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RESUMO 

 

 

Referência: FENSTERSEIFER, Isabel Cristina Marques. Atividade antibacteriana 
seletiva do peptídeo catiônico PaDBS1R6 contra bactérias Gram-negativas. 
2019. 106 f. Tese (Doutorado) – Universidade de Brasília, Brasília, 2019. 
 

 

Infecções causadas por bactérias Gram-negativas têm sido consideradas um dos 
maiores problemas de saúde em todo o mundo. Bactérias Gram-negativas como 
Escherichia coli e Pseudomonas aeruginosa são consideradas prioridades para a 
busca de novos tratamentos segundo uma lista de prioridade publicada pela OMS. A 
OMS também relata a importância da busca de novas estratégias para o tratamento 
dessas doenças. Dessa forma, os peptídeos antimicrobianos podem ser uma 
alternativa para o tratamento dessas patologias. O desenvolvimento de peptídeos 
antimicrobianos a partir de ferramentas computacionais tem sido uma alternativa para 
a criação de novas moléculas. Dentre esses métodos o algoritmo Joker foi usado para 
projetar o peptídeo PaDBS1R6. Em suma este estudo teve como objetivo avaliar as 
atividades antibacterianas de PaDBS1R6 in vitro e in vivo, juntamente com a 
caracterização da interação do peptídeo com as membranas alvo e a investigação da 
estrutura do peptídeo em contato com as vesículas miméticas. Nós demonstramos 
que este peptídeo exibiu atividade antimicrobiana seletiva contra bactérias Gram-
negativas. Além disso, experimentos com vesículas lipídicas mostraram que o arranjo 
estrutural de PaDBS1R6 transita de um random coil para uma α-hélice na presença 
de lipídios negativamente carregados como caracterizado por dicroísmo circular (CD) 
e ressonância nuclear magnética (RNM). Assim, o peptídeo PaDBS1R6 revelou ser 
um candidato para o tratamento de infecções associadas a cuidados de saúde 
causadas por bactérias Gram-negativas e também pode ser usado como um modelo 
para novos agentes antimicrobianos. 
 

 

Palavras chave: Peptídeo antimicrobiano, bactéria Gram-negativa, Escherichia coli, 
Pseudomonas aeruginosa, Joker   



ABSTRACT 

 

 

Reference: FENSTERSEIFER, Isabel Cristina Marques. Selective antibacterial 
activity of the cationic peptide PaDBS1R6 against Gram-negative bacteria. 2019. 
106 f. Thesis (PhD) - University of Brasília, Brasília, 2019. 
 

 

Infections caused by Gram-negative bacteria have been considered one of the 
major health problems worldwide. Gram-negative bacteria such as Escherichia coli 
and Pseudomonas aeruginosa are considered priorities for the search for new 
treatments according to a priority list published by WHO. The WHO also reports the 
importance of the search for new strategies for the treatment of these diseases. Thus, 
antimicrobial peptides may be an alternative for the treatment of these pathologies The 
antimicrobial peptides computer guided design has been used in the last decades to 
yield novel molecules. Among those methods, the Joker algorithm was used to design 
the peptide PaDBS1R6. In summary, this study aims to evaluate the in vitro and in vivo 
antibacterial activities of PaDBS1R6, along with the characterization of peptide 
interaction to target membranes and also the peptide structure investigation in contact 
with mimetic vesicles. Here we demonstrate that this peptide exhibited selective 
antimicrobial activity against Gram-negative bacteria. In addition, experiments with 
lipid vesicles showed that PaDBS1R6 structural arrangement transits from random coil 
to α-helix in the presence of negatively charged lipids as characterized by circular 
dichroism (CD) and nuclear magnetic resonance (NMR). Thus, the PaDBS1R6 peptide 
seems to be a candidate for Gram-negative bacteria healthcare-associated infections 
treatment and can also be used as a template for new antimicrobial agents. 
 

 

Keywords: antimicrobial peptides, Gram-negative bacteria, Escherichia coli, 

Pseudomonas aeruginosa, Joker 

 



SUMÁRIO 

 

1 Introdução 9 

1.1 Infecções relacionadas a assistência à saúde causadas por bactérias 

Gram-negativas 10 

1.1.1 Infecções causadas por Escherichia coli 11 

1.1.2 Infecções caudas por Pseudomonas aeruginosa 12 

1.1.3 Resistência bacteriana 13 

1.2 PEPTÍDEOS ANTIMICROBIANOS 14 

1.2.1 Desenho e desenvolvimento do peptídeo utilizado no trabalho 21 

2 Objetivos 24 

2.1 Objetivo geral 24 

2.2 Objetivos especificos 24 

3 ARITGO 9 

3.1 Introduction 11 

3.2 MATERIAL AND METHODS 13 

3.2.1 Peptide synthesis 13 

3.2.2 Formation of large unilamellar vesicles 13 

3.2.3 Preparation of bacterial cells for confocal microscopy 13 

3.2.4 Animals 14 

3.2.5 Hemolytic assay 14 

3.2.6 Antibacterial assays 14 

3.2.7 In vitro selectivity index 15 

3.2.8 Anti-biofilm screening assays 15 

3.2.9 Confocal microscopy 15 

3.2.10 Atomic force microscopy 16 

3.2.11 Murine intraperitoneal infection model 16 

3.2.12 Scarification skin infection mouse model 16 

3.2.13 Dynamic light scattering and zeta-potential 16 

3.2.14 Fluorescence spectroscopy assays 17 

3.2.15 Circular dichroism 19 

3.2.16 NMR spectroscopy and structure calculations 20 

3.2.17 Solvation potential energy calculation 20 

3.3 RESULTS 21 



3.3.1 PaDBS1R6 targets Gram-negative bacteria 21 

3.3.2 Antimicrobial activity against P. aeruginosa planktonic cells and pre-formed 

biofilms 21 

3.3.3 Effect of PaDBS1R6 treatment on the viability and morphology of E. coli cells

 22 

3.3.4 Evaluation of PaDBS1R6 and lipid membrane electrostatic interactions 23 

3.3.5 Evaluation of the mechanisms of PaDBS1R6 interaction with targeted 

biomembranes 24 

3.3.6 PaDBS1R6 undergoes a coil-to-helix transition in the presence of hydrophobic 

media 25 

3.3.7 NMR structure of PaDBS1R6 in DPC micelles 26 

3.4 DISCUSSION 28 

3.5 Conclusions 32 

Acknowledgements 33 

SUPPLEMENTARY MATERIAL AND METHODS 49 

SUPPLEMENTARY Tables and figures 50 

4 Discussão 56 

5 Conclusão 69 

6 Outros artigos publicados durante o doutorado 70 

ReferÊncias 78 

 

 

 



9 
 

1 INTRODUÇÃO 

 

As infecções relacionadas a assistência à saúde (IrAS) têm sido definidas como 

sendo qualquer infecção adquirida após a admissão do paciente no serviço de saúde, 

pode se manifestar durante a internação ou após a alta, desde que possa ser 

relacionada com a internação ou com os procedimentos hospitalares [1]. As IrAS 

consistem em uma das grandes responsáveis pelos quadros de mortalidade e 

morbidade nos hospitais em todo o mundo. Elas acometem principalmente pacientes 

internados com baixa resposta imunológica, como os que estão nas unidades de 

terapia intensiva (UTI) [2]. As IrAS podem estar amplamente associadas a seleção de 

microrganismos multirresistentes a antimicrobianos, aumentando os custos globais de 

tratamento além de sobrecarregar os sistemas de saúde [3]. Por um lado, os 

organismos infecciosos vêm se tornando cada vez mais resistentes aos antibióticos 

do mercado, por outro, novos medicamentos não conseguem ser desenvolvidos a 

tempo de combatê-los. Adicionalmente, as infecções bacterianas causadas por 

bactérias Gram-negativas têm sido reportadas pela Organização Mundial da Saúde 

(OMS) como uma crescente ameaça [4]. Dentre as bactérias presentes as Gram-

negativas Acinetobacter baumannii, resistente a carbapenêmicos; Pseudomonas 

aeruginosa, resistente a carbapenêmicos; e Enterobacteriaceae, resistente a 

carbapenêmicos, produtora de betalactamases de espectro estendido (ESBL); 

aparecem na lista de prioridade de patógenos para o desenvolvimento de novos 

tratamentos.  

Dessa forma, o desenvolvimento de novas terapias antimicrobianas parece ser 

imprescindível. Entre as novas possibilidades estão os peptídeos antimicrobianos 

(PAMs), que têm se tornado alvo de pesquisa por diversos grupos, devido, 

principalmente, à sua habilidade em inibir o crescimento ou em matar uma variedade 

de microrganismos capazes de gerar infecções em animais e plantas [5–7]. Essas 

moléculas de caráter proteico têm sido isoladas e caracterizadas a partir de diversas 

fontes, como bactérias, plantas, fungos, invertebrados e vertebrados e são 

conhecidas por apresentarem tamanho reduzido (menos de 100 resíduos de 

aminoácidos) [5,8,9]. No entanto, a utilização de PAMs como agentes terapêuticos 

apresenta algumas limitações, como a estabilidade, a citotoxicidade e o tamanho [5,7]. 

O desenho racional de PAMs pode ser uma ferramenta para a busca de peptídeos 
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menores e eficientes, diminuindo assim o custo de síntese, possibilitando aumentar a 

atividade e reduzir a citotoxicidade [10,11].  

Diversos trabalhos com PAMs, voltados para prospecção, desenho racional, 

elucidação de mecanismos de ação, combinação entre os mesmos e nanoformulação 

têm sido realizados em torno da questão da resistência antimicrobiana [5]. Esses 

trabalhos têm conferido notoriedade aos PAMs não somente em centros acadêmicos, 

mas também em indústrias farmacêuticas, levando a formação de produtos 

biotecnológicos já utilizados em alguns países [9].  

 

1.1 INFECÇÕES RELACIONADAS A ASSISTÊNCIA À SAÚDE CAUSADAS POR 

BACTÉRIAS GRAM-NEGATIVAS 

 

As IrAS representam um dos eventos adversos aos tratamentos de saúde mais 

frequentes, afetando pacientes internados, tendo como desfecho o aumento da 

morbidade e da mortalidade dos pacientes, além de aumento do tempo e custo das 

internações hospitalares [12]. Os principais patógenos associados as IrAS são 

bactérias, normalmente pertencentes a microbiota normal do indivíduo causando 

infecção devido a uma falha no sistema imunológico do paciente [13]. As práticas de 

controle de infecção e o desenvolvimento de novos antimicrobianos têm se 

concentrado principalmente em bactérias Gram-positivas. Porém, nos últimos anos, a 

incidência de infecções causadas por bactérias Gram-negativas aumentou 

consideravelmente em unidades de terapia intensiva. As infecções causadas por 

organismos Gram-negativos multirresistentes estão associadas a alta morbidade e 

mortalidade, com custos diretos e indiretos significativos decorrentes de internações 

prolongadas devido a falhas no tratamento com antibióticos [14].  

A Organização Mundial da Saúde (OMS) é um dos muitos órgãos de saúde que 

têm trazido a importância do tratamento de bactérias Gram-negativas como prioridade 

[4], liberando, em 2017, uma lista com os principais patógenos aos quais 

pesquisadores e indústria deveriam focar para o desenvolvimento de novos 

tratamentos [4]. Dentre aqueles que apresentam prioridade encontram-se P. 

aeruginosa e a família das Enterobacteriaceae, onde encontram-se as espécies de 

Escherichia coli e Klebsiella pneumoniae.  
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Para critério de vigilância o Center for Disease Control (CDC) nos Estados 

Unidos classificou os sítios de IrAS em 13 tipos. Os sítios mais comuns de infecção 

foram: trato urinário, tecido mole em área cirúrgica, meningite e sistema respiratório 

[13]. Centenas de milhões de pacientes por ano, em todo mundo, são afetados por 

IrAS segundo a OMS, levando a uma mortalidade significativa e uma perda financeira 

para os sistemas de saúde mundiais. A cada 100 pacientes hospitalizados, 7 em 

países desenvolvidos e 10 em países em desenvolvimento irão adquirir pelo menos 

uma IrAS [15].  

Um estudo realizado em Belém, demonstrou que na UTI de um hospital de 

ensino de referência em doenças infecciosas, os microrganismos mais frequentes 

identificados em paciente com sepse foram Micobacterium tuberculosis (22%) e 

Bacilos Gram-negativos totalizando 21% das ocorrências. Já cocus Gram-positivos 

apareceram em 12 % dos casos [16]. Um outro estudo realizado com hemoculturas 

coletados no Hospital Universitário de Santa Maria, coletou dados no período de 2012-

2013, demonstrou que de 1080 amostras que apresentaram crescimento microbiano, 

69,3% eram bactérias Gram-positivas, enquanto 22,9 % eram Gram-negativas [17]. 

Pesquisadores de Terezinha, Piauí, detectaram casos de IrAS no Hospital 

Universitário da Universidade Federal do Piauí (HU-UFPI), e demonstraram que, dos 

casos onde houve confirmação das bactérias presentes no sitio de infecção, os mais 

prevalentes foram: K. pseudomoniae 38 (10,1%), E. coli 21 (5,6%), P. aeruginosa 18 

(4,8%), Staphylococcus aureus 14 (3,7%) [18].  

 

1.1.1 Infecções causadas por Escherichia coli 

 

A bactéria E. coli é uma bactéria Gram-negativa, possui forma de bastonete e 

é classificada como membro da família Enterobacteriaceae. E. coli está entre os 

microrganismos mais estudados, por se tratar de um dos patógenos mais importantes 

em humanos [19]. É um habitante comensal presente no trato gastrointestinal de 

humanos e outros mamíferos. Essa bactéria é responsável por uma gama de 

infecções, sendo a causa mais comum de infecções da corrente sanguínea e 

infecções do trato urinário (ITU) dentre as bactérias Gram-negativas. As cepas 

patogênicas extra intestinais possuem fatores de virulência especializados, como 
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adesinas, toxinas, revestimentos de polissacarídeos e invasinas que não estão 

presentes nas cepas patogênicas comensais e intestinais [20,21].  

E. coli vem sendo a espécie mais frequentemente isolada em laboratórios de 

análises microbiológicas clínicas. Baseado nos perfis de patogenicidade, como fatores 

de virulência, doença clínica e perfil filogenético, a E. coli causadora de doença 

intestinal foi dividida em seis patótipos: (1) E. coli enteropatogênica, (2) E. coli 

enterohemorrágica (EHEC), (3) E. coli enteroinvasora (que inclui Shigella sp.), (4) E. 

coli enteroagregativa, (5) E. coli enterotoxigênica (ETEC) e (6) E. coli difusamente 

aderente. Além desses, dois outros patótipos também emergiram recentemente, a E. 

coli invasiva aderente (AIEC), associada frequentemente à doença inflamatória 

intestinal e a E. coli enteroagregativa produtora de toxina Shiga [22,23]. As E. coli 

extraintestinais foram separadas em grupos determinados por associação de doença, 

incluindo E. coli uropatogênica, E. coli associada a meningite neonatal e E. coli 

causadora de sepse [24].  

As infecções de corrente sanguínea por E. coli aumentaram 9 % comparando 

os exercícios de 2014/15 e 2016/17, segundo um estudo publicado por Otter, J.A. e 

colaboradores. Esse trabalho demonstrou que 36 % dos casos de infecção da corrente 

sanguínea por E. coli começaram por uma infecção urinária, 15 % tinham fonte 

gastrointestinal e 11,4 % estavam associados a procedimento cirúrgico [25]. 

Em estudo liberado pela ANVISA, foi demonstrado que, em pacientes com 

infecção sanguínea, internados em UTI, E. coli é a oitava maior causa de notificação, 

sendo responsável pela contaminação de 4,2 % dos pacientes [26].  

 

1.1.2 Infecções causadas por Pseudomonas aeruginosa 

 

Pseudomonas aeruginosa é uma bactéria ambiental Gram-negativa presente 

em praticamente todos os ambientes terrestres. É um patógeno humano oportunista 

capaz de causar uma ampla gama de infecções agudas e crônicas que ameaçam a 

vida, sendo um importante patógeno para pacientes imunocomprometidos. Essa 

bactéria é de grande importância médica, uma vez que é um dos principais patógenos 

nosocomiais que afetam pacientes hospitalizados, sendo intrinsecamente resistente 

a uma ampla gama de antibióticos [27,28]. 
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A P. aeruginosa também vem sendo amplamente associada a IrAS, incluindo 

pneumonia associada à ventilação mecânica, infecção da corrente sanguínea 

associada à cateter central, infecção relacionada à cateter urinário e infecções 

cirúrgicas [27,29]. IrAS causadas por P. aeruginosa têm se mostrado uma questão de 

saúde mundial, nos EUA, estima-se que infecções causadas por essa bactéria 

contribuem para 51.000 novos casos de internação a cada ano [27,28]. P. aeruginosa 

é uma bactéria comumente associada aos serviços de saúde por ser capaz de 

sobreviver em superfícies bióticas e abióticas, como equipamentos médicos, e muitas 

vezes são resistentes ao método de desinfecção sendo transmitida de um paciente 

para outro [30]. 

Um estudo realizado no Distrito Federal – Brasil, utilizando dois hospitais da 

rede pública demonstrou que dos 155 pacientes internados na UTI, 35 % 

apresentaram IrAS, desses, 25,4 % foram acometidos pela presença de P. 

aeruginosa. Esses pacientes contaminados por P. aeruginosa tiveram o foco de 

infecção localizado nos pulmões. E esse estudo demonstrou que essa bactéria foi a 

principal causadora de infecção pulmonar, sendo seguida por Acinetobacter 

baumanniie [2]. 

Outro estudo também realizado no Distrito Federal, utilizando como hospital de 

estudo o Hospital Regional da Asa Norte (HRAN), demonstrou que de um total de 252 

pacientes que sofreram queimaduras 19,4 % desenvolveram sepse durante a 

internação e tratamento. Nesse estudo, P. aeruginosa aparece como sendo a sexta 

bactéria mais frequente de contaminação, sendo responsável por 6,9 % dos casos e 

sepse nesses pacientes [16]. 

 

1.1.3 Resistência bacteriana 

 

A utilização indiscriminada de antibióticos no tratamento ambulatorial ao longo 

dos últimos anos tem levado a um aumento drástico no número de bactérias 

resistentes a antibióticos (multidrug resistente - MDR). Isto se aplica a bactérias 

encontradas na pele e mucosas (bactérias Gram-positivas, por exemplo, MRSA), bem 

como bactérias encontradas no trato digestivo (bactérias Gram-negativas, por 

exemplo, produtoras de ESBL) [14,31]. O uso de antibióticos na indústria alimentícia 

e na criação de animais para consumo humano tem contribuído para o 
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desenvolvimento de patógenos multirresistentes para os quais não existe nenhum 

antibiótico eficaz [32,33].  

