UNIVERSIDADE CATOLICA DOM BOSCO

($,UCDB

UNIVERSIDADE CATC')LIQA DOM BOSCO PROGRAMA DE POS-
GRADUACAO EM BIOTECNOLOGIA

Avaliacao da Atividade Antibiofilme do Peptideo
Pa-MAP 1.9 Frente a Cepas de Klebsiella pneumoniae
Resistentes a Carbapenem

Esther Vilas Boas de Carvalho

Campo Grande — MS
Marco de 2018



UNIVERSIDADE CATC')LIEIA DOM BOSCO
PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM BIOTECNOLOGIA

Avaliacao da Atividade Antibiofilme do Peptideo
Pa-MAP 1.9 Frente a Cepas de Klebsiella pneumoniae
Resistentes a Carbapenem

Autora: Esther Vilas Boas de Carvalho
Orientador: Octavio Luiz Franco
Coorientadora: Elizabete de Souza Candido

"Dissertacdo apresentada, como
parte das exigéncias para obtencao
do titulo de MESTRE EM
BIOTECNOLOGIA, no Programa de
Pos-Graduacdo em Biotecnologia da
Universidade Catélica Dom Bosco -
Area de concentracéo: Biotecnologia"

Campo Grande — MS
Marco de 2018



Dados Internacionais de Catalogacéo na Publicagéo (CIP)
(Biblioteca da Universidade Catélica Dom Bosco — UCDB, Campo Grande, MS,
Brasil)

C33la Carvalho, Esther Vilas
Boas de
Avaliacdo da atividade antibiofilme do Peptideo Pa-MAP 1.9
frente a cepas de Klebsiella pneumoniae eesistentes a carbapenem. / Esther
Vilas Boas de Carvalho; orientador Octavio Luiz Franco; coorientadora
Elizabete de Souza Candido. -- 2018
70 f. + anexos.

Dissertacdo (mestrado em biotecnologia) — Universidade Catolica
Dom Bosco, Campo Grande , 2018.
Inclui bibliografias.

1.Klebsiella pneumoniae 2.Biofilme bacteriano 3. Peptideo
polialanina
4. Biotecnologia I. Franco, Octavio Luiz 1l. Candido, Elizabete de Souza
I11. Titulo.
CDD: 579.3




UNIVERSIDADE CATOLICA DOM BOSCO
Inspira o futuro

Avaliagdo da Atividade Antibiofilme do Peptideo Pa-MAP 1.9 frente a Cepas
de Klebsiella pneumoniae Resistentes a Carbapenem

Autora: Esther Vilas Boas de Carvalho
Orientador; Prof. Dr. Octavio Luiz Franco
Coorientadora: Profa. Dra. Elizabete de Souza Candido

TITULACAO: Mestre em Biotecnologia
Area de concentragdo: Biotecnologia.

APROVADA em 08 de margo de 2018.

| [
é’/ ﬁ
a‘,' S— TZ\«.»:

Prof. Dr. Octavio Luiz Franco - UCDB

|

Profa. Dra. Suzdha 'g Ribeiro - UCDB

v 'IIW

Prof. Dr. Caio Ferando Ramalho de Oliveira - UFMS

MISSAQ SALESIANA DE MATO GROSSO - UNIVERSIDADE CATOLICA DOM BOSCO
Av. Tamandaré, 6000 - Jardim Seminario - CEP: 79117-900 - CAMPO GRANDE - MS - BRASIL
CNPJ/MF: 03.226.149/0015-87 - Fone: 55 67 3312-3300 - Fax: 55 67 3312-3301 - www.ucdb.br



“Happiness can be found even in the darkest of times,
if one only remember to turn on the light”
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RESUMO

A bactéria Klebsiella pneumoniae, em especial as estirpes produtoras da
enzima [B-lactamase, tem sido responsavel por grande parte das infeccdes
nosocomiais, incluindo infec¢des associadas a biofilmes multirresistentes. Essa
enzima pode hidrolisar o anel B-lactamico presente em antibidticos, conferindo
resisténcia a terapias antimicrobianas de ultima linha. Deste modo, duas cepas
de K. pneumoniae KpC provenientes de casos clinicos de um hospital de
Brasilia (002210477 e 001450421) foram analisadas quanto ao crescimento de
suas células plancténicas e formacdo de biofilme in vitro, como controle foi
utilizada a cepa ATCC 13883, através de testes em placas de 96 pocos. Apés a
padronizacdo das condicOes ideais de crescimento, foram realizados ensaios
de susceptibilidade ao peptideo Pa-MAP 1.9 e aos antibidticos ciprofloxacino e
meropenem. A concentracao inibitoria minima (CIM) e concentracao inibitoria
minima de biofilme (CIMB) para os ensaios com Pa-MAP 1.9 obtidos para as
cepas KpC 001450421 e 002210477 32 e 64 ug.mL1, respectivamente, e para
cepa ATCC 13883 foi >64 ug.mL* em ambos os ensaios. Para ciprofloxacino, o
melhor CIM/CIMB foi de 2 ug.mL! para cepa ATCC 13883, e 4 ug.mL* para
ambas as cepas KpC, enquanto que para meropenem o melhor CIM/CIMB
foram obtidos para ATCC 13883 a 32 pg.mLl. No ensaio de concentragédo
bactericida minima (MBC) a 32 pg.mL™? a atividade apresentada por Pa-MAP
1.9 frente as cepas KpC foi bacteriostatica, para a cepa ATCC néo foi
observada atividade. A concentracdo de 64 pug.mL* de Pa-MAP 1.9 frente as
cepas ATCC 13883 e KpC 002210477 apresentou atividade bactericida e para
a cepa KpC 001450421 foi observada a atividade bacteriostatica. Ensaios de
sinergismo com meropenem apresentaram efeito indiferente contra a cepa
ATCC 13883, enquanto que o tratamento demonstrou efeito antagonista frente
a cepas KpC. Portanto é evidenciada a atividade de Pa-MAP 1.9 nos
resultados obtidos no trabalho, em especial os resultados de atividade
bactericida apresentada frente a estirpe KpC 002210477, o que nao foi
observado em nenhuma outra cepa. Contudo, apesar da inefetividade da
combinacdo Pa-MAP 1.9 e meropenem, o uso deste peptideo catibnico frente a
K. pneumoniae KpC, foi eficiente no combate a biofilmes. Portanto Pa-MAP 1.9
pode ser considerado uma terapia alternativa no combate e controle de
biofilmes.

Palavras-chave: Klebsiella pneumoniae KpC, Peptideo polialanina, Biofilmes



ABSTRACT

Klebsiella pneumoniae bacteria, especially strains that produce the [3-
lactamase enzyme have been responsible for a large proportion of nosocomial
infections, including the ones caused by multiresistant biofilms. This enzyme
can hidrolyze the B-lactam ring present in all B-lactam antibiotics, conferring
resistance to the last-line antimicrobial therapies. Strains of K. pneumoniae
(KpC 002210477 and 001450421) from a clinical cases from a Brasilia Hospital,
were analyzed for growth of its planktonic cells and biofilm formation in vitro
using 96-well plate tests, ATCC 13883 strain was used as control. After the
standardization of the ideal growth conditions, the susceptibility assay to
antimicrobial peptide Pa-MAP 1.9 and ciprofloxacin and meropenem were
carried out. The minimal inhibitory concentration (MIC) and minimal biofilm
inhibitory concentration (MBIC) to the assays carried out with Pa-MAP 1.9 were
obtained for KpC strains 00145021 and 002210477 at 32 and 64 pg.mL*
respectively and to ATCC strain 13883 was >64 pug.mL?! on both assays. To
ciprofloxacin, the best MIC/MBIC was 2 pg.mL* to ATCC strain 13883, and 4
ug.mL? to both KpC strains, whereas to meropenem the best MIC/MBIC where
obtained for ATCC strain 13883 at 32 pg.mLl. On minimal bactericidal
concentration (MBC) assay, at 32 pug.mL? the activity of Pa-MAP 1.9 to KpC
strains was bacteriostatic, to ATCC strain no activity was observed. Whereas
the concentration of 64 pg.mL? to Pa-MAP 1.9 for ATCC 13883 and KpC
002210477 strains showed bactericidal activity, and for KpC 001450421 the
activity was bacteriostatic. Synergism assays with meropenem showed
indifferent effect against ATCC 13883 strain, whereas the treatment showed an
antagonist effect against both strains of KpC. Therefore the activity of Pa-MAP
1.9 is evidenced on the results obtained in this work, especially the result of
bactericidal activity presented against KpC 002210477, which was not observed
in any other strain. However, despite the combination of Pa-MAP 1.9 and
meropenem ineffectiveness, the use of this cationic peptide against K.
pneumoniae KpC was efficient against biofilms. Hence, Pa-MAP 1.9 can be
considered an alternative therapy on combat and control of biofilms.

Keywords: Klebsiella pneumoniae KpC, Polyalanine peptide, Biofilms
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1. REVISAO DE LITERATURA

1.1 Infec¢gbes nosocomiais e multirresisténcia bacteriana

No mundo sao encontrados diversos ecosistemas microbianos que
coexistem, as interacaos realizadas por esses micorganismos incluem cenarios
competitivos e cooperativos em que 0S microrganismos competem ou proveem
recursos influenciando no crescimento dos outros organismos coexistentes
(Hays et al., 2015). Sendo assim o ser humano vive em contato constante com
o mundo microbiano (Von Mutius, 2016). Desta forma, como um mecanismo de
defesa primario, o sistema imune inato ativa a defesa do hospedeiro impedindo
a invasdo de patdgenos e promovendo o crescimento e reparo tecidual durante
o desenvolvimento do dano. Contudo o sistema imune inato sozinho pode néo
conseguir realizar a defesa apropriada do hospedeiro para combater as
doencas adquiridas (Bottazzi et al., 2016). Neste contexto o aumento do
namero de casos de doencas infecciosas patogénicas tem sido relatado desde
1992 pelo Instituto de Medicina dos Estados Unidos (Taylor et al., 2001).
Doencas adquiridas por pacientes apés cirurgias nos hospitais
contemporaneos tem sido uma probleméatica desde o meio do século 18, e
mesmo apos a introducdo das técnicas de assepsia por Joseph Lister as
infeccbes hospitalares permanecem um problema alarmante (Mangram et al.,
1999).

Infecgcbes nosocomiais ou adquiridas em hospitais podem ser definidas
como uma infeccdo adquirida pelo paciente durante o tempo de permanéncia
no hospital, apds realizacdo de procedimentos cirargicos ou apoés
hospitalizacdo. Essas infeccdes sdo causadas por agentes patogénicos e
possuem um grande impacto na salde publica j& que estdo associadas ao
aumento do uso de antibiéticos, e ao periodo prolongado de hospitalizacdes,
gerando uma consideravel taxa de mortalidade e morbidade e, custos extras a
saude publica (Rosenthal et al., 2003; Khan et al., 2015). Globalmente tem sido
relatadas as taxas de infec¢des hospitalares, das quais as com baixa letalidade
representam 9%, enquanto que infeccdes com letalidade elevada ficam em
torno de 14% (Dos Santos et al., 2005). No Brasil Magill e colaboradores (2014)

realizaram uma pesquisa em hospitais dos Estados Unidos e relataram que em
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2011 ocorreram cerca de 722 mil casos de infec¢cbes bacterianas adquiridas
em hospitais, e destes, 75 mil pacientes foram a 6bito.

Infeccbes adquiridas em ambiente hospitalar podem ser causadas por
diversos microrganismos incluindo bactérias, fungos e virus (Jamal, 1981; Khan
et al., 2017). Apesar desses diferentes agentes microbianos, a maior parte das
infeccbes é causada por bactérias (Khan et al., 2015). Desde a descoberta da
penicilina em 1928 por Alexander Fleming, o tratamento de infeccbes
bacterianas tem sido realizado com antibidticos, entretanto nas ultimas
décadas o uso indiscriminado desses medicamentos levou as bactérias a

desenvolverem variados mecanismos de resisténcia (Liu e Pop, 2009).

