente, cerca de 132.000 casos de melanoma ocorrem globalmente a cada
ano, com crescente incidéncia na ordem de 3% a 8% anualmente. Projeta-se uma elevagao
ainda maior nesse numero devido ao comprometimento da camada de 0z0nio, responsavel
por filtrar os raios solares ultravioletas. Acredita-se que um decréscimo de 10% nos niveis
de ozébnio resultara em 4.500 casos de melanoma adicionais (CARVALHO et al, 2015;
OMS, 2018g).

O tratamento de melanoma normalmente requer cirurgia e para os tumores em
estagio mais avancado a combinagcdo de terapias quimioterapicas, adjuvantes,
imunoldgicas e alvo-direcionadas tem se mostrado a melhor abordagem. Isso porque
monoterapias com dacarbazina, fotemustina e temozolomida demonstram baixa
efetividade e rapido desenvolvimento de resisténcia por parte do tumor (ASCIERTO et al,
2014; GORANTLA e KIRKWOOD, 2014; SONDAK e GIBNEY, 2014; CARVALHO et al,
2015).

A necessidade de politerapias se deve principalmente ao fato de melanomas serem
neoplasmas altamente heterogénicos, compostos por subpopulagdes de células com
distintos fenétipos moleculares e biologicos. Tal diversidade colabora para a ocorréncia de
autorrenovacgao, diferenciacao, iniciagao, progressdo e manutengdo tumoral, bem como
para a resisténcia aos tratamentos (SOMASUNDARAM et al, 2013).

Monoterapias normalmente afetam apenas algumas subpopulagdes tumorais,
permitindo que as demais sobrevivam e repopulem o tumor apenas com clones resistentes.
Em vista disso, fica clara a necessidade de constante pesquisa e descoberta de novas
drogas antitumorais, compondo assim um rico arsenal para a escolha da melhor

combinacgao de farmacos no tratamento de melanomas (SOMASUNDARAM et al, 2013).
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3.2. PEPTIDEOS ANTIMICROBIANOS

Peptideos antimicrobianos (PAMs) sdo compostos naturais evolutivamente
conservados que estao presentes em muitas formas de vida, integrando a imunidade inata
dos organismos, ou seja, atuando como primeira linha de defesa imediata. Servem tanto
como barreiras de defesa constitutivas (substancias naturalmente produzidas) quanto
induzidas (ativadas apds exposicdo a ameacga). Mais de 2000 PAMs de fontes diversas
tém sido listados como moléculas dotadas de amplo espectro de atividades, como
antibacteriana, antifungica, antiviral, antitumoral e até mesmo imunomodulatéria
(RAHNAMAEIAN, 2011; MULDER et al, 2013; ANGELIQUE et al, 2015).

PAMS normalmente possuem entre 12 e 50 aminoacidos. Apesar das diferencas
em suas estruturas secundarias, a grande maioria dessas moléculas compartilha certas
caracteristicas. Sao majoritariamente catibnicos, a presenga de residuos basicos como
lisina, arginina e histidina |hes confere carga positiva em pH neutro; costumam ser
hidrofébicos, possuindo entre 50 a 70% de sua estrutura formada por aminoacidos desse
tipo; sdo comumente anfipaticos e muitos apresentam conformacéo alfa-hélice quando em
contato com membranas (ABRAHAM et al, 2014; CONLON et al, 2014a; MANGONI et al,
2015; TRIANA-VIDAL et al, 2017).

Apesar da auséncia de um consenso definitivo a respeito de sequéncias de
aminoacidos associadas a atividade bioléogica de PAMs, certos parametros estdo
diretamente correlacionados ao seu mecanismo de acdo, poténcia e seletividade
(NARAYANA e CHEN, 2015; ANGELIQUE et al, 2015).

A cationicidade esta relacionada a distribuicdo de cargas positivas na estrutura
primaria dos peptideos e representa um importante fator na atracao e ligacdo de PAMs a
alvos microbianos e tumorais (MULDER et al, 2013; MANGONI et al, 2015; GUIMARAES
et al, 2016). Diferencas entre as composi¢cdo das membranas de células eucaribticas
saudaveis, tumorais e células procaridticas explicam a seletividade observada na agéo
citolitica de PAMSs, tanto no dmbito microbicida quanto anticancerigeno (MULDER et al,

2013; MALMSTEN et al, 2014).
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PAMs positivamente carregados sao eletrostaticamente atraidos por lipidios
anibnicos existentes na superficie de microorganismos, como lipopolissacarideos (LPS)
presentes em bactérias Gram-negativas e acido lipoteicdico (LTA) existente em
Gram-positivas, como ilustrado na Figura 3 (MALMSTEN et al, 2014; MANGONI et al,
2015).

Atragao similar ocorre com a membrana celular de células tumorais, que expressam
uma quantidade acima do normal de moléculas de carga negativa, como fosfatidilserina,
heparan sulfato e glicoproteinas enriquecidas com acido siadlico. Em adicdo, células
tumorais possuem colesterol em quantidade reduzida, o que facilita a desestabilizacao
dessa membrana mais fluida. Além disso, a superficie dessas células é dotada de muitas
microvilosidades, ampliando a area de superficie disponivel para ancoragem de peptideos
(MULDER et al, 2013; COSTA, 2012).

Em contraste, células saudaveis eucaridticas possuem membrana
predominantemente composta por elementos de carga neutra, tais como colesterol e
lipideos zwiteribnicos, resultando em fraca interagdo com PAMs e reduzida toxicidade

contra essas células (MULDER et al, 2013; MALMSTEN et al, 2014; MANGONI et al, 2015).

