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RESUMO

Nos ultimos anos tem havido um aumento significativo de aparecimento de estirpes,
mecanismos de resisténcia que tem conferido resisténcia bacteriana a inlimeros antibioticos
convencionais, assim as opcdes terapéuticas tendem a encurtar cada vez mais e a possibilidade
de escolha dos antibidticos adequados torna-se cada vez menor. Os péptidos possuem varios
mecanismos, atuando na membrana das bactérias, verificando-se uma alternativa a esses

problemas existentes.

Desta forma, o estudo sobre a utilizagdo de Péptideos Antimicrobianos (AMPs do inglés
Antimicrobial peptides) tornou-se impreterivel devido a todo o potencial que apresentam, pois
para além da sua atividade antimicrobiana também possuem ac¢do anti-inflamatoria e

imunolodgica.

Palavras-chave: AMP; resisténcia bacteriana; peptideos antimicrobianos; resisténcia a
antibioticos; CAMP; bactérias multirresistentes; péptidos antimicrobianos; mecanismos de

acdo AMPs.



ABSTRACT

In recent years there has been a significant increase in the appearance of strains, resistance
mechanisms that provide bacterial resistance to the numerous conventional antibiotics, as well
as therapeutic options tend to shorten more and more and the possibility of choosing the
appropriate antibiotics becomes less and less. The peptides have several mechanisms, acting on

the bacterial membrane, proving an alternative to these existing problems.

Thus, the study on the use of Antimicrobial Peptides (AMPs from English Antimicrobial
peptides) became imperative due to all the potential they present, because in addition to their

antimicrobial activity they also have anti-inflammatory and immunological action.

Keywords: AMP; bacterial resistance; antimicrobial peptides; antibiotic resistance; CAMP;

multidrug-resistant bacteria; antimicrobial peptides; mechanism of action.
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I. INTRODUCAO

A monografia que se apresenta tem como tema proposto “Peptideos antimicrobianos como
alternativas terapéuticas” no ambito de conclusdo do Mestrado Integrado de Ciéncias

Farmacéuticas, da Universidade Fernando Pessoa.

O século XX ficou marcado como uma nova era da medicina no uso clinico. O desenvolvimento
de antibidticos possibilitou o avanco de varios procedimentos médicos modernos que ainda
hoje sdo utilizados, em diversas terapéuticas como no tratamento de doengas infeciosas. (Sousa

et al., 2016; Hutchings et al., 2019).

A descoberta dos antibidticos revolucionou o tratamento das infe¢des bacterianas, baixando

drasticamente a mortalidade causada por diversos agentes bacterianos.

Inicialmente os antibidticos eram obtidos a partir de produtos metabdlicos associados a
Actinomycetos ou Streptomyces (Donadio et al., 2002; Cundliffe et al, 2006; Sousa et al.,
2016).

A historia dos antibidticos comeca com a descoberta da penicilina, produzida pelo fungo
Penicillium notatum, e posteriormente foram descobertas novas moléculas antibidticas

produzidas por Streptomyces spp (Figura 1).
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Gramicidina (peptideo)
Penicilina (B-lactamico)
Neomicina (aminoglicosideo)
Estreptomicina (aminoglicosideo) Linezolida
Cefalosporina (B-lactamico) (oxazolidinonas)

Rifamicina
]

)
|
'
|
1900 1910 1920 1930 1940 1950 1960 1970 1980 1990 2000 2010

[} ]

Acido nalidixico

Protonsil (quinolona)
(sulfonamina)
Sal (1950-1960) Daptomicina
alsarvan Cloranfenicol (fenilpropanoide) (lipopeptideo)

Clorotetraciclina (tetraciclina)
Polimixina (lipopeptideo)
Eritromicina (macrélido)

Vancomicina (glicopeptideo)

Figura 1: Evolugdo temporal de novos antibioticos. Adaptado de Hutchings et al., 2019.

Presentemente, sdo também considerados antibidticos as moléculas de sintese quimica, como €

o caso das sulfamidas e quinolonas (Madigan et al., 2009; Sousa et al., 2016).

Os antibidticos estdo agrupados farmacologicamente em Familias: Anti membranares,
Antiparietais, Inibidores da sintese proteica, Inibidores da sintese dos acidos nucleicos e

Antimetabolitos, de acordo com o respetivo mecanismo de acdo (Sousa et al., 2016) (Figura 2).
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Mecanismo de acao dos Antibidticos

i . Anti-membranares
Inibidores da sintese

Polimixinas
da Parede Celular Daptomicina Replicagao DNA
B-lactamicos (penicilina, Quinolonas
cefalosporina)
Glicopeptideos(vancomicina)
Bacitracina
Inibidores da sintese

dos acidos nucleicos

Y

Transcricao RNA

Rifampicina
Antimetabolitos Inibidores da
Sulfunamida sintese Proteica
Trimetoprima
50S
. 3,05, Estreptograminas
Aminoglicosideos Macrélidos

Tetraciclinas

Oxazolidinas Clindamicina

Cloranfenicol

Figura 2: Antibidticos agrupados em Familias, consoante o seu mecanismo de acao

Criou-se, inicialmente, a ideia que os antibidticos eram farmacos milagrosos, sendo defendido
por diversos autores como o fim das doencas infeciosas. Tal desiderato, foi rapidamente
ultrapassado com o aparecimento de isolados clinicos resistentes aos antibidticos usados no
armamentario terapéutico, resistentes a antibidticos pertencentes a diversas familias, sendo

designadas por estirpes multirresistentes (MDR) (Sousa et al., 2016).

Com o aparecimento de isolados multirresistentes aos antibidticos de diversas familias, ficam

reduzidas as possibilidades da eficicia dos esquemas terapéuticos instituidos.

A diminui¢do da eficacia terapéutica ndo poupa os paises desenvolvidos e estende-se a todos
os tipos de doeng¢as microbianas, desde origem bacteriana, virica ou fungica (Chung e Khanum,

2017).

Os Péptidos Antimicrobianos (AMPs do inglés Antimicrobial peptides) sdo excelentes
alternativas a utilizacdo excessiva da terapéutica convencional, pois agem sem alta

especificidade em relacdo a um alvo proteico, deste modo, a probabilidade de resisténcia ¢é
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reduzida (Wimley e Hristova, 2011). As moléculas dos antibidticos sdo cada vez menos
eficientes devido a resisténcia bacteriana, de forma que, o desenvolvimento de peptideos como

futuros métodos para contar a resisténcia tornar-se-a necessaria (Pirri et al., 2009; Zhang e

Gallo, 2016).

Os AMPs demonstram uma potente atividade antimicrobiana que podem ser mobilizados sem
problema algum de forma a conseguir neutralizar virus, bactérias, protozoarios e fungos
(Berglund et al., 2015; Cardoso et al., 2020). E pertinente desenvolver estudos e aprofundar o
conhecimento sobre os mecanismos exercidos pelos peptideos de forma a facilitar novas
abordagens terapéuticas e, assim, lograr forma de descobrir e desenvolver novos agentes

farmacologicos (Peters ef al., 2010).

Sabe-se os AMPs tém diversos modos de a¢do, dependendo dos alvos bacterianos com os quais
interagem e, portanto, sdo candidatos promissores para tratamentos antibacterianos de multiplos

alvos (Cardoso et al., 2020).

Apesar de todas as fungdes e atividades que apresentam, a classe mais estudada de peptideos
antimicrobianos €, sem sombra de diivida, os que apresentam atividade antibacteriana (Jenssen

et al., 20006).

II. DESENVOLVIMENTO
1. Estrutura celular bacteriana

Todos os seres vivos sdo constituidos por células, sendo a célula a principal unidade estrutural

e funcional de todos eles. Toda a célula viva ¢ classificada como:
J procariota do grego pro (antes) e karyon (nticleo)
o eucariota do grego eu (verdadeiro) e karyon (nticleo)

Organismos procariotas (bactérias) e eucariotas (fungos e protozodarios) exibem algumas
semelhangas, entre elas a presenca de membrana celular e de ribossomas, todavia a organizagao
celular dos organismos eucariotas apresentam uma maior complexidade em comparagdo com

os procariotas (Figura 3) (Navarre, 1999; Sousa et al., 2016).
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EUCARIOTA P AIOTA

Mitocondria

Capsula

Ntcleo (alguns procariotas)

Figura 3: Esquema ilustrativo da estrutura celular de um microorganismo procariota e eucariota

adaptado de Pilling et al., 2013.

i. Composicio e estrutura da parede celular

A célula bacteriana possui uma estrutura anexa a superficie externa da membrana
citoplasmatica (MC), a parede celular (PC), com composi¢do e estrutura diferente entre as
bactérias Gram-positivo e Gram-negativo, o que vai influenciar a atividade antibacteriana dos

antibioticos.

Na organizagdo da PC, encontra-se o polimero peptidoglicano (PG) ou mucopeptideo
responsavel pela rigidez da PC (Navarre, 1999; Sousa et al., 2016). Esta molécula mantem a

forma bacteriana e a viabilidade celular em ambientes hipotoénicos.

O mucopeptideo ¢ um polimero dos aminoagucares N-acetilglucosamina (NAM) e N-
acetilmuramico (NAG), unidas por ligagdes glicosidicas B-1-4, mediadas por transglicolases

(TG) (Figura 4) (Navarre, 1999; Sousa et al., 2016).
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Figura 4: Estrutura quimica do peptidoglicano (PG) em S. aureus. Imagem cedida pelo Doutor

Jodo Carlos Sousa.

Parede celular das bactérias Gram-positiva

A PC das bactérias Gram-positivo € constituida quimicamente por PG, 4cidos teicoicos e acidos

lipoteicoicosos (Figura 5) (Wang et al., 2014).

Morfologicamente apresenta-se como uma camada espessa encostada ao folheto externo da
membrana citoplasmatica e dada a porosidade da sua estrutura ndo dificulta a difusdo dos

antibioticos até a MC (Bechinger e Gorr, 2017).
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Membrana Celular Parede Celular

Figura 5: Parede celular de uma bactéria Gram-positivo. Parede celular (PC) e a membrana

celular (MC). Fotografia de microscopia eletronica cedida pelo Doutor Jodo Carlos Sousa.