Os mecanismos de resisténcia envolvem mutagdes nos genes e podem
ser transmitidos entre bactérias por processos de transducdo (bacteridfagos),
conjugacdo (plasmideos e transposons conjugativos) e transformacao
(incorporacdo de DNA cromossomal, compartilhamento de plasmideos e DNA
de outras bactérias no cromossomo bacteriano) (Levy e Marshall, 2004).
Diversos mecanismos que tornam as bactérias resistentes a antibiéticos tém
sido caracterizados. Mecanismos como a producdo de enzimas que
metabolizam antibidticos, bombas de efluxo que atuam eliminando o composto
da célula, modificacdes estruturais no alvo celular do antibiético prevenindo sua
ligacdo e eliminagdo das porinas transmembrana, através das quais 0s

antibiéticos entram na célula (Ferri et al., 2017).

O mecanismo especializado de producdo de enzimas possibilitou a
algumas bactérias apresentarem enzimas conhecidas como B-lactamases, que
sdo capazes de causar a hidrolise do anel B-lactamico presente antibiéticos -
lactdmicos como as penicilinas, cefalosporinas, cefamicinas e carbapenemas
(Figura 1). Essas enzimas sdo capazes de romper a ligacdo B-lactamica
podendo causar mudancas na configuragdo dos elétrons da molécula
(Richmond e Sykes, 1973). A resisténcia gerada pelas enzimas [(-lactamases
pode ser considerada uma das razbes para 0 surgimento de bactérias
multirresistentes (MDR). Esses organismos representam um desafio para os
sistemas de saude em relacdo ao diagndéstico, ao tratamento a ser aplicado e

ao controle da infeccdo (Sader et al., 2014). As chamadas [B-lactamases de
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espectro estendido (extended spectrum beta-lactamases ou ESBLS) séo serino
B-lactamases geralmente produzidas por enterobacteridceas, que conferem
resisténcia a maioria dos antibioticos oximino-B-lactamicos e monobactamicos
(Adler et al., 2016). As ESBLs foram reconhecidas inicialmente em 1980,
entretanto se tornaram mais comuns em 1990 com o estabelecimento dos
antibiéticos carbapenémicos, destinados ao tratamento de infec¢des causadas
por microrganismos portadores de ESLBs (Tugal et al., 2015). Infecgbes com a
presenca de organismos produtores de ESLBs sdo associadas ao aumento de

mortalidade e dos custos de hospitalizacao (Linkin et al., 2004).
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Figura 1. Estrutura molecular da penicilina com o anel B-lactamico destacado
em vermelho, sofrendo hidrélise através da enzima [B-lactamase gerando
metabdlito inativo em azul . Fonte: Page (1992) adaptado.

1.2 Bactérias patogénicas responsaveis por infeccées nosocomiais

Nas ultimas décadas os relatos de bactérias resistentes a antibiéticos tém
aumentado significativamente. As bactérias Gram-negativas em especial
causam grande preocupacdo devido ao aparecimento de cepas
multirresistentes (Vardakas et al., 2013). Essas bactérias podem causar
infec¢des no trato respiratorio, gastrointestinal e urinario, infec¢des sanguineas,
além de infec¢Bes intra-peritoneais (Khan et al., 2015). A Infectious Diseases
Society of America (IDSA) tem expressado sua preocupacao desde 2002 pela
falta do desenvolvimento de novos compostos terapéuticos que tratem
infeccBes causadas por bactérias resistentes a multiplas drogas (Boucher et al.,
2013). Foram relatadas bactérias de maior ocorréncia nos hospitais brasileiros
por Carneiro e colaboradores (2008) e, entre elas estdo Pseudomonas
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aeruginosa e Klebsiella sp, corroborando com as infec¢des mais comuns nos
Estados Unidos, que sdo causadas em sua maioria por P. aeruginosa, K.
pneumoniae e outras bactérias como Enterococcus faecium, Staphylococcus
aureus, Acinetobacter baumannii e espécies de Enterobacter; conhecidas
como o grupo de patdgenos ESKAPE, que € um acronimo do verbo escapar
(Khan et al., 2015). Entre os patdgenos desse grupo o foco serd dado a K.

pneumoniae, que serd descrita no proximo topico.

1.2.3 Klebsiella pneumoniae

K. pneumoniae (Figura 2) foi isolada pela primeira vez por Friendler em
1882, consistindo em uma uma bactéria saprofita encapsulada em forma de
bastonete. Esta bactéria pertence a familia Enterobacteriaceae e tem sido
responsavel por cerca de 70% das infeccbes humanas, responsavel por
pneumonia nosocomial, bacteremia e infec¢cdes no trato urinario (Podschun e
Ullmann, 1998; Broberg et al., 2014). K. pneumoniae geralmente coloniza o

trato gastrointestinal, pele e nasofaringe (Podschun e Ullmann, 1998).

Cepas de K. pneumoniae produtoras de carbapenemase (K. pneumoniae
KpC) foram inicialmente relatadas em 1996 na Carolina do Norte, contudo a
resisténcia a carbapenémicos foi detectada ha cerca de duas décadas.
Inicialmente a resisténcia foi atribuida a diversos mecanismos, entre eles a alta
regulacdo dos sistemas de efluxo combinados com a hiperproducédo de
cefalosporinases (AmpC) B-lactamase; contudo outros mecanismos podem ser
associados a resisténcia como alteracdo da permeabilidade da membrana
externa devido a perda de porinas, ou a producdo de B-lactamases que
eficientemente hidrolizam antibiéticos carbapenémicos (Yigit et al., 2001,
Gasink et al., 2009; Qureshi et al., 2012).
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Figura 2. K. pneumoniae carbapenemase positiva (KpC) (cor mostarda, em
forma de bastonete) interagindo com neutréfilos humanos (verde). Fonte:
National Institute of Allergy and Infectious Diseases (NIAID), imagem colorida
digitalmente de um microscopio eletrbnico de varredura, imagem
disponibilizada pelo Center for Disease Control and Prevention (CDC) (2014).

Outros casos de cepas de KpC foram relatados nos Estados Unidos em
2005, no mesmo ano as cepas comecaram a ser geograficamente distribuidas,
o primeiro caso fora do pais foi relatado na Franca, contudo a origem da cepa
se deu na Carolina do Norte, como descrito anteriormente (Cuzon et al., 2010).
Leavitt e colaboradores (2007) relataram casos com a presenca do gene de
resisténcia KpC em um hospital em Israel, confirmando que as cepas K.
pneumoniae KpC estavam gradualmente se disseminando. No ano de 2006 a
ocorréncia de bacterias produtoras de carbapenemases comecou a ser
relatada na América do Sul, primeiro na Colémbia, onde foi relatada uma cepa
de P. aeruginosa produtora de KpC (Villegas et al., 2006). Em 2008 casos de
infeccdo com K. pneumoniae produtora de KpC foram relatados neste pais
(Munoz-Price et al., 2013). Posteriormente outros casos de K. pneumoniae KpC
foram relatados na Argentina (Pasteran et al., 2008) e no Brasil no ano de 2006
(Monteiro et al., 2009). Hoje as cepas KpC se dispersaram globalmente,
passando de casos esporadicos nos Estados Unidos, para proporcdes

endémicas em paises como Brasil, Grécia e Israel (Lee e Burgess, 2012).
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Figura 3. Mapa das caracteristicas epidemiologicas e distribuicdo de K. pneumoniae KPC. Fonte: Adaptado de Munoz-Price e
colaboradores (2013).
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Munoz-Price e colaboradores (2013) descreveram a distribuicdo mundial
das cepas (Figura 3) produtoras de KpC. Também foram descritos cinco casos
de K. pneumoniae KpC no Canada em 2008. Todos os pacientes eram idosos,
dentre esses casos, trés haviam visitados areas em que as cepas produtoras
de KpC séo consideradas endémicas, um havia ocupado um quarto hospitalar
infectado e o Ultimo possuia um carcinoma e adquiriu a cepa, vindo a 0Obito
devido a uma infeccdo pulmonar. Na Escdcia ocorreu o primeiro caso de KpC
em uma cepa de Enterobacter sp. em 2003, mas apenas em 2007 foi reportada
em uma cepa de K. pneumoniae KpC neste pais. O primeiro caso de K.
pneumoniae KpC descrito na Espanha ocorreu em 2009, em um idoso e ele foi
o primeiro de mais sete casos ocorridos no mesmo local e data (Curiao et al.,
2010). Outros casos foram descritos na Itdlia (Giani et al., 2009), Suécia
(Tegmark Wisell et al., 2007), india (Jones et al., 2009) e China (Wei et al.,
2007).

Desde a identificacdo e propagacao da cepa produtora da enzima blaxpc-2,
diversas variantes foram identificadas. Em 2012 foi estabelecido um centro
nacional de referéncia para resisténcia a antibidticos na Frangca onde foram
examinadas todas as Enterobacteriaceae carbapenemase-resistentes, a partir
dos dados obtidos foram identificados 20 isolados produtores de KpC, e
desses, 19 variantes eram K. pneumoniae com enzimas KpC-2 e KpC-3
(Munoz-Price et al., 2013).

Cinco desses isolados foram ligados a casos em Israel, Italia, Kuwait e
China (Munoz-Price et al., 2013). A porcentagem para Enterobacteriaceae que
apresenta enzimas KpC na Australia e Nova Zelandia € muito baixa devido aos
cuidados tomados pelos paises como 0 monitoramento de bactérias resistentes
a multiplas drogas. Embora o risco de uma propagacdo intercontinental de
bactérias resistentes seja reconhecido, devido a transferéncia de um grande
namero de pacientes apos ataques terroristas em outros paises proximos.
Desde entdo diversos hospitais mantém uma rotina de vigilancia para
Enterobacteriaceae carbapenemase-resistente em tais transferéncias (Munoz-
Price et al., 2013).

Na América do Norte cepas produtoras de KpC sdo endémicas em

algumas areas, onde casos de ocorréncia de Pseudomonas putida KpC foram
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relatados no Texas, também foram relatados casos de P. aeruginosa KpC na
América central, em Porto Rico. JA na Europa as cepas produtoras sao
encontradas em praticamente todas as areas, a maioria relacionada a
importacédo de areas endémicas, pouco é relatado sobre a China, apesar de ser

considerado um pais com areas endémicas (Nordmann e Poirel, 2014).

No Brasil K. pneumoniae KpC é relatada como a segunda bactéria mais
frequente em infec¢des causadas em pacientes que se encontram unidades de
tratamento intensivo (UTIs) destinadas a adultos, com uma taxa de 18,2% dos
casos reportados nesta UTI. Ja em UTlIs destinadas a pediatria, K. pneumoniae
€ relatada como a terceira bactéria mais frequente, sendo responséavel por
16,3% dos casos de infeccBes causadas em criancas. Nas UTIs destinadas a
pacientes neonatos a taxa de infec¢des causadas por K. pneumoniae € de
16,2%, sendo a segunda bactéria com maior frequéncia em infeccbes em

neonatos (Anvisa, 2016).

Apesar do numero de infec¢cdes causadas por K. pneumoniae KpC ainda
serem altos, uma reducdo no numero de casos reportados foi relatada pela
Anvisa, sendo assim os 6rgdos de saude publica do Brasil buscam desenvolver
acOes para a melhoria da qualidade de diagnoéticos realizados em hospitais
(Anvisa, 2016).

1.3 Biofilmes bacterianos

Biofilmes sdo consorcios compostos por uma Unica ou por multiplas
espécies de bacterianas envoltas por uma matriz auto-produzida, hidratada de
substancias poliméricas extracelulares (EPS) que auxiliam na imobilizacdo das
células e as mantém proximas, permitindo a comunicac¢do quimica célula-célula
(quorum sensing) e outras interacfes (Costerton et al., 1999; Flemming e
Wingender, 2010). Os biofilmes séo considerados um problema para a saude
publica, j& que podem ser responsaveis por mais de 80% das infec¢des
humanas, desde infeccbes relacionadas a dispositivos medicos a infeccbes
teciduais. A formacéao de biofilmes implica em infec¢des persistentes no tecido

tais como infecgBes crénicas em ferimentos, otite média cronica, infecgbes
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recorrentes do trato urinario, endocardite e outras doencas cronicas (R6mling
e Balsalobre, 2012; Beloin et al., 2014).

