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RESUMO

O Staphylococcus aureus € um patdgeno altamente virulento, capaz de formar
biofilme e responsavel por milhares de mortes a cada ano. A prevaléncia de cepas de
S. aureus resistente a meticilina (MRSA) tem aumentado nos ultimos anos, tornando-
se necessario o desenvolvimento de novos antibiéticos. Os peptideos antimicrobianos
(PAMs) sao eficazes contra uma variedade de bactérias multirresistentes e baixos
niveis de resisténcia sao relatados para essas moléculas. O veneno de Dinoponera
quadriceps (DqV) tem sido descrito por seu efeito contra S. aureus. Neste estudo,
avaliamos o efeito antibacteriano de DqV-PAMs, as Dinoponeratoxinas (DNTxs; M-
PONTXDq3a, -Dq3b, -Dg3c e -Dg4e), contra cepas de S. aureus sensivel (MSSA) e
resistente a meticilina (MRSA). As DNTxs foram testadas contra MSSA ATCC 6538P
e MRSA ATCC 33591, ambos formadores de biofilme. A concentragao inibitéria
minima (CIM), concentracao letal minima (CLM) e tempo de morte foram realizadas
por microdiluicdo em caldo e subcultivo na superficie de agar. A Concentragao Minima
de Inibicado de Biofilme (CMIB) e a alteragdo na permeabilidade da membrana foram
medidas pela técnica do cristal violeta. Alteragbes morfolodgicas foram observadas por
microscopia eletrénica de varredura (MEV). A MSSA ATCC 6538P mostrou melhores
resultados em M-PONTXDq3a (MIC=0,78 uM; MLC=1,56 uM), entdao MIC, MLC, CMIB
foram determinadas para ambas as cepas, mostrando resultados entre 0,78 e 3,12
MM. Tempo de morte, alteragdes na permeabilidade da membrana e SEM foram
realizadas em MSSA ATCC 6538P tratado com M-PONTXDg3a, mostrando tempo de
morte em 6 horas, ruptura de membrana na técnica do cristal violeta e SEM. M-
PONTX-Dqg3a demonstra ser um peptideo antimicrobiano biologicamente ativo contra
cepas de MSSA e MRSA, bem como abre novas perspectivas na prevengado da
formagdo de biofiime através do desenvolvimento de revestimentos superficiais
antiadesivos em dispositivos médicos, bem como tratar cepas resistentes em

infeccdes de pele ou tecidos moles.

Palavras-chave: Staphylococcus aureus; MRSA; Peptideos antimicrobianos;

Dinoponeratoxinas; Biofilmes.



ABSTRACT

Staphylococcus aureus is a highly virulent pathogen, capable of biofilm formation and
responsible for thousands of deaths each year. The prevalence of Methicillin-Resistant
S. aureus (MRSA) strains has increased in recent years and thus, the development of
new antibiotics has become necessary. Antimicrobial Peptides (AMPs) are effective
against a variety of multidrug-resistant bacteria and low levels of resistance have been
reported regarding these molecules. Dinoponera quadriceps ant venom (DqV) has
been described regarding its effect against S. aureus. In this study, we have evaluated
the antibacterial effect of DqQV-AMPs, the Dinoponeratoxins (DNTxs; M-PONTXDq3a,
-Dq3b, -Dg3c and -Dg4e), against Methicillin-Sensitive (MSSA) and a Methicillin-
Resistant S. aureus (MRSA) strains. DNTxs were tested against MSSA ATCC 6538P
and MRSA ATCC 33591, both biofilm formers. The minimum inhibitory concentration
(MIC), minimum lethal concentration (MLC) and rate of kill were performed by
microdilution on broth and subcultive on the surface of agar. Minimmal Inhibitory
Biofilm Concentration (MIBC) and alteration in membrane permeability was measured
by crystal violet technique. Morphology alterations were observed by scanning electron
microscopy (SEM). MSSA ATCC 6538P showed better results on M-PONTXDq3a
(MIC=0.78 pyM; MLC=1.56 uM), so MIC, MLC, MIBC were determinated for both
strains, showing results between 0.78 and 3.12 pM. Rate of kill, alterations in
membrane permeability and SEM were performed on MSSA ATCC 6538P treated with
M-PONTXDq3a, showing time of kill at 6 hours, membrane disruption on Crystal Violet
techniqgue and SEM. M-PONTX-Dqg3a demonstrates to be a biologically active
antimicrobial peptide against strains of MSSA and MRSA, as well as opens up new
perspectives for the prevention of biofilm formation through the development of anti-
adhesive surface coatings on medical devices, as well as the treatment of resistant

strains in skin or soft tissue infections.

Keywords: Staphylococcus aureus; MRSA; Antimicrobial peptides;

Dinoponeratoxins; Biofilm.
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1 INTRODUGAO

1.1 Historico

A resisténcia antimicrobiana € um problema multiforme, que impde uma
grave ameaca a saude. A comercializagao de antibiéticos no século XX marcou uma
nova era da medicina moderna. Hoje, o numero de bactérias resistentes a antibiéticos
continua a crescer. Embora existam muitos fatores que determinem a resisténcia a
antimicrobianos, a disseminacéo global de bactérias resistentes a antibidticos pode
ser atribuida ao uso indevido de medicamentos e a auséncia de farmacos eficazes
langadas no mercado. Esta crise mundial requer grande colaboragdo e um esforgo
abrangente com a finalidade de projetar e produzir agentes bactericidas eficazes
limitando assim a propagacao de patogenos resistentes (BROWNE et al., 2020).

Antes da comercializacdo de antibidticos, as trés principais causas de
morte eram a pneumonia, a gripe, a tuberculose e as infecgdes gastrointestinais
(“Control of infectious diseases, 1900-1999”, 1999). Durante a Primeira Guerra
Mundial, doengas infecciosas causaram mais mortes do que as feridas em batalhas
(COSSART, 2014). A descoberta eventual da Penicilina em 1928 marcou uma nova
era da medicina moderna, ndo so apenas desencadeou o desenvolvimento de novos
antibioticos, como também modificou todo o canal para a descoberta de outros
medicamentos. Hoje, temos uma infinidade de antibidticos que séo eficazes contra
uma ampla gama de bactérias (“Sir Alexander Fleming - Nobel Lecture: Penicillin -
NobelPrize.org”, [S.d.]).

No entanto, o uso indiscriminado de antibidticos veio com um custo, um
relatorio abrangente, com o objetivo de avaliar aumento da resisténcia antimicrobiana,
previu que, até 2050, mais de 10 milhdes de mortes ocorrerdo anualmente como
resultado de patdgenos resistentes a antimicrobianos, culminando em um 6énus
econdmico de US $ 100 trilhdes (O’NEILL, 2019).

Uma variedade de fatores tem contribuido para o aumento gradual de
bactérias resistentes a antibioticos. O uso de antibioticos na agricultura e no meio
ambiente, embora regulamentado, n&o é controlado. Somente quando a resisténcia é
generalizada, certos antibiéticos s&do proibidos (GHARAIBEH; SHATNAWI, 2019). De
forma alarmante, 80% de todos os antibidticos sao utilizados em animais, e apenas
20% destinados para uso em humano (MARTIN et al., 2015).
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Esses antibidticos sdo usados na agricultura como promotores de
crescimento e na prevengao de infecgdes em animais mantidos em condigbes
ambientais anti-higiénicas. Por exemplo, a Colistina € um antibiético de ultimo recurso
para o tratamento de infecgbes multidroga resistentes ndo responsivas. No entanto, a
utilizacdo generalizada na agricultura impulsionou o surgimento do gene de
resisténcia a Colistina (mcr), com grandes implicagdes no tratamento das infecgbes
em humanos (GHARAIBEH; SHATNAWI, 2019).

Outro fator critico no desenvolvimento da resisténcia € a prescrigao
excessiva de antibidticos. Em alguns paises, os antimicrobianos estdo disponiveis
como medicamentos de venda livre (AUTA et al., 2019). Em contraste, em paises
onde os antibidticos sdo de uso apenas com prescricdo, a maioria delas sdo
inadequadas (IERANO et al, 2019; MILANI et al., 2019), sendo prescritas
preventivamente com base nos sintomas da doencga, sem a confirmacao da infeccao
bacteriana ou em casos prescritos para pacientes com infeccbes virais, com a
finalidade de limitar a ocorréncia de infecgao bacteriana secundaria (LANDSTEDT et
al., 2017).

Além da resisténcia, observamos varios obstaculos regulatérios e
econdbmicos que também limitam o desenvolvimento de novos farmacos
antimicrobianos pela indUstria farmacéutica. A medida que surgiram micro-organismos
resistentes, certas classes de antibidticos se tornaram ineficazes, entio
medicamentos similares foram desenvolvidos. Pequenas modificagbes foram feitas
nos antibiéticos existente, porém muitos tinham mecanismo de agao idéntico aqueles
da molécula original (BROWNE et al., 2020). Assim, rapidamente verificou-se uma
rapida resisténcia para esses compostos.

Atualmente, o fluxo para o desenvolvimento de novos antimicrobianos
chega a niveis criticos, com o numero de moléculas desenvolvidas em declinio
constante nas ultimas trés décadas (BROWNE et al., 2020). A produgao e sintese de
novos medicamentos é demorado e custa caro, portanto, muitas empresas
farmacéuticas tém direcionado sua atengao para opgcdes mais lucrativas. Enquanto a
pesquisa com antibidticos diminui, os patdégenos resistentes estdo em constante
aumento globalmente (US DEPARTMENT OF HEALTH AND HUMAN SERVICES;
CDC., 2019). De doze antimicrobianos lancados desde os anos 2000, oito tém

isolados clinicos resistentes generalizados. Uma combinagdo mais recente de
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antibioticos, Ceftazidima/Avibactam, desenvolveu isolados resistentes dentro de

apenas um ano apos o langamento no mercado (SHIELDS et al., 2017).

1.2 Resisténcia a antimicrobianos

As bactérias utilizam multiplos mecanismos na evolugéo da resisténcia aos
antibidticos (Figura 1). Pequenas mutagbées genéticas dentro de uma populagao
permitem que a porgao resistente recolonize o local da infec¢ao (MUNITA JM; ARIAS
CA, 2016). As mutacdes ocorrem de forma aleatéria e relativamente lenta. A forma
mais rapida de resisténcia aos antibiéticos surge via transferéncia horizontal de genes.
As bactérias podem adquirir material genético de espécies vizinhas resistentes
através da incorporagdo de genes mutantes ao seu proprio genoma (THOMAS;
NIELSEN, 2005).

Figura 1 - Possiveis mecanismos de resisténcia a antimicrobianos.

R —.
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Fonte: LIMA, 2021.

Aproximadamente 20% do genoma de Escherichia coli foi modificado ao
longo do tempo por meio de transferéncia de genes (LAWRENCE; OCHMAN, 1997).
Modificagdes em genomas bacterianos via transferéncia horizontal de genes sao
comumente vistas em comunidades formadoras de biofilme, onde a comunicacao
bacteriana é essencial para sua sobrevivéncia (MADSEN et al., 2012).

