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RESUMO

A resisténcia antimicrobiana € um problema de saude no Brasil e no mundo e as
bactérias gram-negativas tém destaque, considerando que sdo frequemente
encontradas em infeccdes hospitalares (54,8%), acompanhados por bactérias
gram-positivas (23,8%) e leveduras (21,4%). Neste contexto, é sabido que o0s
venenos de animais sdo importantes fontes de peptideos antimicrobianos. A
formiga Dinoponera quadriceps € uma das maiores formigas venenosas da terra,
seu veneno é uma rica mistura de peptideos antimicrobianos. No presente
estudo, foi investigado a atividade antimicrobiana de M-PONTX-Dg3a e oito
analogos sintéticos substituidos por arginina e lisina em posicfes estratégicas na
molécula, contra bactérias gram-negativas, sendo elas Escherichia coli, Klebsiella
pneumoniae e Pseudomonas aeruginosas. Para isto, foram realizados ensaios
para determinacdo da Concentracao Inibitéria Minima (CIM) através do ensaio de
microdiluicdo em caldo, sinergismo in vitro com antimicrobianos disponiveis no
mercado pelo método de checkerboard, avaliacdo do potencial hemolitico dos
peptideos e toxicidade renal sob células de linhagem renal humanas do tipo HK-
2. Os peptideos que apresentaram maior efeito antimicrobiano para as cepas
ATCC e clinicas testadas foram [Arg]® M-PONTX-Dq3a[1-15] e [Arg]* M-PONTX-
Dqg3a[1-15], atingindo valores de CIM e CLM de 1,56 yM para cepa ATCC e 0,19
MM para cepa clinica. A bactéria que apresentou maior sensibilidade a estes
peptideos foi a E. coli ATCC 25922 e clinica. O peptideo [Arg]® M-PONTX-
Dg3a[1-15] apresentou um perfil bactericida e [Arg]* M-PONTX-Dg3a[1-15]
apresentou um perfil bactericida e bacteriostatico. Foi obtido efeito sinérgico entre
ciprofloxacino com [Arg]® M-PONTX-Dqg3a[1-15] e [Arg]* M-PONTX-Dq3a[1-15]
sob E. coli ATCC 25922, reduzindo em até 4x a concentracdo do antibidtico,
mostrando que sao peptideos promissores para combinagdes com outros
antimicrobianos utilizados no mercado. Assim, como apresentaram maior efeito
terapéutico, os peptideos modificados [Arg]® M-PONTX-Dqg3a[1-15] e [Arg]* M-
PONTX-Dg3a[1-15], também obtiveram resultados evidenciando seu efeito
citotoxico aos eritrocitos e as células renais humanas, podendo haver beneficio
da nanotecnologia em estudos posteriores que possam auxiliar no
desenvolvimento de uma molécula mais direcionada ao alvo terapéutico, que

tenha efeito antimicrobiano pronunciado e efeitos colaterais reduzidos.



Palavras-chave: Dinoponera quadriceps; Infeccbes bacterianas; Peptideos

antimicrobianos; Resisténcia antimicrobiana.



ABSTRACT

Antimicrobial resistance is a health problem in Brazil and around the world, gram-negative
bacteria stand out at this point, considering that they are microorganisms normally found in
hospital infections (54.8%), accompanied by gram-positive bacteria (23.8%). %) and
yeasts (21.4%). In this context, it is known that the venoms of venomous animals are
important sources of antimicrobial peptides. The ant Dinoponera quadriceps is one of the
largest poisonous ants on earth, its venom is a rich mixture of antimicrobial peptides. In
the present study, the antimicrobial activity of M-PONTX-Dg3a and eight synthetic
analogues substituted by arginine and lysine in strategic positions in the molecule was
investigated against gram-negative bacteria, namely Escherichia coli, Klebsiella
pneumoniae and Pseudomonas aeruginosas. For this, tests were carried out to determine
the Minimum Inhibitory Concentration (MIC) through the broth microdilution test, in vitro
synergism with commercially available antimicrobials using the checkerboard method,
evaluation of the hemolytic potential of the peptides and renal toxicity under renal lineage
cells. human HK-2 type. The peptides that showed the greatest antimicrobial effect for the
ATCC and clinical strains tested were [Arg]3 M-PONTX-Dg3a[1-15] and [Arg]4 M-
PONTX-Dqg3a[1-15], reaching MIC and CLM of 1.56 yM for ATCC strain and 0.19 uM for
clinical strain. The bacteria that showed the greatest sensitivity to these peptides was E.
coli ATCC 25922 and clinical. The peptide [Arg]3 M-PONTX-Dg3a[1-15] presented a
bactericidal profile and [Arg]4 M-PONTX-Dq3a[1-15] presented a bactericidal and
bacteriostatic profile. A synergistic effect was obtained between ciprofloxacin with [Arg]3
M-PONTX-Dg3a[1-15] and [Arg]4 M-PONTX-Dg3a[1-15] under E. coli ATCC 25922,
managing to reduce the concentration by up to 4x of the antibiotic, showing that they are
promising peptides for combinations with other antimicrobials that are already used on the
market. Thus, as they presented a greater therapeutic effect, the modified peptides [Arg]3
M-PONTX-D@g3a[1-15] and [Arg]4 M-PONTX-Dg3a[1-15] also obtained results
demonstrating their cytotoxic effect on erythrocytes and human kidney cells, and there
may be benefits from nanotechnology in subsequent studies that can assist in the
development of a molecule more directed to the therapeutic target, which has a

pronounced antimicrobial effect and reduced side effects.

Keywords: Dinoponera quadriceps; Bacterial infections; Antimicrobial peptides; Antimicrobial

resistance.
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1 INTRODUCAO

A OMS (Organizagdo Mundial da Saude) em 2017 identificou as algumas
cepas de bactérias gram-negativas entre outras como “agentes patogénicos
prioritarios” resistentes aos antibiéticos, na tentativa de orientar e promover a
pesquisa e desenvolvimento (P&D) de novos antibiéticos, como parte dos esforcos
para enfrentar a crescente resisténcia global aos medicamentos antimicrobianos. As
bactérias gram-negativas sdo mais prevalentes em hospitais, casas de repouso e
entre 0s pacientes cujos cuidados exigem dispositivos como ventiladores e cateteres
intravenosos. Entre elas, estdo Acinetobacter, Pseudomonas e varias
Enterobactérias (incluindo Klebsiella, E. coli, Serratia e Proteus). Sdo bactérias que
podem causar infec¢cdes graves e frequentemente mortais, como infec¢bes da
corrente sanguinea e pneumonia (ORGANIZACAO MUNDIAL DA SAUDE, 2017).

Considerando a importancia das bactérias citadas, sabe que o sucesso
dos antimicrobianos em meados do século XX gerou o um equivoco de que as
doengas infecciosas tinham sido eficientemente controladas (RODRIGUEZ
VERDUGO et al., 2020). Entretanto, apds quase 50 anos, vemos um aumento
alarmante na incidéncia de doencas infecto-contagiosas, tornando-as a segunda
causa de mortalidade em paises subdesenvolvidos e a quarta mundialmente (WHO,
2022).

O Relatdrio global de resisténcia antimicrobiana e sistema de vigilancia de
uso Antimicrobiano (ORGANIZACAO MUNDIAL DA SAUDE, 2022) forneceu
analises das taxas de resisténcia antimicrobiana (RAM). O relatorio revela que altos
niveis de resisténcia (acima de 50%) foram descritos e relatados em bactérias que
sao causa frequente de sepse em hospitais, como Klebsiella pneumoniae e mais de
20% das cepas isoladas de E.coli - 0 patdgeno mais comum nas infec¢des do trato
urinario - eram resistentes tanto aos medicamentos de primeira linha (ampicilina e
co-trimoxazol) quanto aos tratamentos de segunda linha (fluoroquinolonas),
destacando a importancia da pesquisa de novas moleculas ativas contra esses
patdgenos.

Com isso, por intermédio da bioprospeccdo de moléculas bioativas, os
produtos naturais desempenham um papel relevante no desenvolvimento de

produtos farmacéuticos e outros bioprodutos, devido a diversidade estrutural e
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funcional presentes em diversas substancias encontradas nos ecossistemas,
contribuindo para a descoberta de importantes moléculas de interesse a saude
humana (RAMESHA et al.,, 2011). Muitos microrganismos tém desenvolvido
resisténcia contra os antibidticos de uso convencional e contra os antibidticos de
altima geracédo (PRATES; BLOCH, 2020). Uma importante ferramenta no combate a
esses microrganismos sdo 0s peptideos antimicrobianos (PAMs) isolados de
venenos animais, que estabelecidos ha tempos como poderosos componentes do
sistema imune inato de muitos organismos (ALLANE et al., 2018).

Os venenos sao produzidos pelos animais com o objetivo de capturar presa
ou de defesa contra predadores ou competidores (FRATINI et al., 2017). O veneno da
formiga Dinoponera quadriceps contem PAMs (peptideos antimicrobianos),
denominados Dinoponeratoxinas (Dntxs) e , apresenta efeito antimicrobiano contra
bactérias gram-positivas (ROCHA et al., 2021), e gram-negativas (DODOU et al.,
2020), efeito antichagasico (LIMA et al., 2017) e anticonvulsivante (NOGA et al.,
2016).

As Dntxs foram denominadas de acordo com seu peso molecular teérico
ou experimental e por uma nomenclatura normalizada. Dentre esses PAMs com
atividade antimicrobiana, o M-PONTX-Dg3a foi identificado como um peptideo
promissor contra formas plancténicas e formadoras de biofilme de cepas sensiveis e
resistentes de S. auaus (ROCHA et al., 2021). Previamente, também foi descrito o
efeito antimicrobiano da dinoponeratoxina M-PONTX-Dg4e contra cepas gram-
negativas resistentes a carbapenémicos, () (DODOU et al., 2020).

A relacdo estrutura atividade e as propriedades fisico-quimicas
influenciam no efeito dos PAMs, com isso, foram realizadas modificacbes nos
fragmentos M-PONTX-Dqg3a a fim de aumentar o potencial terapéutico e reduzir
efeitos toxicos. Com efeito, o presente estudo buscou novas moléculas
antimicrobianas, por meio dos peptideos modificados com substituicbes de arginina

e lisina em posicOes estratégicas.
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2 FUNDAMENTACAO TEORICA E JUSTIFICATIVA

2.1 Infecgdes por bactérias gram-negativas e resisténcia aos antibiéticos

Bactérias gram-negativas (BGN) sdo formadas por uma infinidade de
géneros/espécies causadoras de doencas em seres humanos, entre as quais se
citam: infec¢cbes do trato urindrio e respiratério, diarreia, pneumonia, meningite,
sepse e choque endotoxico. Os géneros/espécies que acometem o ser humano sao
Escherichia spp., Proteus spp., Enterobacter spp., Klebsiella spp., Citrobacter spp.,
Yersinia spp., Shigella spp., Salmonella spp., dentro outros (AUER; WEIBEL, 2017).