O desenvolvimento de biofilmes pode ocorrer em cinco etapas (Figura 4),
que consistem em sintese, na adesdo reversivel da bactéria em forma
planctbnica (vida livre) a uma superficie sélida. Nas proximas horas de
incubacdo apds a adesdo, a bactéria pode ser irreversivelmente ligada a
superficie, as células podem se multiplicar, e formar microcolonias que
produzem a matriz polimérica (Hgiby et al., 2010). Uma vez que a estrutura do
biofilme foi desenvolvida, algumas células sao liberadas no meio, permitindo a

colonizagdo de outras areas da superficie (Lasa, 2006).

Biofilmes maduros possuem uma estrutura tridimensional com diversos
microambientes que se diferenciam de acordo com a osmolaridade, o
fornecimento de nutrientes e a densidade celular, essa heterogeneidade produz
uma variedade de fendtipos dentro de um biofilme individual. Depois de
estabelecido um biofilme bacteriano, sua erradicacdo com o uso de antibiéticos
€ muito dificil pois estas comunidades bacterianas séo naturalmente resistentes
as concentracbes de antibidtico suficiente para controle das bactérias
plancténica. E muito dificil as terapias antimicrobianas atuais atingirem a
concentracdo minima dos antibidticos para que néo ocorra atividade citotoxica

nos pacientes (Wu et al., 2015).
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Figura 4. Esquema do desenvolvimento de um biofilme, processo com cinco
etapas. Etapa 1- Adesdo das células planctonicas a uma superficie; etapa 2-
crecimento séssil e quorum sensing; etapa 3- maturacdo da estrutura e
producdo de matriz extracelular; etapa 4- dispersao celular e inducéo de fatores
de dissociacdo; 5- colonizacdo de outras superficies por células livres-
nadantes. Fonte: (Ribeiro, 2014b).

Biofilmes bacterianos apresentam alta resisténcia a respostas imunes e
ao uso de antibioticos, pois apresentam diversos métodos de resisténcia como
a restricdo da penetracdo de antibiéticos em biofilmes, em que a matriz
exopolimérica que encapsula os biofilmes, podendo restringir a difusdo de
moléculas grandes como as lisozimas, e também de moléculas pequenas como
as numerosas defensinas. Os polissacarideos carregados negativamente se
ligam aos aminoglicosideos carregados positivamente restringindo sua

permeacéao no biofilme (Lewis, 2001).

Outro mecanismo de resisténcia a ser citado consiste na mudanca
quimica no microambiente dentro do biofilme, onde as concentracbes de
nutrientes podem ser alteradas, levando a reducédo da taxa metabdlica o que
pode ocorrer devido ao consumo completo do oxigénio e glicose presentes nas
camadas superficiais do biofilme, de forma a resultar em nichos nutricionais
anaerobicos nas camadas mais profundas, fazendo com que o biofilme

apresente uma atividade metabdlica restrita.

A concentracdo de produtos metabdlicos espelha os produtos presentes

no substrato, entdo a acumulacdo de acido pode levar a uma altera¢cdo no pH
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causando uma diferenca entre o fluido da massa e o interior do biofilme o que
pode antagonizar diretamente a acdo do antibiético. O metabolismo inativo
pode atingir uma extensdo do biofilme em que as células continuam viaveis
porém perdem a culturabilidade (Lewis, 2001; Fux et al., 2005). Em resposta a
inatividade metabdlica as bactérias se adaptam ativamente ao estresse, como
por exemplo os biofilmes passam a estimular a producdo de catalase ou
induzem a expressao de [-lactamases cromossomais. As bactérias nos
biofilmes podem ativar genes de resposta a estresse e mudar para fendtipos
mais tolerantes aos estresses ambientais, como qualidade nutricional,
densidade celular, temperatura, pH entre outros. Os genes de resposta a
estresses podem antagonizar os efeitos deletérios de antibidticos (Fux et al.,
2005). As bactérias podem adquirir genes de resisténcia que codificam
enzimas, como por exemplo as B-lactamases, sua expressao faz com que essa
enzima possa hidrolizar o anel B-lactamico dos antibidticos antes deles
atingirem a bactéria (Olsen, 2015).

Lewis (2001) sugeriu que biofilmes podem ser mais resistentes devido a
presenca do pequeno grupo de células que sobrevivem acédo dos antibidticos,
as chamadas células persistentes, e sdo preservadas pela presenca de
qualquer antibiético que inibe seu crescimento. Paradoxalmente, os antibiéticos
ajudam as células persistentes a perserverar ja que elas entram em dorméncia

sob a acdo dos mesmos e sobrevive.

1.4 Antibidticos versus bactérias: a luta contra infec¢cdes adquiridas

A chamada era antibiotica moderna teve inicio com Paul Erlich em 1904,
em busca de uma droga para tratamento da sifilis, uma doenca sem cura para
a época. Em 1909 que junto com Alfred Bertheim e Sahachiro Hata, os quais
testaram 600 compostos, mas apenas seis deles os levaram a sintetizar uma
droga com o nome de Salvarsan buscando a cura da sifilis. Este medicamento
foi o prescrito com grande frequéncia até ser substituido pela penicilina em
1940 (Aminov, 2010).

O uso de antibidticos no tratamento de infec¢des teve seu inicio em 1930

inspirada pelo sucesso de Erlich e uso de arsénicos, a companhia Friederich
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Bayer iniciou uma pesquisa buscando combater doencas infecciosas com
quimicos sintéticos, desta forma foi desenvolvido o antibiético Sulfonamida, que
foi testado in vitro em uma cepa de Streptococcus hemolyticus isolada de um
caso de sepse bacteriana. Seguido pela descoberta (1928) e introducdo de
penicilina na medicina (1940), os antibidticos foram considerados como
agentes que eventualmente controlariam as infec¢des, pois exerciam um efeito
tanto no tratamento das doencgas infecciosas, como na sociedade, mudando as

taxas de morbidade e mortalidade (Coates et al., 2002; Bentley, 2009).

Apesar da crenca de os antibidticos serem os sanadores de doencgas
infecciosas, as infec¢bes adquiridas continuam sendo de dificil tratamento.
Diversos fatores contribuem para este fato, como a continua alteracdo no
espectro de patégenos que causam as infec¢cdes em humanos, fatores sociais
como a falta de educacédo basica ou desinformacao da populacdo em geral, o
uso descontrolado dos antibidticos e fatores ambientais que impactam
propagacdo das infec¢cdes. A maioria dos casos de resisténcia a antibidticos
sdo descritos em locais de cuidados a saude, principalmente em hospitais e
instituicbes de tratamento de longo termo, devido a reunido de individuos
severamente doentes, que geralmente requerem uma terapia com antibiéticos.
A proximidade dos pacientes e de pessoas que trabalham neste ambiente ou
gue realizam visitas aos doentes, acaba resultando em um fator ambiental que
auxilia no aumento do risco de uma emergente e subsequente transmisséo de
resisténcia dentre e entre os pacientes (Coates et al., 2002; Larson, 2007; Ili¢
et al., 2012).

Mesmo com a resisténcia presente, alguns antibiéticos ainda sé&o
comumente utilizados na terapia clinica no combate a infec¢des. Alguns desses
pertencem as classes das quinolonas e das carbapenemases, como por
exemplo a ciprofloxacina, uma quinolona de acido carboxilico derivada do acido
nalidixico. A ciprofloxicina pode ser classificada como uma fluoroquinolona de
amplo espectro de acgédo, efetiva no tratamento de uma grande variedade de
infec¢bes, principalmente as causadas por patdogenos Gram-negativos,
disponivel em formulagBes intravenosa e oral. Desta maneira, 0 antibiotico
ciprofloxacino consiste na fluoroquinolona prescrita com maior frequéncia

devido a sua boa absorcéo pelo trato gastrointestinal e ao seu amplo espectro
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de atividade contra bactérias Gram-negativas (Davis et al., 1996; Fasugba et
al., 2015).

Na classe dos carbapenens um antibiético utilizado com frequéncia tem
sido o meropenem, um carbapenem parental com um grande espectro de
atividade clinica e bacterioldgica contra uma variedade infecc6es causadas por
bactérias Gram-negativas. Como resultado dessa atividade o meropenem tem
sido utilizado em terapia clinica para o tratamento de infeccOes intra-
abdominais, neutropenia febril, meningite infeccdes do trato respiratério inferior,
infeccbes na pele, entre outros (Wiseman et al., 1995; Li et al., 2007). A
resisténcia a ciprofloxacina surgiu ao mesmo tempo em que a resisténcia a -
lactamicos se tornou proeminente, podendo levar a sérias consequéncias
clinicas, por isso é indicado que o uso dos antibidticos seja controlado de
maneira a evitar a resisténcia de bactérias (Paterson et al., 2000; Aminov,
2010). Portanto como reacdo a crise causada na saude pela resisténcia a
antibioticos, diversos esforcos tem sido realizados com o intuito de descobrir e
desenvolver novos antimicrobianos naturais e sintéticos como os peptideos

antimicrobianos (Wenzel et al., 2014).

1.5 Peptideos antimicrobianos

Os peptideos antimicrobianos (PAMs) podem ser descritos como
oligopeptideos com até 10 kDa, e séo identificados e isolados de vertebrados,
invertebrados, plantas e bactérias (Bahar e Ren, 2013; Bechinger e Gorr,
2017). Um dos primeiro PAMs descritos foi a magainina, um peptideo linear
isolado da pele do anfibio Xenopus laevis (Zasloff, 1987).

Os PAMs formam um grupo unico e diverso, eles podem ser divididos em
subgrupos com base em sua estrutura secundaria e sua composicao de
aminoacidos. O primeiro subgrupo é composto por peptideos anidnicos, sua
linearidade depende de sua estrutura primaria, entdo cada peptideo desse
subgrupo pode ou néo apresentar linearidade. Os peptideos aniénicos podem
ser relacionados a sua extenséo de atividade, como por exemplo o grupo de
pequenos peptideos de 7-8 kDa presentes em extratos surfactantes do sistema

respiratorio, fluido de lavagem broncoalveolar e células epiteliais das vias
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respiratorias que se translocam através da membrana para utilizar sitios

intracelulares de acéo antimicrobiana (Brogden, 2005; Phoenix et al., 2013).

O segundo subgrupo € composto por peptideos catibnicos que possuem
cerca de 40 residuos de amino&cidos e ndo possuem residuos de cisteina. Sao
peptideos que, quando em solugcdo, ndo apresentam estrutura secundaria
definida. Ao interagir com membrana celular estas moléculas adquirem uma
conformacao secundaria tipo a-hélice, de carater anfipatico. Um exemplo deste
grupo é o peptideo humano LL-37. O terceiro subgrupo é composto por
peptideos catidnicos ricos em certos residuos de aminoacidos, como por
exemplo o peptideo PR-39 rico em residuos de prolina e arginina, adotam a
estrutura folha B ou B-hairpin em solugbes aquosas (Brogden, 2005;
Guilhelmelli et al., 2013).

O quarto subgrupo € composto por peptideos aniénicos e catidnicos que
podem adotar a estrutura ciclica, contendo residuos de cisteina, formando
ligagbes dissulfeto e folhas [-estaveis. Esses peptideos podem também
apresentar uma conformacao estendida, na qual possivelmente ndo se dobram
em uma estrutura secundaria regular e frequentemente exibem grande
proporcdes de residuos de arginina, triptofano e prolina (Nguyen et al., 2011;
Bahar e Ren, 2013). Dentro do quarto subgrupo também s&o descritas as a-
defensinas que incluem peptideos de neutréfilos humanos, as B-defensinas de
ambos humanos e animais, defensinas derivadas de insetos e de plantas,
todas com diversos residuos de cisteina formando ligacdes dissulfeto. E por
altimo o subgrupo com fragmentos de peptideos anibnicos e catibnicos
fragmentados de cadeias polipeptidicas maiores, eles possuem atividade
antimicrobiana e sdo similares em composicdo e estrutura aos peptideos

exemplificados anteriormente (Brogden, 2005).

