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RESUMO

O aumento da quantidade de microrganismos resistentes a agentes antimicrobianos
convencionais e a auséncia de descoberta de novos antimicrobianos ¢ uma preocupagao
crescente na comunidade cientifica, onde, possivelmente, as praticas clinicas utilizadas
atualmente ndo serdo eficazes no tratamento de infec¢des, que podem ser causadas por
patogenos de diversos tipos, em um futuro proximo. Peptideos antimicrobianos (AMPs)
demonstram uma op¢do em potencial para o tratamento destas infec¢des, diretamente,
por meio da sua capacidade de causar morte celular, ou indiretamente, que ocorre por
meio da sua interagdo com o sistema imune. S3o encontrados na maioria das formas de
vida, compondo parte do sistema imune inato contra patdgenos invasores ¢ podem atuar
de diversas maneiras, contra um amplo espectro de microrganismos encontrados no

ambiente como fungos, virus e bactérias, as quais sdo o enfoque desta revisao.

Palavras chave: Peptideos Catidnicos Antimicrobianos, Parede Celular, Resisténcia

Microbiana a Medicamentos, Imunidade Inata.



ABSTRACT

The increasing number of microorganisms resistant to conventional antimicrobial agents
and the lack of discovery of new antimicrobials is a growing concern in the scientific
community, where, possibly, the currently used clinical practices will not be effective in
the treatment of infections, which can be caused by pathogens of various types, in a near
future. Antimicrobial peptides (AMPs) demonstrate a potential option for the treatment
of these infections, directly, through their ability to cause cell death, or indirectly, that
occur through their interaction with the immune system. They are found in most life
forms, forming part of the innate immune system against invading pathogens and may
act in a variety of ways against a broad spectrum of non-environmentally-found

microorganisms such as fungi, viruses and bacteria, which are the focus of this review.

Keywords: Antimicrobial Cationic Peptides, Cell Wall, Microbial Drug Resistance,

Innate Immunity.



1. INTRODUCAO

Peptideos com atividade antimicrobiana (AMPs) sdo encontrados em todas as formas de
vida (Zasloff; 2002) e fazem parte da defesa inata dos organismos. Seu tamanho pode
variar de entre 10 a 150 aminoacidos, com uma carga elétrica dentro de um intervalo de
-3 até +20, o que ¢ essencial para a ligacdo com a célula-alvo. A maioria dos AMPs sdo
catidnicos e anfipaticos. Apesar de possuirem algumas diferengas na composi¢cao de
aminoacidos (com a predominancia de aminodcidos especificos, como prolina ou
triptofano) ou em sua estrutura (como presenca ou nao de a-hélice ou pontes dissulfeto)
apresentam elevada homologia. Segundo o banco de dados de AMPs (Wang, Li e
Wang; 2016) existem 2817 peptideos com potencial antimicrobiano; estes peptideos
englobam um amplo espectro de agdo contra diferentes patdgenos (bactérias, virus,
fungos, protozoarios), e também atuam como inseticidas, espermicidas até mesmo no
tratamento de feridas e tumores. Outros ainda possuem ac¢do antioxidante, apoptotica ou
atuam como inibidores de proteases. Destes, hd a descrigdo de 116 AMPs humanos
(Wang; 2014), isolados de tecidos e superficies epiteliais como pele, olhos, cavidade
oral e auricular, intestino e sistemas nervoso e urinario. Os AMPs possuem diferentes
focos de a¢do como paredes celulares internas e externas ou penetrando a célula-alvo
(com a finalidade de se ligar em estruturas intrinsecas para seu funcionamento); podem

ainda atuar nas células de defesa, promovendo a¢cao imunomodulatoria.



2. CLASSIFICACAO

AMPs podem ser classificados em: 1) catelicidinas (LL-37, Indolicidina), ii) defensinas
(a-defensinas, B-defensinas e 0-defensinas) e iii) peptideos derivados da Lactoferrina

(Lactoferricina — LFcin e Lactoferrampina — LFampin).
2.1 Catelicidinas

Em humanos, somente uma catelicidina, denominada LL-37, estd presente. Esta
molécula deriva da clivagem da por¢do C-terminal e substituicdo de trés aminoacidos de
seu precursor, hCAP18, uma pré-proteina de 18 kDa. Codificado pelo gene camp
(encontrado nos éxons 1-4 do cromossomo 3p21), o precursor de LL-37 foi inicialmente
isolado a partir de neutrofilos (Larrick et. al.; 1995, Agerberth et al.; 1995, Cowland et
al.; 1995, Gudmundsson et al.; 1996), mas também pode ser encontrado em outras
células como mieldcitos e metamielocitos (Sorensen et al.; 1997), células epiteliais —
como queratindcitos, nas glandulas sudoriparas, saliva, testiculos e em mastécitos, (Di

Nardo et al.; 2003, Frohm et al.; 1996, Cowland et al.; 1995).