É imprescindível entender de onde os patógenos resistentes sugiram para que 

medidas de controle de infecções possam ser implementadas evitando assim a 

disseminação. Alguns dados de epidemiologia usando fatores genéticos tem 

demonstrado onde há maior probabilidade de encontrar bactérias resistentes a 

medicamentos. Essas informações podem ser usadas para direcionar intervenções 

evitando a disseminação desses patógenos, algumas dessas medidas podem ser 

acesso a água limpa e redução da poluição do meio ambiente por antibióticos. Esses 

trabalhos também mostram que alguns genes como o da ESBL são endêmicos em 

todo o mundo. Os genes que originam a resistência a medicamentos são 

transmissíveis entre microrganismos, explicando o porquê da presença do mesmo 

gene em diversas cepas de microrganismos diferentes [34]. 

No mundo inteiro têm sido reportados casos de bactérias resistentes aos 

antibióticos de última geração. A resistência bacteriana consiste em um processo 

natural que foi observado desde a descoberta da penicilina, porém tem se tornado um 

problema na atualidade já que os microrganismos multirresistentes se espalham e o 

desenvolvimento de novas terapias não ocorre a tempo de combatê-los. Estima-se 

que aproximadamente 700 mil pessoas morram por ano de infecções por bactérias 

multirresistentes, esse valor é subestimado devido à dificuldade de vigilância e à falta 

de comunicação desse tipo de infecção. Comparando com outras patologias como 

câncer (8,2 milhões de casos), diabetes (1,5 milhões de casos) e acidentes de trânsito 

(1,2 milhões) os casos relatados de infecções não parecem se destacar, porém uma 

projeção para 2050 estima que aproximadamente 10 milhões de pessoas irão sofrer 

com algum tipo de infecção por patógeno multirresistente [35]. 

 

1.2 PEPTÍDEOS ANTIMICROBIANOS 

 

A resistência antimicrobiana aos antibióticos convencionais vem demonstrando 

que, sem uma ação rápida, a população passará por uma era similar a anterior ao 

descobrimento dos antibióticos, onde as estratégias terapêuticas utilizadas 

anteriormente não surtiram mais efeitos [36]. Dessa forma, os peptídeos 

antimicrobianos (PAMs) têm sido estudados como novos candidatos a fármacos. Eles 
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tem se tornado alvo de pesquisas em todo o mundo, devido principalmente, à sua 

habilidade em inibir o crescimento ou matar uma variedade de microrganismos 

responsáveis por patologias em plantas e animais, incluindo o homem [6]. Essas 

moléculas proteicas têm sido isoladas de praticamente todos os organismos vivos 

conhecidos, apresentando uma notável variedade estrutural e funcional [9]. Os PAMs 

vêm sendo relatados como importantes componentes da atividade inata de vários 

organismos, sendo responsáveis pela proteção do hospedeiro contra infecções. Além 

disso, podem ser produzidos por bactérias com objetivo de eliminar outras bactérias 

crescendo em seu nicho ecológico [37]. Muitos PAMs apresentam amplo espectro de 

atividades, sendo ativos contra bactérias Gram-positivas e Gram-negativas, e outros 

microrganismos. Além disso, esses peptídeos podem modular a atividade do sistema 

imunológico apresentando tanto atividade antimicrobiana direta, ação sobre o 

microrganismo, como indireta, estimulando o sistema imunológico do hospedeiro [38].  

Os diferentes PAMs possuem as mais diversas origens, além de um amplo 

espectro de atividade. Essas moléculas possuem em comum algumas características 

como 1) sequências menores que 50 resíduos de aminoácidos; 2) carga líquida 

positiva (geralmente entre +2 e +9) devido a presença de resíduos básicos de lisina, 

arginina e histidina; 3) característica anfipática; 4) baixa massa molecular (menos de 

10 kDa); 5) grande variedade de dobramentos estruturais, incluindo α-hélices, folhas-

β, hélices estendidas e loops [39]. 

Essas características conferem aos PAMs a capacidade de interagir com as 

mais diversas membranas lipídicas, as quais se tornam alvos eficientes no mecanismo 

de ação destes peptídeos. Dessa forma, essas moléculas apresentam um amplo 

espectro de atividade contra diversos alvos, como bactérias Gram-positivas e Gram-

negativas, fungos, parasitas, vírus, entre outros [39]. PAMs podem apresentar 

atividade sobre componentes intracelulares, em que seu mecanismo de ação 

constitui-se da sua ligando ao DNA, inibindo a replicação, a transcrição e a tradução, 

inibindo atividade enzimática e síntese de parede celular ou até mesmo estimulando 

os mecanismos de defesa do hospedeiro, aumentando ainda mais seu potencial 

antimicrobiano [9,39]. Os PAMs são moléculas complexas com estruturas secundárias 

e as vezes terciárias, em que pequenas modificações em suas sequências já podem 

causar alterações em sua disposição geométrica e nas propriedades físico-químicas. 
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Características básicas como sequência de aminoácidos e hidrofobicidade parecem 

ser importantes para o desenvolvimento de novos PAMs [40].  

Os PAMs podem ser classificados de acordo com a estrutura, sequência ou 

mecanismo de ação. A classificação baseada na estrutura resulta em três subclasses: 

peptídeos em α-hélice, peptídeo em folha-β e coil.  

Peptídeos que apresentam uma estrutura α-helicoidal podem ser 

frequentemente encontrados em secreções de rãs e insetos. Esses peptídeos 

normalmente não apresentam estrutura em ambiente aquoso, tornando-se 

estruturados na presença de detergentes, como dodecil sulfato de sódio (SDS), 

micelas e lipossomas [41]. Um peptídeo pertencente a essa família amplamente 

estudado é a LL-37, um membro das catalecidinas humanas. Esse peptídeo, além de 

apresentar atividade direta contra os microrganismos, desempenha um papel 

importante na resposta imunomodulatória e inflamatória [42]. Outro exemplo 

significativo pertencente a esse grupo são as magaininas α-helicoidais, que foram 

originalmente isoladas de sapos africanos e são ativas contra uma ampla variedade 

de microrganismos, incluindo bactérias Gram-positivas e -negativas, fungos e 

leveduras [43,44]. Outro peptídeo recentemente publicado foi o PaDBS1R1, um 

peptídeo desenvolvido pelo nosso grupo de pesquisa ativo contra diferentes tipos de 

bactéria. Esse peptídeo não apresenta estrutura definida em água, porém quando em 

contato com micelas altera a conformação para α-hélice [45]. 

A segunda subclasse são os PAMs que apresentam predominantemente 

estrutura em folha β. Essa classe possui como uma das principais características a 

presença obrigatória de cisteínas formando pontes dissulfeto para estabilização da 

estrutura em folha β. Peptídeos dessa classe não sofrem grandes mudanças 

estruturais quando passam de um ambiente aquoso para membrana [46]. Um exemplo 

dessa classe são as defensinas, PAMs que possuem atividade antibacterianas, 

antifúngicas, antivirais, imunológicas e inflamatórias [42].  

A última subclasse de PAMs possui estrutura em coil. A maioria dos PAMs 

nessa categoria são da família das catalecidinas e consistem em dois ou mais 

resíduos de prolina, conhecidos por quebrar elementos estruturais secundários [41].  

A atividade destas moléculas pode estar diretamente relacionada à sequência 

de aminoácidos que define suas propriedades bioquímicas (como: carga, 

anfipaticidade e hidrofobicidade) e configuração tridimensional de seus átomos. Essas 
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características associadas definem os elementos cruciais para sua ação biológica 

[47–49]. Kumar e colaboradores (2018) ilustraram a diversidade de mecanismos de 

ação associados à interação entre o PAMs e a membrana microbiana (Figura T1). Os 

mecanismos de peptídeos com atividade antimicrobiana podem ser baseados em sua 

estrutura. Desta forma a grande diversidade de PAMs liberados durante um processo 

infeccioso pode agir sinergicamente, ou ainda um mesmo PAM pode apresentar vários 

mecanismos de ação, ampliando seu efeito antimicrobiano [41,50].  

 

Figura T1: Esquematização dos quatro principais mecanismos de ação de PAMs em 
membranas bacterianas. *Adaptado de Kumar (2018). 

 

Dentre os estudos com PAMs é amplamente aceito que a interação com as 

membranas é um fator importante para a atividade antimicrobiana direta dessas 

moléculas, tanto quando a membrana é o alvo como quanto o alvo é intracelular e é 

preciso ser alcançado [9,50,51]. As forças eletrostáticas diferentes entre os PAMs 

catiônicos e a superfície bacteriana carregada negativamente são determinantes para 

a interação entre os peptídeos e a membrana microbiana [8,9,50]. As diferenças 

fundamentais entre membranas microbianas e as membranas de mamíferos 

protegem as células de mamíferos contra os PAMs e permitem a ação seletiva desses 

peptídeos [8]. A monocamada externa da bicamada lipídica nas membranas 

bacterianas é composta principalmente por lipídeos carregados negativamente, como 

fosfatidilglicerol e cardiolipina [52], já a monocamada externa das células de animais 

é composta por fosfolipídios zwiteriônicos, como fosfatidilcolina esfingomielina e 
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outros componentes neutros, como colesterol [8,9,53]. Dessa forma, as interações 

entre os PAMs e a membrana celular dos mamíferos ocorrem principalmente por meio 

de interações hidrofóbicas, que são relativamente fracas em comparação com as 

interações eletrostáticas ocorridas entre os PAMs e as membranas bacterianas. Outra 

diferença característica entre essas membranas é a presença de alto teor de 

colesterol nas membranas de mamíferos, sugere-se que esse teor de colesterol 

reduza a atividade de PAMs já que ele é responsável pela estabilidade da bicamada 

lipídica [9,53]. 

No modelo de barril, os PAMs estão inicialmente orientados paralelamente à 

membrana, mas eventualmente se inserem perpendicularmente na bicamada lipídica 

(Figura T1a). Isto promove interações entre os peptídeos nas laterais, de uma maneira 

semelhante à dos canais iónicos de proteína de membrana. Estrutura anfipática é 

essencial neste mecanismo de formação de poros, já que as regiões hidrofóbicas 

interagirão com os lipídios de membrana e os resíduos hidrofílicos irão formar o lúmen 

dos canais. Uma propriedade única associada a PAMs nesta categoria é um 

comprimento mínimo de ~ 22 resíduos (α helicoidais) ou ~ 8 resíduos (folha β) para 

abranger a bicamada lipídica [41,50].  

No modelo de poro toroidal, os peptídeos também se inserem 

perpendicularmente na bicamada lipídica, porém a interação entre peptídeos não está 

presente, já que os peptídeos interagem com os fosfolipídios da membrana (Figura 

T1b). A característica que difere o modelo de barril do modelo de poro toroidal consiste 

no arranjo líquido da bicamada lipídica. No modelo de Barril, o arranjo hidrofóbico e 

hidrofílico dos lipídeos é mantido, enquanto no poro toroidal o arranjo hidrofóbico e 

hidrofílico da bicamada é interrompido [41,50].  

Alguns PAMs podem agir sem formar poros na membrana, um modelo sugerido 

para esses casos é o modelo de carpete. Nesse caso, os PAMs adsorvem 

paralelamente na bicamada lipídica atingindo uma concentração limiar para cobrir a 

superfície da membrana formando um tapete de peptídeo (Figura T1c). Isso leva a 

interações desfavoráveis na membrana que têm como consequência a perda da 

integridade da membrana, produzindo um efeito do tipo detergente. A disrrupção da 

membrana em micelas é conhecida como modelo do tipo detergente (Figura T1d) 

interrompido [41,50]. 
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PAMs podem demonstrar, além da atividade antimicrobiana, uma atividade 

imunomodulatória, a qual se caracteriza pelo estímulo da resposta imune humoral do 

hospedeiro contra o patógeno, mediada pelo peptídeo [54]. A grande variedade de 

ações e a rápida ação bactericida dos PAMs são alguns dos motivos que os tornam 

candidatos promissores como agentes antimicrobianos. Até o momento, apenas 

alguns PAMs foram aprovados para o uso clínico. Existem diversos PAMs atualmente 

em desenvolvimento sendo testados em ensaios clínicos [55].  

Nos últimos 30 anos, diversos esforços têm sido feitos para o desenvolvimento 

de PAMs com uso clinicamente relevante. Porém, nenhum antibiótico projetado a base 

de PAMs chegou às drogarias. Entretanto, vários PAMs e derivados de PAMs estão 

em estágio pré-clínico e clínico de desenvolvimento [56]. Um exemplo é o peptídeo 

PL-5, um PAMs α-helicoidal desenvolvido pela Prote Light Pharmaceuticals e é o 

primeiro PAM a receber autorização para entrar em estágio clínico na China, sendo 

utilizado para infecção de pele [57].  

A forma convencional de desenvolvimento de fármacos consiste no teste direto 

de compostos naturais ou sintéticos em ensaios biológicos, teste diretamente em 

células ou em modelos animais. Os processos de purificação, caracterização e síntese 

desses compostos tornam o processo de desenvolvimento de fármacos trabalhoso, 

ineficiente e de alto custo. Além disso, muitos peptídeos isolados de fontes naturais 

precisam de melhorias antes da utilização desses agentes como fármacos. Nos 

últimos anos têm aumentado a quantidade e variedade de PAMs produzidos de forma 

sintética com objetivo de alcançar características físico-químicas desejáveis. Com 

objetivo de desenvolver moléculas mais eficazes, com menos efeitos não desejáveis 

e com maior facilidade de síntese, metodologias de desenho in silico tem sido cada 

vez mais utilizadas [10,58].  

Algumas características estruturais e físico-químicas, como cationicidade, 

propensão a formação de hélice, a anfipaticidade e a hidrofobicidade podem estar 

intimamente relacionados entre si, de forma que modificações em um parâmetro, 

podem resultar em alteração em todos eles. A compreensão e o controle desses 

parâmetros pode ser a alternativa para o desenvolvimento de novos peptídeos com 

maior potência e maior especificidade. Vários métodos de predição de atividade 

antimicrobiana surgiram a partir de estudos de desenho racional de moléculas 

[11,49,59] 
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Alguns recursos foram descritos como importantes para o desenvolvimento de 

novos peptídeos antimicrobianos por desenho racional. Alguns desses recursos têm 

como foco as propriedades físico-químicas complexas e/ou a facilidade da alteração 

de sua estrutura através da alteração da sequência de aminoácidos [40]. Alguns 

recursos importantes serão descritos a seguir. 

Os PAMs apresentam uma composição diversificada e suas sequências têm 

sido foco de investigação entre os pesquisadores. Alguns autores têm sugerido que a 

atividade antimicrobiana não é relacionada a aminoácidos específicos na sequência, 

mas sem a sua composição geral de aminoácidos, se são básicos, ácidos, alifáticas 

ou aromáticos, e as características físico-químicas associadas a sequência. Essas 

características são intrínsecas a aminoácidos específicos e mudanças sutis podem 

levar a alterações funcionais importantes da molécula, inclusive aumentando a 

toxicidade para as células hospedeiras [60]. O desenho baseado na sequência 

assegura a conservação de resíduos dentro de certas regiões do peptídeo, mesmo 

que os resíduos inseridos não apresentem o mesmo comprimento ou o mesmo efeito 

na estrutura global do peptídeo. As características mais comuns relevantes para o 

projeto de peptídeos antimicrobianos são a carga líquida, a hidrofobicidade e a 

capacidade de ajudar na formação da hélice de cada resíduo separadamente [40]. 

Algumas metodologias de desenho racional foram definidas, por mais que 

muitos modelos sejam híbridos, abarcando todas as metodologias, podemos 

classificá-las basicamente em quatro tipos: métodos físico-químicos, métodos 

baseados em uma sequência modelo, métodos evolutivos e métodos de novo [49,61]. 

(1) Os métodos físico-químicos normalmente utilizam peptídeos com conformação em 

α-hélice como base para o estudo. Peptídeos com essa estrutura apresentam uma 

ampla distribuição e um amplo espectro de ação, suas propriedades físico-químicas 

(carga total, hidrofobicidade, momento hidrofóbico) podem ser facilmente 

mensuradas. (2) Para os métodos baseados em uma sequência modelo, é importante 

frisar que a sequência escolhida não precisa ter atividade antimicrobiana para servir 

como modelo para o desenvolvimento de outra molécula. O objetivo principal é a 

redução do tamanho, o aumento da seletividade e a redução do efeito tóxico do PAM, 

podendo ser associada à metodologia anterior para a predição das características da 

nova molécula. (3) Para os métodos evolutivos, faz-se necessário um maior poder 

computacional que os métodos anteriores. Esses métodos utilizam algoritmos 
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genéticos que tratam um conjunto de peptídeos como uma população onde cada 

indivíduo pode ser uma resposta potencial. O algoritmo força a evolução do sistema 

baseado em uma função fitness (por exemplo, um score para atividade 

antimicrobiana). (4) Diferentemente dos métodos evolutivos, que utilizam uma 

sequência central para desenvolver análogos, os métodos de novo podem gerar uma 

grande variedade de sequências utilizando padrões ou frequência de aminoácidos e 

preferências de posicionamento. Semelhante ao método anterior, o método de novo 

precisa de um alto poder computacional [40,61,62]. 

 

1.2.1 Desenho e desenvolvimento do peptídeo utilizado no trabalho 

 

As técnicas de desenho racional geram milhares de moléculas que devem ser 

analisadas para seleção de possíveis candidatos a novos fármacos. O algoritmo Joker 

pode ser classificado como um método baseado em sequência modelo, já que ele 

utiliza uma sequência conhecida como base para o desenvolvimento de outras 

moléculas. O algoritmo Joker foi desenvolvido com o intuito de melhorar peptídeos 

antimicrobianos já existentes. Ele realiza modificações incrementais em sequências 

de peptídeos em uma janela deslizante, realizando a inserção de um padrão 

antimicrobiano em uma série de sequências alvo por substituintes diretas de 

aminoácidos [62]. 

Para o desenho dessas novas moléculas, o banco de dados Antimicrobial 

Peptides Database foi utilizado para seleção de um conjunto de sequências de 

α- hélice, resultando em 248 sequências (Figura T2a, passo 1). O Joker foi 

desenvolvido para trabalhar com programas de reconhecimento de padrões, por 

exemplo o Pratt, que foi utilizado para descobrir padrões que posteriormente podem 

ser modificados manualmente (Figura T2a, passo 2). Em seguida um conjunto cego 

de sequências foi descoberto utilizando as seguintes características para seleção: 

presença do motivo A (KK[ILV]xxx[ILVA]) (Figura T2a, passo 2.1) e apresentar 18 

resíduos de aminoácidos. Esse conjunto é composto por sequências sem informações 

sobre sua atividade antimicrobiana, faziam parte desse conjunto: (1) um fragmento de 

tireoredoxina de Taenia crassiceps; (2) um fragmento da proteína transpostadora de 

mercúrio da E. coli; (3) a proteína ribossomal L39E de Pyrobaculum aerophilum; e três 

proteínas hipotéticas de (4) Plasmodium chabaudi, (5) Mus musculus e (6) 
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Plasmodium yoelii. Essas sequências foram renomeadas como XxDBSn, onde Xx 

representam as primeiras letras do nome científico, DBS significa sequência do banco 

de dados e n é o número da sequência (TcDBS1, EcDBS1, PaDBS1, PcDBS1, 

MmDBS1 e PyDBS1). Por fim, os padrões α-helicoidais foram inseridos nas 

sequências desses peptídeos, totalizando 54 variantes projetadas (nove para cada 

sequência) (Figura T2a, passo 3). Para esta segunda avaliação, utilizou-se um resíduo 

de prolina para a cobertura N-terminal (Figura T2a, passo 3.1 e Figura T2b) [62]. 