Mais frequentemente, as mutagdes resultam na modificagado estrutural do

alvo do antibiético, e subsequente supressao da atividade antimicrobiana. Por
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exemplo, mudangas na estrutura do rRNA 23S em Streptococcus pneumoniae e
Staphylococcus aureus conferem resisténcia ao antibiético Linezolida (LONG;
VESTER, 2012). Resisténcia a Penicilina e outros antibidticos da classe 3-lactamicos
(Cefalosporinas, Monobactamicos e Carbapenémicos) também surgiram devido a
evolucdo de uma gama de enzimas [B-lactamases. Essas enzimas hidrolisam
diretamente os antibidticos e tornando-os ineficazes (EGOROQV et al., 2018). Além
disso, um novo padrdo de resisténcia microbiana vem chamando atencido da
comunidade cientifica que é a formacao de biofime (SAGINUR et al., 2006). A
formagao de biofilme € um dos principais fatores de viruléncia atribuidos aos micro-
organismos, o que tornam as infec¢des relacionadas a formagao destas estruturas,
mais complicadas e persistentes. Este fato esta relacionado a maior capacidade dos
micro-organismos em biofilme tolerar niveis elevados de antibidticos do que em
culturas plancténicas, o que esta bem estabelecido através de ensaios de
suscetibilidade (VUONG; OTTO, 2002).

Biofilme (Figura 2) € uma comunidade tridimensional de bactérias com
arquitetura estruturada que vive nas superficies, € encapsulada em uma rede de
polissacarideos hidratados, proteinas e DNA. A infec¢cao bacteriana persistente e o
aumento da resisténcia aos antibidticos podem frequentemente ser atribuidos a
formacao de biofilme nos tecidos e implantes do hospedeiro. A prevaléncia de infecgcao
mediada por biofiime é muito rapida e é observada em periodontite, endocardite,
osteomielite e infecgbes do trato urinario. As bactérias do biofilme s&o altamente
resistentes a antibioticoterapia devido a matriz de exopolissacarideo (EPS) que
fornece ancoragem e suporte, tornando-as menos suscetiveis a esses agentes
terapéuticos. Os medicamentos atuais atuam efetivamente em bactérias flutuantes
que sao destacadas do biofilme, mas nao naquelas que estido incorporadas na matriz,
levando a recorréncia e persisténcia da infecgéo até que a superficie colonizada ou o
implante seja excisado cirurgicamente. A falha da terapia antimicrobiana, em geral, é
atribuida aos altos niveis de bactérias resistentes a medicamentos incorporadas ao
biofilme. Mesmo uma bactéria séssil altamente sensivel sem qualquer composigao
genética inerente para resisténcia a antibioticos desenvolve resisténcia em mil vezes
quando incorporada a um biofilme. O motivo da resisténcia pode ser atribuido a varios
fatores, como encapsulamento de matriz EPS, ma expressao de proteinas, diminuicao
dos fatores de crescimento, diferencas fenotipicas, ativacdo da bomba de efluxo e

comunicagao intercelular. Esses fatores podem ser amplamente agrupados em
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fatores bioquimicos, mecanismos moleculares e fatores ambientais alterados do
hospedeiro (VENKATESAN; PERUMAL; DOBLE, 2015).

Figura 2 - As cinco etapas do desenvolvimento e maturagao do biofilme.

Fonte: Adaptado de Monroe D (2007). A figura mostra o Processo de formagéo do biofilme: (1)
adesdo reversivel; (2) adesao irreversivel; (3) desenvolvimento da arquitetura do biofiime; (4)
maturagao; (5) dispersao.

Um dos principais colonizadores e formadores de biofiime maduro em
implantes médicos e tecidos do hospedeiro é 0 S. aureus. Estes cocos Gram-positivos
sao uma das principais causas de infecgdes nosocomiais e adquiridas na comunidade
e o estabelecimento de seu biofilme maduro, desempenha um papel importante na
persisténcia de infecgdes cronicas (LISTER; HORSWILL, 2014).

1.3 Staphylococcus aureus

Staphylococcus aureus é um patdgeno pertencente a familia
Staphylococcaceae, méveis, ndo formadores de esporos e sdao Coagulase-positivos.
Sao cocos Gram-positivos e possuem crescimento irregular agrupados em cachos
semelhantes aos de uva. E uma bactéria esférica de aproximadamente 1 um de
didmetro, que em placa de crescimento apresentam colbnias lisas, elevadas e

brilhantes, que podem causar hemalise quando cultivadas em meio contendo sangue.
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Sao extremamente resistentes quando comparado aquelas que formam esporos e
podem sobreviver a diversas variagcdes ambientais nao fisioldgicas (TOLZIS, 2018).

S. aureus é uma bactéria comensal que costuma estar presente de forma
assintomatica em diversas partes do corpo humano, como pele, glandulas cutaneas e
membranas mucosas, incluindo narizes e intestinos de individuos saudaveis. Estudos
tém demostrado que cerca de 20% dos individuos s&o portadores nasais persistentes
de S. aureus e cerca de 30% sé&o portadores intermitentes, enquanto cerca de 50%
sdo nao portadores. Esta colonizagdo, portanto, aumenta significativamente as
chances de infecgdes, fornecendo um reservatorio do patégeno. Os individuos
afetados, na maioria dos casos, estéo infectados pela cepa S. aureus que geralmente
carregam como um micro-organismo comensal (LAKHUNDI; ZHANG, 2018).

O S. aureus é um dos primeiros patégenos descritos e continua como uma
das causas mais comuns de infecgdes em humanos. E de importancia significativa
devido a sua capacidade de causar uma infinidade de infeccbes, bem como a sua
capacidade de adaptacao as diversas condicoes ambientais. S. aureus sao uma das
principais causas de infecgdes hospitalares persistentes e adquiridas na comunidade,
0 que resulta em sérias consequéncias. Pode afetar a corrente sanguinea, pele,
tecidos moles e trato respiratorio inferior, podendo causar infecgdes relacionadas a
instrumentagao médica, infecgao da corrente sanguinea associada ao uso de cateter,
bem infec¢des profundas graves como a endocardite e a osteomielite (SCHITO,
2006).

S. aureus possui uma variedade de fatores de viruléncia, muitas vezes
sendo responsavel por toxinas mediadoras de doencgas, incluindo a sindrome do
choque téxico, doencas estafilocdcicas transmitidas por alimentos e sindrome da pele
escaldada, sendo a ultima uma dermatose rara, causada por uma exotoxina que
produz lesées bolhosas e difusas por todo o corpo do individuo acometido (MIRANDA
et al., 2017). Esses fatores de viruléncia e toxinas também permitem ao S. aureus
enfrentar os desafios apresentados pelo sistema imunolégico do hospedeiro.
Clinicamente, um grave problema associado ao S. aureus é o notavel nivel de
desenvolvimento da resisténcia a multiplas classes de antibiéticos, causando assim
complicagbes ao tratamento. Historicamente, a resisténcia a S. aureus surgiu apenas
dois anos apods a descoberta da Penicilina (KIRBY, 1944).

As primeiras cepas de S. aureus resistentes a Penicilina surgiram na
década de 40 (RAMMELKAMP; MAXON, 2016), acelerando o processo de
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desenvolvimento de novos antibidticos, como a meticilina, que foi desenvolvida no
final dos anos 1950, porém cepas resistentes a meticilina (MRSA) foram clinicamente
identificadas em 1960 (JEVONS; P., 1961).

A partir da década de 1980, novas linhagens de MRSA surgiram, levando
o mundo a uma calamidade que ainda verificamos nos dias atuais. As infecgbes
causadas por cepas de MRSA estao associadas a maiores taxas de mortalidade do
que aquelas causadas por cepas sensiveis a meticilina. Além disso, elas resultam no
aumento do tempo de internacdo hospitalar, bem como nos custos de cuidados
associados a saude (WHITBY; MCLAWS; BERRY, 2001; WOLK et al., 2009).

As cepas de MRSA produzem uma Proteina de Ligag&o da Penicilina (PLP)
alterada associada a diminuicdo da afinidade para a maioria das Penicilinas
semissintéticas. A proteina é codificada por um gene adquirido, mecA (MATSUHASHI
et al., 1986; UTSUI; YOKOTA, 1985). Este material genético que confere resisténcia
a meticilina é transportado em um elemento genético mével denominado cassette
chromosome mec estafilocécico (SCCmec) (KATAYAMA et al., 2000).

Consequentemente, o surgimento de cepas MRSA ocorre devido a
aquisicao e insercdo destes elementos genéticos nos cromossomos das cepas
suscetiveis a meticilina. Esta aquisicdo de resisténcia antimicrobiana tem apresentado
um grande desafio para 0 mundo da medicina moderna em termos de tratamento e
controle de infecgbes estafilococicas. MRSA na maioria dos casos é responsavel por
pelo menos 25 a 50% das infecgdes causadas por S. aureus em ambientes
hospitalares. Apresentam colossal preocupacg¢ao devido elevada morbimortalidade,
bem como sua a resisténcia a todas as Penicilinas e a maioria de outros
antimicrobianos B-lactamicos. MRSA ja foi associado apenas a ambientes de cuidados
de saude, incluindo hospitais e outros ambientes a eles relacionados, bem como
pessoas ligadas a esses ambientes. No entanto, também surgiram cepas resistentes
como uma das principais causas de infeccbes associadas a comunidade e
rotineiramente verificam-se reservatérios em ambas as esferas (LAKHUNDI; ZHANG,
2018).

Em muitos paises, a expressiva prevaléncia do MRSA é verificada e
distribuida nas diversas regides geograficas do mundo (Figura 3). A propagacéao de
MRSA parece ocorrer por pelo menos dois mecanismos: via propagacao de clones
resistentes existentes e aquisicao de SCCmec por uma cepa de S. aureus sensivel a

meticilina. Detalhes do mecanismo de transferéncia horizontal de SCCmec nao sao
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bem compreendidos, mas as evidéncias epidemioldégicas mostram que este
mecanismo de resisténcia se espalhou para a maioria clones de cepas patogénicas

de S. aureus, em humanos e animais (LEE et al., 2018).

Figura 3 - Prevaléncia mundial de MRSA. A porcentagem de isolados de Staphylococcus aureus que
sao resistentes a oxacilina (MRSA).
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Fonte: Staphylococcus aureus meticilina resistente (LEE et al., 2018).

A vancomicina é historicamente o medicamento de escolha e as vezes o
ultimo recurso terapéutico de infec¢des graves causadas por MRSA, fornecendo
cobertura empirica e terapia definitiva. E um antimicrobiano que pertence ao grupo
dos Glicopeptideos, que de maneira geral, 0 mecanismo de acao esta relacionado
com a inibicdo da parece celular bacteriana durante a multiplicacido, resultando em
morte por lise osmatica, principalmente devido ao seu poder inibitério agindo como
antagonista competitivo do polimero da cadeia peptideoglicana que constitui a parede
celular microbiana (RANG & DALE, 2016). No entanto, seu uso aumentado ja levou
ao surgimento de cepas de S. aureus com resisténcia intermediaria a vancomicina
(VISA), bem como S. aureus resistentes a vancomicina (VRSA) em algumas partes
do mundo o que nos traz grande preocupacgédo (HIRAMATSU, K et al., 1997;
HIRAMATSU, KEIICHI, 2001; LEE et al., 2018).

Além da resisténcia a meticilina e a vancomicina, as infeccdes por S. aureus

podem se tornar crénicas quando associadas a formacao de biofilme, onde S. aureus
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pode se fixar e persistir nos tecidos do hospedeiro, como ossos e valvulas cardiacas,
causando osteomielite e endocardite, respectivamente, ou ainda aderindo em
materiais implantados, como cateteres, articulagdes protéticas e marca-passos. Os
materiais implantados ficam revestidos com proteinas hospedeiras apos a insercao, e
as proteinas de ligagcao a matriz em superficie de S. aureus facilitam a ligacao a essas
proteinas com o desenvolvimento de biofilme. Em casos de dispositivos médicos
infectados, a remogao é muitas vezes necessaria para tratar a infeccao (LISTER;
HORSWILL, 2014). Assim, surge a necessidade inegavel em pesquisar novos
compostos biologicamente ativos eficazes e por meio de estratégias de combate as

infeccbes bacterianas de S. aureus e na formagao de seus biofilmes.

