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SINTESE, CARACTERIZACAO, ATIVIDADE BIOLOGICA E SINERGICA DE
PEPTIDEOS ANTIMICROBIANOS ANALOGOS AS BACTERIOCINAS DE
LEUCONOSTOC MESENTEROIDES TA33a

As leucocinas sdo peptideos antimicrobianos, sintetizados no ribossomo de
bactérias laticas do género Leuconostoc que sdo capazes de inibir
microrganismos patogénicos e indicadores higiénico sanitarios. Este trabalho
tem como objetivo central, testar a atividade antimicrobiana de peptideos
derivados leucocinas em diferentes espécies de microrganismos de interesse na
area de contaminacdo alimentar. Para atingir os objetivos, foram projetados
peptideos com base na estrutura secundaria de Leucocinas A- e B-TA33a, 0s
quais foram posteriormente sintetizados pelo método de sintese em fase sélida.
As purificacGes dos peptideos foram realizadas por cromatografia liquida de alta
eficiéncia e a caracterizacdo das moléculas por meio de espectrometria de
massas. O anélogo nativo LeuB, apresentou maior porcentagem de inibicdo de
crescimento de Salmonella sorovar Typhimurium (71%) e Escherichia coli
0O157:H7 (69%). O analogo LeuAl apresentou maior inibi¢cdo contra as bactérias
Listeria monocytogenes (79%) e Staphylococcus aureus (96%) e o andalogo
LeuAB2 para Pseudomonas aeruginosa (91%). Neste trabalho, evidencia-se
acao bacteriostatica para todos os peptideos e acdo parcialmente sinérgica entre
os peptideos LeuB e LeuA1, pelo ensaio de Cherckerboard (3 CIF < 0,75) contra
Listeria monocytogenes. No ensaio de inibicdo enzimética o peptideo LeuB, foi
capaz de inibir a atividade da enzima DNA Girase e Topoisomerase IV a partir
de 100 pg/mL e o LeuAl inibiu a atividade de relaxamento da Topoisomerase IV
em concentracdes a partir de 100 pg.mL*. Os peptideos LeuB e LeuAl,
atingiram 100% de vazamento de CF a concentragao de 6,25 pg/ml, no primeiro
minuto e para o peptideo LeuAB2 aos 8 minutos houve uma porcentagem de
vazamento em torno de 80%. Os peptideos ndo apresentaram inibicdo da
atividade da enzima topoisomerase | humana. No entanto, em concentracdes de
= 200 pg/mL, foram capazes de inibir a enzima humana topoisomerase lla.
Mesmo assim, o percentual de hemolise dos peptideos em hemécias humanas
foi de no maximo 2%, resultados que indicam uma reduzida acao citotoxica em
células eucarioticas. O analogo LeuAl apresentou propriedade antioxidante de
406 uMol em equivalentes de Trolox o que corresponde a 24% de capacidade
redutora, podendo inibir a deterioracéo oxidativa nos alimentos. Os espectros de
dicroismo demonstraram flexibilidade conformacional predominando estrutura
de a-hélice em TFE 60% e SDS, para os peptideos LeuB, LeuAl e LeuAB2.

Palavras-chave: Peptideos catibnicos antimicrobianos. Antioxidantes.
Alimentos-Conservacao. Bactérias produtoras de acido lactico. Bacteriocinas



SYNTHESIS, CHARACTERIZATION AND BIOLOGICAL AND SYNERGISTIC
ACTIVITY OF ANTIMICROBIAL PEPTIDE ANALOGS TO THE
BACTERIOCINES LEUCONOSTOC MESENTEROIDES TAS33a

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 LeuAl 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
LeuAl peptides were evidenced by the Cherckerboard test (XCIF < 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 ug / ml and inhibit
Topoisomerase IV from 100 pg / ml. LeuA1 inhibited the relaxation activity of
Topoisomerase IV at concentrations of 100 ug.mL-1. LeuB and LeuAl peptides
reached 100% CF leaching at 6.25 pg / 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 | human.
However, at concentrations of = 200 ug / mL, they were able to inhibit the human
enzyme topoisomerase lla. 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 LeuAl analog presented an antioxidant
property of 406 uMol in Trolox equivalents, corresponding to 24% reducing
capacity, which could supply oxidative deterioration in food. Dichroism spectra
demonstrated conformational flexibility predominating a-helix structure in 60%
TFE and SDS for the LeuB, LeuAl and LeuAB2 peptides.

Keywords: Antimicrobial cationic peptides. Food-Preservation. Bacteria
producing lactic acid. Bacteriocins. Antioxidants
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topoisomerase | (1U) na auséncia de inibidor; (linhas C) plasmideo pBR322
superenovelado, topoisomerase | (1U) e LeuAl. Os numeros 1, 2, 3 e 4
correspondem as concentracdes ensaiadas 200, 150, 100 e 50 pg/ml,
TS 0 LeT o 1)Y= 1y 41T (S 82
Figura 15. Ensaio de inibicdo enziméatica com o LeuAB2 em topoisomerase |
humana. Volume de reacdo de 30 pL contendo: (linha A) plasmideo pBr322
superenovelado controle; (linha B) plasmideo pBr322 superenovelado e
topoisomerase | (1U) na auséncia de inibidor; (linhas C) plasmideo pBR322
superenovelado, topoisomerase | (1U) e LeuAB2. Os numeros 1, 2, 3 e 4
correspondem as concentracbes ensaiadas 200, 150, 100 e 50 pg/ml,
FESPECTIVAIMENTE. ...t 82
Figura 16. Ensaio de inibicAo enziméatica com o LeuB em topoisomerase |
humana. Volume de reacdo de 30 pL contendo: (linha A) plasmideo pBr322
superenovelado controle; (linha B) plasmideo pBr322 superenovelado e
topoisomerase | (1U) na auséncia de inibidor; (linhas C) plasmideo pBR322
superenovelado, topoisomerase | (1U) e LeuB. Os numeros 1, 2, 3 e 4
correspondem as concentracdes ensaiadas 200, 150, 100 e 50 pg/ml,
TS 0 L=T o 11V7= 1 41T (S 82
Figura 17. Ensaio de inibigdo enzimatica com o LeuA1 em topoisomerase lla
humana. Volume de reacdo de 30 pL contendo: (linha A) plasmideo pBr322
superenovelado controle; (linha B) plasmideo pBr322 superenovelado e
topoisomerase lla (1U) na auséncia de inibidor; (linhas C) plasmideo pBR322
superenovelado, topoisomerase lla (1U) e LeuA1. Os numeros 1, 2, 3 e 4
correspondem as concentracfes ensaiadas de 200, 150, 100 e 50 pg/ml,
FESPECTIVAIMEINTE. ...ttt 83
Figura 18. Ensaio de inibicdo enzimatica com o LeuAB2 em topoisomerase lla
humana. Volume de reacdo de 30 pL contendo: (linha A) plasmideo pBr322
superenovelado controle; (linha B) plasmideo pBr322 superenovelado e
topoisomerase lla (1U) na auséncia de inibidor; (linhas C) plasmideo pBR322
superenovelado, topoisomerase lla (1U) e LeuAB2. Os numeros 1, 2, 3 e 4
correspondem as concentragfes ensaiadas de 200, 150, 100 e 50 pg/ml,
TS o L=To11V7= 1 41T o (P 83
Figura 19. Ensaio de inibicdo enzimatica com o LeuB em topoisomerase lla
humana. Volume de reacdo de 30 pL contendo: (linha A) plasmideo pBr322
superenovelado controle; (linha B) plasmideo pBr322 superenovelado e
topoisomerase lla (1U) na auséncia de inibidor; (linhas C) plasmideo pBR322
superenovelado, topoisomerase lla (1U) e LeuB. Os numeros 1, 2, 3 e 4
correspondem as concentracfes ensaiadas de 200, 150, 100 e 50 pg/ml,

FESPECTIVAIMEINTE. ...ttt 84
Figura 20. Espectros de dicroismo circular tipicos de conformacdes peptidicas.
......................................................................................................................... 87

Figura 21. Espectros de CD dos peptideos LeuB, LeuAl e LeuAB2 a 60 uM em
(A) TFE, (B) SDS € TAMPAO (C)...uuuuuuuunuuniiuuinnniiiiiiiiiiiiiiiiinniinnnnnsnnnnnnneennnnnnnnnee 88
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1. INTRODUCAO

1.1. Contaminacao de Alimentos

A seguranga microbioldgica dos alimentos é uma questdo de saude
publica que se torna cada vez mais importante. Governos em todo o mundo
estdo intensificando seus esforcos para garantir a producdo de alimentos
seguros, em resposta ao crescente aumento de doencas transmitidas por
alimentos (DTAs) (TAYLOR et al., 2012). De acordo com dados atuais do
Ministério da Saude (MS)/Sistema de Informacdo de Agravos de Notificacao
(SINAN) entre os agentes etioldgicos responsaveis 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 virus como rotavirus, norovirus e virus da
hepatite A, 1,8% por agentes quimicos e 1,2% por protozoarios (SINAN, 2017).

O perfil epidemiologico das enfermidades transmitidas por alimentos,
mudou na Ultima década devido a: expansdao dos mercados de consumo,
globalizagdo econbémica, alteragbes dos hébitos alimentares, aumento no
consumo de alimentos industrializados ou produzidos fora do lar, intensificacéo
da producédo, o que dificulta o controle das DTAs pelas autoridades de saude
plblica (CARDOSO & ARAUJO, 2003).