Considerando as BGN, existem dois grandes grupos — as enterobactérias
e as nao-fermentadoras da glicose — os quais comportam a maioria dos isolados
clinicos relevantes, todavia, ndo se resumem apenas nestes, e microrganismos
como Neisseria spp., Haemophillus spp., Helicobacter pylori e Chlamydia
trachomatis também sdo importantes representantes das BGN. No entanto, um
grupo de bactérias de importancia hospitalar chamado de bacilos gram-negativos
nao fermentadores (BGN-NF) foi destacado (OLIVEIRA et al., 2017).

As BGN sdo microrganismos normalmente encontrados em infeccfes
hospitalares (54,8%), acompanhados por bactérias gram-positivas (23,8%) e
leveduras (21,4%). As BGN estédo entre os maiores problemas enfrentados na saude
publica no mundo por causa da sua elevada taxa de resisténcia antimicrobiana. 1sso
se da porque esses microrganismos conseguem regular ou adquirir novos genes que
possuem uma diversificacgdo de mecanismos de resisténcia a antibidticos
(KOULENTI et al., 2019).

E relatado que em menos de 30 anos, a resisténcia a antimicrobianos
poderd ser mais mortal que o cancer e matara 10 milhdes de pessoas por ano até
2050 (MURRAY et al., 2022). A China € a nacdo mais afetada, com 52 milhdes de
registros de infeccbes bacterianas, anualmente. O Brasil aparece em quinto lugar,
com 4 milhdes de casos. No mundo todo, esses microrganismos foram o0s
responsaveis diretos por 1,27 milhdo de mortes em 2019. Quando se incluem os
casos em que o individuo tinha outra doenca além da infec¢do, esse numero sobe

para 4,95 milhdes, préximo ao total de Obitos registrados em trés anos de pandemia
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de Covid-19 e bem superior a soma das mortes anuais por malaria, Aids e
tuberculose (SOARES et al., 2023).

Com 14% da populacdo mundial, os 35 paises das Américas concentram
aproximadamente 11% das mortes por infecgdes bacterianas resistentes a
antibioticos. Em 2019, foram 141 mil ébitos causados por esses microrganismos e
569 mil associados a eles (AGUILAR et al., 2023). Estudo recentes revelam quea
maioria (80%) foi causada por patdgenos gram-negativos. As ocorréncias, em
nameros absolutos, estdo concentradas nas nacdes mais populosas: Estados
Unidos e Brasil. Sendo que neste ultimo, foram 33,2 mil mortes (cerca de 90 por dia)
diretamente causadas por infeccbes resistentes e 138 mil nas quais as
superbactérias tiveram alguma participacdo (SOARES et al., 2023).

Em relacdo aos tipos de resisténcia dessas bactérias, estas podem
neutralizar os efeitos antibacterianos usando barreiras na parede celular ou
alterando a permeabilidade da membrana para que os antibiéticos ndo possam
entrar nas células ou atingir locais-alvo, que € um mecanismo de defesa formado
pelas bactérias durante a evolugdo. Este mecanismo de resisténcia aos
medicamentos esta presente principalmente em bactérias gram-negativas. Porque
as bactérias gram-negativas sao cercadas por uma barreira de membrana externa,
gue consiste em proteinas (incluindo porinas de membrana), lipopolissacarideo
(LPS) e fosfolipidios (XUANA et al., 2023).

As ESBLs sao [-lactamases caracterizadas pela inativacdo de
cefalosporinas de espectro estreito e amplo espectro, sendo encontradas em bacilos
anti-gram negativo. Pode reduzir o efeito dos antibioticos alterando os alvos de
ligacdo de varios antibidticos (KITANO et al., 2020). Este mecanismo de resisténcia
€ caracterizado como o mais importante das bactérias Escherichia coli e Klebsiella
pneumoniae, que causam doengas infecciosas bacterianas clinicas (STEWART et
al., 2021).

Atualmente, mais cepas podem produzir duas ou mais enzimas que tém a
capacidade de neutralizar os antibiéticos aminoglicosideos, estes apdés modificados
enzimaticamente ndo conseguem interagir com o0s locais-alvo ribossémicos e
perdem sua atividade antibacteriana. Essas enzimas podem ser divididas em
acetiltransferase (AAC), fosfotransferase (APH) e nucleosideo transferase (ANT).

Por exemplo, Pseudomonas aeruginosa, que frequentemente causa infec¢cdes do
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trato respiratorio, sistema urinario, pele e tecidos moles, pode produzir pelo menos
dez enzimas de passivacao para atingir um alto grau de resisténcia aos antibiéticos
aminoglicosideos (XUANA et al., 2023).

Além disso, ja foram identificadas bactérias que possuem um gene movel
(mcr-1) de resisténcia a antibiético colistina, um dos poucos antibioticos que ainda
trata infeccoes multirresistentes, e as enterobactérias tém tido um papel fundamental
na sua disseminagcao, com relatos no mundo todo (OLIVEIRA; PAULA, 2021). As
opcbes de tratamento para infeccdes gram-negativas com resisténcia a mdaltiplas
drogas (MDR) sdo escassas e 0s resultados geralmente tém sido desanimadores,
porque apesar dos novos inibidores de p-lactamases que surgiram, os MDR’s ainda
estdo em constante evolugcdo, o que proporciona resisténcia aos antimicrobianos
recentes. Desta forma, como a disponibilizacdo de novos farmacos progride
lentamente, algumas opc¢des anteriormente abandonadas reapareceram, como as
polimixinas e a colistina que apresentam alta toxicidade (nefrotoxicidade,
ototoxicidade e neurotoxicidade). Ademais, genes de resisténcia a esses
medicamentos tém sido relatados (mcr-1) causando preocupacéo adicional por ser
uma das poucas opcoes terapéuticas (ZAKUAN; SURESH, 2018).

Logo, cabe a comunidade cientifica a busca por outras alternativas
terapéuticas as BGN, seja de forma individual ou em sinergismo com outros
antimicrobianos aumentando o arsenal terapéutico disponivel e possibilitando a

diminuicdo no niumero de agravos causados por infeccées bacterianas.

2.2 Peptideos antimicrobianos como modelo para o desenvolvimento de

moléculas bioativas

Os peptideos antimicrobianos (PAMs) sdo componentes importantes no
sistema de defesa inata dos organismos vivos. E considerado primitivo, uma vez que
foi o primeiro mecanismo de defesa imunoldgica a evoluir na natureza, com sua
sintese e secrecdo desencadeadas por agentes invasores ou gerados
constitutivamente dentro do organismo como resultado de pressfes ambientais.
Esses peptideos possuem um amplo espectro de atividade contra diferentes
microrganismos, sendo eles, bactérias, protozoarios, fungos, leveduras e virus
(VILELA, 2022).
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Considerando isso, avancos recentes em tecnologias bioanaliticas,
gendmica, transcriptbmica e biologia computacional tém permitido a obtencdo de
novos conhecimentos sobre a estrutura e fungdo do conteudo do veneno (TORRES,
et al., 2021; PALMER et al., 2021). PAMs compreende biopolimeros curtos formados
por residuos de aminoacidos que naturalmente evoluiram ao longo do tempo para
atingir alvos especificos na presa, como receptores acoplados a proteina G, canais
ibnicos ou enzimas, sem sofrer clivagem proteolitica (PRASHANTH et al., 2017).

As caracteristicas estruturais dos PAMs permitem interagir seletivamente
com membranas celulares bacterianas através de interacdes eletrostaticas seguidas
de interacfes hidrofébicas com a bicamada lipidica. Estudos mostraram que, devido
apresentar diferentes propriedades e composicOes estruturais, podem atuar por
diversos mecanismos nas membranas plasméticas (KOEHBACH; CRAIK, 2019). A
atividade apresentada por esses compostos tem relacdo com suas propriedades
fisico-quimicas, incluindo carga liquida, hidrofobicidade e acessibilidade ao solvente,
gue por sua vez ditam seus mecanismos de acao, seletividade e especificidade em
relacdo aos seus alvos (TORRES et al., 2019).

Ao contrario dos antibiéticos tradicionais com apenas um alvo, os AMPs
podem destruir patdbgenos em mudltiplos alvos, reduzindo significativamente o
surgimento de bactérias resistentes aos medicamentos. Eles tém propriedades
antibacterianas de amplo espectro e atualmente sdo usados no tratamento clinico de
infeccdes por patdgenos, cicatrizacdo de feridas e cancer. No geral, serd um dos
substitutos promissores dos antibioticos no futuro (MALLAPRAGADA et al., 2017; T
et al., 2017). A tabela 1, mostra alguns dos PAMSs, citados em literatura, que
apresentaram efeito antimicrobiano importante e estdo em fase de pesquisa como

potencial mélecula terapéutica.



Tabela 1 — PAMs que apresentaram efeito antimicrobiano relevante descritos em

literatura
PAMs Origem Atividade Estudo
antimicrobiana
. Cbf-K16 encontrado no veneno MRSA Diene et al. 2011
da Golden Ring Snake
Ib-AMP4 extraido de sementes bactérias gram- Flérez-Castillo et al.
de Impatiens positivas e gram- 2019
negativas
pseudodina-2 (PSE- isolado da pele de ra bacilos gram- Olson et al. 2001
T2) negativos
WLBU2 Sintético biofilme de MDR Swedan et al. 2019,
Acinetobacter Elsalem et al. 2022
baumannii e
Klebsiella
pheumoniae
SAAP-148 Sintético “ESKAPE” Anna 2018
TC19 Sintético Cepas MDR do Kwakman et al., 2011
grupo “ESKAPE”
polifemusina-| obtido a partir de Escherichia coli e Han et al. 2021
restos de hemdcitos de  Candida albicans
Lumulus polyphemus
(caranguejo-ferradura
americano)
AaCrus1 derivado do bactérias Gram- Zhang , W. et al. 2022
Amphibalanus positivas e Gram-
negativas
Catelecidinas veneno de viperideos Cepas de C. Cavalcante et al.

da América do Sul albicans clinicas 2018

Fonte: O Autor (2024)

Legenda: MRSA: Staphylococcus aureus resistente a meticilina; MDR: bactérias resistentes a
multiplas drogas; “ESKAPE”:. Enterococcus faecium, Staphylococcus aureus, Klebsiella
pneumoniae, Acinetobacter baumannii, Pseudomonas aeruginosa e Enterobacter spp.