Fraca % Forte
interacao 1A interagao
e /| \
Membrana eucaridtica - W v Membrana bacteriana
PAM

Lipideo Colesterol  Fosfolipideos
zwiteriénico

Figura 3. Interagbes diferenciais de PAMs com membranas eucarioticas e procaridticas. A
atracao eletrostatica dessas moléculas é mais intensa contra membranas anibnicas e mais

fraca contra membranas neutras (Fonte: adaptado de KANG et al, 2014).
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O mecanismo de acdo de PAMs se baseia primariamente na ruptura fisica de
membranas celulares anidnicas e consequente extravasamento de seu conteudo citosdlico
(MANGONI et al, 2015). Porém alguns desses peptideos também s&o capazes de adentrar
as células alvo sem provocar danos em seu envoltério, interferindo apenas em processos
intracelulares como sintese de proteinas, de RNA mensageiro, de acidos nucléicos e de
parede celular, além do recrutamento de células imunes e ativacéo de atividade enzimatica
(KANG et al, 2014; AHMAD et al, 2012; TRIANA-VIDAL et al, 2017).

Caracteristicas como tamanho, hidrofobicidade, anfipaticidade e conformacgao
estrutural de PAMs estéao intrinsecamente relacionadas a permeagao dessas moléculas na
bicamada lipidica de membranas bioldgicas, com consequéncias deletérias para as células
envolvidas (MANGONI et al, 2015, SANI e SEPAROQOVIC, 2016).

A lise celular pode se dar de dois possiveis modos, dependendo da extensio da
cadeia peptidica, que é um dos fatores que prediz a capacidade de penetracdo dos PAMs.
A formacao de poros transmembréanicos € uma agao caracteristica de peptideos maiores,
capazes de atingir o centro hidrofébico da membrana lipidica. Ja a miscelizagao € um modo
de agir comum entre peptideos menores, que provocam solubilizagdo inespecifica da
membrana via agdo detergente (MANGONI et al, 2015; SANI e SEPAROQOVIC, 2016).

A hidrofobicidade se refere a habilidade de um composto em se posicionar entre
uma fase aquosa e uma fase hidrofébica, de modo que essa variavel regula a extenséo da
estrutura primaria peptidica envolvida na interagdo com membranas (GUIMARAES et al,
2016). Elementos hidrofébicos permitem aos PAMs sua inser¢cdo na cadeia acil de
membranas fosfolipidicas, evento relacionado a permeabilizacdo dessa estrutura e ao
alcance de seu centro hidrofébico da maneira penetrante necessaria a formacao de poros,
contribuindo para definir a poténcia do peptideo (Bl et al, 2013; MALMSTEN et al, 2014;
SANI e SEPAROQVIC, 2016).

A anfipaticidade de PAMs |hes confere caracteristicas de polaridade importantes

para seu contato com membranas celulares, permitindo que esses compostos interajam
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tanto com as extremidades negativamente carregadas de fosfolipideos quanto com cadeias
hidrofobicas de acidos graxos, resultando na formagdo de poros via oligomerizagao
(NAKATSUJI et al, 2012; KANG et al, 2014). Além disso, a frequéncia 6tima de residuos
aminoacidos polares e apolares é determinante para o arranjo molecular em alfa-hélice,
conformagéo favoravel a estabilidade e & agéo citolitica de PAMs (GUIMARAES et al,
2016).

Anadlises por dicroismo circular revelam que PAMs normalmente carecem de
estrutura secundaria estavel em ambientes aquosos, mas quando em contato com
membranas lipidicas assumem configuragdo em alfa-hélice (CONLON et al, 2014a).
Trés principais modelos descrevem o surgimento de poros em membranas bioldgicas pela
acado de peptideos em alfa-hélice: barrel-stave, poro toroidal e carpet-like (Figura 4).
O mecanismo de perturbagcdo da membrana depende de sua composig¢édo, do tipo e
concentragao do peptideo, da temperatura e pH do meio (SANI e SEPAROVIC, 2016).

Segundo o modelo barrel-stave, peptideos monoméricos aderem a membrana de
forma perpendicular e unem-se uns aos outros de modo a circundar um poro aquoso, o
que provoca um aumento progressivo do seu tamanho e liberagdo do conteudo celular
(KANG et al, 2014). No modelo poro toroidal, por sua vez, peptideos inserem-se também
perpendicularmente na bicamada fosfolipidica e mantém ligagées com lipidios adjacentes
ao longo de toda a sua estrutura helicoidal. Isso ocasiona rearranjos e dobras na
membrana, levando a alteragdo de sua espessura e surgimento de poros transitérios
(ANGELIQUE et al, 2015).

Contrastando com os modelos anteriores, que se baseiam em interacbes
hidrofobicas e de maior profundidade, no modelo carpet-like, as ligagdes s&o mais
superficiais e eletrostaticas. As moléculas de peptideo distribuem-se paralelamente a
membrana como um tapete e ao atingir certo limiar de concentragdo sua atividade

detergente provoca a formagao de poros e micelas (ANGELIQUE et al, 2015).
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(a) (b) pici

Figura 4. Mecanismos de ruptura de membranas propostos para PAMs. (a) barrel-stave

(b) carpet-like (c) poro toroidal (Fonte: adaptado de ONG et al, 2014).

Apesar da compreensdo do impacto desses parametros na atividade de PAMs ter
crescido exponencialmente, ainda existem limitagcbes ao entendimento das influéncias
isoladas de cada uma dessas variaveis. Isso porque os fatores fisicoquimicos descritos
estdo intimamente correlacionados, ou seja, mudangas em um interferem na resposta

causada pelo outro (GUIMARAES et al, 2016).

3.2.1. VANTAGENS E SUPERACOES

As vantagens do uso clinico de PAMs em comparagao as terapias atuais incluem
seu potencial para atividade de amplo espectro, acdo mais rapida, reduzida toxicidade e
menor propensdo para a selecédo de resisténcia, tanto em tratamentos antimicrobianos
quanto antitumorais (MULDER et al, 2013; ABRAHAM et al, 2014).

