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SÍNTESE, CARACTERIZAÇÃO, ATIVIDADE BIOLÓGICA E SINÉRGICA DE 

PEPTÍDEOS ANTIMICROBIANOS ANÁLOGOS ÀS BACTERIOCINAS DE 

LEUCONOSTOC MESENTEROIDES TA33a  

 

As leucocinas são peptídeos antimicrobianos, sintetizados no ribossomo de 

bactérias láticas do gênero Leuconostoc que são capazes de inibir 

microrganismos patogênicos e indicadores higiênico sanitários. Este trabalho 

tem como objetivo central, testar a atividade antimicrobiana de peptídeos 

derivados leucocinas em diferentes espécies de microrganismos de interesse na 

área de contaminação alimentar. Para atingir os objetivos, foram projetados 

peptídeos com base na estrutura secundária de Leucocinas A- e B-TA33a, os 

quais foram posteriormente sintetizados pelo método de síntese em fase sólida. 

As purificações dos peptídeos foram realizadas por cromatografia líquida de alta 

eficiência e a caracterização das moléculas por meio de espectrometria de 

massas. O análogo nativo LeuB, apresentou maior porcentagem de inibição de 

crescimento de Salmonella sorovar Typhimurium (71%) e Escherichia coli 

O157:H7 (69%). O análogo LeuA1 apresentou maior inibição contra as bactérias 

Listeria monocytogenes (79%) e Staphylococcus aureus (96%) e o análogo 

LeuAB2 para Pseudomonas aeruginosa (91%). Neste trabalho, evidencia-se 

ação bacteriostática para todos os peptídeos e ação parcialmente sinérgica entre 

os peptídeos LeuB e LeuA1, pelo ensaio de Cherckerboard (∑CIF ≤ 0,75) contra 

Listeria monocytogenes. No ensaio de inibição enzimática o peptídeo LeuB, foi 

capaz de inibir a atividade da enzima DNA Girase e Topoisomerase IV a partir 

de 100 µg/mL e o LeuA1 inibiu a atividade de relaxamento da Topoisomerase IV 

em concentrações a partir de 100 µg.mL-1. Os peptídeos LeuB e LeuA1, 

atingiram 100% de vazamento de CF a concentração de 6,25 µg/ml, no primeiro 

minuto e para o peptídeo LeuAB2 aos 8 minutos houve uma porcentagem de 

vazamento em torno de 80%. Os peptídeos não apresentaram inibição da 

atividade da enzima topoisomerase I humana. No entanto, em concentrações de 

≥ 200 µg/mL, foram capazes de inibir a enzima humana topoisomerase IIα. 

Mesmo assim, o percentual de hemólise dos peptídeos em hemácias humanas 

foi de no máximo 2%, resultados que indicam uma reduzida ação citotóxica em 

células eucarióticas. O análogo LeuA1 apresentou propriedade antioxidante de 

406 µMol em equivalentes de Trolox o que corresponde a 24% de capacidade 

redutora, podendo inibir a deterioração oxidativa nos alimentos. Os espectros de 

dicroísmo demonstraram flexibilidade conformacional predominando estrutura 

de α-hélice em TFE 60% e SDS, para os peptídeos LeuB, LeuA1 e LeuAB2.  

 

Palavras-chave: Peptídeos catiônicos antimicrobianos. Antioxidantes. 

Alimentos-Conservação. Bactérias produtoras de ácido láctico. Bacteriocinas 

 
 

 

 



 

 

 

SYNTHESIS, CHARACTERIZATION AND BIOLOGICAL AND SYNERGISTIC 

ACTIVITY OF ANTIMICROBIAL PEPTIDE ANALOGS TO THE 

BACTERIOCINES LEUCONOSTOC MESENTEROIDES TA33a 

 

