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Resumo

A resisténcia bacteriana aos antibiéticos é atualmente um problema de salde publica.
Assiste-se todos os dias ao aumento de bactérias resistentes e, para além disso, ha espécies
bacterianas que desenvolveram multi-resisténcia e nao sao suscetiveis a praticamente
nenhum dos antibiéticos disponiveis. Por este motivo, é premente a necessidade de novos
compostos terapéuticos com atividade antibacteriana, para tratamento de infegoes causadas
por bactérias resistentes.

Os péptidos antimicrobianos (AMPs) sio pequenos péptidos cationicos naturais,
produzidos por varios organismos e com atividade antimicrobiana. O seu mecanismo de
agao consiste, genericamente, num aumento da permeabilidade da membrana celular, tendo
como vantagem nao precisarem de recetores a superficie da célula. Os AMPs tém ainda
outros alvos celulares e, devido a esta multiplicidade de agoes, € menos provavel que as
bactérias desenvolvam resisténcia a estas moléculas. Porém, varios mecanismos de
resisténcia tém sido descritos. Nao ha duvidas que os AMPs tém demonstrado alguma
eficacia no combate a infegoes bacterianas, no entanto, muita investigagao ainda tem de ser
feita para descobrir qual o melhor design para estes péptidos, de modo a que exergam a sua

atividade bactericida, sem causarem efeitos toxicos no organismo.

Abstract

Bacterial resistance to antibiotics is currently a public health problem. Every day, we
can assist to the increase of resistant bacteria and moreover there are bacterial species that
developed multidrug resistance and they aren’t susceptible to any antibiotic that we are
ready to use. For this reason, it is important and necessary new drugs with bacterial activity
to treat infections caused by resistant bacteria.

The antimicrobial peptides (AMPs) are small, cationic and natural peptides produced
by various organisms and they have antimicrobial activity. Its mechanism of action consists in
an increase in cell membrane permeability and it doesn’t need receptors in the surface cell
to interact with bacteria, which is an advantage. The AMPs have other cellular targets and
because of this multiplicity of actions, it is less likely that bacteria develop resistance to these
molecules, but several mechanisms of resistance have been described. There is no doubt that
AMPs have shown some effectiveness in fighting bacterial infections, however much research
is necessary to find what are the best design for these peptides, in order to they have

bactericidal activity without causing toxic effects in the human body.
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I. Resisténcia bacteriana aos antibiéticos: um problema de saude
publica

A descoberta dos antibioticos e a sua utilizagao em terapia anti-infecciosa constituiu
um progresso inquestionavel da medicina do século XX. No entanto, a sua eficacia foi
rapidamente superada pela capacidade que as bactérias tém de se oporem a sua acgao, isto
¢, de adquirirem resisténcia aos antibidticos. As bactérias adquirem resisténcia quer
modificando o seu genoma por mutagao, quer incorporando genes provenientes de outros
microrganismos, por diferentes sistemas de transferéncia genética. [I]

Considera-se que uma bactéria é resistente a um antibiotico quando este perde a
capacidade de controlar o crescimento bacteriano ou induzir a sua morte, continuando a
bactéria a multiplicar-se na presenca de niveis terapéuticos do agente antibacteriano. [1]
Quando uma bactéria se torna resistente a pelo menos um antibidtico de trés ou mais
classes diferentes, é designada por multi-resistente. [2]

As bactérias podem exibir diferentes estratégias de resisténcia, como pode ser visto
na figura |. Podem atuar: através da degradagao enzimatica do antibiotico; por alteragao do
local-alvo do antibiotico, o que impede a sua ligacao; através de bombas de efluxo, um
mecanismo de transporte que eflui o antibidtico novamente para fora da bactéria; por
redugao da permeabilidade da membrana externa, no caso de bactérias Gram-negativo; e

por alteragao da via metabdlica. [3]
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Figura |. Mecanismos de resisténcia bacteriana.

Adaptado de Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria [4]

Para a industria farmacéutica a produgao de antibidticos deixou de ser vantajosa e
preferem focar-se na produgio de farmacos blockbuster. E mais rentavel para a indUstria a
producao de farmacos usados no tratamento de doengas croénicas, em detrimento do
desenvolvimento de novos antibidticos, usados num curto espago de tempo em doengas

infeciosas agudas. [3]
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I.1. Identificacao do problema e suas consequéncias

A resisténcia aos antibioticos é hoje uma realidade em todo o mundo e constitui um
problema sério no tratamento das doencas infeciosas. Infegoes causadas por bactérias
resistentes nao respondem ao tratamento convencional, resultam em doenga prolongada e
grande risco de morte e aumentam os custos de saude. [5]

Segundo o Center for Disease Control and Prevention (CDC) a resisténcia aos
antibioticos causa anualmente mais de 2 milhoes de doengas e 23.000 mortes s6 nos Estados
Unidos da América. Assim, muitas infecoes bacterianas correm o risco de se tornarem
incuraveis e incontrolaveis, levando-nos de novo para uma era “pré-antibiética”. [6]

A resisténcia aos antibidticos &, entao, um problema grave para a salde humana,
havendo atualmente varias estirpes de bactérias resistentes a determinados grupos de
antibiéticos. Por exemplo, o mecanismo de resisténcia mais comum aos antibioticos f3-
lactamicos é a produgao de B-lactamases, adquiridas sobretudo por bactérias Gram-negativo.
Viérios estudos relacionam o desenvolvimento da resisténcia ao uso de antibioticos em
infecoes causadas por estas bactérias e, neste caso, a resisténcia ocorre sobretudo por
transferéncia genética horizontal. [7] A familia Enterobacteriaceae inativa esta classe de
antibiéticos pela quebra da ligagao azoto-carbono no anel B-lactimico (figura 2) e produz f3-
lactamases de largo espectro (ESBL), que as torna resistentes a maioria dos antibiéticos [3-
lactdmicos. [8] A prevaléncia de ESBL produzidas por esta familia de bactérias tem
aumentado globalmente, sendo problematicas as infegoes causadas por Escherishia coli
produtora de ESBL. [9] Inicialmente, os carbapenemos, tais como o imipenemo e o
meropenemo, mostraram ter atividade contra os microrganismos produtores de ESBL, no
entanto, rapidamente surgiram Enterobacteriaceae produtoras de carbapenemases, isto &,
enzimas que hidrolisam praticamente todos os antibidticos P-lactamicos, incluindo os
carbapenemos. [8]

O mesmo tem acontecido com Streptococcus pneumoniae que se tornou penincilina-
resistente. [7]

Lactam ring

T 5. M [ 5, SHs
Cl—C—N tcrla c[—c—N—clz—cl: :tcri3
H N H OoO=—1C N
(o} COOH | | COOH
B-lactamase (penicillinase) OH H
Penicillin breaks this bond Inactive penicillin

Copyright © 2006 Pearson Education, Inc., publishing as Benjamin Cummings.
Figura 2. Mecanismo de inativagao dos antibiéticos B-lactimicos pelas enzimas B-lactamases.