Como exemplo, podemos citar a ocorréncia de infec¢des alimentares em
seres humanos ocasionadas por microrganismos do género Salmonella spp, a
qual continua sendo um dos principais problemas para a avicultura. A ingestéo
de alimentos e agua contendo células viaveis da bactéria € a via mais comum de
infecgao do hospedeiro (OMWANDHO & KUBOTA, 2010).

Outras bactérias frequentemente envolvidas em infecgbes alimentares
humanas sédo as integrantes do género Listeria spp. Entre essas, Listeria
monocytogenes € a Unica espécie desse género que é patogénica para
humanos. A listeriose lidera o posto de doencas associadas a alimentos que
causam maior numero de mortes e hospitalizagbes (91%), envolvendo
principalmente gestantes, recém-nacidos e pessoas imunocomprometidas
(EFSA, 2007).
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Pseudomonas aeruginosa € uma bactéria comumente encontrada no
ambiente e estabelecimentos processadores de alimentos, sendo associado a
deterioracdo de uma grande variedade de alimentos, por ser capaz de sobreviver
a baixas concentragdes de nutrientes e de se multiplicar mesmo sob-refrigeracéo
(BATISTA et al.,, 2014; YASSUNAKA et al., 2014). Alimentos como frutas e
hortalicas, dentre outros vegetais, podem ser uma fonte de microrganismos
contendo genes de resisténcia aos antibidticos, sobretudo quando estes néo séo
devidamente higienizados antes do consumo. A preocupacao é ainda maior com
relacdo aos alimentos consumidos crus, onde j& foram encontradas cepas
resistentes de Pseudomonas aeruginosa (MOKHTARI et al., 2012).

O principal habitat de Escherichia coli € 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 mamiferos. No entanto,
certos sorotipos sédo patogénicos para o homem e para outros animais, nédo
fazendo parte da microbiota intestinal natural. A transmissao das infecces
causadas por Escherichia coli seguem principalmente trés 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 enterohemorragicas
(EHEC) séo consideradas as mais patogénicas para 0s seres humanos, e podem
ser transmitidas das fezes do bovino para a agua, vegetais ou alimentos de
origem animal, como o leite e seus derivados, assim como as carnes e seus
derivados. Um dos maiores pontos criticos para a contaminacao de Escherichia
coli O157:H7 (EHEC) na carne € a evisceracdo, em que pode ocorrer uma
contaminacdo da carcaga, em decorréncia do extravasamento do conteldo
gastrointestinal, tornando-se a principal via de transmisséo 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 importancia epidemiolégica esta vinculada a graves
intoxicagbes alimentares, devido as toxinas que formam durante o
armazenamento inadequado dos alimentos (SOUZA et al., 2015).
Staphylococcus aureus € uma bactéria encontrada na mucosa nasal, capaz de
contaminar as maos, desempenhando papel importante na disseminacdo de
infeccdes atraves dos alimentos (ALMEIDA et al., 2016).

Surtos de DTASs resultam em um grande numero de pessoas doentes e o

“recall" de produtos alimenticios (recolhimento e substituicdo de lotes de
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produtos alimenticios contaminados) pode reduzir a confianca dos
consumidores, diminuindo a demanda por esses produtos e resultando em
perdas econbmicas significativas para todas as partes da cadeia de
abastecimento (BERGER et al., 2010).

Diante do que foi exposto acima, existe uma grande preocupacado em
proteger o alimento e a saude do consumidor, adotando boas técnicas de

producéo e conservacao dos alimentos.

1.2. Ouso de bacteriocinas em alimentos

Os estudos envolvendo bacteriocinas comecaram em 1925 com Gratia,
pesquisador que fez a descoberta das colicinas produzidas por Escherichia coli
(FREDERICQ, 1957). Devido ao seu potencial de aplicacdo como conservante
natural, um elevado numero de bacteriocinas tém sido identificadas e
caracterizadas, principalmente aquelas produzidas por bactérias lacticas
(LEWUS, 1991). As bacteriocinas séo peptideos antimicrobianos sintetizadas no
ribossomo da maioria das bactérias e que tém a capacidade de inibir o
crescimento de outras bactérias. Possuem diversas estruturas quimicas e o seu
papel na imunidade inata é essencial. Estes peptideos sao geralmente pequenos
(3-10 kDa) e séo inativados por enzimas proteoliticas. Sabe-se, também, que em
uma Unica bactéria, podem ser produzidos diversos peptideos com estas
caracteristicas (AUNPAD & NA-BANGCHANG, 2007).

Por serem descritas como conservantes naturais, a utilizacdo de
bacteriocinas em alimentos é muito promissora, além disso, vem sendo
observado uma reducado no potencial inibitorio de alguns conservantes quimicos
devido ao aparecimento de cepas microbianas multirresistentes, principalmente
apos o uso continuo desses compostos. Neste sentido, ha um grande interesse
por parte da industria sobre o potencial de utilizacdo de bacteriocinas como
conservantes de alimentos, as quais apresentam mecanismos de acgao
especificos e alternativos aos agentes quimicos (RODRIGUES, 2010).

Os conservantes tornaram-se importantes para a fabricacéo de alimentos,
devido a busca por alimentos com uma vida de prateleira maior, impulsionando
estudos sobre a utilizacdo de conservantes naturais. O uso de nitritos e nitratos
é discutivel devido ao seu efeito adverso quando utilizado a longo prazo (TERRA
et al., 2004). As finalidades da utilizacédo de nitrato de sodio ou potassio e nitrito
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de sédio ou potassio sdo de desenvolver cor caracteristica da carne curada e
funcionar como bacteriostatico em meio acido (ROCA, 2000). A principal
preocupacao do uso de nitritos e nitratos em alimentos é decorrente dos efeitos
toxicos por excesso na dieta e pela formagdo enddgena de compostos n-
nitrosos, como a N-nitrosodimetilamina e monometilnitrosamina, pela nitrosacao
endogena (Figura 1), que apresentam efeitos carcindgenos, teratogénicos e
mutagénicos (MARTINS E MIDIO, 2000).

Figura 1. Esquema da nitrosacdo enddgena.

bactérias

2NaNO5 =  2ZNaNO2 + 02
(nitrato de sadio) (nitrito de sadio)
NaNO, + H0 pH 5.4 -6.0 » HNO2 + NaOH

{acido nitroso)

3 HNDQ substancias redutoras . INO + HND3 + Hgﬁ

(6xido nitrico)

Fonte: ROCA (2000).

A ingestéo de nitritos deve ser bem restrita, principalmente por criancas,
pois, uma vez absorvido, o nitrito pode agir sobre o grupo heme da hemoglobina,
também chamado de grupo ferroso (Fe?*) desencadeando a oxidacdo a um
grupo férrico (Fe®"), ocorrendo a passagem da hemoglobina a meta-
hemoglobina, impedindo que ela exer¢ca a funcdo normal de transportar o
oxigénio (CORTAS & WAKID, 1991). O acumulo de meta-hemoglobina é
prevenida pela acdo de varios mecanismos que reduzem a meta-hemoglobina a
hemoglobina, numa cadeia de transferéncia de elétrons (Figura 2), um
mecanismo fisiolégico importante desencadeado pela redutase citocromo b5
(CARVALHO et al., 2011). Desde 1968 a agéncia estadunidense — Food and
Drug Administration (FDA) — se preocupa com a presenca de nitrosaminas nos
alimentos e, juntamente com a indUstria norte-americana de alimentos,
despende grandes esfor¢os para reduzir os niveis de nitrosaminas e encontrar
substitutos para o nitrito (HAVERY & FAZIO, 1985; SEBRANEK & FOX, 1979;
SOFOS & BUSTA, 1980). A legislacéo brasileira vigente prevé limites maximos
de 0,015 g/100 g e 0,03 g/100 g, respectivamente para nitrito e nitrato de sodio,
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para carnes e produtos carneos, mas ndo existe um monitoramento para avaliar

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

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

Dxldagau \

Reducio

Citocromo b5

reductase

NAD+ U

Glicalise

Glicose da fosfato 6

Fonte: CARVALHO et al. (2011)

As bacteriocinas estdo sendo empregadas na bioconservagcdo de
alimentos com o objetivo de controlar o desenvolvimento de microrganismos
indicadores e deteriorantes. Varios estudos demonstram a efetividade destes
compostos na bioconservacdo de alimentos (NASCIMENTO et al., 2008).
SOBRAL et al. (2013) avaliaram o efeito da adi¢do de diferentes concentracdes
de nisina sobre o comportamento de dois grupos de bactérias laticas,
Lactococcus spp e Lactobacillus spp, em queijo Minas artesanal da regiao de
Araxd, durante o periodo de 60 dias de maturacdo. O resultado da pesquisa foi
satisfatorio, pois verificou-se que a nisina néo interferiu na multiplicacdo destes
microrganismos ao longo da maturacéo dos queijos Minas artesanais da regiao
de Araxa. Esta observacao é importante, pois a nisina atua como um peptideo
antimicrobiano de espécies contaminantes do queijo, porém ndo afeta a
viabilidade das espécies laticas naturalmente encontradas neste tipo de
alimento.

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

Alicyclobacillus  acidoterrestris, microrganismo encontrado em  Sucos
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industrializados pasteurizados e concluiram que o0 uso desse antimicrobiano
inibiu o0 crescimento bacteriano e 0 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 especifico de bacteriocinas, denominado
leucocinas, por atuarem em alvos intracelulares, que ja 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. Peptideos Antimicrobianos Derivados de Leucocinas

Varios estudos com bacteriocinas séo realizados para avaliar o potencial
das mesmas como conservantes de alimentos. Devido a sensibilidade de
algumas bacteriocinas a degradacéo por enzimas proteoliticas e pelo fato de nédo
afetarem de maneira negativa a microbiota intestinal, sdo consideradas seguras
para serem aplicadas em alimentos (CHALON et al., 2012; MORENO et al.,
2000).