Uma das maiores qualidades antimicrobianas dos PAMs € a possibilidade de um
unico composto poder ser usado contra alvos multiplos e diversos simultaneamente.
Enquanto antibioticoterapias ndo sao indicadas para tratamentos antivirais e apresentam
pouca eficacia contra parasitas, muitos PAMs demonstram atividade contra tais patégenos,

complementariamente & sua ag&o antibacteriana (ANGELIQUE et al, 2015).
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PAMs demonstram boa penetragao tecidual e dindmica atuagédo na insercado e
ruptura de membranas alvos, de modo que requerem pouco tempo de contato para
provocar morte celular (CONLON et al, 2014a; CARVALHO et al, 2015). S&do excelentes
candidatos para terapias que envolvem a combinagédo de multiplas drogas, visto que tém
demonstrado agéo sinérgica com antibidticos e quimioterapicos tradicionais (MULDER et
al, 2013; ANGELIQUE et al, 2015).

Sao moléculas normalmente ativas em concentragdes micromolares, ou seja,
desempenham significativa poténcia em baixas concentragées inibitérias minimas (CIMs),
além de serem bastante seletivas. Por conseguinte, observa-se diminuida toxicidade para
as células saudaveis e menos efeitos adversos, quando comparados aos tratamentos
padrdo (MULDER et al, 2013; ANGELIQUE et al, 2015).

Em virtude da agao citolitica ndo-especifica de PAMs, os microorganismos expostos
a esses compostos tendem a exibir resisténcia em taxas muito menores do que quando
em contato com antibiéticos convencionais, o0 mesmo se observa para células tumorais
tratadas com PAMs ao invés de quimioterapicos. Isso porque 0 mecanismo que provoca
lise celular ndo envolve a ligagdo desses peptideos em receptores especificos, que sdo
altamente suscetiveis a mutagdes e, por consequéncia, a resisténcia (MANGONI et al,
2015; TRIANA-VIDAL et al, 2017).

O que ocorre na verdade é uma interagdo nao-especifica e destrutiva com a
membrana fosfolipidica, sendo esse um modo de agdo bastante diverso dos farmacos
atuais e que portanto ndo sofre com as resisténcias ja existentes as classes terapéuticas
em vigéncia (MANGONI et al, 2015; TRIANA-VIDAL et al, 2017). Além disso, & bastante
dificil para uma célula mudar radicalmente a organizagédo de sua membrana plasmatica, de
forma que estudos laboratoriais e clinicos confirmam que o surgimento de resisténcia a
PAMs é bastante improvavel (AMISHE et al, 2011).

No que diz respeito a aplicagéo clinica antitumoral de PAMs existem beneficios
farmacologicos adicionais, visto que além de induzirem a morte de células tumorais pelo

rompimento de suas membranas plasmaticas, alguns sdo capazes de instigar apoptose
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pela via mitocondrial, atuar como fatores antiangiogénicos e prevenir metastases
(CONLON et al, 2014a; CARVALHO et al, 2015).

Mesmo sendo considerada uma das mais promissoras classes de novas drogas,
PAMs ainda possuem certas limitagdes que, contudo, podem ser superadas pelo
desenvolvimento de analogos, sintetizados a partir das sequéncias originais de peptideos
selvagens (AHMAD et al, 2012).

A primeira geracdo de PAMs de ocorréncia natural forneceu importantes
informacdes sobre a relagao estrutura-atividade desses compostos, servindo de base para
o desenho racional de analogos com caracteristicas otimizadas e compativeis com seu
emprego clinico na realidade pratica (ONG et al, 2014). No que concerne a viabilidade
comercial e terapéutica de PAMs, algumas modificacdes em sua estrutura primaria sdo
reconhecidamente benéficas, porém certos parametros devem ser manipulados na medida
correta (BROGDEN e BROGDEN, 2011; SUN et al, 2014).

A propriedade catibnica de peptideos pode ser realcada pela amidagdo do dominio
carboxi-terminal ou pela inser¢cdo de residuos de aminoacidos de carga positiva, o que
confere melhoria na atividade biolégica e na capacidade de discriminar alvos. No entanto,
tais alteragbes devem ser feitas na devida propor¢do, de modo a ndo comprometer a
estabilidade da estrutura peptidica com interagbes eletrostaticas excessivas (FJELL et al,
2011; GUIMARAES et al, 2016).

Um aumento na hidrofobicidade esta associado a uma maior capacidade de
perturbacdo de membranas, poténcia de agdo aumentada e impedimento da inativagcao
peptidica em condigdes fisioldgicas. Contudo, se essa propriedade é exacerbada acima de
certo grau, pode causar elevagao da toxicidade hemolitica e perda da seletividade (SUN et
al, 2014; MALMSTEN et al, 2014; GUIMARAES et al, 2016).

A extensdo da cadeia peptidica também & um fator a ser manipulado com
moderagdo. O custo de producdo de peptideos € reduzido quando esses apresentam
sequéncias mais curtas, aspecto relevante para que PAMs se tornem drogas acessiveis e

rentaveis em escala industrial, porém, moléculas peptidicas muito pequenas demonstram
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diminuida ligacdo a membranas, reduzido potencial destrutivo e menor tendéncia a
formacgao de alfa-hélice (ONG et al, 2014; MALMSTEN et al, 2014).

Modificagbes estruturais de peptideos selvagens por meio de insergao,
substituicdo, dele¢do e embaralhamento de residuos aminoacidos consiste, portanto, em
eficaz maneira de obtengédo de analogos melhorados, finalmente aproximando PAMs de

seu real emprego clinico (AHMAD et al, 2012).

3.2.2. PAMs DE ANUROS

Lissanfibios representam os descendentes modernos do mais antigo grupo
tetrapode e abrangem todos os anfibios viventes. Distribuem-se por todos os continentes,
exceto Antartida, e sdo muito diversos, visto que na transicdo do ambiente aquatico para
o terrestre foram capazes de se adaptar a habitats bastante extremos e variados (KONIG
et al, 2015).