1.4 Peptideos antimicrobianos

Diante do cenéario da ameacga universal dos micro-organismo resistentes
aos antibioticos convencionais surge a necessidade imediata de alternativas
estratégicas guiadas pela busca por novas substancias com potencial antimicrobiano.
Pequenas proteinas ou peptideos antimicrobianos (PAMs) vem sendo sugeridos como
agentes terapéuticos alternativos, podendo substituir ou complementar os tratamentos
classicos, uma vez que os PAMs possuem atividades contra uma infinidade de
patégenos, atuando principalmente nas membranas celulares, sendo o local de acéo
inversamente ao que é descrito pelos medicamentos tradicionais que atuam por vias
biossintéticas especificas (OLIVEIRA et al., 2019).

Uma das primeiras evidéncias do papel importante desempenhado pelos
PAMs na defesa imune foi descrito em 1996, quando demonstrado que a apds a
remogao do mecanismo genético da sintese de peptideos antimicrobianos, moscas
das frutas tornaram-se suscetiveis a infecgdes fungicas (LEMAITRE et al., 1996).

Desde entdo, os peptideos antimicrobianos tém sido descobertos e
caracterizados em quase todos os organismos multicelulares. Uma colecdo de
peptideos antimicrobianos foi criada para a acelerar e expandir estudos baseados nas
familias dos peptideos, que possuem composicao de sequéncia especifica da familia
e que pode ser utilizada para a descoberta e desenho de novos PAMs. A coletanea
contém informacdes sobre as sequéncias obtidas como padrbes através do “Modelo
de Hidden Marcov”, que descreve um modelo estatistico que utiliza o principio de

Marcov que contém parametros escondidos e desconhecidos, o modelo serve para
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identificar parametros ocultos, a partir de entdo sdo utilizados para analises
posteriores. O modelo foi descrito em 1386 PAMs, representados por 45 familias. As
informacdes estado relacionadas com a sequéncia, definicdo das proteinas, numeros
de acessos, atividade, organismo fonte, organismo alvo e descricdo da familia das
proteinas. Até o momento foram identificadas 8164 sequéncias, 757 estruturas e 2083
patentes (WAGHU et al., 2015; WAGHU et al., 2019). Existe uma grande expectativa
do aumento desses numeros nos proximos anos (PUSHPANATHAN et al., 2013).

Os PAMs atuam nos componentes lipidicos da membrana celular
bacteriana e demonstram atividade antimicrobiana de amplo espectro (HANCOCK,
ROBERT EW, 2001). PAMs isolados da natureza sdo eficazes contra bactérias
(Gram-positivas e Gram-negativas), virus (com envelope e sem envelope), leveduras,
fungos, bolores e parasitas (MARXER et al., 2016; RADEK; GALLO, 2007; ZASLOFF,
2002).

Diante deste panorama, os PAMs ganharam atengdo como uma nova
possivel classe de moléculas antimicrobianas, demonstrando elevado potencial
clinico. Estudos mostram a extraordinaria diversidade quimica em sua natureza, que
geralmente contém uma cadeia inferior de 100 aminoacidos, muitas vezes incluindo
residuos carregados positivamente (com lisina, arginina e histidina) e uma grande
porcao de residuos hidrofébicos (> 50%) (BAHAR et al., 2013).

Varios mecanismos tém sido sugeridos para a atividade de PAMs através
das membranas bacterianas e foram extensivamente revisados (KUMAR et al., 2018;
SEYFI et al., 2020). Em resumo, a ligagcao do peptideo antimicrobiano leva a uma
ruptura do potencial de membrana, uma alteracdo na permeabilidade e
extravasamento de metabdlitos, por fim, causa a morte celular bacteriana. A natureza
anfipatica dos peptideos antimicrobianos contribui para a sua capacidade de interagir
com as membranas das células bacterianas. A maioria dos PAMs tem uma carga
liquida positiva e s&o, portanto, chamados de PAMs catidnicos. Interagdes
eletrostaticas entre PAMs catidnicos e membranas anidnicas das bactérias
estabilizam a ligacdo desses PAMs as membranas. Posteriormente, a membrana
bacteriana é rompida, através da inser¢ao de peptideos, que ligados as membranas
levam a formagao de poros. Além de sua atividade direta como antimicrobianos, os
PAMs regulam mecanismos imunomoduladores no sistema imunolégico inato. Em
eucariotos superiores, uma classe de PAMs, chamados de peptideos de defesa do

hospedeiro, modulam as respostas imunoldgicas agindo como quimioatraentes para
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leucécitos, aumentando a atividade de leucdcitos, mondcitos e levando a expressao
de citocinas pré-inflamatérias (ZHANG; GALLO, 2016).

De maneira simplificada, os PAMs podem atuar através de mecanismo de
lise da membrana bacteriana e outro ndo membranolitico (Figura 4). No mecanismo
de lise, os PAMs podem levar a formacgao de (4A) poros na membrana celular ou pela
formagao de (4B) micelas na membrana. No mecanismo nao membranolitico, (4C) os
PAMs podem penetrar nas membranas celulares e interagir com alvos intracelulares,
tais como proteinas e moléculas de DNA (MORETTA et al., 2021).

Figura 4 - Compreensdes sobre os Mecanismos de A¢ao dos PAMs.
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Fonte: MORETTA et al., 2021.

Uma vantagem dos peptideos antimicrobianos € sua acdo em alvos
biolégicos distintos aos tradicionais antibioticos (ZASLOFF, 2002). Além disso, uma
qualidade unica de muitos PAMs sdo seus multiplos mecanismos de ac¢do, que juntos
contribuem para sua atividade antimicrobiana geral. Por exemplo, o LL-37 (catelicidina
humana) demonstra morte microbiana direta, modulagdo imunoldgica e atividade
antibiofilme (BUCKI et al., 2010). Embora mais comumente conhecido por sua agéao
na membrana celular bacteriana, LL-37 também é capaz de modular as respostas
imunes pré-inflamatérias e anti-inflamatérias (AGIER; EFENBERGER; BRZEZINSKA-
BLASZCZYK, 2015). Adicionalmente, LL-37 exerce atividade antibiofime em
concentracdes fisiologicamente relevantes, muito abaixo de sua concentragéo
inibitéria minima (CIM) in vitro (DEAN; BISHOP; VAN HOEK, 2011; OVERHAGE et
al., 2008).
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Muitos PAMs tém atividade semelhante contra organismos resistentes e
sensiveis a antibiéticos. Por exemplo, muta¢cdes em proteinas de ligacdo da Penicilina
de S. aureus conferem resisténcia a meticilina. No entanto, como os PAMs tém como
alvo a membrana celular, ndo ha sobreposicdo no mecanismo de ag¢do, e nenhuma
resisténcia cruzada é observada. Considerando que PAMs tém atividade potente
contra organismos multirresistentes, eles podem ser usados para tratar o aumento do
numero de infecgdes resistentes a antibioticos (GIULIANI et al, 2007).

Além disso, a capacidade de um unico PAM atuar por meio de varios
mecanismos e através de vias distintas, ndo s6 aumenta sua eficacia antimicrobiana,
mas também pode diminuir a chance do desenvolvimento da resisténcia (HANCOCK
et al., 1999). Um composto que atua por meio de varias vias reduz a probabilidade
das bactérias adquirirem multiplas mutagdes simultaneamente (MARR et al., 2006).

Atualmente, existem dez antimicrobianos a base de peptideos disponiveis
comercialmente, bacitracina, dalbavancina, oritavancina, daptomicina, colistina,
gramicidina D, polimixina B, teicoplanina, vancomicina e telavancina. Semelhantes a
muitos dos antibioticos tradicionais, sete desses compostos ativos foram isolados de
espécies bacterianas. Os trés restantes sao derivados semissintéticos de compostos
existentes. Todos sdo baseados nos mecanismos dos peptideos, os antibidticos
atuam na membrana da célula bacteriana, seja diretamente pela lise da membrana ou
indiretamente pela inibicdo da sintese da parede celular. Embora muitos PAMs
tenham mecanismos em alvos semelhantes (membrana celular bacteriana), sua
composig¢ao quimica pode ser bastante ampla, como é visto nos antibiéticos obtidos a
partir de peptideos atualmente no mercado (EBENHAN et al., 2014).

Os venenos de animais sao ricas fontes de PAMs, e por varias décadas,
tém sido estudados com o objetivo de encontrar moléculas farmacologicamente
ativas. Nestas pesquisas utilizando biotoxinas, a industria farmacéutica conseguiu
alguns sucessos notaveis, que originaram medicamentos amplamente
comercializados (HARVEY, 2014).

Recentemente, demonstrou-se que o veneno da formiga Dinoponera
quadriceps (Figura 5), encontrada na serra do municipio de Maranguape no estado
do Ceard, possui agao antimicrobiana e tripanocida (LIMA, et al., 2014; LIMA et al.,
2016).
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Figura 5 - Formiga Dinoponera quadriceps.

Legenda: D. quadriceps em trés diferentes perspectivas. 1 — Visdo Frontal; 2 — Visdo
Lateral; 3 — Visdo Dorsal.

Fonte: AntWeb. Versdo 8.75.3. Academia de Ciéncias da Califérnia, online
https://www.antweb.org. Acesso em 01/05/2022.

A D. quadriceps possui ampla distribuicdo no nordeste brasileiro podendo
ser observada nos estados de Alagoas, Bahia, Ceara, Paraiba, Pernambuco e Rio
Grande do Norte. E encontrada nas Caatingas, Cerrados e nas florestas imidas das
serras e na Mata Atlantica (GBIF, 2021).

Ainda em estudos recentes, foi possivel identificar no transcriptoma da
glandula de veneno da D. quadriceps, os PAMs chamados Dinoponeratoxinas
(DNTXs) sendo estes descritos como componentes majoritarios (Figura 6) (TORRES
et al., 2014).
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Figura 6 - Numero relativo de sequéncias isoladas do transcriptoma do veneno da
Dinoponera quadriceps.

@ TX01_DIQUA (Dinoponeratoxin) @ TX09_DIQUA (Dinoponeratoxin) W TX06_DIQUA (Pilosulin-like)
& TX05_DIQUA (ICK-like) W TX08_DIQUA (Altitoxin-like) W TX02_DIQUA (CAP venom allergen)
@ TX17_DIQUA (Venom allergen 2/4) W TX12_DIQUA (TIL-like) © TX21_DIQUA (Venom allergen 2/4)

Legenda: Componentes do transcriptoma da glandula de veneno da D. quadriceps. Os
componentes maijoritarios correspondem a 51% dos isolados e sdo representados por
TX01_DIQUA (Dinoponeratoxin) — 30% e TX9_DIQUA (Dinoponeratoxin) — 21%.

Fonte: Torres et al., 2014.

Tais achados abriram caminho para novas investigagdes funcionais e
farmacoldgicas desses (poli) peptideos preditos do veneno desta formiga gigante. Os
precursores transcricionais que codificam duas DNTXs de comprimento total, foram
proporcionalmente os transcritos mais expressos. Estes codigos de transcrigbes de
DNTXs para pré-propeptideos longos sdo propensos a modificagbes pos-tradugéo na
glandula de veneno, entdo varios fragmentos peptidicos podem ser liberados,
conforme detectado na peptiddémica do veneno de D. quadriceps (LIMA et al., 2018).