A classificacdo dos PAMs se ocorre de acordo com as suas propriedades
fisico-quimicas tais como momento hidrofébico, hidrofobicidade, carga liquida,
conteddo estrutural secundario e solubilidade (BOPARAI; SHARMA, 2020). A
estrutura dos PAMs apresenta cadeias laterais hidrofébicas e hidrofilicas, que
conferem a caracteristica de hidrofilicidade a essas moléculas. Parametro como o
momento hidrofébico (uH), sdo classificados como ferramenta relevante na
anfipicidade das moléculas. Dessa forma, juntamente com a hidrofobicidade (H) e a
carga liquida (z) dos peptideos, sdo de grande importancia para a avaliagdo de
estudos da analise racional de interacdes peptideo-membrana e mecanismo de agéo

dessas moléculas (TEIXEIRA; FEIRO; BASTOS, 2012).
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Considerando a importancia desta relacdo (estrutura-atividade), é
mencionado que a maioria dos PAMs é de natureza catibnica com uma carga
positiva variando de +2 a +9 (FARKAS et al., 2017). Eles também tém uma estrutura
anfipatica que inclui a parte hidrofobica separada e dominios hidrofilicos, nos quais a
carga positiva desempenha um papel central no modo de acdo pela interacéo
eletrostatica entre o peptideo e o alvo (GUILHELMELLI et al., 2013). As alteracdes
na hidrofobicidade de sequencias de amino&cidos estdo intimamente ligadas a sua
capacidade de ultrapassar membranas lipidicas, podendo esses residuos de
aminoacidos classificados de acordo com seus grupos de cadeias laterais em
hidrofébicos, hidrofilicos carregados, e hidrofilicos sem carga (SUN et al., 2018).

Alguns PAMs podem ser lineares ou alongados ricos em um ou mais
aminoacidos como glicina, triptofano, arginina e lisina. Semelhante aos peptideos a-
helicoidais, os membros do grupo tém uma estrutura flexivel no ambiente aquoso
gue Ihes permite transformar em uma estrutura anfipatica quando estéo localizados
perto de uma membrana ou de uma estrutura semelhante a membrana. No entanto,
a maioria dos PAMs estendidos ndo atuam diretamente nas membranas dos
patbgenos, mas penetram nas membranas e interagem com proteinas
citoplasmaticas. Indolicidina e bactenecina-5, que s&o ricos em triptofano e
prolina/arginina, respectivamente, sdo dos membros deste grupo (NGUYEN et al.
2015).

O aprimoramento da atividade dos PAMs é realizado através do aumento
da sua eficacia, aumento da especificidade, reducdo das interacGes
medicamentosas, diminuicdo da toxicidade, bem como pela sua diversidade
biolégica e possibilidade do desenho racional do peptideo através da substituicdo de
seus aminoacidos. Alteracfes sutis realizadas nessas unidades proteicas podem
acarretar mudancas funcionais, que afetam a capacidade desses peptideos de agir
em microrganismos, além de alterar a sua toxicidade na célula hospedeira (TORRES
et al., 2019). Os residuos de aminoacidos que predominam, na maioria dos
peptideos antimicrobianos, sdo arginina (Arg) e lisina (Lys). A carga positiva dos
grupos guanidinio e amino de Arg e Lys, respectivamente, sdo responsaveis pela
interacdo dos peptideos com membranas negativamente carregadas (LOHNER,
2009).
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O residuo mais comumente utilizado no desenho de PAMs é o de Arg,
pois sdo aqueles mais abundantes, além de apresentarem maior efetividade na
permeabilizacdo das membranas (BAHNSEN et al., 2013; HRISTOVA; WIMLEY,
2011; SCHMIDT et al., 2012). Os residuos ricos em Arg tendem a atuar através de
mecanismos transmembranicos, ou seja, penetram as células mais facilmente
devido ao favorecimento energético da inser¢cdo dos grupos guanidinio em
ambientes hidrofobicos (NAKASE et al., 2012; RICE; WERESZCZYNSKI, 2017). O
residuo de Lys € descrito, por alguns trabalhos, como responsavel direto da alta
atividade antimicrobiana dos peptideos. Além disso, os PAMs com maior quantidade
de residuos de Lys também tendem a atuar por mecanismos de permeabilizacédo das
membranas dos microrganismos (SCHIBLI et al., 2006; NGUYEN et al., 2011,
ZAMORA-CARRERAS et al., 2016).

Considerando o exposto, a investigacdo sobre PAMs estd em constante
desenvolvimento e quantidades consideraveis de dados sobre PAMs tém sido
armazenadas em bancos de dados. Logo, projetar PAMs para alcancar o efeito
desejado tem atraido cada vez mais atencdo. O planejamento racional de peptideos
antibacterianos deve se concentrar nos seguintes cinco aspectos: comprimento da
cadeia, estrutura secundaria, carga liquida, hidrofobicidade e anfifilicidade e estes
tém sido mencionados em muitos estudos (HUAN et al.,, 2020). Portanto, o PAM
ideal deve atender as seguintes caracteristicas: (i) alta atividade antimicrobiana; (ii)
baixa toxicidade para as membranas de mamiferos; (iii) alta estabilidade proteésica
e ambiental; (iv) baixa capacidade de ligacdo ao soro e (v) facilidade de acesso e

baixo custo de producéo (LI et al., 2017).

2.3 Dinoponeratoxinas

As formigas do género Dinoponera sdo consideradas maiores formigas
conhecidas, com comprimento de cerca de 3 cm. Um estudo com D. australis
demonstrou a presenca de cerca de 75 componentes proteicos, sendo que 0s seis
peptideos marjoritarios, referidos como dinoponeratoxinas (Dntx), apresentam
elevada similaridade com PAMs ja conhecidos de outras espécies animais
(COLOGNA et al., 2013).
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A espécie Dinoponera quadriceps, pertence a subfamilia Poneriane,
distribuida no nordeste brasileiro, 0 seu veneno possui 64% de conteudo proteico,
sendo fonte de Dntx (SOUSA et al., 2016). Foi evidenciado quatro peptideos no
veneno de D. quadriceps: M-PONTX-Dg3a, M-PONTX-Dg3b, M-PONTX-Dq3c e M-
PONT-Dg4e (LIMA et al., 2017). As Dntx foram denominadas de acordo com seu
peso molecular tedrico ou experimental e por uma nomenclatura normalizada: (M-
PONTX-Dq3a; 23 residuos de aminoécidos), (M-PONTXDg3b; 13 residuos de
aminoacidos), (M-PONTX-Dg3c, 11 residuos de aminoacidos) e (MPONTX-Dg4e; 30
residuos de aminoacidos). A figura 1 mostra as Dinoponeratoxinas naturais
encontradas em Dinoponera quadriceps e algumas de suas caracteristicas fisico-
quimicas.

Figura 1 — Dinoponeratoxinas naturais encontradas e D. quadriceps

Dinoponeratoxina (M-PONTX-Dade) (M-PONTX-Dq3a) (M-PONTX-Dq3b) (M-PONTX-Dq3¢)
(nomenclatura
normalizada)
Estrutura primaria GLKDWWINKHKDKIVKVWKEMGKAGINAAGK.  FIWGTLAKWALKAIPAAMGMKONK FWGTLAKWALKAI FWGTLAKWALK
Peso molecular® 3348,97 (3350,02) 2561,13 (2562,186) 1503,83 (1504.85) 131959 (1320,61)
Predigao de modelo*
& N A > Vo Y o e FLL

Carga liquida (2)* 6.1 50 30 30
ph 109 140 140 140
Hidrofobicidade, H* 0,148 0,508 0823 0,781
pai® 0458 0,248 0531 0523
Roda a-helicoidal °o°°oo o22%r, o 9y o 9

<) " ~ o o ) o @

o ) s ~ o o ° °

% c:>° %0500 o oo ° °

%000 e %s0 oo

Fonte: adaptado de Lima et al., 2018.

Legenda: Peptideos amidados C-terminal; bMassa molecular experimental e teérica entre parenteses
respectivamente; c¢ Predicho de modelo arquivado com o servidor PEP-FOLD 2
(http://bioserv.rpbs.univ- paris-diderot.fr/services/PEP- FOLD/); dCarga liquida em pH e pl neutro,
calculado por http://pepcalc.com; eFrom http://heliquest.ipmc.cnrs.fr/, com residuos carregados
negativamente em vermelho, positivamente em azul, ndo polares em preto e polares em amarelo; pH
= momento hidrofébico.

Diferentes efeitos terapéuticos foram atribuidos aos PAMs derivados da
D. quadriceps, como efeito antimicrobiano (ROCHA et al.,, 2021), antifingico
(DODOWU et al., 2020), antichagasico (LIMA, 2018) e efeito anticonvulsivante (NOGA
et al.,, 2016). Anteriormente, nosso grupo de pesquisa demonstrou efeito
antibacteriano contra MRSA e S. aureus sensivel a meticilina (MSSA) no veneno de

D. quadriceps (DgV) (LIMA et al., 2014). Recentemente demonstramos que um dos
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peptideos presentes no DqV, M-PONTX-Dg3a, é um potente inibidor de cepas
MRSA e MSSA, sendo capaz de prevenir a formacdo de biofilme (ROCHA et al.,
2021). Além disso, M-PONTX-Dg3a apresentou efeito contra formas evolutivas de T.
cruzi, possuindo o maior indice de seletividade (IS) dentre as Dntxs testadas (LIMA
et al., 2018). Em 2024, demonstramos o potencial neuroprotetor de M-PONTX-Dg3a,
M-PONTX -Dg3b e M-PONTX-Dq3 ccontra convulsées (PAES et al., 2024).

Considerando que a carga positva do PAM € uma importante
caracteristica fisico-quimica dos peptideos, que influencia as interacdes
eletrostaticas entre PAM e fosfolipidios carregados negativamente presentes nas
membranas de microrganismo. Para melhorar a carga positiva liquida e a atividade
antibacteriana do M-PONTX-Dg3a, aminoécidos de cadeia lateral positiva, com
caracteristicas hidrofilicas e analogos de substituicdo simples foram propostos,
principalmente arginina ou lisina (PEDRON et al.,, 2019). Sendo assim, alguns
analogos de substituicdo Unica de arginina (R) foram propostos na face hidrofilica
nas posigbes G3, T4, K7, L10 e K11, bem como substituicbes de lisina (K) nas
posicdes G3, T4 e L10, levando a formagdo de oito analogos, os quais foram
testados inicialmente sobre seu potencial antichagasico, tendo dois analogos
([Lys]PM-PONTX-Dg3a[1-15] e [Lys]*M-PONTX-Dg3a[1-15]) evidenciado a
importancia dos aminoacidos iniciais da sequéncia peptidica para o efeito
tripanocida, além disso também foi observado que os analogos substituidos com
lisina tiveram melhor atividade tripanocida do que aqueles sintetizados com arginina
(MONTEIRO et al., 2022).

Os 8 analogos de M-PONTX-Dg3a também mostraram potencial
antimicrobiano contra MSSA, MRSA e formacdo de biofilme, tendo como resultado
maior atividade dos analogos [Arg]® M-PONTX-Dq3a [1-15] e [Arg]* M-PONTX-Dg3a
[1-15], apresentando inclusive melhor efeito do que o tratamento padréo, que seria a
oxacilina, mostrando que para efeito antimicrobiano contra bactérias gram-positivas
os analogos substituidos de arginina apresentaram maior atividade (SILVA JUNIOR
et al., 2023).

