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RESUMO

Os antibioticos sdo farmacos utilizados no tratamento e prevencdo de infegoes
causadas por bactérias ou fungos. Devido a sua elevada eficacia, baixo custo e facil
acesso, as ultimas déecadas foram marcadas pelo uso excessivo destes farmacos. Como
consequéncia, bactérias e fungos acabaram por desenvolver resisténcia aos antibidticos
convencionais. O desenvolvimento de mecanismos de resisténcia e a propagacao de
estirpes resistentes a nivel mundial ameagam a salde publica de todo o mundo. De
acordo com a Organizacdo Mundial da Saude (WHO), a estirpe de Staphylococcus
aureus resistente a meticilina (MRSA) foi, em 2005, a principal causa das 94 000
infecOes hospitalares nos Estados Unidos da América, de que resultaram 19 000 mortes.
Mais recentemente, em 2013, foram identificados 480 000 novos casos de infe¢do pela
estirpe multi-resistente Mycobacterium tuberculosis (MDR-TB) em 100 paises. Assim
sendo, existe uma necessidade crescente de desenvolver novos e eficazes agentes
antimicrobianos, sobretudo com mecanismos de agdo diferentes dos usados pelos
antibidticos convencionais. SO desta forma serd possivel garantir que, num futuro
préximo, existirdo alternativas eficazes para curar infecdes graves e evitar, por exemplo,
que intervencdes medico-cirurgicas, mesmo as mais simples, se tornem procedimentos
de alto risco.

De acordo com o seu mecanismo de acdo, os antibiéticos podem ser classificados
como bacteriostaticos, quando inibem o crescimento bacteriano, ou bactericidas, quando
causam a morte das bactérias.

Os péptidos antimicrobianos (AMPs) tém ganho bastante visibilidade nas Gltimas
décadas. Este grupo de péptidos estd presentes em grande parte dos organismos vivos,
desde bactérias, fungos, plantas e diversos animais. Além disso, sdo elementos
fundamentais da imunidade inata da maioria dos organismos multicelulares. Ao
contrario dos antibidticos convencionais, 0s péptidos antimicrobianos tém um largo
espetro de acdo contra bactérias, fungos e virus, atuando atraves de mecanismos
frequentemente relacionados com a disrupcdo de membranas, ao contrario dos
antibiéticos convencionais cujos alvos principais sdo processos metabdlicos
intracelulares. Varios estudos indicam que o desenvolvimento de resisténcia bacteriana
contra AMPs é muito dificil porque as lesbes nas membranas lipidicas sdo dificilmente

reparaveis. Desta forma, os péptidos antimicrobianos tém sido propostos como solugéo



para contornar a problematica associada a crescente resisténcia bacteriana. Em termos
gerais, os péptidos antimicrobianos sdo caracterizados por serem pequenos (11 a 50
residuos de aminodcidos), possuirem carga global positiva devido & presenca de
aminoacidos carregados positivamente, tais como lisinas e argininas, e por adquirirem
uma estrutura anfipatica que os torna sollveis em ambientes aquosos sem impedir a sua
interagdo com membranas.

Os péptidos translocadores de membranas (CPPs) sdo, tal como os AMPs, um
grupo de péptidos bioativos em membranas. Estas moléculas sdo capazes de translocar
membranas bioldgicas sem as destruir, e por isso tém sido utilizados como vetores de
transporte de outras moléculas para o interior das células. Os CPPs partilham varias
caracteristicas estruturais com os AMPs, como a presenga de cargas positivas em
excesso e o facto de ambos serem moléculas anfipaticas, o que tem impulsionado o
estudo de CPPs como possiveis AMPSs, e vice-versa.