As DNTX foram denominados levando em consideragdo uma nomenclatura
normalizada: M-PONTXDq3a (23 residuos de aminoacidos), M-PONTX-Dq3b (13
residuos de aminoacidos), M-PONTX-Dq3c (11 residuos de aminoacidos) e
MPONTX- Dg4e (30 residuos de aminoacidos) (Tabela 1) (BANDEIRA LIMA et al.,
2018).



Tabela 1 - Estruturas e propriedades fisico-quimicas de Dinoponeratoxinas de D. quadriceps.
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Peptideos

Dinoponeratoxina M-PONTX-Dqg4e M-PONTX-Dq3a

(nomenclatura normalizada)

M-PONTX-Dq3b

M-PONTX-Dqg3c

GLKDWWNKHKDKIVKVVKEMGKAGINAAGK FWGTLAKWALKAIPAAMGMKQNK

Estrutura primaria®

FWGTLAKWALKAI

FWGTLAKWALK

Peso molecular®
2561,13 (2562,16)

1503,83 (1504,85)

1319,59 (1320,61)

3348,97 (3350,02)

W N 5‘ & t S
.~ c 1 o " " A - g . . . {
Predig&o de modelo (’Q";‘, ?\ b‘ f_ﬁ‘ _‘ﬁ ‘,ﬁ oy U f‘. T e S \:ﬁf :‘K‘,"_‘épn
Carga liquida (z)? 6,1 5,0 3,0 3,0
pld 10,9 14,0 14,0 14,0
Hidrofobicidade, H 0,148 0,509 0,823 0,781
uH® 0,458 0,248 0,531 0,523

Legenda: Estrutura primaria@ corresponde a sequéncia de aminoacidos dos peptideos; PMassa molecular experimental e tedrica entre parénteses respectivamente;
Predigdo de modelo® arquivado com o servidor PEP-FOLD 2 (http://bioserv.rpbs.univ- paris-diderot.fr/services/PEP- FOLD/); 9Carga liquida em pH e pl9 neutro, calculado

por http://pepcalc.com; pH® = momento hidrofébico.
Fonte: Adaptado de Lima et al., 2018.
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As DNTXs maduras compartilham semelhancas de variaveis na sequéncia
primaria com peptideos antimicrobianos (PAMs) de outros venenos animais como
Ponericina W3, G2 e G3 de formiga, Dermaseptina-H65 de sapo e Gaegurin-5 e
Brevinin-1PTa de ra (LIMA et al., 2018; COLOGNA et al., 2013; JOHNSON et al.,
2010; TORRES et al., 2014). Assim, o efeito antimicrobiano do veneno, juntamente
com a homologia a PAMs, sugerem as DNTXs como PAMs (LIMA et al., 2014), sendo
potenciais candidatos para o desenvolvimento de novas moléculas com atividade
antimicrobiana (SUN; SUN; HUANG, 2016; TORRENT et al., 2012; YAVARI et al.,
2018).
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2 JUSTIFICATIVA

A resisténcia antimicrobiana € uma ameacga global bem reconhecida,
assim, o desenvolvimento de politicas de controle de infecgdo, juntamente com
estratégias de manejo antimicrobiano, novas terapias sdo necessarias para controlar
o desenvolvimento desse processo (THABIT; CRANDON; NICOLAU, 2015).

Venenos animais e seus componentes sdo de grande interesse
biotecnoldégico, podendo ser usados para identificar novos alvos terapéuticos e
estabelecer modelos moleculares para o desenvolvimento de novos farmacos
(HARVEY, 2014). O efeito antimicrobiano do veneno de D. quadriceps foi
demonstrado sobre cepas sensiveis e resistentes de S. aureus (LIMA et al., 2014),
bem como o efeito antiparasitario contra L. amazonensis e T. cruzi com alto indice de
seletividade para o ultimo (LIMA et al., 2016).

Em 2013, a biblioteca de cDNA da glandula de veneno da D. quadriceps foi
construida, e através da analise transcriptdmica foram identificadas novas moléculas,
dentre elas as Dinoponeratoxinas, como componentes majoritarios (TORRES et al.,
2014). Em seguida, continuando o estudo dos efeitos biologicos deste veneno,
demonstramos o efeito das Dinoponeratoxinas em cepa Y de T. cruzi, onde os
resultados mostraram dois peptideos promissores (LIMA, et al., 2018). Entretanto, o
efeito antimicrobiano das Dinoponeratoxinas ainda ndo havia sido explorado, o que
poderia gerar modelos moleculares contra a resisténcia aos antimicrobianos.

A abordagem proposta neste trabalho foi dar continuidade ao estudo,
buscando novas moléculas antimicrobianas, visto que as DNTXs apresentam
homologia na sequéncia primaria com peptideos antimicrobianos (PAMs) de outros
venenos animais. Assim, esse trabalho estudou o potencial antimicrobiano de

Dinoponeratoxinas, bem como mecanismo de agao e efeito contra biofilmes.
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo Geral

Avaliar o efeito antimicrobiano das dinoponeratoxinas sintéticas M-PONTX-
Dg4e, M-PONTX-Dg3a, M-PONTX-Dgq3b e M-PONTX-Dqg3c sobre cepas de

Staphylococcus aureus formadoras de biofilmes.

3.2 Objetivos Especificos

e Avaliar o potencial antimicrobiano das dinoponeratoxinas M-PONTX-Dg4e, M-
PONTX-Dg3a, M-PONTX-Dg3b e M-PONTX-Dq3c sobre a cepa de S. aureus
produtora de biofilme ATCC 6538P meticilina sensivel;

e Avaliar o efeito antimicrobiano da dinoponeratoxina de melhor resultado sobre
a cepa de S. aureus produtora de biofilme ATCC 33591 meticilina resistente;

e Avaliar o efeito antimicrobiano da dinoponeratoxina de melhor resultado sobre
a formacao de biofilme nas cepas de S. aureus ATCC 6538P e ATCC 33591,

° Avaliar o efeito antimicrobiano da dinoponeratoxina de melhor resultado no
tempo de exposigéo sobre viabilidade microbiana na cepa de S. aureus ATCC
6538P;

e Avaliar o mecanismo de acdo antimicrobiano da dinoponeratoxina de melhor
resultado na cepa de S. aureus ATCC 6538P;

e Avaliar as alteragdes ocorridas na morfologia da parede celular bacteriana na

cepade S. aureus ATCC 6538P exposta dinoponeratoxina de melhor resultado.
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 Obtencgao das dinoponeratoxinas

As dinoponeratoxinas (DNTXs) foram obtidas via sintese de fase sdlida
(LibertyBlue, Kamp-Lintfort, Germany) no Centro de Investigacdo Principe Felipe
(Valéncia, Espanha) e estas, por fim, foram gentilmente cedidas para a realizagao dos

experimentos.

As DNTXs apresentaram as seguintes estruturas:

M-PONTX-Dg4e: GLKDWWNKHKDKIVKVVKEMGKAGINAAGK
M-PONTX-Dg3a: FWGTLAKWALKAIPAAMGMKQNK
M-PONTX-Dq3b: FWGTLAKWALKAI

M-PONTX-Dq3c: FWGTLAKWALK

4.2 Farmacos Antimicrobianos

Os antimicrobianos utilizados como controles experimentais foram a
oxacilina e vancomicina (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA). Estes foram pesados e

reconstituidos em cada ensaio.

4.3 Cepas microbianas

As cepas microbianas de referéncia utilizadas foram doadas pela Fundacgéao
Oswaldo Cruz (FIOCRUZ). As culturas bacterianas foram mantidas em Agar Nutriente
(Kasvi, Sao José dos Pinhais, Parana, Brasil) e estocadas a 4° C e realizados
subcultivos a cada oito semanas. Uma cepa de Staphylococcus aureus ATCC 6538P
(MSSA) produtora de biofilme e uma cepa meticilina resistente Staphylococcus aureus
ATCC 33591 (MRSA) também produtora de biofiime.
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4.4 Determinagao da Concentragao Inibitéria Minima (CIM) e da Concentragao
Letal Minima (CLM)

A CIM e a CLM dos quatro peptideos para as cepas de S. aureus foram
determinadas pelo método de microdiluigao em caldo de cultura (CLSI, 2015).

Para isso, aliquotas das suspensdes microbianas em Mueller-Hinton (caldo
MH) (Kasvi, Sdo José dos Pinhais, Parana, Brasil) contendo indculos com
aproximadamente 108 UFC/mL foram adicionadas aos pogos da microplaca contendo
diferentes concentracbes de peptideos (0,19 - 25,0 uM). Como controle dos
experimentos foram utilizados oxacilina ou vancomicina (no intervalo de
concentragcbes de 0,095 a 200,0 yM) como controle positivos € como controle
negativo, solugéo de PBS. As microplacas foram incubadas a 37° C e inspecionadas
visualmente apdés 24h. A CIM foi considerada a menor concentracdo de peptideos
capaz de inibir completamente o crescimento microbiano, constatado pela auséncia
de turvagao visivel. As placas de cultura também foram submetidas a leitura de
absorbancia, em leitora de Elisa Bio-Tek a 620 nm, para confirmagao dos valores de
CIM e para excluir a interferéncia da turvacdo determinada pela presengca de
peptideos.

A CLM foi determinada por contagem de células viaveis. De forma asséptica,
in6culos de 5 pyL foram obtidos dos pogos das microplacas usadas para a
determinagao da CIM, onde havia auséncia total de turvacao visivel, e semeados na
superficie do agar Plate-Count (Kasvi, Sdo José dos Pinhais, Parana, Brazil).

As placas foram incubadas a 37° C / 24h e as colbnias crescidas na superficie
do agar foram contadas. A CLM foi considerada a menor concentragao de peptideos
capaz de determinar a morte de 99,9% das células de S. aureus do indculo inicial.
Cada ensaio foi realizado em triplicata (SHANHOLTZER et al., 1984).

4.5 Determinagao da Concentragao Inibitéria Minima de Formagao do Biofilme
(CIMB)

O efeito dos peptideos sobre a formacao de biofiime foi avaliado pela
determinagéo da CIMB (BATISTA et al., 2017, onde o biofilme foi obtido e sua massa
quantificada pela técnica do Cristal Violeta (CV, Cromato Produtos Quimicos, Sao
Paulo, Brasil) (STEPANOVIC et al., 2000). As cepas de S. aureus foram cultivadas
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em Tryptic Soy Broth (TSB; Merck Millipore Corporation), suplementado com 1% (p/v)
de glicose, por 24h a 37° C. Aliquotas de 100 pL de cultura (108 UFC/mL) e 100 uL de
peptideos foram adicionadas aos pog¢os de microplacas de 96 pogos, incubadas por
24h a 37°C. Os pogos foram lavados trés vezes com 250 L de solugao salina 0,85%
estéril e para a fixagdo das células aderidas, 200 yL de metanol 99% foram
adicionados por 15 minutos. Apds a retirada do metanol e secagem das microplacas
a temperatura ambiente, aliquotas de 200 pL de solugdo de CV 2% (v/v) foram
adicionadas aos pocos por 15 minutos. O excesso de CV foi removido por lavagem
das microplacas por trés vezes com agua ultrapura. O CV captado pelas células
bacterianas foi liberado pela adicao de 160 uL de acido acético 33%, por 15 minutos,
e a leitura da densidade optica a 570 nm (DO570) foi realizada em leitora de
microplaca (Biotek ELX-800, Winooski, VT, USA). Como controles do experimento
foram utilizados TSB estéril e cultura microbiana sem exposicdo aos peptideos. A
CIMB foi considerada a menor concentracao de peptideos capaz de inibir a formacao

de biofilme bacteriano.