Um total de 7.302 espécies de anfibios ja foram descritas e classificadas em trés
ordens: Anura (sapos, ras e pererecas), Caudata (salamandras) e Apoda (cecilias), sendo
que 88% desse total sdo compostos por anuros, como mostra a Figura 5 (KONIG et al,

2015).

cecilias; 200 espécies

Lissamphibia

Caudata
salamandras; 684 espécies

Anura
sapos e ras; 6.418 espécies

88%

Figura 5. As trés ordens de lissanfibios, com seus respectivos nimeros de espécies.

(Fonte: adaptado de KONIG et al, 2015)
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No Brasil existem 1026 espécies — a maior rigueza mundial em anfibios — sendo
988 espécies pertencentes a ordem Anura (SOCIEDADE BRASILEIRA DE
HERPETOLOGIA, 2015).

A mudanga para o meio terrestre exigiu dos anfibios drasticas alteragdes,
principalmente fisioldgicas, como a melhor manutencédo do balancgo hidrico, reajuste da
respiracao em resposta a uma diferente saturagdo de oxigénio e aclimatagao as grandes
variagbes de temperatura. Em face disso, algumas caracteristicas foram evolutivamente
conservadas nesse grupo, tais como as radicais adaptagdes sofridas pela pele desses
animais (KONIG et al, 2015).

Anfibios possuem uma pele bastante permeavel, expondo-os aos riscos de
desidratacdo e entrada de constituintes hostis. Uma dessas ameacas resulta da poluigédo
ambiental provocada pelos seres humanos, fator que explica os recentes declinios e
extingdes populacionais, que comprometem quase 1/3 das espécies de anfibios (KONIG
et al, 2015; SOCIEDADE BRASILEIRA DE HERPETOLOGIA, 2015).

A pele de anfibios € um 6rgao altamente especializado, responsavel por fungdes
como respiragdo, osmorregulacdo e termorregulagéo, além de ser particularmente
caracterizado por seu impressionante aparato exdcrino, com numerosas glandulas
mucosas e granulosas. Enquanto as secre¢des mucosas representam discretas
quantidades de mucopolissacarideos, liberadas constitutivamente para manter a natureza
Umida da pele, as secregbes granulosas sdo compostas por substancias nocivas
excretadas em resposta a um estimulo estressor, como o ataque de predadores (KONIG
et al, 2015).

Durante parte de seu ciclo de vida, anuros sao confinados, por necessidade, em um
ambiente umido e aquecido que favorece o crescimento de bactérias e fungos prejudiciais,
portanto ndo & surpresa que esses animais tenham desenvolvido mecanismos de defesa
bastante sofisticados em sua pele, como os PAMs, sintetizados em suas glandulas

granulosas. A secregao cutanea de anuros tem sido vastamente estudada em fungao de
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sua rica composi¢do, dotada de compostos bioativos de interesse, como aminas
biogénicas, bufadienolideos, alcaloides, esteroides, proteinas e peptideos (CONLON et al,
2007; TRIANA-VIDAL et al, 2017).

Ao se examinar as diversas fontes naturais de PAMs, observa-se que anfibios sédo
responsaveis por 40% de todas as sequéncias peptidicas descobertas até entédo, o que
representa mais de 600 compostos, destacando a pele desse grupo como estoque
particularmente rico em PAMs (AMISHE et al, 2011). O potencial farmacolégico de
compostos cutdneos de anuros ja era conhecido pela medicina tradicional chinesa e
egipcia, tendo sido empregados na regulagao interna de fungdes corporais, fertilidade,
analgesia e no combate a diarréia (XU e LAI, 2015).

Cada espécie de anuro produz um repertério unico de PAMs, composto por
peptideos completamente diversos entre si (NACIF-MARCAL et al, 2015). A familia Hylidae
& responsavel pela produgdo de um grande conjunto de PAMs lineares e encontra-se
largamente distribuida entre Europa, Asia, Australia e América, com cerca de 870 espécies
conhecidas (TRIANA-VIDAL et al, 2017). Hylidae se divide em varias subfamilias, como a
Hylinae, que até recentemente abrangia cerca de 43 géneros (CONLON et al, 2014b).

Um dos géneros mais representativos e pouco estudados é o Dendropsophus,
grupo bastante complexo taxonomicamente devido a grande similiaridade morfoldgica
entre as espécies pertencentes. Esse grupo é atualmente composto por 96 espécies
endémicas de florestas e areas abertas da América Central e América do Sul (ORRICO et
al, 2014; FERREIRA et al, 2015; TRIANA-VIDAL et al, 2017).

A espécie Dendropsophus columbianus (Figura 6) possui alta capacidade de
adaptacéo e distribui-se amplamente pelo territorio colombiano. E comum encontra-la em
areas de forte intervencgao antropica e ambientes bastante contaminados, mas seu habitat
natural consiste em lagos, pastagens e bordas de florestas. Seu tamanho varia entre 25 e
36 mm de comprimento, possui costas amarelas com diagramas amarronzados. Machos

diferem de fémeas por serem menores e possuirem coloragdo mais clara na barriga
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(TRIANA-VIDAL et al, 2017; RAMIREZ-CHAVES et al, 2018). Ndo é considerada uma

espécie ameacgada de extingao (IUCN, 2017).

Figura 6. Anuro Dendropsophus columbianus (Fonte: BATRACHIA, 2013).

Triana-Vidal e colaboradores (2017) isolaram e descreveram o primeiro peptideo
oriundo da pele de Dendropsophus columbianus, chamado de dendropsofina 1 (Dc1), um
PAM com baixa e limitada poténcia antimicrobiana, abrindo caminho para a busca por
analogos de poténcia otimizada.