Leucocins are antimicrobial peptides, synthesized on the ribosome of lactic acid 

bacteria of the genus Leuconostoc that are capable of inhibiting pathogenic and 

/or deteriorating microorganisms. This work aims to test the antimicrobial activity 

of peptides derived from leucocins in different species of microorganisms of 

interest in food contamination scenario. Peptides were designed based on the 

secondary structure of Leucocin A- and B-TA33a, which were later synthesized 

by the solid-phase synthesis method. Peptide purifications were performed by 

high performance liquid chromatography and the characterization of the 

molecules was performed by mass spectrometry. The native analog LeuB 

showed a higher percentage of growth inhibition against Salmonella sorovar 

Typhimurium (71%) and Escherichia coli O157: H7 (69%). The LeuA1 analog 

showed the highest inhibition against the bacteria Listeria monocytogenes (79%) 

and Staphylococcus aureus (96%) while the LeuAB2 analogue presented highest 

inhibition against Pseudomonas aeruginosa (91%). In this work, the bacteriostatic 

action for all peptides and partially synergistic action between the LeuB and 

LeuA1 peptides were evidenced by the Cherckerboard test (ΣCIF ≤ 0.75) against 

Listeria monocytogenes. In the enzymatic inhibition assay the LeuB peptide was 

able to inhibit the activity of the DNA Girase enzyme from 100 μg / ml and inhibit 

Topoisomerase IV from 100 μg / ml. LeuA1 inhibited the relaxation activity of 

Topoisomerase IV at concentrations of 100 μg.mL-1. LeuB and LeuA1 peptides 

reached 100% CF leaching at 6.25 μg / ml in the first minute and for LeuAB2 

peptide at 8 minutes there was a leakage rate of around 80%.The peptides did 

not show inhibition of the activity of the enzyme topoisomerase I human. 

However, at concentrations of ≥ 200 μg / mL, they were able to inhibit the human 

enzyme topoisomerase IIα. Nevertheless, the percentage of hemolysis of the 

peptides in human red blood cells was lower than 2%, indicating a reduced 

cytotoxic action in eukaryotic cells. The LeuA1 analog presented an antioxidant 

property of 406 μMol in Trolox equivalents, corresponding to 24% reducing 

capacity, which could supply oxidative deterioration in food. Dichroism spectra 

demonstrated conformational flexibility predominating α-helix structure in 60% 

TFE and SDS for the LeuB, LeuA1 and LeuAB2 peptides. 

 

Keywords: Antimicrobial cationic peptides. Food-Preservation. Bacteria 

producing lactic acid. Bacteriocins. Antioxidants 
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1. INTRODUÇÃO 
 
 

1.1. Contaminação de Alimentos 
 

A segurança microbiológica dos alimentos é uma questão de saúde 

pública que se torna cada vez mais importante. Governos em todo o mundo 

estão intensificando seus esforços para garantir a produção de alimentos 

seguros, em resposta ao crescente aumento de doenças transmitidas por 

alimentos (DTAs) (TAYLOR et al., 2012). De acordo com dados atuais do 

Ministério da Saúde (MS)/Sistema de Informação de Agravos de Notificação 

(SINAN) entre os agentes etiológicos responsáveis pelos surtos de DTAs de 

entre os anos de 2007 a 2017 no Brasil, foram 95,9% causado por bactérias, 

como, E. coli, Salmonella spp., S. aureus, B. cereus, Coliformes e Clostridium 

perfringens, 7,7% foram causados por vírus como rotavírus, norovirus e vírus da 

hepatite A, 1,8% por agentes químicos e 1,2% por protozoários (SINAN, 2017).  

O perfil epidemiológico das enfermidades transmitidas por alimentos, 

mudou na última década devido à: expansão dos mercados de consumo, 

globalização econômica, alterações dos hábitos alimentares, aumento no 

consumo de alimentos industrializados ou produzidos fora do lar, intensificação 

da produção, o que dificulta o controle das DTAs pelas autoridades de saúde 

pública (CARDOSO & ARAÚJO, 2003). 

Como exemplo, podemos citar a ocorrência de infecções alimentares em 

seres humanos ocasionadas por microrganismos do gênero Salmonella spp, a 

qual continua sendo um dos principais problemas para a avicultura. A ingestão 

de alimentos e água contendo células viáveis da bactéria é a via mais comum de 

infecção do hospedeiro (OMWANDHO & KUBOTA, 2010). 