Ap0s a passagem por neutrofilos, as catelicidinas sdo transformadas em peptideos ativos
(Braff et al.; 2005), que apresentam atividade contra bactérias, fungos, virus e células
cancerigenas, além de uma possivel atividade quimiotatica para células de defesa como
neutr6filos, mondcitos e linfocitos T (De et al. 2000). Reparagdo de tecidos e cura de
feridas também fazem parte das fun¢des da LL-37 apds estimulo inflamatério, lesdo ou
infeccdo, onde os queratindcitos ativados ddo o inicio ao aumento da expressdao de
peptideos, além da j& citada LL-37, defensinas como hBD-2 e hBD-3 (“human -
defensin”) (Dorschner et al.; 2001). LL-37 também esta presente no muco que reveste

as vias aéreas, originando-se dos neutréfilos que chegam ao local apds estimulo, além
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de induzir apoptose em células epiteliais e estimular angiogénese a partir do aumento da

proliferacdo de células epiteliais (Koczulla et al.; 2003).

LL-37 ¢ anfifilica ou anfipatica, ou seja, uma molécula catidnica que possui uma
cadeia de hidrocarbonetos nao ramificados, com um polo hidrofilico (polar) e outro
hidrofobico/lipofilico (apolar). Em pH fisiolégico, possui carga elétrica positiva de +6 .
A por¢do N-terminal ¢ hidrofobica, e também possui uma estrutura em o-hélice. A
atividade de LL-37, como qualquer peptideo, ¢ dependente do pH e da composicdo
i6nica do meio em que estd inserido, uma vez que estes fatores sdo capazes de alterar
sua estrutura, afetando sua atividade. Em pH <5, LL-37 comega a perder sua
conformidade estrutural original e em pH 2, esta ¢ completamente desordenada.
Entretanto, a estrutura em a-hélice ¢ conservada mesmo em pH alcalino (13). A
conservacdao da a-hélice ¢ essencial para a atividade do peptideo contra patdogenos
(Johansson et al.; 1998). LL-37 possui a capacidade de permeabilizar membranas de
microrganismos invasores, de maneira rapida e com um variado espectro de agdo,
incluindo bactérias gram positivas, gram positivas, fungos e virus (Gennaro e Zanetti,
2000). O método de interagdo com a camada lipidica depende do tipo de membrana
apresentada pela célula, seja ela unica (atuacdo eletrostatica), dupla (formacao de
interdigitagdes) ou qualquer outra conformacao que possa ser encontrada (Sevcsik et al.
1998). Também podem ser capazes de gerar poros na superficie de bicamadas lipidicas.
Estes poros assemelham-se com o modelo toroidal de rompimento de membranas

(Wildman et al. 2003).

Outro membro da classe das catelicidinas ¢ a Indolicidina. Foi primeiramente isolada a
partir de neutréfilos bovinos e contém 13 residuos de aminoacidos, onde a estrutura
principal ILPWKWPWWPWRR-Am), passa por um processo denominado amidacao,

com a perda do grupamento -OH da por¢do terminal carboxila (-COOH), que ¢
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substituido por um grupamento amina (-NH). Indolicidina possui uma alta porcentagem
molar de residuos de triptofano (cinco aminoacidos ou 39%), prolina (trés aminoacidos
ou 23%), e uma porcao C-terminal, responsavel pelo potencial antimicrobiano. A regido
C-terminal ¢ varidvel enquanto a por¢ao N-terminal ¢ idéntica aos seus precursores. Ao
contrario de outros peptideos, ndo possui uma a-hélice e estrutura B, estando disposta
linearmente. (Selsted et al.; 1992, Zanetti et al.; 1995). Possui atividade contra bactérias
Gram-positivas e Gram-negativas (Selsted et al.; 1992), fungos (Ahmad et al. 1995,
(Subbalakshmi et al. 1996), protozoarios (Aley et al. 1994), e anti-HIV (Robinson et al.
1998). Acredita-se que a atuacdo seja por meio do rompimento de membranas, apesar
do mecanismo de agdo ainda ndo estar completamente elucidado. A Indolicina pode
desestabilizar a membrana externa e citoplasmatica, mas sem levar a lise celular. Outros
peptideos, que também tem como alvo as paredes celulares de células microbianas, tem
como mecanismo de acdo a formagdo de poros, o que ndo ocorre com a Indolicidina
(Falla et al. 1996, Végh et al.; 2011). Indolicidina também possui a capacidade de se
ligar e envolver a dupla hélice do DNA, impedindo replicagdo e transcri¢ao, indicando
um potencial antibacteriano a ser estudado (Ghosh et al.; 2014); entretanto, Indolicidina
apresenta toxicidade contra eritrocitos (Ahmad et al.; 1995) e linfocitos T (Schluesener
et al. 1993; Ebbensgaard et al.; 2015, Jindal et al. 2015), que pode ser reduzida, sem
perder a atividade antimicrobiana, por meio de diferentes métodos como a substituicdo
dos residuos de lisina por prolina (Zhu et al. 2006), troca da posicdo do residuo de
triptofano, presente na por¢ao hidrofobica da hélice anfipatica (Rekdal et al.; 2012) ou
por meio de ciclagem (Matsuzaki et al. 2009). Novos compostos derivados, com a
propriedade antimicrobiana mantida ou melhorada, e com reducdo da citotoxicidade,
foram criados buscando alternativas para as possiveis limitagdes da Indolicidina