Essas 54 sequências foram sintetizadas e testadas contra uma cepa 

luminescente de P. aeruginosai (Figura T2a, passo 4) [62]. O peptídeo PaDBS1R6 

(PMARNKKLLKKLRLKIAFK) foi um dos projetados usando o algoritmo Joker. Ele foi 

baseado em PaDBS1 sendo usado como peptídeo parental. O PaDBS1R6 foi 

selecionado entre outros candidatos desenhados devido à sua potente atividade 

antimicrobiana durante o processo de triagem.  

 

 

 

 

 

 

Figura T2: Esquematização do funcionamento do algoritmo Joker. (A) apresenta o passo a passo do 
desenvolvimento dos novos peptídeos utilizando o algoritmo. (B) Estruturas de variantes hipotéticos 
projetados pelo Joker, a janela onde o padrão foi inserido destacado em rosa. Adaptado de Porto 
(2018). 

 

Este estudo teve como objetivo avaliar as atividades antibacterianas in vitro e 

in vivo de PaDBS1R6, caracterizando interações peptídicas com membranas alvo, e 

descrevendo ainda mais a estrutura peptídica na interação com vesículas. Aqui 

demonstramos que o peptídeo PaDBS1R6 exibiu atividade antimicrobiana seletiva 
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contra bactérias Gram-negativas, uma vez que não possuía atividade contra as 

diferentes cepas de bactérias Gram-positivas testadas. Além disso, experimentos com 

vesículas lipídicas mostraram que a interação da PaDBS1R6 com lipídios carregados 

negativamente induziu uma mudança na estrutura do peptídeo de uma espiral 

aleatória para uma α-hélice, caracterizada tanto pelo dicroísmo circular (CD) como 

pela ressonância magnética nuclear (RMN). Em vista desses resultados, sugerimos 

que o peptídeo pode ser um candidato para o tratamento de infecções associadas à 

assistência à saúde causada por bactérias Gram-negativas e pode ser usado como 

modelo para novos agentes antimicrobianos.  
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2 OBJETIVOS 

 

2.1 OBJETIVO GERAL 

 

Caracterizar o peptídeo antimicrobiano PaDBS1R6 em termos de espectro de 

atividade, estrutura tridimensional e interações com membranas alvo. 

 

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS 

 

- Avaliar a atividade antibacteriana do peptídeo PaDBS1R6 in vitro pelo método 

da microdiluição em caldo. 

- Avaliar a atividade citotóxica contra hemácias. 

- Avaliar a atividade antibacteriana do peptídeo PaDBS1R6 in vivo em um 

modelo de infecção de ferida contra P. aeruginosa e em modelo de infecção sistêmica 

contra E. coli. 

- Avaliar a interação do peptídeo com modelos de membrana que mimetizam 

membrana de células bacterianas e de células de mamíferos. 

- Avaliar a estrutura do peptídeo por Ressonância Magnética Nuclear em 

membrana de DPC. 
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Universidade Federal de Goiás, Goiânia, GO, Brazil; 5S-Inova Biotech, Pós-graduação 16 
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ABSTRACT 33 

 34 

Infections caused by Gram-negative bacteria, Escherichia coli and 35 

Pseudomonas aeruginosa foremost among them, constitute a major worldwide health 36 

problem. Bioinformatics methodologies are being used to rationally design new 37 

antimicrobial peptides, a potential alternative for treating these infections. One of the 38 

algorithms used to develop antimicrobial peptides is the Joker, which was used to 39 

design the peptide PaDBS1R6. This study evaluates the antibacterial activities of 40 

PaDBS1R6 in vitro and in vivo, characterizes the peptide interaction to target 41 

membranes, and investigates the PaDBS1R6 structure in contact with mimetic vesicles. 42 

Moreover we demonstrate that PaDBS1R6 exhibits selective antimicrobial activity 43 

against Gram-negative bacteria. Besides, in the presence of negatively charged lipids 44 

the structural arrangement of PaDBS1R6 transits from random coil to α-helix, as 45 

characterized by circular dichroism and NMR. In conclusion, PaDBS1R6 is a candidate 46 

for the treatment of nosocomial infections caused by Gram-negative bacteria as 47 

template for producing other antimicrobial agents. 48 

 49 

Keywords: Antimicrobial peptide (AMP), PaDBS1R6, Escherichia coli, 50 

Pseudomonas aeruginosa, antibiotic resistance, drug design, Joker algorithm. 51 
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3.1 INTRODUCTION 53 

Bacterial infections have been a public health problem since the early days of 54 

civilization [1]. These infections account for a significant portion of infectious diseases, 55 

and their mortality and morbidity are currently of increasing concern worldwide [2]. 56 

The World Health Organization (WHO) has published a list of priority bacteria that are 57 

highly resistant to conventional antibiotics; novel classes of antimicrobials are needed 58 

to target these organisms. This list highlighted, as immediate threats, the ESKAPE 59 

pathogens, which include carbapenem-resistant Acinetobacter baumannii, 60 

carbapenem-resistant Pseudomonas aeruginosa, carbapenem-resistant and extended-61 

spectrum beta-lactamase (ESBL)-producing Enterobacteriaceae [3–5]. Despite the 62 

growing public health threat posed by antibiotic resistance, the number of new 63 

antibiotics approved by the FDA has been decreasing annually [6], partly a reflection 64 

of the waning interest by pharmaceutical companies to invest in anti-infective therapies, 65 

and partly an indication of the multiple obstacles that arise during the process of 66 

approving substances with this potential [7,8].  67 

Antimicrobial peptides (AMPs) represent promising alternatives to classical 68 

therapies to target infections [9]. In general, they have an amphipathic and cationic 69 

structure, with a net positive charge between +3 and +9, and they range in size from 12 70 

to 50 amino acid residues [1,10–12]. Other desirable properties when developing a drug 71 

are broad-spectrum activity, so that several kinds of pathogenic bacteria are targeted, 72 

and multifunctionality, so that antibiofilm, antiviral, antifungal or anticancer properties 73 

are included in the drug’s spectrum of activity [13–15].  74 

In the process of drug development, the rational molecular design is one of the 75 

first steps [9,11], and during this, hundreds or even thousands molecules have been 76 

developed, and a few functional hits are often identified based on the original design 77 

rules [16], to be tested in a more in-depth manner. We recently developed the Joker 78 

algorithm for rational peptide design, a de novo method that is based on inserting rigid 79 

patterns onto peptide sequences through the sliding window system, which generates a 80 

new analogue for each window [17]. In the initial screening, 84 peptides with predicted 81 

antimicrobial activity were generated and subsequently tested against a Pseudomonas 82 

aeruginosa luminescent strain [17]. PaDBS1R6 (PMARNKKLLKKLRLKIAFK) was 83 

one of the peptides designed using the Joker algorithm, based on the parent peptide 84 

PaDBS1 [17], a ribosomal fragment from the archaeum Pyrobaculum aerophilum. 85 
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PaDBS1 was selected among other candidates because of its potent antimicrobial 86 

activity during the screening process.  87 

Here, we demonstrate that the peptide PaDBS1R6 exhibited selective 88 

antimicrobial activity against Gram-negative bacteria, as it lacked activity against the 89 

Gram-positive bacteria strains tested. Experiments with lipid vesicles showed that the 90 

interaction of PaDBS1R6 with negatively charged lipids induced a change in the 91 

structure of the peptide from random coil to α-helix, characterized both by circular 92 

dichroism (CD) and nuclear magnetic resonance (NMR). In view of these results, we 93 

suggest that the peptide could be a candidate that could be developed to treat the 94 

nosocomial infections caused by Gram-negative bacteria or to be used as a template for 95 

designing new antimicrobial agents.  96 

  97 
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3.2 MATERIAL AND METHODS  98 

3.2.1 Peptide synthesis 99 

The peptide PaDBS1R6 was synthesized by Peptide 2.0 (USA) using the 100 

fluorenylmethyloxycarbonyl chloride (Fmoc) strategy in solid phase. The peptide was 101 

purified by reverse-phase HPLC using an analytical C18 column (Phenomenex, USA). 102 

Molecular mass and purity of the synthesized peptide were confirmed by MALDI-ToF 103 

mass spectrometry [18] (Figure S1). 104 

 105 

3.2.2 Formation of large unilamellar vesicles 106 

LUVs with a diameter of ~100 nm were obtained by extrusion of multilamellar 107 

vesicles (MLVs), as described elsewhere [19]. 1-Palmitoyl-2-oleoyl-sn-glycero-3-108 

phosphocholine (POPC), 1-palmitoyl-2-oleoyl-sn-glycero-3-phosphoethanolamine 109 

(POPE) and 1-palmitoyl-2-oleoyl-sn-glycero-3-phospho-(1’sn-glycerol) (POPG) were 110 

obtained from Avanti Polar Lipids (Alabaster, AL, USA). Cholesterol (Chol) and 111 

cardiolipin (CL) were obtained from Sigma (St. Louis, MO, USA). The LUVs studied 112 

were zwitterionic (pure POPC and POPC:Chol (70:30)) or anionic (POPC:POPG 113 

(70:30) and POPE:POPG:CL (65:30:05)), mimicking membrane systems relevant for 114 

the study [20]. Stock solutions of different compositions in MLVs were kept at 4ºC 115 

overnight before measurements, and MLVs were extruded the day of the measurement. 116 

HEPES buffer (10 mM HEPES, 150 mM NaCl, pH 7.4) was used in all the 117 

measurements, except when otherwise indicated. 118 

 119 

3.2.3 Preparation of bacterial cells for confocal microscopy 120 

E. coli ATCC 25922 was maintained as stock cultures at -80 ºC and revived by 121 

plating in Luria-Bertani (LB) agar (CONDA, Madrid, Spain) overnight at 37 ºC. An 122 

isolated bacterial colony was used to inoculate LB broth, and the culture was allowed 123 

to grow overnight at 37 ºC. 200 μL of culture were used to freshly inoculate 10 mL of 124 

LB. The suspension was then allowed to grow at 37 ºC for ~3 h, until it reached log-125 

phase, with a final bacterial concentration of ~1 × 108 colony-forming units per mL 126 

(CFU.mL-1) (optical density at 600 nm, OD600 ~ 0.257). Bacteria were then centrifuged 127 

three times for 25 min at 4000 ×g and resuspended in buffer or broth with a final 128 

determination of the cell concentration [21]. 129 

 130 
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3.2.4 Animals 131 

Female C57BL/6 mice (6 to 8 weeks-old) were provided by the Central 132 

Bioterium of USP/Ribeirão Preto, São Paulo, Brazil, and female CD-1 mice (6 weeks-133 

old) were bought from Bharles River (Boston, MA). C57BL/6 mice were housed and 134 

euthanized according to Silva et al. [22]. The procedures with C57BL/6 and the care 135 

and handling of the animals were approved by the Ethics Committee of the Catholic 136 

University of Brasilia (030/15). CD-1 mice were maintained in accordance with the 137 

Guide for the Care and Use of Laboratory Animals in an Association for Assessment 138 

and Accreditation of Laboratory Animal Care International (AAALAC) accredited 139 

facility. All procedures were approved by MIT’s Institutional Animal Care and Use 140 

Committee (IACUC), protocol number 1016-064-19. 141 

 142 

3.2.5 Hemolytic assay 143 

The hemolytic activity of PaDBS1R6 was determined by using fresh C57BL/6 144 

mouse red blood cells (mRBCs). Cells were separated from the plasma by 145 

sedimentation and then washed three times with a 0.15 M NaCl and 0.01 M Tris-HCl, 146 

pH 7.4 solution. After that, erythrocytes were resuspended in phosphate buffered-saline 147 

(PBS), pH 7.4. With the aid of a polyethylene tube, several concentrations of the sample 148 

were incubated with 50 μL of mRBCs suspension for 1 h at 37 °C. The negative and 149 

positive controls were PBS and Triton X-100, respectively. Tubes were then 150 

centrifuged at 12,000 × g for 15 s, 100 μL of the supernatant was added to the multi-151 

well plate, and readings were carried out at 405 and 567 nm in an ELISA reader (Bio-152 

Tek Power Wave HT, USA) [23]. 153 

 154 

3.2.6 Antibacterial assays 155 

Minimum inhibitory concentrations (MICs) of PaDBS1R6 against Escherichia 156 

coli (ATCC 8739, ATCC 25922, KPC+ 001812446 and KPC+ 3789319), Klebsiella 157 

pneumoniae (ATCC 13883 and KPC+ 3259271), P. aeruginosa (ATCC 27853, PAO1 158 

and PA14), Staphylococcus aureus (ATCC 25923) and methicillin-resistant S. aureus 159 

(clinical isolate 713623) were determined by the standardized dilution method, 160 

according to NCSLA guidelines [24]. Initially, a single colony of each bacteria was 161 

inoculated in Mueller Hinton broth (MH) (Himedia, India) or Basal Medium 2 (BM2) 162 

and incubated for 18 h, at 37 °C and 200 rpm. Overnight cultures were transferred to 163 

new MH and incubated at 37 ºC until they reached exponential phase (OD595 0.7). Then, 164 
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cultures were adjusted to a final concentration of 1 × 106 CFU.mL-1, using the equation 165 

previous described [25]. MICs were measured using PaDBS1R6 from 2 to 64 μM per 166 

well. Bacteria in medium and chloramphenicol were used as negative and positive 167 

controls, respectively. Plates were incubated at 37 °C for 24 h. The MIC was defined 168 

as the lowest tested concentration that led to complete inhibition (100%) in comparison 169 

to the negative-control group [22]. 170 

 171 

3.2.7 In vitro selectivity index 172 

The in vitro selectivity index (SI) is the ratio between the cytotoxic and 173 

antibacterial activity. The selectivity index of PaDBS1R6 was calculated using 174 

equation 1 [26]: 175 

𝑆𝐼 =  
𝐻𝑒𝑚𝑜𝑙𝑦𝑠𝑖𝑠

√∏ 𝐴𝑛𝑡𝑖𝑏𝑎𝑐𝑡𝑒𝑟𝑖𝑎𝑙𝑖
𝑛
𝑖=1

𝑛
   Equation (1) 176 

where n corresponds to the number of antimicrobial assays with different biological 177 

samples. For activity values higher than the maximum concentration tested, the 178 

concentration value added to the equation was assumed to be two-fold the maximum 179 

tested value (e.g., if the value was higher than 100, it was considered as 200) [26]. 180 

 181 

3.2.8 Anti-biofilm screening assays  182 

Biofilms of P. aeruginosa strain PAO1 were grown in the absence or presence 183 

of PaDBS1R6 (16 μM) according to Reffuveille et al. [27] Microscopy was performed 184 

using a confocal laser scanning microscope (Zeiss LSM 700 Laser Scanning Confocal), 185 

and three-dimensional reconstructions were generated using the Imaris software 186 

package (Bitplane AG). Two independent replicates were performed for each group. 187 

 188 

3.2.9 Confocal microscopy 189 

A confocal laser point-scanning microscope Zeiss LSM 880 (Carl Zeiss, 190 

Germany), with airyscan, equipped with HE GFP 450-490 nm and HE DsRed 538-562 191 

nm lasers, was used to obtain images of bacteria cells. Images were taken on μ-dish 35 192 

mm, low, ibiTreat (reference 80136, ibidi, Madison, WI, USA), with an EC Plan-193 

NeoFluar 20× objective. Bacteria cells were analyzed using the same kit from biofilm 194 

assays. Images were acquired with Zen 2 software (dark edition, Carl Zeiss, Germany). 195 

 196 
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3.2.10 Atomic force microscopy  197 

E. coli cells were prepared as described above. Bacteria were incubated at 25 °C 198 

for 1 h, control and treated samples were incubated in the absence and presence of 199 

peptide (7 μM), respectively. Procedure and conditions are described by Migliolo et al. 200 

[28,29] Images were analyzed with the JPK image processing software v. 5.1.13. 201 

 202 

3.2.11 Murine intraperitoneal infection model 203 

C57BL6 mice received an intraperitoneal injection of 100 μL of E. coli 204 

ATCC 8739 containing 1 × 108 CFU.mL−1. One hour after the infection, mice (5 mice 205 

per group) were treated intraperitoneally with PaDBS1R6 at concentrations of 5 or 10 206 

mg.kg−1, gentamicin (10 mg.kg−1, positive control), or PBS (negative control) for four 207 

days [22]. Mice were euthanized at day 4 post-infection; peritoneal fluid was collected 208 

and bacterial CFUs were counted. Serial dilutions of the homogenates were plated in 209 

triplicate on MH, and the results were expressed as CFU.mL−1 [30].  210 

 211 

3.2.12 Scarification skin infection mouse model 212 

P. aeruginosa strain PA14 was grown and used to infect the skin scarification 213 

made on the back of the CD-1 mice according to Pane et al. [31]. The concentration 214 

used for single dosage of the peptide was 64 µM. Two independent experiments were 215 

performed with 4 mice per group in each condition. Statistical significance was 216 

assessed using a one-way ANOVA followed by Bonferroni’s test: ***p < 0.001 217 

compared to untreated group.  218 

 219 

3.2.13 Dynamic light scattering and zeta-potential 220 

Dynamic light scattering (DLS) experiments were carried out using a Malvern 221 

Zetasizer Nano ZS (Malvern, UK), with backscattering detection at 173º, equipped with 222 

a He-Ne laser (632.8 nm), using disposable cuvettes at 25 ºC, as described elsewhere 223 

[32]. Normalized intensity autocorrelation functions were analyzed using the CONTIN 224 

method [33], yielding a distribution of diffusion coefficients (D). The measured D was 225 

used to calculate the hydrodynamic diameter (DH) through the Stokes-Einstein 226 

relationship. A set of 15 measurements (with 10 runs each) for the liposomes were done 227 

in the absence and presence of the different concentrations of the peptide. The zeta-228 

potential (ξ) of the liposomes was determined at 25 ºC from the mean of 229 

15 measurements (100 runs each), in the absence and presence of different peptide 230 
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concentrations, using disposable zeta cells DTS 1060 (Malvern, UK) with gold 231 

electrodes, after 15 min of equilibration time [34]. Values of viscosity and refractive 232 

index were set at 0.8872 cP and 1.330, respectively. The lipid concentration used was 233 

the same as that in the DLS assays in order to acquire high enough count rates [34,35]. 234 

All results were processed using the Malvern DTS software, after three independent 235 

experiments. 236 

 237 

3.2.14 Fluorescence spectroscopy assays 238 

3.2.14.1 Labelling with di-8-ANEPPS 239 

LUVs were prepared as described above, using the same lipid compositions. 240 

After extrusion, the lipid vesicles were diluted to 500 mM for labeling and incubated 241 

overnight at 25 ºC with 10 μM of di-8-ANEPPS for maximum dye incorporation. This 242 

dye provides information about the differences induced by the peptide in the membrane 243 

dipole potential. Lipid at 200 mM and 1 μM of the dye was used for the measurements. 244 