4.6 Determinacao do efeito do tempo de exposigao dos peptideos sobre a

viabilidade bacteriana

Aliquotas do peptideo M-PONTX-Dg3a nas concentragdes inibitéria minima
(CIM) e letal minima (CLM) foram adicionadas a pogos das microplacas contendo 100
uL de caldo BHI e 80 uL da suspensao de S. aureus ATCC 6538P na concentracao
de 10%° UFC/mL na fase de crescimento exponencial cultivada em caldo MH,
distribuidas em microplaca de 96 pogos. As placas foram incubadas a 37° C e
pequenas aliquotas foram removidas nos tempos 0, 2, 4, 6, 8, 10, 12 e 24h (DEVI et
al., 2010). Estas foram diluidas em solugéo salina estéril na concentragéo de 0,85% e
semeadas em agar “Plate Count”, a contagem de coldnias foi realizada apds 24h de
incubacao a 37° C. As culturas de S. aureus em PBS foram utilizadas como controle
experimental. Os ensaios foram realizados em triplicata e todos os resultados obtidos

foram expressos em logio UFC/mL.
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4.7 Deteccgao de alteragdo na permeabilidade de membrana pela captagao de

cristal violeta

A deteccdo das alteragbes na permeabilidade da membrana induzida pelo
peptideo M-PONTX-Dqg3a foi avaliada através do ensaio do CV (DEVI et al., 2010).
Culturas de S. aureus 6538P foram sub cultivadas em caldo BHI e incubadas a 37°C
“overnight’ em caldo BHI. A suspensao foi coletada centrifugada a 4500 g por 5
minutos a 4° C, lavadas duas vezes e suspensas em PBS na concentragédo de 108
UFC/mL.

As suspensbes bacterianas foram tratadas com o peptideo M-PONTX-Dg3a
(CIM, CLM e 2x CLM) e incubadas a 37° C / 30 minutos. As células foram coletadas
(9300 x g / 5 minutos), ressuspendidas em PBS contendo 10 ug/mL de CV (Cromato
Produtos Quimicos, Sdo Paulo, Brasil) e incubadas por 10 minutos a 37 °C. Em
seguida, foi realizada uma nova centrifugacéo (13400 x g/15 minutos), as células
foram descartadas e o sobrenadante foi coletado para leitura de DO570 nm em leitor
de microplaca (Biotek ELX-800, Winooski, VT, USA). Culturas tratadas com oxacilina
(Sigma-Aldrich, St. Louis, MO), EDTA (ethylenediaminetetraacetic acid, 0,25 M, Vetec,
Rio de Janeiro, Brasil) e PBS estéril (sem tratamento) foram utilizadas como controles.
Os ensaios foram realizados em triplicata.

A captacao de CV cristal pelas células bacterianas foi calculada pela seguinte
formula:

DO570 da amostra / DO570 do CV x 100.

Considerando DO570 da solugéo de CV como 100%.

4.8 Avaliacao de alteragcoes na morfologia da parede celular bacteriana de S.

aureus expostos aos peptideos

As alteragbes na morfologia da parede celular bacteriana causadas pelos
peptideos foram analisadas pela Microscopia Eletrénica de Varredura (MEV).
Suspensdes de S. aureus (10° UFC/mL) foram incubadas "overnight' a 37° C e
centrifugadas (4500 x g/5 minutos). O pellet obtido foi lavado duas vezes com agua

ultrapura e a densidade celular foi ajustada a fim de obter 10'© UFC/mL.



40

Aliquotas de peptideos nas CIM e CLM foram incubadas com 180 pL de
suspensdo de S. aureus (10" UFC/mL) por 6 h, a 37° C. Apds a incubacéo, as
bactérias foram fixadas por 2 horas com 2,5% de glutaraldeido (Electron Microscopy
Sciences, Hatfield, Pennsylvania), lavadas duas vezes com PBS e duas vezes com
agua destilada centrifugando-se a 800g por 10 min. Em seguida, as amostras foram
desidratadas e series crescentes de etanol (30-100%), colocadas em laminulas de
vidro, fixadas a 37° C com 5% de CO2, cobertas com ouro e observadas em um
microscoépio eletronico de varredura FEG Quanta 450 (FEI, Oregon, USA) (MELLO et
al., 2017). As imagens digitais foram adquiridas e armazenas em computador na

Central Analitica — UFC utilizando o Software Nis 4.0.
4.9 Analise estatistica dos dados
Os resultados foram expressos em média * erro padrao da média e

significancia p < 0,05. Comparagdes estatisticas foram analisadas utilizando ANOVA

com Dunett’s post-test no programa GraphPad Prism 5.
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5 RESULTADOS

Quatro peptideos antimicrobianos do veneno de D. quadriceps (M-PONTX-
Dqg3a, -Dg3b, -Dqg3c e -Dg4e) foram testados contra S. aureus ATCC 6538P sensivel
a meticilina em diferentes concentragcbes para avaliar CIM e CLM. Entre todos, M-
PONTX-Dqg3a foi o mais potente, enquanto M-PONTX-Dq3c teve valor indeterminado.
M-PONTX-Dg4e e M-PONTX-Dg3b mostraram o mesmo CLM, mas M-PONTX-Dq3b
mostrou uma CIM inferior.

Os antibidticos, oxacilina e vancomicina, foram usados como controles
positivos de indugdo de morte bacteriana. Estes antibidticos mostraram valores de
CIM e CLM aproximados aos observados para M-PONTX-Dg3a (0,39 - 0,78 uM vs
0,78 - 1,56 uM). (Tabela 2).

Tabela 2 - Efeito antimicrobiano de Dinoponeratoxinas sobre Staphylococcus aureus ATCC 6538P.

M- M- M- M- Oxacilina Vancomicina
PONTX- PONTX- PONTX- PONTX-
Dqde Dq3c Dqg3b Dqg3a
CIM 12,5 In 6,25 0,78 0,39 0,39
CLM 25 In 25 1,56 0,39 0,78

Legenda: Valores descritos em puM; CIM: Concentragao Inibitéria Minima; CLM: Concentragéo letal
minima; ATCC: American Type Culture Collection; In: Inderteminado.
Fonte: Dados da pesquisa.

Assim, a atividade do peptideo mais potente, M-PONTX-Dg3a, foi estudada
na cepa MRSA ATCC 33591 e na formagao de biofilme.

M-PONTX-Dg3a mostrou CIM e CLM de 0,78 e 1,56 uM, respectivamente.
Isto € de particular relevancia dado que é uma cepa meticilina resistente e o
tratamento de escolha (vancomicina), CIM e CLM de 0,39 e 0,78, mostrou valores
préximos de CIM e CLM obtidos para M-PONTX-Dqg3a (Tabela 3).
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Tabela 3 - Efeito antimicrobiano de M-PONTX-Dg3a sobre
Staphylococcus aureus ATCC 33591.

M-PONTX- Oxacilina Vancomicina

Dg3a
CIM 0,78 200 0,39
CLM 1,56 >200 0,78

Legenda: Valores descritos em pM; CIM: Concentragao Inibitéria Minima; CLM:
Concentragao letal minima; ATCC: American Type Culture Collection.
Fonte: Dados da pesquisa.

Nos estudos de formacgao de biofilme, M-PONTX-Dg3a mostrou CIMB de

1,56 e 3,12 uM em S. aureus sensivel (Figura 7) e S. aureus resistente a meticilina

(Figura 8), respectivamente.

Figura 7 - Concentragéao Inibitéria Minima de formagao de biofilme M-PONTX-Dg3a sobre
cepa de Staphylococcus aureus ATCC 6538P.

1.51

}—k/“‘

Absorbancia

0.5

U.c T T T T T T 1]
25 25 125 625 312 156 0,78 033 CT

Concentragdes (M-PONTX-Dg3a uM)

Legenda: Dados expressos em média * erro padrdo da média de 3 experimentos em
triplicata. CT= controle negativo (PBS).
Fonte: Dados da pesquisa.
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Figura 8 - Concentragéao Inibitéria Minima de formagao de biofilme M-PONTX-Dg3a
sobre cepa de Staphylococcus aureus ATCC 33591.

4-

Absorbancia
R

25 12,5 625 3,12 1,56 0,78 0,39 0,19 CT
Concentractes (M-PONTX-Dg3a uM)

Legenda: Dados expressos em média + erro padrdao da média de 3 experimentos
em triplicata. CT= controle negativo.
Fonte: Dados da pesquisa.

M-PONTX-Dqg3a foi eficaz em situagbes que oxacilina ndo foi (Figura 9),
mostrando uma faixa de atividade semelhante a produzida pela vancomicina (Figura
10). As concentracdes inibitorias minimas de formacao de biofilmes de oxacilina e
vancomicina nas cepas sensivel e resistente a meticilina estdo mostradas nas figuras

de9a12.

Figura 9 - Concentracéo Inibitdria Minima de formacéo de biofilme oxacilina
sobre cepa de Staphylococcus aureus ATCC 33591.

Absorbancia

O T T T T T T T T T
200 100 50 25 12,56,25 3,12 1,56 CT
Concentragées (Oxacilina uM)

Legenda: Dados expressos em média + erro padrdo da média de 3
experimentos em triplicata. CT= controle negativo.
Fonte: Dados da pesquisa.



Figura 10 - Concentragao Inibitéria Minima de formagéo de biofilme oxacilina sobre
cepa de Staphylococcus aureus ATCC 6538P.
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Legenda: Dados expressos em média * erro padrdo da média de 3 experimentos
em triplicata. CT= controle negativo.
Fonte: Dados da pesquisa.

Figura 11 - Concentragao Inibitéria Minima de formagéo de biofilme vancomicina
sobre cepa de Staphylococcus aureus ATCC 6538P.
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Legenda: Dados expressos em média + erro padrao da média de 3 experimentos em

triplicata. CT= controle negativo.
Fonte: Dados da pesquisa.
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Figura 12 - Concentragdo Inibitdria Minima de formacéo de biofilme vancomicina sobre
cepa de Staphylococcus aureus ATCC 33591.
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Legenda: Dados expressos em média + erro padrao da média de 3 experimentos em
triplicata. CT= controle negativo. Fonte: Dados da pesquisa.

Para entender melhor o mecanismo de acdo do M-PONTX-Dq3, primeiro
avaliamos a taxa de morte no MSSA ATCC 6538P (figura 13). O tratamento com M-
PONTX-Dq3a foi capaz de matar todas as bactérias a 1,56 uM (CLM) apos 6 h de

incubacao.

Figura 13 - Efeito de tempo de exposigido de M-PONTX-Dg3a na viabilidade de
Staphylococcus aureus ATCC 6538P.
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Legenda: Dados expressos em média + erro padréo da média de 3 experimentos
em triplicata. CIM= concentragao inibitéria minima (0,78 yM) CC= controle de
crescimento, CLM= concentragao letal minima (1,56 pM).

Fonte: Dados da pesquisa.

Para estudar a capacidade de M-PONTX-Dg3a de induzir a permeacao de
membrana na cepa bacteriana, analisamos a captagao de Cristal Violeta (CV) por

bactérias tratadas em concentragdes de CIM, CLM e 2 x CLM. Em contraste com a
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oxacilina, o tratamento com M-PONTX-Dqg3a foi capaz de aumentar a captacao de CV
por S. aureus para 28-33%. O agente quelante (EDTA dissddico, 0,25 M) foi incluido
como controle positivo, que também foi capaz de aumentar a captagédo CV (Figura
14).