Adaptado de Pearson Education [13]
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Ha varias espécies de bactérias que sao importantes em termos de multi-resisténcia
em infegoes nosocomiais, sendo consideradas problematicas E. coli produtora de ESBL e
Enterococcus spp. vancomicina resistente (VRE). [8] O aumento da ocorréncia de infegoes
nosocomiais causadas por Enterococcus spp., em especial E. faecium deve-se a variedade de
resisténcias adquiridas e/ou intrinsecas a vancomicina e aos aminoglicosideos. Estas bactérias
tém uma grande capacidade de adquirir e transferir elementos que conferem resisténcia aos
antibidticos e sao também conhecidas resisténcias intrinsecas, pelo que as terapéuticas
alternativas para infe¢oes causadas por Enterococcus sao muito limitadas. [8]

Uma elevada percentagem de infegoes adquiridas a nivel hospitalar sao causadas por
Staphylococcus aureus meticilina-resistente (MRSA), detetado pela primeira vez num hospital
britanico em 1961. [5, 9] MRSA ¢é resistente a todos os antibidticos B-lactamicos e
frequentemente a outras classes de antibioticos. O perigo de infe¢oes por MRSA resulta nao
s6 da emergéncia de multi-resisténcia, mas também da capacidade da bactéria produzir
biofilmes e numerosos fatores de viruléncia, que lhe permitem infetar quase todos os tecidos
e 6rgaos do corpo humano. [10]

Em 2011 estimaram-se cerca de 630 mil casos de tuberculose causada pelo bacilo da
tuberculose multi-resistente (MDR-TB), cuja resisténcia ocorre por mutagao espontanea. Em
2013 novos casos de resisténcia surgiram e a sua percentagem mundial pode ser observada
na figura 3. Deste modo, o tratamento de primeira linha com isoniazida e rifampicina nao
tem efeito sobre o bacilo Mycobacterium tuberculosis e sao requeridas, cada vez mais,

terapéuticas com associa¢ao de varios antibidticos. [7]

Percentage of new tuberculosis cases with MDR-TB*
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] 3-59 i \
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* MDR-TB: multidrug-resistant tuberculosis (resistance to, at least, isoniazid and rifampicin)
Note: Figures are based on the most recent year for which data have been reported, which varies among countries.

Figura 3. Percentagem de novos casos de tuberculose MDR em 2013.

Adaptado de OMS [5]
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Assim, a resisténcia aos farmacos antibacterianos tera repercussoes muito negativas
na saude humana, uma vez que, atualmente, se assiste a um aumento de bactérias resistentes
e de antibidticos a que se tornam resistentes. Contrariamente, o desenvolvimento e
produgao de novas moléculas anti-infeciosas tem vindo a diminuir, o que fara com que haja,

futuramente, falta de terapéuticas alternativas.

1.2. Causas e origem da resisténcia

A principal razao da resisténcia aos antibidticos € o seu uso intensivo, muitas vezes
excessivo e incorreto. O recurso a antibioterapia € um habito muito comum, do qual temos
de tomar consciéncia, uma vez que muitas vezes sao cedidos sem prescricao médica e,
frequentemente, os doentes tomam antibidticos desnecessariamente, nomeadamente para
tratamento de doengas virais. Como sabemos, os antibioticos nao destroem os virus, por
isso quando usados em gripes, amigdalites virais, e outras doengas causadas por estes
microrganismos, nao curam a doenca e podem ainda aumentar a sua gravidade. O perigo da
utilizacao excessiva dos antibidticos deve-se também a sua utilizagao na industria alimentar,
criagao de gado, aquacultura e a deposicao de residuos no meio ambiente. [1]

As bactérias usam mecanismos diferentes para se adaptar a diversos meios, entre os
quais mutagoes cromossomicas e transferéncia horizontal de genes. Deste modo, se uma
bactéria adquire um gene com capacidade de conferir resisténcia a determinado antibiotico,
pode transmiti-lo a novas geragoes por transferéncia genética e, assim, disseminar os genes
de resisténcia. [3]

Uma mutagao € um erro na sintese de DNA durante a replicagao e/ou na reparagao
do DNA e podem ser espontaneas ou induzidas. Um exemplo de uma resisténcia atual
causada por mutagoes sucessivas € o bacilo da tuberculose. As mutagoes espontaneas
ocorrem na sequéncia de DNA, sao herdadas pelas células filhas e, normalmente, ocorrem
substituigoes de bases, a mais comum, ou remog¢ao ou adigao de nucledticos. As primeiras
resultam de erros de incorporagao das bases de DNA, resultando numa proteina diferente.
A remocgao ou adicao de nucledtidos altera a leitura da cadeia de mRNA, resultando,
normalmente, em proteinas nao funcionais, pois a seguir ao nucledtido adicionado ou
removido, todos os aminoacidos seguintes sao afetados. [I|] As mutagoes podem ser
transferidas de uma bactéria para outra através de divisio binaria. E desta forma que a
bactéria desenvolve resisténcia aos [-lactamicos, as quinolonas e aos macrolidos. A
resisténcia aos P-lactamicos por f-lactamases ocorre por mutagoes aleatorias dos genes que

codificam estas enzimas; aos macrolidos pode ocorrer pela modificagao do RNA da bactéria

Sara Carolina Cortez Pedrol Faculdade de Farmacia da Universidade de Coimbra 7
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ou das proteinas da subunidade 50S do ribossoma; e quanto as fluoroquinolonas, sao
necessarias duas mutagoes para que ocorra resisténcia, tendo-se verificado ultimamente um
aumento da prevaléncia de mutagoes nos genes da proteina girase. [7]

Em estudos epidemiologicos sobre a resisténcia aos antibioticos, ha normalmente um
maior foco nos organismos resistentes do que nos genes de resisténcia, no entanto, a

bactéria tem capacidade de transferir esses genes. [8]

A disseminagao dos genes de resisténcia Plasmid
— /\ Danor |
pode ocorrer por mecanismos de (L - - P'Em'd
\ oy I i -
| \ { | ! B
~ . . } o f Resist t/
transferéncia  horizontal de  genes: | | \ Y] | fraee ) el
| | offfee | A 4208 .
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) Plagm il
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- res istant:,f ' Gene goes f
adquirir resisténcia através de elementos dead gene Y BpLE=G 4
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o , . ’ . ~ / chromosom
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o reeiving |/ i
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1 | g
mais comum de transferéncia genética ~\ /4

horizontal, associado a resisténcia aos Figura 4. Mecanismo de transferéncia

e horizontal de genes.
antibioticos. [7, 8] Adaptado de Todar’s Online Textbook of
Bacteriology. [12]