Apesar dos PAMs diferirem em sequéncia de residuos de aminoacidos e
estrutura, a maioria deles compartilham caracteristicas comuns como sua
carga catibnica, um numero significante de residuos hidrofébicos e uma
caracteristica anfipatica (Nguyen et al., 2011). Todas essas caracteristicas
contribuem para promover a interacdo entre PAM e membrana celular
bacteriana visto que sua interagdo e acdo depende da composicdo da

superficie celular e dos residuos de aminoacidos do peptideo. Inicialmente os
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PAMs podem interagir com 0s microrganismos atraves da ligacao eletrostéatica
entre seus aminoacidos positivos e componentes anibnicos expostos na
membrana externa bacteriana, como por exemplo os &cidos lipoteicoicos da
superficie de bactérias Gram-positivas e o0s grupos fosfato dos
lipopolissacarideos de bactérias Gram-negativas. Entretanto, € dificii PAMs
positivamente carregados se ligarem a células de mamiferos que s&o ricos em

fosfolipideos zwitteribnicos neutros (Nguyen et al., 2011; Kang et al., 2012).

Mas o mecanismo de acado classico dos peptideos envolve sua
habilidade de causar dano a membrana celular, entre eles é possivel destacar
a formagao de poros e a lise da bicamada da membrana. PAMs cationicos
demonstram a tendéncia a possuir multiplos alvos que podem incluir a
perturbacao e a lise da membrana citoplasmatica, processos macromoleculares
que dependem da membrana, incluindo biossintese da parede celular e divisdo
celular, e outros alvos intracelulares como RNA e sintese proteica (Fjell et al.,
2012).

Alguns modelos que podem explicar a agao de ruptura membranar, como
o modelo barril, modelo poro toroidal e modelo carpete. No primeiro
mecanismo, o modelo barril, 0 PAM se liga a superficie da membrana como um
mondmero, seguido de sua oligomerizacdo e formacdo do poro. Mondémeros
recrutados podem aumentar o tamanho do poro, permitindo o extravasamento
do conteudo citoplasmatico e consequentemente causando a morte celular.
Nesse mecanismo as estruturas secundarias do peptideo, como as
hidrofébicas a-hélice ou folha B sdo essenciais para formacdo de poros
(Guilhelmelli et al., 2013). Em contraste ao mecanismo barril, no mecanismo de
poro toroidal as hélices do peptideo séo inseridas dentro da membrana e
induzem as monocamadas de lipideos a dobrarem continuamente através do
poro e como consequéncia a membrana de lipideos se torna intercalada com

peptideos formando o poro (Brogden, 2005; Guilhelmelli et al., 2013)

. Segundo o0 mecanismo carpete a acumulacdo de PAMs a na superficie
da membrana, atinge um limite de concentracdo de maneira a se reorientar
para a formacdo de poros torodais. Eventualmente esses poros se fundem
formando “ilhas” na membrana, o que leva a fragmentacdo da membrana via

desestabilizacdo global e micelizacdo da bicamada. O colapso da membrana
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descrito acima também é conhecido como modelo detergente (Guilhelmelli et
al., 2013; Phoenix et al., 2013). Esses peptideos sao rapidamente bactericidas,

matando as bactérias dentro de minutos apés contato (Hancock, 1998).

Em sua descoberta do peptideo magainina, Zasloff (1987) realizou
ensaios bactericidas testando a atividade antibacteriana do extrato da pele de
Xenopus laevis contra a cepa de E. coli D31, e também estudou o espectro
antimicrobiano do peptideo utilizando as fracdes de HPLC purificadas. Como
resultado o extrato da pele demonstrou atividade antibacteriana, as fracdes
analisadas mostraram dois componentes, que foram denominados magaininas.
Portanto, 0 componente magainina 2 mostrou atividade antibidtica contra um
numeroso espectro de bactérias Gram-negativas e Gram-positivas (Zasloff et
al., 1988), um espectro similar foi descrito para magainina 1, ou seja 0s

peptideos de magainina séo bactericidas.

Shillaci e colaboradores (2014) utilizaram o peptideo paracentrin 1 (SP1)
para avaliar sua atividade antibacteriana e antibiofiime contra cepas Gram-
positivas e Gram-negativas diversas. Sendo observada atividade antibacteriana
contra todas as cepas, em especial cepas de Staphylococcus e P. aeruginosa,
a atividade antibiofilme foi detectada contra cepas de Staphylococcus e P.
aeruginosa. Portanto, a partir de analises estruturais e de dindmica molecular
0S autores sugeriram que a conformagdo assumida por SP1 pode ser
responsavel pela atividade antimicrobiana apesar da estrutura a-hélice ser a
mais comum em apresentar atividade antimicrobiana. O peptideo SP1
demonstrou uma amplo espectro de atividade antimicrobiana contra patdgenos
importantes como S. aureus e P. aeruginosa, contudo ele age em altas
concentracbes contra as formas planctdnicas dessas bactérias, essa baixa
atividade é comparavel a de um equinoderma, Holothuria tubulosa (Schillaci et
al., 2013), e a algumas proteinas da defesa inata humana, como a lactoferrina.
Desta maneira, resultados de dinamica molecular sugerem que essa fraca
atividade pode ser devido a baixa estabilidade de SP1l. Os resultados
observados levaram os autores a concluir que o peptideo SP1 representa um
bom candidato para o desenho de novos peptideos sintéticos com

propriedades fisico-quimicas melhoradas.
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Frente a esse cenario, € notavel que os PAMs representam um grupo de
moléculas promissoras para o tratamento de infeccbes, e a abordagem de
desenho racional de peptideos naturais ou bioinspirados busca reduzir o
tamanho dos peptideos, as atividade hemoliticas e citotoxicas, e ainda
conservar ou aumentar a atividade antimicrobiana de maneira a reduzir os

custos de producédo do peptideo.

1.6 Peptideos derivados de Pleuronectes americanus e seus sintéticos

Diversas espécies de peixes da Antartida e polares secretam peptideos
anticongelantes em seu plasma de maneira a evitar o congelamento. Esses
peptideos foram divididos em familias: a glicoproteina anticongelante AFP tipo
I, que é rica em residuos de alanina, a glicoproteina AFP tipo Il, que é
enriquecida com meio residuo de cistina, e a glicoproteina AFP tipo I, a qual
consiste em proteinas globulares (Gong et al., 1996). Embora essas
glicoproteinas sejam estruturalmente distintas, elas possuem a habilidade de
inibir o crescimento de cristais de gelo se ligando a superficie do gelo e
consequentemente reduzindo a temperatura de congelamento. Em peixes
polares marinhos proteinas anticongelantes (AFP) sdo secretadas no sangue e
em diversos tecidos, a familia AFP tipo | foi caracterizada no peixe polar
Pleuronectes americanus, por dois peptideos de baixa massa molecular HPLC-
6 (4000 Da) e HPLC-8 (3300 Da), ricos em residuos de alaninas, com estrutura

secundaria em a-hélice e onze residuos de aminoacidos (Migliolo et al., 2012).

Migliolo e colaboradores (2012) utilizaram a técnica de desenho racional
para a obtencdo de quatro peptideos (Pa-MAP, Pa-MAP 1.2, Pa-MAP 1.3 e Pa-
MAP 1.4) numa primeira geracdo baseados diretamente nos peptideos
anticongelantes HPLC-6 e HPLC-8. Esses peptideos foram sintetizados com
modificacdes como a auséncia do primeiro residuo de aminoacido, metionina
(cédon de iniciacdo), desnecessario ja que foi utilizada a sintese quimica para
producdo do peptideo e um C-terminal amidado para aumento da protecdo
contra degradacédo proteolitica. Dentre estes foi destacado e sintetizado o
peptideo nomeado Pa-MAP, o qual possui multiplas atividades como

bactericida, antifungica, antiviral e antitumoral. O peptideo Pa-MAP (Figura 5)
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foi utilizado como modelo e redesenhado racionalmente originando uma
segunda geracédo de peptideos derivados de P. americanus (Pa-MAP 1.5, Pa-
MAP 1.6, Pa-MAP 1.7, Pa-MAP 1.8, Pa-MAP 1.9 e Pa-MAP 2.0).
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Figura 5. Estrutura secundaria tridimensional predita para o peptideo Pa-MAP
com a superficie eletrostatica. Em azul: residuos polares basicos; em vermelho:
superficie com residuos acidos; em amarelo: residuos possivelmente
envolvidos na interacdo com multiplos alvos na membrana. Fonte: (Migliolo et
al., 2012).

Dentre os peptideos desenvolvidos por meio da abordagem de desenho
racional, o peptideo Pa-MAP 1.9 (NH2-LAAKLTKAATKLTAALTKLAAALTAAAT-
COOH) (Figura 6) foi redesenhado e sintetizado através da estratégia F-moc e
foi baseado na sequéncia do peptideo multifuncional Pa-MAP, de modo a
aumentar a carga e o momento hidrofébico e reduzir a frequéncia de residuos
hidrofébicos (desfavorecendo toxicidade) e distribuir residuos de alanina para
obtencdo de um peptideo catibnico linear com alongamentos helicoidais,
favorecendo a anfipaticidade da molécula. O peptideo foi analisado validado
através de MALDI-ToF, com 95% de pureza e com ion de massa 2668.0 Da
(Cardoso et al., 2016).

Cardoso e colaboradores (2016) utilizaram cepas de bactérias Gram-
positivas e Gram-negativas objetivando testar a habilidade de Pa-MAP 1.9 em
inibir o crescimento de células planctdnicas e de biofilme de diferentes
bactérias. Os ensaios antibacterianos realizados demonstraram uma melhor
atividade contra as cepas Gram-negativas E. coli (ATCC e KpC), E. faecalis
(ATCC) e K. pneumoniae (ATCC e KpC), comparado com seu precursor Pa-

MAP. Neste trabalho foi observado que a capacidade do peptideo Pa-MAP 1.9
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de causar alteragbes na membrana de bactérias Gram-negativas € dose
dependente. Membranas biol6gicas foram mimetizadas através de vesiculas
lipidicas, para avaliacdo da interacdo peptideo-membrana, onde Pa-MAP 1.9
demonstrou eficiéncia em romper vesiculas com porcdes anidnicas. Desta
maneira, o peptideo Pa-MAP 1.9 demonstrou sua melhor atividade contra
membranas de bactérias Gram-negativas que contenham uma superficie mais
anibnica e baseada em uma composicéo lipidica. Pa-MAP 1.9 também né&o
revelou atividade hemolitica contra eritrocitos humanos e nem atividade
citotéxica contra células de mondcito RAW 264.7. Em suma, Pa-MAP 1.9
demonstrou ser um candidato promissor para o tratamento de infecgbes

causadas por bactérias Gram-negativas.