To label E. coli cells, after cell washing, 105 CFU.mL-1 of cells were incubated with 245 

100 μM of the dye and HEPES buffer with 0.05% (w/v) of Pluronic F-127, for 1 h at 246 

25 ºC with gentle agitation and protection from the light. The suspensions were 247 

prepared at a final concentration of 104 CFU.mL-1 of bacteria and 10 μM of the dye. 248 

Prior to the measurement, the solutions were incubated with peptide for 1 h (until 249 

15 μM). Excitation spectra and the ratio of intensities were obtained at the excitation 250 

wavelengths of 455 and 525 nm (R=I_455/I_525). Emission was set at 670 nm to avoid 251 

membrane fluidity-related artefacts [36–38]. Excitation and emission slits for these 252 

measurements were set to 5 and 10 nm, respectively. The variation of the ratio with the 253 

peptide concentrations was analyzed by a single binding site model using the 254 

equation 2: 255 

𝑅

𝑅0
= 1 +

𝑅𝑚𝑖𝑛
𝑅0

⁄ .[𝑃𝑒𝑝𝑡𝑖𝑑𝑒]

𝐾𝑑 + [𝑃𝑒𝑝𝑡𝑖𝑑𝑒]
   Equation (2) 256 

where the R value is normalized by R0, the value in the absence of peptide. Rmin defines 257 

the asymptotic minimum value of R, and Kd is the dissociation constant [39]. 258 

Experimental data fitting was performed by non-linear regression with GraphPad 259 

Prism 6. Error bars represent the standard deviation of three replicates. 260 

 261 
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3.2.14.2 Labeling with Laurdan 262 

LUVs were labeled by adding Laurdan to a final probe concentration to reach a 263 

lipid ratio of 1:300 (3 mM of lipid concentration and 9.90 μM of probe). The mixture 264 

was incubated in the dark for 30 min at 25 ºC. To label the bacterial cells, after cell 265 

washing and the determination of the cell density, bacteria were incubated with 10 μM 266 

of the dye at a final concentration of 104 CFU.mL-1. This mixture was also incubated 267 

in the dark for 30 min at 25 ºC. Laurdan emission spectra (between 400 and 600 nm) 268 

were measured after 1 h of incubation in the absence and presence of different 269 

concentrations of the peptide, with excitation at 350 nm, and bandwidths of 5 and 10 270 

nm for excitation and emission, respectively. To quantify the spectral changes, Laurdan 271 

generalized polarization (Gp) was calculated as follows in the equation 3 [40]: 272 

𝐺𝑝 =
𝐼440−𝐼490

𝐼440+𝐼490
      Equation (3) 273 

where I440 and I490 are the emission intensities at 440 nm and 490 nm (corresponding 274 

to the gel and liquid crystalline lipid phases), respectively. Assays were done in three 275 

replicates, and error bars represent standard deviation. 276 

 277 

3.2.14.3 Fluorescence anisotropy 278 

LUVs were prepared as described above, using the same lipid compositions. 279 

LUVs mixtures of 3 mM were incubated with DPH and TMA-DPH to achieve a final 280 

probe concentration of 0.33 mol % (probe/lipid ratio, with 9.90 μM). After the addition 281 

of the fluorescence probes, all samples were protected from the light to avoid 282 

photobleaching and maintained at 25 ºC, for 30 min with gentle agitation. E. coli cells 283 

were labeled after determining the cell concentration and diluting them to 104 CFU.mL-284 

1 in HEPES buffer, with 10 μM of the dyes. The incubation was also for 30 min at 285 

25 ºC, with gentle agitation and protection from the light. The different peptide 286 

concentrations were also incubated for 1 h (until 15 μM). Steady-state fluorescence 287 

anisotropy, <r>, was calculated as demonstrated in the equation 4: 288 

< 𝑟 > =
𝐼𝑉𝑉−𝐼𝑉𝐻

𝐼𝑉𝑉−2.𝐺.𝐼𝑉𝐻
    Equation (4) 289 

where IVV and IVH are the parallel and perpendicular polarized fluorescence 290 

intensities measured with the vertically polarized excitation light, and 𝐺 = 𝐼𝐻𝑉 𝐼𝐻𝐻⁄  is 291 

a correction factor accounting for the polarization bias of the detection system. For 292 
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DPH, excitation and emission wavelengths were 350 and 432 nm, respectively, whereas 293 

for TMA-DPH, excitation was at 355 nm and emission was at 430 nm [41]. All the 294 

assays were done in three replicates, and error bars represent standard deviation. 295 

 296 

3.2.15 Circular dichroism 297 

CD measurements were carried out in a JASCO J-815 spectropolarimeter 298 

(Tokyo, Japan), using quartz cuvettes of 0.1 and 0.5 path length. Spectra were acquired 299 

between 190/200 and 260 nm, at 25 ºC, with data pitch of 0.5 nm, wavelength sampling 300 

velocity of 50 and 200 nm.min-1, and data integration time of 1s with at least 5 301 

accumulations. Measurements to determine the peptide secondary structure in different 302 

media and pH values were performed with a PaDBS1R6 concentration of 50 μM. Media 303 

included 20 mM of dodecylphosphocholine (DPC) micelles and 20 mM of Sodium 304 

Dodecyl Sulfate (SDS), at pH 4.0 (2 mM sodium acetate buffer), pH 7.0 (2 mM Tris-305 

HCl buffer), and pH 10.0 (2 mM glycine-NaOH buffer). Deionized water was also used 306 

as control medium. Lipid vesicles were titrated in PBS (10 mM sodium phosphate, 150 307 

mM NaCl) pH 7.4, with different lipid concentrations up to 1.5 mM, with and without 308 

16 μM of PaDBS1R6. In addition to blank subtraction, experimental instrument-related 309 

baseline drift was corrected by subtracting from all spectra the average of the signal 310 

between 250 and 260 nm. Spectra were normalized to mean residue molar ellipticity 311 

( , deg.cm2.dmol-1). All conditions were measured independently and in triplicate 312 

[42]. To integrate the structural information, the ellipticity signal at 222 nm was also 313 

plotted as a function of the lipid concentration. The effect of the various lipid 314 

compositions tested was then evaluated through the different parameters obtained, 315 

using the equation 5: 316 

∆𝜃222 𝑛𝑚 =
∆𝜃222 𝑛𝑚 𝑚𝑎𝑥.[𝐿𝑖𝑝𝑖𝑑]

𝐾𝐷
𝑎𝑝𝑝

+[𝐿𝑖𝑝𝑖𝑑]
   Equation (5) 317 

where the  222 nm is the difference of the PaDBS1R6 signal in the presence 318 

and absence of lipid, 222 nm max is the maximum ellipticity value obtained from the 319 

fitting and KD
app is the half-maximal effect that represents the apparent dissociation 320 

constant [43]. The fitting of the experimental data using this equation was done by non-321 

linear regression with GraphPad Prism 6. Error bars represent standard deviation of the 322 

three replicates. 323 

 324 
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3.2.16 NMR spectroscopy and structure calculations 325 

For NMR experiments, the peptide was prepared by dissolving 2 mM in 0.6 mL 326 

of aqueous solution of H2O/D2O (9:1) and 200 mM perdeuterated DPC-d38, sodium 327 

phosphate buffer 1 mM at pH 7.0. Hydrogen chemical shifts were expressed with 328 

respect to sodium 2,2-dimethyl-2-silapentane-5-sulfonate (DSS, 0.05 mM), as an 329 

internal chemical shift standard for 1H NMR spectroscopy. Two-dimensional NMR 330 

homonuclear 1H-1H TOCSY and NOESY, Heteronuclear 1H-13C HSQC, and 1H-15N 331 

HMQC experiments were obtained from natural abundance, on a Bruker Avance 600 332 

spectrometer. TOCSY data points were obtained using a mixing time of 80 ms and 333 

NOESY with 100, 150, 200 and 250 ms. All contour maps were processed by NMRPipe 334 

[44] and analyzed using NMRViewJ [45]. Full sequential assignment was achieved 335 

using the general strategy described by Wüthrich [46]. The structure calculations were 336 

performed using the simulated annealing protocol in the XPLOR-NIH software [47]. 337 

NOEs were converted into semi-quantitative distance, derived from the NOE 338 

intensities. The dihedral angle restraints (φ and ψ) of the protein backbone was 339 

predicted by program TALOS+ [44]. Two hundred structures were calculated, and the 340 

lowest 20 energy conformers were selected and submitted to a water refinement 341 

protocol. The ensemble of the 10 lowest energies represented the solution structural 342 

ensemble of PaDBS1R6. This final ensemble of accepted structures were accepted 343 

based on the following criteria: no NOE violations greater than 0.3 Å, rmsd for bond 344 

deviations from ideality less than 0.05 Å, and rmsd for back dihedral angle violations 345 

less than 5°. The coordinates of the PaDBS1R6 have been deposited in Protein Data 346 

Bank (PDB ID: 6CFA). 347 

 348 

3.2.17 Solvation potential energy calculation 349 

The solvation potential energy was measured for the 10 lowest energy NMR 350 

structures. Each structure was separated into a single PDB file. The PDB files were 351 

converted into “.pqr” files by the utility PDB2PQR using the AMBER force field [48]. 352 

The grid dimensions for Adaptive Poisson-Boltzmann Solver (APBS) calculation were 353 

also determined by PDB2PQR. Solvation potential energy was calculated by APBS 354 

[49]. Surface visualization was performed using the APBS plugin for PyMOL.   355 
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3.3 RESULTS 356 

3.3.1 PaDBS1R6 targets Gram-negative bacteria  357 

In order to test the antimicrobial activity of PaDBS1R6, minimal inhibition 358 

concentration assays (MIC) were performed against Gram-negative and -positive 359 

antibiotic-susceptible and antibiotic-resistant bacterial strains (Figures 1A and 2B, 360 

Table S1). The peptide was active against all Gram-negative bacterial strains tested, 361 

with MIC values ranging from 8 μM against E. coli and P. aeruginosa strains (Figures 362 

1A and 2A) to 16 μM against carbapenem-resistant K. pneumoniae (Table S1). 363 

Moreover, the peptide showed activity (64 μM) against the Gram-positive bacteria 364 

tested (susceptible S. aureus and methicillin-resistant S. aureus with MIC for the 365 

peptide of 64 μM and >64 μM, respectively - Table S1). In an attempt to improve its 366 

antibacterial activity, the peptide was combined (see supplementary methods) with the 367 

antibiotics tetracycline or cefotaxime and tested against carbapenem-resistant K. 368 

pneumoniae. No synergistic activity was detected against this species (Table S2).  369 

We next sought to complement the in vitro and in vivo activity studies by 370 

determining the therapeutic profile of PaDBS1R6. In this work, the selectivity index 371 

was calculated for the peptide using equation 1. Hemolytic assays showed that 372 

PaDBS1R6 did not compromise red blood cells at the tested concentrations (>87 μM). 373 

Thus, considering the MICs against Gram-negative bacteria and the hemolysis 374 

assessments, PaDBS1R6 showed a selectivity index of 17.85, demonstrating that for 375 

the peptide to be toxic, a 17-fold higher dose of it would have to be present than that 376 

required for antimicrobial activity. 377 

 378 

3.3.2 Antimicrobial activity against P. aeruginosa planktonic cells and pre-379 

formed biofilms  380 

In order to demonstrate the peptide activity toward Pseudomonas spp., several 381 

assays were performed. Anti-Pseudomonas spp. activity was assessed in vitro against 382 

P. aeruginosa PA14 and PAO1 (8 μM), and against P. aeruginosa ATCC 27853 (16 μM) 383 

(Figure 1A). The antibiofilm activity of the peptide was also tested, showing that 384 

PaDBS1R6 treatment reduced biofilm volume (Figure 1B). PaDBS1R6 in vivo efficacy 385 

was evaluated using a scarification skin infection mouse model. Single dose treatment 386 

with PaDBS1R6 (64 μM) decreased the bacterial load by ~103 CFU.mL-1 (p < 0.001) 387 

two days after treatment (Figure 1C). This promising activity, however, was not 388 
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observed after 4 days of infection, when untreated and PaDBS1R6-treated animals both 389 

presented higher bacterial loads at the site of infection (~108 CFU.mL-1).  390 

 391 

3.3.3 Effect of PaDBS1R6 treatment on the viability and morphology of E. coli 392 

cells 393 

E. coli planktonic cells viability after exposure was assessed using a live/dead 394 

kit that labels viable cells green and membrane compromised bacterial cells red [50]. 395 

Images of the effects of PaDBS1R6 at concentrations of 7 and 15 μM (MIC and 1-fold 396 

MIC) were acquired after 1 h of incubation (Figure 2B). Microscopy confirmed the 397 

results obtained, as peptide at the lower concentration damaged >50% of the E. coli 398 

cells (Figure 2B). When the peptide concentration was increased, PaDBS1R6 treatment 399 

led to nearly 80% compromised cells. 400 

To further confirm the antimicrobial activity of PaDBS1R6against E. coli, we 401 

used AFM to evaluate possible morphological damage of bacterial membranes caused 402 

by PaDBS1R6 (7 μM). As expected, the untreated controls were viable with no 403 

membrane deformity. On the contrary, bacterial samples treated with PaDBS1R6 404 

showed increased membrane roughness and cytosol leakage in both apical regions 405 

(Figure 2C).  406 

Considering the efficiency displayed by PaDBS1R6 against E. coli, and to 407 

further assess the potential of this agent as a novel drug, we tested its efficacy in an in 408 

vivo intraperitoneal infection model. We defined a pattern of non-lethal infection that 409 

has been previously described [30]. Mice were infected with E. coli ATCC 8739 via 410 

intraperitoneal (i.p.) injection, and 1 h later were treated i.p. with 5 or 10 mg.kg−1 of 411 

peptide or 10 mg.kg−1 of gentamicin (Figure 2D). Seventy-two hours post-infection, 412 

peritoneal fluid was collected and bacterial CFU were counted. The number of viable 413 

bacterial cells in the peptide-treated groups significantly decreased, from 1010 to 414 

104 CFU.mL-1. Although two different doses of the peptide were tested, there was no 415 

significant difference between these groups, as they both reduced bacterial counts by 6 416 

orders of magnitude, to 104 CFU.mL-1. Additionally, no statistical differences were 417 

observed between the gentamicin- and peptide-treated groups, which implies that 418 

PaDBS1R6 has the same efficiency at eradicating bacteria in this mouse model as the 419 

commercially available aminoglycoside antibiotic. 420 

 421 
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3.3.4 Evaluation of PaDBS1R6 and lipid membrane electrostatic interactions  422 

Previous results (Figure 2C) indicated that PaDBS1R6 could induce membrane 423 

damage. We used lipid vesicles to characterize the nature of peptide-membrane 424 

interactions and confirm these results. Initially, CD spectra of PaDBS1R6 were 425 

monitored at room temperature in the absence (Figures S2 and S3A) and presence of 426 

four different lipid vesicle compositions (Figures S3B, S3C, S3D and S3E) [42]. 427 

Peptide was evaluated in three other media: water, SDS (20 mM, pH 4.0, 7.0, and 10.0) 428 

(Figure S2), and PBS (pH 7.4) (Figure S3A). Vesicles were composed of POPC (Figure 429 

S3B), POPC:POPG (70:30) (Figure S3C), POPC:Chol (70:30) (Figure S3D), and 430 

POPE:POPG:CL (65:30:05) (Figure S3E). The different Large unilamellar vesicles 431 

(LUVs) compositions used in this study were chosen considering the lipid composition 432 

of different cell types that could interact with the peptide, including mammalian and 433 

bacterial cells (Table 1). Considering the spectra obtained in the absence of lipid 434 

vesicles, we observed the tendency of PaDBS1R6 to adopt a coiled conformation in 435 

water (Figure S2) and PBS (Figure S3A). Equivalent results were obtained in the 436 

presence of zwitterionic lipid vesicles (Figures S3B and S3C), implying that peptide-437 

membrane interactions did not promote any structural changes under these conditions. 438 

As the lipid vesicle concentration increased, structural definition also increased in the 439 

helical minima region. In the presence of negatively charged lipid vesicles (Figures 440 

S3D and S3E), which also implies an increase in hydrophobicity, PaDBS1R6 tended to 441 

adopt an α-helix structure, without full structuration. 442 

In order to assess α-helical tendency, the ellipticity at 222 nm, a local minimum 443 

for α-helices that excludes sample polydispersity, was followed for each lipid 444 

concentration (Figure 3A). From these data, we calculated the dissociation constants 445 

(see Materials and Methods), which provide information on peptide-membrane 446 

interaction (Table 1). For PaDBS1R6 in solution, there was no structural transition, 447 

indicated by the results obtained in the zwitterionic lipid vesicle experiments using 448 

POPC and POPC:Chol (70:30). Considering the negatively charged membranes, with 449 

the increase in lipid concentration, an increase in helix-coil transition was observed, 450 

stabilizing near 0.3 mM, implying that an electrostatic attraction is responsible for 451 

peptide-membrane interactions. These data also allowed the half maximum effects for 452 

PaDBS1R6 structural change to be determined; these effects were 61.3 ± 6.0 and 48.3 453 

± 7.3 μM for POPC:POPG (70:30) and inner bacterial membrane-like vesicles 454 

[POPE:POPG:CL (65:30:05)], respectively (Table 1).  455 
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Next, we used DLS in order to explore whether PaDBS1R6 promotes lipid 456 

vesicle aggregation. During these experiments, the lipid concentration was kept 457 

constant. Regarding the DLS data (Figure 3B), increasing PaDBS1R6 concentration 458 

did not lead to the vesicles aggregates of POPC or POPC:Chol (70:30). These results 459 

are in agreement with the CD data (Figure S3). For POPC:POPG (70:30), there was a 460 

small increase in the hydrodynamic diameter (DH) at higher concentrations of 461 

PaDBS1R6, but the highest aggregation profile was observed with POPE:POPG:CL 462 

(65:30:05) vesicles. These results indicate that the peptide interacts preferably with 463 

membranes that mimic the inner membrane of Gram-negative bacteria [20].  464 

Zeta-potential studies were also performed to confirm the electrostatic 465 

destabilization that occurs for the preferably targeted membranes. The data obtained by 466 

calculating the partition coefficients (Kp) (Table 1) showed that increasing peptide 467 

concentration resulted in membrane charge destabilization only in anionic lipid 468 

vesicles, with the effect being more pronounced for inner membrane-like vesicles, 469 

corroborating the results obtained in the DLS assays (Figure 3C). Partition coefficients 470 

obtained for POPC:POPG (70:30) and POPC:POPG:CL (65:30:05) vesicles were 2.4 × 471 

103 and 4.8 × 103 , respectively (Table 1). 472 

 473 

3.3.5 Evaluation of the mechanisms of PaDBS1R6 interaction with targeted 474 

biomembranes  475 

Experiments aimed at studying the interactions between the peptide and targeted 476 

membranes confirmed the contribution of electrostatic interactions, suggesting that 477 