(Subbalakshmi et al.; 1996, Falla and Hancock 1997, Tsai et al. 2009).



2.2 Defensinas

Defensinas sdo peptideos cationicos, anfipaticos e relativamente pequenos (29-42
residuos de aminoacidos) e como outros peptideos, também fazem parte da defesa inata
do organismo. Podem ser classificados, usando como parametro estrutura e a

conformidade das ligac¢des dissulfeto, em a-, -, e 6-defensinas.

a-defensinas: em humanos, ha a expressdo de seis a-defensinas, das quais quatro sao
encontrados em granuldcitos, especificamente neutrofilos (HNP, “human neutrophile
peptide”, 1-4) (Ganz et al. 1985) mas também podem ser expressas em outras células de
defesa como mondcitos/macréfagos, células “neutral killer” (NK), alguns tipos de
linfocitos T e B e em células dendriticas imaturas (revisado por Selsted e Oullette; 2005,
Pagzier et al.; 2007) e o restante em células de Paneth (HD5 e HD6, “human defensins”,
5 e 6) e em células do trato geniturinario (revisdo por Wilson et al.; 2013). Junto ao
grupo das [-defensinas, compdem cerca de 5% das proteinas encontradas nos
neutr6filos humanos (Kagan et al.; 1994). Sao peptideos pequenos (3-4 kDa) e HNP-1 ¢
o mais predominante entre os granulos azurofilicos de neutréfilos, os quais se fundem
ao fagossomos liberando os peptideos na membrana do microrganismo (Ganz et al.;

1993, Lehrer et al.; 1993).

- HNP-1

Um dos membros da familia das a-defensinas ¢ HNP-1. A sequéncia possui 30
aminoacidos, com estrutura semelhante a outras defensinas derivadas de neutréfilos
(HNP 2 e 3) e em pH 7 possui carga positiva (Selsted et al.; 1985). Possui um amplo
espectro de a¢do contra diversos microrganismos como fungos, bactérias, virus e possui

funcdo imunomodulatoria, quimiotatica e estimula ativacdo de mastocitos (revisado por
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Pazgier et al.; 2007, Wilson et al.; 2013). Estruturalmente, possui conforma¢do em
folha-B, organizada por meio de trés pontes dissulfeto, as quais possuem papel essencial
na manutengdo da atividade antimicrobiana do peptideo. Esta conformacdo estrutural
possui a capacidade de manter a estabilidade in vivo, evitando que ocorra a degradagao

proteolitica.

O principal método de acdo de defensinas ¢ a lise celular por meio de permeabilizagdo
de membranas (Lehrer et al. 1993). Ha a formagdo de poros, levando ao extravasamento
de metabolitos. A formacdo dos poros pode ser explicada pela associacdo de cargas
opostas onde o peptideo ¢ catidnico e as membranas sdo carregadas negativamente.
Especificamente, as regides ricas em grupos arginina do peptideo induzem a formacgao
dos canais, apds a ligagdo com os fosfolipidios de membrana (Lehrer et al.; 1993, Dong

et al. 2016).

Microrganismos podem utilizar de protedlises como mecanismo de resisténcia, com o
objetivo de impedir a acdo de peptideos catidnicos, mesmo considerando o potencial
anfipatico em sua interacdo com membranas de patégenos. Entretanto, a manutenc¢ao da

viabilidade do AMP dependera de sua conformacao estrutural (Lehrer e Lu; 2012).

HNP-1 também pode se ligar em peptiglicanos precursores da sintese da membrana
celular, impedindo a sua atuacdo. O bloqueio da sintese afeta tanto a formagao estrutural

da membrana, quanto sua funcionalidade (de Leeuw et al.; 2010)

B-defensinas: Inicialmente isoladas do epitélio traqueal bovino (Diamond et al.; 1991),
atualmente sdo encontradas até 31 B-defensinas em humanos (Jones e Bevins; 1993,
Porter et al.; 1997). Estdo presentes em diversos tecidos como peles e mucosa em

contato com o ambiente, sendo também produzidas nos monocitos, macroéfagos, em



algumas células dendriticas e no trato reprodutivo masculino (Pazgier et al.; 2006,

Yamaguchi et al.; 2002).