Um plasmideo é um segmento extracromossomal de DNA com mecanismos de
autoreplicagdo e com capacidade de transportar genes com vantagens de sobrevivéncia a
bactéria, tais como os genes de resisténcia. A conjugagcao requer o contacto intimo entre
duas bactérias, para que o plasmideo, depois de se autoreplicar, seja transferido para a
bactéria recetora. [11]

Assim, a origem da resisténcia é genética, mas as causas da sua disseminagao sao, sem
duvida, de origem antropogénica. A toma desnecessaria de antibidticos em infegoes que nem
sao de origem bacteriana, tem levado a uma disseminagdo muito rapida de bactérias
resistentes. Além disso, o seu despejo indevido na natureza seleciona reservatérios de genes
de resisténcia, potencialmente prejudiciais a salde. Também o uso de antibidticos em
animais que se destinam ao consumo humano, quer em terapia e profilaxia, quer como
promotores do crescimento animal, tem aumentado o numero e diversidade de bactérias

resistentes que se transmitem através da cadeia alimentar. [8]
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1.3. Estratégias para combater a resisténcia bacteriana

O numero limitado de classes de antibioticos e a ocorréncia de resisténcia cruzada
entre as classes, tem reforcado a urgente necessidade da promocao do uso racional de
antibiéticos e da descoberta de novos compostos com o mesmo efeito terapéutico.

A produgao de novos antibidticos &, nos dias de hoje, muito cara para as industrias
farmacéuticas, desde a sua descoberta e ensaios pré-clinicos até a sua inser¢gao no mercado.
Por isso, a investigacao tem sido mais no sentido de entender o mecanismo de resisténcia da
bactéria e alterar a estrutura da molécula para aumentar o seu espetro antibacteriano, do
que no sentido de produzir novos compostos. [3]

No entanto, considerando a rapida evolugao de bactérias patogénicas, € necessario o
desenvolvimento de novos agentes que controlem as bactérias multi-resistentes, caso
contrario, estas bactérias provocarao infecoes que podem mesmo levar a morte. ldealmente,
deverd ser um novo composto com um amplo espetro de agao e de baixo custo. Os
péptidos antimicrobianos (AMPs) tém sido apontados como uma importante alternativa para
os antibioticos. [17]

Os AMPs sao moléculas produzidas por uma série de organismos que tém mostrado
alguma eficacia contra bactérias multi-resistentes e baixa probabilidade de desenvolvimento
de resisténcia bacteriana, talvez devido ao seu mecanismo de acgio ser diferente dos
mecanismos habituais dos antibioticos. [3] Deste modo, apresentam-se como moléculas
promissoras e que podem constituir futuramente uma boa alternativa aos antibioticos que se

mostrarem insuficientes.

2. Péptidos antimicrobianos

Os AMPs sao pequenas moléculas peptidicas compostas por 10-50 residuos de
aminoacidos, com atividade antibacteriana, antifungica, antiparasitaria e antivirica. [14] Sao
um importante componente do sistema imunitario, desempenhando um papel fundamental
na resposta imune inata nao especifica, o que confere resisténcia contra infecoes sem
exposi¢ao primaria ao patogénio. [|5]

Quanto a sua origem, os AMPs podem ser isolados de praticamente todos os
organismos vivos, incluindo bactérias, insetos, plantas e animais vertebrados. Sao,
normalmente, classificados em quatro grupos de acordo com a sua origem: a partir de
insetos, a partir de outros animais, obtidos através de sintese e a partir de microrganismos
geneticamente modificados. Os AMPs produzidos por insetos sao sintetizados no fat body e

depois secretados na hemolinfa, enquanto noutros animais, como anfibios e mamiferos, os
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genes que codificam os AMPs sao expressos em diferentes tipos de tecidos e células. Nos
animais vertebrados estes péptidos parecem ser sintetizados por neutrofilos circulantes ou
mastocitos. [ 18]

Devido as suas propriedades antimicrobianas naturais, rapidez de agao e baixa
propensao para o desenvolvimento de resisténcia, sao candidatos ideais ao desenvolvimento
clinico de novas alternativas aos antibioticos. [I5] O seu potencial antibacteriano deve-se
também ao efeito sinérgico com os antibioticos convencionais e ao facto de serem ativos em
modelos animais. [16]

Os AMPs tém algumas desvantagens que os tornam questionaveis quanto a sua
utilizagdo no ser humano, por exemplo a sua degradagao por acao das proteases e a sua
acao toxica no organismo, sobretudo ao nivel dos eritrocitos. Contudo, varios estudos tém
sido feitos no sentido de melhorar a sua estabilidade as proteases e o seu perfil
farmacocinético e terapéutico, melhorando, assim, as propriedades fdrmaco-like dos AMPs.
[17]

Existem, atualmente, 2410 AMPs reportados na base de dados “The Antimicobial

Peptide Database” (http://aps.unmc.edu/AP/main.php). [16]

2.1. Estrutura e propriedades

Os AMPs tém geralmente menos de 50 aminoacidos, carga positiva, conferida pelos
aminoacidos lisina e arginina e contém 50% de aminoacidos hidrofobicos. [15] Consoante a
sua composi¢ao em aminoacidos, tamanho e conformagao sao classificados em diferentes
grupos, sendo que o maior corresponde aos péptidos cationicos. [14]

Este grupo ¢ dividido em trés classes de acordo com a estrutura secundaria dos

péptidos: a-helical e f-sheet.

Hydrophobic region —
Inserts In the membrane
lipid bilayer

Catlonic region —
binds to the negatively

[] Hydropathic residue charged bacterlal membrane

I Anyresidue
[7] Positively charged residue

A B
Figura 5 — A: Esquema de um AMP catidnico em a- B: Estrutura secundaria de AMP em
helical. a-helical.
Adaptado de Journal of Molecular Microbiology and Adaptado de PLOS Pathogens [19]
Biothechnology, 201 | [15]

Sara Carolina Cortez Pedrol Faculdade de Farmacia da Universidade de Coimbra 10



Péptidos Antimicrobianos: Uma Nova Classe de Antibiéticos?l 2014

A primeira é composta por péptidos catidnicos lineares o-helical, tais como o
magainina (AMP produzido por anfibios) e o grupo dos péptidos cecropinas (produzidos por
insetos), que s3o lineares antes da interagdo com a membrana celular das bactérias e depois
de com ela interagirem, adotam uma estrutura secundaria anfipatica a-helical, observada na
figura 5. A segunda classe compreende os péptidos cationicos enriquecidos com aminoacidos
especificos: prolina e arginina. Estes péptidos sao lineares, embora alguns possam exibir
estruturas em espiral. Por Ultimo, dentro dos péptidos catidnicos ainda encontramos os que
contém residuos de cisteina e formam pontes dissulfureto e f-sheets estaveis (figura 6). Por
exemplo as defensinas tém seis residuos de cisteina, que sao divididos de acordo com o

alinhamento das suas pontes dissulfureto. [14]

Figura 6. Estrutura secundaria de AMP em f-sheet.