PaDBS1R6 preferably interacts with anionic lipid membranes. To identify the degree 478 

of interaction, we used several membrane probes, each of which report changes in 479 

different membrane properties following peptide interactions [51,52]. For these studies, 480 

we also used zwitterionic lipid vesicles as comparative models. Studies using 481 

planktonic E. coli (ATCC 25922) cells were performed to gain insights into the 482 

potential in vitro target of PaDBS1R6. The first probe used, di-8-ANEPPS, which 483 

assesses differences in the membrane dipolar potential [52]. Based on the results 484 

obtained (Figure 4A), no interaction occurred with neutral lipid vesicles, confirming 485 

once more the findings described above (Figure 3). The dipolar potential of anionic 486 

liposomes changed to a similar degree in the presence of peptide (Figure 4A). From 487 

these results, it was possible to use equation 2 to calculate the KD for the peptide-488 

membrane interaction. For POPC:POPG (70:30) and POPE:POPG:CL (65:30:05), the 489 
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KD obtained was 9.89 ± 1.9 and 12.4 ± 2.4 μM, respectively, confirming that they have 490 

similar degrees of peptide-membrane interaction. The most extensive modification 491 

occurred in E. coli cells, with the first peptide concentration promoting a quick response 492 

that stagnated afterwards. This fast membrane modification may imply that PaDBS1R6 493 

has a high affinity for the outer membrane of E. coli cells because of the presence of 494 

highly anionic components (e.g., lipopolysaccharides, LPS) [53,54].  495 

Next, Laurdan was used to label lipid vesicles and E. coli cells in order to study 496 

the differences in lipid packing and to better understand whether the peptide interacts 497 

with membranes only by electrostatic means or whether it is internalized into the 498 

membrane, where it promotes a spatial reorganization of the membrane’s lipid content 499 

[55]. This information was extrapolated from the emission spectra of the dye, by 500 

calculating the generalized polarization parameter (Gp), which considers two 501 

wavelengths corresponding to the different lipid membrane phases [40]. For 502 

PaDBS1R6, either in vesicles or in E. coli cells, there was no significant effect, strongly 503 

indicating that no lipid reorganization occurred during peptide treatment (Figure 4B). 504 

To assess membrane fluidity, another important property that can be studied 505 

after peptide interaction, the probes DPH and TMA-DPH were used, which report on 506 

membrane fluidity changes on an inner part of the membrane or closer to the lipid-water 507 

interface, respectively [41,56]. DPH inserts into the hydrophobic regions of the 508 

membrane, whereas TMA-DPH inserts close to the transition region between 509 

hydrophilic and hydrophobic media. For all lipid vesicles tested, there was no 510 

observable effect for either probe, indicating that there was no obvious membrane 511 

fluidity change (Figure 4C and 4D). In E. coli cells, no effect was observed for TMA-512 

DPH, but changes in fluidity were observed for DPH (a decrease of anisotropy values; 513 

Figure 4C and 4D). These results indicate some loss of membrane rigidity after 514 

PaDBS1R6 treatment, being consistent with the results obtained with lipid vesicles 515 

(Figure 3), where it was observed an increased aggregation/higher partition of the 516 

peptide for Gram-negative bacteria like vesicles (Figure 4A and 4C). 517 

 518 

3.3.6 PaDBS1R6 undergoes a coil-to-helix transition in the presence of 519 

hydrophobic media 520 

The stability of the secondary structure of PaDBS1R6 was evaluated by CD, 521 

under several conditions: water, buffer (Figure S3A), SDS micelles (Figure S2), and 522 

DPC micelles (Figure 5A). Water and buffer were used to determine the native structure 523 
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that the peptide adopts in the absence of a target membrane. The CD spectrum of 524 

PaDBS1R6 dissolved in water or in buffer is characteristic of a random coil structure, 525 

as evidenced by a characteristic minimum at 195 nm. Literature describes this class of 526 

peptides as membrane-dependent in terms of activity, implying that in a polar protic 527 

medium environment, they tend to adopt random coil, having little defined secondary 528 

structure [32,43].  529 

SDS micelles, an anionic detergent, were used to mimic the environment of 530 

bacterial membranes, and DPC micelles were used to mimic eukaryotic cell membranes 531 

[57]. CD analysis of PaDBS1R6 at different pH showed negative bands at 222 and 208 532 

nm and a positive band at 193 nm, results that are consistent with well-defined helical 533 

segments. In the presence of SDS, the peptide maintained its structure (θ value at 534 

208/222 nm is similar) in neutral and basic environments (pH 7.0 and 10.0; Figure S2). 535 

At pH 4.0, the peptide was in its most highly structured state, as indicated by an absolute 536 

increase in signal intensity at 208 and 222 nm. In the presence of DPC micelles (Figure 537 

5A), the secondary structure of PaDBS1R6 was affected by the different pH levels 538 

tested. Even so, at pH 10.0, it presents higher helical content. PaDBS1R6 exhibited 539 

higher structuring at pH 10.0 and lower at pH 7.0. It is also important to mention that 540 

negatively charged lipid vesicles, as natural electrostatic targets of PaDBS1R6, also 541 

promote stabilization of the secondary structure of the peptide without being well-542 

defined (Figures S3B – E). 543 

Results obtained in water and buffer were consistent with random coil 544 

conformations, contrary to the α-helical structure observed in SDS or DPC micelle 545 

environments (Figures S2, S3A and S5A). The helix content of the PaAMP1R6 peptide 546 

was determined from the mean residue CD at [θ]222 (deg cm2 dmol−1). The helix 547 

content for peptide in SDS and DPC are 31% and 28%, respectively, due the rapid inter 548 

conversion of helical and random coil segments for same peptide chain, leading to a 549 

single time-averaged resonance. Interestingly, in SDS micelles, PaDBS1R6 profile 550 

exhibited a small difference helical pattern compared to DPC micelles. This highlights 551 

the fact that the peptide conformation is more stable in the presence of anionic micelles 552 

and shows the role of charge in inducing peptide folding. 553 

 554 

3.3.7 NMR structure of PaDBS1R6 in DPC micelles 555 

In NMR studies, both SDS and DPC micelles are suitable membrane models 556 

because the micelles are small and have high dynamic behavior [58]. DPC micelles 557 
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have the advantage of a rapid reorientation in aqueous solution compared to the vesicle 558 

system, so they are suitable for standard high-resolution NMR studies [46]. NMR 559 

studies of the peptide in DPC-d38 micelles were performed using standard sequential 560 

assignment methods in combination with NOESY, TOCSY, HSQC and sf-HMQC 561 

experiments [59]. Two-dimensional (2D) NOESY experiments, acquired whit 250 ms 562 

mixing time, were used to assign the backbone and side chain resonances of the peptide, 563 

by identifying the fingerprint region with assignment of peaks (Figure S5). The 564 

chemical shifts obtained from spectra were used as an indicator of the secondary 565 

structure [60,61]. The chemical shift index plot (Figure S5A), calculated by 566 

NMRViewJ, showed a propensity for an α-helix formation in the region Met2-Ala17. 567 

An NOE connectivity pattern was also used to describe the secondary structure. The 568 

presence of dNN(i, i+1), dαβ(i, i+3), dαN(i, i+3) and dαN (i, i+4) NOE connectivities 569 

(Figure S5B) indicated an α-helix in the region of the amino acid residues between 570 

Asn5 and Phe18. For structural calculation, 378 NOE correlations were used, as well 571 

as 34 dihedral angle constraints derived from the TALOS analysis. The 10 lowest-572 

energy structures, refined in water, were used for the analysis. The final 3D structure 573 

of the PaDBS1R6 peptide is presented in Figure 5B and C. The superposition of 574 

backbone atoms from residues 2 to 17 gave a root mean square deviation (RMSD) of 575 

0.82 ± 0.23 Å, while the superposition of all heavy atoms gave an RMSD of 1.52 ± 0.21 576 

Å. The overall high quality of the structures was corroborated by a Ramachandran plot 577 

regarding φ and ψ angles [62], with 98.8% of the residues being present in the most 578 

favored region for α-helical structure (see Table 2 for more NMR structural statistics). 579 

Hydrophobic residues, highlighted in blue, were also identified using the lowest energy 580 

structure calculated, and include Pro1, Met2, Ala3, Leu8, Leu9, Leu12, Leu14, Ile16, 581 

Ala17, and Phe18 (Figure 5C). The majority of hydrophobic residues were clustered on 582 

one side of the peptide structure, which indicates that PaDBS1R6 has an amphipathic 583 

character. TALOS+ predicted a helical structure between residues Ala3 and Ile16, but 584 

visual analysis of the PyMOL data indicates that an α-helix is present from residues 585 

Met2 to Ala17. The electrostatic potential on the surface of the peptide structure 586 

revealed that PaDBS1R6 is highly cationic, due to its eight positively charged amino 587 

acid residues (Figure 5D). These residues are distributed along the structure and 588 

generated a solvation potential energy of 17.33 ± 1.47 mJ.mol-1.  589 

  590 
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3.4 DISCUSSION 591 

The World Health Organization’s list of multidrug-resistant bacteria for which 592 

novel antimicrobials are urgently needed [63] names the family of carbapenem-593 

resistant and ESBL-producing Enterobacteriaceae (e.g., E. coli) as high-priority targets. 594 

An alternative to conventional therapies to treat drug-resistant infections is the use of 595 

AMPs. These peptides present broad-spectrum activity [64–66], and their main target 596 

has been identified as the bacterial membrane. The physicochemical properties of 597 

AMPs contribute to their ability to target bacteria and provide insight into why these 598 

agents can target not only bacteria but also fungi and cancer cells [3,11,13,15].  599 

AMPs were originally isolated from natural sources. More recently, rational 600 

design strategies supported by advances in artificial intelligence and bioinformatics 601 

have generated AMPs with unprecedented sequences, exploring the sequence 602 

combinatorial space [17,26]. These computational methods reduce the time and cost of 603 

design and synthesis compared to the conventional methods of isolation and 604 

characterization of natural AMPs. In addition, rationally designed peptides may exhibit 605 

reduced cytotoxic activity, decreased size (which facilitates chemical synthesis), and 606 

increased antimicrobial activity [9,26].  607 

In the last years, several methods of predicting AMP have been proposed [67]. 608 

The ADAM [68] and CAMPR3 [69] methods are designed to identify any variety of 609 

AMP. The methods of AntiBP [70] and AntiBP2 [71] concentrate on the prediction of 610 

peptides with specific activity against bacteria. Differently from these methods of 611 

prediction, the Joker algorithm is not intended to predict the antimicrobial activity of 612 

peptide, but to develop new molecules. The Joker algorithm consists of a rational design 613 

method that is based on the insertion of rigid patterns into a precursor sequence of a 614 

peptide. Prior to the use of the Joker, some sequences were selected in the NCBI Protein 615 

database according to some characteristics (presence of pattern or motif A 616 

(KK [ILV] xxx [ILVA]) and 18 amino acid residues). This search in the peptide 617 

database resulted in six sequences (EcDBS1, MmDBS1, PaDBS1, PcDBS1, PyDBS1 618 

and TcDBS1), which were submitted to rational design using the Joker algorithm and 619 

each generated nine variants. The peptide PaDBS1R6 was one of the peptides 620 

developed by this method [17]. These peptides were first tested against bioluminescent 621 

P. aeruginosa, PaDBS1R6 was the peptide selected for this work because it had a 622 

promising activity against this bacterium, presenting one of the best MICs among the 623 

molecules designed [17].  624 
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PaDBS1R6 presented a promising activity profile specifically against Gram-625 

negative bacteria, inhibiting their growth by at least 4-fold compared to the Gram-626 

positive strains tested. Other synthetically designed peptides have also shown activity 627 

against Gram-negative bacteria, including the DP 2 – 11 peptides, which were tested 628 

against E. coli ATCC 25922 and P. aeruginosa PAO1. Peptide DP 3 presented the best 629 

MIC value against E. coli ATCC 25922 (8 mg.L-1), with DP 5, DP 7, DP 8 and DP 11 630 

presenting the best MICs against P. aeruginosa (16 mg.L-1) [72]. In another study, the 631 

peptide 35409 exhibited MIC values against E. coli ML35 and P. aeruginosa 632 

ATCC 15442 of 22 μM and 44 μM, respectively [26,73]. These basic activity screening 633 

tests are considered essential to initially assess AMP efficiency [28,29,74].  634 

According to the FDA, the selectivity index indicates whether a molecule is 635 

sufficiently safe to be commercialized. The selectivity index of PaDBS1R6 was 17.85, 636 

a high value indicative of a good drug candidate [26,75]. As the peptide did not show 637 

hemolytic activity and had a selectivity index that demonstrates its safety, we used two 638 

animal models to evaluate its biological activity. A skin infection model showed that 639 

the peptide at 64 μM reduced the number of viable P. aeruginosa PA14 bacteria in the 640 

treated animals after two days of infection (Figure 1C). Previously, the same model was 641 

used to demonstrate the efficiency in vivo of the AMP guavanin 2 [26]. However, the 642 

peptide concentration was not sufficient to eliminate the bacterial load and not able to 643 

prevent the development of the disease later, since after 4 days of treatment the infection 644 

is again developing (Figure 1C). 645 

Considering that AMPs can be used for topical treatment of bacterial infections, 646 

but also in systemic infections (i.e., sepsis), another in vivo model was tested using 647 

E. coli ATCC 8739 [30]. The results indicated that PaDBS1R6 was equally efficient at 648 

reducing bacterial loads in the site of infection as gentamicin, which was used as 649 

positive control. Our previous studies have also evaluated the activity of other peptides 650 

against E. coli using the same animal model [30,76]. Clavanin MO, a peptide modified 651 

from clavanin A, showed a reduction of bacterial load to less than 10 CFU.mL-1 [76]. 652 

As PaDBS1R6 was effective in reducing bacterial viability both in vitro and in 653 

vivo, peptide-membrane interactions and peptide structure were investigated in order to 654 

determine the structure/function relationship in PaDBS1R6. Although AMPs interact 655 

first with their targets through electrostatic interactions, their actual antibacterial 656 

mechanisms are not understood in full detail [77,78]. Biophysical techniques are useful 657 

tools to track physicochemical properties that are essential for AMP mechanism of 658 
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action [51]. Initially, using lipid vesicles, we established the preference of PaDBS1R6 659 

for bacterial-like membranes constituted of POPE:POPG:CL (65:30:05), which mimic 660 

the inner membrane of Gram-negative bacteria [20,79] (Figure 3 and Table 1). By CD 661 

and zeta-potential studies (Figure 3A and 3C, respectively), we calculated the affinity 662 

and partition constants, and confirmed the preference of the peptide for negatively 663 

charged lipid vesicles that contain CL. CL, a lipid that is present in the apical and septal 664 

regions of bacteria, is essential for various cellular processes [79,80]. The relevance of 665 

this membrane lipid for activity has been previously suggested for some AMP: BP100, 666 

cecropin A, and pepR [21,81]. In fact, the authors of these previous works observed 667 

that these peptides interact with CL, promoting the disruption of the bacterial 668 

membrane, the subsequent release of the cytosolic content, and finally cell death 669 

[21,81]. Our AFM data of E. coli treated with PaDBS1R6 (Figure 2C) showed that 670 

cytosolic content was released near both apical regions. Moreover, studying the 671 

hydrodynamic diameter of lipid vesicles using DLS, we observed an aggregation profile 672 

in vesicles containing CL (Figure 3B). In conclusion, in addition to the electrostatic 673 

interactions between PaDBS1R6 and negatively charged phospholipids, the presence 674 

of CL appears to also be a determinant for AMP antibacterial activity [82,83]. 675 

Next, we contribute in the understanding of mechanisms by which PaDBS1R6 676 

acts at the membrane level by studying peptide-membrane interaction properties in lipid 677 

vesicles and E. coli living cells [38,51]. These studies revealed that this AMP modifies 678 

membrane dipolar potential and membrane fluidity in E. coli living cells, specifically 679 

within their inner membrane (Figure 4A and 4C). Once more, these results highlight 680 

the dependence of PaDBS1R6 activity on a certain proportion of CL in the membrane. 681 

In fact, this activity is observed only when there is 5% CL in the vesicles, and 682 

presumably in the bacterial cell membranes as well. Gram-negative bacteria have other 683 

components in their membranes, though, that could participate in peptide activity (for 684 

the initial interactions and/or for membrane permeabilization), such as porins, 685 

lipoproteins, or teichoic acids [54,84,85]. Moreover, even when CL is present within 686 

lipid vesicles, it is not concentrated in any specific region of the liposome, contrary to 687 

what it is found in bacterial cells [56,79,80]. 688 

Based on our results, PaDBS1R6 may cross the outer membrane of bacterial 689 

cells and promote inner membrane destabilization, which ultimately leads to membrane 690 

disruption and cell death. Therefore, while CL (or other membrane components) may 691 

be contributing to PaDBS1R6 action, nevertheless, it is important to also consider the 692 
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properties of the peptide itself that may be essential for its antimicrobial activity. 693 

Positive global charge and high hydrophobic content are prototypical characteristics of 694 

this class of peptides, but their structure before and after interaction with membranes 695 

or bacterial cells can determine their affinity for membranes [3,42,86]. Initial screening 696 

of PaDBS1R6 structure stability confirmed the tendency of the peptide to adopt an 697 

α- helical conformation in highly hydrophobic media (Figure S2 and Figure 5A) but a 698 

random coil structure in aqueous media (Figures S2 and S3A). In fact, as discussed 699 

above, lipid vesicles promote peptide arrangement into helical structures, with the 700 

degree of helicity correlated to the affinity of the peptide for the membranes (i.e., more 701 

helical structure was observed for lipid vesicles more closely mimicking bacterial 702 

membranes, Figures 3A and 5A). Such interactions and behaviors have been previously 703 

described for highly amphipathic AMPs, which typically have a well-defined structure 704 

after interactions with membranes, with other physicochemical properties also playing 705 

a key role in conformation flexibility and, therefore, peptide activity [87–89]. For 706 

instance, BP100 and its analogues gain structure after interacting with liposomes, 707 

specifically negatively charged ones [90]. The guavanin 2 structure, another synthetic 708 

AMP, is also stabilized after interaction with membranes, and this stability is likely to 709 

contribute to its biological function [26]. 710 

There are also examples of AMPs that lose their secondary structure upon 711 

interactions with membranes without necessarily losing their biological activity. 712 

Peptide rBPI21 exhibited a well-defined-structure in buffer, losing it after interaction 713 

with membranes; however, in this case, structure destabilization allowed the insertion 714 

of the peptide within targeted membranes, thus contributing to its function [91]. The 715 

difference between PaDBS1R6 and rBPI21 can be explained by the particular amino 716 

acid sequence: the insertion of the hydrophobic amino acids of PaDBS1R6 into the 717 

bacterial membrane depends on a rearrangement of its conformation (Figure 5B - D). 718 

In order to understand what happens to the structure of PaDBS1R6 when the peptide 719 

interacts with membranes, NMR structural studies were performed in the presence of 720 