0-defensinas: ndo sdo encontradas em humanos, mas em outros mamiferos, como
macacos da familia Cercopithecidae e orangotangos (Nguyen et al.; 2003). Apesar de
humanos expressarem o mRNA codificante das 0-defensinas, mutacdes inserindo stop-
codons prematuramente nos genes impedem a traducdo e a produ¢do do precursor dos

peptideos (Nguyen et al.; 2003, Cole et al.; 2002, Tang et al.; 1999).

3. LACTOFERRINA
3.1 Estrutura e ligagio com Fe’*

Lactoferrina Humana (hLF) ou Lactotransferrina ¢ uma glicoproteina bilobal (80 kDa),
monomérica e conservada em uma cadeia polipeptidica unica , encontrada no soro do
leite (Baker; 1994, Querinjean et al.; 1971, Legrand et al.; 2008). hLF ¢ constituida por
dois lobos homoélogos (37%), com cerca de 40 kDa cada; a por¢do N-terminal contém
os residuos 1-338 e a C-terminal engloba os residuos 339-703. Cada lobo possui dois
dominios (N1/N2 e C1/C2, respectivamente), uma regido responsavel pela ligacdo com
o ferro, localizada na fenda entre os dominios de cada lobo e um sitio de glicosilagdo
(aminoacidos 137-490). Os dois lobos sdo conectados por uma regido mével que possui
regides com estrutura de o-hélice (aminoacidos 333-343 na hLF), possibilitando
flexibilidade a molécula (Shanbacher et al.; 1992, van der Strate et al.; 2001). Apesar da
similaridade entre as estruturas lobais, sequéncias especificas determinam algumas
funcionalidades diferentes. O lobo N-terminal ¢ responsavel pela fun¢do antimicrobiana
enquanto a por¢ao C-terminal ¢ ligada ao potencial terapéutico em doengas como

gastropatias causadas por anti-inflamatorios ndo esteroidais (Mir et al. 2009), diabetes

7



(Mir et al. 2010), regeneracdao de feridas na cornea (bLF) (Ashby et al. 2011) e acgdo

antiviral, inibindo a acao de virus Influenza (bLF) (Ammendolia et al. 2012).

Transferrinas também podem ser encontradas em outras espécies como bovinos (bLF)
(Haridas et al.; 1994, Moore et al.; 1997), bufalos (Karthikeyan et al.; 1999,
Karthikeyan et al.; 2000), equinos [Sharma et al.; 1999(a), Sharma et al.; 1999(b)],
camelos (Khan et al.; 2001), galindceos (Kurokawa et al.; 1995), coelhos (Bailey et al.;
1988), patos (Rawas et al.; 1996), entre outros (Conesa et al.; 2008), com alguma
similaridade estrutural, porém o uso clinico em humanos pode ndo ser apropriado

(Sanchez et al.; 1992).

Lactoferrina possui homologia com outras proteinas da familia das transferrinas,
como a transferrina humana sérica (sTF, “human serum lactotransferrin) (59%) e a
ovotransferrina (49%), encontrada na albumina de ovos de galinhas. Também
compartilham os mesmo sitios de ligagdo com metais (2 Tyr, 1 His, 1 Asp e um ion
CO32-) (Metz-Boutigue et al.; 1984, Baker; 1994). hLF também possui a capacidade de
se ligar com outros metais de transi¢do (Cr’*, Mn’", Co’", Cu*, A’ e Ga’") e outros
cations como lantanideos e actinideos no lugar de Fe’* porém a conformagio fechada
pode ser encontrada somente em LFs ligadas a metais. Apesar da hLF se ligar com
metais com afinidade menor em relacdo ao Fe’’, a estrutura se mantém intacta,
evidenciando a estabilidade na capacidade de transporte de ions (Kumar et al.; 2000,

Smith et al.; 1992, Smith et al.; 1994).

Enquanto sTF possui capacidade quelante apenas em pH fisiologico (Baker; 1994,
Aisen e Leibman; 1972), hLF mantém sua capacidade de ligagdo ao Fe’* mesmo em pH
acido (3.5). Em comparagdo, sTF perde esta habilidade em pH 5.5 (Mazurier e Spik;

1980), demonstrando maior versatilidade e melhor potencial bacteriostatico e



antioxidante da hLF quando comparada com a capacidade de retencao do ferro ja ligado
a proteina sTF (Baker e Baker; 2012). Quando Fe’" ndo est4 ligado a transferrinas, ele

se encontra altamente insoluvel e facilmente hidrolisavel (redugdo em Fe™").

hLF ¢ secretada pela maioria das células epiteliais, em diversas das secre¢des exocrinas,
na sua forma livre de ferro (Apo-hLF, apo- human lactoferrin) e se liga com ions de
ferro férrico (Fe’") até sua forma saturada (holo-hLF). Apo-hLF e holo-hLF possuem
conformagdes “abertas” e “fechadas”, respectivamente (Gifford et al.; 2012). Somente
cerca de 30% da hLF encontrada no plasma ¢ saturada em ferro, enquanto as formas
mais encontradas sdo Fe2hLF (hLF diférrica) em 27% e FeNhLF (N monomérico) em

23% (Williams e Moreton; 1980).