Na parede celular das bactérias de Gram-positivo existem também os acidos teicdicos,
fortemente associados ao PG. Os 4cidos teicdicos sdo polimeros anionicos de glicerol-fosfato,
ribitol-fosfato ou glicosil-fosfato (Figura 6). Os acidos lipoteicoicos sdo polimeros inseridos no
folheto externo da MC por meio de uma fracdo lipidica, cuja fun¢do ¢ desconhecida (Navarre,
1999). Os acidos teicoicos e os lipoteicoicos conferem uma carga eletronegativa a PC devido

aos grupos fosfato das suas moléculas (Sousa et al., 2016).

Acido teicéico

Proteina

Acido
lipoteicdico

Peptidoglicano

Membrana
citoplasmaética

teicdico

Figura 6: Estrutura quimica dos 4cidos teicdicos (a esquerda) e organizacao estrutural da PC de

S.aureus (a direita) Adaptado de Wang et al., 2014.
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Parede celular das bactérias Gram-negativa

No caso da PC das bactérias Gram-negativas, verifica-se uma maior complexidade no que toca
a sua composicao e mais uniformidade quanto ao seu formato estrutural (Figura 7 e 8).
Apresentam uma pressao osmotica interna bastante inferior (10 atmosferas) em relagcdo a PC

das bactérias Gram-positivas (20 atmosferas) (Sousa et al., 2016).

Apesar das bactérias Gram-negativas possuirem uma camada mais fina de PG, apresentam uma

membrana externa adicional (OM, do inglés “Outer membrane” ) (Joo et al., 2016).

Membrana externa

Membrana Feptidoglicano

plasmatica  m— WL

Figura 7: Envelope celular da Parede Gram-negativa onde ¢ visivel a camada de peptidoglicano
(PG), membrana externa (OM), a membrana plasmatica (PM) e o Periplasma. Adaptado de

Beveridge, 1999.
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Periplasma

Membrana r
Citoplasméticﬂ

iimaawusu.wmmmw'

Proteina

Figura 8: Esquema dos involucros (PC e membranas) bacterianos de Gram-negativo. Adaptado

de Wang et al, 2014.
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A OM, tal como outras membranas biologicas funciona como barreira a permeabilidade,
dificultando a difusdo de moléculas. E considerada a membrana mais externa da parede das
bactérias Gram-negativo, a OM exibe no folheto interno fosfolipidos e no folheto externo o
lipideo A dos lipopolissacarideos (LPS), tendo portanto uma constituicdo assimétrica (Figura
8) (Beveridge, 1999; Band e Weiss, 2014; Sousa et al., 2016). O LPS localiza-se unicamente
no folheto externo da OM, constituido por trés regides: polissacarideo O, nicleo polissacarideo

e o lipideo A (Figura 9).

Polissacarideo O

Nucleo Polissacarideo

Lipideo A Acidos gordos

\
Estrutura de um Lipopolissacarideo

Figura 9: Estrutura de um Lipopolissacarideo. Adaptado de Microbiology Book, 2020.

O lipideo A ¢ constituido por subunidades dissacaridicas de D-glucosamina interligadas ( Sousa

et al., 2016; Bechinger e Gorr, 2017).

A carga negativa do lipideo A deve-se a presenga dos grupos fosfato, sendo esta estrutura
estabilizada pelos ides (Ca*" e Mg?"). Na presenca de peptideos cationicos ocorre uma
deslocagdo dos ides Ca*" ou Mg?" e instabiliza a OM, o que facilita o acesso dos aminopetideos
cationicos (CAMPs) e outros antibidticos catidnicos a MC bacteriana (Bechinger e Gorr, 2017;

Zasloff, 2019).

ii. Membrana Citoplasmatica

A MC ¢ uma estrutura lipido-proteica que separa o citoplasma e o meio ambiental, dotada de

permeabilidade seletiva. A microscopia eletronica revelou que esta estrutura tem uma
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configuracdo trilaminar, apresentando dois folhetos eletrodensos, separados por uma camada
transparente (Figura 10). Esta membrana ¢ maioritariamente constituida por fosfolipideos e
proteinas. Diversos antibidticos, como Daptomicina (lipopeptideos), causam despolarizacao
membranar ¢ conduzem a morte celular exercendo uma atividade bactericida (Sousa et al.,

2016).

Fosfolipido Du-:suaue de,e,‘i",h,s
A\ A .Hidrofilico é://///////4;
e i)

WAl S
T . Hidrofébico
(W

A1 anniati
AR

)
Plano do oy M)
divisao I

I\

2 .Hidrofilico /,//7/////////

Proteina ﬂeriférica

Figura 10: Organizacao da membrana citoplasmatica (modelo de Singer e Nicholson).

O folheto exterior da MC ¢ predominantemente constituida por fosfolipidos anidnicos
(fosfatidiglicerol e cardiolopina) (Figura 11) o que lhe confere carga elétrica negativa a
superficie da membrana o que vai permitir a interacdo dos antibidticos catidnicos, afetando a

estabilidade da MC, causando a morte celular (Wang et al., 2014).
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Figura 11: Estrutura quimica dos fosfolipidos. Adaptado de Ernst e Peshel, 2011.

2. Sobre os peptideos antimicrobianos

Os peptideos sdo uma classe tnica de compostos, molecularmente posicionados entre pequenas
moléculas e proteinas, embora a sua bioquimica e a sua terapéutica sejam distintos entre ambos

(Lau e Dunn, 2018).

Pertencem a um grupo variado de moléculas que sdo produzidas por todas as formas de vida,

desde procariontes a humanos numa vasta diversidade de organismos (Cardoso et al., 2020).

Ha uma variedade de AMPs sintéticos que sao desenvolvidos em laboratorio e também hd uma
grande diversidade de AMPs que sdo produzidos por bactérias e leveduras, além daqueles

encontrados naturalmente em animais e plantas (Leon-Buitimea ef al., 2020).

Desde 1885, fluidos como o sangue, suor, saliva, plasma, secre¢des de leucdcitos e extratos de

granulos sdo valorizados pelas suas propriedades antimicrobianas (Kumar et al., 2018).

Sdo um conjunto unico e variado de moléculas carregadas positivamente que possuem uma
regido hidrofila e outra hidréfoba, sdo constituidos por aminoéacidos que apresentam

comprimentos diferentes e que sdo produzidos por organismos vivos (Peters ef al., 2010).

A sua ampla distribuicdo por todos os Reinos sugere que estes peptideos apresentem uma

evolucdo bem sucedida e que apesar da sua linhagem antiga subsistem como armas defensivas
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eficazes, sendo designados de “armas antigas” revolucionarias devido a todo o potencial e

propriedades que apresentam (Zasloff, 2019).

Em 1922, foi identificada por Alexander Fleming a primeira proteina antimicrobiana, a
lisozima, presente no muco nasal. Contudo esta descoberta foi ofuscada aquando da descoberta
na década de 1940 da penicilina, pela qual recebeu uma parte do Prémio Nobel de Medicina
em 1945. Assim, houve uma perda de interesse em todo o potencial terapéutico dos AMPs

naturais na altura (Zhang e Gallo, 2016).

Foi durante os anos 90 que surgiram novas importantes classes de AMPs em humanos, as -
defensinas e as Catelicidinas. Apos a descoberta de peptidios bactericidas catidnicos em
leucocitos polimorfos nucleares retornou o interesse e a pesquisa na variedade de AMPs
humanos. E posteriormente, as suas possiveis aplicacdes em terapia antimicrobiana.

(Andersson et al., 2016).

Apresentam também uma funcao de sinalizagdo, ou seja, conseguem conferir protecdo através
de quimiocinas, inibem a produgdo de citocinas pro-inflamatdrias e modulam a resposta imune
podendo ativar componentes do sistema imunoldgico adquirido humano, como as células T e
as células dendriticas. Desempenham assim, um papel fulcral na imunidade humana (Joo et al.,

2016; Chung e Khanum, 2017; Pizzolato-Cezar et al., 2019).

A identificag¢@o de peptideos antivirais tem vindo a ganhar cada vez mais forga, alguns AMPs
como a catelicidina humana LL-37 s3o conhecidos pelos seus efeitos antivirais. Consegue inibir
a replicacdo do virus ortopox, e € potente contra Influenza A, uma vez que rompe diretamente
as membranas virais. Mostrou também eficacia na inibi¢ao da replicagdo do HIV-1 em células
mononucleares do sangue periférico, através da ligagdo a transcriptase reversa (Wang et al.,

2014).

Devido a todo o potencial apresentado pelos AMPs e principalmente devido ao seu amplo
espetro antimicrobiano dispde destes como limitadores de doengas sexualmente transmissiveis
(DST) incluindo: Neisseria, Chlamydia, HIV e Herpes simplex virus (HSV). Os AMPs exibem
forte atividade antiviral por integracdo no envelope viral ou membrana da célula hospedeira.
Ligam-se a fragdes de sulfato de heparano na superficie celular e previnem infe¢des com virus

envelopados distintos, incluindo o HSV 1 e 2 (Pfalzgraff et al., 2018).
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Relativamente a atividade antifungica, os antifingicos baseiam-se principalmente em dois
modos distintos de a¢do: os peptideos atravessam a membrana e levam a formagao de poros ou
tém alvos fungicos especificos, como a sintese de quitina e B-glucano. (Pfalzgraff et al., 2018).
A combinagdo de um lipopeptidio com Anfotericina B antifungica conduz a eximias
propriedades antibiofilme e de cicatriza¢do de feridas contra Candida albicans (Marr et al.,

2006).

A maioria dos AMPs sao CAMPs e sdo extremamente importantes na defesa imunologica, pois
contribuem para a eliminacdo de infegdes e inibem a colonizagdo por agentes patogénicos.

(Band e Weiss, 2014).

A carga destes peptideos deve-se ao excesso de aminoécidos basicos tais como, lisina e arginina

que possuem carga positiva (Baltzer e Brown, 2011).

Estes peptideos possuem uma distribuicdo de aminodcidos basicos e residuos hidrofobicos, e
alinham-se em trés dimensdes nas faces opostas. Foram assim, estruturas unicas soluveis em

agua, carregadas positivamente e hidrofobicas. (Zhang e Gallo, 2016).

