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RESUMO

Doengas infecciosas ¢ uma significativa causa de morte e, infecgdes bacterianas
aparecem entre as 10 principais causas de mortes no mundo. Os fungos também podem
causar graves infecgdes, especialmente em pessoas imunossuprimidas. No entanto,
apesar de existir um grande arsenal de antimicrobianos como os antibacterianos e
antifingicos ¢ importante o desenvolvimento de novos farmacos, considerando-se o
aparecimento de linhagens resistentes aos medicamentos existentes. Os peptideos com
atividade antimicrobiana, encontrados em diversos organismos multicelulares, sao
potenciais candidatos para modelos de novos antibioticos. Neste trabalho o peptideo
antimicrobiano denominado LyeTx I, obtido da pegonha da aranha Lycosa
erythrognatha, foi utilizado como modelo de estudo. Sintetizou-se, pelo método de Fmoc,
um peptideo representando parte da sequéncia de LyeTx I, mas com diferentes
modificagdes, obtendo-se trés diferentes derivados: LyeTxImn, LyeTxImnAK e
LyeTxImnAKAc. Estes peptideos derivados apresentaram diferentes atividades
antimicrobianas, bem como diferentes atividades hemoliticas. Esta ultima é um importante
indicador da atividade dos peptideos antimicrobianos em células de mamifero, isto &,
peptideos com alta atividade hemolitica em geral ndo sdo bons candidatos para antibioticos.
Dos peptideos derivados obtidos, somente LyeTxImnAK foi mais eficaz do que o peptideo
original, LyeTx I, quando seus indices terapéuticos foram comparados.Investigou-se ainda,
a estruturacdo desses peptideos em meios miméticos tais como trifluoretanol, dodecil
sulfato de sodio e dodecil fosfocolina, sendo encontrado padrdes de estruturagdo
condizentes com perfis de a-hélice, semelhante ao peptideo LyeTx I original. Em
conclusdo, obtivemos por sintese quimica, um peptideo menor, derivado da estrutura da
toxina original (LyeTxI), com mais alta atividade para alguns fungos e bactérias, menos
hemolitico bem como, com menor custo de produgdo, caracteristicas fundamentais para um

candidato a novo farmaco.

Palavras-chaves: Lycosa erythrognatha, peptideos antimicrobianos, novos farmacos,

fungos, bactérias
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ABSTRACT

Infectious disease is one big cause to death, where bacterium infections show among
some 10 mainly death’s causes in the world. Fungi can cause severe diseases too,
particularly in imunossupressed people. However, although there are a vast
antimicrobial arsenal, as antibiotics antimicrobials and antimycotic against fungi is
important to develop new medicines, considering the growing of resistence by
microorganisms. Antimicrobial peptides found in many multicellular organisms could
be good candidates to this aim. In this work, the antimicrobial peptide, LyeTx I, from
the spider Lycosa erythrognatha’s venom was used as a model. Part of this molecule
(LyeTxI minimized) was synthesized by the Fmoc method. Three derivatives were
obtained: LyeTxImn, LyeTxImnAK and LyeTxImnAKAc. They showed different
antimicrobial activities as well as different hemolytic activities. This last activity is an
important indicator to verify if the antimicrobial peptide is also active in cells from
mammals. A high hemolytic activity is not a good indicator for a peptide as a good
antibiotic. But only LyeTxImnAK was more effective than the native peptide (LyeTx I),
when compared therapeutic index among them. The structuration of these peptides was also
investigated in mimetic media such as trifluorethanol, sodium dodecyl sulfate and dodecyl
phosphocholine, being found structuration patterns consistent with a-helix profiles, similar
to the original peptide LyeTx I. Therefore, was possible the synthesis of a peptide derivative
from the a spider toxin LyeTxI with higher antimicrobial activities, as well as with lower

production cost, some, essential characteristics to a candidate to newtherapeutic drugs.

Keywords: Lycosa erythrognatha, antimicrobial peptides, new medicines, fungi, bacteria
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1. INTRODUCAO

1.1. DOENCAS INFECCIOSAS

Doengas infecciosas sdo causadas por patdgenos tais como fungos, bactérias ou
virus. Alguns dos primeiros agentes infecciosos descritos foram descobertas por
Robert Koch no século XIX, onde a sua teoria dos germes substituiu a teoria do
miasma, a qual propunha que o ar contaminado por certos odores fétidos seriam
responsaveis pelas doengas infecciosas (Maheu-Giroux, 2014). Porém, com as
descobertas de Koch sobre os agentes etiologicos da tuberculose, do carbunculo
(antraz), do colera (Figura 1), entre outras doengas, a teoria do germe da doenga
tornou-se aceita como explicacdo para diversas doengas, no caso para aquelas
causadas por patdgenos, que satisfazem os Postulados de Henle-Koch (Evans,

1976).
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Figura 1: Fotografias de microscopia apresentando os agentes etioldgicos da tuberculose (a), do antraz
(b) e do colera (c) descobertos por Robert Koch (d) no século XIX. Fontes:
http://textbookofbacteriology.net e http://www.nobelprize.org/nobel prizes/medicine/laureates/



Bactérias sdao os principais patdogenos humanos, sendo responsaveis por algumas
das 10 principais causas de mortes no mundo (WHO, 2012). Diversas bactérias
causam um grande niimero de doengas infecciosas tais como, a escarlatina e febre
reumatica causadas por Streptococcus pyogenes, algumas pneumonias que sao
causadas por Streptococcus pneumoniae, alguns tipos de dores de garganta que sao
causadas por Staphylococcus aureus ou Streptococcus pyogenes (Madigan;
Martinko; Parker, 2004). Algumas bacterioses sdo apresentadas na Tabela 1, que

mostra também a data de descoberta da bactéria causadora.

Tabela 1: Exemplos de patologias bacterianas e suas respectivas datas de descoberta

Doenga Agente etiologico Ano de descoberta
Hanseniase (lepra) Mycobacterium leprae 1873
Carbunculo (antraz) Bacillus anthracis 1877
Gonorreia Neisseria gonorrhoeae 1879
Febre tifoide Salmonella typhi 1880
Tuberculose Mycobacterium tuberculosis 1882
Colera Vibrio cholerae 1883
Difteria Corynebacterium diphtheriae 1883
Tétano Clostridium tetani 1884
Algumas meningites Neisseria meningitidis 1887
Gangrena Clostridum perfringens 1892
Peste Yersinia pestis 1894
Sifilis Treponema pallidum 1903

Fonte: Madigan; Martinko; Parker, 2004

Até o século XIX doencas infecciosas, como as causadas por bactérias, mataram
milhdes de pessoas. Muitas doengas podem ter coexistido em eras antigas, como a
tuberculose, que pode ter estado presente no Médio Egito (Figura 2a), em um
periodo entre 4000 e 3000 anos atrds (Zink ef al, 2003). A peste possui relatos muito
antigos como no caso da praga de Justiniano que, possivelmente, foi uma epidemia
de peste causada por Yersinia pestis entre 541 e 544 DC no Império Bizantino,
durante o reinado de Justiniano I (Figura 2b) (Drancourt; Houhamdi & Raoult,
2006) ou a peste negra que assolou a Europa na Idade Média e que talvez também
tenha sido causada por Yersinia pestis, apesar de haver muitos questionamentos a
respeito deste agente etioldgico ser o mesmo da peste descrita por Alexandre Yersin

em 1894 (Titball, 2004).



Figura 2: Mumia do Médio Egito (a) de onde foram encontrados vestigios de Mycobacterium

tuberculosis. (b) Mosaico de Justiniano 1 (482-565) do Império Bizantino que governou de 527 até sua

morte, o Império Romano do Oriente e enfrentou durante o seu reinado em 541 a 544 uma epidemia de

peste em seu Império. Fonte: Basilica de Sdo Vital, Ravena, Italia, extraido de http://pt.wikipedia.org em

10/02/2015.

1.1.1. Micoses

As micoses sdo doencas causadas por fungos que, frequentemente,
aproveitam-se de hospedeiros com um estado imune alterado seja por outro
patogeno, por desnutrigdo ou devido a imunossupressao. Uma das formas mais
comuns de imunossupressao deve-se ao virus HIV que acomete cerca de 35,3
milhdes de pessoas em todo o mundo e, no minimo, 530 mil no Brasil
(UNAIDS, 2013).

Outra forma de imunossupressao deve-se ao abuso de drogas recreativas
as quais desregulam o sistema imune, e, alguns estudos ja apresentaram
relacdes entre o uso de drogas e a prevaléncia de doengas infecciosas, sejam
causadas por bactérias, tais como Mycobacterium tuberculosis, Pseudomonas
spp; por fungos como Candida spp; ou virus como os da hepatite A, Be C ou o
HIV. Diversas drogas podem causar este problema de imunorregulagdo tais

como os opiodides derivados da papoula, a maconha, cocaina, o cigarro comum e
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até mesmo o alcool (Friedman; Newton & Klein, 2003). O uso de drogas
injetaveis por pacientes HIV positivos, apesar de ter sido reduzido, ainda ¢
bastante preocupante, e 1,6 milhdes de pessoas encontram-se nesta situagdo de
risco dobrado para imunossupressao e, consequentemente, o desenvolvimento
infec¢des fungicas. No entanto, o niimero de pessoas sob o risco somente do
abuso de drogas ¢ muito maior, entre 167 e 315 milhdes de pessoas no mundo o
que corresponde a 3,6% e 6,9% de toda a populacdo adulta mundial (UNODC,
2013), sendo apresentado na Figura 3a prevaléncia mundial do uso somente de

drogas injetaveis.
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Figura 3: Prevaléncia de usuarios de drogas injetaveis (IDU) pela populagdo adulta (entre 15 e 64 anos)
no ano de 2011. Fonte: UNODC, 2013 com adaptagdes

A desnutricdo afetou 805,3 milhdes de pessoas ao redor do mundo em
2012, com 98% destas pessoas afetadas localizadas em paises em
desenvolvimento (FAO, 2014). Este nimero corresponde a mais de 10% da
populacao mundial, que, além dos problemas diretos causados pela desnutri¢do,
estdo sob maior risco de contrairem infecgdes fungicas devido a seus sistemas
imunes estarem enfraquecidos pela fome.

Outro grupo de individuos sob-risco de contrairem infecgdes causadas
por fungos sdo pessoas imunossuprimidas, devido a desordens hematologicas
(p. ex. doencas autoimunes), cancer ou transplantes. Pessoas com doencas

autoimunes ou transplantadas precisam utilizar drogas imunossupressoras para



evitarem respostas lesivas de seus respectivos sistemas imunes. J& as pessoas
com cancer comumente tem seus sistemas imunes comprometidos devido aos
tratamentos de quimioterapia e radioterapia que sdo muito agressivos a células
com altas taxas de divisdo, como as do sistema imune. Portanto, pessoas
imunossuprimidas possuem como efeito colateral de seus respectivos
tratamentos, ndo conseguirem responder com eficacia a ataques de fungos
oportunistas, cujas infeccdes seriam rapidamente resolvidas em individuos
imunocompetentes (Romani, 2011).

Infelizmente as taxas de mortalidade de pessoas infectadas por fungos
oportunistas em situagdes como as apresentadas acima, ¢ muito alta, onde mais
de 50% dos infectados morrem e, em casos como os de receptores de medula
Ossea, essa taxa ¢ ainda maior, chegando a 95% de mortalidade para os
infectados por espécies do género Aspergillus (Figura 4a) (Romani, 2004).
Outros grandes causadores de micoses em pacientes imunosprimidos sdo muitas
espécies do género Candida (Figura 4b) tais como C. krusei e C. tropicalis que
sd0 muito comuns em infec¢des em receptores de medula ossea. Além do mais,
tais espécies possuem cepas resistentes a antifingicos azolicos e cepas menos
vulneraveis a equinocandinas (Miceli; Diaz e Lee, 2011). Paracoccidioides
brasiliensis ¢ um patdogeno muito comum na América Latina que pode causar
graves infec¢des pulmonares (Franco et al, 1987). Um género de fungos que
tem causado preocupagdo ¢ o Cryptococcus devido a possibilidade de causar

meningite criptocécica.

Figura 4: Fotografias obtidas por microscopia eletronica com coloracdo artificial de fungos do mesmo
género mencionados no texto, Aspergillus glaucus (a) e Candida albicans (b). Fonte:
http://fineartamerica.com acessado em: 13/02/2015



1.1.2. Fungos do género Cryptococcus

O género Cryptococcus € composto por fungos basidiomicetos
leveduriformes que crescem majoritariamente por reproducdo assexuada. No
passado as duas espécies mais importantes do grupo, Cryptococcus neoformans
e Cryptococcus gattii ja foram consideradas uma s6 espécie onde C. gattii era
um sorogrupo, sendo denominada Cryptococcus neoformans var gattii (Chen,
Meyer & Sorrell, 2014). Entretanto existem outras espécies do género que
causam micoses oportunistas, tais como C. albidus, C. curvatus, C. humicolus,
e C. uniguttulatus, que estdo relacionadas a muitos casos de micoses em
pacientes com HIV avangado ou sob tratamento de cancer (Miceli; Diaz e Lee,
2011).

E notavel a resisténcia de diversas espécies de fungos deste género a
varias drogas, como por exemplo C. neoformas que ¢ naturalmente insensivel as
equinocandinas (Denning, 2003), varios isolados de C. neoformans e C. gattii
sdo resistentes a antifungicos azolicos, bem como a fluorcitosina
(Khawcharoenporn, Apisarnthanarak & Mundy, 2007).

Cryptococcus neoformans (Figura 5) ¢ um fungo comumente encontrado
em fezes de pombo, apesar de serem incapazes de crescer nestes animais porque
aves possuem alta temperatura corporal (Chae et al, 2012), ou no solo (Levitz,

1991 apud Mitchell & Perfect, 1995).



Figura 5: Fungo Cryptococcus neoformans, corado com tinta indiana (a), produzindo melanina, um dos
fatores de viruléncia (b), e a sua forma filamentosa de basidiomiceto (c). Fonte: Idnurm et a/, 2005 com
adaptagdes.

Comumente C. neoformans ¢ um patégeno oportunista que inicialmente
causa uma infec¢do assintomatica que pode ser resolvida pelo sistema imune ou
evoluir para granulomas latentes nos pulmdes. Entretanto, com uma reducao da
competéncia do sistema imune, a infec¢ao latente pode evoluir para um quadro
de meningite que pode ser alcancado diretamente sem a passagem pela fase
latente em pessoas ja imunossuprimidas (Idnurm ez al, 2005). Trés fatores de
viruléncia j& foram bem caracterizados em C. neoformas que sdo, a capsula de
carboidratos, importante para protecdo contra a agdo de fagdcitos ou do sistema
do complemento; a secre¢ao de melanina, importante para protecdo quando no
ambiente ou para prote¢ao contra radicais livres produzidos por células de
defesa, e a habilidade de crescer a temperatura do corpo humano. Um ponto de
interesse a respeito da infeccdo por C. neoformans & que esta possui
similaridades com a tuberculose, como, por exemplo, pela existéncia de uma
fase de laténcia pulmonar que evolui para a doenga propriamente dita apds um
episodio de imunossupressao (Idnurm et al, 2005).

C. gattii foi inicialmente identificada em eucaliptos, na Australia, sendo
disperso pelo ar, apesar desta dispersao ser relativamente limitada. Porém, mais
de 50 espécies de arvores podem prover um ambiente para C. gattii, entre as

quais pode-se citar o eucaliptio (Hagen & Boekhout, 2010). Este fungo ja foi



isolado em diversas partes do mundo tais como, as Américas (inclusive no
Brasil), Europa ocidental e setentrional, Extremo oriente, Oceania, Sudeste
asiatico e sul da Africa (Chen, Meyer & Sorrell, 2014).

Assim como C. neoformans, C. gattii ¢ um fungo que primeiramente
infecta os pulmdes para depois infectar outros 6rgdos, principalmente os do
sistema nervoso central (Figura 6). Outro ponto em comum com C. neoformans
¢ a semelhanca dos fatores de viruléncia, podendo também produzir melanina,
capsula polissacaridica, mas também possuindo genes como urease que auxilia
na invasao tecidual (possivelmente também com uma fun¢do anti-inflamatoria
por evitar uma resposta imunoldgica do tipo Th2), superdxido dismutase e
trealose, ambos com fun¢do antioxidante (Chen, Meyer & Sorrell, 2014). C
gatti pode infectar diversos animais, como coalas, golfinhos, esquilos, furdes,
aves, bem como varios animais domésticos, como gatos, caes cavalos, ovelhas
ou vacas, porém, os sintomas podem ser diferentes daqueles apresentados por
humanos. C. gatti geralmente infecta pessoas imunossuprimidas sendo muito
comuns os relatos em pacientes HIV positivos. Apesar de ser um patdogeno
relacionado a regido da Australia, onde ¢ endémico, o primeiro caso de infec¢ao
em humanos foi relatado no final da década de 60 na Republica Democratica do
Congo (ex. Zaire) em uma crianga de 7 anos com leucemia, no entanto, hoje os
casos estdo distribuidos por todos os continentes habitados (Chen, Meyer &

Sorrell, 2014).