Apesar de ndo haver um consenso a respeito da liberagao do ferro pela hLF in vivo, este
mecanismo aparenta funcionar por meio de degradacdo/desnaturacio da LF ou
modifica¢des na estrutura do receptor (Baker e Baker; 2012). Em pH neutro, TFR
(transferrin receptor), um receptor especifico (Eckenroth et al.; 2011) e essencial no
transporte do Fe’', faz o carreamento até o meio intracelular (Trowbridge e Omary;

1981, Aisen e Sarkar; 1983).

A endocitose ocorre apoés a ligacdo de duas moléculas de Fe;hLF no receptor de
membrana TFR, as quais serdo internalizadas por meio de uma vesicula revestida por
clatrina, formando endossomas. Estas vesiculas contendo os complexos Fe,hLF-TFR
sdo acidificadas, por meio de uma bomba de H', alterando o pH intravesicular para
cerca de 5.5, o que desfaz a ligagdo da hLF com Fe’*, levando a liberagio de Fe*" no
meio intracelular. O complexo hLF-TFR se mantém estavel, ou seja, a ligacdo, com
afinidade nanomolar (nM), possui alto nivel de afindade (Aisen et al.; 2001), mesmo

apos a diminuicao do pH. Os complexos sdo externalizados por meio de exocitose, para



que possam ser reutilizados em novos ciclos (Richardson e Ponka, 1997, Frazer e

Anderson; 2013).

Apoés a quebra da ligagdo com Fe;hLF e acdo de enzimas redutoras, realizando a
oxidagdo do ferro férrico liberado, em ferro ferroso (Fe*") no meio vesicular, ha a agio
de um transportador seletivo para Fe** denominado por meio de Dmt (“divalent metal
transporter 1”), um transportador de membrana apical, o qual é seletivo para Fe*"
(Fleming et al.; 1997, Fleming et al.; 1998, Gunshin et al.; 1997, Wang e Pantopoulos;
2011), o qual leva o Fe*" para o meio intracelular, para sua utilizagdo nos processo

metabolicos (Frazer e Anderson; 2013,Recalcati et al.; 2017).

A via de regulagao primaria em casos de esgotamento de ferro ¢ o aumento da absorc¢do
(Fe’ ou Fe*") da dieta ou transferrinas, especialmente por meio de Dmt, ferroportina e
suas oxidoredutases, levando o ferro obtido na dieta para os tecidos periféricos. Apesar
de n3o haver um consenso a respeito da liberagdo do ferro pela LF in vivo,
aparentemente ocorre somente por meio de degradagdo/desnaturagdo da LF ou

modificac¢des na estrutura do receptor (Baker e Baker; 2012).
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Figura 1 — Adaptado de Richardson e Ponka; 1997: Esquematizagdo da absor¢io de Fe*" por meio de
endocitose mediada por TFR. Complexo hLF-TFR ¢ internalizado em um endossoma e liberado
ap6s a diminui¢do do pH, por meio de uma bomba de H'-ATPase. Apos a internalizagdo da vesicula
e liberagdo do Fe*" no meio intracelular, o complexo se mantém ligado e é externalizado por meio de
exocitose. O Fe*" internalizado pode ser utilizado no metabolismo intracelular ou armazenado em
forma de ferritina.

3.2 Clivagem em peptideos e acdo antimicrobiana
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Acreditava-se que o potencial antimicrobiano da LF ocorria por meio da quelacdo do
ferro, diminuindo a concentragdo extracelular disponivel para o microrganismo. Apesar
da proteina integra ndo possuir atividade antimicrobiana efetiva, os peptideos derivados
da clivagem enzimatica, por meio da pepsina estomacal, da Lactoferrina possuem amplo
espectro de agdo (Bellamy et al.; 1992), provavelmente devido as alteragdes estruturais
que permitem melhor atividade na ligagdo com membranas bacterianas. Apesar da
simplicidade, alguns residuos e estruturas sdo essenciais para as atividades especificas
destes peptideos. Um destes peptideos ¢ a Lactoferricina (LFcin), que ¢ derivada da
clivagem da bLF (LFcinB) ou hLF (LFcinH), contendo as regides 17-41, na LFcinB, ou
1-47 na por¢do N-terminal da LFcinH, intactas (Metz-Boutigue et al.; 1984, Bellamy et
al.; 1992) e, possivelmente, pode ser encontrada naturalmente no trato gastrointestinal
(Kuwata et al.; 1998a, Kuwata et al.; 1998b). LFcinH e LFcinB s3o carregadas
positivamente mas possuem grandes divergéncias em relagdo as sequéncias, o que ¢
relacionado a baixa homologia das formas integras de hLF e bLF, com apenas 69% de
similaridade entre as sequéncias (Baker et al.; 2000) e também divergem em sua

conformagao tridimensional.