Desse modo, os resultados obtidos no presente trabalho colaboram para uma maior
elucidacao da atividade bioldgica, estrutura secundaria e toxicidade de analogos de Dc1,
contribuigdo essa que configura mais um passo em diregao ao futuro uso terapéutico de

PAMs de anuros.
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4. METODOLOGIA
4.1. SINTESE QUIMICA E PURIFICACAO DOS PEPTIDEOS DE INTERESSE

O peptideo Dc1 e os seus analogos sintéticos propostos pelo Grupo de Tecnologia
de Peptideos Biologicamente Ativos da UnB foram produzidos por sintese quimica pela
empresa GenOne Biotechnologies (Rio de Janeiro, Brasil) empregando-se a quimica Fmoc
(9-fluorenil-metoxicarbonil). O resultado foi a obtengéo de 5 analogos diferentes (1, 2, 3, 4
e 5), além do peptideo selvagem (Dc1). O controle de qualidade foi realizado mediante
analises por espectrometria de massas para se determinar se foram corretamente

sintetizados.

4.2. DOSAGEM DOS PEPTIDEOS

O material foi dosado no espectrofotdmetro (Bel Photonics UV/Vis M51). A leitura das
absorbancias foi realizada nos comprimentos de onda 205 nm, 215 nm e 225 nm, sendo
esse protocolo resultante do que foi preconizado por Aitken e Learmonth (2002), e pela
Experimental Bioscience (2015) em relacdo aos métodos de dosagem de proteinas.
O calculo que permite obter a concentragao protéica em pg/mL a partir das medidas de

absorbancia esta descrito abaixo:

Concentracaos = Abs(20snm) X 1000 Concentracao, = 144 x [ Abs@15nm) - AbS2250m))
31

Concentragaos + Concentragdo, = Concentracdo da aliquota analisada
2

O volume total do estoque de cada peptideo foi aliquotado em eppendorfs de 1 mL,

que posteriormente foram secos em SpeedVac (Modelo SC 100, Savant).

4.3. ANALISE DA ESTRUTURA SECUNDARIA POR DICROISMO CIRCULAR
As analises por dicroismo circular foram realizadas no espectropolarimetro Jasco

J-815 (Jasco Analytical Instruments, Toquio, Japao), na temperatura constante de 25°C e
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utilizando-se cubeta de quartzo de caminho 6ptico igual a 0,1 cm. Os espectros UV foram
analisados nos comprimentos de onda entre 190 nm e 260 nm, resultando da média de
cinco medidas consecutivas.

A partir de solugdes peptidicas a 50 yM em agua e a 50 yM em dodecilsulfato de
sodio (SDS, Amershan Biosciences) a 35 mM, foram gerados os espectros dicréicos em
agua e em SDS dos 6 peptideos analisados. As elipticidades observadas foram convertidas
em elipticidade molar utilizando a seguinte equacgao:

(0x100 x M)
[6] = (Cxlixn)

Onde 4 é a elipticidade em graus, £ é o cumprimento do caminho 6ptico em cm, C
€ a concentragdo em mg/mL, M é a massa molecular e n € o nimero de residuos existentes
na proteina. A elipticidade molar média [0] & dada em grau.cm?.dmol™.

Os percentuais de helicidade foram calculados a partir das elipticidades molares a

208 nm.

4.4. ENSAIOS ANTIPROLIFERATIVOS SOBRE MICROORGANISMOS PATOGENICOS

Linhagens referenciais de bactérias Gram-positivas (Staphylococcus aureus ATCC
29213; Enterococcus faecalis ATCC 29212) e Gram-negativas (Enterobacter hormaechei
ATCC 700323; Klebsiella pneumoniae ATCC 700603; Escherichia coli ATCC 25922) foram
obtidas do Banco de Culturas do Laboratério de Toxinologia da Universidade de Brasilia.
Ja as cepas de Candida albicans (ATCC 14053), foram gentilmente cedidas pelo
Laboratério de Micologia do LACEN — DF.

As cepas de bactérias foram cultivadas em 7 mL de meio Mueller-Hinton (Vetec
Quimica Fina LTDA), enquanto que o in6culo de levedura foi cultivado em mesmo volume
de meio BHI (Brain Heart Infusion, Acumedia), ambos os meios previamente autoclavados.
Para todos os microorganismos o processo que se seguiu foi o mesmo: cultivo overnight sob
agitacdo constante e a 37°C em incubadora shaker de bancada (Cientec, CT-712).

O crescimento foi considerado satisfatorio quando os meios de cultivo atingiram densidade
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Optica igual a 1 em 595 nm, fato averiguado em espectrofotdbmetro (Bel Photonics UV/Vis
M51).

Os microorganismos, em fase logaritimica, foram diluidos em seus respectivos
meios de crescimento nas proporgdes 1:50 para as bactérias Gram-negativas e 1:100 para
as Gram-positivas e para a levedura, de modo a se obter suspensdes de volume final de
12 mL.

Amostras na concentracao de 256 uM foram esterilizadas por filtragéo em filtro Millex
GV 0,22. A partir de 100 uL do material filtrado de cada amostra, foram preparadas diluices
seriadas em placa de microtitulagdo estéril (96 pogos, fundo chato), resultando em um
volume de 50 pyL de amostra por pogo. Os peptideos foram entdo incubados com 50 uL de
suspensdo bacteriana/fingica, contendo aproximadamente entre 2 a 7x10° Unidades
Formadoras de Colénia (UFCs), no caso das bactérias, e 2x10%® UFCs para a levedura. Isso
significa a obtengcédo de um volume final de 100 pL em cada pogo, com concentragées finais
de amostra que variam de 128 uyM a 1 yM, testadas contra cada um dos 6 patdgenos em
questao mediante uma incubagéo em estufa (Retilinea, Fanem LTDA, Brasil) por 22 horas a
37°C.

Os controles para auséncia de crescimento e crescimento pleno foram,
respectivamente, formaldeido na concentracéo final de 0,4% (v/v) e agua Milli-Q estéril,
ambos incubados também com 50 pL das suspensdes microbianas. O crescimento foi
determinado pela leitura da densidade o6ptica a 595 nm com uma leitora de placas
(Multiskan®FC, Thermo Scientific, EUA). A concentrag&o inibitéria minima (CIM) para cada
analogo foi assumida como sendo a menor concentragdo onde nao houve crescimento
detectavel espectrofotometricamente. Todos os ensaios foram realizados em capelas de

fluxo laminar (VECO, Brasil) esterilizadas com alcool 70% e luz UV.