Adaptado de PLOS Pathogens [19]

Apesar da sua estrutura secundaria ser diferente, todos tém em comum a estrutura
tri-dimensional, que enrola em moléculas anfifilicas com carga e regices hidrobobicas
segregadas a partir dos aminoacidos hidrofilicos. Esta organizagao permite uma interagao
forte entre a carga positiva dos péptidos e a carga negativa da membrana bacteriana,
enquanto os grupos hidrofébicos facilitam a penetragao do péptido na camada lipidica. [15]

Existem também outros grupos de péptidos nao-cationicos, entre os quais, péptidos
anidnicos e péptidos aromaticos, os quais revelam fraca atividade antibacteriana, apesar de
poderem potenciar a atividade dos AMPs cationicos. [14]

Para além da carga do AMP, diversos estudos mostraram que outras caracteristicas,
como o tamanho, sequéncia primaria, conformagao, estrutura, hidrofobicidade e
anfipaticidade podem ser cruciais para a atividade antimicrobiana e mecanismo de agao. [14]

Os AMPs tém propriedades multifuncionais que os tornam potenciais agentes
terapéuticos. Exibem rapida acgao bactericida, dentro de minutos in vitro, € tém um amplo
espetro de agao tanto em bactérias Gram-negativo como bactérias Gram-positivo, para além

de parasitas, fungos e virus envelopados. [18]
2.2. Mecanismo de acao

A principal vantagem dos AMPs reside no mecanismo global da sua agao, que é

notavelmente diferente dos antibioticos convencionais. [ 18]
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O mecanismo classico dos AMPs envolve a sua capacidade de causar danos na
membrana celular, podendo destrui-la e resultando em lise celular, ou entao interagir com a
membrana, formando poros transitorios que transportam os péptidos para o interior da
célula. [18] Assim, os AMPs interagem com a membrana externa dos microrganismos Gram-
negativos e com a parede celular das bactérias Gram-positivo por interacao eletrostatica,
entre a carga positiva dos seus aminoacidos e a carga negativa exposta a superficie da célula
bacteriana. A membrana celular das bactérias é essencialmente composta por lipidos de
carga negativa, tais como o fosfatidilglicerol (PG), a cardiolipina e a fosfatidiletanolamina. [14]
Para além destes constituintes, as bactérias Gram-negativo contém lipopolissacarideos (LPS)
na sua membrana externa e a parede celular das bactérias Gram-positivo é enriquecida em
acidos lipoteicoicos. Apesar das bactérias terem uma parede celular distinta, como se vé na
figura 7, ambas tém moléculas que Ihes conferem carga negativa a superficie, sendo o alvo
dos AMPs cationicos. [14]

b O-specific side chain

P )
a olysaccharid Protein Porine / v

Braun's lipoprotein { ®

/ \ ~ | » % [}

Teichoic acid

Lipopolysaccharides

>

Pepti
eptidoglycan ] OQuter
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and peptidoglycan
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Gram positive cell wall Gram negative cell wall

Figura 7. Diferencas da parede celular de bactérias Gram-negativo e Gram-positivo.
Adaptado de MicrobeWiki [20]

A interagao e agao dos AMPs com os seus alvos celulares dependem da superficie da
célula e da composicao em aminoacidos de cada péptido. Além disso, a estrutura secundaria
adotada pelo péptido € essencial para a ligagdo com os compostos de carga negativa da
membrana. Consoante a afinidade entre péptido e lipidos, os AMPs podem penetrar a
bicamada lipidica perpendicularmente, levando a formagao de poros transmembranares.
Porém este mecanismo nao é comum a todos os AMPs. [14]

Normalmente, apods a ligagao a membrana do patogéneo, ocorre permeabilizagao e
consequente disfungao da membrana celular, o que pode, eventualmente, causar morte
celular. Em contraste com os antibioticos convencionais, os AMPs interagem com a
membrana celular sem serem necessarios recetores especificos, o que € uma vantagem por

contornar o problema da resisténcia resultante de mutagoes bacterianas. [16]
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Varios modelos tém sido propostos para explicar a disfungdo membranar causada
pelos AMPs, entre os quais o “barrel-stave model”, “toroidal model”, “carpet model” e

“aggregate channel model”, sendo cada um exemplificado na figura 8. [14]

(A)Toroidal (B)Carpet-like (C)Barrel-stave  (D)Aggregate channel

Figura 8. Modelos de mecanismo de agao dos AMPs
Adaptado de Li, Yanmei et. al, (2012) [18]

No toroidal model os AMPs sao reorientados na bicamada da membrana e inseridos
perpendicularmente formando um poro; as regides hidrofilicas do poro mantém a sua
associagao com as cabegas dos fosfolipidos e as regides hidrofobicas associam-se com o
nucleo hidrofobico da membrana lipidica. Por fim, os péptidos enrolam para o interior,
formando um estado “multiporo” que causa danos irreversiveis por rompimento da
membrana. [|6] Exemplos de AMPs que utilizam este modelo como mecanismo de agao sao
as megaininas e aureinas (produzidos ambos por anfibios) e melitina (extraida do veneno da
abelha). [14]

De acordo com o carpet model, os AMPs associam-se a membrana da bactéria e
alinham-se paralelamente a bicamada lipidica, cobrindo toda a superficie da membrana e
atuando como detergente. [16] Esta interagio € inicialmente eletrostitica e, quando se
atinge o limiar de concentragao de AMPs, a membrana desintegra-se e ha formagao de
micelas, levando a lise celular e, por isso, morte celular. [14] Este modelo é o mecanismo de
acao mais comum dos AMPs para destruirem as bactérias Gram-negativo e os parasitas.
Inicialmente, resulta num enfraquecimento da membrana, seguidamente, esta alteragao
promove a formagao de poros e ocorre transporte de lipidos do exterior da célula para o
seu interior, provocando o colapso da membrana dentro de pequenas vesiculas revestidas

por AMPs. [18]
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O barrel-stave model sugere que os AMPs formam poros transmembranares através
da sua insercao direta nos lipidos da membrana; conjuntos de hélices anfipaticas ligam-se a
membrana como um monémero, seguindo-se a sua oligomerizagao e formagao do poro com
os residuos hidrofilicos a formar o seu limen. [14] Esta organizagao leva a formagao de um
canal aquoso, seguindo-se perda de polarizagao, esvaziamento do conteldo citoplasmatico e
disfungao membranar, por redistribuicao lipidica ou ativagao das hidrolases que destroem a
parede celular. [18] O recrutamento de mais monémeros pode aumentar o tamanho do
poro e aumentar a rapidez de acao dos AMPs. [14]