Figura 6: Tomografia apresentando uma lesdo no cerebelo (indicado pela seta) de um paciente infectado
por Cryptococcus gattii, sendo o fungo isolado de tecido obtido por bidpsia. Fonte: Chen, Meyer &
Sorrell, 2014 com adaptagdes.



A terapia comumente consiste em um tratamento com o uso de
anfotericina B em conjunto com 5-fluorcitosina (Sugar, 1999; Chen et al,
2013). Porém o uso da anfotericina B ¢ arriscado devido a sua alta
nefrotoxicidade, bem como a outros efeitos colaterais (Baginski & Czub, 2009),
a 5-fluorcitosina pode também causar hepatotoxicidade e toxicidade a medula
Ossea, 0 que pode causar imunossupressdo ou agrava-la em pacientes ja
imunossuprimidos, sendo, portanto pouco tolerada por pacientes com HIV
(Vermes; Guchelaar & Dankert, 2000).

Apesar de comumente as micoses serem oportunistas, C. gattii ¢ bem
descrito como um fungo que pode desencadear a patologia mesmo em pessoas
imunocompetentes (Kronstad et al/, 2011). Isso quebra o paradigma de que os
fungos sdo descritos como sendo meros patdégenos oportunistas e também
levanta a necessidade de novas drogas serem desenvolvidas para combater um
fungo com potencial mais agressivo, tanto pelo risco de surgirem cepas
resistentes, como a fim de evitar efeitos adversos dos farmacos comumente
usados.

Com o fendmeno da resisténcia, ja descrito para, potencialmente todos os
antimicrobianos existentes, ¢ importante a busca por novos farmacos com esta
atividade. Infelizmente poucas novas descobertas foram feitas nas ultimas

décadas (Ostrosky-Zeichner et al, 2010; WHO, 2014).



1.2. ANTIMICROBIANOS

Os primeiros antimicrobianos foram desenvolvidos no inicio do século XX, tais
como os antibacterianos salvarsan, penicilina e sulfas; bem como os antifingicos
griseofulvin, polienos e azdlicos. Em 1909 o alemao Paul Ehrlich (Figura 7a) junto
com Alfred Bertheim e Sahachiro Hata testaram o "composto 606", a base de
arsénio, no tratamento de coelhos infectados com sifilis, o qual apresentou
resultados promissores, sendo depois empregado no tratamento de pacientes
infectados com sifilis. O composto foi nomeado de Salvarsan (Aminov, 2010).

Cerca de duas décadas depois o britanico Alexander Fleming (Figura 7b)
percebeu, em 1928, que uma cultura de Staphylococcus contaminada com um fungo
do género Penicilium teve seu crescimento inibido por um composto produzido pelo
fungo, sendo que em 1940 o grupo de pesquisa de Fleming conseguiu purificar o
composto responsavel pela inibi¢ao bacteriana, a penicilina. Seu uso no final da 2°
guerra mundial ajudou a salvar a vida de milhares de soldados que, do contrario,

teriam sucumbido a infecgdes bacterianas em suas feridas.

Figura 7: Foto dos microbiologistas (a) Paul Ehrlich e (b) Alexander Fleming. Fonte:
http://www.nobelprize.org/nobel prizes/medicine/laureates/

Desde 1909 até 1987 (Figura 8) foram descobertos mais de 20 classes de
antibacterianos entre as quais os beta lactdmicos -onde inclui-se a penicilina- o
cloranfenicol, os glicopeptideos (p. ex. vancomicina), as tetraciclinas, as sulfas, os
macrolideos (p. ex. eritromicina), entre outros (WHO, 2014). Entretanto apos o final
da década de 80 nao foram descobertas novas classes de antibidticos, até o inicio de

2015 quando um composto peptidico com uma ligacdo éster interna (sendo
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compostos deste tipo chamados de depsipeptideos), nomeado teixobactina foi
purificado e caracterizado, apresentando valores de MIC para Escherichia coli de
20,12 uM; para Pseudomonas aeruginosa acima de 25,76 uM e para
Staphylococcus aureus de 0,20 uM. O composto aparentemente inibe a sintese de
peptideoglicano e, segundo relatado, ndo apareceram mutantes de S. aureus ou

Mycobacterium tuberculosis, resistentes a teixobactina (Ling et al, 2015).
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Figura 8: Linha do tempo apresentando a data de descoberta dos mais comuns antibacterianos. Esta
incluso a descoberta dos peptideos antimicrobianos bem como da teixobactina em 2015. Fonte: WHO,
2014 com adaptagdes.

Apesar do uso medicinal de antibidticos ser aceito como uma invengao do século
XX ha indicios de que muito antes, comunidades antigas, a sua maneira, faziam uso
dos mesmos. Esqueletos sudaneses datados como tendo entre 1460 ¢ 1660 anos
apresentaram altas concentragdes de tetraciclina que, possivelmente, foi incorporada
através da dieta. Igualmente, esqueletos do fim do império romano foram
encontrados no Egito com altas concentragdes de tetraciclinas (Aminov, 2010).
Outro antibidtico com origem antiga € a penicilina e outros B-lactdmicos naturais.
Esta antiguidade ¢ corroborada pelos achados da enzima B-lactamase, possivelmente
com mais de 1 bilhdo de anos de idade (Aminov, 2010).

Do lado dos antifungicos a griseofulvina foi isolada inicialmente do fungo

Penicilium griseofulvum em 1939, porém até o final dos anos 50 este composto ndo
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foi usado para finalidades clinicas (Rhodes et al, 1957; Sheehan, Hitchcook &
Sibley; 1999). Em 1949 foi descoberta a anfotericina B, mas somente10 anos depois
seu uso clinico teve inicio. Além dessas classes de antiflingicos outras também ja
foram descobertas tais como os antifungicos azoélicos, as equinocandinas e as
alilamidas (Sheehan, Hitchcook & Sibley; 1999). Porém a maioria desses

antifungicos demoraram a serem lancados no mercado (Figura 9).
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Figura 9: Linha do tempo apresentando quando os diferentes antifungicos foram disponibilizados para
uso clinico, onde ABCD ¢ anfotericina B em dispersdo coloidal, ABLC ¢ anfotericina B complexada com
lipidios, L-AmB ¢ anfotericina B em lipossomos e 5-FC ¢ a 5-fluorcitosina. Fonte: Ostrosky-Zeichner et
al, 2010

Semelhante aos antibacterianos, infelizmente, os antifungicos produzem o
fendomeno da resisténcia, onde cepas de fungos munidos de um ou mais genes de
resisténcia sobrevivem a tratamentos com antimicrobianos, tornando-se a populacao
majoritaria ¢ bem menos sensivel ao tratamento com o farmaco para o qual ela

possui resisténcia.

1.2.1. Antibacterianos ou antibidticos
Antibacterianos (chamados por alguns autores de antibidticos) sao
farmacos tanto de origem natural, semissintética (isto €, compostos naturais que

sao modificados quimicamente) ou sintética. No caso, a origem nao esta ligada
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a forma de produgdo mas sim, como o composto foi obtido pela primeira vez
(Aminov, 2010 e WHO, 2014).

Existem diversas classes de antibacterianos classificados, principalmente,
por grupos quimicos ou motivos presentes nos mesmos. Os principais grupos de
antibacterianos sdo: os [-lactdmicos, aminoglicosideos, glicopeptideos,
macrolideos, tetraciclinas, sulfonamidas, compostos aromadticos, quinolonas,
entre outros grupos menos importantes (Madigan; Martinko & Parker, 2004;
Kohanski; Dwyer & Collins, 2010). Dentro dos grupos dos antibacterianos de
menor importancia estdo farmacos com alta especificidade utilizados em
tratamentos de bacterioses especificas.

Os diversos tipos de antibacterianos tém diferentes alvos e mecanismos
de acdo também distintos. Alguns deles interferem na sintese de
peptideoglicanos tais como os [-lactdmicos e os glicopeptideos. Em sua
maioria, os antibacterianos interferem na maquinaria de sintese protéica
bacteriana (sendo a maioria deles bacteriostaticos e ndo bactericidas), tais como
os aminoglicosideos, macrolideos, tetraciclinas e alguns compostos aromaticos
tais como o cloranfenicol (Wilson, 2014). Outros exploram diferentes alvos,
como a actinomicina que interfere na sintese de RNA, indiretamente
interferindo na sintese de proteinas (Sobell, 1985).

Antibacterianos B-lactamicos, possuem o nucleo -lactaimico como grupo
funcional com efeito bactericida. Neste grupo estdo as penicilinas, as
cefalosporinas e as carbapenemas (Kohanski; Dwyer & Collins, 2010). Eles
possuem origem natural e semissintética, sendo o seu mecanismo de acdo
principal a inibicao de enzimas com funcao transpeptidase (Shahid et al, 2009).
Estas enzimas catalisam a ligagdo de um residuo de D-alanina a uma cadeia
vizinha de pentaglicina formando assim ligacdes transversais no polimero
peptideoglicano. Estes antibacterianos atuam pela '"penicilagdo" das
transpeptidades inibindo-as e assim bloqueando a sintese de pepetideoglicano, o
que leva a formagdo de esferoplastos que facilmente sdo lisados devido ao
desequilibrio osmotico (Shahid et al, 2009; Kohanski; Dwyer & Collins, 2010).
Estruturalmente os B-lactdmicos sdo formados por dois anéis condensados, o
anel B-lactamico (de 4 membros) caracteristico do grupo e o anel de 5 membros
-no caso das penicilinas- ou de 6 membros -no caso das cefalosporinas- (Shahid

et al, 2009), sendo tais estruturas basicas apresentadas na Figura 10.
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Figura 10: Estrutura base das penicilinas (a) e das cefalosporinas (b). Os grupos substituintes de R1 ¢ R2
¢ que sdo os responsaveis pelas diferencas entre cada uma das penicilinas e cada uma das cefalosporinas.
Fonte: Shahid, 2009.

Os aminoglicosideos (Figura 11) inibem a sintese protéica através da interagao
com a subunidade menor ribossomal. Como exemplos dessa classe destacam-se a
gentamicina, estreptomicina e canamicina (Kohanski; Dwyer & Collins, 2010). O
primeiro aminoglicosideo foi purificado em 1944 de uma bactéria do solo porém, ao
longo de 20 anos foram isolados muitos outros aminoglicosideos de outras espécies
bacterianas do solo de géneros como Streptomyces e Actinomycetes (Hermann, 2007).
Os aminoglicosideos naturais possuem como grupo caracteristico o grupo 2-
desoxiestreptamina (2-DOS) ao qual se ligam diferentes amino agucares. Por possuirem
diversas cargas positivas estes compostos possuem alta afinidade pela membrana
externa negativamente carregada de bactérias, o que contribui para a seletividade
antibacteriana. Entretanto, devido a necessidade de um transporte dependente de cadeia
transportadora de elétrons aminoglicosideos sdo pouco efetivos em ambientes
anaerobicos (Jana & Deb, 2006). J& ¢ bem conhecido que aminoglicosideos agem
ligando-se aos ribossomos bacterianos, mais precisamente a subunidade menor 30S que
¢ responsavel pela alta fidelidade da traducdo, porém o exato mecanismo de a¢do que
gera a atividade antimicrobiana ainda precisa ser melhor estudado. No caso do modelo
em Escherichia coli, o TRNA 16S ja foi estudado como um sitio de ligagao de diversos
aminoglicosideos. A atividade possivelmente consiste em dificultar a interagdo do
tRNA com o rRNA por um mecanismo semelhante ao de inibicdo enzimatica

competitiva (Jana & Deb, 2006).
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Figura 11: Estrutura de alguns aminoglicosideos tais como a gentamicina e canamicina (a), higromicina
B (b), estreptomicina (c) e espectinomicina (d). Fonte: Hermann, 2007.

Os mecanismos de resisténcia bacteriana aos aminoglicosideos consistem
em diferentes estratégias. Algumas bactérias possuem genes que expressam
bombas que bombeiam para fora do citoplasma estes compostos, sendo este um
processo ATP-dependente. Menos comumente, algumas bactérias expressam
enzimas com atividade RNA metiltransferase que modificam o rRNA,
dificultando com isso a ligacdo dos aminoglicosideos a subunidade 30S (Jana &
Deb, 2006). Porém, a maioria das bactérias resistentes expressam enzimas que
modificam os aminoglicosideos reduzindo assim a afinidade destes pela
subunidade menor ribossomal. Estas modificacdes podem ser acetilacoes,
fosforilagdes, ou ligagdes de nucleotideos a estrutura do composto (Vakulenko
& Mobashery, 2003).

Os glicopeptideos (Figura 12) sdo antibacterianos que inibem a sintese da
parede celular de espécies bacterianas Gram-positivas. Neste grupo, os
principais exemplos de antibidticos sdo a vancomicina, avoparcina, teicoplanina
e a telavancina (Jeya et al, 2011). Eles sdo caracterizados estruturalmente pela

presenca de anéis moleculares fusionados que formam um esqueleto em forma
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de "cesta" e pela presenga de carboidratos ligados ao arcabougo principal (Jeya
et al, 2011). A acdo antimicrobiana se da pele inibicdo da matura¢do do
peptideoglicano da bactéria, por impedimento estérico, porém, alguns
glicopeptideos interagem com transglicosilases (Kohanski; Dwyer & Collins,
2010). A transglicosilase alvo da interacdo com tais farmacos ¢ geralmente a
mesma enzima com atividade transpeptidase, tratando-se de uma enzima com

atividade dupla (Jeya et al, 2011).

Figura 12: Estrutura de alguns glicopeptideos tais como a vancomicina (a) e a teicoplanina (b). Fonte:
Jeya et al, 2011 modificado.

A resisténcia a glicopeptideos era inesperada devido ao seu modo de
acdo, bloqueando a acdo de diferentes enzimas. Entretanto, bactérias usam
diversas enzimas distintas (que geralmente sdo codificados por transposons)
para conseguir driblar a interagdo com os antimicrobianos dessa classe (Jovetic
et al,2010).

Os macrolideos sdo antibacterianos que possuem anéis de lactona de 14 a
16 4atomos neste arcabougo principal. Como exemplos existem a eritromicina,
espiramicina, estreptogramina e telitromicina (Figura 13). Alguns macrolideos
(como os que contém o agucar micarose) inibem a reagdo peptidil transferase
catalisada pela subunidade ribossomal maior, j& outros tais como a eritromicina
bloqueiam o tinel de saida do polipeptideo nascente, provocando um término

prematuro da sintese protéica (Tenson; Lovmar & Ehrenberg, 2003).
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Figura 13: Estrutura de alguns macrolideos conhecidos. Fonte: Tenson; Lovmar & Ehrenberg, 2003

Os mecanismos de resisténcia a tais drogas exploram tanto a excre¢do de
tais farmacos como a modificagdo do sitio de acdo (ribossomos) pela produgio
de rRNAs mutantes como pela expressao de proteinas diferentes das que
comumente compdem a estrutura do subunidade 50S ribossomal. Alguns
organismos produzem proteinas L4 e L22 mutantes que reduzem a ligacao dos
macrolideos a subunidade 50S. Existem cepas de E. coli que substituem bases
na posicdo 2058 e 2059 do rRNA 23S. Campylobacter resistentes produzem
bombas de transporte ativo tal como a CmeABC. A presenca de mecanismos de
resisténcia diferentes também pode ocorrer como a expressio da bomba

CmeABC juntamente com rRNA 23S mutante (Belanger & Shryock, 2007).
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As tetraciclinas sdo antibacterianos caracterizados pela presenca de
quatro anéis de seis membros condensados, o nicleo hidroantraceno, com uma
série de substituicdes (Figura 14). Esta classe de farmacos ¢ bacteriostatica, que
atua se ligando a subunidade menor ribossomal (Morita; Tomida & Kawamura,
2014). As primeiras tetraciclinas foram descobertas em 1948, sendo as 7-
clorotetraciclina e a 5-hidroxitetraciclina. Entretanto existem outros exemplos
de antibacterianos desta classe tais como a rolitetraciclina, limeciclina,
metaciclina, entre outras (Chopra & Roberts 2001). Tais moléculas sao
possivelmente transportadas, em bactérias gram-negativas, através de canais do
tipo porina na forma de complexos com cations divalentes tais como o
magnésio. No periplasma o Mg®" se dissocia da tetraciclina liberando-a, esta
atravessa facilmente a membrana plasmatica. No citoplasma a tetraciclina
novamente liga-se a ions divalentes (que sdo abundantes), sendo que a forma
ativa é possivelmente, também um complexo tetraciclina:Mg”". Esta forma se
liga a proteina S7 e as bases G693, A892, U1052, C1054, G1300, e G1338 do
rRNA 16S (Chopra & Roberts 2001). No entanto, autores como Schnappinger
& Hillen, em 1996, citaram sitios de ligacdo de menor afinidade das
tetraciclinas em ambas as subunidades dos ribossomos, bem como as proteinas
S3, S8, S14 E S19 como importantes alvos na ligacdo de tais compostos a
subunidade 30S. Esta ligacdo impede a ligacdo de aminoacil-tRNAs com o
ribossomo, o que impede, portanto a sintese protéica. Contudo, essa ligagao ¢
reversivel, sendo uma possivel explicagdo para os efeitos bacteriostaticos e nao

bactericidas observados (Chopra &Roberts 2001).
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Figura 14: Formula estrutural da (a) 7-clorotetraciclina, (b) 5-hidroxitetraciclina, (c) tetraciclina e (d) da
metaciclina. Fonte: Chopra & Roberts 2001.