Na generalidade, os CAMPs sdo demasiado grandes para usar canais de purina, 0 mecanismo
que ¢ utilizado por estes para conseguir atravessar a membrana ainda ndo ¢ totalmente
conhecido. Ainda assim, a carga superficial e a permeabilidade que apresenta na OM apontam

para uma possibilidade de que um peptideo especifico atinja o local alvo (Peschel, 2002).

Estas caracteristicas permitem que os CAMPs consigam interagir com membranas bacterianas

que contém grupos anidnicos e cadeias de 4cidos hidrofobicos (Band e Weiss, 2014).

3. Classifica¢do dos peptideos antimicrobianos

Os AMPs sao uma classe distinta e diversa de moléculas, que possui mais de 2.800 sequéncias
de peptideos relatadas até ao momento. Sao caracterizados de formas diferentes com base na

sua estrutura, sequéncia ou mecanismo de acdo (Kumar et al., 2018).

Sao caracteristicamente curtos, entre 12 a 100 aminoacidos com carga positiva e anfifilicos, ou
seja, apresentam na sua estrutura uma parte hidrofilica (soltivel em dgua) e outra parte lipofilica

(soluvel em lipidos) (Jenssen et al., 2006).
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Devido 4 presenca de aminoécidos de arginina e lisina (e 4s vezes histidina) os peptideos
possuem uma natureza catidnica, esses aminodcidos em pH neutro sdo carregados

positivamente (Hancock, 1997).

A hidrofobicidade ¢ uma caracteristica fundamental na formagao da forma estrutural dos AMPs
e ¢ definida pela percentagem de residuos hidrofébicos, como valina, leucina, isoleucina,
alanina, metionina, fenilalanina, tirosina e triptofano na sequéncia do peptideo (Kumar et al.,

2018).

A cationicidade e a hidrofobicidade sdo os elementos criticos para estabelecer a estrutura
anfipatica, que propicia que os AMPs catidonicos tenham como alvo membranas bacterianas

anidnicas, rico em fosfatidilglicerdis. (Marr et al., 2006).

Em todas as classes o principio estrutural primordial ¢ a capacidade que a molécula apresenta
em adotar uma forma em que os aminoacidos s3o espacialmente organizados em setores da

molécula (Zasloft, 2019).

Podem ser classificados em quatro classes principais: a-Helicoidal, B-Sheet, Loop e Estendido,
sendo as duas primeiras classes as mais comuns (Figura 12)( Peters et al., 2010; Chung e

Khanum, 2017).

a-Helicoidal B-Sheet
w 2,
Estendido Loop

e,

Figura 12: Esquema ilustrativo de Modelos de proteinas representando as diferengas estruturais

das quatro classes de peptideos antimicrobianos. Adaptado de Peter et al., 2010.

14



Peptideos como alternativas terapéuticas

Os peptideos B-sheet, sdo estabilizados por duas a quatro pontes de dissulfureto, como ¢ o caso
das a- e - defensinas humanas (Chung e Khanum, 2017) . A maioria dos AMPs em humanos
pertencem a familia B-defensina que sdo produzidos por queratindcitos na pele. O Unico
membro da familia Catelicidina (do inglés, cathelicidin) produzido em humanos ¢ o peptideo
LL-37 (Joo et al., 2016) um peptideo a-helicoidal anfipético que interage com as bicamadas
lipidicas, de modo a que a hélice anfipatica fique orientada paralelamente a superficie da

bicamada (Andersson et al., 2016; Chessa et al., 2020).

Os humanos também produzem um AMP aniénico, a dermicidina que tem demonstrado

funcionar pela formagao de poros nas membranas alvo (Joo et al., 2016).

As defensinas sdo um grupo rico em cisteina de extremidade aberta que estdo vastamente
distribuidos na natureza e encontrados tanto em vertebrados como invertebrados. Com base no
tamanho e padrdo de ligagao dissulfeto podem ser classificadas em a-, B- e 0-defensinas (Chung
e Khanum, 2017). No caso do ser humano, as defensinas sdo divididas em oa-defensinas
designadas de peptideos de neutrofilos humanos, e em B-defensinas manifestadas em células

mieloides e epiteliais (Chessa et al., 2020).

A classe estendido (do inglés, extended) contém AMPs sem filamentos helicoidais e sem

filamentos {3, como o exemplo da Indolicidina (Andersson ef al., 2016).

4. Atividade antibacteriana
i. Mecanismo de acdo dos Peptideos antimicrobianos

Para entender o mecanismo de agdo dos AMPs ¢ necessario o conhecimento sobre a estrutura

e as propriedades fisicas da membrana bacteriana. (Raheem e Straus, 2019).

Mesmo existindo uma vasta diversidade de AMPs, a maior parte atua diretamente através do
envolvimento na membrana levando ao rompimento da mesma, e pela formacdo de poros

permitindo assim o efluxo de ides e nutrientes (Peters et al., 2010).

A principal atividade ¢ a interagdo com a MC, através de atividades como permeabilizacgio e
lise celular, ao invés dos antibidticos que normalmente atuam por inibi¢do da sintese da PC ou

de Acido desoxirribonucleico (DNA), Acido Ribonucleico (ARN) e proteinas, danificando o
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potencial transmembranar que por consequéncia resulta em morte celular (Chung e Khanum,

2017).

Contudo, tém surgido evidéncias de outros mecanismos de ac¢do, que podem ser divididos em
duas classes principais: a morte direta e modulagdo imunoldgica. O mecanismo de agdo através
de morte direta subdivide-se em dois mecanismos: Mecanismo de acdo de permeabilizacdo de

membrana e Mecanismo de a¢do de alvo ndo membrana (Figural3) (Kumar et al., 2018).

A natureza anfifilica e cationica dos AMPs estdo associados a sua atividade em que a carga
positiva leva a acumulagdo nas superficies das bactérias Gram-negativas e Gram-positivas

(Chung e Khanum, 2017).

Para além da permeabilizagio de membranas, os AMPs podem atuar por neutralizacdo ou

desagregacdo do LPS (Chung e Khanum, 2017).

Morte Dlreta Modulagéo Imunolégica

| | o '

A|V°s internos Rotura da bicamada Monocltos Granulécitos
Lo 3” Ativagido de células
£ imunolégicas

/ N

Rompimento da Aumento da eliminagao Controlo da
membrana do agente patogénico inflamagao

ADP ATP
Ligacao especifica a

repcetores,

por exemplo: lipideo Il
Figura 13: Vérios mecanismos de acdo de peptideos antimicrobianos. MN: neutrdfilos
polimorfonucleares; ADP: difosfato de adenosideo; ATP: trifosfato de adenosideo. Adaptado

de Kumar et al., 2018.
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Morte Direta:
Mecanismo de A¢ao de Permeabilizacao de Membrana

Em geral, a capacidade que os AMPs apresentam para eliminar bactérias sucede da interagao
com as membranas bacterianas ou as PCs. Caracteristicas como a carga liquida (sendo que para
a grande maioria ¢ positiva), a sua predisposicdo a ser anfipatica e a alta extensdo de
aminodcidos hidrofobicos, permitem que haja uma ligagdo seletiva a bactérias carregadas

negativamente (Zhang e Gallo, 2016).

O primeiro procedimento ¢ a ligagdo electroestatica entre o peptideo e a célula alvo de forma a
viabilizar a interacdo dos AMPs com componentes carregados negativamente do envelope
bacteriano externo, como grupos fosfato nos LPSs e acidos teicdicos nas superficies de
bactérias Gram-negativas, ou acidos lipoteicoicos presentes na superficie das bactérias gram-

positivas (Andersson et al., 2016; Jenssen et al., 2006).

Nas bactérias Gram-negativas ocorre um processo cognominado de captacdo autopromovida
(do inglés “self-promoted”). Um processo que através da insercdo de peptideos na estrutura
OM provoca uma perturbagdo (Jenssen et al., 2006). A OM de P.aeruginosa € permeabilizada
através de polimixinas e aminoglicosideos que competem na OM com os ides Mg?* ao nivel

dos LPSs (Sousa et al., 2016).

Apo6s a insercdo dos peptideos na membrana, alteram a integridade fisica da bicamada via
afinamento da membrana, por¢ao transitdria ou interrupg¢ao da funcdo da barreira; ou entdo agir

sobre metas internas.
Modelos responsaveis pela desintegracio da membrana

Apos as interagdes eletrostaticas e hidrofobicas iniciais, os AMPs acumulam-se na membrana
bacteriana, nesta fase sdo varios os modelos usados para descrever a agdo dos AMPs. Podemos

classificar os modelos em duas categorias:
J Modelos de poros transmembranares- barril pauta e poro toroidal;

o Modelos ndo porosos- carpete e agregado;
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Estes modelos propdem a relagdo do peptideo com a membrana, levando ao deslocamento de
lipidos, altera¢do da estrutura da membrana e em alguns casos a entrada do peptideo para o

interior da célula (Zasloff, 2019)

Em relagdo ao modo de agdo entre os AMPs, os que tem vindo a ser mais estudados sdo os o-
helicoidais e sdo varios os modelos que explicam a sua atividade na membrana. (Sahl et al.,

2005)

A natureza anfipatica dos AMPs ¢ a caracteristica primordial para todo o processo, as regides
hidrofébicas interagem com os componentes lipidicos da membrana enquanto que as regides
hidrofilicas interagem com os principais grupos de fosfolipideos (Jenssen et al., 2006). Ou seja,
a natureza exata da membrana leva a formagao de poros ou canais, assim, a entrada na bicamada
dos peptideos ¢ proveniente de um alongamento e a curvatura do folheto externo dependendo
também do excesso de fosfolipidos especificos na superficie para assim conseguirem afetar a
concentragdo de peptideo precisa para a formacdo de poros ou canais (Sahl et al., 2005). A
morte celular ocorre devido ao vazamento de metabolitos, lise celular ou dissipagdo de

gradientes de ides eletroquimicos da membrana celular bacteriana (Pfalzgraff ez al., 2018)

Os poros da membrana resultam na perda do potencial da membrana e na liberagao rapida de

componentes intracelulares e morte (Li et al., 2017).