No aggregate channel model, depois de se ligarem as cabegas dos fosfolipidos, os
AMPs inserem-se na membrana e formam um aglomerado destruturado que a abrange por
completo. [16] Os agregados de péptidos formam canais que permitem a saida de ides
através da membrana, envolvendo o deslocamento competitivo de catides divalentes, Mg** e
Ca’". Este deslocamento causa, por sua vez, uma destabilizacio da membrana e os AMPs
ganham acesso ao interior da bactéria. O AMP maculatina, derivado de anfibios australianos,
atua por este mecanismo. [18]

Recentemente, tem sido proposto que os AMPs causam a morte dos microrganismos
por outros mecanismos diferentes da destruicio da membrana: os AMPs podem interagir
com alvos intracelulares que induzem danos celulares, podem ligar-se, por exemplo ao DNA,
RNA e proteinas. Um péptido pode atuar em varios alvos celulares, envolvendo varios

mecanismos de acao. [14]

2.3. Alvos intracelulares

Os AMPs tém desenvolvido mecanismos Unicos de translocagao até ao citoplasma.
Uma vez em contacto com o microrganismo, eles podem alterar a formagao da membrana
citoplasmatica, inibir a sintese da parede bacteriana, inibir os acidos nucleicos e a sintese

proteica ou induzir a morte celular. [18]

2.3.1. Inibicdo da sintese da parede celular

A parede celular é essencial a bactéria, na medida em que previne a lise celular
quando ha elevada pressao osmotica no citoplasma e serve de ancora aos componentes da
membrana e proteinas extracelulares. Nas bactérias Gram-positivo o maior componente da
parede celular é o peptidoglicano, enquanto as bactérias Gram-negativo, como contém uma
membrana externa, possuem LPS a envolver uma fina camada de peptidoglicano (figura 7).

[14] Uma vez que nao se encontra nas células eucaridticas, os compostos que inibem a
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sintese de peptidoglicano sao interessantes para a terapéutica antibacteriana, sobretudo os
que inibem o lipido Il, um importante precursor deste composto. O lipido Il tem, assim,
mostrado ser um atrativo alvo para os compostos antibacterianos, como por exemplo os
lantibidticos, também denominados classe | das bacteriocinas. [23] Os lantibidticos sao uma
familia de AMPs sintetizados nos ribossomas bacterianos, com capacidade de inibir a sintese
da parede celular por formagao de poros transmembranares, que permitem o efluxo de
moléculas e/ou ides — ATP, K* e PO,*. [23]

Estudos recentes de Yount e Yeaman, (2013)™! demonstram que a nisina, um AMP
utilizado na industria alimentar, se liga primeiro ao lipido Il e de seguida atua na membrana
por formagao de poros, levando consequentemente a perda de aminodcidos, K* e ATP pela
célula. Sabe-se também que a nisina se liga aos lipidos Ill e IV, interferindo com a biossintese
dos 4cidos teicoico e lipoteicoico, constituintes da parede celular. Tem sido ainda
demonstrado em Staphylococcus simulans que a nisina estimula a atividade da autolisina N-
acetilmuramoyl-L-alanina amidase, o que resulta em danos na parede celular, lise e, entao,
morte celular. [14]

A mersacidina, outro AMP pertencente a familia dos lantibioticos, é efetivo contra
MRSA. Este AMP liga-se ao lipido Il, apesar do local de ligagao ser diferente da nisina;
enquanto a nisina se liga ao grupo fosfato, a mersacidina liga-se, provavelmente, aos residuos
de agucar. Independentemente do local de ligagao, ambos inibem a formagao do
peptidoglicano. [24]

Outro grupo de lantibidticos capaz de inibir a sintese da parede celular é a familia dos
“two-peptides”’, composta por dois péptidos independentes que atuam sinergicamente, de
modo a terem uma atividade antimicrobiana 6tima. Foi proposto que um dos péptidos se liga
ao lipido Il enquanto o outro forma poros transmembranes. [23]

Resumindo, uma vez que a parede celular tem um papel fundamental na manutengao
da integridade da célula e como nao esta presente nas células eucaridticas, esta estrutura
celular € um excelente alvo para a pesquisa de novos antibidticos. Para além disso, a
combinagao de mecanismos de agao, na parede celular e na membrana celular, observada em

alguns AMPs, pode minimizar o desenvolvimento de bactérias resistentes. [14]

2.3.2. Inibicdo dos acidos nucleicos e da sintese proteica

Alguns AMPs conseguem, espontaneamente, atravessar a parede celular e as
membranas externa e interna, atuando ao nivel de moléculas intracelulares, como os acidos

nucleicos e as proteinas. [25]
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A buforina Il (produzido por uma espécie de sapos asiaticos) € um AMP catidnico e
linear com 2| aminoacidos, capaz de atravessar a membrana sem alterar a sua
permeabilidade, acumulando-se no citoplasma. Este péptido é constituido por residuos de
prolina, que tém um papel critico na penetragao do AMP na célula. Uma vez dentro da
célula, a buforina Il liga-se ao DNA e RNA, como tem sido demonstrado em E. coli, exibindo
capacidade de neutralizar os efeitos toxicos das endotoxinas e prevenido, assim, um choque
sético. [25] Esta capacidade de neutralizagao tem sido também descrita para outros AMPs:
temporinas (originarias de anfibios) e catelicidinas (produzidas sobretudo por neutrofilos de
diversos mamiferos). [14]

Outros AMPs atuam por inibicao da sintese dos acidos nucleicos. A indolicidina
(extraida dos neutrofilos de bovinos), um péptido cationico com uma sequéncia de
aminoacidos muito curta, promove a despolarizagdo da membrana bacteriana e inibe a
sintese de DNA. A puroindolina (AMP produzido por plantas), rica em residuos de
triptofano, inibe o processo de transcricao. As catelicidinas, entre as quais a PR-39,
atravessam rapidamente a célula, sem causar danos na membrana bacteriana e bloqueiam o
DNA e a sintese proteica na bactéria. As bactenecinas, Bac5 e Bac7 presentes nos
neutrofilos de bovinos, atuam por aumento da permeabilidade da membrana e inibicao
proteica e sintese de RNA em E.coli e Klebsiella pneumoniae. [14]

Existe ainda a familia das microcinas, produzidas por algumas enterobactérias, onde
se destacam a microcina C (McC), que inibe a enzima aminoacil-tRNA sintetase, a
microcidina Bl7, que atua na DNA girase com consequente inibicao da replicagao do DNA e
a microcidina J25, que penetra a membrana com o auxilio de proteinas membranares e se

liga a RNA polimerase, inibindo o processo de transcrigao. [26]