As leucocinas sdo peptideos antimicrobianos (PAMSs) sintetizados no
ribossomo, principalmente, de bactérias acido laticas (BALs) como, por exemplo,
Lactococcus spp, Lactobacillus spp e Leuconostoc spp. Estes PAMs séo
capazes de matar ou inibir outras espécies bacterianas, geralmente pela
formacdo de poros na membrana celular ou inibindo a sintese da membrana
celular (WAN et al., 2015).

As leucocinas fazem parte de uma grande familia de PAMs, conhecida
como bacteriocinas. Varios 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 séo
agrupadas em dois grupos principais: os lantibiéticos (classe 1) e as bacteriocinas
gue nao contém lantionina (classe Il). As bacteriocinas de classe | ou lantibioticos
sdo peptideos pequenos, menores do que 5kDa, possuem lantionina ou
lantionina-3-metil, residuos modificados pés-transducionais ndo usuais, como
exemplo a nisina. Ja as bacteriocinas de classe I, contém os peptideos nao
modificados, sdo menores do que 10 kDa, estavel ao calor, ndo contém

lantionina ja que ndo passam por extensa modificacdo pos-transducionais.
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Este grupo ainda pode ser subdividido em quatro subclasses como: as de
classe lla (bacteriocinas semelhantes a pediocina), bacteriocinas de dois
componentes (classe 1Ib), bacteriocinas circulares (classe lic), e as bacteriocinas
de classe lld (ndo modificadas, lineares, e ndo semelhantes a pediocina)
(PEREZ et al., 2014). Exemplos de bacteriocinas pertencentes a classe Il sdo as
leucocinas, que sao produzidas por cepas de bactérias Leuconostoc spp, que ja
vem sendo utilizadas na industria de alimentos como culturas "starters" e
protetoras. Dentre suas bacteriocinas produzidas se encontram as leucocinas A
e C da classe lla e leucocina B pertencente a classe llIb. A bactéria Leuconostoc
mesenteroides TA33a é capaz de produzir essas trés leucocinas (WAN et al.,
2015). No quadro 1, é possivel observar as diferentes bacteriocinas da classe Il

e suas respectivas sequencias de aminoacidos.

Quadro 1. Sequéncia de aminoacidos das bacteriocinas da classe Il.

Bacteriocin Sequence mw:
Leucocin C-TA33a ... KNYGNG-VECTKKGCSVDWGYAAT - - - -MIANNSVMNGLTG------ - - 36
SakacinP ... KYYGNG-VECGEHSCTVDWGTAIG- - - -NIGHNAARNWATGGNAGWNE- 43
BavaricinA  _.... KYYGNG-VHXGKHSXTVDWGTAIG- - - -NIGNNAAANXATGXNAGG--- 41
Piscicolin 126 - - - - -KYYGNG-VSCNENGCTVDWSKAIG- - - - IIGNNAAANLTTGGAAGWNEG 44
PediocinPA-1 ... KYYGNG-VTCGRHSCSVDWGKATT - - - - CIINNGAMAWATGGHQGNHKC 44
Enterocin A TTHSGEKYYGNG-VYCTENKCTVDWAKATT- - - - CIAGSMIGGFLGGAIPGKC-- 47
Leucocin A-UAL 187  ----- KYYGNG-VHCTEKSGCSVNWGEAFS - - - - AGVHRLANGGNGFW- - - - - - - 37
Leucocin B-TAT1a ... KYYGNG-VECTKSGCSVNWGEAFS - - - - AGVHRLANGGNGFW- - - - - - - 37
Mesentericin Y105 __._._ EYYGRGVVECTESGCSVNWGEAAS - - - - AGTHRLANGGNGFW- - - - - - - 38
Sakacin A - - - -ARSYGNG - VYCNNKKCWVNRGEATQ - - - - SIIGGMISGWASGLAGM---~- 41
Carnobacteriocin BM1 - - - - ATSYGNG-VYCNEEKCWVNKAENKD - - - -AITGIVIGGWASSLAGMGH - - 43
Carnobacteriocin B2 =~ .-.-- VNYGNG-VSCSKTKCSVNWGQAFQERYTAGINSFVSGVASGAGSIGRRP 48

Fonte: Papathanasopoulos et al. (1998).

O registro e a utilizacédo de bacteriocinas em alimentos requerem uma boa
caracterizagcdo da molécula, aléem da realizacdo de estudos toxicologicos
(CLEVELAND et al., 2001). Sendo assim, € de suma importancia a conducgéo de
ensaios que permitem quantificar os efeitos adversos dessas moléculas sobre a
membrana plasmatica dos eritrocitos e a consequente liberagcdo da hemoglobina,

em decorréncia da hemolise (ALVES, 2003). A hemoglobina livre no plasma
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causa sérios danos aos 0rgaos vitais como coracao, figado e rins, portanto se
faz necessario a avaliacdo desta atividade (CARVALHO et al., 2007;
BEDNARCZUK et al., 2010).

Segundo MARUGG (1991), estudos realizados com varias bacteriocinas
indicaram que elas ndo sdo toxicas hem provocam rea¢des imunoldgicas e, por
isso, possuem grande potencial como conservadores naturais em alimentos. A
natureza quimica das bacteriocinas e de varias toxinas (hemolisinas) faz com
gue essas substancias sejam facilmente degradadas no trato gastrintestinal do
homem e animais, muitas vezes perdendo sua toxicidade (PIARD et al., 1992)

Recentemente tém sido realizados varios estudos do potencial citotoxico
de cepas industriais de Bacillus spp utilizando ensaios in vitro. PEDERSEN et
al., (2002) investigaram o potencial citotdéxico das bacteriocinas produzidas por
Bacillus licheniformis, Bacillus amyloliquefaciens e Bacillus subtilis em células de
ovario de hamsters utilizando o ensaio do sal de tetrazolium (MTT) e ensaios
imunologicos. Os autores concluiram que as espécies de Bacillus pertencentes
ao grupo subtilis sdo seguras para uso industrial.

Consequentemente, a possibilidade de aplicagdo de conservantes
naturais que ndo apresentem efeito toxico, como os peptideos antimicrobianos
torna-se de grande interesse para a comunidade cientifica, porque sé&o
considerados seguros para a saude humana e animal. Pelo fato das bactérias
laticas produtoras de bacteriocinas ocorrerem naturalmente em alimentos
fermentados, a adicdo de peptideos antimicrobianos como aditivos alimentares
sera mais facilmente aceita pelas autoridades de saude e pelos consumidores
(LEE & KIM, 2011).

Ha indicios de que as leucocinas, exibam atividades antimicrobianas
especificas e, acima de tudo, que as exercam através de mecanismos de acao
alternativos aos conservantes quimicos disponiveis, devido a alta especificidade
gue essa classe de biomoléculas apresenta em relacdo ao seu alvo celular, além
de nédo serem potencialmente toxicos ao organismo humano (RODRIGUES,
2010). Diferente de outras classes de PAMs relatados na literatura, que ja foram
alvos de estudos paralelos desenvolvidos pelo grupo de pesquisa, como: hilina
al (CRUSCA et al.,, 2011); aureina e mangainina (LORENZON, 2015), que
apresentam boa atividade antimicrobiana acompanhada de alta toxicidade.
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1.4. Sintese em Fase Sélida de Peptideos Antimicrobianos

Quando novos compostos sao obtidos a partir de fontes naturais, ha uma
necessidade de quantidades significativas de produtos para serem testados in
vitro e in vivo, 0 que implica na realizacdo de extracfes dessas fontes naturais
por repetidas vezes, tornando-se o processo trabalhoso e demorado. Uma
metodologia para agilizar o desenvolvimento de uma substancia, facilitar a sua
purificacdo e seu estudo € a sintese de peptideo, permitindo a sintese de
moléculas idénticas ou analogas aos naturais a fim de realizar estudos
posteriores de aplicacdo desses compostos (GARRIDO, 2007).

A principal ferramenta utilizada hoje na obtencé&o de peptideos é a Sintese
de Peptideos em Fase Solida (SPFS) desenvolvida por Merrifield em 1963. Este
meétodo € baseado no crescimento da cadeia peptidica, um residuo por vez, a
partir de sua regido carboxi-terminal que se encontra ligado covalentemente a
uma resina (suporte polimérico).

A SPFS destaca-se em relacéo a sintese enzimatica, a sintese via DNA
recombinante e a sintese de cultivo de microrganismos, técnica amplamente
utilizadas para a obtencdo da maioria das bacteriocinas, pela facilidade de
purificacdo do produto e também por ser uma técnica muito eficiente na obtencao
de peptideos com até 60 residuos de aminoacidos (MACHADO et al., 2004).

Outros aspectos relevantes a serem destacados na metodologia de SPFS
estdo diretamente relacionados a dois problemas muito comuns relacionados a
sintese classica ou, também conhecida como sintese em solucao. O primeiro é
a natural rapidez do processo de sintese como um todo, em oposicdo a
tradicional lentiddo da sintese classica, pois procedimentos geralmente
laboriosos sdo substituidos pela rapida lavagem com solventes no momento da
purificacdo entre cada uma das etapas da sintese. Essa vantagem é
provavelmente a mais notéria da SPFS. O segundo, ndo menos importante, € o
aumento global no rendimento da reagdo, que € uma consequéncia direta da
rapidez na purificagédo, diminuindo a possibilidade de degradagéao 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 indice de pureza
consideravelmente alto (MARQUARDT & LIMA, 2001).