O principal objetivo deste trabalho foi validar experimentalmente a hipotese de que
as proteinas estruturais de virus sdo uma fonte rica em sequéncias de potenciais péptidos
antibacterianos. A atividade antibacteriana de dezasseis AMPs e sete CPPs obtidos a
partir de proteinas estruturais de diferentes virus, foi determinada em quatro estirpes
bacterianas, duas Gram-positivas, Staphylococcus aureus ATCC 25923 e Methicillin-
resistant Staphylococcus aureus ATCC 33591 (MRSA), e duas Gram-negativas,
Escherichia coli ATCC 25922 e Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853. As estirpes
Staphylococcus aureus ATCC 25923 e Escherichia coli ATCC 25922 foram
selecionadas para este estudo pois sdo frequentemente utilizadas como estirpes de
referéncia para Gram-positiva e Gram-negativa, respetivamente. A estirpe Methicillin-
resistant Staphylococcus aureus ATCC 33591 foi selecionada pois, além de representar
uma estirpe cujas infecdes tém taxas de mortalidade muito elevadas, permite introduzir
uma bactéria resistente no estudo. A estirpe Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 foi
testada uma vez que representa a principal bactéria Gram-negativa causadora de
infecGes em ambientes hospitalares. Através da determinacdo da concentra¢cdo minima
inibitéria (MIC), trés péptidos revelaram elevada atividade antibacteriana contra todas
as estirpes testadas: o VAMP 059, com valores de MIC entre 0.78 uM e 6.25 pM; o
VvCPP 0769, com valores de MIC entre 3.13 uM e 25 uM; e o vVCPP 2319, com valores
de MIC entre 1.56 uM e 3.13 uM. Para os trés péptidos mais ativos foi determinada a
concentra¢do minima bactericida (MBC). O péptido vCPP 2319 revelou ser bactericida

contra todas as estirpes testadas, com um valor de MBC de 3.13 uM. O péptido VAMP



059 mostrou ter uma acdo bacteriostatica contra Escherichia coli ATCC 25922, com um
valor de MBC igual a 25 puM, mas bactericida para as restantes bactérias testadas, com
valores de MBC entre 1.56 pM e 6.25 pM. Por fim, o péptido vCPP 0769 revelou ser
bactericida contra as duas estirpes Gram-negativas testadas, com valores de MBC entre
50 UM e 6.25 uM, mas bacteriostatico contra as duas estirpes Gram-positivas, com um
valor de MBC superior a 100 uM. Para os péptidos VAMP 059 e vCPP 2319, com acéo
bactericida contra Staphylococcus aureus ATCC 25923 e Pseudomonas aeruginosa
ATCC 27853, determinou-se a cinética de morte. Para tal, foram realizados dois
métodos distintos: 1) Um método convencional baseado na contagem de colonias
bacterianas obtidas apds diferentes tempos de atuacéo de cada péptido. Para este ensaio,
testou-se as bactérias Staphylococcus aureus ATCC 25923 e Pseudomonas aeruginosa
ATCC; 2) Um método inovador que permite seguir a cinética de morte bacteriana em
tempo real por citometria de fluxo através da marcacdo de bactérias com o kit de
viabilidade celular “live/dead”. Uma vez que as sondas que constituem o kit “live/dead”
permitem distinguir rapidamente bactérias vivas, com a membrana intacta, de bactérias
mortas, com a membrana permeabilizada, este método também permite determinar se 0s
péptidos tém capacidade de permeabilizar a membrana bacteriana. Para este ensaio
testou-se o efeito dos péptidos na bactéria Gram-positiva Staphylococcus aureus ATCC
25923. De acordo com os resultados obtidos pelo método convencional, o péptido
VAMP 059 revelou atuar por um mecanismo de morte rapido para Staphylococcus
aureus ATCC 25923, conseguindo matar 99.9% das bactérias em 5 minutos, e para
Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853, conseguindo matar 99.4% das bactérias em 2
horas. O ensaio da citometria de fluxo confirmou uma cinética de morte rapida contra
Staphylococcus aureus ATCC 25923, e além disso, provou que o péptido vVAMP 059
causa permeabilizacdo da membrana celular desta estirpe. Relativamente ao péptido
VCPP 2319, e de acordo com 0 método baseado na contagem de col6nias, a sua cinética
de morte também revelou ser rdpida para as duas estirpes testadas, Staphylococcus
aureus ATCC 25923 e Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853, conseguindo matar
98.8% e 99.5% da populagdo bacteriana, respetivamente, ao fim de 4 horas de atuacéo.
O ensaio de citometria confirmou uma cinética de morte rapida para Staphylococcus
aureus ATCC 25923, e estabeleceu que o péptido vCPP 2319 atua por um mecanismo
de morte baseado na permeabilizacdo da membrana desta estirpe.

Os dados obtidos permitem concluir que os virus sdo fontes de péptidos

antibacterianos, sendo que se encontrou um AMP com elevada atividade antibacteriana.



Também se confirmou que a dicotomia entre CPPs e AMPs ¢ ténue; de uma biblioteca
de sete CPPs, dois CPPs revelaram elevada atividade antibacteriana. Os trés AMPs
encontrados tém atividade elevada e um espetro de acdo alargado, embora com modos

de atuacdo diferentes.
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