Outras bactérias frequentemente envolvidas em infecções alimentares 

humanas são as integrantes do gênero Listeria spp. Entre essas, Listeria 

monocytogenes é a única espécie desse gênero que é patogênica para 

humanos. A listeriose lidera o posto de doenças associadas a alimentos que 

causam maior número de mortes e hospitalizações (91%), envolvendo 

principalmente gestantes, recém-nacidos e pessoas imunocomprometidas 

(EFSA, 2007). 
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Pseudomonas aeruginosa é uma bactéria comumente encontrada no 

ambiente e estabelecimentos processadores de alimentos, sendo associado à 

deterioração de uma grande variedade de alimentos, por ser capaz de sobreviver 

a baixas concentrações de nutrientes e de se multiplicar mesmo sob-refrigeração 

(BATISTA et al., 2014; YASSUNAKA et al., 2014). Alimentos como frutas e 

hortaliças, dentre outros vegetais, podem ser uma fonte de microrganismos 

contendo genes de resistência aos antibióticos, sobretudo quando estes não são 

devidamente higienizados antes do consumo. A preocupação é ainda maior com 

relação aos alimentos consumidos crus, onde já foram encontradas cepas 

resistentes de Pseudomonas aeruginosa (MOKHTARI et al., 2012). 

O principal habitat de Escherichia coli é o trato intestinal dos humanos e 

de outros animais de sangue quente. A maioria dos sorogrupos de Escherichia 

coli faz parte da microbiota comensal do intestino dos mamíferos. No entanto, 

certos sorotipos são patogênicos para o homem e para outros animais, não 

fazendo parte da microbiota intestinal natural. A transmissão das infecções 

causadas por Escherichia coli seguem principalmente três vias: o contato direto 

com animais, o contato com humanos e o consumo de alimentos contaminados 

(PELCZAR et al., 1997). Entre os grupos das E. coli, as enterohemorrágicas 

(EHEC) são consideradas as mais patogênicas para os seres humanos, e podem 

ser transmitidas das fezes do bovino para a água, vegetais ou alimentos de 

origem animal, como o leite e seus derivados, assim como as carnes e seus 

derivados. Um dos maiores pontos críticos para a contaminação de Escherichia 

coli O157:H7 (EHEC) na carne é a evisceração, em que pode ocorrer uma 

contaminação da carcaça, em decorrência do extravasamento do conteúdo 

gastrointestinal, tornando-se a principal via de transmissão para os humanos que 

ingerem a carne mal cozida (NESPOLO et. al., 2014; SHAH et al., 2010). 

Outro microrganismo que pode ser transmitido por alimentos é o 

Staphylococcus aureus, cuja importância epidemiológica está vinculada a graves 

intoxicações alimentares, devido às toxinas que formam durante o 

armazenamento inadequado dos alimentos (SOUZA et al., 2015). 

Staphylococcus aureus é uma bactéria encontrada na mucosa nasal, capaz de 

contaminar as mãos, desempenhando papel importante na disseminação de 

infecções através dos alimentos (ALMEIDA et al., 2016).  

Surtos de DTAs resultam em um grande número de pessoas doentes e o 

"recall" de produtos alimentícios (recolhimento e substituição de lotes de 

http://www.scielo.br/scielo.php?pid=S1808-16572014000300209&script=sci_arttext&tlng=pt#B24
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produtos alimentícios contaminados) pode reduzir a confiança dos 

consumidores, diminuindo a demanda por esses produtos e resultando em 

perdas econômicas significativas para todas as partes da cadeia de 

abastecimento (BERGER et al., 2010).  

Diante do que foi exposto acima, existe uma grande preocupação em 

proteger o alimento e a saúde do consumidor, adotando boas técnicas de 

produção e conservação dos alimentos.  

 

1.2. O uso de bacteriocinas em alimentos 
 

Os estudos envolvendo bacteriocinas começaram em 1925 com Gratia, 

pesquisador que fez a descoberta das colicinas produzidas por Escherichia coli 

(FREDERICQ, 1957). Devido ao seu potencial de aplicação como conservante 

natural, um elevado número de bacteriocinas têm sido identificadas e 

caracterizadas, principalmente aquelas produzidas por bactérias lácticas 

(LEWUS, 1991). As bacteriocinas são peptídeos antimicrobianos sintetizadas no 

ribossomo da maioria das bactérias e que têm a capacidade de inibir o 

crescimento de outras bactérias. Possuem diversas estruturas químicas e o seu 

papel na imunidade inata é essencial. Estes peptídeos são geralmente pequenos 

(3-10 kDa) e são inativados por enzimas proteolíticas. Sabe-se, também, que em 

uma única bactéria, podem ser produzidos diversos peptídeos com estas 

características (AUNPAD & NA-BANGCHANG, 2007). 