A resisténcia pode ocorrer pela producao de proteinas que protegem os
ribossomos da agdo das tetraciclinas, sendo tais proteinas semelhantes a fatores
de elongamento, tais como o EF-G e EF-Tu, possuindo inclusive atividade
GTPase. Outros mecanismos exploram modificagdes nos tRNAs ou a reducao
da permeabilidade as tetraciclinas ou pela expressao de bombas de efluxo, que
usam o gradiente de pH através da membrana, porém nao sendo necessaria a
existéncia de potencial elétrico portanto se tratando de um antiporte
(Schnappinger & Hillen, 1996).

As sulfonamidas (Figura 15a) sdo drogas que interferem na biossintese
do tetrahidrofolato, um cofator importante na biossintese de nucleotideos e do
metabolismo de alguns aminoécidos. O primeiro firmaco desta classe foi
sintetizado em 1932 pelo alemdo Gerhard Domagk (Figura 15b) (Skold, 2000).
O alvo dessas drogas ¢ a enzima dihidroperoato sintase se que condensa o acido
p-aminobenzdico com dihidro-6-hidroximetilpterina-pirofosfato para formar o
acido dihidropterdico o penultimo precursor da biossintese dihidrofolato. Como
mamiferos sdo incapazes de sintetizar este cofator, eles o obtém da dieta ou do
que ¢ produzido pela microbiota indigena do sistema digestorio, portanto sao

pouco afetados por essa classe de antimicrobianos (Skold, 2000).
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Figura 15: (a) Alguns exemplos de sulfonamidas. Microbiologista Gerhard Domagk (b), laureado com o
prémio Nobel em 1939. Fontes: Skold, 2000 e
http://www.nobelprize.org/nobel prizes/medicine/laureates/

A resisténcia a essa classe de antibacterianos ocorre pela presenca de
bactérias mutantes para o gene da dihidroperoato sintase que possui uma
afinidade bem menor tanto pelo substrato original, o 4cido p-aminobenzdico,
como para as sulfas (Skold, 2000).

As quinolonas e os compostos fendlicos tém como alvos respectivamente
proteinas topoisomerase (DNA girase) e a subunidade 50S ribossomal. As
quinolonas sdo antibacterianos sintéticos tais como o acido nalidixico ou a
ciprofloxacina que atuam inibindo a topoisomerase II, o que resulta em quebras
duplas no DNA bacteriano e com isso bloqueando a sua replicagdo. Inibigdes no
mecanismo de SOS (um mecanismo de resposta a danos ao DNA) da bactéria
auxiliam na morte delas, bem como reduzem as chances de aparecimento de
resisténcia. Compostos fenolicos tais como o cloranfenicol tem como alvo a
subunidade 50S ribossomal atuando pela inibi¢ao da fase de elongamento da

tradugao protéica (Kohanski; Dwyer & Collins, 2010).

1.2.2. Antifungicos

Os antifungicos, também conhecidos como antimicoticos, sdo o0s
farmacos utilizados no combate contra os fungos patogénicos. Eles sdo
classificados nas seguintes classes principais: azolicos, polienos, alilaminas,

equinocandinas e 5-fluorocitosina (Ghannoum & Rice, 1999).
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O principal alvo dos antifingicos € o ergosterol, tanto interferindo na sua
via de biossintese (Figura 16), como ligando-se a ele quando ja inserido na
membrana plasmatica. Outros alvos s3o os acidos nucleicos, a parede celular ou

0 aparato mitdtico (Anderson, 2005).
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Figura 16: Antifingicos que interferem na via de biossintese do ergosterol, onde TERB ¢ a terbinafina,
FLU ¢ o fluconazol, ITRA ¢ o itraconazol ¢ VOR ¢ o voriconazol. Fonte: Ghannoum & Rice, 1999

Os antifungicos azo6licos sdo derivados do imidazol N-substituido que
foram pela primeira vez reportados na literatura cientifica, no final da década de
60 do século XX (Ghannoum & Rice, 1999). Alguns exemplos de farmacos
dessa classe sdo miconazol, clotrimazol, fluconazol, voriconazol ¢ o
itraconazol, sendo alguns deles apresentados na Figura 17. Entretanto, geralmente
seu uso ¢ topico devido a alta toxicidade ou por problemas de biodistribui¢do o
que, infelizmente, limita o uso de tais farmacos (Ostrosky-Zeichner et al, 2010).
Agentes antifungicos azolicos atuam na via de biossintese do ergosterol,
inibindo a enzima lanostenil demetilase que ¢ dependente do citocromo P-450.

Esta enzima também estd presente na via de biossintese de colesterol de

21



mamiferos, porém tais agentes possuem maior afinidade pela enzima de fungos
do que pela de mamiferos em concentragdes terapéuticas (Sheehan; Hitchcook;

Sibley, 1999).
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Figura 17: Exemplos de antifingicos azolicos. Fonte: Zeichner et al, 2010.

Entretanto, o fendmeno da resisténcia, semelhante a existente para os
antibacterianos, ocorre também para os antifingicos. A resisténcia contra os
antifingicos azolicos se dd pela modificacio da enzima alvo ou pela
superexpressdo da mesma, bem como pela expressdo de bombas de efluxo, do
tipo MFS ("major facilitator superfamily") ou ABC, que possui 4 familias
principais em Saccharomyces cerevisiae, MDR, CFTR, YEF, e PDR. Outro
mecanismo ja descrito ¢ a alteracdo na composicao da membrana, o que altera a
permeabilidade a tais fArmacos (Ghannoum & Rice, 1999;Cowen, 2008).

Antifingicos da classe dos polienos sdo compostos que possuem
multiplas ligacdes duplas conjugadas, o que da nome a esta classe de
compostos, tendo como exemplos a anfotericina B e a nistatina (Figura 18).
Eles comegaram a ser utilizados na década de 50 como o antifungico padrao
para o tratamento de micoses até o desenvolvimento dos antifingicos azolicos
(Ghannoum & Rice, 1999). O mecanismo de acdo de tais compostos se baseia
na ligacdo aos esterdides da membrana plasmatica do fungo e pela formacgao de
poros formados por uma mistura do firmaco e de esterdis. Portanto organismos
tais como fungos, algas e protozodrios sdo susceptiveis a tais ataques
(Ghannoum & Rice, 1999). Os polienos, tais como a anfotericina B, possuem
uma afinidade maior por ergosterol do que pelo colesterol (esterol encontrado
em mamifero), o que pode explicar sua toxicidade seletiva (Ostrosky-Zeichner

et al, 2010). A resisténcia a essa classe ¢ relativamente rara, geralmente
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ocorrendo em espécies do género Candida pela producao de esterdis nao usuais
e que, portanto ligam-se com menor afinidade aos polienos (Ghannoum & Rice,

1999).

MNistatina

Figura 18: Exemplos de antifingicos da classe dos polienos.

As alilaminas sdo caracterizadas por possuirem um grupo alil
(RCH,CHCHR') ligado a um grupo amino. Como exemplos da classe existem a
naftifina e a terbinafina (Figura 19a). Esta classe de antiflingicos atua
possivelmente, inibindo a via de biossintese do ergosterol pela inibicdo da
esqualeno epoxidase, devido a observagao do acimulo de esqualeno nas células
tratadas com tais farmacos. Além do mero acimulo deste precursor este
fendmeno ¢ o possivel responsavel pela lise da célula fungica, devido ao
aumento de permeabilidade das células como consequéncia de tal acuimulo. O
aparecimento de resisténcia nao foi documentado em cepas patogénicas. Porém,
em algumas espécies investigadas, um dos mecanismos consiste na presenca de
bombas de transporte do tipo CDR1 (Ghannoum & Rice, 1999).

Equinocandinas s3o compostos que possuem um hexapeptideo ciclico
como nucleo, o acido linoleico acilando o N-terminal da porc¢do peptidica e
diferentes grupos laterais com diferentes padrdes de hidroxilagdo. A primeira
autoriza¢ao do FDA de compostos dessa classe foi para a caspofungina (Figura

19b) em 2001, desenvolvida pela Merck, seguida pela micafungina em 2005
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(Astellas Pharma) e pela anidulafungina em 2006 desenvolvida pela Pfizer
(Moris & Villmann, 2006). Este grupo de antifingico atua como inibidor da 3f3-
glucano sintase, uma enzima integral de membrana que participa no
metabolismo da parede celular fungica (Ghannoum & Rice, 1999). Cepas
resistentes sdo resultado de células com mutagdes na subunidade Fks1 da 3p3-
glucano sintase o que resulta em uma menor sensibilidade as equinocandinas
(Cowen, 2008).

A 5-fluorocitosina (Figura 19c) atua interferindo no metabolismo de
DNA e RNA e assim interfere na replicacdo devido a conversdo de 5-
fluorocitosina em 5-fluordesoxiuridina monofosfato e interferindo na
transcricdo de RNA e por consequéncia, na sintese de proteinas. A resisténcia
aparece pela reducao ou perda de atividade da permease, a proteina responsavel
pelo transporte da 5-fluorocitosina para o citosol, ou pela perda de fung¢ao na
enzima responsavel pela conversdo da droga em precursores utilizaveis pela

célula fingica (Ghannoum & Rice, 1999).
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Figura 19: Exemplos de farmacos das classes das alilamidas (a), equinocandinas (b) e 5-fluorocitosina
(c). Fonte: Anderson, 2005 com modificagdes.

Comparando-se o arsenal de drogas contra bactérias (os antibioticos) e o arsenal
contra fungos (os antimicoéticos) percebe-se a diferenca tanto na diversidade como

no numero de farmacos existentes, onde nosso arsenal contra fungos ¢ muito mais



limitado. Um dos motivos se deve ao fato de que animais e fungos sdo muito
proximos filogeneticamente, quando comparados as bactérias (Cowen, 2008).
Entretanto, nossos arsenais contra bactérias e fungos ndo tem avangado como
ocorreu no século XX, quando entre as décadas de 40 e de 60 quase todas as classes
de antibacterianos e uma parte consideravel de classes de antifungicos foram
descritas (WHO, 2014). Porém para os antifingicos houve um periodo de
descobertas durante os anos 90, quando muitos antimicéticos foram disponibilizados
no mercado (Ostrosky-Zeichner et al, 2010). Sendo assim ¢ importante a busca por
novos farmacos, bem como a criagdo de novos métodos para tratar as doencas

infecciosas causadas por microrganismos, sejam bactérias ou fungos.

25



1.3. PEPTIDEOS ANTIMICROBIANOS

Os peptideos antimicrobianos sdo compostos de baixa massa molecular, abaixo
de 5000 Da, em geral positivamente carregados e apresentando diferentes estruturas
secundarias (Bulet et al, 1999).

O primeiro relato de peptideos com atividades antimicrobianas foi feito em 1981
por um grupo sueco que purificou e caracterizou a cecropina, com 37 residuos de
aminoacidos e carga positiva, da larva da mariposa Hyalophora cecropia (Steiner et
al, 1981; Izadpanah & Gallo, 2005), mostrada na Figura 20. O primeiro peptideo
antimicrobiano purificado de um vertebrado foi a magainina em 1987, tendo como
fonte a pele da ra Xenopus laevis (Zasloff, 1987) (Figura 21) e os primeiros de
mamiferos foram trés defensinas, nomeadas HPN-1, 2 e 3, purificadas de granulos

de neutréfilos de mamiferos (Gans; Selsted & Lehrer, 1990; Brogden, 2005).

Figura 20: Mariposa Hyalophora cecropia, de onde foi isolado e descrito o primeiro peptideo
antimicrobiano. Fonte: http://en.wikipedia.org acessada em 13/02/2015.
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Figura 21:Xenopus laevis, primeiro vertebrado onde foi descrito um peptideo antimicrobiano por Zasloff
em 1987. Fonte: http://www.xenopus.com acessado em 13/02/2015.

Desde os primeiros relatos mais de 2400 peptideos antimicrobianos foram
descritos, segundo o "The Antimicrobial Peptide Database" (APD). Os peptideos
antimicrobianos conhecidos possuem as mais diversas origens; como de bactérias,
fungos, insetos, aracnideos, anfibios, diversas espécies de mamiferos inclusive o
homem, plantas e até mesmo sintética. Estes peptideos isolados dos mais variados
organismos sdo produzidos a partir de precursores maiores € podem ser, inclusive,
modificados apos serem produzidos pelos ribossomos, sendo comuns glicosilagdes,
amidacdes do C-terminal e isomerizacoes (Zasloff, 2002). Porém, nao ¢ somente por
producao direta que peptideos antimicrobianos podem ser sintetizados visto que ja
foram descritos peptideos com atividades antimicrobianas como produto de
degradacgdo de proteinas maiores, como p. ex. a hemoglobina humana, que pode ser
clivada em peptideos com atividade antibacteriana (Liepke ef al, 2003). Outros
peptideos antimicrobianos sdo produzidos por células, sendo uma das respostas da
imunidade inata contra patégenos como por exemplo, a LL-37, produzida a partir de
um precursor maior (Reinholz; Ruzicka & Schauber, 2012) ou as defensinas

estocadas em neutrofilos (Ganz, 2003).
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1.3.1. Diversidade de peptideos antimicrobianos

Peptideos antimicrobianos possuem diversas fontes tais como artropodes,
vertebrados, ou vegetais (Zasloff, 2002). Também possuem diferentes estruturas
como a-hélice (p. ex. magainina, LL-37 ou lactoferrampina bovina), folha-p (p.
ex. B-defensina-3 humana, protegrina I ou lactoferricina bovina) ou estruturas
estendidas (p. ex. tritrpticina ou indolicidina) (Nguyen; Haney & Vogel, 2011).
Diferentes atividades também j& foram descritas em peptideos antimicrobianos,
como atividade antibacteriana (Zasloff, 1987), antifingica (De Lucca & Walsh,
1999), antiviral (Reinholz; Ruzicka & Schauber, 2012) e anti-Trypanosoma
cruzi (Brand et al, 2002). A Tabela 2 apresenta alguns peptideos de diferentes

organismos com suas respectivas atividades antimicrobianas.
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Tabela 2: Exemplos de peptideos antimicrobianos com suas respectivas fontes e microrganismos para os quais possuem atividades

Nome do peptideo Fonte Atividade contra Sequéncia Referéncia literatura
Cecropina A Mariposa Bactéria Gram negativase ~KWKLFKKIEKVGQNIRDGIIKAGPAVAVVGQATQIAK-NH, (Steiner et al, 1981;
fungos Izadpanah & Gallo, 2005)
Magainina-2 Anfibio Bactéria Gram positivas, GIGKFLHSAKKFGKAFVGEIMNS (zasloff, 1987)
Gram negativas e fungos
Dermaseptina 1 Anfibio Bactéria Gram negativase =~ ALWKTMLKKLGTMALHAGKAALGAAADTISQGTQ (Mor & Nocolas, 1994)
fungos
LL-37 Humano Bactéria Gram positivas, LLGDFFRKSKEKIGKEFKRIVQRIKDFLRNLVPRTES (Reinholz; Ruzicka &
Gram negativas, fungos e Schauber, 2012)
virus envelopados
Tachyplesina Caranguejo ferradura Bactéria Gram positivas, RWCFRVCYRGICYRKCR-NH, (Miyata et al, 1989)

B-defensina BNBD-12

Thionina
Apidaecina

Dermaseptina-DS01

Opistoporin-1

Lycotoxina I

LyeTxI

Bovina

Vegetal
Abelha

Anfibio

Escorpido

Aranha

Aranha

Gram negativas e fungos

Bactéria Gram positivas,
Gram negativas

Bactérias e fungos

Bactéria Gram positivas,
Gram negativas e T. cruzi

Bactéria Gram positivas,
Gram negativas e fungos

Bactéria Gram negativas e
fungos

Bactéria Gram positivas,
Gram negativas e fungos

GPLSCGRNGGVCIPIRCPVPMRQIGTCFGRPVKCCRSW

TTCCPSIVARSNFNVCRIPGTPEAICATYTGCIIPGATCPGDY AN
GNNRPVYIPQPRPPHPRI

GLWSTIKQKGKEAATAAAKAAGQAALGAL-NH,

GKVWDWIKSTAKKLWNSEPVKELKNTALNAAKNLVAEKIGATPS

IWLTALKFLGKHAAKHLAKQQLSKL

IWLTALKFLGKNLGKHLAKQQLAKL-NH,

(Mandal; Jagannadham &
Nagaraj,2002)

(Pelegrini & Franco, 2005)
(zasloff, 2002)

(Brand et al, 2002)

(Harrison et al, 2014)

(Yan & Adams, 1998)

(Santos et al, 2010)
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1.3.2. Estrutura dos peptideos antimicrobianos

Sdo encontradas diferentes estruturas para os diferentes peptideos
antimicrobianos, onde alguns possuem conformag¢do de a-hélice, folha-f ou estrutura
randomica. Também sdao encontrados peptideos com pontes dissulfeto intra ou
intercadeias.