Para a formacao de poros induzida por peptideos de rutura da membrana, diferentes modelos

sdo sugeridos (Figura 14).

Modelo Barril-Pauta Modelo de Poros
Toroidais

My

Y,
ik R

Y = B
T IRe

Modelo Carpete Modelo Agregado

Figura 14: Esquema ilustrativo dos Modelos responséaveis pela desintegracdo da membrana.

Adaptado de Raheem e Straus, 2019.
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Modelo Barril-Pauta

Os AMPs neste modelo sdo inicialmente orientados paralelamente a membrana, mas
eventualmente inserem-se perpendicularmente ao plano da bicamada impulsionada pela
combinacdo hidrofébica (Kumar, Kizhakkedathu e Straus, 2018). A hidratacio da membrana

permanece inalterada (Li et al., 2017).

A estrutura anfipatica do peptideo ¢ primordial na formacao de poros, as regides hidrofobias
interagem com os lipidios da membrana e os residuos hidrofilicos formam o limem dos canais

( Jenssen et al., 2006; Chung e Khanum, 2017).
Modelo de poros toroidais

Os peptideos interagem com a membrana, as hélices sdo orientadas paralelamente a superficie,
os residuos hidrofobicos deslocam a cabega polar e criam uma tensdo de curvatura positiva na
membrana, com isto torna a membrana vulneravel as intera¢des futuras (Yeaman e Yount,

2003).

A interagdo dos lipidios com a carga negativa e os peptideos com carga positiva afetam a
curvatura local da membrana que forma um buraco toroidal. Os AMPs inserem-se na membrana
e induzem a curvatura local da bicamada lipidica através dos poros, de maneira a que o nicleo
da agua seja revestido pelos peptideos inseridos e pelos lipideos ( Wimley e Hristova, 2011;
Chung e Khanum, 2017). Como resultado os poros também sdo acompanhados por uma melhor

hidratacdo da membrana, conforme a penetracao de agua (Li et al., 2017).
Modelo Carpete

Os peptideos sdo adsorvidos paralelamente a superficie e acumulam-se na mesma. Quando
atinge uma concentracdo limite para cobrir a membrana, forma um “tapete” e
consequentemente a integridade da membrana é perdida - ocorre a permeabilizagdo. Este
modelo n3o requer que o peptideo se insira no nucleo hidrofobico para formar canais
transmembrana ou estruturas especificas de peptideo (Wimley e Hristova, 2011; Kumar et al.,

2018).

No modelo carpete o folheto externo ¢ coberto por uma alta concentragdo superficial de

moléculas de AMP enquanto que o folheto interno esta livre de ligagdo de AMP. O grande
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desequilibrio entre a carga e tensdo superficial leva ao colapso catastrofico da integridade da

membrana (Li et al., 2017).
Modelo Agregado

Este modelo clarifica a desintegracdo da membrana com elevadas concentragdes de AMPs e ¢
frequentemente citado para explicar o colapso catastréfico da integridade da membrana
(Wimley e Hristova, 2011). E proposto que os peptideos se reorientem para abranger a
membrana como um agregado com complexos semelhantes a micelas, mas sem adotar nenhuma

orientagdo (Jenssen et al., 2006).

ii. Mecanismo de Acio de Alvo Nao-Membrana

Pode-se dividir o mecanismo de alvo ndo membrana em dois grupos: os que tém como alvo a
parede celular bacteriana e aqueles que tém alvos intracelulares. Os AMPs interagem
frequentemente com véarias moléculas percursoras que sdo essenciais para a sintese da parede
celular, o alvo principal € o lipideo II. No caso das defensinas ligam-se ao pirofosfato carregada

negativamente da molécula de lipidio II (Figura 15) (Kumar et al., 2018).

co TH Pirofosfato

Figura 15: Estrutura de lipidio II com pirofosfato circulada em vermelho. Adaptado de Kumar

et al., 2018.
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Modulag¢io Imunoldgica

Os AMPs sdo produzidos por muitas células do sistema imunologico como os neutrdfilos e
macrofagos, as primeiras células que encontram agentes “estranhos” no nosso organismo.
Curiosamente, alguns AMPs tém a capacidade de induzir uma variedade de respostas imunes:

ativagdo, atragdo e diferenciagdo de células brancas do sangue.(Le6n-Buitimea et al., 2020).

Uma das principais vantagens dos AMPs em relagdo aos antibidticos ¢ o facto de alguns desses
peptideos apresentarem uma capacidade de modularem as respostas imunes e também atenuar
os efeitos inflamatdrios pela reducdo da expressdo de quimiocinas pro-inflamatorias (Marr et

al., 2006; Zhang e Gallo, 2016).

Apesar de a grande parte de AMPs exibir interacdo com o sistema imune inato, como
neutrdfilos e macrofagos, ha evidéncias de que também estdo envolvidos na modulag¢do do

sistema imune adaptativo, ou seja, as células T e B (Kumar et al., 2018).

Os peptideos de defesa do hospedeiro (HDPs) sdo reconhecidos como componentes vitais dos
processos imunes inatos, os mais abundantes e melhor caracterizados sdo classificados como

catelicidinas e defensinas (Alford et al., 2020).

As catelicidinas e as defensinas tém a capacidade de eliminar uma vasta variedade de bactérias
tanto Gram-positivas como Gram-negativas in vitro, sdo os AMPs inatos mais relevantes nos
seres humanos que sdo sobretudo produzidas pelas células do sistema imunologico (Andersson

et al., 2016) (Peters et al., 2010).

Os AMPs humanos (LL-37 e B defensinas), possuem a capacidade de atrair células imunes,

como os mastocitos, leucocitos e células detriticas (Kumar et al., 2018).

A catelicidina LL-37, ndo tem apenas agdo antimicrobiana apresenta também outras fungdes
como quimiotaxia, apoptose, cicatrizagdo de feridas, modulacdo imunoldgica e metastase de

cancro (Figura 16) (Marr et al., 2006).
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Propriedades Imunomoduladoras
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Figura 16: Caracteristicas imunomodeladoras das catelicidinas. Adaptado de Alford et al, 2020.

Embora a primeira catelicidina tenha sido identificada em 1988, ha uma pratica terapéutica que
jé existia a mais de 100 anos no tratamento da tuberculose. Niels Finsen ganhou o Prémio Nobel
em 1903 pelo uso da fototerapia, a luz induzia a sintese da forma didroxilada da vitamina D,
que se liga ao recetor para induzir a expressdo do gene da catelicidina humana. O peptideo
antimicrobiano pode ter sido o responsavel pela morte do patdgeneo: Mycobacterium

tuberculosis (Wang et al., 2014).

Em 2018, De Breij et al. sintetizou um derivado LL-37 (SAAP-148) com potente atividade
antimicrobiana, através da substituicdo de um aminoacido do carbono terminal da cadeia LL-
37 e exigiu uma concentragdo inibitéria minima contra varias bactérias MDR sem selecdo de

resisténcia (Leon-Buitimea et al., 2020).

J4

A capacidade do LL-37 suprimir a sinalizagdo pré-inflamatoria ¢ uma caracteristica que
envolve uma série complexa de mecanismos diretos e indiretos. As catelicinas ligam-se e
neutralizam o LPS ou o acido lipoteicdico, que de outra forma desencadeariam processos
inflamatorios associados a ativagdo em cascata de células imunes. Possuem a capacidade de

alterar a resposta imune do hospedeiro antes, durante e apds infe¢do. Influencia diretamente os
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linfocitos e a0 mesmo tempo consegue modificar o perfil de quimiocinas associado as células
T e B, afetando as respostas imunes inatas que preparam e ativam os linfocitos, as catelicidinas

ligam os sistemas imunes inato e adaptativo (Alford et al., 2020).

5. Resisténcia Bacteriana aos AMPs

Como consequéncia da pressdo seletiva ao uso dos antibidticos a resisténcia bacteriana sucede
de forma natural. Contudo, tem surgido a uma velocidade superior ao suposto € sdo muitos os
fatores que desencadearam este problema, nomeadamente, o uso inadequado e excedente de
antibioticos, o uso de antibidticos potentes com um amplo espetro de a¢do e o uso de
antibidticos adicionados na industria pecudria e alimentar. Como resultado desta utilizacdo
inadequada, surgiram bactérias multirresistentes que provocam infegdes que se tornam

intrataveis (Baltzer e Brown, 2011; Loureiro ef al., 2016; Hutchings et al., 2019).

Bactérias Gram-positivas e Gram-negativas podem causar doengas graves e o aparecimento de
resisténcia antimicrobiana torna-se um problema (Zhou e Peng, 2013). Sendo este um dos mais
sérios para os sistemas de saude, ¢ de principal importancia um conhecimento aprofundado

sobre os mecanismos de resisténcia aos AMPs (Joo et al., 2016).

Para entender como os AMP funcionam ¢ necessario entender os locais especificos de
expressdo e a regulamentagdo estrita da expressdo. Isto pode explicar a razdo pelo qual os
antibidticos convencionais podem rapidamente tornar-se inuteis no desenvolvimento da
resisténcia bacteriana enquanto que os AMPs mantém-se como antibioticos eficazes devido as
mudangas na estrutura da membrana que asseguram essa resisténcia a célula microbiana. (Peters

et al., 2010; Zhang e Gallo, 2016).

Foi citado como improvavel o desenvolvimento de resisténcia completa a peptideos cationicos,
visto que estes tém uma intera¢do obrigatdria com a membrana citoplasmatica da membrana e
a consequente necessidade de reconfigurar essa membrana. Alguns mecanismos de resisténcia
foram retratados, mas estes apenas resultam de um aumento de duas a quatro vezes na
resisténcia, por exemplo, sdo necessarias 30 passagens de Pseudomonas aeruginosa para

aumentar a sua resisténcia entre duas a quatro vezes mais (Marr et al., 2000).
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Independentemente de que o surgimento de resisténcia microbiana contra AMPs seja raro,
alguns agentes patogénicos revelaram medrar contramedidas para rondar o direcionamento de

peptideos antimicrobianos e evitar as defesas imunologicas do hospedeiro (Peters et al., 2010).