Por serem descritas como conservantes naturais, a utilização de 

bacteriocinas em alimentos é muito promissora, além disso, vem sendo 

observado uma redução no potencial inibitório de alguns conservantes químicos 

devido ao aparecimento de cepas microbianas multirresistentes, principalmente 

após o uso contínuo desses compostos. Neste sentido, há um grande interesse 

por parte da indústria sobre o potencial de utilização de bacteriocinas como 

conservantes de alimentos, as quais apresentam mecanismos de ação 

específicos e alternativos aos agentes químicos (RODRIGUES, 2010). 

Os conservantes tornaram-se importantes para a fabricação de alimentos, 

devido à busca por alimentos com uma vida de prateleira maior, impulsionando 

estudos sobre a utilização de conservantes naturais. O uso de nitritos e nitratos 

é discutível devido ao seu efeito adverso quando utilizado a longo prazo (TERRA 

et al., 2004). As finalidades da utilização de nitrato de sódio ou potássio e nitrito 
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de sódio ou potássio são de desenvolver cor característica da carne curada e 

funcionar como bacteriostático em meio ácido (ROÇA, 2000). A principal 

preocupação do uso de nitritos e nitratos em alimentos é decorrente dos efeitos 

tóxicos por excesso na dieta e pela formação endógena de compostos n-

nitrosos, como a N-nitrosodimetilamina e monometilnitrosamina, pela nitrosação 

endógena (Figura 1), que apresentam efeitos carcinógenos, teratogênicos e 

mutagênicos (MARTINS E MÍDIO, 2000).  

 

Figura 1. Esquema da nitrosação endógena. 

Fonte: ROÇA (2000). 

 
 

A ingestão de nitritos deve ser bem restrita, principalmente por crianças, 

pois, uma vez absorvido, o nitrito pode agir sobre o grupo heme da hemoglobina, 

também chamado de grupo ferroso (Fe2+) desencadeando a oxidação a um 

grupo férrico (Fe3+), ocorrendo a passagem da hemoglobina a meta-

hemoglobina, impedindo que ela exerça a função normal de transportar o 

oxigênio (CORTAS & WAKID, 1991). O acumulo de meta-hemoglobina é 

prevenida pela ação de vários mecanismos que reduzem a meta-hemoglobina a 

hemoglobina, numa cadeia de transferência de elétrons (Figura 2), um 

mecanismo fisiológico importante desencadeado pela redutase citocromo b5 

(CARVALHO et al., 2011). Desde 1968 a agência estadunidense – Food and 

Drug Administration (FDA) – se preocupa com a presença de nitrosaminas nos 

alimentos e, juntamente com a indústria norte-americana de alimentos, 

despende grandes esforços para reduzir os níveis de nitrosaminas e encontrar 

substitutos para o nitrito (HAVERY & FAZIO, 1985; SEBRANEK & FOX, 1979; 

SOFOS & BUSTA, 1980). A legislação brasileira vigente prevê limites máximos 

de 0,015 g/100 g e 0,03 g/100 g, respectivamente para nitrito e nitrato de sódio, 
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para carnes e produtos cárneos, mas não existe um monitoramento para avaliar 

a presença de nitrosaminas em alimentos (BRASIL, 1998). 

 

Figura 2. Mecanismo de toxicidade dos nitratos sobre a hemoglobina. 

Fonte: CARVALHO et al. (2011) 

 
As bacteriocinas estão sendo empregadas na bioconservação de 

alimentos com o objetivo de controlar o desenvolvimento de microrganismos 

indicadores e deteriorantes. Vários estudos demonstram a efetividade destes 

compostos na bioconservação de alimentos (NASCIMENTO et al., 2008). 

SOBRAL et al. (2013) avaliaram o efeito da adição de diferentes concentrações 

de nisina sobre o comportamento de dois grupos de bactérias láticas, 

Lactococcus spp e Lactobacillus spp, em queijo Minas artesanal da região de 

Araxá, durante o período de 60 dias de maturação. O resultado da pesquisa foi 

satisfatório, pois verificou-se que a nisina não interferiu na multiplicação destes 

microrganismos ao longo da maturação dos queijos Minas artesanais da região 

de Araxá. Esta observação é importante, pois a nisina atua como um peptídeo 

antimicrobiano de espécies contaminantes do queijo, porém não afeta a 

viabilidade das espécies láticas naturalmente encontradas neste tipo de 

alimento. 