Figura 14 - Percentual de captagéo de cristal violeta em Staphylococcus aureus ATCC
6538P tratado com M-PONTX-Dqg3a.
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80+ ==
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Captagéo de cristal violeta (%)

CT OXA 312 156 078 EDTA
M-PONTX-Dg3a(uM)

Legenda: Dados expressos em média + erro padrao da média de 3 experimentos em
triplicata. CT: Controle, células tratadas com tampéo de fosfato em solugdo salina; OXA:
células tratadas com oxacilina 0,39 uM; EDTA: células tratadas com EDTA dissdadico
0,25 M. * p<0,05.

Fonte: Dados da pesquisa.

Para confirmar a ruptura da membrana, realizamos estudos SEM em
culturas bacterianas tratadas com M-PONTX-Dqg3a. As células tratadas com PBS
mostraram integridade na superficie da membrana e aderéncia célula a célula
preservada (Figura 15). Curiosamente, a concentracdo mais baixa de M-PONTX-Dqg3a
(0,78 uM) produziu o rompimento das membranas (Figura 16) e a mais alta (1,56 uM)
mostrou bolhas ou vesiculas projetando-se da superficie bacteriana como resultado
da interacao do peptideo com a membrana (Figura 16), confirmando assim que M-

PONTX-Dq3a produz ruptura da parede bacteriana.
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Figura 15 - Imagens de microscopia eletrénica de varredura de Staphylococcus aureus ATCC 6538P.

HFN

(| 90 mm 8.29 pm

Legenda: Células sem exposicao a M-PONTX-Dg3a mostrando tamanho normal, forma e aderéncia
célula a célula.
Fonte: Dados da pesquisa.

Figura 16 - Imagens de microscopia eletronica de varredura de Staphylococcus aureus ATCC 6538P
tratados com M-PONTX-Dq3a.

KR | det 3
ym 9mm 8.9 ym ETD UFC - lnntnIAHiM Quanta FEG

Legenda Celulas expostas a M- PONTX Dq3a na concentragao 0,78 pM mostrando ruptura nas
membranas (ver seta branca). Células expostas a M-PONTX-Dg3a na concentragdo 1,56 uM
mostrando bolhas ou vesiculas projetando-se na superficie bacteriana como resultado da interagédo
peptideo-membrana (ver asteriscos brancos).

Fonte: Dados da pesquisa.
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6 DISCUSSAO

O efeito antimicrobiano de DNTxs contra bactérias Gram-Negativas
(DODOU LIMA; SIDRIM DE PAULA CAVALCANTE; RADIS-BAPTISTA, 2020) e
fungos (LIMA; CAVALCANTE; RADIS-BAPTISTA, 2020) foi recentemente descrito.
No entanto, seu potencial contra S. aureus, sugerido pela atividade do efeito do

veneno bruto (LIMA et al., 2014), ainda ndo havia sido explorado.

Neste trabalho, avaliamos o efeito de M-PONTX-Dqg3a, M-PONTX-Dq3b,
M-PONTX-Dg3c, M-PONTX-Dg4e sobre duas cepas padrao ATCC de S. aureus,
MSSA 6538P e MRSA 33591, as mesmas cepas utilizadas no trabalho com o veneno
bruto (LIMA, D. B. et al., 2014). Ambas sao cepas formadoras de biofiime (BATISTA
etal., 2017). Os DNTxs foram avaliados quanto ao seu efeito antimicrobiano de acordo
com as diretrizes do Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI, 2015) e sua
inibicdo da formacdo de biofiime pela técnica CV (DE CARVALHO et al.,, 2019;
STEPANOVIC et al., 2000), que sdao métodos classicos usados por décadas. O
mecanismo de agado também foi avaliado por ensaio de CV e MEV, que sao ensaios
capazes de evidenciar a ruptura da membrana por métodos bioquimicos (LIMA et al.,
2014) e morfolégicos (HOLLMANN et al., 2018).

Anteriormente, M-PONTX-Dq3a, de 23 residuos, relacionado a Ponericina
W e uma sequéncia derivada de M-PONTX-Dg4e (peptideo de 28 residuos amidado)
relacionado a Ponericina G, foram avaliados contra bactérias Gram-negativas
resistentes, nas quais o peptideo derivado de M-PONTX-Dg4e foi eficaz, mas M-
PONTX-Dqg3a nao mostrou efeito (DODOU LIMA; SIDRIM DE PAULA CAVALCANTE;
RADIS-BAPTISTA, 2020). No entanto, neste trabalho, M-PONTX-Dq3a foi o peptideo
mais potente, inclusive em uma cepa de MRSA, mas M-PONTX-Dqg4e apresentou

baixa poténcia contra S. aureus.

M-PONTX-Dg3b e M-PONTX-Dq3c sdo dois fragmentos de M-PONTX-
Dg3a encontrados naturalmente no veneno, que tém 13 e 11 residuos,
respectivamente. Eles mostraram menor poténcia do que o peptideo original em
algumas atividades biologicas (DODOU LIMA et.al., 2020; LIMA et al., 2018). Neste
trabalho, perfil semelhante foi observado. M-PONTX-Dqg3b mostrou baixa poténcia e

M-PONTX-Dg3c mostrou efeito indeterminado nas concentragdes testadas.
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A carga liquida de PAMs catibnicos foi sugerida como necesséria para
interagir com componentes carregados negativamente de membranas de micro-
organismos (DODOU LIMA et al., 2020; LIMA et al., 2018). No entanto, algumas
caracteristicas fisico-quimicas, como momento hidrofébico e hidrofobicidade, também
foram correlacionadas com a interagcdo da membrana (DRIN; ANTONNY, 2010;
TEIXEIRA et al., 2012). Peptideos ativos em membranas biolégicas frequentemente
mostram hidrofobicidade entre 0,1 e 0,6 e momento hidrofébico maior que 0,2
(DODOU LIMA et al., 2020). M-PONTX-Dqg3b e M-PONTX-Dqg3c exibem carga liquida
inferior do que M-PONTX-Dqg3a e hidrofobicidade superior a 0,6 (LIMA et al., 2018), o
que, em conjunto, poderia explicar a menor poténcia desses dois peptideos neste
trabalho. Assim, continuamos os ensaios em MRSA, mecanismo de acao e formacao
de biofilme apenas com M-PONTX-Dqg3a.

As infecgdes por S. aureus sao geralmente tratadas com oxacilina em
cepas sensiveis, mas nas resistentes a meticilina sdo tratadas com vancomicina
(THABIT et al., 2015). A vancomicina tem sido a base da terapia de MRSA, apesar de
deficiéncias importantes, como pobre penetracdo em tecidos e intracelular, efeitos
bactericidas lentos (> 12h) e o recente surgimento de susceptibilidade diminuida a
vancomicina em alguns isolados de S. aureus (HAGIHARA et al., 2012). Neste
trabalho, o M-PONTX-Dq3a apresentou efeito bactericida rapido (6 h), apresentando
grande vantagem para o tratamento efetivo do MRSA. Além disso, os valores de CIM
de M-PONTX-Dg3a encontrados neste trabalho sdo semelhantes aos valores de CIM

de vancomicina em ambas as cepas.

O surgimento de patégenos com uma variedade de mecanismos de
resisténcia intensificou os desafios associados ao controle de infecgdes e estratégias
de tratamento, sendo necessarios novos mecanismos de agao (THABIT; CRANDON;
NICOLAU, 2015). O mecanismo dos PAMs é geralmente drastico se a concentragao
limite for atingida (HOLLMANN et al., 2018), como ruptura do involucro. Neste
trabalho, M-PONTX-Dqg3a apresentou alteragdo na permeabilidade da membrana
(ensaio CV), enquanto a oxacilina ndo. A oxacilina inibe a biossintese da parede
celular bacteriana, sem afetar a membrana diretamente, enquanto o M-PONTX-Dg3a

parece atuar diretamente na parede celular.
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A ruptura da membrana foi descrita como 0 mecanismo de agao de DqV
sobre S. aureus (LIMA et al., 2014) e MEV foi usado para confirmar o efeito de
membrana de M-PONTX-Dg3a sugerido pelo ensaio CV. Imagens de MEV mostraram
danos drasticos a membrana na concentragao de CIM, com a presenga de varias
bolhas projetando-se da superficie da célula na concentragdo de CLM, confirmando o

efeito de membrana.

A presenca de multiplas bolhas projetando-se da superficie celular é
resultado da interacao peptideo-membrana, que pode levar a desestabilizacido da
membrana externa e, posteriormente, a ruptura do invélucro celular. Esse fendmeno
poderia ser explicado por este tipo de PAM, primeiro causar uma desestabilizacio da
parede celular e depois da membrana (HOLLMANN et al., 2018). Nossas imagens de
MEV mostraram esse perfil na concentragcao de CLM, mesma concentragao capaz de

inibir a formacgao de biofilme.

Os PAMs tém grande potencial como agentes antibiofiime, como a
Polimixina E (Colistina), um PAM clinicamente disponivel, sendo frequentemente
utilizado como medicamento de ultimo recurso em infec¢des associadas ao biofilme,
quando surge resisténcia a todos os outros medicamentos. O uso de PAMs para o
desenvolvimento de revestimentos superficiais antiadesivos tem sido pesquisado
como estratégias para combater ou prevenir infecgdes associadas ao biofilme de
implantes médicos (SANCHEZ-GOMEZ; MARTINEZ-DE-TEJADA, 2017). Neste
trabalho, descrevemos um PAM com efeito na inibicdo da formagao de biofilme em
MSSA e MRSA em baixas concentragdes (1,56-3,12 uM).

No entanto M-PONTX-Dg3a mostra toxicidade em células de mamiferos
em concentragdes de cerca de 25 uyM (LIMA et al., 2018), neste trabalho mostramos
valores de CIM e CLM em MRSA e MSSA 32 e 16 vezes, respectivamente, menores
do que as concentracdes téxicas. Além disso, mostramos inibicdo da formacao de
biofilme também em ambas as cepas, abrindo perspectivas para o desenvolvimento

de revestimentos superficiais antiadesivos.

Além disso, a estratégia de design molecular guiado por ferramentas fisico-
quimicas pode ser usada para melhorar os PAMs. Ajustando parametros fisico-

quimicos, como fracao helicoidal, hidrofobicidade e momento hidrofébico, é possivel
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projetar peptideos sintéticos ndo tdéxicos com poténcia antimicrobiana aumentada in

vitro e atividade anti-infecciosa in vivo (TORRES et al., 2018).
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7 CONCLUSAO

Em conclusdo, este trabalho descreve um peptideo antimicrobiano
biologicamente ativo contra cepas de S. aureus sensiveis e resistentes a meticilina
com rapido mecanismo de acao por danos em membrana, bem como na inibicao na
formagao de seus biofiimes. M-PONTX-Dqg3a abre novas perspectivas para prevenir
a formacao de biofilme de S. aureus em dispositivos médicos, bem como tratamento

tépico para cepas resistentes.
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Staphylococcus aureus is a highly virulent pathogen, capable of biofilm formation and responsible for thousands of
deaths each year. The prevalence of Methicillin-Resistant S. aureus (MRSA) strains has increased in recent years
and thus, the development of new antibiotics has become necessary. Antimicrobial Peptides (AMPs) are effective
against a variety of multidrug-resistant bacteria and low levels of resistance have been reported regarding these
molecules. Dinoponera quadriceps ant venom (DqV) has been described regarding its effect against S. aureus. In
this study, we have evaluated the antibacterial effect of DqQV-AMPs, the dinoponeratoxins (DNTxs), against
Methicillin-Sensitive and a Methicillin-Resistant S. aureus strains. Our results show DNTx M-PONTX-Dq3a as a
potent inhibitor of both strains, being able to prevent biofilm formation at low micromolar range (0.78-3.12
pM). It also showed a short-time effect through membrane disruption. M-PONTX-Dq3a opens up new perspec-
tives for the prevention of biofilm formation through the development of anti-adhesive surface coatings on

medical devices, as well as the treatment of resistant strains in skin or soft tissue infections.