Peptideos com conformagdo em o-hélice (Figura 22), geralmente adquirem tal
conformag¢do em um ambiente favordvel para essa conformagdo como, p. ex., o
microambiente de membranas, ou em solugdes contendo certos agentes que
favorecem tal conformagdo, como o 2,2,2-trifluoretanol (Nguyen; Haney & Vogel,
2011). Geralmente tais peptideos apresentam-se como uma o-hélice monomérica
porém, ha relatos de peptideos com conformacdo em o-hélice diméricos, onde uma

ponte dissulfeto faz a ligacao entre as subunidades (Batista et al, 2001).

i ias oo

- LL-37 lactoferrampina
Magainina 2 Bovina

Figura 22: Exemplos de peptideos antimicrobianos com enovelamento em a-hélice. Fonte: Nguyen;
Haney & Vogel, 2011.

Existem também peptideos com conformacdo de folha-B, onde duas ou mais
folhas-B compdem a estrutura, sendo que esta ¢ estabilizada por pontes dissulfeto
(Figura 23). Entretanto, nesta classe existem peptideos com segmentos de a-hélice e
com maior frequéncia de algas conectando os segmentos de folha-f, bem como
podem existir diversos segmentos estruturais (Torres & Kuchel, 2004).
Possivelmente as pontes dissulfeto apesar de ndo serem imprescindiveis para a
atividade mantém a estrutura estdvel em ambientes de maior salinidade (Harwig et

al, 1996).
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Sphe-2

Figura 23: Exemplos de peptideos antimicrobianos com estrutura de folha beta. Alguns deles como o
HBD-1, HBD-2, Crt e DLP-1 possuem segmentos estruturados em o-hélice também. Pontes dissulfeto
estdo representadas em barras amarelas e as folhas-p em azul claro. Fonte: Torres & Kuchel, 2004.

Os peptideos randémicos ou com conformagado estendida (Figura 24) na maioria
das vezes contém grandes quantidades de determinados residuos tais como Arg, Trp,
e Pro. Geralmente esses peptideos sdo curtos, contendo menos de 15 residuos de
aminoacidos, sendo muitas vezes derivados de proteinas maiores (p. ex.

lactoferricina ou lisozima) (Nguyen; Haney & Vogel, 2011).

RRWQWR

Indolicidina

Tritrpticina

Figura 24: Peptideos antimicrobianos com estruturacdo randdémica exemplificando esta forma de
enovelamento. . Fonte: Nguyen; Haney & Vogel, 2011
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1.3.3. Mecanismo de acao

Sdo descritos diferentes possiveis modos de acdo para peptideos
antimicrobianos. A membrana externa de bactérias ¢ povoada por lipidios
negativamente carregados, ao contrario da membrana de animais e plantas. Devido
a esta particularidade e a grande maioria dos peptideos antimicrobianos serem
positivos, estes possuem afinidade muito maior por membranas de bactérias do que
pelas de animais ou plantas. Isso proporciona um sitio inicial de ligagdo com uma
seletividade mais dirigida as bactérias, bem como uma baixa toxicidade para os
organismos multicelulares (Zasloff, 2002). Além do mais, as membranas
plasmaticas de animais possuem colesterol, geralmente inexistente em membranas
bacterianas, o que aumenta o empacotamento dos lipidios reduzindo-se assim a
possibilidade de ligagdo dos peptideos antimicrobianos a elas, sendo para tal
necessaria uma concentracdo bem maior para tal efeito, quando comparado com as
membranas bacterianas. No entanto, membranas heterogeneamente povoadas por
colesterol ndo se beneficiam tanto desta particularidade, visto que, somente uma
parte desta membrana estara protegida do ataque pelos peptideos antimicrobianos
(Brander, McHenry & Ramamoorthy, 2012).

Tanto os peptideos com conformacdo de a-hélice, como os de folha-f possuem
mecanismos de agdo parecidos, seja por formagdo de poros ou por mecanismo de
carpete (Figura 25). O modelo de formagdo de poros ocorre pela formagao de
diversos poros na membrana plasmatica da célula onde, primeiramente, os
peptideos sdo atraidos pela membrana por diferentes mecanismos como p. ex. forga
eletrostatica. Logo depois sdo anexados a membrana onde os poros formados
podem ser do tipo barril de aduelas, onde a parede do poro ¢ formada somente pelos
peptideos e suas partes hidrofilicas estdo orientadas para dentro do poro e as
hidrofébicas para fora do poro interagindo com as caudas lipidicas. O outro modelo
de poro ¢ o toroidal que apesar de formar poros, assim como o barril de aduelas,
induz a formagdo de um continuo da parte hidrofilica da membrana dentro do poro
sendo o limen do poro constituido tanto por lipideos da membrana como pelas
moléculas do peptideo (Brogden, 2005).

A agdo pelo mecanismo do tipo carpete ocorre comumente em concentragdes
elevadas do peptideo, podendo ser uma via alternativa de agdo de peptideos que
agem sob-baixas concentragdes por meio de formagao de poros (Nguyen; Haney &

Vogel, 2011). Porém alguns peptideos possuem este mecanismo como sua principal
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forma de acdo. Nestes casos, diversas moléculas do peptideo se ligam as cabecas
negativas dos fosfolipidios, cobrindo uma parte da membrana, que ¢ fortemente
perturbada formando aglomerados de micelas que consequentemente, destroem a
membrana matando assim a célula (Brogden, 2005).

Contudo, existem outros mecanismos de acdo dos peptideos antimicrobianos
(Figura 25) envolvendo p. ex., a despolarizagio da membrana, a oxidagdo de
lipideos da membrana, a mudanga de carga da membrana e mecanismos que sao
comumente encontrados em peptideos com conformagdo estendida como a
interacdo com proteinas chaperonas ou com jun¢des de Holliday durante o reparo
do DNA (Nguyen; Haney & Vogel, 2011). Outros mecanismos hipotetizados sdo a
inducdo de hidrolases, ativacdo de vias de sinalizagdo que culminam na morte

celular, ou acdes in vivo que podem ativar o sistema imune (Ganz, 2003).
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Figura 25: Mecanismos de agdo encontrados em peptideos antimicrobianos que tem como alvo a
membrana plasmatica. Sdo apresentados os mais comuns p. ex. modelo de carpete, poro toroidal e barril
de aduelas; bem como outros menos comuns ou raramente observados. Fonte: Nguyen; Haney & Vogel,
2011.
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Um fato notével a respeito dos peptideos antimicrobianos ¢ que uma possivel
resisténcia € pouco provavel de ocorrer, devido a necessidade do microrganismo de
reorganizar toda a composi¢ao de lipideos da membrana para assim reduzir a afinidade
dos peptideos pela membrana (Chen et al, 2005). Por essa razdo, os peptideos
antimicrobianos sao bons candidatos para possiveis novos antibacterianos ou
antifingicos, pois ¢ possivel que, cepas resistentes surjam muito lentamente e esta
resisténcia deveria ser parcial (Izadpanah & Gallo, 2005). Os principais mecanismos de
resisténcia envolvem a producdo de proteases especificas para um peptideo
antimicrobiano ou mudangas pequenas na composi¢ao de lipidios (Zasloff, 2002).

Um peptideo singular ¢ o LyeTx I, produzido pela aranha Lycosa erythrognatha
e que possui atividade significativa contra bactérias e fungos, sendo pouco hemolitico

(Santos et al, 2010).
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1.4. A ARANHA Lycosa erythrognatha

Popularmente conhecida por aranha-lobo (Figura 26), a aranha Lycosa
erythrognatha (Lucas, 1836), possui uma pegonha complexa, porém pouco
estudada. Estudos dos anos 60 demonstraram que essa peconha possui polipeptideos
com atividade sobre ileo de cobaia, bem como componentes ndo proteicos tais como
histamina e serotonina (Diniz, 1963 apud Cruz et al, 1994). Outros estudos como os
de Ribeiro e colaboradores em 1990, mostraram que essa peconha nio possui efeitos
necrdticos na pele de humanos, porém provoca dor severa no local injuriado
(Ribeiro et al, 1990). Outro estudo de 1994, utilizando-se nervos ciaticos de ra
demonstrou que a peconha possui atividade alterando a repolarizagdo dos nervos
estudados, esta atividade possivelmente se deve a um polipeptidio com massa entre
2 e 15 KDa, sendo tal atividade identificada na fragdo IV de uma cromatografia de

fase reversa (Cruz et al, 1994).

Figura 26: Aranha Lycosa erythrognatha onde pode ser visto a parte frontal do cefalotorax, as queliceras
e os olhos. Fonte: Santos, 2009.

Todavia, somente em 2010 essa pegonha voltou a ser estudada, sendo purificado
um peptideo antimicrobiano nomeado LyeTx I com massa de 2831,1 Da. Essa

molécula possui atividade contra bactérias e fungos sendo investigadas as espécies
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Escherichia coli, Staphylococcus aureus, Candida krusei e Cryptococcus
neoformans, todas elas susceptiveis ao peptideo. Porém em teste hemolitico,
utilizando-se hemacias de coelho como modelo, mostrou-se que LyeTxI causa baixo
indice de hemolise (Santos et al, 2010). A estrutura deste peptideo ¢ apresentada na

Figura 27.

Figura 27: Estrutura de RMN obtida por Santos ef al do peptideo LyeTx 1. Os residuos hidrofilicos estdo
representados em azul e os hidrofobicos em verde. Fonte: Santos et al, 2010 com modificacdes.

Devido a baixa recuperagdo do peptideo LyeTx I a partir da pegonha da aranha,
este foi sintetizado para realizagdo dos testes biologicos e fisico-quimicos, obtendo-
se quantidades adequadas para os estudos em curso. Entretanto durante a sintese
foram obtidos subprodutos como o peptideo des-His16-LyeTx I, que apresentou-se
promissor devido a sua atividade diferenciada sobre lipossomos, quando comparado
com o LyeTx I (Santos, 2009). Com base no aumento de atividade pela perda de um
unico residuo de aminoacido (a histidina 16), foi levantada a possibilidade de se
minimizar o peptideo LyeTx I e assim torna-lo mais ativo, menos hemolitico € com
menores custo para a sintese, pontos imprescindiveis para um possivel novo
farmaco: alta atividade baixa toxicidade e mais baixo custo de producao.

Em vista desse cendrio, peptideos antimicrobianos que comegaram a ser
descritos ha mais de 30 anos passaram a ganhar importancia, pois eles possuem
diversas atividades seja contra bactérias, ou fungos, ou até mesmo contra diversos
grupos de protozodrios. Essa classe de compostos constitui entdo, uma boa

candidata a ser explorada para a criagdo de novos fairmacos.
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2. OBJETIVOS

2.1. OBJETIVO GERAL
Obter peptideos sintéticos, derivados da sequéncia de LyeTx I e avaliar suas possiveis
atividades antimicrobianas, bem como estudar suas estruturas secundarias, buscando-se

possiveis candidatos para novos fAirmacos.

2.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Sintetizar quimicamente peptideos derivados da sequéncia de LyeTx I, com
diminui¢ao da cadeia de aminoacidos;

e Purificar os peptideos sintéticos produzidos, avaliando-se a pureza e a massa dos
mesmos;

e Avaliar a atividade antimicrobiana dos peptideos obtidos, contra bactérias e
fungos;

e Avaliar a atividade antifungica dos peptideos em complexos com ciclodextrina

e Investigar a atividade hemolitica dos peptideos puros e em complexos com
ciclodextrina;

e Determinar a estrutura secundaria dos peptideos através de técnicas de dicroismo

circular e diagramagdes in silico,

37



3. MATERIAL E METODOS

3.1. MATERIAL

3.1.1. Equipamentos:
Mesa agitadora marca Velp Scientifica
Banho seco marca Labnet
Liofilizador da marca Thermo, ModulyoD FR-drying com bomba Thermo RV
Aparelho de coleta de dgua milli-Q® marca Millipore modelo Direct-Q® 3UV
Espectrometro de massas marca Bruker MALDI-TOF Autoflex I1I
Cromatografo de alta pressdo tipo HPLC marca Shimadzu equipado com uma unidade
de controle, uma bomba, um leitor de UV e um desgaseador
Coluna C-18 de 250mm x 10mm widepore Sum semipreparativa da marca Supelco™
Espectrofotometro da marca Thermo Scientific, modelo BioMate 3S
Estufa marca Fanem, modelo 347 CD
Centrifuga modelo Sorvall ST 16R da marca Thermo Scientific
Aparelho de ELISA modelo Multiskan GO da marca Thermo Scientific

Espectropolarimetro, modelo Jasco-715 da marca Jasco
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3.1.2. Reagentes:
Resina Rink Amide (Iris Biotech GmbH)
Piperidina (Sigma-Aldrich)
Dimetilformamida (Synth)
Ninhidrina (Merck)
Diclorometano (Synth)
1,3-diisopropilcarbodimida (Sigma-Aldrich)
1-hidroxibenzotriazola (Iris Biotech GmbH)
Lys N-o-(9fluorenilmetiloxicarbonil)-N-ge-t-butil-oxicarbonil-L-lisina  marca  (Iris
Biotech GmbH)
Gly N-o-(9fluorenilmetiloxicarbonil)-L-glicina (Iris Biotech GmbH)
Leu N-a-(9fluorenilmetiloxicarbonil)-L-leucina (Iris Biotech GmbH)
Asn N-o-(9fluorenilmetiloxicarbonil)-N-B-tritil-L-asparagina (Iris Biotech GmbH)
Phe N-a-(9fluorenilmetiloxicarbonil)-L-fenilalanina (Iris Biotech GmbH)
Ala N-a-(9fluorenilmetiloxicarbonil)-L-alanina (Iris Biotech GmbH)
Thr N-a-(9fluorenilmetiloxicarbonil)-o-t-butil-Lltreonina (Iris Biotech GmbH)
Trp N-o-(9fluorenilmetiloxicarbonil)-N-in-t-butil-oxicarbonil-L-triptofano (Iris Biotech
GmbH)
IsoN-a-(9fluorenilmetiloxicarbonil)-L-isoleucina (Iris Biotech GmbH)
Isopropanol (Synth)
Anidrido acético (Vetec)
Acido trifluoracético grau HPLC (Vetec)
Triisopropilsilano (Sigma-Aldrich)
Isopropoxi-isopropano (Eter diisopropilico) (Vetec)
Nitrogénio adquirido da White Martins
Calibrante de peptideos Peptide calibratin standard II (Bruker Daltonics)
Acido o-ciano-4-hidroxicindmico (Sigma-Aldrich)
Acetonitrila grau HPLC (J. T. Baker)
Meio Mueller-Hinton(Difco)
Agar Mueller-Hinton(Difco)
Meio RPMI com glutamina e indicador vermelho de fenol e sem bicarbonato (Inlab)
Acido 3-(N-morfolino) propanosulfénico (Sigma-Aldrich)
Cloreto de bario (Synth)

Acido sulfirico (Quimex)
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Cloreto de s6dio (Sigma-Aldrich)

Agar sabouraud (Difco)
Hidroxipropril-p-ciclodextrina (Sigma-Aldrich)
Cloreto de potassio (Fmaia)

Fosfato de sddio dibasico (Synth)

Fosfato de potassio monobasico (Reagen)
Triton X-100 (Sigma-Aldrich)
2,2,2-trifluoretanol (Sigma-Aldrich)

Dodecil sulfatode sodio (Avanti Polar Lipids)
Dodecil fosfocolina (Avanti Polar Lipids)
Nitrogénio de alta pureza (Air products)

Outros reagentes utilizados foram todos de grau analitico.