A sintese de moléculas idénticas ou analogas aos naturais (derivados

estruturais com algumas modificacbes pontuais), permite a realizacdo de
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estudos fisiolégicos, quimicos, fisicos, farmacoldgicos, bioquimicos e clinicos de
grande parte dos peptideos biologicamente ativos conhecidos até o presente
momento (MACHADO et al., 2004).

Além de todas estas caracteristicas, estas moléculas sintéticas, também
denominadas miméticos peptidicos, sdo também utilizadas como padrdes,
permitindo a quantificacdo dos peptideos correspondentes contidos em extratos
brutos ou em fracdes 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 peptideos antimicrobianos

Como barreira para promover maior preservacdo dos alimentos é
vantajoso combinar métodos diferentes para inibir o crescimento microbiano.
Sinergismo € uma relacdo positiva, em que a combinacao dos antimicrobianos
proporciona uma eficacia maior. O antagonismo € uma relacéo negativa, no qual
a combinacdo dos antimicrobianos prejudicard a atividade dos mesmos,
resultando em um efeito menor (PILLAI, 2005).

Varias pesquisas, tém realizado o ensaio Checkerboard para avaliar
combinac¢des antimicrobianas in vitro que apresentaram sinergismo, ou seja,
tiveram sua atividade potencializada, quando comparados com o0s testes
realizados com as substancias isoladamente (MITCHELL et al., 2011; KUMAR
et al., 2012; LEE et al., 2012). O Checkerboard é um teste de microdiluicdo que
avalia a concentracdo inibitéria minima (CIM) das combinacbes de
antimicrobianos e séo realizados os calculos para saber se houve uma interacéo
sinérgica, antagbnica ou indiferente. Uma das vantagens do referido ensaio € a
simplicidade do método, no qual é facil de ser executado, requer materiais que
sdo facilmente encontrados em laboratérios de microbiologia, de facil
interpretacdo, além dos calculos necessarios serem simples (PILLAI, 2005).

O Instituto Nacional de Saude dos Estados Unidos (NIH), tem estimulado
a busca por novas formulacdes de antimicrobianos, que podem ter sua acao
reforcada em decorréncia da combinagc&o com novos antimicrobianos derivados
de produtos naturais (ALGBURI et al., 2017; CAVERA et al., 2015). De fato, o
éxito observado nos estudos in vitro com a combinacgéo de antimicrobianos pode

ser explicado pela existéncia de mecanismos de acao distintos, estratégia que
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pode ser considerada vantajosa, no que diz respeito a resisténcia aos
antimicrobianos (DRIDER et al., 2016).

Estudos mostram que as bacteriocinas tém efeito sinérgico quando
usadas em combinagdo com outros tratamentos ou outras bacteriocinas que
tenha mecanismos de acéo diferentes, podendo potencializar a agédo contra
bactérias patogénicas veiculadas em alimentos. GALVEZ et al. (2007), enfatizam
que as bacteriocinas poderao ser utilizadas no desenvolvimento de embalagens
bioativas em alimentos associadas com outros agentes antimicrobianos. Além
disso, os autores citados acima reforcam que o efeito sinérgico seria util, para

evitar a sobrevivéncia de células adaptadas ou resistentes as bacteriocinas.

2. OBJETIVOS

2.1. Objetivo Geral

Estudar novos PAMs derivados das Leucocinas, que atuem como agentes de
bioconservacdo de alimentos para controlar o desenvolvimento de

microrganismos patogénicos e indicadores higiénico sanitarios.

2.2. Objetivos Especificos

1. Sintetizar, purificar e caracterizar diferentes peptideos derivados da
Leucocina;

2. Avaliar a atividade in vitro de inibicdo de crescimento contra Listeria
monocytogenes, Escherichia coli 0157:H7, Staphylococcus aureus,
Pseudomonas aeruginosa e Salmonella sorovar Typhimurium, os quais sao
microrganismos importantes na area de contaminacgéao alimentar;

3. Avaliar a acdo dos peptideos contra Listeria monocytogenes, Escherichia coli
0157:H7, Staphylococcus aureus, Pseudomonas aeruginosa e Salmonella
sorovar Typhimurium pelo ensaio “Time Kill”.

4. Determinar a eficiéncia da combinacdo dos peptideos com atividade
antimicrobiana frente a Listeria monocytogenes pelo ensaio Checkerboard,;

5. Realizar estudos comparativos quanto a capacidade de inibicdo dos diferentes
peptideos frente as topoisomerases bacterianas (DNA girase e topoisomerase

IV) a fim de explorar um dos possiveis mecanismos de a¢ao dos peptideos;
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6. Avaliar a citotoxicidade dos peptideos em células humanas através de ensaios
de capacidade hemolitica e de inibicdo de topoisomerases humanas

(topoisomerase | e topoisomerase lla);

3. MATERIAL E METODOS

3.1. Sinteses dos Peptideos

Os peptideos sintetizados neste trabalho, cuja as sequencias dos
aminoé&cidos encontram-se na tabela 1, utilizou-se a metodologia de sintese em
fase sélida (STEWART & YOUNG; 1984; KENT, 1988; LLOYD-WILLIAMS e col.,
1997; AMBLARD e col., 2005), de acordo com o protocolo padrdo que emprega
0 grupamento base-labil Fmoc como protetor dos a-amino grupos, e derivados t-
butilicos (t-Bu) para a protecdo da maioria das cadeias laterais de residuos de
aminoacidos (FIELDS & NOBLE, 1990), partindo-se de 300 mg das resinas do
tipo Fmoc-AA-Wang (0,67 mmol/g) para o LeuAl, Fmoc-Ala-Wang (0,69 mmol/g)
para o LeuAB2 e Fmoc-Arg-Wang (0,69 mmol/g) para o LeuB. DIC/HOBt como
agentes de condensacdo. O Fmoc é base labil, ou seja, sua remoc¢édo do grupo
a-amino, conhecido como processo de desprotecdo, € realizada em um meio

basico (solucéo 20% de piperidina em dimetilformamida (DMF) (Quadro 2).

Tabela 1. Sequéncias primaria de aminoacidos dos analogos peptidicos LeuB, LeuAl
e LeuAB2.

Nome Sequéncia Priméaria de Aminoéacidos

LeuB KGKGFWSWASKATSWLTGPQQPGSPLLKKHR
LeuAl YGNGVHCTKWGEAFSAGVHRLA
LeuAB2 GFWSWAAFSAGVHR

Fonte: Elaborado pela autora.

A etapa de acoplamento foi realizada pela ativacdo dos grupos carboxila
do Fmoc aminoéacido a ser inserido com N,N-diisopropilcarbodiimida (Dic)/N-
Hidroxibenzotriazol (HOBt), ou O-(Benzotriazol-1-il)-1,1,3,3-tetrametilurénio
hexafluorofosfato (HBTU)/ N-Etildiisopropilamina (DIEA). Nesta reacao foi
utilizada, trés vezes de excesso em relagdo ao amino grupo da resina, durante
duas horas de agitacdo. Entre cada passo foram efetuadas lavagens com DMF
e diclorometano (DCM) para eliminacdo do excesso de reagentes e subprodutos.
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Quadro 2. Protocolo utilizado para sintese de peptideo em fase sélida (SPFS).

INICIO
2 X DMF -+
1x 20% pipr,nl:llna em DMF } DESPROTECAD
1 x 20% piperidina em DMF por 20 min. || wrimraivacin
2 X DMF
1XDCM
1 X DMF
2XDCM
=%  2x Eq. de Fmoc-aa + DIC/HOBt
em DCM/DMF (1:1, v/v) ACOPLAMENTO
[duracdo 1 a 2 horas)
1 X DMF
2 XDCM
1 X DMF
1XDCM PROXIMO CICLO
Teste de Ninidrina Negativo
Positivo
REACOPLAMENTO I

Fonte: Adaptado de Lorenzén (2011).

A eficiéncia das etapas de acoplamento de cada aminoéacido foi
monitorada pelo teste de ninidrina (KAISER et al., 1970) e quando positivo,
indicando a presenca de a-amino grupos livres, o processo foi repetido com 50%
da quantidade inicial dos reagentes. A clivagem final dos peptideos das
respectivas resinas e a desprotecédo dos grupos protetores das cadeias laterais
foi efetuada pelo tratamento das respectivas peptidil-resinas com uma solucao
de clivagem contendo acido trifluoracético (TFA) (94%), agua deionizada (2,5%),
1, 2-Etanoditiol (EDT) (2,5%) e triisopropilsilano (TIS) (1%), a 25°C por 3 horas
em agitacdo branda. Para cada 100 mg de resina, 1,5 mL de solugcéao foi
preparada. Apos o periodo de 3 horas, foi adicionado éter etilico gelado ao
conteudo do frasco e observado a formagéo de um precipitado branco (peptideo
bruto). A mistura foi agitada manualmente e transferida para tubos tipo "falcon”
de centrifuga de 15 mL de capacidade volumétrica, sendo submetidos a
centrifugacéo por 15 minutos a 10.000 rpm. Apds o periodo o sobrenadante foi
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descartado em frasco precaucao e o processo de lavagem com éter foi repetido
por mais 3 vezes. Apos as lavagens, o precipitado secou em sistema vacuo por
cerca de 4-6 horas com as tampas semiabertas para evaporacéo do excesso de
solventes organicos. Apds a secagem a vacuo, o peptideo foi extraido utilizando
cerca de 100 mL de solugcao aquosa contendo 10% de acetonitrila (v:v).