Em relagdo a outros analogos sintéticos, foi evidenciado o efeito de duas
Dntxs sintéticas, de M-PONTX-Dg3a e M-PONTX-Dqg4e, contra bactérias de isolados
clinicos de bactérias com resisténcia a mdultiplas drogas (MDR) Acinetobacter

baumannii, Klebsiella pneumoniae, Escherichia coli e Pseudomonas aeruginosa
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(LIMA et al., 2020). Tudo isso corrobora para fortalecer o potencial efeito terapéutico
das Dntxs e seus analogos, nos estudos apontados, que mostraram efeito positivo,
além do aumento da seletividade, assim como a reduc¢ao do tamanho da molécula e
0 custo e o tempo de producdo da mesma. Assim, € notado que que foram
estudados efeitos tripanocidas e antimicrobianos contra microorganismos gram-
positivos dos analogos substituidos de arginina e lisina, assim cabem mais estudos

para avaliar o efeito antimicrobiano sobre bactérias gram-negativas.

2.4 Justificativa

Diante do que foi exposto, é observado que a grande incidéncia de
infeccdes por bactérias gram-negativas juntamente com a resisténcia que estes
microrganismos tém desenvolvido aos antimicrobianos convencionais tem levado a
busca por alternativas terapéuticas que possam oferecer condicbes de tratamento
aos pacientes comprometidos. O uso de peptideos antimicrobianos surge como
fonte para a busca de novos compostos com atividade antibacteriana, devido seu
potencial farmacoldgico como agentes de amplo espectro, possuindo atividade frente
um grande namero de microrganismos multiresistentes a medicamentos. Diversos
peptideos tém sido isolados e sintetizados, incluindo as Dinoponeratoxinas. Em
estudos preliminares, uma dessas Dntxs, o peptideo M-PONTX-Dg4e apresentou
atividade significativa contra cepas resistentes de Acinetobacter baumannii,
Klebsiella pneumoniae, Escherichia coli e Pseudomonas aeruginosa (LIMA et al.,
2020). De modo geral, o perfil antimicrobiano apresentado pelas Dntxs sugere que
elas tenham um potencial para ser um modelo promissor para o desenvolvimento de
farmacos de largo espectro a partir de peptideos. Feita as devidas modificacdes
estruturais nos peptideos de Dntxs, € necessério testar através de estudos o perfil
de atividade antimicrobiana dos peptideos modificados, fragmento e analagos das
Dntxs, a partir da premissa que as modificacdes iriam promover maior efetividade,

especificidade e diminuicdo da toxicidade.
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3 OBJETIVOS

3.1 Geral

Avaliar o efeito antimicrobiano de analogos da dinoponeratoxina M-

PONTXDg3a sobre cepas de bactérias gram-negativas

3.2 Especificos

a)

b)

Determinar a concentragao inibitéria minima e a concentracao letal minima dos
analogos da dinoponeratoxina M-PONTXDqg3a sobre cepas de Klebsiella
pneumoniae ATCC 700603, Escherichia coli ATCC 25922 e Pseudomonas
aeruginosa ATCC 27853 e cepas clinicas de Klebsiella pneumoniae,
Escherichia coli e Pseudomonas aeruginosa;

Selecionar os peptideos promissores e as bactérias gram-negativas que mais
responderem em screening inicial,

Avaliar a ocorréncia de sinergismo entre 0s peptideos promissores
selecionados e a bactérias gram-negativas que apresentarem maior
sensibilidade pelo ensaio de checkboard;

Avaliar a atividade hemolitica dos analogos da dinoponeratoxina M-
PONTXDg3a;

Avaliar a toxicidade dos analogos da dinoponeratoxina M-PONTXDg3a sobre

células de linhagem renal humana HK-2.
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 Obtencgao das dinoponeratoxinas

Partindo da estrutura primaria da dinoponeratoxina M-PONTX-Dqg3a (23
residuos de aminoacidos), a qual demonstrou grande potencial como modelo
estrutural para a busca de novos PAMs (LIMA et al.,, 2018), foram realizadas
substituicdes Unicas de arginina (R) na face hidrofilica nas posi¢des G3, T4, K7, L10 e
K11, e substituicdes de lisina (K) nas posicbes G3, T4 e L10, o que levou a um
aumento das cargas positivas liquidas e do momento hidrofébico (Tabela 2).

O fragmento peptidico M-PONTX-Dg3a [1-15] e os oito analogos ([Lys]®
M-PONTX-Dg3a [1-15], [Lys]* M-PONTX Dq3a [1-15], [Lys]'® M-PONTX-Dg3a [1-
15], [Arg]® M-PONTX-Dg3a[1-15], [Arg]* M-PONTX-Dg3a [1-15], [Arg]” M-PONTX-
Dg3a [1-15], [Arg]*® M-PONTX-Dg3a [1-15], [Arg]*! M-PONTX-Dg3a [1-15]) foram
sintetizados por sintese em fase soélida (LibertyBlue, Kamp-Lintfort, Alemanha) no
Centro de Investigacion Principe Felipe (Valéncia, Espanha), purificado por HPLC e
caracterizado por andlise de espectrometria de massa, e o peso molecular
experimental foi expresso na Tabela 2 (LIMA et al., 2018). As solucdes de peptideos
foram preparadas a 1 mM com solucéo salina tamponada com fosfato estéril (PBS),

dividida em aliquotas e mantidos a — 20°C até o teste.

Tabela 2 — Propriedades fisico-quimicas dos fragmentos e analogos de M-PONTX-

Dg3a
Peptideo Sequéncia Peso molecular z H MH
experimental (kDa)

M-PONTX-Dg3a [1-15] FWGTLAKWALKAIPA 1673,00 3 0,782 0,411
[Lys]® M-PONTX-Dq3a[1-15] FWKTLAKWALKAIPA 1743,16 4 0,716 0,459
[Lys]* M-PONTX-Dq3a[1-15] FWGKLAKWALKAIPA 1699,10 4 0,699 0,465
[Lys]'® M-PONTX-Dg3a[1-15] FWGTLAKWAKKAIPA 1687,05 4 0,603 0,510
[Arg]* M-PONTX-Dqg3a[1-15] FWRTLAKWALKAIPA 1772,14 4 0,715 0,460
[Arg]* M-PONTX-Dqg3a[1-15] FWGRLAKWALKAIPA 1728,08 4 0,697 0,466
[Arg]” M-PONTX-Dg3a[1-15] FWGTLARWALKAIPA 1701,02 3 0,781 0,410
[Arg]'® M-PONTX-Dq3a[1-15] FWGTLAKWARKAIPA 1716,03 4 0,601 0,510
[Arg]" M-PONTX-Dq3a[1-15] FWGTLAKWALRAIPA 1701,02 3 0,781 0,412

Fonte: Bandeira et al. (2017)

Legenda: As sequéncias e propriedades fisico-quimicas do M-PONTX-Dq3a foram descritas por Lima
et al. (2018), e do fragmento e analogos de M-PONTX-Dg3a descritas por Monteiro et al. (2022). A
carga liquida em pH neutro (Z), hidrofobicidade (H) e momento hidrofébico (uH) foram calculados a
partir de https://heliquest.ipmc.cnrs.fr/cgi-bin/ComputParams.py.
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4.2 Cepas microbianas

4.2.1 Obtencéao das cepas

Klebsiella pneumoniae ATCC 700603, Escherichia coli ATCC 25922 e
Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 foram doadas pela Fundacédo Oswaldo Cruz,
FIOCRUZ. As culturas bacterianas foram mantidas em agar nutriente inclinado
(Kasvi, Sdo José dos Pinhais, Parana, Brasil) a 4 -C e subcultivado a cada oito
semanas. As cepas clinicas utilizadas nos ensaios foram obtidas através da parceria
com o Laboratério de Microbiologia da Universidade Estadual Vale do Acarau (UVA)
de Sobral/Ceara sob o nimero de Comité de Etica 4.313.543.

4.2.2 Perfil das cepas clinicas

O perfil das cepas clinicas (E. coli; K. pneumoniae; P. aeruginosas) foi
tracado pelo método de determinacdo de CIM e CLM, como descrito no item 4.3,
onde as cepas foram tratadas com 0s seguintes antimicrobianos: meropeném,
imipiném, ciprofloxacino, gentamicina, polimixina B e sulbactam+ampicilina. Estes
antimicrobianos sao utilizados clinicamente no tratamento de infec¢cdes causadas por
bactérias gram-negativas, o que possibilita tracar um perfil clinico das cepas
utilizadas. Os antimicrobianos foram seriados em concentragbes de 256 pg/mL a
0,125 ug/mL, exceto polimixina B, que é classificado como um antimicrobiano de
amplo espectro, utilizado nas infeccbes com cepas mais resistentes e em geral
apresenta CIM com valores menores, logo as concentracdes utilizadas foram de 64
pg/mL a 0,0312 pg/mL Os antimicrobianos utilizados foram doados pelo Hospital
Universitario Walter Cantidio (HUWC) e Instituto Doutor José Frota (IJF), ambos

localizados em Fortaleza/Ceara.

4.3 Determinacédo da concentracdao inibitoria minima (CIM) e concentracéo letal
minima (CLM)

A CIM e CLM do fragmento peptidico M-PONTX-Dqg3a [1-15] e dos oitos

analogos modificados estudados contra as cepas de Klebsiella pneumoniae ATCC
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700603, Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853, Escherichia coli ATCC 25922 e
das cepas clinicas (E. coli, K. pneumoniae e P. aeruginosaas) foram determinadas
usando o ensaio de microdiluicdo em caldo (Clinical e Laboratory Standards Institute,
2018). Sendo assim, aliquotas de suspensfes microbianas (1 x 10® UFC/mL) das
culturas microbianas foram preparados em caldo Mueller-Hinton (MH) (Kasvi, S&o
José dos Pinhais, Parand, Brasil) e incubadas em placas de 96 pocos na presenca
de peptideos (100 - 0,78 uM). No controle positivo foi utilizado ciprofloxacino e
solugdo de PBS como controle negativo. As microplacas foram incubadas a 37 -C e
inspecionadas visualmente depois das 24h. A CIM foi considerada como a menor
concentracdo de peptideos capaz de inibir completamente o crescimento
microbiano, evidenciando através da auséncia de turbidez.

Para determinacdo da CLM, 5 pL dos pocos que nao apresentaram
turbidez das microplacas usadas para determinacdo de CIM, foram semeadas em
superficie do agar Plate-Count (Kasvi, Sdo José dos Pinhais, Parana, Brasil) e
espalhado com cabo Drigalski. As placas foram incubadas por 24 h a 37 -C e foram
contadas as colbnias que haviam crescido na superficie do agar. A CLM foi
determinada como a concentracao que matou 99,9% de células do inoculo inicial. Os
ensaios foram realizados em triplicata (SHANHOLTZER et al., 1988). O ensaio do
sinergismo foi realizado com os peptideos que apresentaram menores valores de

CIM, assim como a cepa microbiana relacionada.