O termo ESKAPE ¢ um acronimo para seis agentes patogénicos associados a resisténcia:
Enterococcus faecium, Staphylococcus aureus, Klebsiella pneumoniae, Acinetobacter
baumannii, Pseudomonas aeruginosa e Enterobacter spp. Bactérias multirresistentes (MDR)
sdo resistentes a mais que um medicamento antimicrobiano, XDR sdo tipo de organismos
resistentes a medicamentos que s3o resistentes a todos ou quase todos os agentes

antimicrobianos aprovados (Ledn-Buitimea et al., 2020).

Algumas espécies bacterianas incluindo Proteus, Morganella, Providencia, Serratia e
Burkholderia apresentam resisténcia passiva aos AMPs em consequéncia de uma membrana
externa que ndo possui a densidade apropriada para fornecer os locais de ligagdo aos peptideos
e um lipidio A mais carregado positivamente que interfere e reduz a interacdo com o AMP
(Andersson et al., 2016; Zasloff, 2019). A adi¢ao de Lisina de carga positiva, vai diminuir a

carga negativa da superficie e por consequéncia diminuir a interacao.

Virias estratégias podem resultar na diminuicdo da suscetibilidade de bactérias aos AMPs,
como secre¢cdo de proteinas inativadoras ou exportacdo por bombas de efluxo (Peters et al.,

2010).

No entanto, a estratégia mais utilizada tanto por Gram-positivos como Gram-negativos consiste
em reduzir a carga negativa da superficie, ou seja, reduzem a acumula¢do de AMPs no envelope
celular e evitam a morte direta (Sahl er al, 2005). Algumas bactérias Gram-negativas
desenvolveram-se para usar varias enzimas celulares para modificar bioquimicamente e reduzir
a carga liquida negativa das suas membranas celulares. Assim, forcas repulsivas estaticas
antagonizam a inser¢do de AMPs carregados positivamente na membrana bacteriana, pelo que

esta aparenta ser a estratégia mais eficaz (Peters et al., 2010).

Estratégias como mecanismos de reparo da membrana, o papel da fluidez/rigidez da membrana

e o envolvimento dos componentes do hospedeiro esperam uma investigacdo mais aprofundada

(Joo et al., 2016).
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i. Mecanismos de resisténcia bacteriana aos AMPs

Segundo (Joo et al., 2016) como mecanismos de resisténcia a AMPs incluem:

1- Degradacao ou sequestro proteolitico por proteinas secretadas;

2- Impedancia por exo polimeros e moléculas da matriz de biofilme;
3- Contencao da atragdo por alteracdo da superficie/membrana celular;
4- Exportacdo por bombas de efluxo;

Degradacio ou sequestro proteolitico por proteinas secretadas;

As bactérias comensais das superficies epiteliais produzem vdrias protéases ocorrendo

inativagcdo dos AMPs dependendo também da estrutura do peptideo (Pfalzgraff ez al., 2018).

Um dos primeiros mecanismos de defesa bacteriana é precisamente a secrecao de proteinas,
como as protéases quando interagem com as bactérias, uma maneira simples no entanto eficaz

de fornecer a resisténcia (Joo et al., 2016).

O gene mprF que codifica a proteina faz a adi¢ao de lisina ao fosfolipido fosfatidilglicerol e faz

a sua translocacdo para o folheto exterior conferindo resisténcia (Figura 17).
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Figura 17: Mecanismo de resisténcia aos antimicrobianos. Imagem adaptada de Ernst e Peshel,

2011.
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Biofilmes

O biofilme constitui uma barreira de permeabilidade para antibioticos e sdo agrupamentos de
microrganismos nas superficies cercados por uma substancia polimérica extracelular (EPS)
constituida por polissacarideos, proteinas, DNA extracelular, dgua e lipideos (Raheem e Straus,

2019).

Um biofilme ¢ designado de uma comunidade microbiana em que as células estabelecem
ligagdes a células do hospedeiro onde ocorrem formagdes de matrizes de composi¢do
polissacaridea, proteinas e DNA extracelular (Sousa et al., 2016) A formagao de biofilme ¢ um
dos principais problemas em infegdes bacterianas, aumentando substancialmente a resisténcia
bacteriana a antibioticos e defesa inata do hospedeiro (Ernst e Peschel, 2011; Chung e Khanum,

2017).

Sao particularmente dificeis de erradicar devido a sua resisténcia a stresses exogenos, como
terapia com antibidticos convencionais e mecanismos de defesa do hospedeiro (Pfalzgraff et
al., 2018). As bactérias planctonicas em condigdes de stress, uso de antibioticos, fome e outros
respondem de forma rigorosa mediadas pela sintese do nucledtido sinalizador (p) ppGpp, um
mecanismo presente em bactérias Gram-positivas e Gram-negativas que posteriormente levam

a formagao de biofilme (Raheem e Straus, 2019).

Na procura por combater infegdes provocadas por biofilmes, os peptideos antimicrobianos
foram apontados como potencias alternativas aos antibidticos convencionais (Chung e

Khanum, 2017).
Contencao da atracio por alteracio da superficie/membrana celular

A alteragdo da composicao do fosfolipido bacteriano, como aminoacila¢ao de grupos de cabeca
de fosfatidilglicerol, que dissimula os fosfatos aniénicos com aminas primarias cationicas

diminui a atracdo de AMPs e a inser¢do na membrana (Pfalzgraff et al., 2018).
Bombas de efluxo

Os AMP atuam de forma intracelular e sdo passiveis a efluxo ativo, semelhante ao que acontece

na resisténcias aos antibioticos tradicionais (Bechinger e Gorr, 2017).
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As bombas de efluxo sdo constituidas maioritariamente de proteinas que estdo ligadas as
membranas e movem os compostos toxicos para fora das células, no caso das bombas de efluxo
bacteriano requerem diretamente ATP ou usam um gradiente de potencial eletroquimico

existente (Band e Weiss, 2014).

As bactérias conseguem remover os AMPs mesmo quando estes ja se encontram inseridos na
membrana citoplasmatica usando as bombas de efluxo, presentes em muitas bactérias Gram-
negativas (Joo et al., 2016). Além disso, as bombas de efluxo contribuem para a defesa contra
antimicrobianos do hospedeiro através da colonizagdo e persisténcia, por exemplo os CAMPs

(Band e Weiss, 2014).

6. Antibioticos e AMPs

Os antibioticos introduzidos passam sempre por trés questdes fundamentais: a sua estabilidade,
a sua toxicidade e a sua formulacdo. A sua eficacia deve ser clinicamente comprovada e testada
(Hancock e Falla, 1996). Os antibioticos salvaram milhdes de vidas e aumentaram a esperanca
média de vida, sdo compostos citotoxicos/citostaticos que trouxeram qualidade de vida a nossa
humanidade, no entanto a resisténcia a estes tem vindo a ser motivo de preocupacao (Pizzolato-

Cezar et al., 2019).

Nestes ultimos 40 anos, apareceram unicamente trés novas classes de antibidticos,
Lipopeptideos, Oxazolidinonas e Esptreptograminas tudo direcionado para infecdes bacterianas

Gram-positivas. (Marr et al., 2006; Chung e Khanum, 2017).

Uma das principais vantagens dos AMPs em relacdo aos antibidticos convencionais ¢ o facto
de alguns desses peptideos apresentarem uma capacidade de modularem as respostas imunes

(Zhang e Gallo, 2016). Os antibitticos a base de peptideos incluem (Andersson et al., 2016):

° Beta-lactamicos: Penicilina;

o Peptideos ciclicos: Polimixinas e Bacitracina;

o Glicopeptideos: Vancomicina;

J Lipopeptideos: Daptomicina (uma das mais novas classes de antibioticos).
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Apesar de que os AMPs nao sejam considerados tdo potentes como os antibidticos classicos,
apresentam vantagens comparativamente a eles, como por exemplo, a sua atividade contra
espécies bacterianas resistentes aos antibidticos, (exemplo: Staphylococcus aureus resistente a
meticilina). Os AMP mesmo apds varias passagens contendo o peptideo a uma concentragao
de metade das concentragcdes minimas inibitérias (CIM) ndo apresentam resisténcia, em
comparacdo com os antibidticos convencionais. A morte pelos peptidios também ¢
extremamente rapida com mais de 99,9% das bactérias mortas em 20 minutos e pode envolver
multiplos alvos celulares bacterianos, ao passo que os antibidticos convencionais mata menos

de 90% em 60 minutos (Hancock e Falla, 1996; Marr et al., 2006).

Nao sdo prejudicados pela resisténcia provocada pelos mecanismos que ocorrem nos
antibioticos usados atualmente que se encontram em risco como ¢ o caso de Staphylococcus
aureus (MRSA) e Pseudomonas aeruginosa que ¢ resistente a varios medicamentos. Ou seja,
como ja referido, administrados conjuntamente podera ocorrer um efeito sinérgico o qual ajuda
a ultrapassar barreiras que as bactérias resistentes criaram contra os antibidticos usados hoje

em dia (Figura 18) (Marr et al., 2006; Pizzolato-Cezar et al., 2019).

Os AMPs funcionam como potenciadores dos efeitos antimicrobianos e, por sua vez, o uso de
tratamentos combinatorios fornece a oportunidade de diminuir a dosagem e assim diminuir a
toxicidade sem comprometer o efeito desejado nas bactérias. Ao combinar dois medicamentos
alcancam o mesmo efeito por mecanismos de acdo diferentes e o desenvolvimento de
resisténcia a um Unico na combinacdo pode ser menos provavel de acontecer (Leon-Buitimea

et al., 2020).
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Figura 18: (A) Desvantagem do uso unico de um medicamento; (B) Vantagem no uso de

tratamentos combinatorios. Adaptado de Ledén-Buitimea et al., 2020.

i. Daptomicina

Daptomicina, uma classe de antibioticos lipopeptidicos ciclicos descoberto em 1980, produzida
por Streptomyces roseosporus (Steenbergen et al., 2005). Um novo agente antimicrobiano com
elevada atividade bactericida contra um largo espetro de agentes patogénicos Gram-positivos

(Streit et al., 2004; Pirri et al., 2009).