GIROLDO et al. (2014) analisaram o efeito da nisina na inativação do 

Alicyclobacillus acidoterrestris, microrganismo encontrado em sucos 
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industrializados pasteurizados e concluíram que o uso desse antimicrobiano 

inibiu o crescimento bacteriano e o seu uso pode ser muito promissor no 

processamento de sucos de frutas. 

Esses recentes estudos, nos motivaram a explorar o potencial 

antimicrobiano de um grupo específico de bacteriocinas, denominado 

leucocinas, por atuarem em alvos intracelulares, que já vem sendo aplicado em 

outros estudos paralelos desenvolvidos pelo grupo de pesquisa, com o objetivo 

de propormos uma medida alternativa aos conservantes alimentares. 

 

1.3. Peptídeos Antimicrobianos Derivados de Leucocinas 
 

Vários estudos com bacteriocinas são realizados para avaliar o potencial 

das mesmas como conservantes de alimentos. Devido à sensibilidade de 

algumas bacteriocinas à degradação por enzimas proteolíticas e pelo fato de não 

afetarem de maneira negativa a microbiota intestinal, são consideradas seguras 

para serem aplicadas em alimentos (CHALÓN et al., 2012; MORENO et al., 

2000).  

As leucocinas são peptídeos antimicrobianos (PAMs) sintetizados no 

ribossomo, principalmente, de bactérias ácido láticas (BALs) como, por exemplo, 

Lactococcus spp, Lactobacillus spp e Leuconostoc spp. Estes PAMs são 

capazes de matar ou inibir outras espécies bacterianas, geralmente pela 

formação de poros na membrana celular ou inibindo a síntese da membrana 

celular (WAN et al., 2015).  

As leucocinas fazem parte de uma grande família de PAMs, conhecida 

como bacteriocinas. Vários esquemas foram sugeridos ao longo dos anos para 

classificar as bacteriocinas de bactérias Gram-negativas incluindo as BALs. 

COTTER et al. em 2005 sugeriram um esquema em que as bacteriocinas são 

agrupadas em dois grupos principais: os lantibióticos (classe I) e as bacteriocinas 

que não contém lantionina (classe II). As bacteriocinas de classe I ou lantibióticos 

são peptídeos pequenos, menores do que 5kDa, possuem lantionina ou 

lantionina-3-metil, resíduos modificados pós-transducionais não usuais, como 

exemplo a nisina. Já as bacteriocinas de classe II, contêm os peptídeos não 

modificados, são menores do que 10 kDa, estável ao calor, não contém 

lantionina já que não passam por extensa modificação pós-transducionais.  
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Este grupo ainda pode ser subdividido em quatro subclasses como: as de 

classe IIa (bacteriocinas semelhantes a pediocina), bacteriocinas de dois 

componentes (classe IIb), bacteriocinas circulares (classe IIc), e as bacteriocinas 

de classe IId (não modificadas, lineares, e não semelhantes a pediocina) 

(PEREZ et al., 2014). Exemplos de bacteriocinas pertencentes à classe II são as 

leucocinas, que são produzidas por cepas de bactérias Leuconostoc spp, que já 

vem sendo utilizadas na indústria de alimentos como culturas "starters" e 

protetoras. Dentre suas bacteriocinas produzidas se encontram as leucocinas A 

e C da classe IIa e leucocina B pertencente à classe IIb. A bactéria Leuconostoc 

mesenteroides TA33a é capaz de produzir essas três leucocinas (WAN et al., 

2015). No quadro 1, é possível observar as diferentes bacteriocinas da classe II 

e suas respectivas sequencias de aminoácidos.  

 

Quadro 1. Sequência de aminoácidos das bacteriocinas da classe II. 

 
Fonte:  Papathanasopoulos et al. (1998). 