3.1.3. Material biologico:
Escherichia coli ATCC 25922 (USA)
Staphylococcus aureus ATCC 33591 (USA)
Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 (USA)
Staphylococcus epidermidis ATCC 12228 (USA)
Acinetobacter baumannii ATCC 19606 (USA)
Cryptococcus neoformans ATCC 24067 (USA)
Cryptococcus gatti ATCC 32608 (USA)
Candida krusei ATCC 20029 (USA)
Hemacias de coelho da Casalab (Belo Horizonte, MG)



3.2. METODOS

3.2.1. Sintese dos peptideos em fase solida

A escolha dos peptideos de estudo foi feita baseando-se em dados de estudos
prévios de Santos e colaboradores (2012, dados ndo publicados), que buscaram
minimizar o peptideo LyeTx I. Com esses dados, mostrou-se que a regido do C-terminal
poderia ser removida, aparentemente sem prejuizo da atividade antimicrobiana.
Baseados nestas informacgdes, desenhamos os trés peptideos derivados da sequéncia de
LyeTx I. LyeTxImn foi um peptideo desenhado pela remocao de parte do C-terminal.
LyeTxImnAK e LyeTxImnAKAc foram planejados como uma tentativa inicial de
sintese do derivado LyeTxImn, porém com uma lisina adicional na quinta posi¢ao.
LyeTx I também foi sintetizada para uso como controle nos experimentos "in vitro".

Os quatro peptideos programados, foram sintetizados no Laboratério de Sintese
e Estrutura de Peptideos (LASEP) do Departamento de Quimica da UFMG, utilizando-
se o método de sintese manual de Fmoc/t-butila (CHAN & WHITE, 2000;
MERRIFIELD, 1963). A sintese foi realizada utilizando-se a resina Rink Amide -com
grau de substituicao de 0,63mmol/g. A resina Rink Amide ¢ provida de grupos
protetores Fmoc nos respectivos sitios de acoplamento para a sintese em fase sodlida.
Foram utilizadas duas lavagens, de 15 min. cada, com uma solu¢do de piperidina a 20%
(v/v) em N,N-dimetilformamida (DMF) para a remoc¢ao do grupo protetor. Nesta etapa
foi realizado o teste de Kaiser (para detectar aminas livres) utilizando-se uma solucgao de
ninhidrina (Chan & White, 2000) para monitorar a etapa de desprote¢do, onde um
resultado positivo, cor azul, acusa a presenca de aminas, os sitios de acoplamento dos
aminoacidos a serem adicionados. Caso o resultado fosse negativo, uma lavagem
adicional com solu¢do de piperidina era realizada.

Apbs a desprotecdo ser realizada a resina foi incubada com o primeiro
aminodcido protegido pelo Fmoc. Nesta etapa foi utilizada uma solugdo contendo 2 ml
de DMF e 1 ml de diclorometano (DCM) como solvente, para o acoplamento
utilizaram-se concentragdes equimolares do aminoacido, de 1,3-diisopropilcarbodimida
(DIC) e de 1-hidroxibenzotriazola (HOBt). Para o acoplamento foi usado excesso de 4
equivalentes molares para a concentracdo de peptideo a ser sintetizado, baseado no grau
de substituicdo da resina. Apos duas horas de incubagdo, uma aliquota da resina era

removida para realizacao do teste de Kaiser, onde um resultado negativo significou um
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acoplamento eficiente, pois os grupos aminos livres foram ocupados, porém em caso de
um teste positivo, a etapa de acoplamento era repetida.

As etapas de desproteg@o e acoplamento foram repetidas até todos os residuos de
aminoacidos serem adicionados. Entre cada etapa de desprotecdo e de acoplamento, a
resina foi lavada trés vezes com DMF e isopropanol (ISO), alternadamente, e depois por
duas vezes com DCM.

Peptideos com N-terminal acetilados foram produzidos pela desprotecao do
ultimo residuo de aminoacido e incubagdo com 4 equivalentes de anidrido acético por
duas horas, e, apds esta reagdo, o teste de Kaiser era realizado para verificar a eficicia
da incorporacdo do grupo acetil, onde um teste negativo acusava o sucesso da reagao.

Para a clivagem, inicialmente o ultimo grupamento Fmoc era removido dos
peptideos nao acetilados e, apos o teste de Kaiser acusar a eficidcia do processo, a
clivagem era realizada utilizando-se uma solucdo de 4cido trifluoracético (TFA) a 95%
(v/v) e triisopropilsilano (TIS) a 2,5% (v/v). A clivagem 4acida, além de liberar os
peptideos da resina, remove os grupos protetores de algumas cadeias laterais de
aminoacidos protegidas, tais como asparagina, lisina, treonina e triptofano. A clivagem
acida dos peptideos ligados a resina Rink Amide, libera-os com o C-terminal amidado.

TFA e TIS foram removidos por secagem com fluxo de N, gasoso (White
Martins®) e, apés a secagem parcial, os peptideos foram precipitados com éter
diisopropilico. Em seguida, a suspensao foi centrifugada a 3500 rpm por 5 min. sendo o
sobrenadante desprezado. O processo de precipitacao foi repetido 5 vezes. Em seguida o
éter remanescente foi removido por fluxo de N, gasoso, restando apds a evaporagdo o
peptideo.

Cada um dos peptideos sintetizados foram ressuspendidos em 35 mL de agua
milli-Q® e depois liofilizados em liofilizador da marca Thermo, ModulyoD FR-drying.
Desta forma, foram obtidos 250 mg de cada um dos peptideos que foram novamente

ressuspensos em 25 mL de 4gua milli-Q® e congelados a -20°C até a purificagdo.

3.2.2. Analise por espectrometria de massas

As analises de pureza foram realizadas utilizando-se um MALDI-TOF Autoflex
[T (Bruker Daltonics), presente no nucleo de biomoléculas do ICB/UFMG.

Para o preparo das amostras 0,5 pL de cada uma delas foram cocristalizados
com 0,5 pL de 4cido a-ciano-4-hidroxicinamico (10 mg/ml) na placa MTP AnchorChip

600/384. As analises foram realizadas utilizando-se o modo refletor, para obtencao de
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melhores resultados. Como calibrante foi utilizado o Peptide Standard II (Bruker
Daltonics) que consiste de uma mistura de bombesina, substincia P, angiotensina I,

angiotensina II, somatostatina, ACTHclip 1-17 e ACTH clip 18-39.

3.2.3. Purificacdo dos peptideos sintéticos

Os peptideos foram purificados utilizando-se uma coluna de fase reversa C-18
semipreparativa, marca Supelco e um sistema HPLC (high pressure liquid
chromatografy) (Shimadzu). A coluna foi equilibrada com uma solu¢do de TFA a 0,1%
em agua milli-Q® (sol. A). Apos a injecdo de 5 mg de peptideo em 1 ml de sol. A,
utilizou-se um gradiente linear (detalhado abaixo) de TFA a 0,1% (v/v) em acetonitrila
(sol. B), a um fluxo de 5 ml/min. A eluicdo das fragdes foi monitorada a 220 nm e a
pureza, bem como a identificacdo dos peptideos de interesse, foram monitorados por
espectrometria de massas (MALDI-TOF).

Durante 5 min. a coluna foi percolada pela sol. A, em seguida pela sol. B - 0% a
30% por 5 min., depois -30% a 50% por 40 min e50% a 100% por 5 min. No final a
coluna foi lavada por 5 min com 100% de sol. B para a remocdo de compostos
altamente hidrofobicos.

Apoés a purificagdo, as fragdes de interesse foram liofilizadas e os peptideos
puros foram ressuspensos em 4agua milli-Q®. A concentracdo dos peptideos foi
determinada por dosagem espectrofotométrica por absorbancia a 280 nm
(espectrofotdmetro marca Thermo Scientific, modelo BioMate 3S). O calculo das

concentragdes baseou-se na lei de Lambert-Beer,conforme a equagdo abaixo.

AZSO = L. M. &

Onde: Asgp € a absorbancia obtida; "L" € o caminho 6ptico do feixe de luz (valor
igual a 1 cm); "M" ¢é a concentra¢gdo molar da substincia e "€" é o coeficiente de
extingdo molar da substincia. O € foi calculado através da pagina do EXPASY:
"http://web.expasy.org/protparam/", que leva em consideracdo a existéncia de residuos

de aminoacidos como a tirosina e triptofano bem como residuos de cisteina ou pontes

dissulfeto.
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3.2.4. Ensaios de atividade antimicrobiana

3.2.4.1. Atividade antibacteriana

Os ensaios da possivel atividade antibacteriana com os peptideos foram
realizados utilizando-se o método de microdilui¢ao, de acordo com o recomendado pelo
CLSI (2013) na norma M100-S23. Foram feitas dilui¢des seriadas dos peptideos
partindo-se de uma concentracdo maxima de 256 pg/mL e reduzindo-se pela metade
este valor a cada diluicdo at¢ uma concentragdo de 0,125 pg/mL em caldo Mueller-
Hinton (MH). As bactérias utilizadas, bem como seus nimeros de referéncia (American
Type Culture Collection - ATCC), estdo especificadas na Tabela 3.

Apoés a multiplicacdo bacteriana em meio so6lido (dgar MH, 24 h, 37 °C), uma
amostra da cultura foi removida, utilizando-se uma alca estéril, ¢ dissolvida em solugao
salina (NaCl 0,85% (p/v)). A quantidade de bactérias foi ajustada utilizando-se a escala
0,5 de McFarland para obter cerca de 10* UFC/ml. Em seguida o indculo foi diluido 200
vezes e colocado em cada um dos pocos contendo diferentes diluigdes dos peptideos e
nos pocos dos controles positivos de crescimento, de forma a obter cerca de 5 x 10°
UFC/mL em cada pogo. Controles negativos, contendo apenas o meio MH e meio MH
com peptideos foram também utilizados. Apds 24 h de incubacdo a 37 °C as placas
foram lidas, macroscopicamente. A menor concentragdo do peptideo, onde o
crescimento bacteriano visivel foi inibido, corresponde a concentracao inibitoria minima
(Minimum Inhibitory Concentration - MIC). Todas as incubacdes foram feitas em estufa
(marca Fanem, modelo 347 CD). O experimento foi realizado com um N amostral de 3
e cada um foi feito em duplicata, para possibilitar a realizacdo de teste estatistico. Para
tal, utilizou-se o teste de Friedman utilizando-se o pos-teste de Dunn, no programa
Graph Pad Prism 5.01.

Para o ensaio de concentragdo bactericida minima (Minimum Bactericidal
Concentration - MBC) foram semeados, com auxilio de al¢a de vidro “em L”, 50 pL da
suspensdo contida no pogo, que correspondeu ao MIC e de duas concentragdes
superiores a este valor (ou seja, MIC, 2 vezes o valor do MIC e 4 vezes o MIC) em
placas de Petri contendo o meio dgar MH. Apos 24 h de incubacgao, a 37° C em estufa, o
numero de coldnias formadas foi contado para as trés concentragdes testadas e para o
controle positivo. Os valores de MBC foram considerados como a reducdo de 99,9% do

numero de colonias quando comparados com o controle positivo.
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Tabela 3: Amostras microbianas utilizadas para os experimentos de MIC, com as respectivas ATCCs
discriminadas.

Espécie de bactéria ATCC usada
Escherichia coli 25922
Staphylococcus aureus 33591
Pseudomonas aeruginosa 27853
Staphylococcus epidermidis 12228
Acinetobacter baumannii 19606

3.2.4.2. Atividade antifingica

A atividade antifungica foi determinada de acordo com a norma M27-A2 do
CLSI (2001). Foram realizadas dilui¢cdes seriadas dos peptideos, partindo-se de uma
concentracdo maxima de 256 pg/mL e reduzindo-se pela metade a cada diluicao este
valor no meio RPMI. As ATCCs de fungos utilizadas neste ensaio sdo apresentadas na
Tabela 4.

Os in6culos de fungos foram semeados em meio agar Sabouraud, com o auxilio
de uma alga, e incubados por 48 h para o fungo Candida krusei, e por 72 h, para as
espécies Cryptococcus neoformans e Cryptococcus gatti. Apds o crescimento trés
amostras foram retiradas e adicionadas a solucdo salina de NaCl a 0,85% (p/v), sendo
posteriormente ajustadas, usando-se uma escala de McFarland para obtencio de 1x10° a
5x10° células fungicas/ml, para tanto foram feitas leituras de transmitdncia em
espectrofotometro a 530 nm. Apds o ajuste, os indculos foram diluidos para se obter nos
pocos da placa entre 5x10% a 2,5x10°células por ml. Todas as incubagdes foram feitas
em estufa. O experimento foi realizado com um N amostral de 3 e cada ponto foi feito
em duplicata. O teste estatistico utilizado foi o de Friedman utilizando-se o pds-teste de
Dunn (programa Graph Pad Prism 5.01).

Para determinagdo das concentragcdes minimas, onde os peptideos sdo fungicidas
(CFM: concentragao fungicida minima), apds a leitura das placas, retiraram-se 10 pL do
poco correspondente ao MIC e dos dois pogos, com valores acima do MIC, os quais
foram depositados em placas contendo o meio agar Sabouraud. As placas foram
incubadas pelo tempo correspondente ao de crescimento do microrganismo, como
mencionado acima, e, em seguida foi verificada a presenca ou ndo do crescimento de
fungos. No ponto depositado onde ndo houve crescimento, corresponderia ao valor do

CFM.
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Tabela 4: Cepas de fungos, utilizadas para os experimentos de MIC com os peptideos complexados com
ciclodextrina, com as respectivas ATCCs discriminadas.

Espécie de fungo ATCC usada
Cryptococcus neoformans 24067
Cryptococcus gatti 32608
Candida krusei 20029

3.2.5. Ensaio da atividade hemolitica

Para este ensaio foram utilizados eritrocitos de coelho, comprados da empresa
Casalab (Belo Horizonte, MG). Foram feitas dilui¢cdes seriadas dos peptideos puros
(partindo-se de 2 Mm) e dos peptideos complexados com hidroxipropril-B-ciclodextrina
(partindo-se de 1mM). Incubaram-se estas preparacdes com eritrocitos de coelho (1%,
v/v) em solugdo tampao fosfato-salina (PBS), pH 7,4 (composicdo em mM NaCl -140;
KCl - 2,7 ; Na,HPO4- 10 mM e KH,;PO4- 1,8 mM). Como controle negativo, incubou-se
a preparacao de eritrocitos a 1% (v/v) apenas com PBS, e como controle positivo a
preparacdo de eritrdcitos a 1% (v/v) foi incubada com uma solugdo de Triton X-100 a
1% (v/v) em PBS. O ensaio foi realizado em placa de 96 pogos, incubada por 1 h, a 37°
C em estufa. Segue-se uma centrifugacdo (300 g por 5 min, centrifuga Thermo
Scientific, modelo Sorvall ST 16R). O sobrenadante (50 pL) foi transferido para outra
placa de 96 pogos e lido em aparelho de ELISA (Thermo Scientific, modelo Multiskan
GO), a 405 nm. Para os peptideos livres o experimento foi realizado com um N amostral
de 3 e cada ponto foi feito em duplicata e, para os peptideos complexados com
hidroxipropril-B-ciclodextrina, o N amostral foi de 5 com cada ponto feito em duplicata.

Para os calculos da dose efetiva para causar 50% de hemolise (ECsp) e da
concentracdo hemolitica minima (MHC) utilizou-se o programa Sigma Plot 11.0, com a
equagdao da curva sigmoide de Hill de 3* ordem, ou a equagdo exponencial de
crescimento, modelo Stirling,apresentadas abaixo. A concentragdo hemolitica minima

foi determinada como o ponto onde, 1% das hemécias foram lisadas.