J4

A Daptomicina ¢ capaz de romper a membrana citoplasmatica, mas ndo ¢ capaz de
permeabilizar a membrana externa das bactérias Gram-negativas. Logo, ¢ altamente ativo
contra bactérias Gram-positivas, mas ndo tem atividade contra bactérias Gram-negativas (Li et

al., 2017).
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O espetro de atividade que a Daptomicina abrange Staphylococcus aureus (MRSA),
Staphylococcus epidermidis resistentes a meticilina, Enterococcus resistentes & Vancomicina

(VRE) e Streptococcus pneumoniae resistente a penicilina (Thorne e Alder, 2002).

Mais de 25% das infegdes na Europa sdo derivadas de Staphylococcus aureus resistente a
meticilina (MRSA), desta forma sucedeu o aumento do uso da Vancomicina (Steenbergen et

al., 2005).

Quanto a sua estrutura quimica (Figura 19) a Daptomicina exibe uma estrutura unica e distinta
constituida por um lipopeptideo ciclico de aminoéacidos de 13 membros com uma cadeia lateral
de decanoil (Steenbergen et al., 2005). Além de que, possui um mecanismo de acdo distinto e
ndo apresenta resisténcia cruzada com nenhuma outra classe de medicamentos (Thorne e Alder,

2002).
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Figura 19: Esquema ilustrativo da Estrutura da Daptomicina Adaptado de Steenberg et al.,

2005.
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Figura 20: Esquema ilustrativo do mecanismo de acdo da Daptomicina Adaptado de Steenberg

et al., 2005.

No mecanismo de acdo da Daptomicina (Figura 20) h4d uma insercdo da cauda lipofilica na
membrana celular bacteriana dependente de célcio. Este forma oligomeros na presenga de Ca®*
para formar micelas e rompe a integridade funcional da membrana, provocando a
despolarizagio rapida da membrana e permitindo o efluxo de ides de potassio (K*) consecutivo
a interrupc¢do da sintese de DNA, RNA e proteinas, ocasionando a rapida morte celular (Streit

et al., 2004; Steenbergen et al., 2005).
ii. Gramicidina S

A Gramicidina S ¢ um peptideo ciclico antimicrobiano de ocorréncia natural foi descoberta em
1941 na Unido Soviética onde era utilizada no tratamento de feridas durante a Segunda Guerra
Mundial, ¢ produzida naturalmente pela Aneurinibacillus migulanus, apresenta atividade tanto
contra agentes patogénicos Gram-positivo como Gram-negativos (Figura 21)(Swierstra ef al.,

2016; Wenzel et al., 2018; Yeoh et al., 2018).

A Gramicidina S provoca uma ténue desmistificagdo lipidica com efeitos menores na
permeabilidade e na fluidez da membrana, mistura-se na ligagdo da membrana da enzima de
sintese da PC e da proteina da cadeia de transporte de eletrdes citocromo C, melhor dizendo,

deslocaliza as proteinas da membrana periférica que estdo envolvidas na sintese no envelope
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celular e na divisao celular, apesar de nao afetar as proteinas do DNA ou as proteinas integrais

da membrana (Wenzel et al., 2018).

Gramicidina S

Figura 21: Esquema ilustrativo da Estrutura da Gramicidina S. Adaptado de Swierstra et al.,

2016.

iii. Polimixinas

Sao provavelmente os lipopeptideos de ocorréncia natural mais conhecidos: Polimixina B e
Polimixina E (também conhecida como Colistina), ambos produzidos pela bactéria Gram-
positiva Bacillus polymyxa. Apesar de existirem cinco Polimixinas, desde a A a E, apenas a
Polimixina B e a Colistina sdo utilizadas em contexto clinico, destinadas para tratamentos de
infecdes bacterianas Gram-negativas ((Landman et al., 2008; Band e Weiss, 2014; Cai ef al.,

2015).

Novos compostos pertencentes a esta classe, Polimixina M (mattacina) isolada de Paenibacillus

kobensis, continuam a ser descobertos (Chung e Khanum, 2017).

Surgiu como um importante agente no tratamento de infegdes hospitalares causadas pelas
bactérias Gram-negativas multirresistentes (MDR) apelidadas de “super bactérias” ( Zavascki

et al., 2007; Olaitan et al., 2014; Cai et al., 2015).
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Bactérias MDR como Klebsiella pneumoniae, Pseudomonas aeruginosa e Acinetobacter
baumannii retratam em comum resisténcias a varios farmacos. Verificou-se que a Polimixina
B ¢ clinicamente eficaz contra todas e tem sido administrada diretamente como antibidtico

(Trimble et al., 2016; Zhang e Gallo, 2016).

Apesar de terem sido utilizados esporadicamente devido aos seus efeitos colaterais,
nefrotdxicos e neurotdxicos, com o aumento calamitoso de resisténcia a antibidticos leva a
necessidade que sejam cada vez mais usados, como ultima linha terapéutica muitas vezes
utilizadas sob a forma de formulagdes topicas na prevencao e tratamento de infeg¢des locais

(Band e Weiss, 2014; Mahlapuu et al., 2016).

A polimixina B apresenta uma estrutura ( Figura 22 ) com uma cadeia lateral de tripéptido com
uma cauda de acido graxo e um anel peptidico policationico, possui cinco grupos amina
primarios e ¢ um policatido com pH fisioldgico (Zavascki et al., 2007). Entre a Polimixina B e
E na sua estrutura diferem por uma D-fenilalanina substituida por uma D-leucina no anel

peptidico ( Cai et al., 2015; Trimble et al., 2016).

33



Peptideos como alternativas terapéuticas

+-NH,

(a)-Dab —» p-Phe — 1-Leu

Fatty acid — (a)L-Dab — . Thr — (at)L-Dab — (c.y)-Dab .

L Thr «— (a-Dab «— (ot)i-Dab
-NH, v-NH, ‘

+-NH, +-NH,

Figura 22: Esquema ilustrativo da Estrutura da Polimixina B. Adaptado de Zavascki ef al.,

2007.

As Polimixinas em geral possuem uma afinidade elevada e interatuam com o LPS da OM das
bactérias Gram-negativas e sdo de seguida absorvidas (Figura 23) (Pirri et al., 2009). O anel
peptidico policationico liga-se aos residuos de fosfato na OM destabiliza o LPS deslocando as
pontes de CA>" e Mg?*, sendo capaz de desorganizar as estruturas responsaveis pela

manutengdo do equilibrio osmotico ( Zavascki et al., 2007; Trimble et al., 2016).

Esta capacidade de interferir na integridade da membrana permite que os antimicrobianos
hidrofébicos, como o caso da Eritromicina, possam atingir as bactérias Gram-negativas apos a

exposicao as Polimixinas (Landman et al., 2008).

Peptidoglicano I T I T-IC T I T I T I 1]

Membrana
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Figura 23: Esquema ilustrativo da interacdo da Polimixina B com a porcdo lipidica da

membrana externa do lipopolissacarideo (LPS). Adaptado de Trimble ef al., 2016.
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iv. Doencas em humanos relacionadas com AMPs

Somos repetidamente bombardeados por uma infinidade de diversas espécies microbianas ao
longo da nossa vida. Todavia, o nosso corpo humano esta equipado de forma a inibir possiveis
agentes patogénicos através de um sistema de defesa imune inato evolutivamente conservado
(Peters et al., 2010). Os AMPs estao presentes na maior parte das areas do nosso corpo humano
que frequentemente estdo expostos a ataques de agentes patogénicos como € o caso da nossa

pele, mucosa intestinal, oral, pulmao, olho e trato reprodutivo. (Zhang e Gallo, 2016).

Sao varios os AMPs identificados em diferentes excrecdes humanas e tipos de células, desde a
saliva, suor, lagrimas, esperma, urina, células epiteliais, macrofagos, neutrofilos, células
assassinas naturais (NK do inglés natural killer) , células Paneth, células T e B (Andersson et

al., 2016).

Os AMPs contribuem na formacdo da composi¢do da microbiota comensal, cooperando na
manuten¢do da homeostase cutanea e intestinal. A cessacdo deste efeito pode provocar graves
repercussoes para a satide incluindo: obesidade, infe¢des recorrentes, doengas como a sindrome

do intestino inflamatorio e dermatite atopica (Zhang e Gallo, 2016).

Bactérias como Staphylococcus aureus € Pseudomonas aeruginosa sao originadoras de ulceras
de pressao, tlceras nas pernas e ulceras nos pés diabéticos , resultados das infe¢des cronicas de
feridas provocadas por estas bactérias. Estas sdo fortes formadoras de biofilmes, a causa da ma
cicatrizacdo dessas feridas e verificou-se que os AMPs revelaram propriedades antiagregantes

e anti-biofilme (Chung e Khanum, 2017).
Intestino

O trato intestinal € coberto por células epiteliais, dobrada em vilosidades e criptas. Na base das
criptas podem ser encontradas as células granulares especializadas, denominadas de células de
Paneth. As células de Paneth produzem AMPs (alfa-defensinas) contribuindo para o

funcionamento normal do intestino (Zasloff, 2019).
Problemas de Pele

A pele ¢ a nossa principal barreira contra agentes patogénicos e, além da barreira fisica, impede

a penetracdo de microorganismos. Os queratindcitos sao as células predominantes na epiderme,

35



Peptideos como alternativas terapéuticas

que contribuem para a defesa contra infe¢des bacterianas da pele. Sdo pelos menos vinte os

AMPs identificados na pele entre eles a Catelicidina humana LL-37 (Pfalzgraff ez al., 2018).

Distarbios inflamatérios como dermatite de contacto, lupus eritematoso e psoriase produzem
através dos queratinocitos que estdo presentes na nossa pele, o peptideo LL-37 (Chessa et al.,

2020).

As infegdes de pele e tecidos moles sdo principalmente causadas pelos ESKAPE, as bactérias

mais resistentes a antibioticos comuns. (Pfalzgraff et al., 2018).

A expressdo de peptideos antimicrobianos sintetizados pelo queratindcito ¢ aumentada no
contexto de inflamag@o ou infecdo. Por sua vez, podem estimular a expressdo de citoquinas
pelas suas proprias propriedades pro-inflamatorias ou pela capacidade de potencias uma

resposta inflamatoria ja em decurso (Chessa ef al., 2020).