Figura 6. Modelo teodrico tridrimensional da estrutura secundaria com menor
energia livre obtido de Pa-MAP 1.9; em branco: residuos apolares; em rosa:
residuos polares neutros; em ciano: residuos basicos. Fonte: (Cardoso et al.,
2016).
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2. JUSTIFICATIVA

As doencas infecciosas, em especial as infec¢cdes bacterianas, tém se
apresentado como uma iminente ameaca a populacao, tendo em vista que as
atuais terapias ndo conseguem se adequar ao rapido surgimento de
organismos multirresistentes. As bactérias sdo frequentemente encontradas
realizando associacdes resultantes em comunidades que se mantém unidas
por meio de uma matriz polissacaridica, determinado biofilme. Os biofilmes
apresentam-se como uma forma ainda mais complexa de ser tratada quando
comparados com a forma planctonica das bactérias e, tém sido motivo de
preocupacdo em ambito mundial. S&o0 usualmente associados a lesdes
graves e artefatos médicos implantados em pacientes, como cateteres. Em
muitos casos, o crescimento bacteriano em forma de biofilmes pode reduzir
drasticamente o potencial de antibiéticos, devido a diversas modificacdes
sofridas pelo microrganismo dentro do biofilme ou mesmo por uma
dificuldade do antibiético em ultrapassar a barreira de prote¢do da matriz do
biofilme. Diante deste cenario torna-se de vital importancia o estudo de PAMs
e 0 estudo de sua atividade combinatdria com antibiéticos, uma vez que a
acao antimicrobiana e antibiofilme e atividade combinatéria podem ser novas
alternativas de combater biofilmes bacterianos. Estudos recentes tém
demonstrado eficacia na acdo de PAMs. Dentro deste cenario, este trabalho
buscou avaliar a acdo do peptideo Pa-MAP 1.9 contra estirpes de Klebsiella
pneumoniae resistentes aos antibiéticos carbapenens na forma de vida
comunitaria (biofilme) e em combinacdo com diferentes antibiéticos utilizados
na terapia clinica, visto que esta bactéria tem sido reconhecida como um
patdbgeno nosocomial que afeta principalmente pacientes em unidades de

tratamento intensivo.
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3.0BJETIVOS

3.1 Objetivo Geral

Determinar a atividade antibacteriana e antibiofiime de um peptideo
antimicrobiano sintético redesenhado rico em alanina (Pa-MAP 1.9) derivado
de Pleuronectes americanus e sua acdo combinatoria com o antibiético de uso

comercial meropenem, contra estirpes de Klebsiella pneumoniae KpC.
3.2 Objetivos especificos

e Padronizar a concentracdo de glicose e otimizar o crescimento in
vitro de biofilmes de K. pneumoniae KpC

e Determinar a concentracao inibitéria minima (CIM) do peptideo Pa-
MAP 1.9 e dos antibidticos ciprofloxacino e meropenem contra
estirpes de K. pneumoniae KpC.

e Determinar a concentragao inibitéria minima de biofilmes (CIMB) do
peptideo peptideo Pa-MAP 1.9 e dos antibiéticos ciprofloxacino e
meropenem contra estirpes de K. pneumoniae KpC.

e Determinar efeito sinergistico da combinac¢éo do peptideo Pa-MAP
1.9 e o antibiético meropenem contra estirpes de K. pneumoniae
KpC.
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4. MATERIAL E METODOS

4.1 Sintese, determinacdo de pureza e quantificacdo do peptideo

O peptideo Pa-MAP 1.9 foi adquirido da empresa Peptide 2.0
Uncorporated (USA), responsavel pela sintese do peptideo com 95% de pureza
por meio da técnica de sintese em fase soélida através da estratégia de F-moc
(9-fluorenilmetoxicarbonila), a resina utilizada para o acoplamento dos residuos
de aminoacidos foi a RINK amide. Para analise de pureza, o peptideo foi
solubilizado em &gua ultrapura, misturada a uma solucdo saturada de matriz
constituida por &cido alfa-ciano-4-hidroxicinamico (1:3), depositada em uma
placa do tipo MTP 384 massive, e seca a temperatura ambiente. Pa-MAP 1.9
teve sua massa molecular exata determinada através de um espectrometro de
massa do tipo MALDI-ToF/ToF Ultraflex Il (Bruker Daltonics). A calibragdo foi
realizada utilizando Peptide calibration standard Il (Bruker Daltonics) como
padrdo de massa molecular. Os valores tedricos obtidos pelo servigo online
Protein Prospector foram comparados com os valores experimentais obtidos

pelas analises do espectrdmetro de massa.

4.2 Padronizacdo da concentracdo de glicose adicionada ao meio de
cultura para crescimento de células plancténicas e biofilmes de cepas de

K. pneumoniae ATCC e KpC

Para a padronizacdo da concentracdo de glicose no meio de cultura
minimo Basal Medium 2 (BM2) [fosfato de potassio 62 mM, (NH4)2SO4 7 mM,
MgSOs4 2 mM, FeSOs4 10 uM e 0,4% glicose], foram realizadas adigbes de
diferentes concentracbes de glicose (0,4%, 0,5% 0,6%, 0,7%, 0,8%, 0,9% e
1%). Foram utilizadas as cepas de K. pneumoniae ATCC 13883, adquirida do
American Type Culture Collection (ATCC), e as estirpes de K. pneumoniae KpC
002210477 e 001450421 gentiimente cedidas por um hospital de Brasilia,
sendo provenientes de casos clinicos. As cepas foram semeadas em placas
Petri contendo o meio de cultura Miller-Hinton agar (MHA) (Kasvi), as quais
foram incubadas a 37 °C por 12 h, a umidade foi mantida com papéis

umedecidos com agua destilada em placas Petri mantidas dentro da estufa.
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ApOs crescimento, trés colbnias de cada cepa foram retiradas de cada placa e
inoculadas em 5 mL de caldo Miller-Hinton (MHB) (Kasvi), sendo cultivadas
por 16 h, incubadas em agitador (Novatecnica) a 37°C, 200 rpm. Apos
incubacéo overnight, foram transferidos 10 pL da suspensao para uma placa de
96 pocos contendo 100 pL de meio BM2, foram transferidos para a placa 100
pL de meio BM2, utilizado como controle negativo. A placa de cultura foi
incubada a 37° C durante 24 h. A densidade o6ptica (DO) das réplicas foi
mensurada através de leitura em leitor de microplacas Multiskan Go (Thermo
Scientific), onde foi utilizado para as células planctbnicas o comprimento de
onda de 600 nm. ApGs a remocédo das células planctbnicas, as placas foram
tratadas como descrito posteriormente no tdpico 4.3. Esse procedimento

permitiu que os biofilmes formados fossem corados e mensurados.

4.3 Coloragao de biofilme com cristal violeta

Para coloracdo do biofilme foram utilizados os protocolos adaptados de
Christensen (1985) e Stepanovi¢ (2000). Brevemente, foi preparada uma
solucédo estoque de cristal violeta a 2,3% (m:v), o qual foi diluido em etanol
20% (v:v) para a obtencdo da solucéo de trabalho de 0,1% (v:v). Apés 24 h de
crescimento, as células planctbnicas foram mensuradas e as mesmas
descartadas. Em seguida, a placa foi lavada duas vezes com agua destilada e
foi deixada para secar a temperatura ambiente. Foi adicionado a placa, cristal
violeta 0,1% no volume de 110 pL e incubada por 20 min. A placa foi lavada
novamente com &gua destilada por duas vezes e deixada para secar a
temperatura ambiente. As células aderidas foram coradas e ressuspendidas
em etanol 60% no volume de 120 pL, a DO foi mensurada em leitor de
microplacas Multiskan Go (Thermo Scientific) no comprimento de onda de 595

nm.

4.4 Curva de crescimento de biofilme de estirpes de Klebsiella

pneumoniae ATCC e KpC

Para determinacdo do ponto oOtimo de formacdo de biofilmes foram
utilizadas cepas da bactéria K. pneumoniae ATCC 13883, KpC 002210477 e
001450421. As cepas foram semeadas em placa Petri com meio MHA e

incubadas a 37°C, por 24 h. ApGs crescimento em placa, foram retiradas trés
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colonias e realizadas culturas overnight por 16 h em caldo MHB. Foram
montadas sete microplacas de 96 pocos com trés réplicas biologicas e quatro
réplicas técnicas de cada cepa, conforme apéndice 1. Foram depositados 100
puL de meio de cultura BM2 e 10 pL da cultura em cada poco. As placas foram
incubadas a 37°C por 2 h, 4 h, 6 h, 8 h, 12 h, 24 h e 48 h. Apos o periodo de
cada incubagéo, os biofilmes foram corados com 110 pL de cristal violeta 0,1%
e ressuspendidos em 120 pL de etanol 60%, a densidade éptica das culturas

foi mensurada em espectrofotdmetro no comprimento de onda de 595 nm.

4.5 Determinacgdo da concentragao inibitéria minima do peptideo Pa-MAP
1.9 e dos antibi6ticos fluoroquinolona ciprofloxacino e carbapenem

meropenem contra estirpes de K. pneumoniae

Para o ensaio de concentracdo inibitoria minima (CIM) foi realizado o
meétodo de microdiluicdo em caldo de acordo com M7-A6 do National Comittee
for Clinical Laboratory (Wayne, 2012) em microplacas de 96 pocos, foram
utilizadas as cepas da bactéria K. pneumoniae ATCC 13883, KpC 002210477 e
001450421. As estirpes foram semeadas em placa Petri com meio MHA e
incubadas a 37°C, por 24 h. Ap6s crescimento em placa, foram retiradas trés
coldnias e realizadas culturas por 16 h em caldo MHB, foram monitoradas as
densidades Opticas das cepas em espectrofotbmetro (Eppendorf
Biophotometer) na densidade de 600nm até que a cepas de K. pneumoniae
ATCC 13883, K. pneumoniae KpC 002210477 e K. pneumoniae KpC
001450421 atingissem as DOs determinadas ap6s as padronizacdes
provenientes da curva de crescimento. Foram montadas trés placas de 96
pocos com trés réplicas bioldgicas e duplicatas técnicas, conforme ilustrado no
apéndice 2. O peptideo Pa-MAP 1.9 foi diluido em meio MHB (v:v) nas
concentragbes de 2 pg.mL* até 64 pg.mLt. O mesmo passo de diluicdo e as
mesmas concentracbes foram utilizados para os para o0s antibioticos
ciprofloxacino e meropenem. As microdiluices foram realizadas em 50 pL de
meio de cultura para cada agente antimicrobiano, em seguida foram
adicionados aos pocos da microplaca os 50 pL de peptideo e 50 pL de
antibiéticos aos pocos restantes, também foram adicionados 50 pL das
suspensdes bacterianas ajustadas (1x10° ufc) nos pocos contendo o peptideo e

os antibioticos. As microplacas foram incubadas em estufa a 37 °C por 24 h,
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apos incubacdo as densidades Opticas foram mensuradas em leitor de

microplacas Multiskan Go (Thermo Scientific) na DO de 600nm.

4.6 Determinacdo da concentracdo bactericida minima (CBM) contra

estirpes de K. pneumoniae

Para a determinacdo da concentracdo bactericida minima (CBM) foi
utilizada a metodologia de microgota de acordo M26-A do National
Comittee for Clinical Laboratory (Wayne, 2012). Foi retirada uma aliquota
de 10 pL de cada réplica técnica dos pocos da microplaca utilizada para o
ensaio de determinacao da CIM, em que nenhum crescimento bacteriano
foi detectado. Cada gota foi depositada em meio MHA e incubada a 37° C
por 24 h. Apo6s incubacéo as placas foram visualizadas em um contador de
colénias para a contagem do crescimento de colonias bacterianas e para a
determinacdo da acdo bactericida ou bacteriostatica do agente

antimicrobiano .

4.7 Determinacdo da concentracdo inibitéria minima de biofilmes (CIMB)

contra estirpes de K. pneumoniae

No ensaio de concentracao inibitéria minima de biofilme (CIMB) foram
utiizadas as cepas da bactéria K. pneumoniae ATCC 13883, KpC
002210477 e 001450421. As estirpes foram semeadas em placas de Petri
com meio MHA e incubadas a 37°C, por 24 h. Apds crescimento em placa,
foram retiradas trés colonias e realizadas culturas por 16 h em caldo MHB,
apos crescimento a suspensdo passou por uma diluicdo de 1:100 (v:v) em
meio BM2. Foram montadas trés microplacas de 96 pocos com triplicatas
biolégicas e duplicatas técnicas conforme ilustrado no apéndice 3. O
peptideo Pa-MAP 1.9 foi diluido em meio BM2 (v:v) nas concentracfes de 2
ug.mL?ta 64 pg.mLt. O mesmo passo de diluigdo foi realizado para os para
0s antibidticos ciprofloxacino e meropenem. As microdiluicbes foram
realizadas em 50 puL de meio de cultura para cada agente antimicrobiano,
em seguida foram adicionados aos pocos da microplaca os 50 pL de
peptideo e 50 pL de antibidticos aos pogos restantes da microplaca, também
foram adicionados 50 pL das suspensodes bacterianas. As microplacas foram

incubadas em estufa a 37 °C por 24 h, apds incubacdo as densidades
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Opticas foram mensuradas em leitor de microplacas Mulstiskan Go (Thermo
Scientific) a DO de 600nm para células planctonicas, as microplacas foram
coradas com cristal violeta 0,1% como descrito no tépico 4.3, entdo as
densidades Opticas dos biofilmes foram mensuradas em leitor de

microplacas Mulstiskan Go (Thermo Scientific) na DO de 595nm.