Equacdo de Hill 32 ordem:
B axP
Y=o+ xd

a(eP*—1)

Equacdo de crescimento, modelo Stirling : y = yo + b
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A comparagao entre as curvas concentragao-resposta dos peptideos foram feitas
através do programa Graph Pad Prism 5.01, realizando-se o teste de Critério de

Informacao de Akaike.

3.2.6. Formulac¢ao dos peptideos em ciclodextrina

Os peptideos foram adicionados a hidroxipropril-fB-ciclodextrina na proporgao
molar de 1:1 em agua, sob agitagdo constante, a 200 rpm, por 5 horas e depois
liofilizados (liofilizador Thermo, ModulyoD FR-drying). Para o uso, os peptideos foram
ressuspendidos em 4gua milli-Q® para os testes de MIC contra fungos, ou em tampao

fosfato salina, para os ensaios hemoliticos.

3.2.7. Dicroismo circular

Para analisar a estrutura secundaria dos peptideos sintetizados foram feitos
experimentos de dicroismo circular, utilizando-se um espectropolarimetro, modelo
Jasco-715. Para todas as leituras foram feitas varreduras abrangendo as faixas de 190 a
280 nm, sendo feitas analises com distancia de 0,2 nm cada uma.

Foram investigadas trés condi¢des, 1) diferentes porcentagens de (v/v) de 2,2,2-
trifluoretanol (TFE), um 4lcool halogenado, utilizado como mimetizador de ambientes
de membrana plasmatica, ii) diferentes concentracdes molares de dodecil sulfato de
sodio (SDS) e iii) diferentes concentragdes de dodecil fosfocolina (DPC) - detergentes
anionicos e zwiterionicos, respectivamente. As diferentes concentragdes de TFE, SDS e

DPC utilizadas para as leituras estdo apresentadas na Tabela 5.
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Tabela S:Diferentes percentagem e concentragdes utilizadas de 2,2,2-trifluoretanol (TFE) dodecil sulfato
de s6dio (SDS) e dodecil fosfocolina (DPC), nos experimentos de dicroismo circular com os peptideos

sintéticos.

TFE SDS DPC
10% 20 uM 20 uM
20% 50 uM 50 uM
30% 100 uM 100 uM
40% 200 uM 200 uM
50% 500 uM 500 uM
60% I mM 1 mM
2mM 2 mM
5mM 5mM
10 mM 10 mM
15 mM 15 mM
20 mM 20 mM

Para aquisi¢do dos dados foram feitas quatro acumulag¢des para as diferentes
porcentagens de TFE, e, seis acumulagdes para as diferentes concentragdes de SDS e
DPC.

Apo6s obtencao dos espectros estes foram transformados em tabelas e utilizados
para realizar a desconvolu¢do de cada grupo de dados e assim compreender os possiveis
graus de estruturagdo dos peptideos com diferentes concentragdes dos trés meios
utilizados. O software utilizado para as analise foi o CDPro, tendo-se como referéncia
as bases de dados CDSSTR, CONTINLL e SELCON3 para obtengao das pontuagdes de

estruturacdo. A média aritmética foi obtida dos trés valores encontrados.

3.2.8. Analise diagramatica de alfa hélice

A analise preliminar de posi¢ao dos residuos de aminoacidos foi realizada pelo
diagrama de "wheel", utilizando-se o programa "http://kael.net/helical.htm" para a
construcao do grafico. Diferentes posi¢des de inicio dos segmentos de alfa hélice para o
peptideo LyeTx I foram testados utilizando-se como base os dados do diagrama NOE

(Santos, 2010).
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4. RESULTADOS

4.1. SINTESE DOS PEPTIDEOS EM FASE SOLIDA

Foram sintetizados 250 mg de cada um dos quatro peptideos, nomeados LyeTx
I, LyeTxImn, LyeTxImnAK e LyeTxImnAKAc. O peptideo LyeTx I ¢ o mesmo ja
descrito por Santos et a/ em 2010. J& o peptideo LyeTxImn possui os primeiros 15
residuos de aminoacidos N-terminais da sequéncia de LyeTx Le possui amidagdo C-
terminal. LyeTxImnAK foi obtido como um subproduto de sintese, apresentando uma
lisina extra entre o quarto e quinto aminoacido da sequéncia de LyeTxImn.
LyeTxImnAKAc somente difere do peptideo anterior (LyeTxImnAK), por possuir seu
N-terminal acetilado. A estrutura primaria dos quatro peptideos ¢ apresentada na Tabela

6, jJuntamente com alguns parametros fisico-quimicos.

Tabela 6:Alguns parametros fisico-quimicos, obtidos in silico, dos peptideos sintetizados. A lisina extra
estd indicada em vermelho

Peptideo € M.Mon.  Sequéncia pI
(Mem) tedrico
LyeTx I 5500 2830,73 H-IWLTALKFLGKNLGKHLAKQQLAKL-NH, 10,60
LyeTxImn 5500 1700,03 H-IWLTALKFLGKNLGK-NH, 10,30
LyeTxImnAK 5500 1828,13 H-IWLTKALKFLGKNLGK-NH, 10,48
LyeTxImnAKAc 5500 1871,13 Ac-IWLTKALKFLGKNLGK-NH, 10,48

M.Mon: massa monoisotopica, pl: ponto isoelétrico e €: coeficiente de extingdo molar em A280

Nao houve dificuldades de desprotecdo dos residuos de aminoacidos dos
peptideos sintetizados. Entretanto, os quatro ultimos residuos a serem acoplados na
sintese de LyeTx I necessitaram de um segundo acoplamento (os quatro primeiros
aminoacidos da sequéncia, lembrando que a sintese quimica ¢ realizada em sentido
oposto ao da sintese ribossomal).

A andlise de pureza dos peptideos, realizada por espectrometria de massas,
MALDI-TOF, acusou a presenga de uma série de contaminantes (Figura 28), o que
demandou uma purificagdo, feita por cromatografia de fase reversa em coluna
semipreparativa.

Como resultado da cromatografia foram obtidas diversas fra¢des (Figura 29), sendo

cada uma analisada por espectrometria de massa do tipo MALDI-ToF. As fracdes
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correspondentes aos peptideos de interesse estdo assinaladas em vermelho e seus

espectros de massa estao apresentados na Figura 30.
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Figura 28: Espectros de massas obtidos em espectrometro de massas MALDI-ToF, referentes aos produtos
brutos da sintese dos peptideos.a:LyeTxI; b:LyeTxImn; c:LyeTxImnAKe d: LyeTxImnAKAc; sendo utilizado o
modo refletido positivo, analisando-se a faixa de massas de 970 a 4800 Da.Foram aplicados 0,5 pl da solugéo de cada
peptideo em placa MTP AnchorChip juntamente com acido acido a-ciano-4-hidroxicinamico.
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Figura 29: Cromatogramas da purificacdo dos peptideos sintéticos.a:LyeTxI; b:LyeTxImn; c:LyeTxImnAKe d:
LyeTxImnAKAc. As respectivas fragdes assinaladas em vermelho correspondem aos peptideos de interesse. Smg de
produto bruto dissolvidos em 1 mL de agua com 0,1% de TFA foram aplicados na coluna(semipreparativa de fase
reversa C-18, Supelco ) a um fluxo de 5 ml/min, eluindo-se as fragdes com um gradiente linear de ACN com 0,1%
TFA, sendo os respectivos espectros de massas apresentados na figura 30.
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Figura 30: Espectros de massas obtidos em espectrometro de massas MALDI-TOF, referentes as fracdes
purificadas dos produtos de sintese.a:LyeTxI; b:LyeTxImn; c:LyeTxImnAKe d:LyeTxImnAKAc; sendo utilizado
o modo refletido positivo, analisando-se a faixa de massas de 970 a 4800 Da. Foram aplicados 0,5 pl da solugdo de
cada peptideo em placa MTP AnchorChip juntamente com acido acido a-ciano-4-hidroxicinamico.

O rendimento dos peptideos, em cada sintese, foi calculado utilizando-se a area
sob a fracdo de interesse coletada. Para isso utilizou-se o software Origin 8.0 para os
calculos, bem como as informagdes obtidas pelo programa de controle do cromatdgrafo

Shimadzu. Estes dados sdo apresentados na Tabela 7.

52



Tabela 7: Rendimentos, em porcentagem, dos peptideos sintetizados, apds purificagdo

Peptideo Rendimento em porcentagem
LyeTx I 47%
LyeTxImn 39%
LyeTxImnAK 29%
LyeTxImnAKAc 45%

Apos purificagdo, os peptideos de interesse foram liofilizados e as amostras ja

secas foram ressuspendidas em agua milli-Q para uso nos experimentos.

4.2. ATIVIDADE ANTIMICROBIANA

4.2.1. Atividade antibacteriana

Os dados de MICs sdo apresentados na Tabela 8, incluindo valores de MICs para
alguns antibacterianos usados como principios ativos na clinica. Os valores de
concentragdo bactericida minima (MBC) sdo apresentados na Tabela 9.

Os testes estatisticos apresentaram que, para E. coli, houve significancia
estatistica para as diferencas de MICs entre LyeTxImn e LyeTxImnAK (95%) e
LyeTxImn e LyeTx I (99%). Para S. aureus houve significancia entre as diferengas de
valores dos MICs de LyeTxImn e LyeTx I (99%) e de LyeTxImnAK e LyeTx I (95%).
Para S. epidermidis houve diferengas entre os MICs de LyeTxImn e LyeTxImnAKAc
(95%), de LyeTxImn e LyeTxI (99,9%) e de LyeTxImnAK e LyeTx I (95%). As
diferencas estatisticas dos MICs de A. baumannii significativas foram entre LyeTxImn e
LyeTxImnAK (95%), entre LyeTxImn e LyeTx I (99,9%) e entre LyeTxImnAKAc e
LyeTx I (95%). Por fim as diferengas de valores dos MICs com relevancia estatistica
para P.aeruginosa foram os conjuntos LyeTxImn e LyeTxImnAK (95%), LyeTxImn e
LyeTx I (99,9%) e LyeTxImnAKAc e LyeTx I (95%). A Figura 31 apresenta estes

dados na forma de quadro, onde pode-se visualizar as comparacdes estatisticas.
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Tabela 8:Valores de MICs, representados em pg/ml e em molaridade (uM),dos peptideos estudados, contra diversas bactérias, Em asterisco () dados do farmaco tetraciclina,
em asterisco duplo () dados do cloranfenicol. SD: sem dados

Espécie ATCC # LyeTxImn LyeTxImnAKAc LyeTxImnAK LyeTx I Féarmaco

Em uM Em pg EmpM  Empg Em pM Em pg EmpyM  Empg Em uM Em pg
Escherichia coli 25922 14,93 25,3 3,01 5,6 0,96 1,7 1,41 4,0 0,90" . 0,2*:
Staphylococcus aureus 33591 4,70 8,0 427 8,0 3,08 5,6 0,70 2,0 99,03* 32 .
Pseudomonas aeruginosa 27853 37,64 64,0 24,18 45 9,82 17,9 2,82 8,0 14,06** 15,*6*
Staphylococcus epidermidis 12228 4,18 7,1 2,13 4,0 2,18 4.0 0,70 2,0 24,15 7,8
Acinetobacter baumannii 19606 5,27 8,9 2,68 5,0 1,09 2,0 0,70 2,0 SD SD

MIC: concentragdoo inibitoria minima.

Tabela 9:Valores de MBCs, representados em pg/ml e em molaridade (uM), dos peptideos estudados, contra diversas bactérias

Espécie ATCC# LyeTxImn LyeTxImnAKAc LyeTxImnAK LyeTx 1

Em pM Em pg EmpM  Empug Em pM Em pg EmpM  Empg
Escherichia coli 25922 14,93 25,3 8,55 16,0 2,17 4,0 2,82 8,0
Staphylococcus aureus 33591 9,41 16,0 17,10 32,0 4,36 8,0 2,82 8,0
Pseudomonas aeruginosa 27853 37,64 64,0 34,20 64,0 11,02 20,1 2,82 8,0
Staphylococcus epidermidis 12228 4,70 8,0 2,13 4,0 2,18 4,0 0,70 2,0
Acinetobacter baumannii 19606 5,92 10,0 427 8,0 1,09 2,0 1,41 4,0

MBC: concentracdo bactericida minima.
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Figura 31: Representagio em codigo de cores dos testes estatisticos de Friedman realizados entre os MICs das
bactérias estudadas. A coloragdo verde representa uma significancia de 95 %, a cor amarela uma significancia de 99
% e a cor vermelha uma significancia de 99,9 %. A coloragdo lilas claro mostra valores ndo significativos e a preta
onde as comparagdes ndo foram feitas porque se tratava de comparar o mesmo conjunto de valores. Os testes foram
realizados somente entre os MICs dos peptideos estudados contra a mesma espécie de bactéria testada.
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4.2.2. Atividade antifiingica

O MIC foi determinado onde ndo se observou o crescimento visivel dos fungos.
Dados com os respectivos valores de MICs sdo apresentados na Tabela 10, juntamente
com alguns valores de MICs para alguns antifingicos, usados como principios ativos na
clinica.

A concentrac¢do fungicida minima (CFM) foi determinada pela leitura das placas
de 4gar Sabouraud semeadas com a suspensdo obtida do experimento de MIC, onde ndo
houve crescimento de fungos. Esses dados sdo apresentados na Tabela 11.

Os valores de MICs para C.neoformans somente foram significativos entre
LyeTxImn e LyeTxImnAK (99%). Contra o fungo C.gattii a diferenga foi significativa
entre LyeTxImn e LyeTxImnAK (99%). A significancia contra C. krusei foi vista entre

LyeTxImn e LyeTxImnAK (95%) e entre LyeTxImn e LyeTxI (99%).
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Tabela 10: MICs dos peptideos estudados contra alguns fungos, representados em pg/ml e em molaridade (uM).

Espécie ATCC # LyeTxImn LyeTxImnAKAc LyeTxImnAK LyeTx I Féarmaco fluconazol
Em pM Em pg EmpM Empg Em uM Em pg Em pM Em pg EmpyM Emypg
Cryptococcus neoformans 24067 14,93 253 8,55 16 4,90 8,9 7,11 20,1 3,26 0,9
Cryptococcus gatti 32608 3,73 6,3 3,38 6,3 1,73 3,1 2,23 6,3 52,25 16,0
Candida krusei 20029 37,64 64 30,46 57 17,50 32 14,23 40,3 52,25 16,0
MIC: concentracao inibitoria minima.
Tabela 11:CFMs dos peptideos estudados contra alguns fungos, representados em pg/ml e em concentragdo molar (uM).
Espécie ATCC# LyeTxImn LyeTxImnAKAc LyeTxImnAK LyeTx I
Em pM Em pg EmpM Empg Em uM Em pg Em pM Em pg
Cryptococcus neoformans 24067 31,36 53,3 14,25 26,6 7,29 13,3 7,96 22,6
Cryptococcus gatti 32608 7,05 13,3 7,12 13,3 3,64 6,6 2,82 8,0
Candida krusei 20029 37,64 128 68,4 128,0 35,00 64,0 22,60 64,0

CFM: concentragdo fungicida minima
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4.3. ENSAIO DA ATIVIDADE HEMOLIICA

Neste ensaio eritrocitos de coelho (1%) foram usados para obter-se o ECsy de
hemolise com os peptideos testados. ECsy representa a concentracdo efetiva do
peptideo, necessaria para causar 50% de hemolise. Para esse ensaio aliquotas dos
peptideos foram novamente liofilizadas e ressuspensas em tampao fosfato salina (PBS).
As curvas de concentragdo-resposta dos peptideos sao apresentadas na Figura32.