DPC micelles (Figure 5B – D). PaDBS1R6 has an amphipathic structure and highly 721 

cationic net charge, with the hydrophobic amino acid residues disposed on one side of 722 

the α-helical structure. These results indicate that, once electrostatic interactions have 723 

occurred, the careful rearrangement of the residues is what allows the peptide to insert 724 

into the membrane. 725 
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3.5 CONCLUSIONS 726 

In summary, our study indicates that in the presence of vesicles composed of 727 

bacterial-like membranes, the conformation of PaDBS1R6 turns from random coil to 728 

α-helix. Our investigations show that during the peptide-membrane interaction, 729 

PaDBS1R6 is structured in an amphipathic α-helix, which binds at membrane interfaces 730 

first by electrostatic interactions between the cationic peptide and the anionic head-731 

groups of lipids in the membrane and second by hydrophobic interactions between the 732 

hydrophobic face of the peptide and membrane [92]. This folding from random coil in 733 

solution to an ordered conformation proved to be strongly dependent on the nature of 734 

the lipid bilayer. We have demonstrated the antibacterial selectivity of PaDBS1R6 735 

against Gram-negative bacteria in vitro and in vivo in two different infection models 736 

and we demonstrate the safety of this peptide for use in animals by calculating their 737 

selectivity index. The findings of the present study suggest that PaDBS1R6 is a 738 

selective antimicrobial peptide for Gram-negative bacteria, and as such, a candidate 739 

template for the development of new antimicrobial agents.  740 

  741 
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TABLES 1098 

Table 1. Parameters calculated for PaDBS1R6 based on the different characterization techniques, including circular dichroism, zeta-1099 

potential and di-8-ANEPPS fluorescence spectroscopy, for each large unilamellar lipid vesicles system and Escherichia coli (ATCC 25922) cells. 1100 

Lipid vesicles CD (M) 
Partition 

(103) 

Di-8-ANEPPS 

(M) 

Composition Mimicking systems 
KD

app 

± SD 

n ± 

SD 
Kp ± SD KD ± SD 

Free - n.d.a n.d.a n.a.b n.a.b 

POPC Control n.d.a n.d.a n.d.a n.d.a 

POPC:Chol (70:30) Mammalian cells n.d.a n.d.a n.d.a n.d.a 

POPC:POPG (70:30) 
Simple model of 

Gram-negative bacteria 

61.3 ± 

6.0 

1.56 ± 

0.27 
2.4 9.9 ± 1.9 

POPE:POPG:CL 

(65:30:05) 

Inner membrane of 

Gram-negative bacteria 

48.3 ± 

7.3 

1.29 ± 

0.26 
4.8 12.4 ± 2.4 

Escherichia coli (ATCC 

25922) 
- n.a.b n.a.b n.a.b n.d.a 

n.d.a – data did not fit to the equation; n.a.b – not applicable; SD – standard deviation. 1101 

  1102 
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Table 2. NMR structural statistics for the 10 lowest-energy structures of PaDBS1R6. 1103 

Total NOE distance restraints 378 

Intra-residue 218 

Sequential 104 

Medium range (1 ≤ |I – j| ≤ 5) 22 

Long range (|I – j| > 5) 0 

Dihedral angle restraints a 34 

Average restrictions per residue  19.9 

RMSD (Å) for heavy atoms (residues 1-19) b 1.82 ± 0.27 

RMSD (Å) backbone atoms (residues 1-19) b 1.05 ± 0.24 

RMSD (Å) for heavy atoms (residues 2-17) b 1.52 ± 0.21 

RMSD (Å) backbone atoms (residues 2-17) b 0.82 ± 0.23 

Residues in favored regions on Ramachandran diagram c 98.8% 

Residues in allowed regions on Ramachandran diagram c 1.2% 

a Predicted by TALOS+ [63]. b Calculated by MOLMOL [64]. c Calculated by Ramachandran 1104 

Plot Analysis (mordred.bioc.cam.ac.uk/~rapper/rampage.php). 1105 

 1106 
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FIGURES 1107 

Figure 1. PaDBS1R6 activity against P. aeruginosa. (A) Minimum inhibitory 1108 

concentration of PaDBS1R6 against P. aeruginosa strains. (B) Flow cell analysis of P. 1109 

aeruginosa PAO1 biofilm formation in the absence and presence of 16 μM of PaDBS1R6. P. 1110 

aeruginosa biofilms were cultivated in minimal medium for 48 h in the presence of 16 μM of 1111 

peptide at 37°C in flow chambers. Biofilms were imaged by widefield fluorescence 1112 

microscopy, using SYTO9 to stain live cells (green fluorescence) and propidium iodide (PI, red 1113 

fluorescence), a normally cell-impermeable stain, to stain compromised cells. The scale bar 1114 

represents 15 μm, and each panel shows xy, yz, and xz dimensions. (C) Recovery of bacterial 1115 

load of the wound from female CD-1 mice infected with P. aeruginosa PA14 after 2 and 4 days 1116 

of infection. The wound was inoculated with ~5×106 CFU of bacteria and treated with 1117 

PaDBS1R6 (64 µM). Values represent the mean ± SD and data were analyzed by one-way 1118 

ANOVA and Bonferroni test: *** p < 0.001 compared to untreated group.  1119 

 1120 

  1121 
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Figure 2. PaDBS1R3 activity against Escherichia coli. (A) Minimum inhibitory 1122 

concentration of PaDBS1R6 against E. coli strains. (B) Fluorescence confocal microscopy 1123 

images of E. coli cells in the absence (control) and presence of PaDBS1R6 (7 and 15 M). 1124 

Images are representative of one assay, with SYTO9 and PI dyes being used for identification 1125 

of viable and membrane compromised cells, respectively. Percentage of viable cells calculated 1126 

from confocal fluorescence microscopy images, using FIJI (ImageJ), by comparing the number 1127 

of green stained cells relatively to the total number present. Values represented were calculated 1128 

for the images presented. (C) Atomic force microscopy images of E. coli cells in the absence 1129 

(control) and presence of PaDBS1R6 (7 M), with 1 h of incubation. Total scanning area of 5 1130 

× 5 m2. (D) Female CD-1 mice infected with ~1 × 108 CFU of E. coli ATCC 8739 and treated 1131 

i.p. with PaDBS1R6 (5 and 10  mg.kg−1), gentamicin (10 mg.kg−1) or PBS 1 h after infection. 1132 

The injections were repeated after 24 h for 3 days. Values represent the mean ± SD and data 1133 

were analyzed by one-way ANOVA and Bonferroni test: *** p < 0.001 compared to untreated 1134 

group.  1135 

  1136 



45 
 

 

Figure 3. PaDBS1R6 peptide-membrane interactions studied by CD, DLS and 1137 

zeta-potential. (A) Comparison of the CD θ signal at 222 nm (local minimum for -helices) 1138 

for different lipid vesicle concentrations. PaDBS1R6 with a constant concentration of 16 M 1139 

(empty circles). Solid lines represent the fitting using Equation 5. Calculated parameters are 1140 

presented in Table 1. (B) DLS hydrodynamic diameter (DH) data of the different lipid vesicles 1141 

with peptide titration. Lipid concentration was kept constant at 200 M. Solid lines represent 1142 

the evolution of DH values. (C) Zeta-potential data for the different lipid vesicles. Lipid 1143 

concentration was kept constant at 200 M upon peptide titration. Values were calculated 1144 

trough the difference between the zeta-potential obtained after peptide addition and the value 1145 

in the absence of peptide (initial value). From this data, partition coefficients were also 1146 

calculated, using the method described elsewhere [65]. Calculated values are represented in 1147 

Table 1. Lipid vesicles used included POPC (black circles), POPC:Chol (70:30) (blue circles), 1148 

POPC:POPG (70:30) (red circles) and POPE:POPG:CL (65:30:05) (green circles). 1149 
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Figure 4. Membrane dipolar potential, lipid packing, and membrane fluidity 1151 

studied after peptide treatment in lipid vesicles and E. coli cells. (A) Membrane dipolar 1152 

potential destabilization studied using di-8-ANEPPS probe. Solid lines represent the fitting 1153 

using Equation 2. Calculated parameters are presented in Table 1. (B) Generalized polarization 1154 

(Gp) values obtained for the different lipid vesicles and E. coli cells. These measurements give 1155 

information about the lipid packing behavior. Values were calculated from the emission spectra 1156 

of Laurdan using Equation 3. (C and D) Anisotropy values obtained with DPH and TMA-DPH, 1157 

respectively. These dyes give information about membrane fluidity and its changes. Values 1158 

were calculated trough Equation 4. Lipid vesicles used included POPC (black circles), 1159 

POPC:Chol (70:30) (blue circles), POPC:POPG (70:30) (red circles) and POPE:POPG:CL 1160 

(65:30:05) (green circles). E. coli cells data are represented by grey circles. 1161 

 1162 
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Figure 5. CD spectra and NMR structures for PaDBS1R6. (A) Circular dichroism 1164 

spectra of 50 M PaDBS1R6 in the presence of 20 mM DPC micelles at different pH values 1165 

(pH 4.0 – black, pH 7.0 – red and pH 10.0 – blue). (B) Backbone superposition of ten structures 1166 

with low energy. In (C), hydrophobic and hydrophilic residues are highlighted in blue and 1167 

green, respectively. (D) Electrostatic surface of PaDBS1R6 in DPC-d38 micelles media. 1168 

Surface potentials were set to ±5 and −1 kT e−1(133.56 mV). Blue indicates positively charged 1169 

and white nonpolar ones. 1170 

 1171 

  1172 
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SUPPLEMENTARY MATERIAL AND METHODS  1173 

 1174 

Combinatorial checkerboard assay 1175 

In order to evaluate the synergistic effect of the PaDBS1R6 with tetracycline or 1176 

cefotaxime, microdilution technique modified for the checkerboard test was performed 1177 

according to the methodology described by Pillai and Moellering [20]. For the evaluation of 1178 

the interaction between the different treatments, the fractional inhibitory concentration index 1179 

(FICI) was calculated. With this method, synergism is defined as an FICI of ≤ 0.5, no interaction 1180 

will be defined when FICI from 0.5 to 4.0, and antagonism will be defined as an ICIF of above 1181 

4.0 [21]. 1182 

 1183 

  1184 
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SUPPLEMENTARY TABLES AND FIGURES 1185 

Supplementary Table 1. Minimum inhibitory concentration of PaDBS1R6 against Gram-1186 

negative and Gram-positive bacteria. 1187 

  PaDBS1R6 

Organism MIC (µM) 

Gram-negative bacteria 
 

Carbapenem-resistant Klebsiella pneumoniae 3259271 16 

Gram-positive bacteria 
 

Staphylococcus aureus ATCC 25923 64 

Methicillin-resistant Staphylococcus aureus 713623 >64 

 1188 

 1189 

  1190 
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Supplementary Table 2. Synergy among peptides expressed as the FIC index (FICI). The FICI 1191 

is calculated from the equation: 𝐹𝐼𝐶𝐼 =  
[𝐴]

𝑀𝐼𝐶𝐴
+

[𝐵]

𝑀𝐼𝐶𝐵
, where MICA and MICB are the MICs of 1192 

the peptide or the antibiotic alone, and [A] and [B] are the MICs in combination. The numbers 1193 

in parentheses are the MICs in combination, with the first number corresponding to the peptide 1194 

indicated in the column and the second one corresponds to the antibiotic indicated on the line. 1195 

FICI ≤ 0.5 denotes synergism, >0.5–4 denotes indifference, and >4 denotes antagonism. 1196 

Combination 
PaDBS1R6 

FICI Interpretation 

Tetracycline 1 (8/64) Indifference 

Cefotaxime 
0.75 

(8/4) (4/8) 
Indifference 

 1197 

 1198 

  1199 
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Supplementary Figure 1. MALDI-TOF mass spectrum of peptide PaDBS1R6, obtained in 1200 

positive ionization mode, using α-cyano-4-hydroxycinnamic acid as MALDI matrix. 1201 

 1202 

  1203 
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Supplementary Figure 2. Circular dichroism spectra of PaDBS1R6 in different media and pH 1204 

environments. Peptide concentration was kept constant at 50 µM. 1205 

 1206 

  1207 
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Supplementary Figure 3. Circular dichroism spectra obtained for PaDBS1R6 (16 M) in the 1208 

absence (A) and presence of different lipid vesicles (B – E). Lipid concentration varied from 0 1209 

to 1.5 mM, in order to study the membrane affinity. Lipid vesicles studied included POPC (B), 1210 

POPC:Chol (70:30) (C), POPC:POPG (70:30) (D) and POPE:POPG:CL (65:30:05) (E). 1211 

 1212 

  1213 
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Supplementary Figure 5. Chemical shift index (A) and NOE connectivity pattern (B) for 1214 

PaDBS1R6 in DPC-d38 micelles. Line thickness is inversely proportional to the squared upper 1215 

distance bound. Ambiguous assignments due to peak overlap were drawn in grey boxes (C). 1216 

1H-1H NOESY spectrum, fingerprint of region Hα–HN, obtained with 2 mM of PaDBS1R6 in 1217 

200 mM of DPC-d38 micelles at pH 7.0, in PBS. Thus implying that peptide-membrane 1218 

interactions did not occur and did not promote any structural changes under these conditions. 1219 

 1220 
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4 DISCUSSÃO 

 

As bactérias MDR são reconhecidas como um dos mais importantes problemas 

de saúde pública atuais, sendo consideradas uma das maiores ameaças à saúde 

humana em todo o mundo. A OMS tem relatado a urgência do desenvolvimento de 

novas alternativas para o tratamento de microrganismos MDR, aparecem na lista de 

prioridades as bactérias Gram-negativas Acinetobacter baumannii, resistente a 

carbapenêmicos; Pseudomonas aeruginosa, resistente a carbapenêmicos; e 

Enterobacteriaceae, resistente a carbapenêmicos, produtoras de betalactamases de 

espectro estendido (ESBL) [4,7]. 

As novas alternativas têm sido frequentemente baseadas no reconhecimento 

de conceitos antigos. Esses conceitos tem sugerido que os organismos procariontes 

produtores de mecanismos de defesa sofisticados (antibióticos) foram selecionados 

há bilhões de anos, ou seja, a resistência é possivelmente o principal resultado da 

adaptação bacteriana a eras de exposição a antibióticos [66]. Sendo assim, algumas 

implicações fundamentais neste cenário foram descritas, por exemplo, além do poder 

curativo dos antibióticos, seu uso naturalmente seleciona populações de bactérias 

resistentes pré-existentes na natureza. Além disso, não é apenas o uso de antibióticos 

“inapropriado” que seleciona a resistência. Em vez disso, a velocidade com que a 

resistência se espalha é impulsionada pela exposição microbiana a todos os 

antibióticos, seja ela apropriadamente prescrita ou não. Assim, mesmo que todo o uso 

inapropriado de antibióticos fosse eliminado, as infecções resistentes a antibióticos 

ainda ocorreriam (embora com menor frequência) [67].  

Pode-se especular que após bilhões de anos de evolução, os micróbios 

provavelmente selecionaram antibióticos contra todos os alvos bioquímicos que 

podem ser atacados - e, necessariamente, desenvolveram mecanismos de resistência 

para proteger todos esses alvos bioquímicos [67]. Em um estudo realizado em 2012 

por Bhullar e colaboradores, foi possível observar que a resistência generalizada aos 

antibióticos, está também presente em bactérias encontradas em cavernas 

subterrâneas que haviam sido geologicamente isoladas da superfície do planeta por 

4 milhões de anos. Ou seja, a resistência foi encontrada até mesmo para antibióticos 

sintéticos que não existiam na Terra até o século XX [68]. 

Diante deste cenário catastrófico os PAMs têm sido propostos como uma 

alternativa aos antibióticos tradicionais [69]. Nas últimas três décadas um grande 
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número de PAMs foram isolados, resultando em um grande número de estudos de 

atividade biológica e função estrutural. Têm sido consenso que uma estrutura em alfa-

hélice anfipática parece ser um motivo necessário para a atividade antimicrobiana do 

peptídeo, em vez de uma sequência peptídica definida [70]. Tornou-se cada vez mais 

claro que, no contexto deste motivo anfipático catiônico, existem sequências de 

aminoácidos primários, testados pela evolução [71], que determinam a especificidade 

de alvos microbianos [72,73]. Partindo dessa premissa novos peptídeos e seus 

derivados têm sido gerados e aperfeiçoados continuamente a fim de obter um 

peptídeo que seja eficaz para o tratamento de infecções causadas por microrganismos 

MDR.  

Os PAMs apresentam um amplo espectro de atividade, possuindo como alvo 

principal as membranas bacterianas [74–76] (Figura T1). Diversos peptídeos como 

PaDBS1R1 [45], EcDBS1R5 [77], BP100 [78], Guavanina 2 [10], cecropina A [43]c e 

pepR [65] tem mostrado a importância da membrana celular para suas atividades. 

Entretanto, o mecanismo de ação dos PAMs não se limita a interação com a 

membrana, alguns peptídeos apresentam como alvo estruturas intracelulares, como 

os peptídeos TC19, TC84 e BP2 [79], o modelo de como ocorre essa interação entre 

o peptídeos e membrana foram mostrados na introdução. Mesmo esses peptídeos 

que apresentam como alvo estruturas intracelulares, precisam de algum tipo de 

interação com a membrana celular para que alcancem seus alvos. Além de ação 

contra membrana de células bacterianas, diversos peptídeos tem sido estudados com 

objetivo de buscar moléculas ativas contra células tumorais [7]. Dessa forma, as 

características biofísicas dos PAMs contribuem para sua habilidade de agir contra 

diversos alvos justificando o porquê da seletividade de algumas moléculas [7,80–82]. 

Nos últimos anos, pesquisadores têm se esforçado para desenvolvimento de 

PAMs com uso clinicamente relevante, porém, nenhum novo antibiótico projetado a 

base de PAMs foi liberado para comercialização [56]. Entretanto, vários PAMs ou seus 

derivados podem ser encontrados em estágio pré-clínico e clínico de desenvolvimento 

[56]. Alguns exemplos são: (1) a LL-37 que se encontra em estágio clinico fase II de 

desenvolvimento; (2) o Novexatin, um derivado de defensina humana, que também se 

encontra em estágio clinico fase II; o PXL01 e hLF1-11 que são derivados de 

lactoferricina e também se encontram em estágio clinico fase II [9]. Para que a 

população tenha acesso a um novo medicamento é preciso que sejam feitos ensaios 

pré-clínicos e clínicos que comprovem a segurança e eficácia desse tratamento. Os 
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ensaios clínicos são realizados em humanos e servem para chegar a conclusões 

precisas sobre a segurança e benefícios desses novos candidatos a medicamentos. 

Entretanto, antes de um candidato chegar a ensaios clínicos é necessário que este 

seja aprovado em ensaios pré-clínicos. O ensaio pré-clínico envolve a avaliação de 

possíveis intervenções terapêuticas usando ensaios in vitro, ex vivo e in vivo utilizando 

animais. Os sistemas vivos são complexos apresentando dificuldade no estudo de 

mecanismos e interações especificas. Estudos in vivo oferecem uma visão sistêmica 

da utilização do produto [83]. Neste trabalho foram realizados ensaios pré-clínicos in 

vitro (teste contra bactérias, ensaios de biofísica e RNM) e in vivo (utilização de 

camundongos para determinar o efeito in vivo do peptídeo PaDBS1R6). 