3.1.1. Purificacdo dos Peptideos Sintetizados

A purificacdo dos produtos das sinteses foi realizada por cromatografia
liguida de alta eficiéncia (CLAE) em fase reversa no modo semipreparativo,
utilizando uma coluna C18 Phenomenex de 15 x 4,6 mm. Durante a purificacao
foram recolhidas frac6es de 5 mL, e a pureza dessas determinada por CLAE no
modo analitico com coluna de fase reversa Jupiter Phenomenex C18, utilizando
cromatografo Shimadzu LC-10A/C-47A, com um gradiente linear de 5 a 95% de
solvente B (A: 4gua, 0,045% TFA; B: ACN, 0,036% TFA) em 30 minutos, fluxo
de 1,0 mL/min e deteccéo a 220 nm. Os solventes utilizados foram todos de grau
cromatografico e a agua empregada foi a ultrapura. Os tubos contendo o material
puro foram juntados e liofilizados, obtendo-se fragdes que foram analisadas na
mesma coluna analitica acima descrita. Apds o procedimento de purificacdo dos
peptideos, a caracterizacdo das moléculas foi feita por meio de espectrometria
de massas. As analises foram realizadas em modo de eletrospray positivo, por
injecdo direta das amostras dos peptideos puros em um espectrometro de
massas do tipo lon Trap Amazon SL, da marca Brucker. Os valores de massa
molecular experimental foram comparados com os valores tedéricos calculados

previamente para cada um dos peptideos.

3.2. Ensaios de Inibicao do Crescimento Bacteriano

3.2.1. Ensaio de Microdiluicao em Placas

As suspensfes bacterianas das espécies Salmonella sorovar
Typhimurium (ATCC 6539), Escherichia coli O157:H7 (ATCC 43895),
Pseudomonas aeruginosa (ATCC 15442), Staphylococcus aureus (ATCC
14458) e Listeria monocytogenes (ATCC 7644) foram padronizadas a partir de
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uma cultura mantida por 24 horas em caldo Muller Hinton (CMH) até atingir
turbidez igual a suspensdo do tubo 0,5 da escala de McFarland, a qual
corresponde a, aproximadamente, 1,0 x 108 UFC/mL (NCCLS, 1999). Em
seguida, foi verificada a leitura espectrofotométrica a 620 nm para confirmacao
da concentracdo de microrganismos, pela densidade 6tica (0,08-0,1).
Posteriormente, foi realizada uma diluicdo 1:10, em CMH, obtendo-se uma
suspensdo de 1,0 x 10’ UFC/mL, a qual foi utilizada nos ensaios.

A atividade de inibicdo antimicrobiana foi determinada pela técnica de
diluicdo em microplacas (96 orificios) de acordo com a metodologia descrita
segundo a norma M7-A6 do Manual Clinical and Laboratory Standards Institute
(CLSI, 2016). Os orificios das microplacas (96 pocos) foram preenchidos com
80uL de CMH, acrescentados 100uL das solugbes aquosas dos diferentes
peptideos, nas concentragfes de 200 pg/mL, 150 pg/mL, 100 pug/mL e 50 pg/mL.
Adicionalmente foram distribuidos 20uL das suspensdes dos microrganismos em
cada orificio das microplacas e, quando necessario, foi acrescentado agua
autoclavada até completar 200 uL de volume final, a fim de equiparar todos os
volumes dos pocos da microplaca. Como controle positivo foi utilizado 100 yL
solucdo aquosa de Ciprofloxacina 100 pg/mL (Sigma-N1628), a qual foi
adicionada em um poco da microplaca contendo 80 uyL de CMH e 20 uL da
suspensao bacteriana. Foi feito também, o controle do meio de cultura utilizando
200 pL do CMH, o controle de crescimento bacteriano contendo 180 uL de CMH
e 20 pL da suspensao bacteriana. As microplacas foram incubadas em estufa a
37°C por 24 horas e os testes foram realizados em triplicata. Apos o periodo de
incubacédo, as microplacas foram submetidas a leitura de absorbancia a 595 nm,
em espectrofotometro de microplacas (BioTeK). A partir da leitura
espectrofotométrica foi determinada a porcentagem de inibicdo microbiana para

cada microrganismo.

3.2.2. Ensaio Time Kill

O ensaio Time-Kill in vitro foi realizado, segundo metodologia adaptada
de Zhou et al. (2013) e avaliado a partir do dobro da concentracdo que
proporcionou maior inibicAo microbiana, determinada nos testes de
microdiluicdo. As suspendes bacterianas de Salmonella sorovar Typhimurium
(ATCC 6539), Escherichia coli O157:H7 (ATCC 43895), Pseudomonas
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aeruginosa (ATCC 15442), Staphylococcus aureus (ATCC 14458) e Listeria
monocytogenes (ATCC 7644) foram padronizadas, seguindo a metodologia do
item 3.2.1.

Os orificios das microplacas (96 pogos) foram preenchidos com 80uL de
CMH, acrescentados de 100uL de solugdo aquosa dos peptideos nas
concentracbes de: 200 pg/mL, 150 pg/mL, 100 pg/mL e 50 pg/mL.
Adicionalmente foram distribuidos 20uL das suspensdes dos microrganismos em
cada poco das microplacas, quando necessario foi acrescentado &agua
autoclavada até completar 200 uL totais. Como controle positivo foi utilizado 100
ML solucdo aquosa de Ciprofloxacina 100 ug/mL (Sigma-N1628), a qual foi
adicionada em um pogo da microplaca contendo 80 yL de CMH e 20 uL da
suspensao bacteriana. Foi feito também, o controle do meio de cultura utilizando
200 pL do CMH, o controle de crescimento bacteriano contendo 180 yL de CMH
e 20 pL da suspenséo bacteriana. Nos tempos de 0, 4, 6, 12, 18 e 24 horas ap0s
incubacédo a 37 °C, foram feitas as leituras, no leitor de microplacas (BioTeK),
das absorbancias a 595 nm e foi determinada a cinética de inibicdo de

crescimento microbiano para cada peptideo.

3.2.3. Ensaio Checkerboard

Para avaliar o efeito sinérgico dos peptideos frente a Listeria
monocytogenes, foi realizada a técnica de microdiluicdo modificado para o
ensaio Checkerboard de acordo com a metodologia descrita segundo Pillai &
Moellering (2005). Foi escolhida a bactéria Listeria monocytogenes, pois € um
dos patdgenos mais importantes veiculados em alimentos.

A suspensao de Listeria monocytogenes (ATCC 7644) foi padronizada a
partir de uma cultura de 24 horas, em caldo Muller Hinton (CMH) até atingir
turvacdo igual a suspensdo do tubo 0,5 da escala de McFarland
(aproximadamente 1,0 x 108 UFC/mL) (NCCLS, 1999). Em seguida, foi verificada
a leitura espectrofotométrica a 620 nm para confirmacdo da concentracao de
microrganismos, pela densidade otica (0,08-0,1). Posteriormente, foi realizada
uma diluicdo 1:10, em CMH, obtendo-se uma suspenséo de 1,0 x 107 UFC/mL,

a qual foi utilizada nos ensaios.
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Os pogos das microplacas (96 pogos) foram preenchidos com 80 pL de
CMH e 20 uL da suspensao bacteriana de Listeria monocytogenes. No primeiro
poco da linha A, da microplaca de 96 pocos, foi adicionado 100 uL da solugéo
de LeuAl a uma concentracéo de 400 pug/mL para realizacdo da diluicdo seriada,
transferindo-se sequencialmente 100 uL do poco anterior para o proximo até o
primeiro poco. De maneira semelhante, adicionou-se 100 pL da solugéo de LeuB
a uma concentracdo de 400 pg/mL para realizacdo da diluicdo seriada,
transferindo-se sequencialmente 100 uL do poco anterior para o préximo até o
primeiro pogo da linha A. Dessa maneira, a linha A contém a combinacgdo dos
dois peptideos que deram maior atividade antimicrobiana, o que foi comprovado
nos ensaios de atividade antimicrobiana, os quais serviram de “screening” para
esse ensaio de checkerboard. Nas linhas B e C, foi feito 0 mesmo procedimento
que a linha A. Como controle positivo foi utilizado 100 pL solugdo aquosa de
Ciprofloxacina 100 pg/mL (Sigma-N1628), a qual foi adicionada em um poco da
microplaca contendo 80 uL de CMH e 20 uL da suspensao bacteriana. Foi feito
também, o controle do meio de cultura utilizando 200 uL do CMH e o controle de
crescimento bacteriano contendo 180 pL de CMH e 20 uL da suspenséao

bacteriana (Figura 3).

Figura 3. Fluxograma para avaliagéo do efeito sinérgico do LeuAl e LeuB frente a
Listeria monocytogenes.
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Linhas A, B € C - LeuB + LeuA1 400 pyg/mL — CMH — Suspensdo bacteriana;
Linhas D e E - Ciprofloxacina 100 yg/ml — CMH - Suspenséo bacteriana;
Linhas F e G - CMH - Suspensdo bacteriana

Linha H - CMH

Fonte: Elaborada pela autora.
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As microplacas foram incubadas em estufa a 37°C por 24 horas e 0s
testes foram realizados em triplicata. Apdés o periodo de incubacédo, as
microplacas foram submetidas a leitura de absorbancia a 595 nm, em
espectrofotometro de microplacas (BioTeK). A partir da leitura
espectrofotométrica foi determinada a CIM e a porcentagem de inibicdo
microbiana para cada microrganismo. Para a avaliacdo da interacdo entre 0s
diferentes tratamentos foi calculado a somatéria da concentracdo inibitéria

fracionéria (CIF), de acordo com as equacdes abaixo:

CIF (LeuB) = CIM na combinac&o/CIM sozinho
CIF (LeuAl) = CIM na combinac¢éao/CIM sozinho

SCIF = CIF (LeuB) + CIF (LeuAl)

A partir da ) CIF obtida, foi avaliada a interagéo seguindo a classificagao
descrita por Hall et al. (1983) e Ferndndez Cuenca et al. (2003), na Tabela 2.