2.3.3. Inducao da morte celular
Varios AMPs tém mostrado atividade antitumoral, por exemplo a magainina, péptido
cationico que induz apoptose por aumento dos niveis de ROS e da atividade da caspase-3 em
células tumorais obtidas partir de linhas celulares de leucemia promielocitica aguda. [14]
Esta acao terapéutica tem maior interesse para células tumorais e como antifingico,
uma vez que alguns AMPs podem provocar apoptose e necrose em fungos, tais como

Candida albicans. [27]
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2.4. Acao antibacteriana e potencial terapéutico

Apesar da poténcia dos AMPs contra a maioria dos patogéneos ser menor que a dos
antibiéticos convencionais, quando comparados, os AMPs apresentam outras vantagens.
Uma das suas grandes vantagens é a capacidade de causar morte de bactérias multi-
resistentes. Para além disso, a rapidez de agao é maior, o mecanismo envolve varios alvos
celulares e a probabilidade de desenvolvimento de resisténcia € menor, como pode ser visto

na tabela |. [21]

A comparison of conventional antibiotics with cationic antimicrobial peptides.

Property Conventional antibiotics Cationic antimicrobial peptides
Spectrum of activity  Bacterial infections (often selective) Bacterial, fungal and viral infections; septicaemia; and/or
inflammation

Uptake Specific mechanisms Relatively non-specific: based on charge. Self-promoted uptake

Targets Usually one dominating target or class of targets ~ Relatively less specific (possibly muttiple targets in any given cell)
(e.g. penicilin-binding proteins, topoisomerases,
ribosomes)

Resistance rate and ~ Resistance development at frequencies of 10" Resistance generally cannot be directly selected. Needs multiple

mechanism to 107"°, or after a few passages at sub-MIC. passages on sub-MIC concenirations to induce resistance.

Resistance caused by mechanisms such as Resistance caused by mechanisms such as an impermeable outer
reduced uptake or increased efflux, chemical membrane or specific proteases (can be overcome by incorporating
modification or degradation of antibiotic, or D-amino acids or backbone alterations)
altered target

Additional activities  No Include anti-endotoxic and/or boosting of innate immunity

Pharmacokinetics ~ Varies but once per week antimicrobials under Short systemic haff-life owing to proteolytic degradation
development

Toxicology Antibiotics tend to be one of the safest groups of No known topical toxicities; systemic toxicity issues remain
pharmaceuticals undefined

Manufacturing costs ~ Can be inexpensive (g.g. $0.8 per gram for Expensive ($50-400 per gram)

aminoglycosides)

Tabela |. Comparagio entre antibioticos convencionais e AMPs catiénicos.
Adaptado de Marr et. al - Antibacterial peptides for therapeutic use, 2006 [21]

A maior motivagao para a utilizagdo terapéutica dos AMPs é o facto de terem
diversas aplicagoes: podem ser usados como antimicrobianos em monoterapia ou em
associagao com outros antibidticos, de modo a potenciar o seu efeito, ou ainda como
imunomodeladores e/ou como compostos neutralizantes de endotoxinas. [21] Uma vez que
muito préoximas, conclui-se que os AMPs tém uma agao bactericida, o que os torna, ainda
mais, 6timos candidatos a antibioticos, mostrando in vitro excelente atividade antimicrobiana.
[21]

Os AMPs catidnicos tém demonstrado boa atividade contra quase todas as bactérias
e excelente atividade contra MRSA, Pseudomonas aeruginosa multi-resistente e

Stenotrophomonas maltophilia. [22]
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2.5. Ensaios clinicos e aplicacdes futuras

Apenas um pequeno nimero de AMPs tem sido estudado e devem ser ainda
intensamente investigados em termos da sua estrutura e propriedades biofisicas, pois, hoje
em dia, é possivel sintetizar péptidos através de métodos de sintese laboratoriais, o que leva
a uma reducao nos custos de producao deste novo alvo terapéutico. [16]

O ponto de partida para o desenvolvimento deste novo grupo de farmacos é
identificar os AMPs naturais, seguindo-se a sua modificagao e otimizagao. Deste modo, um
dos AMPs de “primeira geragao” foi o pexiganano (MSI-78), um derivado sintético do AMP
magainina 2, originaria dos anfibios. Ensaios clinicos de fase Ill provaram que o pexiganano
era eficiente no tratamento de feridas, com baixos valores de toxicidade, no entanto, a Food
and Drug Administration (FDA) rejeitou este produto por achar que nao oferecia grandes
vantagens quando comparado com os tratamentos disponiveis no mercado. [21]

Outro AMP que mostrou eficacia para uso topico em ensaios clinicos de fase lll foi o
MX-226 (omiganano penta-hidratado a 1% em gel), um péptido derivado de bovinos,
desenvolvido para prevenir a contaminagao de catéteres venosos centrais. Num estudo
concluido de fase Ill, MX-226 demonstrou uma diminuigao estatisticamente significativa de
49% de infecoes no local do catéter, bem como uma diminuicao de 21% da colonizacao do
catéter. [21]

Existem ja AMPs aprovados pela FDA como agentes terapéuticos, a polimixina B (ou
colistina) e a gramicidina S (ou neomicina), sendo ambos “ingredientes” de cremes e
solugoes topicas; a sua utilizagao encontra-se confinada a uso tépico, pois ambas sao toxicas
por via sistémica. [15] Aplicagoes topicas de colistina e neomicina no tratamento de infegoes
causadas por P. aeruginosa e Acinetobacter baumannii sao clinicamente seguras e efetivas. Estes
AMPs ligam-se a estas bactérias e neutralizam endotoxinas, com baixo desenvolvimento de
resisténcia. Combinagoes topicas com neomicina tém sido usadas na pratica clinica em
cremes adjuvantes da cicatrizagao, colirios oculares e gotas auriculares. Na tentativa de
diminuir a sua toxicidade, desenvolveu-se um pro-farmaco, a colomicina, usado por via
sistémica na terapia intravenosa de infe¢oes pulmonares em doentes com fibrose cistica. [21]

Em 2003 foi aprovado pela FDA o uso de daptomicina em tratamentos complicados
de infegoes cutaneas e em estruturas da pele, causadas por S. aureus (incluindo MRSA), S.
pyogenes e E. faecalis (apenas suscetivel a vancomicina). A daptomicina é um lipopéptido

ciclico que também apresenta elevada atividade no tratamento de meningite pneumocodccica.

[21]
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Devido ao potencial interesse dos AMPs como antibacterianos, outros ainda tém sido
investigados e alguns encontram-se ja na fase Ill de ensaios clinicos sobretudo para uso

topico, como mostra a tabela 2.