Inicialmente, os PAMs foram isolados a partir de fontes naturais, porém, na 

última década o desenho racional de peptídeos tem se mostrado uma estratégia para 

a geração de moléculas seletivas utilizando inteligência artificial e bioinformática 

[10,62]. Os métodos computacionais utilizados são capazes de reduzir tempo e custo 

para o desenho e síntese de novos compostos quando comparados aos métodos 

convencionais de isolamento e caracterização de PAMs naturais estimulando dessa 

forma o investimento para o desenvolvimento de novas moléculas, que podem chegar 

ao uso clínico. Outra vantagem vinculada ao desenho racional de peptídeos é a 

capacidade de melhoria na atividade citotóxica, redução do tamanho da molécula 

(facilitando e barateando a síntese química) e o aumento da atividade antimicrobiana 

[10,84].  

O algoritmo Joker consiste em um método de desenho racional que se baseia 

na inserção de padrões rígidos em uma sequência precursora de um peptídeo. 

Previamente à utilização do Joker, algumas sequências foram selecionadas, no 

Protein database do NCBI, de acordo com algumas características (presença do 

padrão ou motivo A (KK[ILV]xxx[ILVA]) e 18 resíduos de aminoácidos). Essa busca 

no banco peptídeos resultou em seis sequências (EcDBS1, MmDBS1, PaDBS1, 

PcDBS1, PyDBS1 e TcDBS1), as quais foram submetidas ao desenho racional 

utilizando o algoritmo Joker e cada uma delas gerou nove variantes. O peptídeo 

PaDBS1R6 foi um dos peptídeo desenvolvidos por esse método [62]. Esses peptídeos 

foram inicialmente testados contra P. aeruginosa bioluminescente, PaDBS1R6 foi o 

peptídeo selecionado para este trabalho por ter tido uma atividade promissora contra 

essa bactéria, apresentando um dos melhores MICs das moléculas desenhadas [62]. 
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O screening inicial da atividade biológica tem sido considerado essencial para 

começar a se ter acesso a eficiência do PAM [85–87].  

O peptídeo PaDBS1R6 apresentou uma atividade promissora quando testado 

contra bactérias Gram-negativas, uma vez que inibiu o crescimento de E. coli e 

P. aeruginosa em pelo menos 4 vezes mais quando comparado com as cepas de 

bactérias Gram-positivas testadas, S. aureus e S. aureus MRSA. Esse peptídeo 

apresentou MIC de 16-8 µg.mL-1 contra cepas de P. aeruginosa, de 8 µg.mL-1 contra 

cepas de E. coli, incluindo E. coli resistente a carbapenêmicos. Já quando testado 

contra S. aureus, apresentou MIC de 64 µg.mL-1 contra ATCC 25923 e MIC 

<64 µg.mL-1 quando testado contra S. aureus MRSA. Sugerindo dessa forma uma 

atividade seletiva dessa molécula para bactérias Gram-negativas. Uma das hipóteses 

para essa atividade seletiva contra bactérias Gram-negativas pode ser associada ao 

screening realizado contra P. aeruginosa. Como a seleção foi feita escolhendo o 

peptídeo que apresentou melhor atividade contra essa bactéria, podemos ter 

selecionado um peptídeo seletivo contra essa classe de bactérias.  

Diversos trabalhos tem demonstrado que peptídeos sintéticos também 

apresentaram uma seletividade contra bactérias Gram-negativas, incluindo os 

peptídeos DP 2 - 11, os quais foram testados contra E. coli ATCC 25922 e 

P. aeruginosa PAO1. O peptídeo DP 3 por exemplo, apresentou o melhor MIC contra 

E. coli ATCC 25922 (8 µg.mL-1), enquanto os peptídeos DP 5, DP 7, DP 8 e DP 11 

apresentaram os melhores MICs contra P. aeruginosa (16 µg.mL-1) [88]. Outro estudo 

utilizando o peptídeo sintético 35409 demonstrou MIC de 22 μM E. coli ML35 contra e 

de 44 μM contra P. aeruginosa ATCC 15442 [89]. Além desses, outro peptídeo 

desenhado por esse mesmo algoritmo também apresentou uma atividade contra 

bactérias Gram-negativas, o peptídeo PaDBS1R1 foi desenhado pelo Joker, 

sintetizado e testado contra diversas cepas bacterianas, demonstrando que peptídeos 

criados por desenho racional representam uma real alternativa no tratamento de 

infecções [45].  

Na tabela T1, abaixo, são apresentadas as sequências dos peptídeos: PaBDS1 

(peptídeo parental); e PaDBS1R6. Nessa tabela, pode-se visualizar a diferença 

significativa entre os MICs dessas moléculas. PaDBS1 não apresentou atividade 

antimicrobiana enquanto PaDBS1R6 apresentou atividade antimicrobiana contra 

E. coli e baixa atividade contra S. aureus. Se as sequências desses peptídeos forem 

comparadas entre si, algumas variações são possíveis de serem visualizadas 
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sugerindo motivos para as diferentes atividades antimicrobianas. No peptídeo 

PaDBS1R6 a PRO7 foi substituída por uma LYS7, a GLY9 foi substituída por uma LYS9, 

as ALA15 e ALA16 foram substituídas respectivamente por LYS15 e ILE16. O aumento 

do caráter polar desse peptídeo pode ser um dos fatores responsáveis pelo aumento 

da atividade do peptídeo quando comparado com o peptídeo parental.  

 

Tabela T1 – tabela correlacionando o nome, a sequência e a atividade dos peptídeos PaBDS1, 
PaDBS1R1 e PaDBS1R6.  

Peptídeo Sequência 
MIC 

Referência 
E. coli S. aureus 

PaDBS1 -MARNKPLGKKLRLAAAFK >256 (µg.mL-1) >256 (µg.mL-1) [49] 

PaDBS1R6 PMARNKKLLKKLRLKIAFK 8 (μM) 64 (μM) Este trabalho 

 

Utilizando os dados de MIC, foi calculado o índice de seletividade dessa 

molécula. O índice de seletividade é análogo ao índice terapêutico segundo o Food 

and Drug Administration (FDA) o índice de seletividade indica quando uma molécula 

é segura o suficiente para ser comercializada [10]. O FDA é o órgão dos Estados 

Unidos da América, criado em 1982, que tem como função a aprovação e o controle 

de alimentos e medicamentos que serão comercializados no país, sendo um dos 

órgãos de fiscalização de medicamentos mais respeitáveis no mundo [90]. Quanto 

maior o valor do índice de seletividade, mais seguro é o produto. Para o peptídeo 

PaDBS1R6 esse índice foi calculado apresentando o valor de 17,85, esse valor indica 

que essa molécula é um candidato em potencial para desenvolvimento de um novo 

fármaco já que é preciso uma dose 17 vezes mais alta que a dose terapêutica para 

que o peptídeo apresente uma atividade tóxica [10,91]. Outros peptídeos também 

tiveram seus índices de seletividade calculados. O peptídeo PaDBS1R1, já 

previamente citado, apresentou um índice de seletividade de 6,1 [45], enquanto o 

peptídeo guavanina 2 apresentou um índice de seletividade de 23,93 [10]. 

Demonstrando assim que o peptídeo PaDBS1R6 se mostrou mais seguro para uso 

em animais quando comparado com o peptídeo PaDBS1R1. 

Este dado juntamente com o fato de o peptídeo PaDBS1R6 não ter 

apresentado atividade hemolítica nas doses testadas demonstram a segurança na 

utilização da molécula, dessa forma, nós verificamos a atividade dessa molécula em 

dois modelos in vivo para análise da sua atividade biológica. O primeiro dos modelos 

utilizados nesse trabalho foi contra P. aeruginosa, um patógeno amplamente 

associado a IrAS [27,28]. Por ser uma bactéria normalmente associada a infecções 
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em feridas cirúrgicas o modelo selecionado para o teste contra ela foi o modelo de 

infecção cutânea. O segundo modelo utilizado foi o de infecção sistêmica contra E. 

coli. Essa bactéria foi selecionada para esse modelo por ser uma das grandes 

responsáveis por infecções sistêmicas nos serviços de saúde [20,21]. 

O modelo de infecção cutânea utilizando P. aeruginosa PA14 demonstrou que 

uma dose de 64 µM do peptídeo foi capaz de reduzir a carga bacteriana em 

aproximadamente 103 CFU.mL-1 nos animais tratados, após dois dias da infecção. 

Esse mesmo modelo foi utilizado previamente para demonstrar a atividade do 

peptídeo guavanina 2 [10] que apresentou uma redução de aproximadamente 103 

CFU.mL-1 após 4 dias de infecção na menor dose testada (6,25 µg.mL-1). Outro 

peptídeo que apresentou atividade quando testado em modelo similar a esse foi o 

EcDBS1R5, esse peptídeo sintético criado por desenho racional de peptídeo, 

utilizando o algoritmo Joker, e teve uma redução de aproximadamente 102 CFU.mL-1 

após dois dias da infecção [77]. Esses dados demonstram que, assim como os 

peptídeos guavanina 2 (~103 CFU.mL-1) e EcDBS1R5 (~102 CFU.mL-1), o peptídeo 

PaDBS1R6 (~103 CFU.mL-1) apresentou atividade antipseudomonas in vivo. 

Além da possibilidade de uso tópico, utilizamos um modelo de infecção 

sistêmica, onde a cepa E. coli ATCC 8739 foi utilizada para determinar se esse 

peptídeo também seria efetivo nesse tipo de infecção. Dessa forma, demonstramos 

que o peptídeo PaDBS1R6 também apresentou uma eficiente redução da carga 

bacteriana nos animais tratados, reduzindo a carga para aproximadamente 

104 CFU.mL-1, apresentando resultados similares ao da gentamicina (controle 

positivo). Outros peptídeos já foram testados nesse modelo, como a Clavanina MO, 

um peptídeo desenvolvido através de modificações da Clavanina A, que mostrou uma 

redução da carga bacteriana para menos de 10 CFU.mL-1 nos animais contaminados 

por E. coli tratados durante 7 dias [92]. Diferenças entre os experimentos dificultam a 

comparação, o peptídeo Clavanina MO apresentou uma atividade mais significativa, 

porém o tratamento foi realizado durante 7 dias, enquanto o experimento realizado 

com PaDBS1R6 apresentou dose única de tratamento. 

Depois de demonstrar as atividades de PaDBS1R6 in vitro e in vivo, estudos 

de interação peptídeo – membrana e estrutura do peptídeo foram realizados para 

tentar determinar a relação entre a sua estrutura e a função. Embora seja conhecido 

que os PAMs interajam primeiramente com seus alvos através da interação 

eletrostática com membranas (Figura T1), o mecanismo de ação dessas moléculas 
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não está totalmente elucidado [93,94]. Técnicas de biofísica são ferramentas uteis 

para rastrear propriedades físico-químicas essenciais para o mecanismo de ação de 

PAMs [95]. Dessa forma, para estudar as alterações biofísicas que o peptídeo pode 

induzir em diferentes tipos de membranas, estudos com vesículas lipídicas também 

foram realizados [43].  

A utilização de modelos que mimetizam membranas biológicas podem fornecer 

informações importantes sobre as interações de peptídeos interagindo com a 

membrana [7]. Inicialmente, foram realizados experimentos utilizando vesículas 

lipídicas, nesse trabalho utilizamos vesículas zwiteriônicas (POPC e POPC:Chol 

70:30) e vesículas que mimetizam membranas de bactérias (POPC:POPG 70:30 e 

POPE:POPG:CL 65:30:05). Percebeu-se, nesse experimento, a preferência de 

PaDBS1R6 por vesículas constituídas por POPE:POPG:CL (65:30:05), que 

mimetizam a membrana bacteriana de bactérias Gram-negativas [96,97]. Utilizando 

dicroísmo circular e estudos de potencial zeta, foi possível calcular a constante de 

afinidade e de partição, confirmando a preferência dessa molécula por vesículas 

lipídicas de carga negativa contendo cardiolipina (CL). CL é um lipídeo essencial para 

diversos processos celulares [97,98]. Alguns trabalhos têm demonstrado a relevância 

desse lipídeo para a atividade de PAMs, dentre eles podemos destacar os peptídeos 

BP100, cecropina A e pepR [99,100]. Os autores desses trabalhos demonstram que 

esses peptídeos interagem com CL promovendo o rompimento da membrana 

bacteriana, liberando assim o conteúdo intracelular e levando a morte celular [99,100].  

Para verificar como o peptídeo age em células vivas, uma microscopia de força 

atômica foi realizada com células de E. coli tratadas com PaDBS1R6. Nesse 

experimento foi possível visualizar a formação de vesículas e do conteúdo intracelular 

sendo liberados próximos as regiões apicais. Além disso, estudando o diâmetro 

hidrodinâmico de vesículas lipídicas por DLS, observamos um perfil de agregação em 

vesículas contendo CL. Dessa forma, além das interações eletrostáticas entre 

PaDBS1R6 e fosfolipídios carregados negativamente, a presença de CL parece ser 

também um determinante para a atividade antibacteriana desse PAM [101,102]. Os 

peptídeos Ctn e Ctn[15-34] também apresentaram ação sobre a membrana causando 

rompimento na membrana de células de E. coli quando estudados por microscopia de 

força atômica [103]. Esse extravasamento de conteúdo citoplasmático, observado 

após o tratamento com os peptídeos, parece estar de acordo com um mecanismo 
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lítico de ação. Esses peptídeos (Ctn e Ctn[15- 34]) também apresentam uma atividade 

associada a interação com CL [103]. 

Para tentar entender os mecanismos pelos quais PaDBS1R6 atua na 

membrana foram estudadas as propriedades de interação peptídeo-membrana nas 

vesículas lipídicas e nas células vivas de E. coli [95,104]. Esses experimentos 

revelaram que esse PAM modifica o potencial dipolar e a fluidez da membrana em 

células vivas de E. coli, especialmente dentro da membrana interna. Mais uma vez, 

esses resultados juntamente com a ausência de mudanças significativas nas 

vesículas sem CL, destacam a necessidade de uma proporção de CL para a melhor 

atividade do peptídeo. De fato, essa correlação é observada com uma quantidade de 

5% de CL nas vesículas e, provavelmente, nas membranas bacterianas.  

As células bacterianas Gram-negativas podem ser compostas por 5 – 30 % de 

CL variando de acordo com a cepa bacteriana e com o estado de crescimento dessa 

bactéria [97,105] além de possuírem na membrana moléculas de POPG e POPE, 

enquanto células Gram-positivas apresentam uma variação significativa na 

composição de suas membranas. As bactérias Gram-positivas possuem outros 

componentes em suas membranas, que poderiam participar da atividade 

antimicrobiana de peptídeos, como porinas, lipoproteínas ou ácidos teicóicos [106–

108], esse excesso de componentes celulares pode interferir na atividade de 

PaDBS1R6, sugerindo um motivo para que o peptídeo seja ativo contra Gram-

negativa e não tão ativo contra Gram-positivas. PAMs ativos contra bactérias Gram-

positivas, normalmente, tem sua atividade por algum tipo de interação com 

peptideoglicano. Entretanto peptídeos ativos contra Gram-negativas tem suas 

atividades relacionadas a interação com a membrana celular. Como bactérias Gram-

positivas tem uma parede celular antes da membrana plasmática, muitos desses 

peptídeos não conseguem alcançar a membrana dessas células com tanta eficiência 

quando comparada a interação com a membrana de Gram-negativas [109,110]. Como 

dito anteriormente, as membranas bacterianas de células Gram-positivas contêm uma 

grande quantidade de lipídeos carregados negativamente (PG e CL), mas também 

apresentam um derivado carregado positivamente de PG, Lisil-PG, onde um resíduo 

de lisina é ligado ao PG. Ao contrário das membranas de Gram-positivas, as de Gram-

negativas são altamente enriquecidas em PE, possuindo uma quantidade significativa 

de lipídeos carregados negativamente [107,111]. Tem sido sugerido que existem 

domínios ricos em CL nas membranas de células Gram-negativas e peptídeos 
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antimicrobianos catiônicos podem perturbar a permeabilidade da bicamada induzindo 

a separação de fases em membranas contendo PE e CL [111,112]. Um trabalho 

realizado com Colestina mostrou que essa molécula pode induzir a heterogeneidade 

lateral da membrana por agrupamento de lipídeos aniônicos na presença de alto 

conteúdo de PE, como na membrana de Gram-negativas, mas não é capaz de agir 

em baixo conteúdo de PE, como em Gram-positivas [111]. Além disso, quando a CL 

está presente nas vesículas lipídicas, ela não está concentrada em nenhuma região 

específica do lipossoma, ao contrário do que é encontrado nas células bacterianas 

[97,98,113].  

A diferença entre a membrana bacteriana e a membrana de células 

eucarióticas, também é relevante, já que pode ser um dos motivos do peptídeo 

PaAMP1R6 apresentar atividade antibacteriana, mas não apresentar atividade 

hemolítica. A figura T3 foi desenvolvida por Kumar (2018) e representa a composição 

de membranas animais e bacterianas, pode-se visualizar que compostos aniônicos 

estão presentes tanto na parte interna quanto externa das membranas bactérias. A 

membrana externa da bicamada bacteriana é composta principalmente por lipídeos 

carregados negativamente como PG e CL, enquanto a membrana externa das células 

de eucariotos é composta por fosfolipídios zwiteriônicos, como PC e esfingomielina e 

compostos neutros como colesterol. Dessa forma, PAM carregados positivamente 

podem apresentar fortes interações eletrostáticas com lipídeos de membranas 

bacterianas, carregados negativamente [41].  
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Figura T3. Interação de peptídeo antimicrobiano com membranas de células de animais 
(direita) e células bacterianas (esquerda). *Adaptado de Kumar (2018). 

 

 

De acordo com os resultados mostrados, podemos inferir que o peptídeo 

PaDBS1R6 pode atravessar a membrana externa das células de bactérias Gram-

negativas e promover a desestabilização da membrana interna, levando assim a 

ruptura da membrana e consequentemente a morte celular. Dessa forma, CL, e outros 

componentes da membrana, podem estar contribuindo para a ação do peptídeo, no 

entanto é importante considerar as propriedades do próprio peptídeo que podem ser 

essenciais para a atividade antibacteriana. A carga global positiva e o alto conteúdo 

hidrofóbico são características típicas dessa classe de moléculas, mas sua estrutura 

antes e após interação com membranas ou células bacterianas pode determinar sua 

afinidade por membranas [80,114,115]. 