4.5. ENSAIOS DE VIABILIDADE CELULAR DE CELULAS TUMORAIS
Células tumorais de melanoma murino da linhagem B16F10 foram retiradas do

freezer de armazenamento e rapidamente descongeladas por homogeneizagdo com meio
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DMEM (Dulbecco's Modified Eagle's Medium) completo, preparado com 10% (v/v) de soro
fetal bovino (SFB) e 1% (v/v) de antibidtico. A solugéo resultante foi centrifugada de
maneira padrdo, por 5 minutos a 2000 rotagbes por minuto (rpm), a fim de se eliminar o
dimetilsulféxido (DMSO) presente no sobrenadante formado, que foi descartado.

O pellet de células obtido foi ressuspendido em meio e transferido para garrafas de
cultura de células. As células foram incubadas em estufa (incubadora de CO, TE-399,
Tecnal) nas condigbes padréo, a 37°C e com saturagdo de CO, de 5%. Trocas de meio e
"passagens" foram realizadas sempre que necessario.

Ao atingir o estagio de confluéncia, as células foram removidas das garrafas de
cultura por tripsinizagéo, sendo centrifugadas em seguida. O sobrenadante foi descartado
e as células ressuspensas em 1 mL de meio de cultura. Para a determinagdo do numero
de células, 10 yL da suspensao obtida foi adicionada a 90 uL de solugdo de azul tripan.
Uma aliquota de 10 uL dessa mistura foi depositada em uma camara de Neubauer, onde
células presentes nos quatro quadrantes maiores laterais foram contadas em microscépio

optico. O numero de células por mL foi determinado pela seguinte formula:

N° de células/mL = N° de células contadas x fator de diluigdo (=10) x 10*

N° de quadrantes contados (=4)

Sabendo-se o numero de células/pogo necessario para ensaios com essa linhagem
(7 x 10® células), calculou-se a correta proporgdo em que células e meio de cultura devem
ser misturados. A suspensdo celular resultante foi incubada overnight em estufa,
almejando-se completa adesao celular no fundo da microplaca.

Amostras a 512 yM passaram por filtragao estéril em filtro Millex GV 0,22. A partir
desse material filtrado, foram feitas as diluicbes seriadas em microplaca estéril.
Depois disso, todos os pogos receberam meio de cultura, resultando em concentragdes de
peptideo de 128 uM a 1 yM e em controles compostos apenas por agua Milli-Q e meio.

Todo o volume existente nos pogos da microplaca de células preparada no dia

anterior foi retirado e substituido pelas diluicdes seriadas de peptideo em meio e controles,
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situados em outra placa. Dessa forma, as células permanecem aderidas no fundo dos
pocos e sao incubadas com as amostras e controles em estufa por 24 horas.

Apos ser completado o periodo de incubacéo, as placas tiveram novamente todo o
volume de seus pogos retirado e substituido, fileira por fileira, agora por uma solugao de
MTT 10% (p/v) preparado em meio de cultura. Um volume de 150 uL dessa solugao foi
colocado em cada pogo e as placas retornaram a estufa por 1 hora e meia. Concluido esse
intervalo, o conteudo liquido das placas foi descartado e substituido por 100 yL de DMSO
em cada pogo, de modo que alguns minutos depois avaliou-se por espectrofotometria a
595 nm (Multiskan®FC, Thermo Scientific, EUA).

Os dados espectrofotométricos obtidos foram convertidos em percentuais de
viabilidade celular por meio do software GraphPad Prism. Os experimentos foram
realizados em ftriplicatas e os resultados foram expressos como média + desvio padrédo da

média.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO
5.1. DESENHO RACIONAL DE ANALOGOS

O peptideo dendropsofina 1 (Dc1) foi descrito por Triana-Vidal e colaboradores
(2017) como um composto de atividade antibacteriana moderada e sem significantes
efeitos hemoliticos e citotoxicos em células de mamiferos. Com o intuito de otimizar sua
poténcia sem proporcional ganho de toxicidade, o presente trabalho propés o desenho
racional de analogos segundo a abordagem Template. De acordo com essa metodologia,
modificagbes na estrutura primaria (adicdo, delecdo e substituicio de aminoacidos;
alteragdo nas porgdes N- e C-terminal) sdo realizadas de forma sistematica, avaliando-se
os impactos nas propriedades do peptideo por meio de diferentes testes (GUIMARAES et
al, 2016).

Os analogos abordados no trabalho de Triana-Vidal e colaboradores (2017) estao
entre os peptideos analisados no presente projeto, de modo que correspondem aos
analogos 4 e 5 aqui descritos. Além desses, trés analogos inéditos (1, 2, 3) também foram
avaliados. Alguns parametros fisico-quimicos dos seis peptideos avaliados estéo
apresentados na Tabela 2.

Tabela 2. Parametros fisico-quimicos do peptideo selvagem Dc1 e seus analogos.

Peptideo Carga Hidrofobicidade

(%)

Dc1 0 a4

1 +4 46

2 +3 50

3 +3 50

4 +4 52

5 +2 41

Em relagcado ao peptideo selvagem Dc1, o analogo 5 foi desenhado de modo a

aumentar a carga positiva da molécula, que deixou de ser neutra e passou a ser +2,
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buscando melhoria da atividade por meio do favorecimento de ligagdes eletrostaticas com
membranas alvo. Ja para o analogo 4, as modificagbes implementadas impactaram em um
aumento da carga para +4 e no ganho de percentual hidrofébico de 41 para 52%.

As alteracdes implementadas no analogo 1 resultaram em carga +4 e percentual
de hidrofobicidade de 46%, indices esses aumentados em relagdo ao composto wild-type.
A manipulacédo do analogo 2 representou um decréscimo na carga positiva para +2 e um
ganho de hidrofobicidade para 50%, comparando-se com o analogo 1.