4.4 Sinergismo in vitro com ciprofloxacino

O ensaio do sinergismo foi realizado através Método de Checkboard,
como descrito por Cleeland e Squires (1991). Sendo assim, 0 ensaio foi realizado
em placas de 96 pocos, onde foi adicionado 80 uL de meio de cultura (caldo MH,
Kasvi, Sdo José dos Pinhais, Parana, Brasil), 10 yL dos peptideos selecionados
previamente ([Arg]®* M-PONTX-Dq3a[1-15] e [Arg]* M-PONTX-Dqg3a[1-15]) partindo
da concentracdo da CIM e indo até 1/8, decaindo sempre pela metade da
concentracao, 10 uL de ciprofloxacino sendo a concentracéao inicial %2 da CIM e indo
até 1/8 da CIM, e aliguotas de 100 uyL suspensées microbianas (1 x 108 UFC/mL) de
E. coli ATCC 25922 e clinica, em seguida as placas foram incubadas a 37°C por 24h

e foi realizada inspecéo visual do crescimento microbiano.
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Para analisar o efeito das associacdes [Arg]®* M-PONTX-Dg3a[1-15]-
ciprofloxacino e [Arg]* M-PONTX-Dq3a[1-15]-ciprofloxacino foram calculados os
indices de Concentracgéo Inibitéria Fracionada (ICIF), como descrito por (SHIN; LIM,
2004):

ICIF = ClFpeptideo+ ClFciprofloxacino = [peptideo]/CIMpeptideo +

[ciprofloxacino]/CIMciprofloxacino.

Onde: [peptideo] é a menor concentracéo de [Arg]® M-PONTX-Dg3a[1-15]
e [Arg]* M-PONTX-Dg3a[1-15] na associa¢do com atividade antimicrobiana,
CIMpeptideo é a CIM de [Arg]® M-PONTX-Dq3a[1-15] e [Arg]* M-PONTX-Dg3a[1-
15], ClFpeptideo é a concentracdo inibitéria fracionada de [Arg]® M-PONTX-Dg3a[l1-
15] e [Arg]* M-PONTX-Dg3a[1-15], [ciprofloxacino] é a menor concentracdo do
antibiotico na associacdo com atividade antimicrobiana, ClMciprofloxacino é a CIM
do antibidtico, ClFciprofloxacino é a Concentracdo inibitoria fracionada deste. O
indice CIF (ICIF) foi interpretado como: efeito sinérgico para ICIF < 0,5, efeito aditivo
ou indiferente para ICIF> 0,5 e < 1,0, e efeito antagonico para ICIF>1,0 (Eucast,
2003).

4.5 Atividade hemolitica

Foram coletados 10mL de sangue fresco (10 mL) (CEUA n° 2456250719)
em tubos contendo EDTA e centrifugados a 1000g durante 10 minutos a 4°C. Apds a
remocao do plasma, o sedimento contendo os globulos vermelhos (RBCs) foi lavado
cinco vezes com PBS e, em seguida, novamente suspenso em PBS para obter uma
solugdo com 8% (v/v) de eritrocitos. Foram adicionadas aliquotas de 100 uL desta
suspensao a diferentes tubos de microcentrifuga, contendo 100 uL de cada analogo
de peptideo modificado ou ciprofloxacino ou meropeném, diluido seriadamente, com
concentragdes variando de 1,56 a 200 pyM. As concentracdes finais foram: 4% (v/v)
de suspensao de eritrocitos e 0,78-100 yM de peptideo ou antimicrobianos utilizados
(ciprofloxacino e meropeném). Estas suspensdes resultantes foram incubadas com
agitacdo durante uma hora a 37 °C. Ap0Os o tempo de incubacédo, as amostras foram
centrifugadas durante 2 min a 1000 g. Os sobrenadantes foram transferidos para

placas de microdiluicdo de 96 pocos, e a liberacdo de hemoglobina foi medida por
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absorvancia a 540 nm, utilizando o leitor Synergy HT (Biotek). Foram utilizados
Triton X-100 a 4% (v/v) com e sem RBCs, PBS também com e sem RBCs,
ciprofloxacino e meropeném como controles. O percentual de hemolise foi calculado
como [(Abssaonm tratado - Absssonm néo tratado) / (Absssonm 1% Triton X-100 -
Absssonm ndo tratado)] x 100 e os experimentos foram realizados em triplicata
(WANG et al., 2013).

4.6 Avaliacdo da toxicidade renal dos peptideos

4.6.1 Cultivo de células HK-2

Células tubulares humanas HK-2 (Human Kidney 2), provenientes do
Banco de Células do Rio de Janeiro (BCRJ), foram cultivadas em meio DMEM -
Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium - suplementado com 10% SBF - soro bovino
fetal - (MERCK, Darmstadt, Alemanha) e incubadas de acordo com condi¢des
padrées de temperatura e atmosfera (37°C, 5% CO:) até o estado de confluéncia.
Para realizacdo dos ensaios subsequentes, as células foram deslocadas com
solucdo de tripsina-EDTA 0,25% (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA) para
microplacas de 96 pocos, na concentracdo de 1 x 10°% células/mL, apdés serem
contabilizadas em Camara de Neubauer com solugéo de azul de tripan (0,3% p/v em
PBS) de acordo com a Equacdo 1. Por fim, as células foram incubadas novamente
overnight nas mesmas condicfes de temperatura e atmosfera para permitir a adesao

e proliferacao celular.

Equacéo 1: concentracédo celular = (Nimero de células contadas na camara / 4) x
104 x Fq

Obs:. Fa4 corresponde ao fator de dilui¢géo da solucéo utilizada para contagem.

4.6.2 Ensaio de viabilidade celular

Para determinar o perfil de toxicidade dos peptideos, as células HK-2
foram tratadas por 24 horas com solucdes de concentragcdes decrescentes (25; 12,5;
6,25; 3,12; 1,56 e 0,78 uM), diluidas em tampéo fosfato (PBS) pH 7,4+0,5. Células

tratadas apenas com PBS compuseram o grupo veiculo, enquanto células que néo
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receberam nenhum tratamento compuseram o grupo controle. Apés o periodo de
incubacéo, foi realizado o ensaio de viabilidade celular pela redu¢édo do MTT (3-(4,5-
Dimetiltiazol-2-il)-2,5-Difenilltetrazolio Brometo), um sal de tetrazdlio de coloragéo
amarela que é prontamente endocitado pelas células viaveis e metabolizado através
de desidrogenases citoplasmaticas e mitocondriais em formazan, um sal insoluvel,
de coloracédo arroxeada, que € entdo liberado para o meio (MOSMANN, 1983). As
células foram centrifugadas (4000 RPM, por 5 minutos) e o sobrenadante foi
removido, adicionando-se aos pogos 100 uL de solugdo de MTT 0,25 mg - mL™.
Apos incubacgéo a 37 °C por 3 horas, as placas foram novamente centrifugadas e o
sobrenadante, descartado. Em seguida, foi adicionado 100 yL de DMSO -
Dimetilsulfoxido - para solubilizacdo dos cristais de formazan. Células ndo-viaveis
séo incapazes de internalizar e reduzir o MTT, logo a concentragdo de sal de
formazan produzido e a intensidade da coloracdo arroxeada em cada poco s&o
diretamente proporcionais a quantidade de células viaveis, sendo medida pela leitura

da absorbancia em espectrofotbmetro a 570 nm.
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5 ANALISE ESTATISTICA

Os resultados estdo apresentados como média + erro padrdo meédio
(E.P.M.). As diferencas entre os grupos foram comparadas utilizando a Anélise de
Variancia (ANOVA) seguida do teste de Tukey, utilizando como critério p<0,05.

Todas as analises foram realizadas utilizando o software GraphPad Prism 5.
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6 RESULTADOS

O fragmento M-PONTX-Dg3a[1-15] e oito peptideos modificados foram
testados contra as cepas de Klebsiella pneumoniae ATCC 700603, Escherichia coli
ATCC 25922 e Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 e cepas clinicas de
Klebsiella pneumoniae, Escherichia coli e Pseudomonas aeruginosa.

De acordo com os resultados expressos na tabela 3, em relagcéo as bacterias
ATCC testadas, a bactéria E. coli ATCC 25922 apresentou menores valores de CIM
para os peptideos testados. Dentre os peptideos estudados, [Arg]? M-PONTX-
Dg3a[1-15] e [Arg]* M-PONTX-Dqg3a[1-15] apresentaram oS menores valores de
CIM (1,56 uM). Considerando os valores de Concentragdo Letal de Morte (CLM)
obtidos, [Arg]® M-PONTX-Dg3a [1-15] apresentou o menor valor quando testado
para P. aeruginosa ATCC 27853 (6,25 uM) e E. coli ATCC 25922 (1,56 uM), ambos

idénticos a CIM, apresentando um perfil bactericida (Tabela 3).

Tabela 3 — Screening inicial com os valores de CIM e CLM obtidos

Cepas Pseudomonas Escherichia coli Klebsiella
microbianas/peptideos aeruginosa ATCC ATCC 25922 pneumoniae ATCC
modificados 27853 700603

CIM CLM CIM CLM CIM CLM
(UM) (MM) (MM) (UM) (UM) (M)
[Lys]* M-PONTX- 12,5 12,5 12,5 25 25 25
Dg3a[1-15]
M-PONTX-Dg3a [1-15] 50 100 12,5 12,5 100 100
[Arg]® M-PONTX- 6,25 6,25 1,56 1,56 12,5 12,5
Dg3a[1-15]
[Arg]* M-PONTX- 50 >100 1,56 6,25 25 25
Dqg3a[1-15]

Fonte: O Autor (2024)
Legenda: CIM (Concentracao Inibitéria Minima) e CLM (Concentracéo Letal Minima) dos peptideos
modificados sobre P. aeruginosa ATCC 27853, E. coli ATCC 25922 e K. pneumoniae ATCC 700603.

No presente estudo a bactéria E. coli ATCC 25922 apresentou maior
sensibilidade aos peptideos testados, considerando os valores de CIM e CLM
(tabela 3), assim os ensaios posteriores realizados foram apenas com essa bactéria

(tabela 4), e os ensaios prosseguiram para definir quais os analogos dos peptideos
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dinoponeratoxinas seriam mais ativos contra essa bactéria. Os resultados mostraram
que [Arg]® M-PONTX-Dqg3a[1-15] e [Arg]* M-PONTX-Dq3a[1-15] foram os mais
ativos contra a cepa E. coli ATCC 25922, com menores valores de CIM e CLM
dentre todos os peptideos testados.