Os valores de ECsp e de MHC (concentragdao minima onde iniciou-se a atividade
hemolitica), foram calculados utilizando-se a equagdo da curva sigmoide de Hill de 3?

ordem, sendo apresentados na Tabela 12.
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Figura32:Atividade hemolitica dos peptideos LyeTxImn, LyeTxImnAKAc, LyeTxImnAK e LyeTx I. Uma
suspensdo de hemacias de coelho (1%) foi incubada com diferentes concentragdes de peptideos (3,9 uM a 2 mM)A
liberagdo de hemoglobina, indicio de hemdlise, foi evidenciada monitorando-se a absorbancia do sobrenadante das
suspensdes submetidas aos diversos tratamentos, a 405 nm. Os valores foram calculados, considerando-se como
100% da leitura a suspensdo de hemacias incubadas com 1% de Triton X-100.
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Tabela 12: -ECs, MHC e significancia estatistica dos peptideos sintetizados (com sequéncias menores
e/ou modificadas), comparados com o peptideo original, LyeTxI

Peptideo ECso (uM) MHC (uM) Significancia estatistica
de ECs, em fungdo de
LyeTxI

LyeTxImn 381,40 48,06 >99,9%

LyeTxImnAKAc 207,50 27,44 >99,9%

LyeTxImnAK 506,50 44,67 >99.9%

LyeTx I 32,35 5,06 20,57%

MHC: concentragdo hemolitica minima. Significancia estatistica: resultado do Teste de Critério de
Informacdo de Akaike, comparando-se os valores de ECs, de cada um dos peptideos minimizados com o
valor de ECsy de LyeTx L.

4.4. ATIVIDADE ANTIFUNGICA DOS PEPTIDEOS EM CICLODEXTRINA

Os complexos dos peptideos com hidroxipropril-p-ciclodextrina foram testados
com as mesmas ATCCs de fungos que foram utilizadas para determina¢do dos MICs
dos peptideos nao complexados com ciclodextrina. Os valores de MICs obtidos sdo
apresentados na Tabela 13 e os de CFM na Tabela 14.

Apos aplicado o teste estatistico de Friedman foi evidenciada significancia entre
os peptideos LyeTxImn e LyeTxI (99%) contra C. neoformans. Contra C. gattii
significancias foram observadas entre LyeTxImn e LyeTxImnAK (95%) e entre
LyeTxImn e LyeTxI (99%). Significancia semelhante a anterior foi observada entre os

peptideos contra C. krusei.
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Tabela 13:MICs, apresentados em pg/ml e em concentragdo molar (uM), dos peptideos complexados em hidroxipropril-f-ciclodextrina, contra fungos.

Espécie ATCC # LyeTxImn LyeTxImnAKAc LyeTxImnAK LyeTx I Féarmaco fluconazol
Em pM Em pg EmpM Empg Em pM Em pg Em pM Em pg EmpyM Emypg
Cryptococcus neoformans 24067 4225 71,8 19,19 35,9 12,37 22,6 7,11 20,1 3,26 0,99
Cryptococcus gatti 32608 26,61 45,2 17,10 32,0 9,81 17,9 7,11 20,1 52,25 16,00
Candida krusei 20029 37,64 64,0 34,20 64,0 19,64 35,9 22,60 64,0 52,25 16,00

MIC: concentracao inibitoria minima.

Tabela 14:CFMs, apresentados em pg/ml e em concentragdo molar (uM), dos peptideos complexados em hidroxipropril-B-ciclodextrina, contra fungos.

Espécie ATCC# LyeTxImn LyeTxImnAKAc LyeTxImnAK LyeTx I

Em pM Em pg EmpM Empg Em uM Em pg Em pM Em pg
Cryptococcus neoformans 24067 53,23 90,5 24,18 45,2 17,50 32,0 7,11 20,1
Cryptococcus gatti 32608 37,64 64,0 24,18 45,2 12,36 22,6 11,30 32,0
Candida krusei 20029 37,64 64,0 34,20 64,0 24,74 45,2 22,60 64,0

CFM: concentracdo fungicida minima
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4.5. ATIVIDADE HEMOLITICA DOS PEPTIDEOS EM CICLODEXTRINA
A atividade hemolitica dos peptideos complexados em hidroxipropril-§3-
ciclodextrina foram testadas sobre eritrocitos de coelho (1% ) e os respectivos ECspe
MHC calculados (Tabela 15), utilizando-se a equacdo de curva sigmoide de Hill de
3%rdem para os peptideos LyeTx I e LyeTxImnAKAc, bem como a equagdo
exponencial de crescimento, modelo Stirling para os peptideos LyeTxImn e
LyeTxImnAK. Curvas concentragdo-resposta também foram feitas com os dados

obtidos sendo apresentados na Figura33.
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Figura33: Grafico apresentando as curvas concentracdes-respostas dos peptideos estudados, complexados com
hidroxipropril-p-ciclodextrina, com relaciio as suas atividades hemoliticas. Uma suspensio de hemacias de
coelho (1%) foi incubada com os diversos peptideos em diferentes concentragdes (1,95 uM a 1 mM). A liberagdo de
hemoglobina, indicio de hemdlise, foi evidenciada monitorando-se a absorbancia a 405 nm, onde comparou-se tais
valores com o controle positivo (1% de Triton X-100, considerado como causando 100% de hemolise)
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Tabela 15: Relacao de ECsy, MHC e significancia estatistica dos peptideos sintetizados e complexados,
comparados com o peptideo LyeTxI também complexado, onde o trago (-) mostra que o resultado foi
ambiguo (isto é, ndo foi possivel através deste teste, observar diferengas entre LyeTx I e o grupo
analisado) para o teste estatistico de ECs,

Peptideo ECso (uM) MHC (uM) Significéncia estatistica
de EDsy em fungdo de
LyeTxI:HP-B-CD

LyeTxImn:HP-B-CD 822,88 20,76 >99,9%
LyeTxImnAKAc:HP-B-CD 237,46 17,93 >99,9%
LyeTxImnAK:HP-B-CD 746,45 51,15 -

LyeTx I:HP-B-CD 40,09 5,30 22,48%

MHC: concentragdo hemolitica minima. Significincia estatistica: resultado do Teste de Critério de
Informacao de Akaike, comparando-se os valores de ECsy de cada um dos peptideos minimizados com o
valor de ECsy de LyeTx L.

4.6. DICROISMO CIRCULAR

Os experimentos de dicroismo circular geraram diversos perfis de estruturagao
para os diferentes peptideos, em diferentes condi¢des, a saber: 1) solugdes contendo
diferentes porcentagens de TFE, cujos perfis de estruturacdo dos peptideos LyeTxImn,
LyeTxImnAK e LyeTxImnAKAc sdo mostrados nas figuras 34, 35 e 36,
respectivamente; ii) solugdes com diferentes concentracdes de SDS, um detergente
anionico, com os perfis de estruturagao, para os peptideos LyeTxImn, LyeTxImnAK e
LyeTxImnAKAc, mostrados nas figuras 37, 38 e 39, respectivamente; e iii) solugdes
contendo diferentes concentragdes de DPC, um detergente ziwterionico, cujos perfis de
estruturacdo dos peptideos LyeTxImn, LyeTxImnAK e LyeTxImnAKAc, sao

apresentados nas figuras 40, 41 e 42, respectivamente.
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Figura 34:Espectros de estruturacio do peptideo LyeTxImn em diferentes porcentagens de TFE. O

experimento foi realizado incubando-se o peptideo a uma concentragdo de 0,1 mg/ml em de 0 até 60 % de TFE,
varrendo-se o espectro de 190 até 280 nm, fazendo-se 4 acumulagdes em um espectropolarimetro Jasco-715.
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Figura 35: Espectros de estruturacdo do peptideo LyeTxImnAK em diferentes porcentagens de TFE. O
experimento foi realizado incubando-se o peptideo a uma concentragdo de 0,1 mg/ml em de 0 at¢ 60 % de TFE,

varrendo-se o espectro de 190 até 280 nm, fazendo-se 4 acumulagdes em um espectropolarimetro Jasco-715.
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Condicao TFE LyeTxImn AKAc
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Figura 36: Espectros de estruturacio do peptideo LyeTxImnAKAc em diferentes porcentagens de TFE. O
experimento foi realizado incubando-se o peptideo a uma concentragdo de 0,1 mg/ml em de 0 até 60 % de TFE,
varrendo-se o espectro de 190 até 280 nm, fazendo-se 4 acumulagdes em um espectropolarimetro Jasco-715.
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——0,02mM
—0,05mM
40000 - —0,1mM
- —0,2mM
—0,5mM
— 1mM
—2mM
——5mM
— 10mM
[——15mM

| 20mM

20000

Elipsidade molar

-20000

Comp. onda (nm)

Figura 37: Espectros de estruturacdo do peptideo LyeTxImn em diferentes concentracdes de SDS. O
experimento foi realizado incubando-se o peptideo a uma concentragdo de 0,1 mg/ml em de 0,02 mM até 20 mM de
SDS, varrendo-se o espectro de 190 até 280 nm, fazendo-se 6 acumulagdes em um espectropolarimetro Jasco-715.
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Elipsidade molar

Condicao SDS LyeTxImn AK
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Figura 38: Espectros de estruturacio do peptideo LyeTxImnAK em diferentes concentracdes de SDS. O
experimento foi realizado incubando-se o peptideo a uma concentragdo de 0,1 mg/ml em de 0,02 mM até 20 mM de

SDS, varrendo-se o espectro de 190 até 280 nm, fazendo-se 6 acumulagdes em um espectropolarimetro Jasco-715.
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Figura 39: Espectros de estruturacio do peptideo LyeTxImnAKAc em diferentes concentracoes de SDS. O
experimento foi realizado incubando-se o peptideo a uma concentragdo de 0,1 mg/ml em de 0,02 mM até 20 mM de

SDS, varrendo-se o espectro de 190 até 280 nm, fazendo-se 6 acumulagdes em um espectropolarimetro Jasco-715.
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Condicao DPC LyeTxImn
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Figura 40: Espectros de estruturacio do peptideo LyeTxImn em diferentes concentracées de DPC. O
experimento foi realizado incubando-se o peptideo a uma concentragdo de 0,1 mg/ml em de 0,02 mM até 20 mM de

DPC, varrendo-se o espectro de 190 até 280 nm, fazendo-se 6 acumulagdes em um espectropolarimetro Jasco-715.
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Figura 41: Espectros de estruturacio do peptideo LyeTxImnAK em diferentes concentracdes de DPC. O
experimento foi realizado incubando-se o peptideo a uma concentragdo de 0,1 mg/ml em de 0,02 mM até 20 mM de

DPC, varrendo-se o espectro de 190 até 280 nm, fazendo-se 6 acumulagdes em um espectropolarimetro Jasco-715.
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Condicao DPC LyeTxImn AKAc
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Figura 42: Espectros de estruturacio do peptideo LyeTxImnAKAc em diferentes concentracdes de DPC. O

experimento foi realizado incubando-se o peptideo a uma concentragdo de 0,1 mg/ml em de 0,02 mM até 20 mM de
DPC, varrendo-se o espectro de 190 até 280 nm, fazendo-se 6 acumulagdes em um espectropolarimetro Jasco-715.
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As respectivas desconvolugdes de cada uma das condi¢des sdao apresentadas nas
figuras 43 para os dados na condi¢do de TFE, 44 para a condi¢do SDS e 45 para a

condi¢cdo DPC. Em cada uma das condigdes estdo apresentados os comparativos entre

os trés peptideos.
TFE
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Figura 43: Desconvolucio dos espectros de dicroismo circular das diferentes porcentagens de TFE dos
peptideos minimizados. Os dados de desconvolugao foram obtidos através do uso dos dados de cada uma das curvas

obtidas sendo utilizado o programa CDPro.
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Figura 44: Desconvolucio dos espectros de dicroismo circular das diferentes concentracdes de SDS dos
peptideos minimizados. Os dados de desconvolugao foram obtidos através do uso dos dados de cada uma das curvas

obtidas sendo utilizado o programa CDPro.
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DPC
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Figura 45: Desconvolucio dos espectros de dicroismo circular das diferentes concentracées de DPC dos
peptideos minimizados. Os dados de desconvolugao foram obtidos através do uso dos dados de cada uma das curvas

obtidas sendo utilizado o programa CDPro.

4.7. ANALISE DIAGRAMATICA DE ALFA HELICE
As andlises de diagrama de "wheel" apresentadas, mostram uma possivel
orientagdo dos residuos, caso os peptideos estruturassem completamente, isto €, se todos
os residuos estivessem presentes na a-hélice ou caso somente a partir do 5° residuo esta

estruturacao ocorresse (Figura 46).
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Figura 46: Diagramas de o-hélices de “wheel” dos peptideos estudados. a: representagdo de LyeTx I caso a
estruturacdo iniciasse no primeiro residuo. b: Estruturacdo de LyeTx I caso esta iniciasse no 5° residuo. c:
Representacdo diagramatica de LyeTxImn, caso a estruturagdo deste peptideo iniciasse no primeiro residuo. d:
Representagdo de LyeTxImn caso sua estruturagdo em o-hélice iniciasse-se no 5° residuo. e: Representacdo
esquematica de LyeTxImnAK e LyeTxImnAKAc caso suas estruturagdes iniciassem-se no primeiro residuo ¢ em f a
mesma representacdo destes peptideos porém pressupondo que a estruturagdo inicie-se no quinto residuo. g e¢ h:
Representag@o esquematica de LyeTxImnAKAc onde a acetilagdo ¢ levada em considerag@o na representagdo, sendo
que em h a acetilagdo (Ac) esta contida na estrutura da hélice.
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5. DISCUSSAO

A busca por novos antimicrobianos tem sido necessaria devido ao fato de que
virtualmente, para todos os antimicrobianos utilizados existem mecanismos de
resisténcia. Os peptideos antimicrobianos ja estdo sendo usados como moldes para
possiveis novos farmacos, como ocorreu com a Magainina para o tratamento de ulcera
em diabéticos, a indolicidina para prote¢do de cateteres contra colonizagdo por
microrganismos (Hancock & Sahl, 2006) ou com a LL-37 j& descrita em uso semelhante
no tratamento de ulceras em diabéticos (Duplantier & Hoek, 2013) e outros tipos de
infecgdes bacterianas (Wang, 2006). Mas mesmo assim, o Unico farmaco que estava em
uso clinico era um derivado da magainina que depois de alguns anos foi removido do
mercado pelo FDA (Food and Drug Administration), devido ao alto custo de producao e
a eficacia ser semelhante a de outros fArmacos ja usados.

Os estudos de Afonso em 2013 com o peptideo "des-His16-LyeTx I" (LyeTx I
desprovida de um residuo de histidina na posi¢do 16) apontaram que seria possivel a
remogao de alguns residuos de aminoacidos do peptideo LyeTx I mantendo-se ainda a
atividade antimicrobiana. Baseado nisso, estudos preliminares desenvolvidos pelo grupo
de pesquisa do LVTA, mostraram que, removendo-se alguns dos residuos do C-terminal
de LyeTx I a atividade ainda era mantida. Usando estes dados foram planejados os
peptideos sintetizados neste trabalho, LyeTxImn, LyeTxImnAK e LyeTxImnAKAc.
Tomou-se o cuidado de sintetizar novamente o peptideo LyeTx I pois, seriam estudadas
novas cepas de bactérias e de fungos ndo contemplados pelo estudo inicial de
caracterizacdo de LyeTx I (Santos et al, 2010). Os rendimentos em massa obtidos
(dados nao apresentados) disponibilizaram material suficiente para uma caracterizagao
preliminar de um possivel novo peptideo candidato a um farmaco antimicrobiano.

As atividades antimicrobianas dos peptideos estudados apresentaram diferentes
efeitos, com relacdo aos valores de MICs quando comparadas entre si. Os dados
evidenciam que LyeTxImn possuiu um decréscimo significativo na atividade
antibacteriana contra todas as bactérias analisadas quando comparado com o peptideo
original LyeTx I e contra o fungo Candida krusei. Ja o peptideo LyeTxImnAK possuiu
atividade significativamente maior que LyeTxImn contra Escherichia coli,
Pseudomonas aeruginosa, Acinetobacter baumannii, Cryptococcus neoformans,
Cryptococcus gattii e C. krusei porém, comparado ao peptideo original, LyeTx I, as

atividades contra Staphylococcus aureus, e Staphylococcus epidermides foram
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significativamente menores, segundo a analise estatistica, uma evidéncia de que entre os
dois, LyeTx I ¢ mais ativo contra bactérias gram-positivas do que LyeTxImnAK. Por
fim LyeTxImnAKAc possuiu atividade significativamente maior somente quando
comparado com LyeTxImn contra S. epidermides sendo menos ativo quando comparado
a LyeTx I contra A. baumanni e P. aeruginosa.

Entretanto, quando os parametros de atividade hemolitica sdo comparados, ¢é
notavel a alta atividade de LyeTxI em relacdo aos outros peptideos, com valores de
ECsp 6 vezes maiores (no caso de LyeTxImnAKAc) ou até mais de 11 vezes maiores
para os outros dois peptideos derivados de LyeTx1. Em conclusdo, no que concerne a
atividade hemolitica, LyeTxI ¢, significantemente mais ativa, portanto causando
maiores indices de hemolise, do que os peptideos derivados, testados neste trabalho. Os
valores de concentragdes hemoliticas minimas (MHC) também evidenciam estas
diferencas, que sao maiores do que 5 vezes comparando-se o controle e os peptideos
testados.