A psoriase ¢ uma doenga comum que afeta milhdes de adultos, associada a niveis aumentados
de LL-37 na epiderme, como uma condi¢do autoimune, ¢ caracterizada por uma diferenciagdo
e maturagdo excessiva de células T. A inflamacdo epidérmica persiste e a expansdo dos
queratinocitos resultam na formac¢do de placas escamosas a superficie da pele (Alford et al.,

2020).

7. Terapéutica com peptideos

O uso de peptideos como alternativa terapéutica tem ganho cada vez mais terreno, no sentido
em que sdo faceis de sintetizar, apresentam uma agao rapida, tamanho pequeno e apresentam
um vasto espectro contra bactérias. Desta forma, podem ser usados como antimicrobianos em

combinagdes terapéuticas (Baltzer e Brown, 2011).

Os AMPs isoladamente ou em combinagdo com medicamentos convencionais tem-se mostrado
eficaz no combate a diferentes agentes infeciosos, principalmente bactérias MDR. (Ledn-

Buitimea et al., 2020).

A combinag¢do destes com outros antibioticos tais como: Vancomicina, Penicilina, Ampicilina,

Polimixina E, Doxiciclina, Daptomicina, Linezolida, Teicoplanina, Azitromicina,
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Ciprofloxacina e Claritromicina que quando usados associados a AMPs apresentaram atividade

sinérgica potente. (Chung e Khanum, 2017).

Sao repetidamente usados para melhorar os resultados dos novos tratamentos, logo a associagdo
de antibidticos existentes pode entender a vida 1til dos antibioticos tradicionais e reduzir a

quantidade de peptideo precisa para o tratamento (Marr et al., 2006).

Inesperadamente, embora atividade antimicrobiana dos AMPs seja o papel bioldgico
fundamental, foram consideradas novas fungdes incluido neutralizacdo de endotoxinas e
propriedades antineoplésicas (Peters et al., 2010). Também tem sido avaliada a sua fungao
como novos anti-infeciosos, novos agentes para modular a resposta imune, cicatrizagdo de
feridas e impedir adesdes pos-cirurgicas tornando estes compostos relevantes para o progresso

em eventuais terapéuticas futuras (Mahlapuu et al., 2016).

Aplicacoes Clinicas

‘s i

Anti-infecioso Anti-Inflamatério Anti-Sepcia

. ¢
o.o “
Anti-Cancro Cicatrizar feridas Angiogénese Adjuvante Vacinal

Figura 24: Aplicagdes clinicas AMPs. Adaptado de Alford et al., 2020.

Os peptideos antimicrobianos podem alertar o sistema imunoldgico adaptativo para possiveis
problemas. As alfa- defensinas dos neutrofilos atraem células T do sangue periférico que
expressam CD4/CD45RA e antigénios CDS e, também, conseguem atrair células dendriticas
(Zasloff, 2019). Em estados de inflamagao da pele e pulmao o LL37 ¢ induzido dentro das
células epiteliais destes e expecta-se que atraia neutrdfilos, mondcitos e células T para o local.

(Zasloft, 2019).

Na atualidade, encontram-se muitos AMPs em desenvolvimento para tratamento

antibacteriano, mas a maior parte destina-se a uso topico, provavelmente devido a toxicidade
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verificada apds a administragdo via intravenosa da polimixina B e Colistina. O unico AMP que
tem sido usado em ensaios clinicos por esta via de administragdo ¢ a Lactoferrina 1 a 11

produzida pelo homem (hLF 1 a 11) (Andersson et al., 2016).

Como exemplos de uso dos AMPs em aplicacdes topicas temos no local do cateter, cicatrizagdo

de feridas e fibrose cistica (Chung e Khanum, 2017).

Estima-se que nos proximos anos, tendo em conta os varios AMPs que se encontram em
desenvolvimento e estudo clinico em diferentes areas terapéuticas, esta nova estratégia
terapéutica vira a confirmar um beneficio que levara a autorizacdo de introdugdo no mercado

de novos medicamentos baseados em AMP. (Mahlapuu et al., 2016).

III. CONCLUSAO

Os ultimos 50 anos foram descritos como a “era dos antibidticos”. Porém essa “era” podera
estar a chegar ao fim, ja que a eficiéncia dos antimicrobianos estd comprometida devido aos

mecanismos de resisténcia preocupantes e alarmantes que as bactérias desenvolveram.

Como resultado da pressdo seletiva ao uso de antibidticos a resisténcia bacteriana tem surgido
de uma forma natural, contudo a uma velocidade superior ao esperado. Virios agentes
patogénicos causam milhares de mortes por ano e caso ndo sejam tomadas medidas, prevé-se

que mais de 10 milhdes de pessoas possam morrer de doengas infeciosas até 2050.

A eficiéncia dos antimicrobianos est4 cada vez mais comprometida, representando uma ameaca
global crescente e impiedosa para a satde publica, pelo que se torna iminente a procura por

uma solucao.

Os AMPs sao moléculas que fazem parte da resposta de defesa de vérias espécies de organismos
vivos, sdo caracterizados de formas diferentes com base na estrutura, sequéncia e mecanismo
de ag¢do que apresentam. Os AMPs sdo encontrados em varias areas do nosso corpo, desde a
pele, as secrecdes humanas e tipos de células, estando relacionadas com vérias doengas seja

pela presenga em excesso ou pela escassez dos mesmos.

Apesar do surgimento de varios mecanismos de acdo exercidos por estes peptideos, a principal

atividade exercida por estes € a interacdo com a membrana citoplasmatica
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Visto que o aparecimento de novas classes de antibioticos ¢ cada vez menor e tendo em conta
que os AMPs possuem vantagens comparativamente aos antibioticos classicos € benéfico o uso

dos AMPs em tratamentos de doengas infeciosas.

Ainda ndo esté claro se o uso de AMPs em tratamentos de primeira linha sera a melhor opg¢ao,
visto que alguns podem apresentar um nivel de toxicidade superior ao pretendido. De forma a
melhorar a eficiéncia e taxa de “risco-beneficio” dos tratamentos, propde-se que a associagao
de um antibiotico classico com um AMP fornega um efeito sinérgico no tratamento e uma
diminui¢do na probabilidade de evolucao de resisténcia, ndo necessitado de doses tao elevadas,

e, consequentemente diminui a toxicidade provocada no organismo.

E necessaria uma exposi¢do muito superior de AMPs comparativamente com os antibi6ticos
classicos para o desenvolvimento de resisténcia, mesmo que o surgimento da resisténcia seja
raro alguns agentes patogénicos apresentam resisténcia aos AMPs, de forma que uma
terapéutica combinada sera muito mais vantajosa para o sucesso terapéutico e para o combate

de doengas infeciosas.

O desenvolvimento e estudo sobre os AMPs podem trazer varias solu¢des para um futuro muito
proximo, ndo so pela sua atividade antimicrobiana como pelo fato de poder ser explorado para
véarios problemas de satde, desde a sua utilizagdo no tratamento do cancro, distirbios

inflamatorios na nossa pele, DSTs, etc.

Os peptideos antimicrobianos sao moléculas unicas e candidatos promissores para o tratamento
de organismos multirresistentes, devido aos seus mecanismos de agdo e s atividades que

exibem.

Os AMPs, designados por varios autores como “armas antigas”, com todo o potencial e
propriedades que apresentam, poderdo ser o segredo para a resolugdo de tantos problemas que
matam milhares de pessoas. Além disso, o estudo e desenvolvimento de terapéuticas baseadas
nestes compostos, ou em associagdo destes compostos com antibidticos pode ser o marco de
uma evolu¢do na medicina, na medida em que se previne a falta de tratamento em infe¢des

reincidentes e intrataveis.

39



Peptideos como alternativas terapéuticas

BIBLIOGRAFIA

Alford, M. A. et al. (2020). Cathelicidin Host Defense Peptides and Inflammatory Signaling:
Striking a Balance. Frontiers in Microbiology, 11(August), pp. 1-18. doi:
10.3389/fmicb.2020.01902.

Andersson, D. L., et al., (2016). Mechanisms and consequences of bacterial resistance to
antimicrobial peptides. Drug Resistance Updates. Elsevier Ltd, 26, pp. 43-57. doi:
10.1016/j.drup.2016.04.002.

Baltzer, S. A. e Brown, M. H. (2011). Antimicrobial peptides-promising alternatives to
conventional antibiotics. Journal of Molecular Microbiology and Biotechnology, 20(4), pp.
228-235. doi: 10.1159/000331009.

Band, V. I. e Weiss, D. S. (2014). Mechanisms of antimicrobial peptide resistance in gram-

negative bacteria. Antibiotics, 4(1), pp. 18—41. doi: 10.3390/antibiotics4010018.

Bechinger, B. e Gorr, S. U. (2017). Antimicrobial Peptides: Mechanisms of Action and
Resistance. Journal of Dental Research, 96(3), pp. 254-260. doi: 10.1177/0022034516679973.

Berglund, N. A. et al. (2015). Interaction of the Antimicrobial Peptide Polymyxin B1 with Both
Membranes of E. coli: A Molecular Dynamics Study. PLoS Computational Biology, 11(4), pp.
1-18. doi: 10.1371/journal.pcbi.1004180.

Beveridge, T. J. (1999). Structures of gram-negative cell walls and their derived membrane
vesicles. Journal of bacteriology, 181(16), pp. 4725-33. doi: 10.1128/JB.181.16.4725-
4733.1999.

Cai, Y. et al. (2015). Polymyxin B versus colistin: An update. Expert Review of Anti-Infective
Therapy, 13(12), pp. 1481-1497. doi: 10.1586/14787210.2015.1093933.

Cardoso, M. H. et al. (2020). Computer-aided design of antimicrobial peptides: are we
generating effective drug candidates? Frontiers in Microbiology, 10(January), pp. 1-15. doi:
10.3389/fmicb.2019.03097.

40



Peptideos como alternativas terapéuticas

Chessa, C. et al. (2020). Antiviral and Immunomodulatory Properties of Antimicrobial Peptides
Produced by Human Keratinocytes. Frontiers in Microbiology, 11(June), pp. 1-15. doi:
10.3389/fmicb.2020.01155.