 

O registro e a utilização de bacteriocinas em alimentos requerem uma boa 

caracterização da molécula, além da realização de estudos toxicológicos 

(CLEVELAND et al., 2001). Sendo assim, é de suma importância a condução de 

ensaios que permitem quantificar os efeitos adversos dessas moléculas sobre a 

membrana plasmática dos eritrócitos e a consequente liberação da hemoglobina, 

em decorrência da hemólise (ALVES, 2003). A hemoglobina livre no plasma 
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causa sérios danos aos órgãos vitais como coração, fígado e rins, portanto se 

faz necessário a avaliação desta atividade (CARVALHO et al., 2007; 

BEDNARCZUK et al., 2010). 

Segundo MARUGG (1991), estudos realizados com várias bacteriocinas 

indicaram que elas não são tóxicas nem provocam reações imunológicas e, por 

isso, possuem grande potencial como conservadores naturais em alimentos. A 

natureza química das bacteriocinas e de várias toxinas (hemolisinas) faz com 

que essas substâncias sejam facilmente degradadas no trato gastrintestinal do 

homem e animais, muitas vezes perdendo sua toxicidade (PIARD et al., 1992) 

Recentemente têm sido realizados vários estudos do potencial citotóxico 

de cepas industriais de Bacillus spp utilizando ensaios in vitro. PEDERSEN et 

al., (2002) investigaram o potencial citotóxico das bacteriocinas produzidas por 

Bacillus licheniformis, Bacillus amyloliquefaciens e Bacillus subtilis em células de 

óvário de hamsters utilizando o ensaio do sal de tetrazolium (MTT) e ensaios 

imunológicos. Os autores concluíram que as espécies de Bacillus pertencentes 

ao grupo subtilis são seguras para uso industrial.  

Consequentemente, a possibilidade de aplicação de conservantes 

naturais que não apresentem efeito tóxico, como os peptídeos antimicrobianos 

torna-se de grande interesse para a comunidade científica, porque são 

considerados seguros para a saúde humana e animal. Pelo fato das bactérias 

láticas produtoras de bacteriocinas ocorrerem naturalmente em alimentos 

fermentados, a adição de peptídeos antimicrobianos como aditivos alimentares 

será mais facilmente aceita pelas autoridades de saúde e pelos consumidores 

(LEE & KIM, 2011).  

Há indícios de que as leucocinas, exibam atividades antimicrobianas 

específicas e, acima de tudo, que as exerçam através de mecanismos de ação 

alternativos aos conservantes químicos disponíveis, devido à alta especificidade 

que essa classe de biomoléculas apresenta em relação ao seu alvo celular, além 

de não serem potencialmente tóxicos ao organismo humano (RODRIGUES, 

2010). Diferente de outras classes de PAMs relatados na literatura, que já foram 

alvos de estudos paralelos desenvolvidos pelo grupo de pesquisa, como: hilina 

a1 (CRUSCA et al., 2011); aureina e mangainina (LORENZON, 2015), que 

apresentam boa atividade antimicrobiana acompanhada de alta toxicidade. 
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1.4. Síntese em Fase Sólida de Peptídeos Antimicrobianos 
 

Quando novos compostos são obtidos a partir de fontes naturais, há uma 

necessidade de quantidades significativas de produtos para serem testados in 

vitro e in vivo, o que implica na realização de extrações dessas fontes naturais 

por repetidas vezes, tornando-se o processo trabalhoso e demorado. Uma 

metodologia para agilizar o desenvolvimento de uma substância, facilitar a sua 

purificação e seu estudo é a síntese de peptídeo, permitindo a síntese de 

moléculas idênticas ou análogas aos naturais a fim de realizar estudos 

posteriores de aplicação desses compostos (GARRIDO, 2007). 

A principal ferramenta utilizada hoje na obtenção de peptídeos é a Síntese 

de Peptídeos em Fase Sólida (SPFS) desenvolvida por Merrifield em 1963. Este 

método é baseado no crescimento da cadeia peptídica, um resíduo por vez, a 

partir de sua região carboxi-terminal que se encontra ligado covalentemente a 

uma resina (suporte polimérico). 

A SPFS destaca-se em relação à síntese enzimática, à síntese via DNA 

recombinante e a síntese de cultivo de microrganismos, técnica amplamente 

utilizadas para a obtenção da maioria das bacteriocinas, pela facilidade de 

purificação do produto e também por ser uma técnica muito eficiente na obtenção 

de peptídeos com até 60 resíduos de aminoácidos (MACHADO et al., 2004). 