Tabela 4 — Valores de CIM e CLM obtidos utilizando a bactéria Escherichia coli
ATCC 25922

PEPTIDEO CIM CLM

(UM) (uM)

M-PONTX-Dg3a [1-15] 12,5 12,5

[Lys]® M-PONTX-Dqg3a[1-15] 6,25 6,25
[Lys]* M-PONTX-Dq3a[1-15] 12,5 25
[Lys]!® M-PONTX-Dqg3a[1-15] 25 25

[Arg]® M-PONTX-Dqg3a[1-15] 1,56 1,56

[Arg]* M-PONTX-Dq3a [1-15] 1,56 6,25
[Arg]” M-PONTX-Dq3a[1-15] 12,5 100
[Arg]*® M-PONTX-Dg3a[1-15] 6,25 25
[Arg]t M-PONTX-Dqg3a[1-15] 6,25 12,5
Ciprofloxacino 0,78 0,78

Fonte: O Autor (2024)
Legenda: CIM (Concentragdo Inibitéria Minima) e CLM (Concentragdo Letal Minima) dos
peptideos modificados sobre E. coli ATCC 25922.

O ensaio de checkerboard, objetivou determinar a ocorréncia ou ndo de
sinergismo, sendo realizado a analise com os peptideos que apresentaram melhores
resultados ([Arg]® M-PONTX-Dg3a[1-15] e [Arg]* M-PONTX-Dg3a[1-15]) sobre E.
coli ATCC 25922, bactéria que apresentou os menores valores de CIM e CLM frente
aos peptideos testados no screening inicial . As fluoroquinolonas ainda sé&o
indicadas como 12 linha de tratamento nas infec¢bes causadas por E. coli (IDSA,
2023), considerando que a cepa ATCC utilizada (E. coli ATCC 25922) apresenta
este perfil de sensibilidade (American Type Culture Collection, 2023), o ensaio do
sinergismo foi realizado com ciprofloxacino, considerando o tratamento padrao.

No ensaio do checkerboard para a cepa de E. coli ATCC 25922, como
exposto na tabela 5 e grafico 1, os resultados foram semelhantes para os peptideos
promissores ([Arg]® M-PONTX-Dg3a[1-15] e [Arg]* M-PONTX-Dq3a[1-15]), foi

obtido como menor valor de ICIF (indices de Concentragéo Inibitéria Fracionada)
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0,25, sendo coincidente com a ocorréncia de sinergismo (EUCAST, 2003; SHIN;

LIM, 2004).

Tabela 5 — Ensaio de checkerboard dos peptideos promissores ([Arg]® M-PONTX-
Dg3a[1-15] e [Arg]* M-PONTX-Dg3a[1-15]) com ciprofloxacino sobre E. coli ATCC

25922
Antimicrobiano Cepa [peptideos] CiM CIF [ATB CIM CIF ICIF Efeito Reducéo
peptideos peptideos ] ATB ATB [ATB]
Ciprofloxacino  Escherichi 0,78 1,56 0,5 0,39 0,78 0,5 1 adicao X2
a coli 0,78 1,56 0,5 0,19 0,78 0,25 0,75 adicéo X4
ATCC 0,78 1,56 0,25 0,09 0,78 0,125 0,625 adicéo X8
25922 0,39 1,56 0,5 0,39 0,78 0,5 0,75 adicdo X2
0,39 1,56 0,25 0,19 0,78 0,25 0,5 adicéo X4
0,19 1,56 0,25 0,09 0,78 0,125 0,375 sinergismo X8
0,39 1,56 0,125 0,39 0,78 0,5 0,625 adicdo X2
0,19 1,56 0,125 0,19 0,78 0,25 0,375 sinergismo X4
0,19 1,56 0,125 0,09 0,78 0,125 0,25 sinergismo X8

Fonte: O Autor (2024)

Legenda: CIM: Concentragéo Inibitoria Minima; ATB: Antibidtico; CIF: Concentracdo Inibitria
Fracionada; ICIF: Indices de Concentragdo Inibitéria Fracionada; [peptideos]: [Arg]? M-PONTX-

Dqg3a[1-15] e [Arg]* M-PONTX-Dg3a[1-15], pois obtiveram os valores idénticos de CIM.

Figura 2 — Isobolograma que representa a ocorréncia de sinergismo entre o

antimicrobiano ciprofloxacino e os peptideos [Arg]®* M-PONTX-Dg3a[1-15] e [Arg]*

M-PONTX-Dq3a[1-15] sob E
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Fonte: O Autor (2024)
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Legenda: No eixo X estdo os valores de CIF dos peptideos avaliados e no eixo y CIF do
antimicrobiano ciprofloxacino. CIF CIPRO: Concentracao Inibitoria Fracionada do Ciprofloxacino; CIF
PEP: Concentracéo Inibitéria Fracionada do peptideo. Os peptideos [Arg]® M-PONTX-Dg3a[1-15] e
[Arg]* M-PONTX-Dg3a[1-15] obtiveram os valores idénticos de CIM.
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Considerando os resultados obtidos em relacdo as cepas clinicas (E. coli,
K. pneumoniae e P. aeruginosas), o peptideo [Arg]® M-PONTX-Dg3a[1-15] foi o que
obtevo a menor CIM para as bactérias clinicas testadas (tabela 6), exceto para P.
aeruginosas. O peptideo [Arg]* M-PONTX-Dq3a[1-15] mostrou a segunda menor
CIM para E. coli, mas para K. pneumonia o fragmento peptidico M-PONTX-Dg3a [1-
15] apresentou a segunda menor CIM. Quando observado os resultados obtidos
para a bacteria P. aeruginosas, o peptideo [Lys]*® M-PONTX-Dq3a[1-15] foi o que
teve o menor valor de CIM, seguido do peptideo primério, o fragmento M-PONTX-
Dqg3a[1-15].

Tabela 6 — Screening com os valores de CIM e CLM obtidos utilizando cepas clinicas
de bactérias gram-negativas

Cepas microbianas Escherichia Klebsiella Pseudomonas aeruginosa
clinicas/peptideos coli pneumoniae
modificados
CIM CLM CIM CLM CIM CLM
®M) - M) (M) (M) (uM) (M)
M-PONTX-Dg3a [1-15] 1,56 6,25 1,56 6,25 12,5 12,5
[Arg]® M-PONTX- 0,19 0,19 0,78 0,78 25 50
Dg3a[1-15]
[Arg]* M-PONTX-Dg3a 0,78 0,78 3,12 6,25 25 50
[1-15]
[Arg]” M-PONTX- 25 25 100 100 50 100
Dg3a[1-15]
[Arg]** M-PONTX- 6,25 6,25 12,5 12,5 25 25
Dg3a[1-15]
[Lys]*®° M-PONTX- 25 100 25 100 6,25 12,5
Dg3a[1-15]

Fonte: O Autor (2024)
Legenda: CIM (Concentragédo Inibitéria Minima) e CLM (Concentragdo Letal Minima) dos peptideos
modificados sobre cepas clinicas de E. coli, K. pneumoniae e P. Aeruginosa.
MM: micromolar;

Conforme os dados de Concentracdo Letal de Morte (CLM) obtidos
utilizando cepas clinicas, como demonstrado na tabela 6, a maioria dos peptideos
apresentaram valores de CIM iguais a CLM, mostrando um perfil bactericida, exceto,
M-PONTX-Dg3a [1-15] e [Lys]*® M-PONTX-Dqg3a[1-15] para E. coli e K. pneumoniae
e [Arg]* M-PONTX-Dg3a [1-15] para K. pneumoniae. Para a bactéria P. aeruginosa
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apenas M-PONTX-Dg3a [1-15] apresentou perfil bactericida, os demais
apresentaram perfil bacteriostaticos.

A tabela 7 apresentou o resultado do screening realizado com as cepas
clinicas utilizadas no estudo para obter o perfil de sensibilidade das bactérias
utilizadas sobre os antimicrobianos disponiveis no mercado, que sdo utilizados
comumente no tratamento contra infec¢cdes causadas por bactérias gram-negativas.
Foi identificado maior sensibilidade para todas as cepas testadas (menores valores
de CIM e CLM) no uso de polimixina B. As cepas K. pneumoniae e E. coli
apresentaram menor sensibilidade (maiores CIM e CLM) para gentamicina, e P.
aeruginosas apresentou menor sensibilidade ao meropeném, dentre o0s

antimicrobianos testados.

Tabela 7 — Perfil antimicrobiano das cepas clinicas utilizadas.

Antimicrobianos/Bactérias Klebsiella E. coli P. aeruginosas
pneumoniae
CIM CLM CIM CLM CIM CLM
uM M M M M M
(vg/mL)  (ug/mL) (pg/mL) (pg/mL) (ug/mL) (ug/mL)
Meropeném <0,0003 ND 0,053 ND 0,340 1,806
(<0,125) (20,125) (128) (680)
Imipiném 0,0033 0,0134 0,0033 0,0067 0,0033 0,0134
(1) (4) (1) ) (1) (4)
Ciprofloxacino 0,095 0,380 0,190 0,760 0,003 0,003
(32) (128) (64) (256) (1) (1)
Gentamicina 0,13 0,26 0,26 0,52 0,008 0,016
(64) (128) (128) (256) (4) (8)
Polimixina B 0,0001 0,0001 0,00005 0,00005 =>0,05 ND
(0,125)  (0,125) (0,0625) (0,0625) (>64)
Sulbactam + Ampicilina 0,098 0,1098 0,2196 0,4392 0,1098 0,2196
(64) (64) (128) (256) (64) (128)

Fonte: O Autor (2024)

Legenda: CIM (Concentracao Inibitéria Minima) e CLM (Concentracéo Letal Minima) dos peptideos
modificados sobre cepas clinicas de K. Pneumoniae, E. coli e P. Aeruginosa.

MUM: valores expressos em micromolar; pg/mL: valores expressos em microgramas por mililitros; ND:
néo determinado.

No ensaio do checkerboard realizado para a cepa clinica que apresentou
maior sensibilidade aos peptideos promissores do ensaio de screening inicial (E. coli)
como demonstrado na tabela 8, ndo foi identificado a ocorréncia de efeito sinérgico,
apenas efeito aditivo, pois os valores de ICIF, nos pogos onde houve inibicdo do
crescimento, foram todos maiores de 0,5 (EUCAST, 2003; SHIN; LIM, 2004).
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Tabela 8 — Ensaio de checkerboard dos peptideos promissores ([Arg]® M-PONTX-

Dg3a[1-15] e [Arg]* M-PONTX-Dq3a[1-15]) com ciprofloxacino sobre E.

coli clinica

Antimicrobiano Cepa Peptideos MIC MIC [ATB] CIF  ICIF efeito reducgéo
peptideo ATB ATB [ATB]
Ciprofloxacino Escheric [Arg]® M- 0,19 0,19 0,095 0,5 0,75  adicéo 4X
hia coli PONTX-
Dqg3a[1-15]
[Arg]* M- 0,78 0,19 0,047 025 0,75 adigéo 2X
PONTX-
Dq3a [1-
15]

Fonte: O Autor (2024)
Legenda: [peptideos]: concentragdo dos peptideos em micromolar; CIM peptideo: concentracdo
inibitéria minima do peptideo para a bactéria E. coli; [ATB]: concentragdo do antimicrobiano. Todos os

valores de concentragéo foram apresentados em micromolar.