LFcinH mantém a estrutura da hLF completa e a a-hélice ¢ conservada, mantendo sua
capacidade anfipatica, apropriada para penetracdo e uma possivel capacidade de
translocag¢do do peptideo por uma membrana lipidica, indicada pela dissolu¢do em um
solvente similar as condigdes de membrana (Hunter et al.; 2005). A retencao da a-hélice
na LFcinH pode ser explicada por seu maior tamanho em relagdo a LFcinB, permitindo
uma maior estabilidade da hélice, que se perde na LFcinB, pela maior quantidade de
pontes de H (Hunter et al.; 2005, Gifford et al.; 2005). Ou seja, enquanto a LFcinB
altera sua conformacdo para uma estrutura de folha-f em solugdes que imitam

condigdes de membrana, LFcinH forma uma estrutura helical, caracterizando uma
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capacidade de interacdo com a célula-alvo menor (revisdo por Fernandes e Carter;
2017). Peptideos derivados da LFcin, com sequéncias mais curtas, também possuem
atividade contra diversos microrganismos (revisdao por Gifford et al.; 2005, Vogel;

2012, Bruni et al.; 2016, Ng et al.; 2015, Fernandes e Carter; 2017).

Outro membro da familia dos peptideos ¢ a Lactoferrampina (LFampin), contendo os
residuos 268-284, ¢ encontrada no dominio N1 da por¢cdo N-terminal da bLF. Os
primeiros 11 aminoéacidos da Lactoferrampina Bovina (LFampinB) formam uma
estrutura de o-hélice e assim como a LFcinB, ¢ anfipatica, em meios similares as
micelas das membranas (van der Kraan et al.; 2004, Haney et al; 2007). Entretanto, a
Lactoferrampina Humana (LFampinH) derivada da mesma regido da hLF, ¢ inativa
(Haney et al.; 2009). Ha outras variacdes da LFampinB, com diferentes quantidades de
residuos e com atividades diferentes, como por exemplo LFampin 265-284, contendo 3
residuos adicionais (Asp-Leu-Ile), com menor atividade, porém, com maior espectro de

atuagdo (van der Kraan et al.; 2006).

3.3 Mecanismo de A¢do da Lactoferrina, Lactoferricina e Lactoferrampina

Logo apds sua caracterizagdo, era suposto que hLF atuava por meio de sua capacidade
de quelar fons metalicos, especialmente Fe’*, os quais sdo essenciais para a manutengio
da atividade celular. Entretanto, apos estudos detalhando as suas diferentes regides,
houve a descoberta da atividade dos diferentes lobos (N e C-terminal), que permitem o
amplo espectro de atuagdo da hLF (Yen et al.; 2011). Devido a presenga de aminoacidos
carregados positivamente no lobo N-terminal, hLF possui predisposi¢do a se ligar com
estruturas carregadas negativamente, como ocorre em membranas celulares bacterianas,

onde os lipopolissacarideos (LPS), em bactérias gram-negativas, e acidos teicoicos e
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lipoteicoicos, encontrados em bactérias gram-positivas, sdo alvos de interacdo da hLF,
por possuirem cargas negativas (Ling e Schryvers; 2006, Yen et al.; 2011). hLF também
demonstrou capacidade proteolitica, demonstrada pela diminui¢do da acdo de fatores de
viruléncia de E. coli enteroagregativa (EAEC), devido a degradacdo de adesinas de

superficie (Ochoa et al.; 2006).

As ferricinas liberadas apds a clivagem da hLF tem mecanismos de acdo similares,
geralmente por meio da interagdo com componentes de membrana, levando ao
rompimento e subsequente morte celular. A LFcin ¢ capaz de afetar estruturalmente
membranas bacterianas, devido a interacdo com LPS, removendo-o da estrutura de
membranas citoplasmadticas, causando inibi¢do da biossintese molecular e como
resultado ocorre a morte celular (Sinha et al.; 2013). Este modelo de interagdo celular
tem sido vastamente estudado com LFcinB, onde ha a despolarizagdo da membrana mas
sem lise celular ou vazamento de lipossomas (Ulvatne et al.; 2001). A despolarizacao de
membranas gera o desequilibrio eletroquimico intracelular, onde h4 impacto direto no

metabolismo do microrganismo (Gifford et al.; 2005).