A membrana celular é composta principalmente por fosfolipídios, que são 

compostos por um grupo hidrofílico, a cabeça do fosfolipídio, e cadeias hidrofóbicas 

formando as caudas, essa característica permite a formação de lipossomas ou da 

bicamada de membrana em condições aquosas. Os PAM interagem com os 

fosfolipídios de membrana principalmente através de forças eletrostáticas ou 

hidrofóbicas responsáveis pela formação das estruturas secundárias em α-hélice ou 

folha–β [116]. O estudo inicial da estrutura de PaDBS1R6 confirmou a tendência do 

peptídeo de adotar uma conformação helicoidal em meio hidrofóbico, mas uma 
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estrutura em random coil em meios aquosos. Peptídeo em estrutura de α-hélice são 

comuns na natureza. Como citado acima, as vesículas lipídicas promovem o arranjo 

peptídico em estrutura helicoidal, com o grau de helicidade correlacionado à afinidade 

do peptídeo pelas membranas, por exemplo, mais estruturas helicoidais foram 

observadas para as vesículas lipídicas mais próximas das membranas bacterianas.  

As interações e os comportamentos já foram previamente descritas para PAMs 

altamente anfipáticos, que possuem uma estrutura bem definida após interação com 

membranas, demonstrando também que outras propriedades físico-químicas também 

desempenham um papel fundamental na flexibilidade de conformação e, portanto, 

atividade antimicrobiana do peptídeo [117–119]. Esses peptídeos estão, geralmente, 

não estruturados (random coil) em um solvente aquoso, apenas na presença de 

membranas, eles se dobram em α-hélices anfipáticas. Quando o PAM entra em 

contato com a membrana carregada negativamente, ele se liga à sua superfície 

através da face polar da estrutura, formando a α-hélice [120,121]. Cardoso e 

colaboradores (2018), descreveram um peptídeo também desenvolvido pelo algoritmo 

Joker, EcAMP1R5. Nesse trabalho eles associaram a atividade do peptídeo à 

interação dos aminoácidos catiônicos (Lys3, Lys6, Lys14 e Arg10) com os lipídeos 

aniônicos da membrana bacteriana, sendo essa interação responsável pela transição 

da estrutura de randon coil para α-hélice [77]. 

O peptídeo BP 100 e seus análogos ganham estrutura depois de interagir com 

lipossomas, especialmente os carregados negativamente [78]. A guavanina 2, outro 

peptídeo sintético, também é estabilizada após interação com as membranas, essa 

estabilidade provavelmente contribui para sua função biológica [10]. O peptídeo 

PaDBS1R1 também apresenta estrutura definida como α-hélice após interação com 

a membrana lipídica [45]. Os PAMs apresentam uma composição diversificada de 

aminoácidos em suas sequências peptídicas, essa organização de aminoácidos foi 

inicialmente foco de investigação de pesquisadores para descobrir como os PAMs 

funcionam [40]. Porém, tem sido verificado que a atividade antimicrobiana dessas 

moléculas não depende de sequências especificas de aminoácidos, mas sim de sua 

composição geral (básico, ácidos, alifáticos ou aromáticos) e das suas características 

físico-químicas [60,122].  

As características físico-químicas são intrínsecas a aminoácidos específicos e 

alterações sutis podem levar a diferenças funcionais importantes, afetando a 

capacidade desses peptídeos de matar microrganismos ou alterando seu perfil de 
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toxicidade [40]. A carga líquida também era considerada o parâmetro primordial para 

explicar a atividade biológica dos PAM [123], porém, diversos trabalhos vem 

mostrando que a anfipaticidade é um requisito importante para a atividade biológica 

de PAM catiônicos que se estruturam em α-hélice [121,124]. Hollmann e 

colaboradores (2017), fizeram alterações na estrutura de um peptídeo modelo que 

possui estrutura em α-hélice, essas alterações focaram na mudança da anfipaticidade 

dessa molécula. Esses pesquisadores substituíram duas lisinas, uma por tirosina e 

outra por leucina [125,126]. Essas novas sequências apresentavam atividade muito 

diferentes em membranas. Um desses peptídeos exibia uma face hidrofóbica continua 

e uma face hidrofílica rompida, essas características impediram que o peptídeo 

apresentasse atividade antimicrobiana e induziu a atividade hemolítica [126]. 

Substituições de aminoácidos desse peptídeo, transformando-o em antipático, essas 

mudanças geraram um aumento da atividade antimicrobiana e reduziram 

consideravelmente a atividade hemolítica [125,126]. Dessa forma, esses 

experimentos demonstraram que o peptídeo PaDBS1R6 sai de uma conformação 

aleatória (random coil) para conformação de α-hélice quando em contato com lipídeos 

carregados negativamente, sendo essa mudança fundamental para a atividade 

antimicrobiana do peptídeo. 

Outros trabalhos também relatam exemplos de PAMs que perdem sua 

estrutura secundária após interação com membranas, sem necessariamente perder 

sua atividade biológica. O peptídeo rBPI21 exibiu uma estrutura secundária bem 

definida em folha-β e α-hélices quando em tampão, perdendo-a após interação com 

membranas, porém, nesse caso, a desestabilização da estrutura permitiu a inserção 

do peptídeo dentro das membranas alvo, contribuindo assim para sua função [127]. A 

diferença na sequência entre PaDBS1R6 e rBPI21 é responsável pela alteração na 

atividade dessas moléculas, já que a interação dos aminoácidos polares de 

PaDBS1R6 com a membrana bacteriana depende de um rearranjo de sua 

conformação, formando a α-hélice, enquanto rBPI21 não apresenta essa alteração na 

estrutura.  

A maioria dos nossos conhecimentos do modo de ação dos PAMs vem do 

estudo biofísico em membranas modelos. Nos últimos anos, algumas técnicas 

tipicamente aplicadas a membranas modelos passaram a ser aplicadas em bactérias, 

como potencial zeta e abordagens fluorescentes [121]. Em 2010, um artigo publicado 

utilizando os peptídeos BP100 e pepR mostrou a correlação entre a susceptibilidade 
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antimicrobiana e a neutralização da carga superficial bacteriana utilizando potencial 

zeta em E. coli. Outras informações sobre o mecanismo de ação contra E. coli desses 

peptídeos foram possíveis utilizando imagens por microscopia de força atômica [99]. 

Em 2015, Malgieri e colaboradores publicaram um trabalho utilizando um análogo da 

temporina 1b, explorando a interação dessa molécula com células Gram-negativas. 

Para isso eles utilizaram dicroísmo circular para obter informações sobre a estrutura 

secundária que esse peptídeo apresentava quando em contato com as células 

bacterianas, demonstrando que essa técnica é adequada para estudo da interação 

peptídeo com células de E. coli. Nesse trabalho, RNM também foi utilizada para 

estudos estruturais da interação desse peptídeo com membrana [128].  

Técnicas de RNM no estado sólido são frequentemente usadas para 

caracterizar interações entre peptídeo e membrana [129]. No presente trabalho, para 

entender o que acontece com a estrutura de PaDBS1R6 quando o peptídeo interage 

com as membranas, estudos estruturais de RMN foram realizados na presença de 

micelas de DPC, demonstrando que PaDBS1R6 tem uma estrutura anfipática, com 

carga líquida altamente catiônica, com os resíduos de aminoácidos hidrofóbicos 

dispostos em um lado da estrutura α-helicoidal. Esses resultados indicam que, uma 

vez ocorridas interações eletrostáticas, o rearranjo cuidadoso dos resíduos é o que 

permite que o peptídeo se insira na membrana. Outros peptídeos também tiveram sua 

estrutura desvendada por RNM, além da demonstração do seu possível mecanismo 

de ação. Por exemplo, os peptídeos maculatina 1.1 e caerina 1.1, peptídeos isolados 

da secreção de rãs australianas. Os dois peptídeos formam α-hélices longas o 

suficiente para atravessar a bicamada lipídica. Enquanto maculatina 1.1 apresentou 

atividade contra S. aureus, caerina 1.1 apresentou atividade contra E. coli. Os dois 

peptídeos tiveram sua interação com as membranas de respectivas bactérias 

analisadas por RNM [116].  
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5 CONCLUSÃO  

 

Em resumo, os resultados apresentados indicam que, na presença de 

vesículas compostas de membrana semelhante a bactérias, a conformação do 

peptídeo muda de random coil para α-hélice. Nosso trabalho mostra que durante a 

interação peptídeo-membrana, PaDBS1R6 é estruturado em uma α-hélice anfipática, 

que se liga primeiramente às interfaces da membrana por interações eletrostáticas 

entre o peptídeo catiônico e os grupos aniônicos de lipídios na membrana e segundo 

por interações hidrofóbicas entre a face hidrofóbica do peptídeo e da membrana [130]. 

Essa mudança de conformação provou ser fortemente dependente da natureza da 

bicamada lipídica, já que o peptídeo sofreu alteração da sua estrutura apenas quando 

em contato com membranas aniônicas. Além disso, nós demonstramos a seletividade 

dessa molécula contra bactérias Gram-negativas in vitro e in vivo em dois modelos de 

infecção diferentes. Notavelmente, os estudos não clínicos aqui realizados mostraram 

que o PaDBS1R6 é seguro e bem tolerado para aplicação tópica na concentração 

clínica pretendida. Os achados apresentados nesta tese sugerem que o PaDBS1R6, 

um peptídeo criado por desenho racional de peptídeos, utilizando o algoritmo Joker, 

é um PAM seletivo para bactérias Gram-negativas. Esses dados demonstraram uma 

eficácia pré-clínica e perfil de segurança promissores, motivando a pesquisa para que 

esse peptídeo seja um candidato a fármacos para o tratamento local de condições 

infecciosas. 

Porém, estudos com essas moléculas ainda são necessários para tentar 

compreender o mecanismo de ação preciso. Outros dados de farmacocinética e 

farmacodinâmica também podem ser estudados para melhor compreender a forma de 

ação e utilização desse tipo de molécula. Além disso, esse peptídeo serviu para 

demonstrar que a utilização de métodos de desenho racional de peptídeos é benéfica 

por diminuir o custo da purificação de moléculas naturais, além de pré-selecionar os 

candidatos mais prováveis a apresentar atividade antimicrobiana. Dessa forma, o 

desenho de novos compostos é importante para que novos medicamentos que visem 

o tratamento de bactérias multirresistentes possam ser produzidos. 
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6 OUTROS ARTIGOS PUBLICADOS DURANTE O DOUTORADO 

 

Durante o doutorado realizei o aperfeiçoamento de diversos conhecimentos. 

Um deles foi a padronização de metodologias in vivo, principalmente infecção cutânea 

e infecção sistêmica em camundongos. Esse conhecimento foi bastante útil para 

diversas colaborações. Além disso, aprendi a metodologia de checkerboard para 

determinação de interação entre moléculas. Utilizamos essa metodologia para 

verificar se há interação entre antibióticos, entre antibióticos e peptídeos ou entre 

peptídeos. Outra grande contribuição que aperfeiçoei durante o doutorado foi a co-

orientação de alunos de iniciação cientifica. Durante o doutorado co-orientei 6 alunos 

de iniciação cientifica que me auxiliaram no desenvolvimento dos trabalhos além de 

realizarem seus próprios projetos depois de treinados. Outra metodologia que utilizei 

muito durante o doutorado foi a concentração inibitória mínima (MIC) e devido a 

prática e praticidade da metodologia consegui realizar essa metodologia com diversas 

amostras e bactérias ao mesmo tempo. Todos esses conhecimentos e metodologias 

foram úteis para colaborações e participações nos artigos listados abaixo. No artigo 

de Irazazabal e colaboradores (2019), minha colaboração se deu em torno do apoio 

a realização dos MICs, nesse artigo, o peptídeo PaDBS1R1, desenhado pelo 

algoritmo Joker apresentou os melhores MICs entre os peptídeos com os quais já 

trabalhei, variando de 1,5 µM contra bactérias Gram-negativas ATCC e 3 µM contra 

bactérias Gram-positivas, seu MIC mais alto foi contra Enterococcus faecalis (50 µM) 

(IRAZAZABAL et al., 2016). Já no artigo de Porto e colaboradores (2018), minha 

colaboração também girou em torno da realização dos MICs do peptídeo Guavanina 

2 (PORTO, WILLIAM F. et al., 2018). Esse peptídeo apresentou seus melhores MICs 

contra as bactérias E. coli ATCC 25922 (6,25 µM) e A. baumannii ATCC 19606 (6,25 

µM) e seus MICs mais altos contra as bactérias S. aureus ATCC 25923 (100 µM) e 

E. faecalis ATCC 29212 (>100 µM). No artigo de Porto e colaboradores (2018), onde 

o algoritmo Joker foi descrito, a realização dos MICs contra E. coli ATCC 25922 dos 

peptídeos EcDBS1R4 (16 µg.mL-1), EcDBS1R8 (32 µg.mL-1), PaDBS1R5 (8 µg.mL-1), 

PaDBS1R6 (16 µg.mL-1) PcDBS1R1 (64 µg.mL-1) e PyDBS1R8 (16 µg.mL-1) e contra 

S. aureus (dos peptídeos EcDBS1R4 (>256 µg.mL-1), EcDBS1R8 (>256 µg.mL-1), 

PaDBS1R5 (64 µg.mL-1), PaDBS1R6 (128 µg.mL-1), PcDBS1R1 (256 µg.mL-1) e 

PyDBS1R8 (64 µg.mL-1)) foi feita por mim, sendo essa minha colaboração para o 

trabalho (PORTO, WILLIAM F. W.F. et al., 2018). Silva e colaboradores (2017), 
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demonstraram a atividade de um peptídeo chamado Polybia-MPII, da classe dos 

mastoparanos. Nesse artigo, minha colaboração se deu pela realização do MIC desse 

peptídeo contra S. aureus (EC 90 de 2,9 ) e do ensaio de atividade in vivo em modelo 

de ferida cutânea, em que o peptídeo conseguiu reduzir a carga bacteriana (~102 

CFU.mL-1) após 6 dias de uso tópico (5 mg.kg-1) (SILVA, JULIANA C. et al., 2017). No 

artigo de Uppu e colaboradores (2017), minha participação de deu pelo teste de 

checkboard realizado entre o peptídeo Qn- prAP e a tetraciclina in vitro e in vivo. O 

modelo in vivo utilizado foi o de ferida utilizando K. pneumoniae resistente a 

carbapenêmico e a tetraciclina. Nesse modelo, a associação do polímero com o 

antibiótico foi capaz de reduzir a carga bacteriana com a mesma eficiência do controle 

positivo composto por colestina (UPPU et al., 2017). No trabalho de Oliveira e 

colaboradores (2017), a citritina, um composto isolado e purificado, a partir do fungo 

Penicillium citrinum, e caracterizado no artigo teve sua atividade antimicrobiana 

realizada no trabalho, juntamente com a atividade sinérgica com antibióticos de 

relevância clínica (OLIVEIRA et al., 2017). Nesse artigo, o ensaio in vivo foi realizado 

utilizando o modelo de infecção sistêmica utilizando S. aureus resistente a meticilina 

(9,8 mg.kg−1 de cefoxitina com 0,2 mg.kg−1 de citrinina) e Enterococcus faecium 

resistente a vancomicina (23,5 mg.kg−1 de citrinina com 1,5 mg.kg−1 de vancomicina). 

Silva e colaboradores (2016) apresentou um trabalho realizando a caracterização de 

um peptídeo previamente descoberto, a clavanina A (SILVA, O.N.; ALVES; et al., 

2016). Nesse artigo, minha colaboração se deu pela realização dos MICs do peptídeo 

contra S. aureus resistente a meticilina (>64 µg.mL-1) e contra K. pneumoniae 

resistente a carbapenêmicos (>64 µg.mL-1). No mesmo ano, Silva e colaboradores 

(2016) realizaram modificações estruturais na clavanina A, criando a clavanina MO e 

publicaram o artigo com as características dessa nova molécula (SILVA, O.N.; DE LA 

FUENTE-NÚÑEZ; et al., 2016). Nesse artigo, o peptídeo apresentou seu melhor MIC 

contra Bacillus subtilis ATCC6633 (1,5 µM) e E. faecalis ATCC12953 (1,5 µM), sendo 

esses resultados 4 vezes mais baixos quando comparados com os resultados do 

peptídeo modelo (clavanina A). Seu MIC mais alto foi contra S. aureus ATCC29213 

(24 µM), e ainda conseguiu ser 2 vezes menor que o MIC do peptídeo modelo. Além 

disso, a caracterização das propriedades imunomodulatórias dessa molécula também 

foi caracterizada in vitro, esses resultados demonstraram que o peptídeo apresentou 

uma característica anti-inflamatória, por aumentar a produção de IL-10 e reduzir a 

produção de TNF-α. Nesse artigo a atividade in vivo desse peptídeo também foi 
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testada em modelo de infecção sistêmica e o peptídeo apresentou uma taxa de 

sobrevida 20 % maior que o peptídeo modelo.  

Durante a iniciação cientifica eu participei da purificação de caracterização de 

alguns peptídeos da classe dos ciclotídeos, Um dos peptídeos extraídos a partir dessa 

planta foi a parigidin-br3 que foi caracterizada por Pinto e colaboradores (2016) 

(PINTO et al., 2016). Além do auxílio, durante a iniciação cientifica, na padronização 

da metodologia que possibilitou a extração desse peptídeo, nesse artigo eu contribui  

nos ensaios de atividade antitumoral usando cultura de células, nesse caso, as células 

utilizadas foram CACO2 (IC50 de 2,5 μM) e MCF-7 (IC50 de 2,5 μM).  

Durante o doutorado também participei na publicação do artigo com os dados 

do meu mestrado (FENSTERSEIFER et al., 2015). Nesse artigo, os ciclotideos 

cycloviolacina 2 e kalata B2 foram testados contra S. aureus in vitro (cicloviolacina O2 

– 25 μM; kalata B2 50 μM); e in vivo, em modelo de infecção cutânea, onde animais 

tratados com 3 mg kg−1 de cycloviolacin 2 ou kalata B2 apresentaram uma redução 

da carga bacteriana em ~ 102. Outro artigo com dados de experimentos realizados 

durante o mestrado saiu no ano de 2015. Esse artigo foi realizado em colaboração 

com pesquisadores da Austrália, e teve como objetivo caracterizar 10 peptídeos. Suas 

atividades in vivo foram testadas utilizando o modelo de infecção cutânea. Todos os 

peptideos apresentaram alguma atividade, porém o melhor deles foi pYR (3 mg.kg-1) 

que foi capaz de reduzir a carga bacteriana de forma similar ao controle positivo 

(MALIK et al., 2015). Silva e colaboradores (2015), demonstraram a atividade do 

peptídeo clavanina A, minha colaboração para essa publicação foi o auxílio na 

realização dos ensaios in vivo. Nesse artigo, o peptídeo foi testado tanto em modelo 

de infecção cutânea contra S. aureus, onde apresentou uma atividade similar à do 

controle positivo quando na maior concentração, como em modelo de infecção 

sistêmica contra S. aureus e E. coli que apresentou contra as duas bactérias um 

aumento de sobrevida quando comparado com o controle negativo (SILVA, OSMAR 

N et al., 2015). Mandal e colaboradores publicaram em 2014 um artigo onde inibidores 

de β-lactamase foram desenhados, sintetizados e testados. Esse artigo demonstrou 

que esses peptídeos foram capazes de melhorar a atividade de antibióticos quando 

testados in vivo contra bactérias resistentes (MANDAL et al., 2014)..  
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