Outros aspectos relevantes a serem destacados na metodologia de SPFS 

estão diretamente relacionados a dois problemas muito comuns relacionados à 

síntese clássica ou, também conhecida como síntese em solução. O primeiro é 

a natural rapidez do processo de síntese como um todo, em oposição à 

tradicional lentidão da síntese clássica, pois procedimentos geralmente 

laboriosos são substituídos pela rápida lavagem com solventes no momento da 

purificação entre cada uma das etapas da síntese. Essa vantagem é 

provavelmente a mais notória da SPFS. O segundo, não menos importante, é o 

aumento global no rendimento da reação, que é uma consequência direta da 

rapidez na purificação, diminuindo a possibilidade de degradação dos produtos. 

Por fim a clivagem do produto final por meio de um reagente pré-determinado 

fornece um produto em tempo relativamente curto e com um índice de pureza 

consideravelmente alto (MARQUARDT & LIMA, 2001). 

A síntese de moléculas idênticas ou análogas aos naturais (derivados 

estruturais com algumas modificações pontuais), permite a realização de 
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estudos fisiológicos, químicos, físicos, farmacológicos, bioquímicos e clínicos de 

grande parte dos peptídeos biologicamente ativos conhecidos até o presente 

momento (MACHADO et al., 2004). 

Além de todas estas características, estas moléculas sintéticas, também 

denominadas miméticos peptídicos, são também utilizadas como padrões, 

permitindo a quantificação dos peptídeos correspondentes contidos em extratos 

brutos ou em frações obtidas durante seus isolamentos dos mais variados tipos 

de microrganismos, plantas ou até mesmo de diferentes espécies de animais 

(GIADA et al., 1998). 

1.5. Efeito Sinérgico dos peptídeos antimicrobianos 

Como barreira para promover maior preservação dos alimentos é 

vantajoso combinar métodos diferentes para inibir o crescimento microbiano. 

Sinergismo é uma relação positiva, em que a combinação dos antimicrobianos 

proporciona uma eficácia maior. O antagonismo é uma relação negativa, no qual 

a combinação dos antimicrobianos prejudicará a atividade dos mesmos, 

resultando em um efeito menor (PILLAI, 2005).  

Várias pesquisas, têm realizado o ensaio Checkerboard para avaliar 

combinações antimicrobianas in vitro que apresentaram sinergismo, ou seja, 

tiveram sua atividade potencializada, quando comparados com os testes 

realizados com as substâncias isoladamente (MITCHELL et al., 2011; KUMAR 

et al., 2012; LEE et al., 2012). O Checkerboard é um teste de microdiluição que 

avalia a concentração inibitória mínima (CIM) das combinações de 

antimicrobianos e são realizados os cálculos para saber se houve uma interação 

sinérgica, antagônica ou indiferente. Uma das vantagens do referido ensaio é a 

simplicidade do método, no qual é fácil de ser executado, requer materiais que 

são facilmente encontrados em laboratórios de microbiologia, de fácil 

interpretação, além dos cálculos necessários serem simples (PILLAI, 2005).  

O Instituto Nacional de Saúde dos Estados Unidos (NIH), tem estimulado 

a busca por novas formulações de antimicrobianos, que podem ter sua ação 

reforçada em decorrência da combinação com novos antimicrobianos derivados 

de produtos naturais (ALGBURI et al., 2017; CAVERA et al., 2015). De fato, o 

êxito observado nos estudos in vitro com a combinação de antimicrobianos pode 

ser explicado pela existência de mecanismos de ação distintos, estratégia que 
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estrutura helicoidal. Na presença de solução aquosa (Figura 21C), ambos os 

peptídeos LeuB, LeuA1 e LeuAB2, apresentaram uma conformação 

desordenada, com uma tendência para a estrutura randômica, conforme os 

espectros encontrados na literatura (GREENFIELD & FASMAN, 1969). Isso 

indica que, quando os peptídeos se encontram livres em solução aquosa, os 

mesmos não têm uma estrutura definida, mas ao entrarem em contato com a 

membrana da bacteriana os mesmos apresentam uma tendência em se estrutura 

em α-hélice, importante para a efetiva interação dos peptídeos com seu alvo 

intracelular. Este fato pode explicar o potencial de inibição das topoisomerases 

bacterianas pelos peptídeos derivados de leucocinas, assim como outros PAMs 

inibidores desta classe de enzimas, já descritos na literatura (HAYES, 2003).  