O mecanismo de a¢do da LFampinB se baseia na permeabilizagdo da membrana, que
ocorre em um mecanismo similar a um detergente, ou seja, causa a diminuicdo da
tensdo superficial da membrana celular bacteriana, efeito o qual faz com a bicamada
lipidica se desestabilize formando vesiculas. A célula mantém a sua forma devido a

presenca da parede celular a qual “segura” os componentes (Kraan et al.; 2005).

4. AMPS E IMUNOMODULACAO

Substancias, bioldgicas ou sintéticas, que sdo capazes de modular a intensidade da

resposta imune de um organismo, sdo denominadas imunomodulatorias (Ahmad et al.;
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2010). AMPs possuem capacidade imunomodulatéria contra uma grande variedade de
invasores, atuando maneiras diferentes. LL-37 ¢ capaz de induzir a migragdo de células
fagociticas, como monocitos e neutrofilos, linfocitos e queratindcitos, em lesdes
teciduais, participando diretamente na capacidade regenerativa tecidual e na protegdo
contra microrganismos. Também estimula a diferenciacdo de células dendriticas
(Davidson et al.; 2004, Yang et al. 2000, Carretero et al.; 2008). Também participa na
liberagdo de citocinas e quimiocinas por meio de diversas vias de sinaliza¢do, como por
exemplo, a via do fator nuclear kappa B (NF-xB) (Pistolic et al.; 2009). HNP-1 induz a
atracdo de diversas células que compde o sistema imune como mondcitos, células

dendriticas, linfocitos T CD4+ e CD8+ (Martin et al.; 2015).

Lactoferrina por sua vez interage com mondcitos e neutrdfilos, estimulando a migragdo
para o local da infeccdo, pode ativar células apresentadoras de antigenos, como células
dendriticas e células fagociticas e pode aumentar a intensidade da resposta imune gerada
por meio de linfocitos T (de La Rosa et al.; 2008). LF também atua em linfécitos B, os
quais devido a seu potencial apresentador de antigenos, gera o aumento do nivel de
anticorpos na resposta imune humoral adaptativa (Siqueiros-cendon et al.; 2014). LF
modula a expressao de citocinas pro-inflamatorias, por meio da via NF-xB (Haversen et

al.; 2002)

Os peptideos derivados da lactoferrina também possuem atividade imunomodulatoria.
bLFcin e hLFcin podem induzir um aumento na liberacdo de interleucina-8 (IL-8)

derivada de neutréfilos (Shinoda et al.; 1996).
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5. ANEXOS

AMPs
f . )
J Porgho catidnica t=0.1ns-ns 1! etapa: Adsorgdo na superficie do LPS por

Nucleo hidrofobico meio de interagdes eletrostaticas;

2% etapa: Permeabilizagio da membrana
externa: interagdes eletrostaticas, pontes de H
com PO.*, interagdes hidrofdbicas com

Membrana Externa

@ Ca®, Mg
@ PO} lipidios, rompimento de pontes salinas entre
® LipidA PO € Ca®* e Mg™;
Peptideoglicano t=0.Insns o, etapa: Adsorgio na membrana
Membrana Interna citoplasmatica: interagdes eletrostaticas com
° lipidios anidnicos, pontes de H e lipidios;
PE/PG/CL
) t=ps-$
@ Cargas negativas 42 etapa: Rompimento da membrana
derivadas de PG/CL citoplasmatica.
. Figura 2: Esquematiza¢cdo do mecanismo de acdo de AMPs em bactérias gram-

negativas. A interacdo com as estruturas da parede celular bacteriana ocorre em etapas,
de maneira rapida e em sentido externo-interno. As interagdes eletrostaticas sdo
essenciais durante este processo, onde os peptideos carregados positivamente se ligam
ao LPS ou em sua cauda lipidica, os quais sdo carregados negativamente, ou seja, um
anion encontrado na superficie do microrganismo. Conforme o avanco da acdo do
peptideo, as alteragde estruturais ndo sdo somente superficiais, mas ja se encontram no
periplasma, podendo levar a subsequente morte celular por meio de diversos
mecanismos, entre eles a lise de membrana citoplasmatica. (Adaptado de Li et al,;

2017).
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6. LISTA DE ABREVIATURAS E SIMBOLOS

AMP: peptideos antimicrobianos (antimicrobial peptides); LPS: Lipopolissacarideos;

ns: nanosegundos

17



7. DISCUSSAO

O trabalho buscou analisar a literatura referente a peptideos, em bancos de dados
especificos para artigos académicos como NCBI (PubMed) (ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/)

e SciELO (http://www.scielo.org/php/index.php).