4.8 Ensaio de sinergismo de Pa-MAP 1.9 em combinacdo com meropenem

Para o ensaio de sinergismo foram utilizadas combinacdes de Pa-MAP
1.9 com o antibiético meropenem nas concentracées de 64-2 pg.mL?, foi
realizado o método de tabuleiro de xadrez como descrito por Pillai (2005).
Foram depositados em microplaca de 96 pocos, 10 pL de peptideo ao longo
das colunas e foram depositados mais 10 pL do antibidtico ao longo das linhas,
as microplacas estavam previamente preenchidas com 50 pL de meio BM2.
Apo6s microdiluicdo foi acrescentado a microplaca, 30 pL de cultura bacteriana
das cepas K. pneumoniae ATCC 13883 e K. pneumoniae KpC 002210477 e
001450421. As microplacas foram incubadas durante 24 h a 37°C, o
crescimento plancténico e de biofilmes foi mensurado com leitor de microplacas
Multiskan Go (Thermo Scientific), os comprimentos de onda utilizados foram
600nm e 595nm respectivamente. Os resultados foram relatados em forma de
indice de concentracdo inibitoria fracionada (ICIF), determinado como: ICIF=
[AJ/CIMA + [B]J/CIMB, onde CIMA e CIMB sao as CIM dos compostos
antimicrobianos sozinhos [A] e [B] s&o as CIMs de A e B quando combinados.
ICIF foi interpretado como segue: ICIF<0.5, efeito sinergistico; 0.5<ICIF<1,

efeito aditivo; 1<ICIF<2, efeito indiferente; ICIF>2 efeito antagonista.

5. RESULTADOS

5.1 Sintese, determinacéo de pureza e quantificacdo do peptideo

Como descrito anteriormente por Cardoso e colaboradores (2016) o
peptideo Pa-MAP 1.9 foi sintetizado através da técnica de fase solida F-moc.
Pa-MAP 1.9 teve sua pureza analisada através de MALDI-ToF, onde foi
detectado um ion de 2668,0 Da (Figura 7), e grau de pureza acima de 95%. A
massa detectada esta de acordo com a massa tedrica esperada para o
peptideo, seu grau de pureza manteve-se dentro do desejado (acima de 95%)

tornando-o viavel para experimentos posteriores. Com o método de
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quantificacdo de Murphy e Kies (1960) foi estimada uma concentracéo
aproximada de 10,7 mg.mL1 de Pa-MAP 1.9.
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Figura 7. Andlise de Pa-MAP 1.9 por espectrometria de massa revelando um ion de massa monoisotopica [M+H]* = 2668,0 m/z.
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5.2 Determinacdo da concentracdo de glicose em meio BM2 para
crescimento 6timo de células planctonicas e biofilmes de estirpes de

Klebsiella pneumoniae

De acordo como os dados obtidos durante a avaliacdo da otimizagao do
crescimento celular em placa de 96 pocos com diferentes concentracdes de
glicose suplementadas ao meio BM2 (Tabela 1), ndo foi observada real
diferenca no crescimento das cepas sob influéncia da glicose, tanto para o
crescimento planctonico como de biofilmes. Portanto, foi definido que a
concentracdo de glicose determinada para experimentos posteriores seria a
concentracdo padrdo do meio BM2, de 0,4% como descrito por Hancock e
Carey (1979).

Tabela 1. Determinacdo do crescimento 6timo de células planctdnicas e
biofime de estirpes de K. pneumoniae em meio BM2 em diferentes
concentracfes de glicose de 0,4-1%. Crescimento foi monitorado em placa de
96 pocos com incubacdo por 24 h a 37 °C. O crescimento de células
planctdnicas foi mensurado através de espectrofotometria a 600nm, a formacao
de biofilme foi acessada através da coloracdo com cristal violeta 0,1% e
mensurada por espectrofotometria a 595nm, foi utilizada a unidade de medida
unidade de absorbancia (UA).

Concentracfes de glicose (%)

Cepas/formas de vida Sem

glicose 0,4% 05% 0,6% 0, 7% 0,8% 09% 1%
ATCC 13883 planctbnica 0,89 108 1,11 1,16 1,15 1,03 1,15 1,07
ATCC 13883 biofilme 0,40 0,76 062 055 0,73 057 0,64 0,67
KpC 001825971 planctdnica *x 0,72 065 085 108 105 105 0,73
KpC 001825971 biofilme *x 098 093 1,08 104 094 09 1,06
KpC 002210477 planctdnica 1,04 1,21 125 126 1,27 1,29 128 1,28
KpC 002210477 biofilme 0,92 0,78 0,73 066 082 0,75 0,70 0,78
KpC 001450421 planctdnica 1,14 1,35 1,40 1,38 145 148 1,41 147
KpC 001450421 biofilme 1,41 1,40 1,16 1,15 124 1,24 1,33 1,29

*Sem dado disponivel
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5.3 Curva de crescimento exponencial de estirpes de K. pneumoniae

Os crescimentos exponenciais das cepas K. pneumoniae ATCC 13883,
KpC 002210477 e KpC 001450421 foram comparados ao crescimento da cepa
KpC 001825971 pois o crescimento desta cepa ja havia sido padronizada com
a realizacdo de uma curva de crescimento comparando a cepa ATCC 13883 e
a cepa KpC 001825971 de K. pneumoniae com uma cepa de P. aeruginosa
ATCC 27853 (Figura 8A e B). O crescimento de células planctbénicas de todas
as estirpes ATCC 13883 e KpC 002210477 e 001450421 em meio BM2 foi
semelhante, elas atingiram um ponto de interseccdo as 6 h e depois
continuaram a crescer (Figura 9A), as cepas ATCC 13883 e KpC 001450421
apresentaram crescimentos plancténicos mais satisfatorios com 48 h atingindo
a D.O de 0,73 UA e 0,76 UA respectivamente (Figura 9A). O crescimento de
biofilme demonstrou que a cepa ATCC nao teve uma boa formacéo de biofilme
atingindo no maximo a D.O de 0,12 UA, as cepas KpC em contrapartida
mostraram formacdo de biofilme satisfatoria, dentre as quais a melhor
formadora de biofilme foi a estirpe KpC 001450421 atingindo a D.O de 1.37 UA
(Figura 9B).
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Figura 8. Curvas de padronizacdo do crescimento exponencial de células
planctdnicas (A) e biofilme (B) no meio de cultura BM2 durante 48 h na placa
de 96 pocos. Os simbolos correspondem a P. aeruginosa ATCC 27853 (-e-)
em azul, (-m-) K. pneumoniae ATCC 1883 em vermelho e (- A-) K. pneumoniae
KpC 001825971 em verde.
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Figura 9. Curvas de crescimento exponencial de células planctonicas (A) e
biofilme (B) no meio de cultura BM2 durante 48 h na placa de 96 pocos. Os
simbolos correspondem a K. pneumoniae ATCC 13883 (-e-) em azul, (-m-) K.
pneumoniae KpC 001825971 em vermelho, (-A-) K. pneumoniae KpC
002219477 em verde e (-¥-) K. pneumoniae KpC 001450421 em roxo.

5.4 Ensaios de concentracdo inibitéria minima (CIM) e concentracao

inibitéria minima de biofilme (CIMB)

A menor concentracao inibitéria minima (CIM) observada para Pa-MAP
1.9 foi maior que as concentracdes observadas para os antibidticos utilizados
como controle desse experimentos. No ensaio de concentracdo inibitéria
minima de biofilme (CIMB), o peptideo Pa-MAP 1.9 foi avaliado quanto a sua
capacidade de inibir a formacao de biofilmes de cepas de K. pneumoniae, e foi
avaliada também a acdo dos antibidticos ciprofloxacino e meropenem na
inibicdo. A maior concentragdo utilizada foi 64 pg.mL? para todos os agentes

antimicrobianos nos ensaios de CIM e CIMB (Tabela 2).

O peptideo Pa-MAP 1.9 foi mais eficiente frente a ambas as cepas KpC
para biofilmes, o antibiético ciprofloxacino foi eficiente biofilmes formados das
cepas ATCC e ambas as KpC, mas a melhor atividade observada foi contra a
cepa ATCC 13883 em ambos o0s ensaios. O antibiotico meropenem apresentou
atividade similar em ambos os ensaios de CIM e CIMB frente as cepas ATCC e

ambas KpC.

. Os resultados levam a conclusdo de que Pa-MAP 1.9 apresenta

atividade sutilmente melhor que o antibiético meropenem, enquanto que
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ciprofloxacino se apresentou como melhor antimicrobiano utilizado neste

estudo tanto no combate a células plancténicas quanto biofilmes.

Tabela 2. Avaliacdo da atividade antibiofiime do peptideo Pa-MAP 1.9 e dos
antibioticos ciprofloxacino e meropenem contra células plancténicas (CIM) em
meio MHB e células de biofiime (CIMB) em meio BM2, em cepas de K.
pneumoniae ATCC 13883, KpC 002210477 e KpC 001450421. Valores
apresentados em pM.

Estirpes de K. Pa-MAP 1.9 Ciprofloxacino Meropenem
pneumoniae CIM CIMB CIM CIMB CIM CIMB
ATCC 13883 >64 >64 2 2 32 32
KpC002210477 64 32 >64 4 >64 >64
KpC001450421 64 32 >64 4 >64 >64

5.5 Determinacgéo da concentracdo bactericida minima (CBM)

No ensaio de concentracdo bactericida minima foi realizada a
confirmacdo do resultado obtido no ensaio de CIM, as concentracdes de
antimicrobianos utilizadas para determinacdo de CBM para todas as cepas
foram de 32 e 64 pug.mL?, onde para a cepa ATCC 13883 (Figura 10A) o
peptideo Pa-MAP 1.9 na concentracdo de 32 ug.mL? ndo demonstrou
atividade. J& a concentracdo de 32 ug.mL*' de Pa-MAP 1.9 frente as cepas
KpC 002210477 (Figura 10B) e KpC 001450421 (Figura 10C), demonstrou
atividade bacteriostética. Frente as cepas ATCC 13883 (Figura 10A) e KpC
002210477 (Figura 10B) o peptideo Pa-MAP 1.9 demonstrou atividade
bactericida na concentracdo de 64 pg.mL?, para a cepa KpC 001450421
(Figura 10C) a concentragdo de 64 pg.mL' do peptideo Pa-MAP 1.9

demonstrou atividade bacteriostatica.
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Figura 10. Determinacdo da concentracdo bactericida minima para a
confirmacédo do resultado obtido no ensaio de CIM com Pa-MAP 1.9 realizado
com cepas de Klebsiella pneumoniae, as letras correspondem a K. pneumoniae
ATCC 13883 (A); K. pneumoniae KpC 002210477 (B); K. pneumoniae KpC
001450421 (C) As placas foram divididas ao meio, para todas as cepas foram
inoculadas as mesmas concentracées, do lado esquerdo 64 pug.mL?, do lado
direito 32 pg.mL™.

5.5 Ensaio de sinergismo de Pa-MAP 1.9 em combinacdo com meropenem

Na investigacdo de atividade combinatoria através do método de tabuleiro
de xadrez (do inglés, checkerboard) as concentra¢fes utilizadas para todos os
agentes antimicrobianos foram de 2 — 64 pg.mL? contra todas as cepas. No
ensaio realizado frente a cepa ATCC 13883, o peptideo Pa-MAP 1.9 quando
combinado com meropenem o efeito obtido foi indiferente. Para ambas as
cepas KpC 002210477 e 001450421 a combinacdo demonstrou efeito

antagonista (Tabela 3).
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Tabela 3. Avaliacdo da atividade combinatoria de Pa-MAP 1.9 em combinagcdo com meropenem contra as estirpes de K.
pneumoniae ATCC 13883, KpC 002210477 e KpC 001450421, ensaio realizado em microplacas de 96 pocos. Indice de
concentragao inibitéria fracionada (ICIF). Valores expressos em pg.mL.