. Forma Indicac6es — Fase do ensaio
Estrutura Origem A c
farmacéutica clinico

Tratamento de tumores
_ Solugao oral induzido por mucosite oral —
Péptido com . N
Iseganano Leucécitos Ensaio clinico em fase IlI
pontes . =
(IB-367) . de suinos Infe¢oes pulmonares em
dissulfureto .
Aerossol doentes com fibrose cistica —
Ensaio clinico em fase |
Péptidos (ndo Infecoes sanguineas associadas a
MBI (MBI- a-helical Creme catéteres — Ensaio clinico em
declarado)
226) fase llI
Gengivites e infe¢des da mucosa
. oral — Ensaio clinico em fase Il
Variantes ) ~ =
. . a-helical Humanos Solugao oral Infegoes pulmonares por P.
de histatina . S
aeruginosa — Ensaio clinico de
fase |
Variantes | Péptido com Insetos: Infecoes fungicas em individuos
da pontes Heliothis Uso parenteral | imunodeprimidos — Ensaios pré-
heliomocina | dissulfureto virescens clinicos
Variantes InfegSes causadas por bactérias
de [-sheet Insetos (nao declarado) | Gram-positivo multi-resistentes
defensinas — Ensaios pré-clinicos

Tabela 2. Desenvolvimento clinico dos AMPs.
Adaptado de Internacional Journal of Antimicrobial Agents [28]

Uma outra aplicagao que deve ser investigada € a utilizagao dos AMPs em associagao
com antibioticos, mostrando in vitro efeitos sinérgicos ou aditivos contra MRSA e P.
aeruginosa. Pensa-se que esta combinagao tem maior agao terapéutica pois os AMPs
aumentam a permeabilidade da membrana, permitindo que os antibidticos entrem na
bactéria mais facilmente e porque os AMPs tém demonstrado capacidade de inibir as bombas
de efluxo, prevenindo a expulsao do antibiotico do citoplasma. [15]

Os AMPs tém ganho atengdao como alternativas antimicrobianas ao uso de
conservantes quimicos alimentares, no entanto, € a industria farmacéutica quem os tem mais
investigado para serem substitutos de antibioticos. [I8] Devido ao seu elevado potencial
terapéutico, devem ser melhor estudados para que possam colmatar a drastica situagao de
resisténcia bacteriana. Para isso, varios ensaios clinicos tém ja sido feitos em situagoes

clinicas mais especificas, apresentando de seguida dois estudos publicados.
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Estudo I. “In vitro pharmacokinetics of antimicrobial cationic peptides
alone and in combination with antibiotics against methicillin resistant
Staphylococcus aureus biofilms” [10]

Um biofilme é uma comunidade microbiana que consiste em células ligadas a
superficies abidticas e que produzem polissacaridos extracelulares; com o crescimento do
biofilme as bactérias acumulam-se em aglomerados e sao cercadas por uma matriz de
polissacaridos. Assim, uma bactéria num biofilme torna-se muito mais resistente aos
antibidticos e é uma das causas da persisténcia das infegoes. Nao é novidade que os
antibidticos nao sao efetivos na erradicacao de biofilmes em concentragoes habituais e tal
acontece por diversas razoes: diminuicao da difusao dos antibioticos na matriz extracelular,
aumento da atividade das bombas de efluxo, tolerancia ao antimicrobiano, entre outros.

Neste ensaio clinico foram investigadas, in vitro, as atividades de trés AMPs,
idolicidina, CAMA e nisina, em monoterapia e em combinagdo com antibioticos —
ciprofloxacina, teicoplamina, daptomicina e azitromicina — em dois biofilmes de MRSA.
Foram de seguida determinadas as MIC tanto para os antibidticos como para os AMPs e as
concentragoes minimas para erradicar os biofilmes também para os dois grupos em estudo.
Quanto a MIC ela foi muito menor para os antibioticos que para os AMPs, ou seja, os
antibioticos precisam de uma concentragao menor para inibir o desenvolvimento da
bactéria; quanto a concentragao minima para erradicar os biofilmes, obtiveram-se valores de
640 mg/L para os AMPs e entre 512 e 5120 mg/L para os antibidticos, o que revela que os
AMPs eliminam os biofilmes com maior eficacia quando comparados com alguns antibioticos.

Para contornar o problema de resisténcia associada a biofilmes, foram testadas
combinagoes de antibioticos com AMPs, uma vez que podem ter efeitos sinérgicos. Este
efeito é observado frequentemente em todas as combinagoes de AMPs com antibidticos,
com excec¢ao da azitromicina, em culturas de MRSA. Porém, esta interagao sinérgica ocorre
mais frequentemente com as seguintes combinagoes: nisina + daptomicina/ciprofloxacina,
indolicidina + teicoplamina e CAMA + ciprofloxacina.

Deste modo, os AMPs sao bons candidatos ao tratamento de biofilmes de MRSA,
pelas suas propriedades “anti-biofilme” e por ajudarem a prevenir ou atrasar a emergéncia
de resisténcia quando usados em combinagao com os antibioticos.

Os AMPs tém sido apontados como potenciais agentes terapéuticos para prevenir a

aderéncia e formagao de biofilmes de microrganismos em doentes imunodeprimidos. [18]
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Estudo 2: “Peptides with antimicrobial and anti-inflammatory activities
that have therapeutic potential for treatment of acne vulgaris” [29]

A acne é uma doencga dos foliculos pilossebaceos, com componentes inflamatorios e
bacterianos, associada a Propionibacterium acnes. Esta bactéria Gram-positivo é encontrada
normalmente na flora cutanea, sobretudo em areas ricas em glandulas sebaceas, e a
colonizagao bacteriana é precedida por hiperproliferacao de queratinécitos e fatores que
aumentem a secregao do sebo. P. acnes liberta enzimas proteoliticas e lipases que destroem
o epitélio folicular e produzem uma resposta inflamatoria, com formagao de papulas,
pustulas e abcessos subcutaneos.

O uso intensivo de antibioticos no tratamento da acne tem levado a emergéncia da
resisténcia de P. acnes em grande escala, sendo clara a necessidade de novos antimicrobianos
e anti-inflamatorios a que a bactéria ainda nao tenha sido exposta. Assim, os AMPs
catiénicos com conformagao anfipatica a-helical provenientes da pele de anfibios tém sido
apontados como interessantes e potenciais agentes terapéuticos. O maior obstaculo para o
seu uso terapéutico € o facto de, quando administrado sistemicamente, serem citotoxicos,
sobretudo a nivel dos eritrocitos. No entanto, tém sido desenvolvidos AMPs sintéticos
andlogos aos que sao extraidos da pele dos anfibios, com igual poténcia contra
micorganismos patogénicos, mas com menor atividade hemolitica. No caso da acne, o
mecanismo de acao destes AMPs parece ser, para além de inibicao da proliferacao
bacteriana, inibicdo da libertagao de citocinas pro-inflamatérias e estimulagao da libertagao
de citocinas anti-inflamatoérias. Os andlogos peptidicos utilizados neste estudo foram
[D4k]ascaphin-8, [G4K]XT-7 e [T5k]temporin-DRa.