Em relagcdo aos resultados obtidos no ensaio de atividade hemolitica,
conforme demonstrado nas figuras 3, 4, 5 e tabela 9, [Arg]*M-PONTX-Dg3a [1-15]

atingiu 12,5% de hemdlise na concentracdo de 50 pM. Observando ainda esses

resultados, cabe destacar que o peptideo que apresentou maior indice de hemdlise

foi o [Arg]® M-PONTX-Dqg3a [1-15], tendo menor a porcentagem quantificada a

37,5% de hemdlise na concentragdo de 25 puM.

Figura 3 — Distribuicdo dos valores de % de hemodlise dos diferentes peptideos e

antimicrobianos de acordo com a densidade Optica obtida nos ensaios
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Fonte: O Autor (2024)

Legenda: uM: micromolar; %: porcentagem.

- M-PONTX-Dg3a [1-15]
= [Arg]3 M-PONTX-Dg3a[1-15]
— [Arg}d M-PONTX-Dg3a [1-15]
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Figura 4 — Distribuicdo dos valores de % de hemolise dos diferentes peptideos e

antimicrobianos de acordo com a densidade Optica obtida nos ensaios
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Fonte: O Autor (2024)
Legenda: uM: micromolar; %: porcentagem.

Figura 5 — Distribuicdo dos valores de % de hemodlise dos diferentes peptideos e

antimicrobianos de acordo com a densidade Optica obtida nos ensaios
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Fonte: O Autor (2024)
Legenda: yM: micromolar; %: porcentagem.



Tabela 9 — Atividade hemolitica dos fragmentos e analogos da M-PONTxDq3a

42

Peptideos/%de
hemdlise
M-PONTX-Dg3a
[1-15]
[Arg]® M-
PONTX-Dg3a[1-
15]

[Arg]* M-
PONTX-Dg3a
[1-15]
[Arg]” M-
PONTX-Dg3a[1-
15]

[Arg]"® M-
PONTX-Dg3a[1-
15]

[Arg]" M-
PONTX-Dg3a[1-
15]

[Lys]1° M-
PONTX-Dg3a[1-
15]
Meropeném

Ciprofloxacino

100
uM
87,5
100
100
62,5
75
62,5

75

87,5

87,5

50
uM
62,5
75
12,5
50
62,5
50

62,5

25

37,5

25
uM
25
37,5
12,5
37,5
50
50

75

25

12,5

12,5
uM
12,5
100
37,5
37,5
37,5
50

62,5

25

12,5

6,25
uM
12,5
100
75
12,5
12,5
12,5

37,5

12,5

62,5

3,125
uM
12,5
100
62,5
12,5
12,5
12,5

25

12,5

12,5

1,56
UM
25
100
50

12,5

12,5
75

100

62,5

12,5

0,78
Mm
100

100

12,5

12,5

50

100

100

100

50

Fonte: O Autor (2024)

Legenda: uM: micromolar.
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No ensaio de toxicidade em celulas renais (Figura 6, 7, 8, 9 e 10) o
peptideo M-PONTX-Dg3a [1-15] apresentou toxicidade somente na maior
concentracdo estudada. [Arg]® M-PONTX-Dqg3a[1-15] e [Arg]* M-PONTX-Dg3a[l-
15] foram os mais toxicos quando comparado com os demais peptideos testados. Os
peptideo  [Arg]” M-PONTX-Dg3a[1-15] e [Arg]!® M-PONTX-Dg3a[1-15]
apresentaram toxicidade somente nas maiores concentragdes. O peptideo [Arg]*t M-
PONTX-Dq3a[1-15] apresentou toxicidade somente nas concentragdes 25uM e 12,5
UM. O peptideo [Lys]!*® M-PONTX-Dq3a[1-15] ndo apresentou toxicidade em

nenhuma concentracao testada.

Figura 6 —Viabilidade das células tubulares humanas HK-2 ap6s o tratamento com

Ciprofloxacino e Meropeném.
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Fonte: O Autor (2024)
Legenda: uM: micromolar; CT: controle; V: veiculo.
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Figura 7 —Viabilidade das células tubulares humanas HK-2 ap0s o tratamento com
os peptideos [Arg]* M-PONTX-Dq3a[1-15] e [Arg]’ M-PONTX-Dg3a[1-15]
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Figura 8 —Viabilidade das células tubulares humanas HK-2 e apés o tratamento com
[Arg]*® M-PONTX-Dg3a[1-15] e [Arg]** M-PONTX-Dg3a[1-15].
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Figura 9 — Viabilidade das células tubulares humanas HK-2 apd6s o tratamento com
M-PONTX-Dq3a [1-15] e [Arg]® M-PONTX-Dqg3a[1-15].
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Figura 10 —Viabilidade das células tubulares humanas HK-2 apés o tratamento com
[Lys]'® M-PONTX-Dg3a[1-15].
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7 DISCUSSAO

Infeccbes  por  bactérias  gram-negativas,  principalmente  por
Enterobactérias (E. coli e K. pneumoniae), Pseudomosas aeruginosa e
Acinetobacter baumannii, ttm se tornado uma preocupacdo crescente em todo o
mundo. Previamente foi observada uma reducdo na sensibilidade aos
antimicrobianos para bactérias gram-negativas isoladas em UTIs, (SILVA;
OLIVEIRA; FEHLBERG, 2023), o que refor¢a a preocupacdo da da disseminacao de
bactérias resistentes e a importancia pela busca de novas alternativas terapéuticas.

Assim, neste trabalho investigamos o efeito antimicrobiano de fragmento e
analogos da dinoponeratoxina M-PONTXDq3a sobre cepas de bactérias gram-
negativas ATCC e clinicas. No presente estudo, PAMs com substuicdo pontual por
arginina (Arg) na posicdo 3 e 4 apresentaram maior potencial antimicrobiano sobre
E. coli ATCC 25922. As caracteristicas fisico-quimicas dos PAMs influenciam na
atividade biolégica, logo, PAMs de alta cationicidade sdo atraidos pelas cargas
negativas conferidas pelos fosfolipideos e lipopolissacarideos da membrana externa
de bactérias gram-negativas (BRODGEN, 2005). Os peptideos [Arg]®? M-PONTX-
Dg3a[1-15] e [Arg]* M-PONTX-Dqg3a[1-15] possuem carga liquida positiva (Z)
elevada em relacdo ao peptideo primario, o fragmento (M-PONTX-Dq3a[1-15]) de
+3 para +4, sugerindo o aumento da cationicidade elevou consideravelmente o
potencial antimicrobiano dos peptideos.

Apesar de M-PONTX-Dg3a[1-15] apresentar maiores valores de
hidrofobicidade em relacdo aos peptideos substituidos por arginina (Arg) na posicao
3 e 4, o momento hidrofébico (uH) dos anélogos [Arg]® M-PONTX-Dg3a[1-15] e
[Arg]* M-PONTX-Dg3a[1-15] s&o mais elevados em relacdo M-PONTX-Dg3a[1-15],
mostrando que para as cepas gram-negativas ATCC testadas o momento
hidrofébico mostra relevancia fisico-quimica superior aovalor de hidrofobicidade.

Diferentemente da hidrofobicidade, o momento hidrofébico é a
hidrofobicidade de um peptideo medida por diferentes angulos de rotacdo por
residuo, ou seja, a quantificacdo da anfipaticidade do peptideo, onde uma fase da
hélice peptidica é hidrofilica e a outra é hidrofébica (SEGREST et al., 1990). Carmo
(2019) também evidenciou que ha uma correlagdo mais direta entre 0 momento

hidrofébico e a atividade antimicrobiana, assim, ao aumentar o momento hidrofébico
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a atividade antimicrobiana aumenta, assim como foi observado nos peptideos [Arg]®
M-PONTX-Dqg3a[1-15] e [Arg]* M-PONTX-Dg3a[1-15].

Considerando os valores de CLM obtidos sobre as cepas de bactérias
gram-negativas ATCC testadas, foi possivel quantifica-los dentro do limite de
concentracdo molar utilizado (100 a 0,78 uM), ou seja, nenhum valor foi determinado
devido necessidade de ampliacédo de faixa de concentracdo para determinar a CLM.
Em Silva Junior et al. (2023) foram testados os mesmos peptideos utilizados neste
estudo, mas para bactérias gram-positivas, porém varios peptideos apresentaram
valores de CLM ndo identificados, como [Arg]!® M-PONTX-Dq3a[1-15], [Arg]*? M-
PONTX-Dg3a[1-15], [Lys]* M-PONTX-Dq3a[1-15], [Lys]*®* M-PONTX-Dq3a[1-15],
além do peptideo primario M-PONTX-Dqg3a [1-15], podendo inferir que os peptideos
apresentam maior capacidade de morte sobre bactérias gram-negativas do que para
gram-positivas.

De acordo com o ensaio de checkerboard, foram obtidas trés
combinacgées sinérgicas de [Arg]® M-PONTX-Dg3a[1-15]-Ciprofloxacino e [Arg]* M-
PONTX-Dq3a[1-15]-Ciprofloxacino contra E. coli ATCC 25922, duas levaram a
reducdo de 8 vezes a concentracdo do ciprofloxacino e outra reduziu em 4 vezes
esta concentracdo. Dodou et al. (2020) em seu estudo demonstraram a ocorréncia
de atividade sinérgica entre um peptideo sintético de dinoponeratoxinas (Dg-3142) e
meropeném contra E. coli (cepa clinica), obtendo a reducdo em 4x a concentracao
do antimicrobiano. Assim, é possivel observar que os peptideos [Arg]® M-PONTX-
Dg3a[1-15] e [Arg]* M-PONTX-Dq3a[1-15] apresentaram um efeito efeito sinérgico
consideravel em combinacdo com ciprofloxacino, conseguindo reduzir em até 8x a
concentracéo do antimicrobiano.

Para os ensaios realizados com as cepas clinicas é possivel observar
resultado coincidente aos das cepas ATCC, pois os peptideos [Arg]®? M-PONTX-
Dg3a[1-15] e [Arg]* M-PONTX-Dg3a[1-15] foram os que apresentaram menores
valores de CIM para as cepas clinicas testadas, exceto [Arg]* M-PONTX-Dg3a[1-15]

para K. pneumoniae.
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Considerando os resultados de CIM e CLM obtidos nos ensaios com
cepas ATCC e cepas clinicas, cabe destacar que houve reducéo dos valores de CIM
nas cepas clinicas em relacdo as cepas ATCC. Os peptideos [Arg]® M-PONTX-
Dg3a[1-15] e [Arg]* M-PONTX-Dg3a[l-15] apresentaram maior atividade
antimicrobiana para cepas clinicas, exceto para P. aeruginosas, onde foi observado
uma diminuicdo da CIM apenas para o peptideo primario (M-PONTX-Dg3a[1-15]).
Assim, é importante destacar a importancia de encontrar novas alternativas
terapéuticas para as infeccbes bacterianas causadas por cepas clinicas gram-
negativas.