Outra relação importante a ser observada na questão que envolve 

estrutura e mecanismo de ação é que peptídeos que apresentam estrutura 

preferencialmente helicoidal, podem interagir com membranas e formar poros na 

mesma. Os mecanismos de formação de poros podem ser distintos e os poros 

formados podem ser transitórios ou permanentes (LORENZÓN, 2015). Sendo 

assim, as duas atividades descritas como possíveis modos de ação para esta 

classe de PAMs, contempladas nos peptídeos objetos deste trabalho. Estas 

características somadas, são bastante importantes para a efetiva ação desses 

compostos como agentes antimicrobianos, principalmente com a aplicação 

desejada de bioconservantes de alimentos. 

6. CONCLUSÕES

Diante dos resultados que foram exibidos, conclui-se que os processos de 

síntese, purificação e caracterização, mostraram-se eficazes para a produção 

dos peptídeos LeuA1, LeuAB2 e LeuB. 

Os ensaios realizados com as topoisomerases bacterianas, DNA Girase 

e Topoisomerase IV, em eletroforese em gel de agarose, indicaram que os 

peptídeos LeuA1 e LeuAB2 não apresentam capacidade de inibição da enzima 

DNA Girase. Para o análogo LeuB, é possível observar que a inibição da 

atividade da DNA girase foi atingida a partir da concentração 100 μg/mL.Os 

análogos LeuA1 e LeuB, foram capazes de inibir a enzima Topoisomerase IV a 

partir da concentração de 100 μg/mL. 
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A atividade antimicrobiana dos análogos peptídicos foi satisfatória, em 

que o LeuB apresentou alta porcentagem de inibição para as bactérias 

Escherichia coli O157:H7 (69%), Salmonella sorovar Typhimurium (71%) e 

Staphylococcus aureus; o LeuA1 para as bactérias Salmonella sorovar 

Typhimurium (69%), Pseudomonas aeruginosa (49%), Listeria monocytogenes 

(79%) e Staphylococcus aureus (96%); e o LeuAB2 para as bactérias Salmonella 

sorovar Typhimurium (59%), Pseudomonas aeruginosa (91%), Listeria 

monocytogenes (69%) e Staphylococcus aureus (78%).  

O ensaio “Time-Kill” evidenciou que os peptídeos apresentam efeito 

bacteriostático. Os análogos LeuB e LeuA1 apresentaram ação parcialmente 

sinérgica pelo ensaio de Cherckerboard (∑CIF ≤ 0,75) contra Listeria 

monocytogenes. 

O análogo LeuA1 apresentou uma atividade antioxidante satisfatória, 

reduzindo em 24% o radical ABTS, diferentemente do LeuA1 e do LeuAB2 que 

não tem capacidade antioxidante. 

Com relação aos ensaios realizados, para investigar a citotoxicidade dos 

análogos, é possível observar que, a porcentagem de hemólise para todos os 

peptídeos foi de no máximo 2% a uma concentração de 200 μg/mL. Ainda nessa 

concentração, os análogos LeuA1 e LeuB, inibiram a ação da enzima 

topoisomerase II, nas concentrações de 200, 150 e 100 μg/mL somente o 

análogo LeuAB2 interferiu na ação da enzima humana. 

Nos ensaios de permeabilização de miméticos de membrana observou-

se que a porcentagem de vazamento de carboxifluoresceína aumentou 

significativamente em contato com os peptídeos. Sendo assim, é possível notar 

que os peptídeos aparentemente possuem capacidade de interagir com as 

membranas bacterianas, produzindo poros parciais ou permanentes, os quais 

permitem a internalização dos peptídeos, bem como o extravasamento de 

carboxifluoresceína. 

Com relação à conformação dos peptídeos, ambos apresentaram 

tendência em se estruturar em α-hélice, fato esse que explica a possível 

interação dos peptídeos LeuB e LeuA1 com as enzimas DNA Girase e 

Topoisomerase IV.   
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