_ _ CIMB de meropenem CIMB de Pa-MAP 1.9 + ICIF de Pa-MAP 1.9 +
Estirpes de K. pneumoniae CIMB de meropenem
+ Pa-MAP 1.9 meropenem meropenem
ATCC 13883 32 64 2 1
KpC 002210477 64 64 64 3
KpC 001450421 64 64 64 3

*Interpretacdo das atividades combinatdrias, efeito aditivo (Adt), efeito indiferente (Ind) e efeito antagonista (Ant), sinergismo (Sin).
**|CIF foi interpretado como segue: ICIF<0.5, efeito sinergistico; 0.5<ICIF<1, efeito aditivo; 1<ICIF<2, efeito indiferente; ICIF>2
efeito antagonista.
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6. DISCUSSAO

Fora de ambientes controlados como laboratorios, as bactérias raramente se
encontram em espagos ricos em nutrientes como os meios de cultura (Jefferson,
2004). Desta forma, meios minimos séo frequentemente utilizados como alternativas
em busca da similaridade ao numero reduzido de nutrientes encontrados no nicho
natural. Uma diversa gama de estudos relatam uma melhor formagao de biofilmes
em meios de cultura com limitagdo de nutrientes, podendo o sucesso de formacao
estar associado ao estresse causado pela limitacdo destes compostos, visto que é
especulado que as células que crescem em biofilmes experimentem alguma forma
de limitacdo de nutrientes (Mah e O'toole, 2001; Hindre et al., 2008).

Os resultados obtidos no presente trabalho possibilitaram a observacédo da
formacao de biofilmes de cepas de K. pneumoniae em um meio de cultura pobre em
nutrientes, aqui foi utilizado o meio de cultura BM2 como descrito anteriormente
(Figura 9B). O resultado de formag&o de biofilme observado foi consistente com
estudos realizados previamente, que confirmam a efichcia do meio BM2 para a
formacao de biofilmes de cepas de P. aeruginosa em testes de atividade antibiofilme
do peptideo 1037 (De La Fuente-Nufez et al., 2012). O meio BM2 também foi
utilizado para formacao de biofilmes de estirpes de P. aeruginosa, S. aureus MRSA,
A. baumannnii, K. pneumoniae e Burkholderia cenocepacia para realizar testes com
o0 peptideo antibiofiime IDR-1018 (De La Fuente-Nufiez et al., 2014). Ademais,
visando a andlise da atividade erradicatéria de diversos peptideos D-enantioméricos,
foram formados biofilmes de P. aeruginosa e K. pneumoniae com a utilizacdo do
meio BM2 (De La Fuente-Nufez et al., 2015), confirmando mais uma vez sua
eficiéncia como meio mimético de ambientes favoraveis a formacédo de biofilmes.
Ainda tendo em mente a formacdo de biofilmes, foi realizado estudo comparativo
entre o meio minimo BM2, e os meios ricos em nutrientes Luria-Bertani (LB) e Todd
Hewitt, para a formacéo de biofilmes de isolados clinicos de K. pneumoniae, sendo
evidenciado a massa aumentada de biofilme quando formados no meio minimo BM2
(Ribeiro, 2014a).

E descrito ainda, que a utilizacdo de glicose como uma fonte de carbono em
meios minimos auxiliam no crescimento de biofiimes. Em seu trabalho, Shu e

colaboradores (2000) utilizaram as bactérias Streptococcus mutans, Streptococcus
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sobrinus, Actinomyces naeslundii e Lactobacillus rhamnosus e diversos meios de
cultura para desenvolvimento de biofilmes. Os autores observaram que a glicose
exerce influéncia na fisiologia do biofilme, visto que o metabolismo da mesma leva a
acumulacdo de produtos acidos de maneira a reduzir o pH do meio da cultura.
Contudo, existe divergéncia quanto a concentracdo de glicose utilizada, variando
entre 0,4% (Yeung et al.,, 2011; De La Fuente-Nuiiez et al., 2014; Guilhen et al.,
2016) e 1% (Cerca et al., 2011; Carvalhais et al., 2014) de glicose.

Os resultados obtidos neste trabalho para formacdo de biofiimes de K.
pneumoniae em diferentes concentracdes de glicose (Tabela 1) demostram que,
mesmo sem adi¢cdo alguma de glicose (0%), células planctdnicas conseguem se
desenvolver normalmente e os biofilmes sdo capazes de se formar com sucesso.
Estes dados sugerem que ndo ha real diferenca em relacdo a concentracao de
glicose utilizada para as cepas estudadas. Apesar destes resultados, tendo em vista
a usual necessidade de fontes de carbono que 0s organismos vivos apresentam
para sobreviver, foi definida a utilizacdo de 0,4% de glicose, de modo a padronizar
este trabalho conforme proposto previamente por de la Fuente-NUfiez e
colaboradores (2012) e Ribeiro (2014a).

As cepas de K. pneumoniae multirresistentes representam um problema global,
devido principalmente a emergéncia de isolados produtores de carbapenemase e
sua habilidade na formacéo de biofilmes, fatores que frequentemente resultam em
opcOes de terapia muito limitadas (Jayol et al., 2014). Portanto, diversas alternativas
tem sido propostas nos ultimos anos na tentativa do desenvolvimento de um
tratamento eficiente contra biofilmes bacterianos, como por exemplo o
desenvolvimento de drogas mais versateis e potentes (Bjarnsholt et al., 2013). Além
disso, moléculas recentemente caracterizadas tem inspirado o desenho molecular
para o desenvolvimento de novos agentes terapéuticos. Essa abordagem é baseada
em estratégias antimicrobianas que se provaram eficazes durante milénios (Zasloff,
2002).

Os resultados apresentados a seguir tiveram a unidade de medida convertida
de pg.mL? para pM, devido aos dados apresentados por Cardoso e colaboradores
(2016) estarem discriminados na unidade pM, de maneira a se tornarem dados

comparativos. Uma vez estabelecida com sucesso a formacdo de biofilmes de K.
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pneumoniae in vitro, a atividade antibiofilme do peptideo polialanina bioinspirado Pa-
MAP 1.9 foi avaliada frente a cepas de K. pneumoniae KpC, tendo como ponto de
partida o estudo de Cardoso e colaboradores (2016), que previamente descreveram
atividade antibiofilme promissora contra cepas ATCC 13883 e KpC 001825971. No
presente estudo foi observado que frente a cepa ATCC 13883 (cepa controle) o
resultado de CIM obtido foi 24 uM (64 pug.mL 1), corroborando com o resultado obtido
por Cardoso e colaboradores (2016), a CIMB obtida também foi 24 uM (64 pug.mL™2).
Pensando na utilizacdo de PAMs melhorados na terapia antimicrobiana, Jiang e
colaboradores (2008) realizaram testes com alteragBes de carga no peptideo em a-
hélice L-V13K, objetivando a visualizacdo dos efeitos das altera¢des na carga liquida
nas atividades bioldgicas, os testes foram realizados com bactérias Gram-positivas e
negativas. O aumento da carga liquida em +4 fez com que o peptideo apresentasse
atividade frente cepas suscetiveis de Salmonella typhimurium e P. aeruginosa com o
resultado de CIM >64 pg.mLt, semelhante ao obtido por Pa-MAP 1.9 neste trabalho,
frente a cepa suscetivel de K. pneumoniae. Em contrapartida, Zhang e
colaboradores (2010) realizaram testes com o peptideo isolado da secrecdo de
Phyllomedusa sauvagei, PSN-1, de maneira a descrever sua atividade
antibacteriana e antibiofilme contra cepas bacterianas Gram-positiva e negativas,
demonstrando CIM >128 pg.mL? (80 uM) contra cepa E. coli susceptivel e
apresentando o CIM >8 pg.mL? (5 uM) contra cepa de S. aureus suscetivel.
Utilizando uma abordagem similar as ja descritas aqui, Grassi e colaboradores
(2017) utilizaram trés peptideos TB, TB_L1FK e TB_KKGG6A, analogos ao peptideo
temporin 1Th, obtendo valores de CIM >64 pg.mL* contra as bactérias Gram-
negativas para todos os peptideos, semelhante ao resultado obtido neste trabalho
com Pa-MAP 1.9. Ja contra biofilmes de P. aeruginosa o resultado de CIMB obtido
foi >128 pg.mL? para os trés peptideos testados, demonstrando divergéncia com o
resultado obtido neste trabalho. Desta maneira, € possivel inferir que os PAMs aqui
comparados, apesar de serem de origens e estruturalmente diferentes,
apresentaram atividade semelhante aos ensaios antimicrobianos, porém foram
divergentes quanto os resultados dos ensaios antibiofilme contra diferentes bactérias

Gram-negativas.

Frente a ambas as cepas KpC 002210477 e 001450421 Pa-MAP 1.9
apresentou resultados de CIM 24 uM (64 pug.mL?) e de CIMB 12 uM (32 pg.mL1),
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comparados aos resultados obtidos por Cardoso e colaboradores (2016) frente a
cepa KpC 001825971 houve divergéncia dos valores de CIM 96 uM e CIMB 1.1 pM.
Os resultados obtidos por Cardoso e colaboradores (2016) evidenciaram a presenca
da atividade antibiofilme de Pa-MAP 1.9 contra a cepa de K. pneumoniae KpC
testada em seu trabalho. Em contrapartida, Ribeiro (2014a) testou uma série de
pequenos peptideos catibnicos contra biofilme da cepa de K. pneumoniae KpC
001450421 realizando uma triagem de modo a selecionar aqueles com atividade
mais promissora. A maioria dos peptideos testados demonstraram valores de CIM e
CIMB variando entre 32 e >64 ug.mL?, desta forma comparando os resultados
obtidos por Ribeiro (2014a) com os resultados obtidos neste trabalho é possivel
evidenciar a necessidade de uma alta concentracdo dos peptideos testados e do Pa-
MAP 1.9 para detectar atividade frente a diferentes cepas de K. pneumoniae KpC.

Também foi avaliada a atividade antibacteriana e antibiofiime do antibiotico
meropenem frente a isolados clinicos de K. pneumoniae KpC. Os ensaios frente a
cepa ATCC 13883 apresentaram resultados de CIM e CIMB iguais a 32 pg.mL™,
corroborando com o resultado obtido por Tenover e colaboradores (2006), que ao
testarem os antibioticos imipenem e meropenem contra isolados clinicos de K.
pneumoniae, obtiveram valores de CIM descritos para ambos os antibidticos >16
ug.mL2. Frente as cepas KpC os valores de CIM encontrados neste trabalho foram
>64 pg.mL?, resultados similares foram reportados por Shields e colaboradores
(2017) ao realizarem ensaios de CIM com meropenem e ceftazidima-avibactam
frente cepas de K. pneumoniae KpC, de modo a avaliar as mutacdes apresentadas
pelos genes de resisténcia. Ribeiro (2014a) também descreveu resultados de MIC
>64 pug.mL* para o antibiético meropenem testado contra cepas de K. pneumoniae.
Os resultados obtidos ndo surpreendem, visto que a cepa ATCC utlizada neste
trabalho é suscetivel ao antibiético p-lactamico. Portanto meropenem exerce uma
atividade inibitéria sob esta cepa. O resultado frente as cepas resistentes também
era esperado, devido a inativacao do antibidtico por possivel hidrélise do seu anel -

lactamico.

Seguidamente, foi avaliada a concentracéo bactericida minima de Pa-MAP 1.9
frente as cepas de K. pneumoniae utilizadas no presente trabalho. Foi observado
que a concentragdo de 64 pg.mL* apresentou acdo bactericida para as cepas ATCC
13883 e KpC 002210477 enguanto que a concentracdo de 32 pg.mL* demonstrou
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atividade apenas para a cepa KpC 002210477, possuindo efeito bacteriostatico.
Para a cepa KpC 001450421 ambas as concentracbes de 64 e 32 pg.mL?
demonstraram atividade bacteriostatica. Esses resultados sugerem que Pa-MAP 1.9
possui seletividade em sua atividade antibacteriana, visto que frente a cepa ATCC
13883 demonstrou atividade apenas na maior concentragao utilizada, e frente as
cepas KpC 002210477 e 001450421 a atividade de Pa-MAP 1.9 foi bactericida na
maior concentracdo, e bacteriostatica na concentracdo duas vezes mais baixa

respectivamente, corroborando com o trabalho de Cardoso e colaboradores (2016).