A busca por novas opc¢des de tratamento de infecgdes contra agentes infecciosos
resistentes as diversas drogas disponiveis no mercado, encontra nos peptideos catidnicos
uma opc¢ao de grande potencial. Devido a sua eficiéncia contra estes tipos de infec¢des e
o amplo espectro de atuagdo (ver tabela 1), além da premissa de menor chance de
aparecimento de resisténcia, partindo do principio de que mesmo apds milhdes de anos,
estes agentes antimicrobianos ainda sejam efetivos. A provavel hipotese baseia-se na
estrutura celular microbiana, onde sdo poucas as espécies que possuem mecanismos de
defesa contra esta classe de agentes microbianos. Como o alvo de atuagdo dos peptideos
¢ a membrana celular, alteragdes estruturais poderiam ser inviaveis para a manuten¢ao

da vida do microrganismo.

Até o momento, o resultado do uso de AMPs em testes in vivo foi insatisfatorio, devido
a fatores como citotoxicidade, hemolise, e possivel protedlise dos AMPs nos modelos
utilizados (Yount e Yeaman.; 2012, Vaara; 2009). Alteracdes estruturais na sequéncia
peptidica podem aumentar a estabilidade de peptideos compostos somente por
aminoacidos naturais, evitando degrada¢do e diminuindo a toxicidade, entretanto, a
inser¢do de novos aminodcidos na sequéncia pode causar diminui¢do de sua efetividade
antimicrobiana, apesar de ndo ser significativa em testes preliminares (Berthold et al.,
2013, Carmona et al., 2013). Alguns peptideos ja s@o incorporados a produtos
farmacéuticos como pomadas topicas, contraceptivos (Tanphaichitr et al.; 2016) entre

outros (ver tabela 2), mas o uso ainda ¢ predominante topico ou endovenoso, devido a
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possivel falta de estabilidade da molécula no organismo, para duragdo de um efeito de

meia-vida.

Alternativas, como o desenvolvimento de substancias miméticas de AMPs, podem dar

uma resposta as questdes envolvendo a possibilidade do uso clinico, pois possuem

maior estabilidade e melhor farmacocinética quando comparado aos AMPs naturais ou

derivados.

AMPs em ensaios clinicos ou em desenvolvimento:

Tabela 1

AMPs Atuacio Fase de Desenvolvedor
Estudo
>exiganan (MSI-78): Pomada para ulceras e infecgdes em membros Dipexium Pharma
nalogo da magainina inferiores de diabéticos. I /MacroChem/Genaera
Iseganan (IB-367): Colutdrio contra mucosites causadas por Ardea Biosciences/national
erivado da protegrina quimioterapia € pneumonia em pacientes com I Cancer Institute e IntraBiotics Pharmaceuticals
1. respiracdo mecanica.
PAC-113 (P-113):
derivado sintético de Gel oral contra candidiase Nao Pacgen Biopharmaceuticals
histatina 3 informado
¢ histatina 5.
Jmiganan (MBI 226, Creme topico contra infecgdes cutineas, neoplasia Mallinckrodt/Cutanea Life
MX-226, CSL-001): vulvar intraepitelia, acne vulgaris, dermatite atopica I Sciences, Inc. e Cutanea Life Sciences, Inc
Analogo da
indolicidina.
DP-145: Derivado de  Tratamento contra infecgdo cronica do ouvido médio. OctoPlus
LL-37. 11
LF1-11: Derivado da Preveng@o de bacteremia e infec¢des fungicas. AM Pharma.
lactoferrina. I/
Brilacidin, (PMX- Infecgdes cutdneas e enxaguante bucal contra Cellceutix.
30063): mucosites causadas por quimioterapia ou /1
imético de defensinas radioterapia.
Aplicagdo IV contra infec¢des causadas por University of British Columbia, Cubist
Surotomycin (MK- Clostridium difficile I Pharmaceuticals Inc., Merck & Co. Inc.
4261)
Clinigen Group plc, Innoviva Inc., ,
Telavancin® (TD- Aplicacao IV contra osteolielite ou infec¢des I Pendopharm,
6424) bacterianas diversas Theravance Biopharma Inc., University of
Illinois
Aplicag@o IV em pacientes imunodeficientes apds
hLF 1-11 transfusdo de células tronco hematopoiéticas apos /11 Am-Pharma

infec¢des causadas por fungos e bactérias
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LL-37 Ulceras venosas de dificil cicatrizagdo em membros v Nao Disponivel
inferiores

Adaptado de Malik et al.; 2016,
Felicio et al. 2017 e e Mahlapuu
et al. 2016.
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8. CONCLUSAO E PERSPECTIVAS FUTURAS

* Peptideos cationicos possuem um amplo espectro de ag¢do, com diversos
mecanismos para gerar morte a cé¢lula invasora;

* Possuem atividade contra cepas com multirresistencia aos antimicrobianos
atualmente emregados no tratamento clinicos de infeccdes;

* Apesar de potentes agentes antimicrobianos, sdo potencialmente citotoxicos,
instaveis em condigdes fisiologicas e hemolisantes. Entretanto, a manipulacao
estrutural pode ser uma alternativa;

* J4 comecam a serem aplicados em estudos clinicos, em especial em solucdes

topicas.
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