1. Introduction

In recent years, the prevalence of Methicillin-Resistant Staphylo-
coccus aureus (MRSA) strains has increased, being responsible for nearly
50,000 deaths every year in the United States and Europe (O’ Neil,
2014). S. aureus infection can cause bacteremia, infective endocarditis,
skin and soft tissue infections, osteoarticular infections, pleuro-
pulmonary infections and device-related infections, being able to form a
biofilm on their surface. The biofilm provides a protective matrix around
the encased bacteria and this physical barrier is highly resistant to an-
timicrobials and host immune defenses and thus, the surgical removal of
the device becomes necessary to eradicate the infection (Hassoun et al.,
2017; Tong et al., 2015). They increase patient mortality and morbidity,
prolong hospital length of stay and cause heavy economic losses
(Sanchez-Gomez and Martinez-de-Tejada, 2017). Thus, the development
of new therapies to treat/prevent biofilm formation or
multidrug-resistant bacteria is urgent (Thabit et al., 2015).

Antimicrobial peptides (AMPs) are desirable for antimicrobial drug
development because they have been reported as being effective against
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E-mail address: alice@ufc.br (A.M.C. Martins).

https://doi.org/10.1016/j.toxicon.2020.11.003

a variety of low-resistance and multidrug-resistant bacteria (Ashby
et al., 2017; De Carvalho et al., 2019).). These molecules are found in
arthropod venoms (Sabia Jinior et al., 2019), such as in Dinoponera
quadriceps ant venom (DqV). The Dinoponeratoxins (DNTxs), AMPs from
DqV, show homology with AMPs with broad-spectrum antimicrobial
activity, such as pilosulins (Wanandy et al., 2015) and ponericins
(Johnson et al., 2010), also being called pilosulin- and ponericin-like
peptides (Mariano et al., 2019).

Our group has previously demonstrated that DqV showed antibac-
terial effect against MRSA and Methicillin-Sensitive S. aureus (MSSA)
standard strains (Lima et al., 2014). However, the peptide components
responsible for this activity have not been explored. So, the aim of this
study was evaluate the antibacterial effect of the four DNTxs
(M-PONTX-Dq3a, -Dg3b, -Dq3c and -Dq4e) against MRSA and MSSA
strains, as well their mechanism of action and effects on biofilm for-
mation inhibition. Here we show that one of the peptides present in the
DqV, M-PONTX-Dq3a, is a potent inhibitor of both MRSA and MSSA
strains, being able to prevent biofilm formation.
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2. Materials and methods
2.1. Peptides and drugs

The four DNTxs, M-PONTX-Dg4e, M-PONTX-Dq3c, M-PONTX-Dq3b,
and M-PONTX-Dq3a, were synthetized by solid phase synthesis (Lib-
ertyBlue, Kamp-Lintfort, Germany) in Centro de Investigacion Principe
Felipe (Valencia, Spain), purified by HPLC and characterized by mass
spectrometry analysis, as previously described (Lima et al., 2018).
Peptide stock solutions were prepared at 1 mM with Phosphate Buffered
Saline (PBS), divided into aliquots and kept at —20 °C until they were
used. Oxacillin (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA) and vancomycin
(Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA) were weighted and reconstituted at
each experiment. The amino acid sequences and physicochemical
properties of DNTxs are described in Table 1.

2.2. Microbial strains

MSSA ATCC 6538P and MRSA ATCC 33591 strains were kindly
donated by Oswaldo Cruz Foundation, FIOCRUZ. Bacterial cultures were
maintained on Nutrient agar (Kasvi, Sao José dos Pinhais, Parana,
Brazil) slope at 4 °C and subcultured every 8 weeks.

2.3. Determination of Minimum Inhibitory Concentration (MIC) and
Minimum Lethal Concentration (MLC)

The MIC and MLC of the four peptides M-PONTX-Dg4e, M-PONTX-
Dq3c, M-PONTX-Dq3b, M-PONTX-Dq3a against S. aureus were evalu-
ated using the microdilution broth method (Clinical and Laboratory
Standards Institute, 2015). Aliquots of the S. aureus suspensions at a
concentration of 10 Colony-Forming Units per mL (CFU/mL) were
prepared in Mueller-Hinton broth (Kasvi, Sao José dos Pinhais, Parana,
Brazil) and incubated in 96-well plates with different concentrations of
peptides (0.19-25 pM) or antibiotics (0.095-200 pM) for 24 h/37 °C.
The MIC was determined by the lowest concentration able to inhibit
visible microbial growth. As experiment controls, oxacillin or vanco-
mycin were used as positive controls, whereas PBS was used as negative
control. The MLC was determined after plating wells with no visible
microbial growth in plate count agar (Kasvi, Sao José dos Pinhais,
Parand, Brazil) and the counting of viable cells after 24h/37 °C of in-
cubation (Shanholtzer et al., 1984). The MLC was the lowest concen-
tration capable of killing 99.9% of cells from the initial inoculum.

2.4. Determination of Minimum Biofilm Inhibitory Concentration (MBIC)

S. aureus ATCC 6538P and 33591 suspensions (106 CFU/mL) were
incubated with different concentrations of M-PONTX-Dg3a (0.19-25
pM) or antibiotics (0.095-200 pM) in Tryptic Soy Broth (TSB) with 1%
(p/v) of glucose for 24 h/37 °C. The biofilm was obtained and its mass
was quantified using the crystal violet technique (De Carvalho et al.,
2019; Stepanovic et al., 2000). The wells were washed with 0.85%
sterile saline solution and fixed with 99% methanol for 15 min. After
fixation, the crystal violet solution (CV, Cromato Produtos Quimicos,
Sao Paulo, Brazil) 2% (p/v) was added for 15 min. The CV uptake by the
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bacterial cells was released by acetic acid at 33% for 15 min and optical
density reading was performed at 570 nm on a microplate reader (Biotek
ELX-800, Winooski, VT, USA). The MBIC was the lowest concentration
able to inhibit the formation of bacterial biofilm.

2.5. Rate of kill assessment

M-PONTX-Dq3a at concentrations corresponding to MIC and MLC
was incubated with S. aureus ATCC 6538P suspension (10° CFU/mL) on
exponential growth in Muller-Hinton broth in 96-well microplates. The
microplates were incubated at 37 °C and aliquots were removed at
different times of incubation (0, 2, 4, 6, 8, 10, 12, and 24 h), diluted in
0.85% sterile saline solution and plated on plate count agar for colony
counting after 24 h/37 °C of incubation. S. aureus cultures treated with
PBS were used as the experimental control. The results were expressed in
log10 CFU/mL.

2.6. Crystal violet (CV) assay

Alterations in membrane permeability induced by M-PONTX-Dq3a
were evaluated through the CV assay (Lima et al., 2014). S. aureus 6538P
suspensions were subcultured and incubated at 37 °C overnight in BHI
broth. Cells were harvested at 4500 g for 5 min at 4 °C, washed twice and
suspended in PBS (108 CFU/mL). M-PONTX-Dq3a (MIC, MLC and 2 x
MLQC), oxacillin (MLC), positive control (ethylenediaminetetraacetic
acid—EDTA 0.25 M; Vetec, Rio de Janeiro, Brazil) and negative control
(sterile PBS) were added to bacterial suspensions and incubated for 30
min at 37 °C. After this incubation time, samples were centrifuged at
9300 g for 5 min and resuspended in CV 10 pg/mL for 10 min at 37 °C.
Finally, samples were centrifuged at 13,400 g for 15 min and the optical
density of the supernatant was read at 570 nm using a microplate reader
(Biotek ELX-800, Winooski, VT, USA). The CV solution absorbance was
considered to be 100% and the percentage of CV uptake in the samples
was calculated.

2.7. Scanning electron microscopy (SEM)

Changes in bacterial morphology induced by M-PONTX-Dg3a were
assessed using SEM. S. aureus cultures (1 0% CFU/mL) were incubated in
Mueller-Hinton broth and treated with M-PONTX-Dq3a at concentra-
tions corresponding to the MIC and MLC for 6 h. After incubation, the
cells were fixed for 2 h with a glutaraldehyde (Electron Microscopy
Sciences, Hatfield, Pennsylvania) solution at 2.5%, washed twice in PBS,
washed in distilled water, dehydrated with gradient ethanol (30-100%)
for 5 min each time, dried with CO,, coated with gold and observed in a
FEG Quanta 450 scanning electron microscope (FEIL, Oregon, USA).

2.8. Statistical analysis

All experiments were performed three times in triplicate. The sta-
tistical analysis was performed using the GraphPad Prism 5 program
(GraphPad Software, San Diego, CA, USA). Data were analyzed using
one-way analysis of variance (ANOVA), followed by Bonferroni’s post-
test. Statistical significance was achieved if *p < 0.05.

Table 1

Amino acid sequences and physicochemical properties of dinoponeratoxins.
Peptide Net charge H pH
M-PONTX-Dg3a FWGTLAKWALKAIPAAMGMKQNK 5.0 0.509 0.248
M-PONTX-Dq3b FWGTLAKWALKAI 3.0 0.823 0.531
M-PONTX-Dg3c FWGTLAKWALK 3.0 0.781 0.523
M-PONTX-Dq4e GLKDWWNKHKDKIVKVVKEMGKAGINAAGK 6.1 0.148 0.458

Sequences and physicochemical properties of M-PONTX-Dq3a, M-PONTX-Dq3b, M-PONTX-Dq3c and M-PONTX-Dq4e were previously described by Lima et al. (2018).
The synthetic versions are all amidated, as in the venom. Net charge at neutral pH, hydrophobicity (H) and hydrophobic moment (uH) were calculated from http://heli

quest.ipmc.cnrs.fr/.


http://heliquest.ipmc.cnrs.fr/
http://heliquest.ipmc.cnrs.fr/

L.Q. Rocha et al.

3. Results

Four AMPs from DqV (M-PONTX-Dq3a, -Dq3b, -Dq3c and -Dg4e)
were tested against the methicillin-sensitive S. aureus ATCC 6538P at
different concentrations to evaluate MIC and MLC. Among all of them,
M-PONTX-Dq3a was the most potent one, while M-PONTX-Dq3c showed
no effect. M-PONTX-Dg4e and M-PONTX-Dq3b showed the same MLC,
but M-PONTX-Dq3b showed a lower MIC. Oxacillin and vancomycin
were used as positive controls of bacterial death induction. These anti-
biotics showed MIC and MLC values similar to that observed for M-
PONTX-Dq3a (0.39-0.78 uM vs 0.78-1.56 pM) (Table 2).

Thus, the activity of the most potent peptide, M-PONTX-Dq3a, was
studied on the MRSA ATCC 33591 strain and biofilm formation. M-
PONTX-Dq3a showed MIC and MLC of 0.78 and 1.56 pM, respectively.
This is of particular relevance, given that oxacillin effect on this MRSA
strain showed a MIC of 200 pM, while vancomycin showed the same MIC
and MLC values obtained for M-PONTX-Dq3a (Table 2).

Interestingly, in studies of biofilm formation, M-PONTX-Dq3a
showed MBIC of 1.56 and 3.12 pM in MSSA and MRSA, respectively. It
was effective at low concentrations, when oxacillin was not, maintaining
a similar activity range to that produced by the commonly used treat-
ment (vancomycin) (Table 2).