Por fim, o peptideo 3 foi pensado de modo a ampliar-se a face apolar da alfa-hélice,
além de reduzir-se ao maximo sua extensao peptidica, testando assim os limites com que
esses tipos de modificacdes podem ser efetuadas e até que ponto sdo benéficas para a
atividade da molécula. O saldo final das altera¢des implementadas foi uma carga de +3 e

um percentual de hidrofobicidade de 50%.

5.2. ENSAIOS DE DICROISMO CIRCULAR

A determinacao do conteldo de estruturas secundarias dos peptideos foi realizada
por meio de espectroscopia de dicroismo circular, método que se baseia na absorgao
diferencial de luz polarizada por moléculas opticamente ativas (MICSONAI et al, 2015).

Os peptideos foram avaliados em solugdo aquosa e na presenca de SDS, solvente
comumente usado para mimetizar o ambiente hidrofébico de membranas. Todos os
peptideos apresentaram estrutura desordenada em agua, sem preferéncias
conformacionais, fato evidenciado pela presenga caracteristica de um minimo em 198 nm
em seus espectros. Ja quando em contato com as micelas de SDS, os mesmos peptideos
adquiriram conformacdo em alfa-hélice bem definida, visto que produziram bandas
dicréicas negativas proximas a 208 e 222 nm, padréo espectral tipico de peptideos

antimicrobianos lineares nesse arranjo estrutural (Figura 7) (GUSMAO et al, 2017).
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Figura 7. Espectros dicréicos dos peptideos a 50uM em agua (linha continua) e em SDS

35 mM (linha tracejada). (a) 4; (b) 1; (c) 2; (d) 3; (e) Dc1; (f) 5.
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Tais resultados estdo em consonancia com o que foi descrito por Triana-Vidal e
colaboradores (2017) a respeito das tendéncias estruturais do peptideo Dc1 e dos
analogos 4 e 5.

O percentual de helicidade dos peptideos (Tabela 3) foi calculado considerando-se
a elipticidade molar [6] a 208 nm. Os analogos 1, 2 e 4 foram os que apresentaram
conformagdo alfa-hélice em SDS com maior intensidade, por outro lado, as menores
porcentagens foram observadas para os analogos 3 e 5.

A capacidade dos peptideos de sofrerem mudangas em sua estrutura secundaria
em resposta a condi¢dbes ambientais tem sido associada a um maior poder de lise de
membranas (SUN et al, 2014). A integridade conformacional da alfa-hélice se correlaciona
fortemente com propriedades biolégicas e biofisicas de peptideos, o que € consistente com
o fato dessa configuragcéo estrutural ser a mais comum dentre os PAMs de ocorréncia
natural (MAI et al, 2015).

Tabela 3. Conteudo de estruturas em a-hélice (%) dos peptideos em agua e em SDS

35 mM.

Peptideo Solvente Estrutura a-hélice (%)

Agua 14.8

oot SDS 35mM 296

1 . Agua 14.7

SDS 35mM 29.9

2 . Agua 16.5

SDS 35mM 33.8

3 . Agua 13.5

SDS 35mM 19.0

4 . Agua 9.7

SDS 35mM 31.5

5 _Agua 11.8

SDS 35mM 18.8

5.3. ENSAIOS ANTIMICROBIANOS
A avaliacdo do potencial antiproliferativo das amostras sobre o crescimento de

bactérias Gram-positivas (E. faecalis, S. aureus), Gram-negativas (E. coli, E. hormaechei,
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K. pneumoniae) e levedura (C. albicans) foi o ensaio que mais evidenciou comportamentos
diversificados entre os peptideos, fato atribuido tanto as suas caracteristicas intrinsecas
quanto a interagdo com membranas de diferentes composi¢cdes (COSTA, 2012).

Os peptideos Dc1 (wild-type) e 5 mostraram-se inativos contra todos os
microorganismos testados, em contraponto aos resultados de moderada atividade contra
E. coli e S. aureus encontrados por Triana-Vidal e colaboradores (2017). Apesar da
metodologia dos ensaios antimicrobianos ser a mesma, tal diferenga possivelmente pode
ser atribuida ao uso de divergentes protocolos para dosagem dos peptideos e devido ao
emprego de cepas diferentes de S. aureus.

O analogo 3 também nao apresentou atividade significativa contra nenhum dos
patdgenos testados, uma hipétese que pode justificar esse comportamento relaciona-se ao
reduzido tamanho de sua cadeia peptidica, visto que peptideos pequenos possuem menor
tendéncia a formacédo de estruturas secundarias anfifiicas e menor capacidade de

penetracdo em membranas (MALMSTEN et al, 2014).

Tabela 4. Efeitos antiproliferativos (MICs, uM) sobre microrganismos patogénicos dos

analogos mais ativos derivados do peptideo selvagem Dc1.

Microorganismo Analogo 1 Analogo 2 Analogo 4
E. coli ATCC 25922 32 16 8
K. pneumoniae 128 64 32
ATCC 700603
E. hormaechei 64 32 64
ATCC 700323
E. faecalis ATCC 29212 n.a. 128 n.a.
S. aureus ATCC 29213 n.a. n.a. n.a.
C. albicans ATCC 14053 16 32 32

n.a.:

néo apresentou atividade antiproliferativa mesmo na maior concentragdo empregada.
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Ja os peptideos 1, 2 e 4 revelaram diferentes capacidades antiproliferativas para as
cepas alvo (Tabela 4), excetuando-se S. aureus, para o qual nenhum composto obteve
acao inibitdéria nas concentragdes testadas. Esses trés analogos também produziram efeito
nulo ou minimo sobre E. faecalis, evidenciando que suas acgdes contra bactérias
Gram-positivas sdo mais modestas, visto que todos os menores MICs foram obtidos contra
as bactérias Gram-negativas e a levedura avaliadas.