Tabela 2. Valores de Y CIF correspondentes as diferentes interagdes.

Interacéo > CIF

Sinérgico SCIF<0,5
Parcialmente sinérgico 0,5<>CIF=<0,75

Indiferente 0,75<>CIF <4

> CIF: somatoria da concentragdo inibitéria fracionaria; CIF: concentracao inibitoria
fracionaria.
Fonte: Adaptado de Hall et al. (1983) e Fernandez Cuenca et al. (2003)

3.3. Estudo da Atividade Antioxidante

A atividade antioxidante dos peptideos antimicrobianos, foi medida usando
o método do radical ABTS™* (acido [2,2’-azinobis (3-etilbenzotiazolina-6-
sulfénico)]) por antioxidantes acompanhada do decréscimo da absorbancia
(PEREZ-JIMENEZ e SAURA-CALIXTO, 2006; RUFINO et al., 2007). O radical

ABTS foi preparado com a reacao de 5,0 pL de uma solucao estoque de ABTS
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(7 mM) adicionado de 88 pL da solucdo de perssulfato de potassio (140 mM),
armazenado durante 16 horas em temperatura ambiente e no escuro.
Completada a reacédo, a solucéo do radical foi diluida em alcool etilico até se
obter absorbéancia aproximada de 0,7 a 734 nm no UV/VIS (Leitora de placas
Biotek® - Epoch).

Nas placas de 96 pocos foram adicionados os peptideos LeuAl, LeuAB2 e
LeuB na concentracdo de 400 pg/mL, o dobro da concentracdo que apresentou
maior inibicdo microbiana, em triplicata e com a pipeta multicanal, 245 pL do
radical ABTS™, previamente preparado. Apos 6 minutos de reacao foi feita a
leitura da absorbancia a 734 nm. Os resultados foram expressos em Trolox
Equivalent Antioxidant Capacity (TEAC) em uM, proveniente da equacao da reta
da curva analitica, feita a partir de uma solucéo estoque de Trolox 2 mM (50 mg
de Trolox em 100 mL de etanol) (VALLVERDU-QUERALT et al., 2011).

Obteve-se €= 0,000394 (uUM)-icm e a atividade antioxidante foi dada pela
concentracdo (C) de trolox em uM obtida pela férmula C = (Abs +
0,01358)/0,000394. Os resultados para a atividade antioxidante de cada analogo
peptidico, LeuAl, LeuB e LeuAB2 foram calculados pela férmula:

% Reducido de ABTS= (Abranco — Aamostra) x 100

Abranco

Onde: A branco = absorbancia do branco e A amostra = absorbancia da amostra.

3.4. Ensaios de Inibicdo Enziméatica

3.4.1. Ensaios de Inibicdo do Superenovelamento do DNA pela
DNA Girase

Os estudos para avaliacao da inibicao da atividade de superenovelamento
do DNA promovido pela DNA girase foi realizado de acordo com o protocolo do
fabricante Inspiralis (2003), descrito abaixo:

Uma unidade (U) de DNA girase foi incubada com 0,5 pug de plasmideo
pBR322 relaxado contendo o0s analogos peptidicos sintetizados, nas
concentracgdes de 200, 150, 100 e 50 pg/mL, em um volume de reagao de 30 pL,
a 37 °C por 60 minutos em tampé&o de ensaio. A reacao foi interrompida pela
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adicdo de 1 yL de solugéao de proteinase K (2,5 mg/mL) e posterior incubacéo
por 30 minutos a uma temperatura de 37 °C.

Em seguida, as amostras foram submetidas a analise por eletroforese em
gel de agarose 1% em tampao TBE (Tris 89 mM / acido borico 89 mM /EDTA 2
mM, pH 8.2). As amostras foram aplicadas uma a uma nos pocos do gel e
submetidas a tensdo constante de 24 V, a temperatura ambiente, por 2 horas.
Ao término da corrida, o gel foi corado durante 30 minutos em tampao de corrida,
contendo brometo de etidio (50 mg/mL). O gel foi entdo, examinado em
transiluminador de luz ultravioleta (Germetec LTDA.) e fotografado com luz
ultravioleta incidente, utilizando-se camera fotografica Kodak Digital Screen
DCA40.

Os ensaios de eletroforese descritos anteriormente foram realizados, com
o intuito de determinar as concentracfes minimas inibitérias de cada um dos

peptideos sintetizados, capaz de inibir a acdo da DNA girase.

3.4.2. Ensaios de Inibicdo do Relaxamento do DNA pela

Topoisomerase IV

Em contraste a DNA girase, que possui maior atividade no
superenovelamento negativo do DNA, a topoisomerase |V atua
preferencialmente no relaxamento do DNA superenovelado positivamente, bem
como no processo de desencadeamento do DNA. Assim, € evidente que a
topoisomerase |V desempenha também importante papel no processo de
replicacdo e que a DNA girase ndo deve ser o Unico alvo intracelular efetivo para
os diversos agentes terapéuticos.

Os ensaios para avaliacéo da inibicdo da atividade da topoisomerase 1V,
foram realizados incubando-se 1 unidade (U) da enzima com 0,3 ug de
plasmideo pBR322 superenovelado contendo cada um dos analogos peptidicos
nas concentragcoes 200, 150, 100 e 50 pg/mL, em um volume de reagéao de 30
ML, a 37 °C por 2 horas, em tampéao de ensaio. As amostras foram submetidas a
analise por eletroforese em gel de agarose, nas mesmas condi¢cdes descritas no
item 3.2.1.
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3.5. Ensaios de Toxicidade dos Peptideos

3.5.1. Ensaios de Inibicdo do Relaxamento do DNA pelas

Topoisomerases Humanas

Realizou-se ensaios de inibicdo enzimatica com as enzimas
topoisomerases humanas (topoisomerase | e topoisomerase lla). Assim como a
topoisomerase IV bacteriana, as topoisomerases humanas citadas possuem a
fungdo de relaxamento do DNA. Sendo assim, as condi¢gdes dos ensaios
realizados aqui foram semelhantes as descritas no item 3.2.2, apenas com

substituicdo das enzimas.

3.5.2. Estudo da Atividade Hemolitica

O protocolo utilizado neste trabalho foi o de ONUMA et al. (1999) com
algumas modificacbes. Para o estudo de atividade hemolitica o projeto foi
submetido e aprovado pelo comité de ética em pesquisa com seres humanos
(protocolo de n° 46212515.0.0000.5398). Para este ensaio foram utilizadas
hemacias de sangue humano separadas do plasma por centrifugacéo e lavadas
3 vezes com tampéao PBS (35 mmol/L fosfato de sédio; 0,15 mol/L de cloreto de
sédio) pH 7,4. Quatro diferentes concentracfes dos peptideos foram utilizadas
(200 pg/mL, 150 pg/mL, 100 pg/mL e 50 pg/mL) para determinar a concentracao
capaz de promover a lise das hemacias. Depois da incubacéo a 37°C por 1 h, as
amostras foram centrifugadas a 3000 rpm por 5 min e aliquotas de 100 uL do
sobrenadante foram pipetadas em microplacas de 96 pocos, em triplicata. A
absorbancia a 405 nm foi determinada usando leitor de microplaca (BioTek,
modelo Epoch). A porcentagem de hemodlise, foi calculada de acordo com a

formula abaixo:

% hemdlise — (Absosbancia da amostra — Absorbancia do tampao) ¥ 100
o emotise = (Absorbancia do Triton — Absorbancia do tampao)

Onde: A amostra = absorbancia da amostra; A tampao = absorbancia do controle
negativo, com tampao PBS; A triton = absorbancia do controle positivo, que
causa 100% de hemodlise.
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3.6. Vazamento de Carboxifluoresceina