Méleculas com potencial antimicrobiano podem apresentar efeitos
bacteriostaticos (impedem que 0s microrganismos se proliferem, mas ndo os
inativa), e bactericidas ( impedem o crescimento, multiplicacdo e capacidade
metabdlica, inativando o microrganismo) (HALUCH et al., 2020). De acordo com o0s
resultados obtidos neste estudo, o peptideo [Arg]? M-PONTX-Dqg3a[1-15]
apresentou um perfil bactericida tanto para as cepas ATCC quanto para as cepas
clinicas, sendo um peptideo bastante promissor com grande potencial
antimicrobiano.

O peptideo [Arg]* M-PONTX-Dg3a[1-15] apresentou um perfil bactericida
e bacteriostatico, pois para as cepas P. aeruginosa ATCC 27853 e E. coli ATCC
25922 apresentou perfil bacteriostatico, mas para K. pneumoniae ATCC 700603 foi
bactericida. Para as cepas clinicas os resultados de [Arg]* M-PONTX-Dq3a[1-15]
foram distintos das cepas ATCC. Com isso, podem ser sugeridas novos desenhos
com estratégias terapéuticas que combinem os peptideos antimicrobianos ([Arg]® M-
PONTX-Dg3a[1-15] e [Arg]* M-PONTX-Dq3a[1-15]) com antibiéticos ja disponiveis
no mercado farmacéutico, afim de aumentar a efetividade terapéutica e reduzir o
risco de resisténcia.

Os venenos de himendpteros (formigas, abelhas e vespas), contém peptideos curtos
gue muitas vezes séo citoliticos e hemoliticos, além de, microbicida, desgranulador
de mastocitos, (CEOLIN MARIANO et al, 2019; ROBINSON et al., 2018;
TOUCHARD et al., 2016). Nesse estudo, , o peptideo [Arg]® M-PONTX-Dg3a[1-15],
apesar de ter se mostrado esse promissor nos ensaios de CIM e CLM contra cepas
bacterianas gram-negativas, mostrou ser hemolitico, quando comparado com 0s

antimicrobianos ciprofloxacino e meropeném na concentracéo de 50 uM. [Arg]® M-
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PONTX-Dq3a[1-15] foi mais toxico 3 vezes do que o meropeném e duas vezes do
que ciprofloxacino,. Em relagdo ao peptideo [Arg]* M-PONTX-Dg3a[1-15], esse
também foi um peptideo promissor em ensaios anteriores, e na atividade hemolitica
seguiu mostrando um bom perfil, causando a metade da porcentagem de hemdlise,
se comparado ao meropeném, na concentracao de 50 uM.

Em Monteiro et al. (2023), foi avaliado a citotoxicidade dos mesmos
peptideos utilizados no presente estudo em células epiteliais renais isoladas de
macaco adulto (LLC-MK?2) e foi observado que os peptideos [Arg]* M-PONTX-Dg3a
[1-15] e [Arg]® M-PONTX-Dg3a[1-15] foram os mais téxicos, apresentando uma
reducdo da EC50 em 3,3 vezes para [Arg]® M-PONTX-Dg3a[1-15] e 4,5 vezes para
[Arg]* M-PONTX-Dg3a [1-15] em relagdo ao fragmento M-PONTX-Dqg3a[1-15].

No presente estudo, os dois peptideos promissores testados
apresentaram toxicidade para células renais HK2. O peptideo [Arg]* M-PONTX-Dqg3a
[1-15] foi menos téxico que o peptideo [Arg]® M-PONTX-Dg3a[1-15] para células
renais HK-2.0 peptideo [Arg]® M-PONTX-Dq3a[1-15] foi mais tdxico para células
renais, coincidindo com o resultado da sua atividade hemolitica. Comparando com
os resultados de ciprofloxacino e meropeném, que sdo antimicrobianos que ja estao
disponiveis no mercado e tem toxicidade renal controlada e mensuravel, € possivel
observar que [Arg]® M-PONTX-Dg3a[1-15] produz niveis de toxicidade elevados em
quase todas as concentragées testadas, , e [Arg]* M-PONTX-Dg3a[1-15] tem menor
toxicidade renal em duas concentragbes, 1,56 pM e 0,78 pM, enquanto o0s
antimicrobianos testados ndo apresentaram toxicidade nas concentracfes avaliadas.

E preciso destacar a toxicidade dos peptideos, devido a influéncia direta
no seu mecanismo de acdo. PAMs com efeitos tdxicos claros podem ser
classificados em peptideos de ligagdo ao receptor e peptideos ativos na membrana
(CHEN; LU, 2020). Em vez de matar diretamente as bactérias alvo, os peptideos de
ligacdo ao receptor exercem efeito através da modulagdo do sistema imunoldgico.
Com o aumento da concentracdo de PAMs, podem surgir efeitos fora do alvo e
podem ser desencadeadas doencas inflamatoérias cronicas adicionais (TAKAHASHI
et al., 2018).

Considerando as caracteristicas fisico-quimicas dos peptideos testados,
em um estudo recente de Pedron et al. (2020) substituicdes de Arg foram capazes

de aumentar a seletividade contra a cepa de T. cruzi, mas o peptideo substituido por
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Lys apresentou maior efeito e indice de seletividade ([Lys]3 -M-PONTX-Dg3a[1-15]).
Na posicao de substituicdo 3, Lys e Arg apresentaram quase 0S mesmos parametros
fisico-quimicos, porém mostraram grandes diferencas quanto aos seus efeitos
biolégicos, assim neste estudo o analogo de Lys substituido na posicdo 3
apresentou pouca atividade antimicrobiana, ndo sendo selecionado para os estudos
posteriores de sinergismo. Ja o analogo substituido por Arg apresentou atividade
antimicrobiana considerada neste estudo.

A cationicidade (carga liquida positiva) € uma importante caracteristica
fisico-quimica dos peptideos, que influencia as interacdes peptideo-membrana
modulando as interacBes eletrostaticas iniciais entre os PAMs e os fosfolipidios
carregados negativamente presentes nas membranas do microrganismo (PEDRON
et al., 2019). Os analogos substituido por arginina [Arg]3M-PONTX-Dq3a[1-15] e
[Arg]* M-PONTX-Dg3a [1-15] tém uma carga liquida positiva maior em 1 ponto do
gue M-PONTX-Dq3a[1-15]. Essa mudanca aumentou a atividade antimicrobiana dos
peptideos, conforme mostrado nos resultados tanto das cepas ATCC quanto das
cepas clinicas, mas também é observado o aumento da citotoxicidade e toxicidade
renal, como evidenciado nos ensaios de atividade hemolitica e toxicidade renal.

WLBU2 é um peptideo catidnico sintético que contém 24 aminodcidos,
sendo 13 de arginina, este apresentou um forte efeito antimicrobiano para biofilme
de Acinetobacter baumannii e Klebsiella pneumoniae, ambas MDR (ELSALEM et al.,
2022). Neste estudo, também foi possivel evidenciar a importancia do aminoacido
arginina na estrutura do peptideo, para aumento do seu potencial antimicrobiano,
provavelmente relacionado ao aumento da carga liquida e do momento hidrofébico
do peptideo quando ha a presenca deste aminoacido em maior quantidade e em
posicdes especificas na molécula.

Estudos de docking molecular realizados por Monteiro et al. (2022) com o
objetivo que encontrar os alvos moleculares responsaveis pelo mecanismo de acao
antitripanocida dos peptideos modificados de M-PONTX-Dg3a[1-15], evidenciaram
gue os peptideos substituidos com arginina que demonstraram maiores interacdes
com as enzimas testadas foram [Arg]® M-PONTX-Dq3a[1-15], [Arg]’ M-
PONTXDq3a[1-15], [Arg]*® M-PONTX-Dg3a[1-15] e [Arg]* M-PONTX-Dg3a[1-15].
Diante disto, € possivel pontuar que os peptideos substituidos por arginina em

posicbes estratégicas representam efeitos antitripanocidas e antimicrobianos
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acentuados, considerando ainda as caracteristicas fisico-quimicas dos analogos de
arginina, das quais valores de cationicidade e hidrofobicidade sdo elevados em
relacdo aos demais peptideos, permitindo uma maior interagdo com a membrana
plasmatica das bactérias e maior facilidade de penetracdo a elas, respectivamente,
tudo isso é somado para corroborar com os resultados obtidos, demonstrando o
maior potencial farmacolégico dos peptideos Arg]® M-PONTX-Dg3a[1-15] e Arg]* M-
PONTX-Dq3a[1-15].

Apesar de se apresentarem como 0s peptideos mais promissores nos
ensaios com as cepas ATCC e cepas clinicas, [Arg]® M-PONTX-Dg3a[1-15] e [Arg]*
M-PONTX-Dg3a [1-15] tem potencial bastante toxico tanto para eritrocitos (atividade
hemolitica) quanto para células renais do tipo HK-2. Com isso, € possivel pensar que
ainda seja necessario realizar ajustes estruturais, com a ajuda da tecnologia
farmacéutica, como por exemplo, o uso da nanotecnologia, que permite encapsular
moléculas, direcionando-as aos alvos terapéuticos de forma mais assertiva e
diminuindo a toxicidade/reacdo adversas causadas pelo seu acumulo em tecidos
nao-alvo. Como foi o caso da anfotericina B, que apresentava um potencial
nefrotéxico importante, além de outros efeitos colaterais indesejados, a qual foi
submetida a veiculacdo como lipossoma e teve seu efeito terapéutico pronunciado
sob os efeitos colaterais (TOLENTINO et al., 2021).
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8 CONCLUSAO

Os peptideos [Arg]® M-PONTX-Dg3a[1-15] e [Arg]* M-PONTX-Dg3a[l-
15], apresentaram maior efeito antimicrobiano para as cepas ATCC e clinicas
testadas, e a bactéria que apresentou maior sensibilidade foi a E. coli. O peptideo
[Arg]® M-PONTX-Dg3a[1-15] apresentou um perfil bactericida e [Arg]* M-PONTX-
Dg3a[1-15] apresentou um perfil bactericida e bacteriostético.

No presente estudo foi observado um efeito sinérgico entre ciprofloxacino
e os peptideos analogos [Arg]® M-PONTX-Dq3a[1-15] e [Arg]* M-PONTX-Dg3a[1-
15] sob cepa de E. coli ATCC 25922. Esses resultados abre perspectivas para
sugerir peptideos promissores para combina¢cdes com antimicrobianos utilizados no
mercado, contribuindo para diminuir a resisténcia bacteriana ao usar medicamentos
com mecanismos de acdo distintos e com dose reduzida.

, 0S peptideos analogos [Arg]® M-PONTX-Dqg3a[1-15] e [Arg]* M-PONTX-
Dg3a[1-15] apresentaram maior efeito terapéutico em relagdo ao peptideos parietal,
mas apresentaram efeito citotoxico aos eritrocitos e as células renais humanas,
assim outras modificagdes moleculares sdo necessarias para diminuir a toxicidade
destas moléculas. Ademais, poderdo ser propostos ajustes estruturais, com a ajuda
da tecnologia farmacéutica, permitindo encapsular moléculas, direcionando-as aos

alvos terapéuticos.
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