Uma possivel explicacdo para tal comportamento reside nas diferencas
encontradas nas membranas desses dois tipos bacterianos. Gram-positivas possuem uma
camada de peptideoglicano mais espessa do que Gram-negativas, o que resulta em uma
rigida rede de protegao que lhes confere melhor integridade estrutural, fato que pode
torna-las menos suscetiveis a certos PAMs (HEYS et al, 2014).

O analogo 4 foi o responsavel pelo menor MIC encontrado (8 uM contra E. coli) e,
de maneira geral, foi também o peptideo mais ativo. Esse satisfatério desempenho
provavelmente se correlaciona com desejaveis propriedades desse peptideo.

Cationicidade, razao hidrofébica e momento anfipatico se correlacionam com a
capacidade de PAMs em permeabilizarem bicamadas lipidicas negativas (TRIANA-VIDAL
et al, 2017). O analogo em questao mostrou-se dotado da maior carga positiva, do maior
percentual de hidrofobicidade e de um dos mais elevados percentuais de helicidade dentre
os compostos testados.

Quando analisado por Triana-Vidal e colaboradores (2017), o peptideo 4 também
se destacou positivamente nos parametros citados e na atividade antimicrobiana. Contudo,
os MICs relatados por esses pesquisadores nos testes contra E. coli, K. pneumoniae,
C. albicans e S. aureus divergiram dos valores encontrados nesse trabalho para o analogo
em questdo, normalmente significando atividades menos proeminentes do que as
registradas aqui. Essa discrepancia pode ser novamente atribuida aos modos de dosagem
peptidica e diferentes cepas de C. albicans e S. aureus empregadas nos ensaios.

Demonstrou-se assim que determinadas modificagdes na estrutura primaria do

peptideo selvagem mostraram-se mais promissoras do que outras, no que se refere ao
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efeito antimicrobiano. Isso representa um ganho no conhecimento das relagbes
estrutura-fungao desses peptideos e impulsiona a investigagao dos analogos 1,2 e 4 como
potenciais drogas seletivas para bactérias Gram-negativas e fungos, uma vez que todos
os MICs apresentados por esses analogos encontram-se dentro da faixa de viabilidade

terapéutica.

5.4. ENSAIOS TUMORAIS

A atividade antitumoral dos peptideos em andlise foi avaliada por meio de ensaios
de MTT com células de melanoma murino da linhagem B16F10. O MTT (3-(4,5-
dimetiltiazol-2yl)-2,5-difenil brometo de tetrazolina) &€ metabolizado pelas enzimas
mitocondriais das células sobreviventes em formazan, composto arroxeado (Figura 8), de
modo que a intensidade da coloracdo detectada pela leitora de placa é diretamente

proporcional a quantidade de células viaveis (SITTAMPALAM e COUSSENS, 2013).
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Figura 8. Conversdo da molécula de MTT em formazan (Fonte: adaptado de

SITTAMPALAM e COUSSENS, 2013).

Nesse experimento, observou-se similar grau de sensibilidade celular frente as
incubacdes com as amostras (analogos e wild-type) em diferentes concentragdes, o que
indica que as modificagdes implementadas na estrutura primaria nao surtiram grande efeito
em relagdo a ja baixa atividade anticAncer da molécula original. Além disso, apenas as
curvas dos peptideos 1, 2 e 4 revelam um sutil comportamento dose-resposta coerente

com o que se espera de analogos de inibigao tumoral.
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Os testes efetuados resultaram em elevados percentuais de viabilidade celular
(Figura 9), constatando-se assim que as células tumorais nao foram intensamente afetadas
por nenhuma das amostras. Prova disso é o fato do valor de ICsy ser superior ao da maior

concentragao testada (128 uM).
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Figura 9. Viabilidade celular da linhagem B16F10 nas diferentes concentragdes testadas

de cada peptideo.

Os peptideos 1 e 2 provocaram os menores percentuais de viabilidade dentre as
moléculas testadas, atingindo valores proximos a 80%. O resultado negativo registrado
para esse teste € um indicio da provavel baixa toxicidade dos compostos sobre células de
mamiferos, o que corrobora os achados de Triana-Vidal e colaboradores (2017) sobre a
auséncia de citotoxicidade das moléculas Dc1, 4 e 5 contra mieloblastos murinos.

Os MICs encontrados nos ensaios antimicrobianos sdo menores do que os valores
de ICsp, 0 que indica que os compostos testados desempenham atividade discriminatéria
entre as membranas de patdgenos e de células eucaridticas (TRIANA-VIDAL et al, 2017).

Futuramente, poderdo ser propostos outros analogos com enfoque no desempenho
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anticancer, as novas sequéncias devem ser sugeridas apds extensa revisdo da literatura

pertinente.
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6. CONCLUSAO

O desenho racional de analogos de PAMs mostrou-se uma estratégia satisfatoria
no atual cenario de busca por moléculas bioativas. Dentre os cinco analogos testados,
trés (1, 2 e 4) demonstraram consideravel atividade antiproliferativa contra alguns
patdgenos de grande relevancia para a saude publica mundial. Todos os compostos
avaliados foram capazes de adotar o arranjo conformacional de alfa-hélice quando em
presenca de solvente que mimetiza membranas, capacidade estreitamente relacionada a
suas atividades bioldgicas.

Nenhuma molécula analisada demonstrou poténcia antitumoral significativa, o que
levantou a hipétese de baixa toxicidade contra células de mamiferos.

Peptideos antimicrobianos oriundos de anuros revelaram-se promissores como
futuras alternativas aos tratamentos antimicrobianos atuais, compondo um arsenal de
drogas essencial a superagéo dos casos de resisténcia.

Este projeto possui a perspectiva de investigar patégenos e linhagens tumorais
adicionais, bem como se aprofundar na elucidacdo do mecanismo de acado desses PAMs

e de suas interagdes sinérgicas com drogas convencionais.
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