Foi realizado um ensaio de permeabilizacdo de miméticos de membranas
bacterianas, com o intuito de verificar o0 mecanismo de acdo dos peptideos,
preparando vesiculas que contém os principais componentes de membranas de
procariotos. Foram utilizados os lipideos 1-palmitoil-2-oleoil-sn-glicero-3-
fosfatidilcolina (POPC) e o 1-palmitoil-2-oleoil-sn-glicero-3-[fosfo-rac-(1-glicerol)]
(POPG) na proporcao de 75:25, adquiridos da empresa Avanti Polar Lipids. A
preparacdo das vesiculas foi baseada em meétodos descritos na literatura
(MAYER; HOPE; CULLIS, 1986; MACDONALD et al., 1991). Os lipideos foram
pesados nas propor¢cdes desejadas, na concentracdo de 15 mmol.L-1, e
dissolvidos em uma solucdo de cloroférmio-metanol (4-1). Posteriormente, a
solucéo foi evaporada em nitrogénio até formar um filme fino aderido na parede
de um tubo. Esse filme foi mantido sob vacuo, durante 12 h para eliminagéo total
dos solventes. Posteriormente, o filme foi hidratado com uma solucdo de
carboxifluoresceina (CF) 80 mmol/L em tampdo HEPES 0,01 mol/L pH 7,2
(HEPES). Durante uma hora, o filme foi submetido repetidamente a banho a
60°C, vortex e ultrassom, para que as camadas fossem quebradas e o tamanho
das vesiculas diminuidas. Para obter as vesiculas unilamelares (LUVS), as MLVs
foram passadas por um extrusor contendo um filtro de policarbonato com poros
de 100 nm de diametro (Avanti Polar Lipids). Para a homogeneizacdo do
tamanho das vesiculas foram realizados 52 ciclos de extrusdo. A CF né&o
incorporada as vesiculas foi removida por filtracdo em gel em uma coluna
Sephadex G-50 (Amersham Biosciences) estabilizada com tampao HEPES 0,01
mmol/L, glicose 0,15 mmol/L e pH 7,2. Neste estudo foi utilizado um
espectrofotometro de fluorescéncia Cary Eclipse VARIAN, com comprimentos de
onda ajustados em 492 nm e 517 nm, para a excitacdo e emissao,
respectivamente. As andlises foram realizadas em triplicata usando o dobro da
concentracéo determinada nos testes de microdiluicdo, que proporcionou maior
inibicdo microbiana. Devido a instabilidade das vesiculas, a suspenséo de LUVs

foi usada no mesmo dia.
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3.7. Dicroismo Circular

O dicroismo circular (CD) foi realizado neste trabalho a fim de fornecer
informacdes sobre a possivel tendéncia estrutural dos peptideos sintetizados,
uma vez que a espectroscopia de CD permite investigar a estrutura secundaria,
em solucdo, de proteinas e peptideos, por exemplo (BEROVA et al., 2007;
GREENFIELD,1999; WHITMORE & WALLACE, 2007).

As propriedades conformacionais dos peptideos LeuAl, LeuB e LeuAB2,
a uma concentracdo de 60 UM em solucdo aquosa, foram estudados em trés
ambientes distintos: em tampé&o fosfato, em um indutor de estrutura como o
2,2,2-trifluoroetanol (TFE) 60% e em meio de SDS 25 mM, todos a 25°C. O
equipamento utilizado foi um espectropolarimetro Jasco J-815 em celas de 1,0
mm de caminho Optico e 6 varreduras nos comprimentos de onda de 190 a 280

nm.

4. ANALISE ESTATISTICA

Os resultados dos ensaios de inibicAo de crescimento bacteriano,
antioxidante e hemolitico foram submetidos a analise de variancia e as médias
das triplicatas, foram comparadas pelo teste de Tukey com 5% de significancia,

com o auxilio do software estatistico SAS (2012).

5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1. Design, Sintese e Caracterizacdo dos Analogos Peptidicos das
Leucocinas

As sequéncias peptidicas sintetizadas foram projetadas baseada na
estrutura secundaria de Leucocinas A-, B- e C-TA33a (Figura 4), proposta por
Papathanasopoulos et al. (1998), para estudos de inibicdo de diferentes
espécies bacterianas de interesse em alimentos, principalmente por atuarem em

alvos intracelulares a partir de mecanismos ainda pouco elucidados.
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Figura 4. Predicdo da estrutura secundaria de leucocinas A-, B- e C-TA33a.

LeuA-TA33a KYYGNGVHCTKSGCSVNWGEAFSAGVHRLANGGNGFW

LeuB-TA33a KGKGFWSWASKATSWLTGPQQPGSPLLKKHR

h= a-hélice

Fonte: Adaptado de PAPATHANASOPOULOS et al., 1998.

O design dos peptideos derivados das leucocinas, levaram-se em
considerac@o algumas caracteristicas estruturais das leucocinas A e B-TA33a,
sendo que o peptideo LeuAl apresenta em sua estrutura os aminoacidos que se
estruturam em cadeia B da porg¢ao N-terminal e também os aminoacidos que se
estruturam como a unica a-hélice da leucocina A-TA33a. Acredita-se que este
peptideo possa interagir em uma dessas regifes, com as topoisomerases
bacterianas, principalmente pela estrutura em a-hélice, a qual se assemelha com
outros inibidores proteicos dessa enzima, como € o caso da toxina CcdB, ja
descrita na literatura (LORIS et al.,1999). O peptideo LeuAB2 foi projetado
contendo os aminoacidos que se estruturam em a-hélice da leucocina A-TA33a,
juntamente com os aminoacidos que se estruturam em a-hélice da leucocina B-
TA33a. Com isso, uniram-se duas regides distintas de duas proteinas diferentes
para avaliar seu efeito de interacdo e possivel inibicdo de topoisomerases
bacterianas. O peptideo LeuB foi sintetizado na integra, baseado na sequéncia
de aminoéacidos da leucocina B-TA33a, para andlise comparativa com uma
estrutura nativa de uma leucocina.

Inicialmente, partiu-se de 300mg de uma resina tipo Fmoc-AA-Wang (0,67
mmol/g) para o LeuAl, Fmoc-Ala-Wang (0,69 mmol/g) para o LeuAB2 e Fmoc-
Arg-Wang (0,69 mmol/g) para o LeuB. Os agentes de condensacéo DIC e HOB,
foram utilizados para ativagéo dos grupos a-carboxilas dos Fmoc-aminoacidos
durante as etapas de acoplamento dos residuos de aminoacidos de cada um dos
peptideos. Apds desprotecao do primeiro aminoacido, iniciou-se 0 acoplamento
dos demais, seguindo sempre os passos de lavagens e desprotecdes. As
massas de peptidil-resina obtidas, no final da sintese de cada um dos analogos,

podem ser observadas na Tabela 3.
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Tabela 3. Massas de peptidil-resinas de cada um dos analogos sintetizados.

Anélogos Massa final de peptidilresina (g)
LeuAl 0,70
LeuAB2 0,44
LeuB 1,20

Fonte: Elaborado pela autora.

Cada uma das peptidil-resinas resultantes do processo sintético (cerca de
400 mg cada), foi submetida ao procedimento de clivagem, a partir do tratamento
com aproximadamente 5 mL de reagente K, durante 120 minutos. Apos o
procedimento de clivagem, uma fragcdo da massa do extrato bruto de cada
peptideo liofilizado, aproximadamente 100 mg, foi dissolvido em cerca de 10 mL
de solvente A (agua + TFA 0,036%), com adicdo de pequenos volumes de
acetonitrila para auxiliar na solubilizacdo completa do material bruto. A solucdo
resultante deste processo foi entdo submetida a analise qualitativa em HPLC,
sob condicfes ja descritas anteriormente.

A partir dos resultados de tempo de retencdo e porcentagem de solventes
obtidos nestas andlises, foram definidas as condicdes relativas a concentracao
de solvente para purificacdo dos peptideos em escala semi-preparativa
(condicdes descritas no item 3.1.1). Os cromatogramas obtidos, para os
analogos LeuAl, LeuAB2 e LeuB, antes e ap0s o processo de purificacdo, estdo

representados nas figuras 5, 6 e 7.
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Figura 5. Perfis cromatogréaficos obtidos por CLAE, em escala analitica, para o
analogo peptidico LeuAl.
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Fonte: Elaborado pela autora.

Figura 6. Perfis cromatograficos obtidos por CLAE, em escala analitica, para o analogo
peptidico LeuAB2.
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Fonte: Elaborado pela autora.
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Figura 7. Perfis cromatograficos obtidos por CLAE, em escala analitica, para o
analogo peptidico LeuB.
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Verifica-se nas figuras 5, 6 e 7 o perfil cromatogréfico obtido por CLAE,

em escala analitica, para os peptideos LeuAB2, LeuAl e LeuB apés a

purificacdo, apresentaram um Unico pico em relacdo ao extrato bruto. O

parametro tempo de retencdo dos analogos purificados (LeuAl 12,5; LeuAB2

13,5 e LeuB 11,7), foram mantidos em relagcdo ao pico que corresponde aos

respectivos analogos no extrato bruto. Os valores de massa molecular, obtidos

por espectrometria de massas no modo electrospray positivo [ES m/z: (M + H)+],

foram coincidentes com o tedrico esperado, obtendo a confirmacgéo do peptideo

desejado (Tabela 4).

Tabela 4. Massas moleculares tedricas e obtidas por espectrometria de massas dos

analogos de leucocinas sintetizados.

Analogos Massa Molecular Teérica (g/mol) ES m/z (MW)
LeuAl 2360,64 2360,64
LeuAB2 1578,75 1578,75
LeuB 3466,01 3466,01

Fonte: Elaborado pela autora.

O rendimento da purificacdo de cada analogo foi calculado através de uma

relacdo com a massa do peptideo em seu estado bruto. Alguns valores de

rendimento da purificacdo, com as respectivas purezas relativas dos peptideos

purificados estdo exemplificados na Tabela 5.

Tabela 5. Rendimento da purificacdo e pureza relativa dos analogos da Leucocina.

Peptideo Massa Peptideo Massa ApOs a Rendimento da Pureza Relativa (%)
Bruto (mgQ) Purificacdo (mg) Purificacdo (mg)
LeuAl 150 8,4 16,8 90,8
LeuAB2 150 9,6 19,2 93,5
LeuB 150 4,4 8,8 92,4

Fonte: Elaborado pela autora
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De maneira geral pode-se concluir, através da observagao dos resultados
anteriores, que os procedimentos utilizados para a sintese, clivagem peptideo-
resina e metodologias desenvolvidas para purificacdo foram todos bem-
sucedidos, levando a obtencao das sequencias desejadas, confirmadas através
dos dados de analise de aminoacidos, massa molecular e pureza relativa dos

produtos sintetizados.