To better understand the mechanism of action of the M-PONTX-Dq3,
we first evaluated the rate of kill in MSSA ATCC 6538P (Fig. 1). The
treatment with M-PONTX-Dq3a was able to kill all the bacteria at 1.56
pM (MLC) after 6 h of incubation.

To study the capacity of M-PONTX-Dq3a to induce membrane
permeation in the bacterial strain, we analyzed the uptake of crystal
violet (CV) by bacteria treated at MIC, MLC and 2 x MLC concentrations.
In contrast to oxacillin, the treatment with M-PONTX-Dq3a was able to
increase the uptake of CV by S. aureus to 28-33%, suggesting different
mechanisms of action for them. The chelating agent (disodium EDTA,
0.25 M) was included as a positive control, which also was able to in-
crease CV uptake (Fig. 2).

To ensure membrane disruption is taking place, we performed SEM
studies in bacterial cultures treated with M-PONTX-Dq3a. The cells
treated with PBS showed integrity of membrane surface and preserved
cell-to-cell adherence (Fig. 3A and B). Interestingly, the lowest con-
centration of M-PONTX-Dq3a (0.78 pM) produced the disruption of
membranes (Fig. 3C. see white arrows) and the highest (1.56 pM)
showed bubbles or blisters protruding from the bacterial surface as a
result of the peptide-membrane interaction (Fig. 3D, see white arrows),
thus confirming that M-PONTX-Dq3a causes bacterial wall disruption.

Table 2
Antimicrobial effect of dinoponeratoxins over Staphylococcus aureus strains.

Staphylococcus aureus ATCC
6538P (MSSA)

Staphylococcus aureus ATCC
33591 (MRSA)

MIC MLC MBIC MIC MLC MBIC
(uM) (M) (M) (M) (M) (M)
M-PONTX- 12,5 25 nd nd Nd Nd
Dq4e
M-PONTX- >50 >50 nd nd Nd Nd
Dqg3c
M-PONTX- 6.25 25 nd nd Nd Nd
Dq3b
M-PONTX- 0.78 1.56 1.56 0.78 1.56 3.12
Dg3a
Oxacillin 0.39 0.39 0.19 200 >200 200
Vancomycin 0.39 0.78 0.19 0.78 1.56 0.78

Legend: Micromolar: pM; MRSA: Methicillin-Resistant Staphylococcus aureus;
MSSA: Methicillin-Sensitive Staphylococcus aureus; ATCC: American Type Cul-
ture Collection; MIC: Minimum Inhibitory Concentration; MLC: Minimum Lethal
Concentration; MBIC: Minimum Biofilm Inhibitory Concentration; nd: Not done.
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Fig. 1. Time-exposure effect of M-PONTX-Dq3a on Staphylococcus aureus ATCC
6538P viability. (CT: Control, cells treated with Phosphate Buffer in Saline,
MIC: Minimum Inhibitory Concentration of M-PONTX-Dq3a; MLC: Minimum
Lethal Concentration of M-PONTX-Dq3a).
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Fig. 2. Crystal violet uptake of M-PONTX-Dq3a-treated Staphylococcus aureus
ATCC 6538P. (CT: Control, cells treated with Phosphate Buffer in Saline; OXA:
cells treated with oxacillin 0.39 pM; EDTA: cells treated with disodium EDTA
0.25 M). The mean + SEM for three replicates is shown, *p < 0.05.

4. Discussion

Dinoponera quadriceps ant venom is rich on DNTxs, of which amino
acid sequences can vary with environmental characteristics (Cologna
et al., 2013). The antimicrobial effect of the four DNTxs evaluated in this
study has been recently described against Gram-negative bacteria
(Dodou Lima et al., 2020) and fungi (Lima et al., 2020). However, their
potential against S. aureus, which is suggested by the activity of their
original venom (Lima et al., 2014), has not been explored yet.

In this study, we evaluated the effect of M-PONTX-Dq3a, M-PONTX-
Dq3b, M-PONTX-Dq3c, and M-PONTX-Dg4e over two ATCC strains of
S. aureus, MSSA 6538P and MRSA 33591, the same strains used in the
study that assessed the original venom (Lima et al., 2014). Both are
S. aureus biofilm-forming strains (Batista et al., 2017). DNTxs were
evaluated for their antimicrobial effect according to the Clinical and
Laboratory Standards Institute guidelines (CLSI, 2015) and their biofilm
formation inhibition was assessed using the CV technique (De Carvalho
et al., 2019; Stepanovic et al., 2000), which are classic methods that
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Fig. 3. Scanning electron microscopy images of Staphylococcus aureus ATCC 6538P. Cells without exposure to M-PONTX-Dq3a showing normal size, shape and cell-
to-cell adherence (A-B). Cells exposed to M-PONTX-Dq3a 0.78 uM showing membrane disruption (C; see white arrows). Cells exposed to M-PONTX-Dg3a 1.56 pM
showing bubbles or blisters protruding from the bacterial surface as a result of the peptide-membrane interaction (D, see white arrows). Scale bar: 2 pm (pm).

have been used for decades. The action mechanism was also evaluated
using the CV assay and SEM, which are able to show membrane
disruption using biochemical (Lima et al., 2014) and morphological
(Hollmann et al., 2018) methods.

Previously, M-PONTX-Dq3a, a 23-residue peptide related to poner-
icin W and a sequence derived from M-PONTX-Dq4e (an amidated, 28-
residue peptide) related to ponericin G, were evaluated against Gram-
negative resistant bacteria, in which M-PONTX-Dq4e-derived peptide
was effective, but M-PONTX-Dq3a was not (Dodou Lima et al., 2020).
However, in this study, M-PONTX-Dq3a was shown to be the most
potent peptide, including against a MRSA strain, while M-PONTX-Dq4e
showed low potency against S. aureus.

The DNTxs M-PONTX-Dg4a, M-PONTX-Dq4b and U1-PONTX-Dqg4d
(Cologna et al., 2013; Touchard et al., 2016) have high homology
with M-PONTX-Dq4e and these four peptides showed the highest ac-
tivity against Gram-negative strains, with low or none activity over
S. aureus.

M-PONTX-Dg3b and M-PONTX-Dq3c are two fragments of M-
PONTX-Dq3a, which have 13 and 11 residues, respectively. They
showed lower potency than the parent peptide regarding some biolog-
ical activities (Lima et al., 2018, 2020), and a similar profile was
observed in this study. M-PONTX-Dq3b showed low potency and
M-PONTX-Dq3c showed no effect at the tested concentrations.

The net charge of cationic AMPs has been indicated as necessary to
interact with negatively charged components of microorganism
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membranes(Lima et al., 2018, 2020). However, some physicochemical
characteristics, such as hydrophobic moment and hydrophobicity, have
also been correlated with membrane interaction (Drin and Antonny,
2010; Teixeira et al., 2012). Active peptides in biological membranes
frequently show hydrophobicity between 0.1 and 0.6 and a hydrophobic
moment higher than 0.2 (Dodou Lima et al., 2020). M-PONTX-Dq3b and
M-PONTX-Dq3c display lower net charge than M-PONTX-Dq3a and
hydrophobicity higher than 0.6 (Lima et al., 2018), which, taken
together, could explain the lower potency of these two peptides, as
shown in this study.

Some peptides from ant venoms have demonstrated biotechnological
potential as new antimicrobial agents, such as bicarinalin from Tetra-
morium bicarinatum venom (Eales et al., 2018; Guzman et al., 2017; Téné
et al., 2016), ponericin-Q42 from Ectatomma quadridens venom (Pluzh-
nikov et al., 2014) and pilosulins from Myrmecia pilosula venom. Some
pilosulins showed MIC values lower than 6.5 pM (Wanandy et al., 2015),
while M-PONTX-Dq3a showed a MIC value lower than 1 pM against a
MSSA strain. Thus, we continued the assays testing a MRSA, assessing
the mechanism of action and biofilm formation with M-PONTX-Dq3a,
the most promising peptide.

S. aureus infections are generally treated with oxacillin when the
infection is caused by sensitive strains, but in cases of methicillin-
resistant ones, these infections are treated with vancomycin (Thabit
et al., 2015). Vancomycin has been the mainstay of anti-MRSA therapy,
despite important shortcomings, such as poor tissue and intracellular
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penetration, slow bactericidal effect (>12h) and the recent emergence of
decreased vancomycin susceptibility in some isolated S. aureus strains
(Hagihara et al., 2012). In this study, M-PONTX-Dq3a showed a fast
bactericidal effect (6 h), disclosing an advantage for the actual treatment
of MRSA infections. Furthermore, MIC values of M-PONTX-Dq3a found
in this study are similar to the effect of MIC values of vancomycin on
both strains.

The emergence of pathogens with different resistance mechanisms
has intensified the challenges associated with infection control and
treatment strategies and thus, new action mechanisms have become
necessary (Thabit et al., 2015). Previously, our research group demon-
strated the trypanocidal effect of M-PONTX-Dg3a through membrane
disruption (Lima et al., 2018), as well as the effect of other peptides
obtained from ant venom, resulting in bacterial membrane damage
(Dekan et al., 2017). In this study, M-PONTX-Dq3a caused cell perme-
ability alterations (CV assay), while oxacillin did not. Oxacillin inhibits
bacterial cell-wall biosynthesis, without directly affecting the mem-
brane, while M-PONTX-Dq3a seems to act directly on the cell wall.

Furthermore, membrane disruption was described as the action
mechanism of DqV over S. aureus (Lima et al., 2014) and SEM was used
to confirm the effect on the bacterial cell membrane by M-PONTX-Dq3a,
as suggested by the CV assay. SEM images showed drastic membrane
damage, with the presence of multiple blisters protruding from the cell
surface, confirming the effect on the membrane.

The presence of multiple blisters or bubbles protruding from the cell
surface is a result of the peptide-membrane interaction, which could
lead to the cell involucre disruption (Hollmann et al., 2018). Our SEM
images showed this effect with the MLC (1.56 pM), which is the same
concentration able to inhibit biofilm formation.

AMPs have great potential as anti-biofilm agents, such as polymyxin
E (colistin), a clinically available AMP, which is frequently used as drug
of last recourse in biofilm-associated infections, when there is resistance
to all the other drugs. The use of AMPs for the development of anti-
adhesive surface coatings have been evaluated as strategies to fight or
prevent biofilm-associated infections of medical implants
(Sanchez-Gomez and Martinez-de-Tejada, 2017). In this study, we
described an AMP that showed an inhibition effect on biofilm formation
in MSSA and MRSA at low concentrations (1.56-3.12 pM).

However, M-PONTX-Dq3a has shown toxicity in mammalian cells at
concentrations of approximately 25 pM (Lima et al., 2018); in this study,
we showed MIC and MLC values in MSSA and MRSA that were respec-
tively 32 and 16 times lower than toxic concentrations. In addition, we
also showed inhibition of biofilm formation for both strains, opening up
new perspectives for the development of anti-adhesive surface coatings
for medical devices.

Furthermore, a physicochemical-guided peptide design strategy
could be used to improve AMPs. By adjusting physicochemical param-
eters, such as helical fraction, hydrophobicity, and hydrophobic
moment, it is possible to design nontoxic synthetic peptides with
enhanced sub-micromolar antimicrobial potency in vitro and anti-
infective activity in vivo (Torres et al., 2018).

In conclusion, this study describes an AMP active against MSSA and
MRSA, which is also able to inhibit the formation of their biofilms. M-
PONTX-Dq3a opens up new perspectives to prevent biofilm formation of
S. aureus, as well as treat resistant strains.
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