Levando-se em conta a razdo entre o valor de MHC e a média geométrica dos
MICs para cada um dos peptideos, obtém-se um valor conhecido como indice
terapéutico (Chen et al, 2005) que apresenta um "score" entre a média dos MICs e a
toxicidade contra hemacias. Foram feitas trés divisdes de indices terapéuticos, uma
somente com bactérias, outra com fungos e uma terceira levando-se em conta ambos 0s
valores de MICs (doravante nomeado "indice terapéutico de amplo espectro"). Esses

dados sao apresentados na Tabela 16.

Tabela 16: Valores dos indices terapéuticos calculados para cada um dos peptideos estudados

LyeTxImn LyeTxImnAKAc LyeTxImnAK  LyeTxI

Indice terapéutico de bactérias 5,355 6,145 19,153 4,755
Indice terapéutico de fungos 3,755 2,863 8,438 0,831
Indice terapéutico de amplo espectro 4,688 4,615 14,084 2,472

Observando-se os valores dos indices terapéuticos que possibilitam visualizar
qual o peptideo possui o melhor conjunto de atividade antimicrobiana geral maior com
toxicidade menor contra eritrocitos, € possivel observar que LyeTxImnAK ¢ o peptideo
do conjunto com melhor indice terapéutico, seja contra bactérias, fungos ou o de "amplo

espectro". Com base nessas evidéncias ¢ possivel sugerir o uso do peptideo sintético
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LyeTxImnAK para ensaios mais aprofundados visando-se usa-lo como um candidato a
um novo farmaco antimicrobiano, seja como antifiingico ou como antibacteriano.

A vantagem na escolha de um peptideo antimicrobiano em a-hélice como um
possivel novo farmaco, ¢ sua producdo relativamente simples, nao havendo a
necessidade de formar pontes dissulfeto, como as existentes frequentemente nos
peptideos em folha-B, que em alguns casos sdo imprescindiveis para a atividade
antimicrobiana (Andreu & Rivas, 1998). Conforme ja observado, o fendmeno da
resisténcia seria menos preocupante, pois ocorre em um grau muito menor do que para
outros tipos de antibidticos (Zasloff, 2002; Chen et al, 2005),. Esta resisténcia seria
parcial, como no caso de bactérias que diminuem a quantidade de lipidios
negativamente carregados, porém isso ndo as torna resistentes aos peptideos
antimicrobianos, mas somente um pouco menos susceptiveis a eles (Izadpanah & Gallo,
2005). Por outro lado, as bactérias também podem secretar proteases para degradarem
tais peptideos contra os quais sdo desafiadas (Yeaman & Yount, 2003).

A atividade dos peptideos antimicrobianos geralmente ¢ imediata ou répida,
lisando rapidamente a célula alvo (Brogden, 2005) diferente de outros antimicrobianos,
como p. ex. as penicilinas, que formam esferoplastos (Shahid, 2009) nao matando
imediatamente a célula alvo.

Pelos dados de dicroismo circular ¢ possivel inferir que, todos os trés peptideos
sintetizados, derivados de LyeTxI, possuem, muito provavelmente, conformacao em o-
hélice quando em contato com a membrana,, visto que, no meio de TFE assumiram esta
conformacgdo (caracterizada pelo méximo a 192 nm, e dois minimos na faixa de 208 e
222 nm por leituras obtidas em espectropolarimetro).

Um fato relevante observado ¢ a relagdo entre os perfis obtidos nos meios de
SDS e DPC e as respectivas atividades antimicrobianas e hemoliticas. Baseados nos
dados apos a desconvolugdo das curvas, ¢ possivel observar que, nas concentracdes
relativamente baixas de SDS (a partir de 1 mM) LyeTxImnAK e LyeTxImnAKAc
atingiram o patamar de estruturacdo, porém LyeTxImn s6 atingiu este patamar em 10
mM, sendo também o peptideo com a menor atividade antimicrobiana. Como a
monocamada externa das membranas plasmaticas de bactérias possui carga liquida
negativa (Epand & Epand, 2009), as micelas do detergente SDS s3o uma extrapolacao
deste tipo de membrana, tendo um perfil de cargas semelhante. Sendo assim,

LyeTxImnAK mostrou uma estruturagao visualmente maior, que foi atingida a uma
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concentracdo bem menor, quando comparada a LyeTxImn. Porém, LyeTxImnAKAc e
LyeTxImnAK estruturaram-se de forma bem semelhantes.

As micelas do detergente zwiterionico, DPC, apresentaram um perfil ainda mais
coerente com as atividades hemoliticas onde, na concentragao de 2 mM do detergente,
os peptideos LyeTxImn e LyeTxImnAK apresentaram baixo teor de a-hélice. Porém, a
estruturacdo de LyeTxImnAKAc foi o dobro dos outros dois peptideos analisados,
justamente o peptideo entre os trés com maior atividade hemolitica (menor valor de
EDsy e de MHC).

E interessante ressaltar a diferenca dos perfis de estruturagdo dos peptideos
LyeTxImnAK e LyeTxImnAKAc nas trés condi¢des estudadas, bem como de suas
atividades hemoliticas, sendo que, a diferenca entre os dois ¢ de apenas um grupo acetil
N-terminal. Esta acetilagdo aparenta estabilizar a estrutura em a-hélice do peptideo
LyeTxImnAKAc, o que poderia explicar sua maior atividade hemolitica. Porém, esta
estabilizagdo ndo ¢ significativa para a atividade antimicrobiana visto que ndo houve
diferengas estatisticas entre os MICs de LyeTxImnAK e LyeTxImnAKAc, padrdes de
atividade diferentes dos encontrados para outro caso de peptideo antimicrobiano, onde a
acetilagdao interferiu na atividade antimicrobiana porém nao interferiu na atividade
hemolitica (Crusca et al, 2010).

Comparando-se LyeTxImnAK e LyeTxImn, a diferenca advinda de um residuo
extra de lisina no primeiro peptideo, aumentou notavelmente, sua atividade
antimicrobiana. Observando-se os diagramas de "wheel" (Figura 18) para ambos os
peptideos, verifica-se que hd um aumento na anfipaticidade de LyeTxImnAK em
relagdo a LyeTxImn. Diferente do observado em alguns trabalhos, onde a anfipaticidade
ndo esta muito relacionada a atividade antimicrobiana, mas sim a atividade hemolitica
(Blondelle & Houghten, 1992; Chen et al, 2005), no caso de LyeTxImnAK a hemolise
foi menor que a causada pelo peptideo ndo acetilado LyeTxImn.Contudo, a descri¢ao do
trabalho de Blondelle & Houghten descreve um peptideo composto somente por lisinas
e leucinas. Levando-se em consideracdo trabalhos com peptideos de origem natural
onde p. ex. a cecropina foi modificada pela adi¢cao de residuos positivos € com aumento
de atividade, ou a magainina porém neste caso diferente do peptideo LyeTxImnAK a
magainina teve um aumento da hemolise (Tossi; Sandri; Giangaspero, 2000).

Como os peptideos derivados de LyeTxI estudados poderiam apresentar certa
toxicidade devido a sua atividade hemolitica, levantou-se a possibilidade de complexa-

los em hidroxipropril-B-ciclodextrina (HP-B-CD) a fim de reduzir sua atividade toxica.
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Além do mais, os peptideos complexados podem ser protegidos de degradagdes por
parte tanto dos microrganismos alvo, quanto como por parte das proteases de um
possivel paciente em tratamento, caso usado como farmaco

Para tanto foi escolhida a HP-B-CD, porque esta nao ¢ toxica para uso parenteral
bem como para outros usos como p. ex. em colirios (Loftsson & Brewster, 2012). Os
ensaios de atividade antimicrobiana dos peptideos derivados e em complexo, foram
realizados contra os fungos estudados neste trabalho, porque existem poucos fairmacos
para o tratamento de infec¢des fungicas mais graves, como as causadas por fungos do
género Cryptococcus, que inclusive podem infectar pessoas imunocompetentes
(Kronstad et al, 2011). Outro ponto importante que se deve levar em consideragdo ¢ que
muitos antifingicos como p. ex. os azo6licos sdo muito téxicos para usos além do topico
(Ostrosky-Zeichner et al, 2010).

Nos ensaios foi observado que os valores de MICs foram um pouco maiores ou
seja, o complexo reduziu a atividade dos peptideos. Entretanto, os ensaios de hemolise
mostraram um aumento nos valores de ECso bem como de MHC, mostrando reducao da
atividade hemolitica. Observando-se os valores de ECsy este aumento foi de 2 vezes
para LyeTxImn, 1 vez para LyeTxImnAKAc e de cerca de 1,5 vezes para
LyeTxImnAK. Por outro lado, os indices terapéuticos dos peptideos em HP-B-CD foram
menores do que aqueles de peptideos ndo complexados. Para LyeTxImn e
LyeTxImnAKACc estas diferencas foram bem maiores que para o peptideo LyeTxImnAK
e para o controle LyeTx I (Tabela 17). Portanto o peptideo LyeTxImnAK apresentou
bons valores de MICs, os menores valores de hemolise bem como, os melhores indices

terapéuticos, quando comparado aos outros peptideos estudados.

Tabela 17: Valores de indice terapéutico contra fungos dos peptideos em estudo, puros, ou em
complexados com HP-B-CD, bem como a razdo entre estes indices.

LyeTxImn LyeTxImnAKAc  LyeTxImnAK  LyeTxI

Indice terapéutico de fungos (A) 3,755 2,863 8,438 0,831
Indice terapéutico de fungos para os 0,595 0,800 3,829 0,506
peptideos em HP-B-CD (B)

Razdo A/B 6,303 3,575 2,203 1,639

Apesar de que, a eficicia tenha sido reduzida, pela complexagdo dos peptideos

em ciclodextrina, pela observagdo dos dados de indice terapé€utico in vitro, as condigdes
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in vivo sao muito diferentes. In vivo € possivel que os peptideos complexados se
desliguem gradativamente da HP-B-CD, quando diluidos na corrente sanguinea,
evitando-se a exposi¢do do paciente a altas doses do peptideo o que poderia levar a
hemolise, por ex. A complexagdo também protegeria o peptideo da acdo de proteases
presentes no sangue. Porém ¢ necessario a realizagdo de testes in vivo para verificar a
eficacia do uso do peptideo (complexado, ou ndo) como farmaco, bem como para
avaliar uma possivel toxicidade.

Logo o uso de LyeTxImnAK como farmaco ¢ uma proposta que nos parece
viavel necessitando, contudo, da realizacdo dos testes de toxicidade e de eficacia
terapéutica in vivo, assim como ja foi feito para alguns peptideos, tais como a magainina
(Hancock & Sahl, 2006) e a LL-37 (Duplantier & Hoek, 2013). O uso de compostos
biologicamente ativos em complexos, que melhorem a suas atividades, ja ¢ descrito
como p. ex. a anfotericina B encapsulada em lipossomos (Ostrosky-Zeichner et al,
2010) ou propostas de uso de insulina em complexo com B-ciclodextrina por via nasal
(Schipper et al, 1992). Propostas semelhantes, quanto ao uso de peptideos
antimicrobianos para o tratamento de doencas infecciosas, ja estdo sendo feitas para
diversos peptideos sendo que, muitos estudos ja estdo em fase III de desenvolvimento

(Fjeli et al, 2012).
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6. CONCLUSAO

A diminui¢do do peptideo LyeTx I, visando-se a possivel criagdo de um novo
farmaco antimicrobiano, nos parece viavel, sendo que a remog¢ao de varios residuos,
como no caso de LyeTxImn, apesar de comprometer a atividade antibacteriana reduz a
atividade hemolitica. A adi¢do de um residuo positivo (lisina) a sequéncia minimizada,
como ocorreu em LyeTxImnAK, tanto reduziu a atividade hemolitica como aumentou
as atividades antibacterianas e antifungicas, o que pode ser visto nas diferencas de
indices terapéuticos. Entretanto, a acetilagdo, como em LyeTxImnAKAc mostrou-se
pouco efetiva, reduzindo menos a hemolise deste peptideo, quando comparado aos
peptideos LyeTxImn e LyeTxImnAK. o que refletiu na redu¢@o do indice terapéutico. O
uso de ciclodextrinas aparenta ser interessante para um possivel uso in vivo de peptideos
antimicrobianos. Um peptideo menor, com maior atividade antimicrobiana ¢ como
menor atividade hemolitica ¢ um bom candidato para estudos mais aprofundados
visando-se a criacdo de um novo farmaco antibidtico e/ou antimicoético.

Em resumo, os resultados deste trabalho foram:

e Os peptideos antimicrobianos, com sequéncia diminuida,derivados de LyeTx I
foram sintetizados e purificados com sucesso.

e LyeTxImn apesar de ter tido uma atividade antimicrobiana inferior ao peptideo
original, LyeTx I, apresentou menor atividade hemolitica.

e O peptideo LyeTxImnAK, com uma lisina extra, apresentou maior atividade
antibacteriana e antifingica, com redugdo da atividade hemolitica.

e LyeTxImnAKAc, apesar de ter tido um aumento de atividade antimicrobiana
teve maior atividade hemolitica do que LyeTxImn e LyeTxImnAK.

e Comparando-se os indices terapéuticos de todos os peptideos, o mais promissor
entre eles ¢ o LyeTxImnAK por possuir o melhor "score" de todos.

e Complexos com ciclodextrinas talvez possam ser usados para reducdo da
toxicidade in vivo porém testes adicionais sdo necessarios para validar esta
possibilidade.

e Um peptideo menor, com maior atividade antimicrobiana € como menor
atividade hemolitica ¢ um bom candidato para criagdo de um possivel novo

farmaco antimicrobiano.
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LyeTx 1
H-IWLTALKFLGKNLGKHLAKQQLAKL-NH,

Sintese quimica

LyeTxImn LyeTxImnAK LyeTxImnAKAc
H-IWLTALKFLGKNLGK-NH, H-TWLTKALKFLGKNLGK-NH;  A¢ [WLTKALKFLGKNLGK-NH, H-TWLTALKFLGKNLGKHLAKQQLAKL-NH,
) _J

indice terapéutico
1 \ LyeTxImn +++
\ LyeTxImnAK +++++

LyeTxImnAKAc ++
LyeTx I+

Atividade antibacteriana  Atividade antifungica  Atividade hemolitica  Estruturacdo

Ecoli T C. neoformans T LyeTxImn % LyeTxImn a hélice

S.aureus T C.gatti t LyeTxImnAK * LyeTxImnAK o hélice

P.aeruginosa t C-krusei LyeTxImnAKAc + LyeTxImnAKAe o hélice
LyeTxI +++

S. epidermidis T

A baumannii T

MELHOR CANDIDATO:

LyeTxImnAK
H-TWLTKALKFLGKNLGK-NH;
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PERSPECTIVAS

e Realizar experimentos em membranas artificiais (lipossomos) dos peptideos
estudados para verificar os possiveis mecanismos de agao.

e Realizar experimentos in vivo do peptideo LyeTxImnAK, em camundongos
desafiados com o fungo patogénico Cryptococcus gattii.

e Realizar experimentos de toxicidade in vitro dos quatro peptideos estudados, a
fim de observar uma possivel hepatotoxicidade e nefrotoxicidade em cultura de
células.

e Realizar experimentos de toxicidade in vivo do peptideo mais promissor,
LyeTxImnAK avaliando-se por histologia, os 6rgados mais comumente lesados
por farmacos.

e Realizar experimentos de toxicidade in vivo do peptideo mais promissor,
LyeTxImnAK em hidroxipropril-p-ciclodextrina avaliando-se por histologia os
orgaos mais comumente lesados por farmacos.

e Realizar experimentos in vitro dos quatro peptideos estudados avaliando-se uma
possivel atividade antiviral contra algumas espécies de virus envelopados.

e Realizar experimentos in vitro dos quatro peptideos estudados avaliando-se uma
possivel atividade antiprotozodrio usando Tripanosoma cruzi, espécies de
Plasmodium e de Leishmania como modelos.

e Avaliar a atividade de LyeTxImnAK em conjunto com alguns antibacterianos e
antifiingicos ja consagrados.

e Avaliar o uso de LyeTxImnAK ligado a radioisétopos utilizados em diagndsticos
por imagem como sonda para rastrear infec¢des bacterianas com foco na

discriminacdo entre inflamagao e infec¢cdo em casos de artrite.
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