Efetuados os ensaios de CIM e CIMB e estabelecidos seus valores, foi
realizado ensaio de inibicdo em combinacao de Pa-MAP 1.9 e meropenem utilizando
a abordagem de tabuleiro de xadrez. Apesar de separadamente eles apresentarem
atividades antimicrobianas detectaveis pelos métodos utilizados neste trabalho, sua
combinagdo demonstrou efeito indiferente frente a cepa ATCC 13883 e frente as
cepas KpC 002210477 e 001450421 o efeito apresentado foi antagonista. Este
resultado diverge do obtido por Ribeiro (2014a), no qual foram combinados o
peptideo DJK-6 e seis antibibticos, os valores obtidos para a combinagédo de DJK-6
e meropenem foram de 12 pug.mL? indicando efeito sinergistico entre os agentes
antimicrobianos. Nesse mesmo sentido, Gopal e colaboradores (2014) realizaram
ensaios de sinergismo testando quatro peptideos em combinacdo com trés
antibioticos, obtendo resultado similar ao encontrado no presente trabalho com Pa-
MAP 1.9. A combinacdo entre o peptideo HPME e cefotaxime demonstrou efeito

indiferente.

Os resultados aqui observados sugerem que ndo houve favorecimento da
atividade de Pa-MAP 1.9 contra biofilmes de K. pneumoniae ATCC 13883 suscetivel
e KpC resistentes em combinacdo com meropenem, visto que efeitos detectados
foram indiferentes e antagonista, respectivamente de modo a anular a atividade

previamente descrita de Pa-MAP 1.9.
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7. CONCLUSOES E PERSPECTIVAS

Os resultados reportados neste trabalho permitiram a caracterizacdo da
atividade antibacteriana e antibiofiime do peptideo Pa-MAP 1.9 frente a diferentes
estirpes de K. pneumoniae KpC, complementando os dados previamente reportados
no trabalho realizado por Cardoso e colaboradores (2016). Os dados de inbicao de
crescimento planctonico e inibicdo de biofilme comparados entre si demonstram que
Pa-MAP 1.9 possui seletividade por cepas resistentes, visto que a concentragao
necessaria para inibir o crescimento das cepas resistentes foi 64 e 32 ug.mL? e as

concentracdes inibitérias para as cepas suscetives foram >64 pg.mL™2.

Interessantemente Pa-MAP 1.9 demonstrou atividade bactericida total na maior
concentracdo testada frente a cepa KpC 002210477, nao foi observada a mesma
atividade em nenhuma outra cepa testada neste trabalho. O ensaio de MBC também
apresentou a atividade bacteriostatica apenas frente as cepas KpC, sugerindo a

seletividade da atividade do peptideo contra cepas resistentes KpC.

Em relacdo ao ensaio combinatério, Pa-MAP 1.9 ndo obteve efeito sinergistico
quando associado ao antibidtico meropenem, seu efeito frente a cepa ATCC 13883
foi indiferente e frente as cepas e KpC 002210477 e 001450421 foi antagonista .
Sugerindo que o peptideo Pa-MAP 1.9 frente as estirpes utilizadas neste trabalho
nao agiu em conjunto com meropenem de modo a reduzir o biofilme formado. Assim
sendo, os resultados obtidos demonstram que Pa-MAP 1.9 possui atividade
antibacteriana e antibiofilme contra estirpes de K. pneumoniae KpC de forma a
indicar a necessidade de estudos apronfundados sobre 0s mecanismos expressos
por biofilmes de K. pneumoniae KpC sob acédo e estresse de Pa-MAP 1.9 em nivel
transcritdbmico e protedmico, por exemplo. Tais estudos possibilitariam a comparacao
das informacdes geradas, de forma a aumentar o conhecimento sobre como essa
bactéria reage ao estresse causado por um peptideo catibnico. Essas informacdes
podem ser altamente atrativas para pesquisas com o desenvolvimento de farmacos

com um alvo especifico a nivel celular.



APENDICES

57



Apéndice 1. Esquema da placa de 96 po¢cos montada para o ensaio de curva de
crescimento, com 100 pL de meio BM2 e 10 uL de suspensdo bacteriana. Em
rosa: K. pneumoniae ATCC 13883; Em azul: K. pneumoniae KpC 001825971; Em
amarelo: K. pneumoniae KpC 002210477; Em verde: K. pneumoniae KpC
001450421; Em cinza: Controle negativo, apenas meio BM2.
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Apéndice 2. Esquema da placa de 96 pocos montada para 0 ensaio de
concentracdo inibitéria minima (CIM) com 50 pL de meio MHB e diluicdes do
peptideo Pa-MAP 1.9 de 64 ug.mL™? até 2 ug.mL? (pocos A-F de 1-6), diluicdes
do antibidticos ciprofloxacino de 64 pg.mL?* até 2 pg.mL* (pogos A-C de 7-12) e
diluicdes do antibiético meropenem de 64 pg.mL* até 2 ug.mL* (pogos D-F de 7-
12) e 50 pL de triplicatas biologicas e duplicatas técnicas das estirpes de K.
pneumoniae ATCC 13883, KpC 002210477 e KpC 001450421.

Pa-MAP 1.9 Antibiéticos
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A
64 A 16 s 4 : &4 A 16 s 4
B u 3 16 3 4 &4 y 16 s 4
C
&4 ¥ 16 s 4 ' A 16 s 4
]
a4 2 16 s 4 : o4 2 16 s 4
E( & 3 16 3 4 o4 3 16 8 4
F &4 a2 16 8 4 o4 a 16 ] 4
e C C C+ C C+
* | RB KB KB KR RB RE s « C s « C
1 1 1 3 3
/T C+ Ce C» C» C+
RB RB RB RB RB RE < « C < € C
1 1 2 2 3 3

59



Apéndice 3. Esquema da placa de 96 pocos montada para 0 ensaio de
concentracdo inibitéria minima de biofilme (CIMB) com 50 pyL de meio BM2 e
diluicbes do peptideo Pa-MAP 1.9 de 64 ug.mL™* até 2 pg.mL* (pocos A-F de 1-
6), diluicdes do antibidticos ciprofloxacino de 64 ug.mL? até 2 pug.m_L* (pocos A-C
de 7-12) e diluicdes do antibiético meropenem de 64 ug.mL* até 2 pg.mL? (pocos
D-F de 7-12) e 50 pL de triplicatas bioldgicas e duplicatas técnicas das estirpes de
K. pneumoniae ATCC 13883, KpC 002210477 e KpC 001450421,

Pa-MAP 1.9 Antibioticos
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ABSTRACT

Pathogenic microbial bofilm, a consortium of micobial cells protected by a self-produced polymer matrix,
is considered a worldwide challenge die to the inherent antibiotic resistance conferved by its lifestyle. Living,
as itdoes, in a community of microbial organisms in a clinical situation, makes it responsible for severe and
dangerous cases of infection. Combating this organisation of cells usually requires high antibiotic doses For a
prolonged time, and these approaches often fail, contributing to infection persistence. In addition to therapeutic
limitations, biofilms can be a source of infections when they grow in medical devices. The challenge imposed by
Biofilms has maobilised researchers in the entive world o prospect or develop alternatives to control biofilms. In
this context, this review summarises the new frontiers that could be used in clinical circumstances in owder to

prevent or eliminate pathogenic biofilims.

& 2016 Elsevier Inc. All rights reserved.
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1. Introduction

Treatment of infections has become a worldwide challenge due to
the development of antibiotic resistance among microorganisms, espe-
cially when resistance at cellular levels and at community level occur

Abbrevigtons: AMPs, antimicrebial peptide; FDA, United States Food and Drug
Administration; MPs, nanoparticles.
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together (Fig. 1). Cellular antibiotic resistance, also referred to as con-
ventional resistance, may occur when antibiotic targets are modified,
microbial enzymes inactivate antibiotics and microorganisms prevent
or reduce the antibiotic accumulation in their cells (Blair et al., 2015,
Resistance observed in a community of microorganisms, known as
biofilms, takes place when microbial cells aggregate (Ejarnsholt et al.,
2013; C. Zhou et al., 2015; L Zhou et al., 2015 ). Resistance to antibiotics
can be even higher when single cells that present conventional resis-
tance form a biofilm.

Biofilms consist of one or more microbial species, which can be
in different metabolic states, encased in a self-produced biopolymer
matrix composed by proteins, polysaccharides and DNA (Bjarnsholt



73

Anexo 2. Artigo de revisao publicado na Current Topics in Medicinal Chemistry
(2017) sobre mecanismos nado usuais de acdo e resisténcia a peptideos
antibacterianos.

FINAL

Send Orders for Reprints to reprints@benthamseience. ae

Current Tapics in Medicinal Chemistry, 2007, 17, 1-17 1

REVIEW ARTICLE
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Abstract: The emergence of bacterial resistance to conventional antibiotics has been
become a major issue in the health system. Currently, studies are being performed o
develop new drugs that can replace conventional antibiotics. These new drugs include
the antimicrobial peptides (AMPs), a heterogeneous proup of molecules produced in
a variety of bacterial, invertebrate, plant and animal species, which can serve as a
nonspecific defense system that complements the highly specific cell-mediated im-
mune response. AMPs have antimicrobial activities against a wide range of microor-
ganisms, including bacteria, fungi, and viruses, and they are effective against patho-
genic organisms that are resistant to common drugs. The most common mechanism
of action of antibacterial peptides on microbial cells has been characterized as an al-
teration in the cellular membrane permeability. In contrast, there are AMPs with unusual strategies as-
sociated with cell wall and protein synthesis inhibition, nucleic acid binding or inactivation of toxins
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that enable microbial infection. Many pathogens can develop resistance strategies, inactivating or repel-
ling AMPs through modification of the surface expression of pumps or secretion of proteases. In sum-
mary, this review focus on AMPs with non-conventional modes of actions and the microbial counter

measures 1o resist these peptides.

Keywords: Antimicrobial actuvity, toxin, disease control, mechanism of action, peptides, unusual activity.

LLINTRODUCTION

The increasing emergence of pathogenic organisms that
are resistant 1o conventional antibiotics has generated an
urgent need for the development of new compounds with
different mechanisms of action. The widespread and inap-
propriate use of broad-spectrum antibiotics without clinical
Judgment and knowledge of pharmacological and microbio-
logical factors has resulted in muli-drug resistant strains,
ansing from mutations in chromosomal genes and by hon-
zontal gene transfer, besides evolutionary pressure. These
new strains can be involved in the inefficacy of antimicrobial
therapy and also i the reemergence of older diseases; they
are certain to impose high costs on the health system [1].

The family of antimicrobial peptides (AMPs) is a unique
group of molecules synthesized from the innate immune sys
tem of multiple organisms that prevent or resist microbial
infection [2-5] and regulate the growth of other bacteria by
bacterial competition [6]. The development of AMPs which
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Grnde, MS, Brazil; E-mails: ocfrancof@poes uch br; octaviomgmail com
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target the membrane and cellular processes, including nu-
cleic acids, protein synthesis, protein folding, enzymatic ac-
tivity and cell wall synthesis, can decrease the preservation
of bacterial morphology and development of resistance [7].
This review aims to understand the unusual mode of action
of these antimicrobial agents in contrast o common mem-
brane disruptor effects and some mechanisms of resistance
against these peptides.

1.1. Antimierobial Peptides (AMPs)

Antimicrobial peptides (AMPs) are evolutionarily ancient
molecules from the mnate immune system produced by liv-
ing organisms. These molecules are fewer than 100 ammo
acids and act before the adaptive response and non-adap tive
components of acute inflammation, such as complement pro-
teins, chemokines, cytokines and inflammatory cells [8, 9].
AMPs have been isolated from various species ranging from
bacteria, plants and frogs to mammals, including humans
[10] and exhi g activity against a wide range of microor-
ganisms including Gram-positive and Gram-negative bacte-
ria, protozoa, yeast, fungi and viruses [9]. Normally, they act
as a primary barrier of the organism, especially in skin and
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