Todos os péptidos demonstraram ter atividade bactericida, e nao bacteriostatica, e
todos revelaram um enorme potencial para o desenvolvimento de agentes topicos no
tratamento de acne vulgaris. [D4k]ascaphin-8 foi o péptido com maior capacidade de inibir o
crescimento dos isolados de P. acnes e foi também o mais efetivo a inibir a libertagao de
citocinas pro-inflamatorias, TNF-a e IFN-y.

Tal como todos os farmacos baseados em péptidos, a terapéutica com AMPs esta
limitada ao seu curto tempo de vida na circulagao, no entanto, quando aplicados em lesoes
cutineas na forma de spray, os péptidos tém a capacidade de penetrar no estrato coérneo e
destruir os microrganismos. Assim, as suas aplicagbes terapéuticas futuras estio mais
direcionadas para o seu uso tépico, em vez de sistémico, como é o caso do omiganano, cuja
investigacdo em ensaios clinicos tem evoluido também no sentido de ser usado em terapia

topica para a acne facial.
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2.6. Desvantagens dos péptidos antimicrobianos e mecanismo de

resisténcia bacteriana

Uma das principais desvantagens dos AMPs é serem citotdxicos por via sistémica,
exercendo efeitos negativos sobretudo nos eritrocitos. [16]

Outro inconviniente € a sua incompleta atividade in vivo, devido a fraca estabilidade as
proteases. Por esse motivo, varios desenvolvimentos tém sido feitos com o intuito de
melhorar a estabilidade dos AMPs, por exemplo melhorar a sua formulagao associando-os a
lipossomas, usa-los como pro-farmacos ou desenvolver péptidos ciclicos com ligagoes
peptidicas mais fortes e mais resistentes as proteases. [22]

O custo de produgao dos AMPs sintéticos é muito elevado quando comparado com
os antibiéticos convencionais. Além disso, o seu pequeno tamanho é um entrave a tentativa
de reducao dos custos de fabrico, constituindo uma desvantagem destes péptidos. [16]

Assiste-se atualmente a um aumento do nimero de mecanismos de agao alternativos
dos AMPs, mostrando serem muito mais versateis do que se pensava e aumentaram também
os casos descritos de AMPs ativos contra multiplas estirpes de organismos patogénicos. No
entanto, muitos estudos demonstram que as bactérias tém desenvolvido diversas estratégias
de resisténcia a estes péptidos. [14] As bactérias respondem aos AMPs reduzindo a carga
negativa da membrana, o que causa modificagoes e/ou inibigao do seu mecanismo de agao.
Além disso, as bactérias tém a capacidade de se adaptarem e resistirem a agao destes
péptidos, através da producao de peptidades e proteases, ou pela produgao de compostos
que inibam a sua agao. [30] O mecanismo de resisténcia mais comum envolve uma alteragao
da superficie celular e o bloqueio de acesso dos AMPs aos seus alvos celulares, uma vez que
sao impedidos de se ligar a membrana e penetrarem para dentro da célula. [14] Por
exemplo, Helicobacter pylori, uma bactéria Gram-negativo que coloniza o mucosa do
estomago e pode causar Ulcera péptica, resiste aos AMPs por desfosforilar o lipido A do LPS,
seguindo-se a adicao de um grupo fosfoetilenoamina, levando a uma diminuigao da carga
negativa da membrana. [14] O mesmo acontece com S. aureus, que modifica os fosfolipidos
aniénicos da membrana citoplasmatica com L-lisina, resultando também na redugao da carga
negativa da membrana e, assim, repulsio dos AMPs e posterior resisténcia. [I5] Outra
modificagao da membrana pode estar relacionada com a produgao de uma capsula: a bactéria
forma uma capsula polissacaridica que evita a interagao entre os AMPs catidnicos e a
membrana bacteriana; € o que acontece com Klebsiela pneumoniae que se tem mostrado
resistente a colistina, AMP utilizado apenas quando mais nenhum antibiético exerceu efeito

antibacteriano. [14]
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3.Conclusdo: péptidos antimicrobianos como uma nova classe

terapéutica no combate a infe¢cGes bacterianas?

O aumento da emergéncia de resisténcia bacteriana tem levado a pesquisa de novas
alternativas para resolver este alarmante problema, entre as quais os AMPs. [18] Nas ultimas
décadas tém ganho atengao por parte dos investigadores como uma terapéutica alternativa
de infegoes por microrganismos patogénicos, dado o seu amplo espetro de agao contra
bactérias Gram-positivo e Gram-negativo. [14]

Os AMPs, naturalmente produzidos por mdltiplos organismos, tém a capacidade de
destruir rapidamente as bactérias por um mecanismo de agao diferente dos antibioticos
convencionais, dai serem os candidatos ideais para desenvolvimento e uso terapéutico. [|5]

Varios estudos tém sido feitos no sentido de comparar a atividade antibacteriana dos
AMPs com os antibidticos, sobretudo ao nivel das infecoes cutineas. Os AMPs tém sido
incorporados em cremes e solugoes de uso topico e atualmente estao a ser desenvolvidos
ensaios clinicos sobre a sua utilizagao terapéutica, por exemplo, na acne vulgaris. [29]

O facto de terem varios alvos celulares, torna-os menos suscetiveis ao
desenvolvimento de resisténcia por parte das bactérias, no entanto, a resisténcia bacteriana
aos AMPs tem ocorrido. Ao mesmo tempo que se assiste ao desenvolvimento de uma nova
classe de farmacos com promissora atividade antimicrobiana, assiste-se também ao
desenvolvimento de resisténcia bacteriana a esses mesmos agentes. Assim, uma melhor
compreensao dos mecanismos de resisténcia é fundamental, para que o design dos AMPs seja
otimizado e se tornem farmacos eficazes. [14] Para além disso, existem outras limitagoes,
tais como a sua fraca estabilidade, toxicidade e elevado custo de produgao. [I5]

O grande desafio para o futuro &, entao, contornar estas limitagoes e desenvolver
péptidos que possam ser aplicados na terapéutica de doengas infeciosas, com o maximo de
atividade antibiotica possivel. [16] Existem ja empresas farmacéuticas a trabalhar na melhoria
tecnolégica dos AMPs, sendo a sua incorporagao em lipossomas e a sua modificagao
estrutural duas alteragoes que promovem o seu desenvolvimento como agentes
terapéuticos. [15]

O objetivo atual é tornar os AMPs uma nova classe de antibioticos, mas ainda muita

investigagao e ensaios clinicos terao de ser realizados!
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