Chung, P. Y. e Khanum, R. (2017). Antimicrobial peptides as potential anti-biofilm agents
against multidrug-resistant bacteria. Journal of Microbiology, Immunology and Infection,

50(4), pp. 405-410. doi: 10.1016/j.jmii.2016.12.005.

Cundliffe, E. (2006). Antibiotic production by actinomycetes: the Janus faces of regulation.
Journal of Industrial Microbiology and Biotechnology, 33(7), pp. 500-506.

Donadio, S. et al. (2002). Impact of the first Streptomyces genome sequence on the discovery
and production of bioactive substances. Applied Microbiology and Biotechnology, 60(4), pp.
377-380.

Ernst, C. M. e Peschel, A. (2011). Broad-spectrum antimicrobial peptide resistance by MprF-
mediated aminoacylation and flipping of phospholipids. Molecular Microbiology, 80(2), pp.
290-299. doi: 10.1111/5.1365-2958.2011.07576.x.

Hancock, R. E. W. (1997) Peptide antibiotics. Lancet, 349(9049), pp. 418-422. doi:
10.1016/S0140-6736(97)80051-7.

Hancock, R. E. W. e Falla, T. J. (1996). Antimicrobial peptides: broad-spectrum antibiotics
from nature. Clinical Microbiology and Infection, 1(4), pp. 226-229. doi: 10.1016/s1198-
743x(15)60279-8.

Hutchings, M. et al. (2019). Antibiotics: past, present and future. Current Opinion in
Microbiology, 51(Figure 1), pp. 72—-80. doi: 10.1016/j.mib.2019.10.008.

Jenssen, H. et al. (2006). Peptide antimicrobial agents. Clinical Microbiology Reviews, 19(3),
pp. 491-511. doi: 10.1128/CMR.00056-05.

Joo, H. S. et al. (2016). Bacterial strategies of resistance to antimicrobial peptides.
Philosophical Transactions of the Royal Society B: Biological Sciences, 371(1695). doi:
10.1098/rstb.2015.0292.

41



Peptideos como alternativas terapéuticas

Kumar, P. et al. (2018). Antimicrobial peptides: Diversity, mechanism of action and strategies
to improve the activity and biocompatibility in vivo. Biomolecules, 8(1). doi:

10.3390/biom8010004.

Landman, D. et al. (2008). Polymyxins revisited. Clinical Microbiology Reviews, 21(3), pp.
449-465. doi: 10.1128/CMR.00006-08.

Lau, J. L. e Dunn, M. K. (2018). Therapeutic peptides: Historical perspectives, current
development trends, and future directions. Bioorganic and Medicinal Chemistry, 26(10), pp.
2700-2707. doi: 10.1016/j.bmc.2017.06.052.

Ledn-Buitimea, A. ef al. (2020). The Demand for New Antibiotics: Antimicrobial Peptides,
Nanoparticles, and Combinatorial Therapies as Future Strategies in Antibacterial Agent Design.

Frontiers in Microbiology, 11(July), pp. 1-10. doi: 10.3389/fmicb.2020.01669.

Li, J. et al. (2017). Membrane active antimicrobial peptides: Translating mechanistic insights

to design. Frontiers in Neuroscience, 11(FEB), pp. 1-18. doi: 10.3389/tnins.2017.00073.

Loureiro, R. J. et al. (2016). Use of antibiotics and bacterial resistances: Brief notes on its
evolution.  Revista  Portuguesa de Saude Publica, 34(1), pp. 77-84. doi:
10.1016/j.rpsp.2015.11.003.

Madigan, M. T. et al. (2009). Brock biology of microorganisms. Upper Saddle River, NJ:
Prentice hall, 13th edn.

Mahlapuu, M. et al. (2016). Antimicrobial peptides: An emerging category of therapeutic
agents. Frontiers in Cellular and Infection Microbiology, 6(DEC), pp. 1-12. doi:
10.3389/fcimb.2016.00194.

Marr, A. K. et al. (2006). Antibacterial peptides for therapeutic use: obstacles and realistic
outlook.  Current  Opinion in  Pharmacology,  6(5), pp. 468-472. doi:
10.1016/j.coph.2006.04.006.

Microbiology Book (2020) Lipo-Portuguese.jpg. Disponivel em:
http://www.microbiologybook.org/Portuguese/lipo-portuguese.jpg

42



Peptideos como alternativas terapéuticas

Navarre, W. W. (1999). Surface Proteins of Gram-Positive Bacteria and Mechanisms of Their
Targeting to the Cell Wall Envelope. Microbiology and Molecular Biology Reviews, 63(1), pp.
174-229.

Olaitan, A. O. et al. (2014). Mechanisms of polymyxin resistance: Acquired and intrinsic
resistance in bacteria. Fromtiers in  Microbiology, 5(NOV), pp. 1-18. doi:
10.3389/fmicb.2014.00643.

Peschel, A. (2002). How do bacteria resist human antimicrobial peptides? Trends in

Microbiology, 10(4), pp. 179-186. doi: 10.1016/S0966-842X(02)02333-8.

Peters, B. M. et al. (2010). Antimicrobial peptides: Primeval molecules or future drugs? PLoS
Pathogens, 6(10), pp. 4-7. doi: 10.1371/journal.ppat.1001067.

Pfalzgraff, A. et al. (2018). Antimicrobial peptides and their therapeutic potential for bacterial
skin infections and wounds. Frontiers in Pharmacology, 9(MAR), pp. 1-23. doi:
10.3389/fphar.2018.00281.

Pilling, S. et al. (2013). Aula 2 - Moléculas anfifilicas, fosfolipidios, micelas, vesiculas e

rotocélulas. Acidononanoico em meteoritos. Universidade do Vale do Paraiba.

Pirri, G. et al. (2009). Lipopeptides as anti-infectives: A practical perspective. Central
European Journal of Biology, 4(3), pp. 258-273. doi: 10.2478/s11535-009-0031-3.

Pizzolato-Cezar, L. R. ef al. (2019). Combinatory antimicrobial peptide-antibiotic to minimize
the ongoing rise of resistance. Frontiers in Microbiology, 10(JULY), pp. 1-5. doi:
10.3389/fmicb.2019.01703.

Raheem, N. e Straus, S. K. (2019). Mechanisms of Action for Antimicrobial Peptides With
Antibacterial and Antibiofilm Functions. Frontiers in Microbiology, 10(December), pp. 1-14.

Sahl, H.-G. et al. (2005). Mammalian defensins: structures and mechanism of antibiotic

activity. Journal of Leukocyte Biology, 77(4), pp. 466—475. doi: 10.1189/j1b.0804452.

Sousa, J. C. et al. (2016). Antibioticos. Edigoes Universidade Fernando Pessoa.

43



Peptideos como alternativas terapéuticas

Steenbergen, J. N. ef al. (2005). Daptomycin: A lipopeptide antibiotic for the treatment of
serious Gram-positive infections. Journal of Antimicrobial Chemotherapy, 55(3), pp. 283-288.
doi: 10.1093/jac/dkh546.

Streit, J. M. et al. (2004). Daptomycin activity and spectrum: A worldwide sample of 6737
clinical Gram-positive organisms. Journal of Antimicrobial Chemotherapy, 53(4), pp. 669-674.
doi: 10.1093/jac/dkh143.

Swierstra, J. et al. (2016). Structure, toxicity and antibiotic activity of gramicidin S and
derivatives. European Journal of Clinical Microbiology and Infectious Diseases, 35(5), pp.
763-769. doi: 10.1007/s10096-016-2595-y.

Thorne, G. M. e Alder, J. (2002). Daptomycin: A novel lipopeptide antibiotic. Clinical
Microbiology Newsletter, 24(5), pp. 33—40. doi: 10.1016/S0196-4399(02)80007-1.

Trimble, M. J. et al. (2016). Polymyxin: Alternative mechanisms of action and resistance. Cold

Spring Harbor Perspectives in Medicine, 6(10). doi: 10.1101/cshperspect.a025288.

Wang, G. et al. (2014). High-quality 3D structures shine light on antibacterial, anti-biofilm and
antiviral activities of human cathelicidin LL-37 and its fragments. Biochimica et Biophysica

Acta - Biomembranes, 1838(9), pp. 2160-2172. doi: 10.1016/j.bbamem.2014.01.016.

Wenzel, M. et al. (2018). The multifaceted antibacterial mechanisms of the pioneering peptide
antibiotics tyrocidine and gramicidin S. mBio, 9(5), pp. 1-20. doi: 10.1128/mBi0.00802-18.

Wimley, W. C. e Hristova, K. (2011). Antimicrobial peptides: Successes, challenges and
unanswered questions. Journal of Membrane Biology, 239(1-2), pp. 27-34. doi:
10.1007/s00232-011-9343-0.

Yeaman, M. R. e Yount, N. Y. (2003). The Metamorphosis of the Kappa. Pharmacological
reviews, 57(1), pp. 27-55. doi: 10.1124/pr.55.1.2.27.

Yeoh, Y. Q. et al. (2018). Photopharmacological Control of Cyclic Antimicrobial Peptides.
ChemBioChem, 19(24), pp. 2591-2597. doi: 10.1002/cbic.201800618.

44



Peptideos como alternativas terapéuticas

Zasloff, M. (2019). Antimicrobial peptides of multicellular organisms: My perspective.
Advances in Experimental Medicine and Biology, 1117(January), pp. 3—6. doi: 10.1007/978-
981-13-3588-4 1.

Zavascki, A. P. et al. (2007). Polymyxin B for the treatment of multidrug-resistant pathogens:
A critical review. Journal of Antimicrobial Chemotherapy, 60(6), pp. 1206-1215. doi:
10.1093/jac/dkm357.

Zhang, L. J. e Gallo, R. L. (2016). Antimicrobial peptides. Current Biology Magazine, pp. R14—
R19.

Zhou, Y. e Peng, Y. (2013). Synergistic effect of clinically used antibiotics and peptide
antibiotics against gram-positive and gram-negative bacteria. Experimental and Therapeutic

Medicine, 6(4), pp. 1000-1004. doi: 10.3892/etm.2013.1231.

45