5.2. Ensaios de Inibicdo de Crescimento Microbiano

Os testes de inibicdo de crescimento bacteriano, encontrados nas tabelas
6 a 10, sdo indicados para avaliar a acdo dos analogos frente aos
microrganismos, que possam contribuir para um processo de contaminacgao do
alimento e que justifique o uso de um peptideo antimicrobiano para a
conservacao do mesmo.

Para a bactéria Escherichia coli O157:H7 é possivel observar que o
peptideo LeuB apresentou maior atividade antimicrobiana, inibindo 69% dos
microrganismos viaveis. Para Salmonella Typhimurium ambos os peptideos
LeuB, LeuAl e LeuAB2 apresentaram elevada inibicdo 71%, 69% e 59%
respectivamente, na maior concentracédo utilizada. Os analogos LeuAl e LeuAB2
foram capazes de apresentar uma porcentagem de inibicdo de 49 e 91% para
Pseudomonas aeruginosa. No caso da bactéria Listeria monocytogenes, 0s
peptideos LeuAl e LeuAB2 demonstraram maior propriedade antimicrobiana
para esses patdégenos, inibindo 79% e 69%, respectivamente. Frente a
Staphylococcus aureus ambos o0s peptideos LeuB, LeuAl e LeuAB2
apresentaram elevada inibicdo 40%, 96% e 78% respectivamente, na maior
concentracdo utilizada.

Os resultados da porcentagem de inibicdo microbiana apresentados
nesse trabalho, foram muito satisfatérios. Evidencia-se que a técnica de sintese
em fase soélida, a qual proporcionou unir em uma s6 molécula, as caracteristicas
desejadas encontradas em mais de uma bacteriocina, possibilitou a sintese de
analogos peptidicos com uma atividade antimicrobiana maior. Os analogos
LeuAl e LeuAB2, foram sintetizados levando-se em consideracdo algumas
caracteristicas estruturais das leucocinas A e B-TA33a, unindo duas regides
distintas de duas proteinas diferentes para avaliar a atividade biol6gica, os quais

apresentaram inibicdo bacteriana maior que o analogo LeuB, que foi sintetizado
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na integra baseado na sequéncia de aminoacidos da leucocina B-TA33a. A
maioria dos peptideos hibridos relatados até o momento, apresentou maior
atividade antibacteriana, em relacdo aos seus precursores (BOMAN, 2003).
RODRIGUEZ-HERNANDEZ et al. (2006) sintetizaram um peptideo composto
pela por¢cao N-terminal da cecropina, juntamente com diferentes partes da
melitina, isolada de abelha (cecropina A-melitina), resultando em um hibrido com

atividade antibacteriana maior.

Tabela 6. Porcentagem de inibicdo dos analogos peptidicos LeuB, LeuAl e LeuAB2, frente Escherichia
coli 0157:H7 pelo ensaio de Microdiluicdo em placas. [Controle de crescimento: CMH + Escherichia coli
0157:H7; ciprofloxacina (100pug/mL)].

Peptideos Antimicrobianos

Concentracao (ug/ml) LeuB LeuAl LeuAB2
200 69% Aa + 0,16 36% Ab + 0,46 33% Ab + 0,47
150 50% Aa + 0,30 24% ABDb + 0,62 23% ABb + 0,60
100 23% Ba + 0,65 20% Ba + 0,69 22% ABa + 0,64
50 22% Ba + 0,66 20% Ba + 0,71 20% Ba + 0,69

- Médias seguidas pela mesma letra maiuscula nao diferem, na coluna, pelo teste de
Tukey 5%; - Médias seguidas pela mesma letra minuscula ndo diferem, na linha, pelo
teste de Tukey 5%.

Fonte: Elaborado pela autora.

Tabela 7. Porcentagem de inibicdo dos analogos peptidicos LeuB, LeuAl e LeuAB2, frente Salmonella
sorovar Typhimurium pelo ensaio de Microdiluicdo em placas. [Controle de crescimento: CMH + Salmonella
sorovar Typhimurium; ciprofloxacina (100ug/mL)].

Peptideos Antimicrobianos

Concentracao (ug/ml) LeuB LeuAl LeuAB2
200 71% Aa + 0,71 69% Aab + 0,69 59% Ab + 0,59
150 63% Aa + 0,63 63% Aa + 0,63 58% ABa + 0,56
100 41% Ba + 0,41 22% Bb + 0,22 45% Ba + 0,44
50 33% Ba + 0,33 7% Bb + 0,07 16% Da + 0,28

- Médias seguidas pela mesma letra maiuscula n&o diferem, na coluna, pelo teste de
Tukey 5%; - Médias seguidas pela mesma letra minascula ndo diferem, na linha, pelo
teste de Tukey 5%.

Fonte: Elaborado pela autora.
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Tabela 8. Porcentagem de inibi¢do dos analogos peptidicos LeuB, LeuAl e LeuAB2, frente Pseudomonas
aeruginosa pelo ensaio de Microdiluicio em placas. [Controle de crescimento: CMH + Pseudomonas

aeruginosa; ciprofloxacina (100ug/mL)].

Peptideos Antimicrobianos

Concentracéo (ug/ml)

LeuB

LeuAl

LeuAB?2

200 20% Ac + 0,31 49% Ab + 0,49 91% Aa + 0,91
150 20% Ac + 0,20 39% Bb + 0,39 51% Ba + 0,72
100 17% Ab + 0,17 19% Cb + 0,18 38% Ca + 0,64
50 7% Ba + 0,07 13% Ca + 0,13 12% Da + 0,08

- Médias seguidas pela mesma letra maiuscula nao diferem, na coluna, pelo teste de
Tukey 5%; - Médias seguidas pela mesma letra minascula ndo diferem, na linha, pelo
teste de Tukey 5%.

Fonte: Elaborado pela autora.

Tabela 9. Porcentagem de inibicdo dos analogos peptidicos LeuB, LeuAl e LeuAB2, frente Listeria
monocytogenes pelo ensaio de Microdiluigdo em placas. [Controle de crescimento: CMH + Listeria
monocytogenes; ciprofloxacina (100ug/mL)].

Peptideos Antimicrobianos

LeuB LeuAl LeuAB?2

Concentracao (ug/ml)

200 41% Ac + 0,41 79% Aa + 0,79 69% Ab + 0,62
150 41% Ac + 0,40 74% ABa + 0,74 67% Ab + 0,53
100 28% Bab + 0,28 23% Bb + 0,22 31% Ba + 0,42
50 9% Cb + 0,08 19% Ca + 0,19 15% Bab + 0,09

- Médias seguidas pela mesma letra maitscula ndo diferem, na coluna, pelo teste de
Tukey 5%; - Médias seguidas pela mesma letra minuscula ndo diferem, na linha, pelo
teste de Tukey 5%.

Fonte: Elaborado pela autora.

Tabela 10. Porcentagem de inibicdo dos anélogos peptidicos LeuB, LeuAl e LeuAB2, frente
Staphylococcus aureus pelo ensaio de Microdiluicdo em placas. [Controle de crescimento: CMH +
Staphylococcus aureus; ciprofloxacina (100ug/mL)].

Peptideos Antimicrobianos

Concentracao (ug/ml) LeuB LeuAl LeuAB2
200 40% Ab + 0,40 96% Aa + 0,95 78% Ab + 0,36
150 24% Bb + 0,24 89% Ba + 0,89 70% Ab + 0,30
100 7% Cc + 0,07 20% Cb + 0,19 25% Ba + 0,28
50 3% Ca + 0,03 14% Da + 0,14 17% Ba + 0,15

- Médias seguidas pela mesma letra maiuscula nao diferem, na coluna, pelo teste de
Tukey 5%; - Médias seguidas pela mesma letra minascula ndo diferem, na linha, pelo
teste de Tukey 5%.

Fonte: Elaborado pela autora.
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No caso de bactérias Gram-negativas, um possivel modo de acdo dos
PAMS implica na interacdo prévia com a parede celular, que possui uma
membrana externa composta de lipopolissacarideos (LPS) mantido por ions
magnésio e calcio, que formam pontes entre os acucares fosforilados carregados
negativamente. Sugere-se que os PAMs catidnicos causaram o deslocamento
destes ions, danificando a membrana externa e facilitando a entrada do peptideo
para o espaco periplasmatico, permitindo entdo, a interacdo dos peptideos com
a membrana plasmatica (HANCOCK et al., 1995). Este fato pode justificar a
elevada porcentagem de inibicAo dos microrganismos Gram-negativos,
Escherichia coli O157:H7 e Salmonella Typhimurium, pelo analogo LeuB que
apresenta maior carga positiva, o que possibilitou maior interagdo com o0s
fosfolipideos anidnicos presentes na membrana externa da bactéria, acarretando
em um desbalanco eletrolitico e possivel morte bacteriana. A bactéria
Pseudomonas aeruginosa, é uma bactéria que esta envolvida em uma capsula
polissacaridica, a maior porcentagem de inibi¢éo foi pelo analogo LeuAB2, 91%.
Uma possivel explicagdo para isso é que a menor hidrofobicidade do analogo
LeuAB2 proporcionou maior interacdo com a capsula rica em polissacarideo que
tem caracteristica polar, acarretando na morte celular e maior porcentagem de
inibic&o.

As bactérias, podem assumir basicamente trés formas: cocos, bacilos e
espiralada. Estas diferentes formas bacterianas, por sua vez, podem se associar
em arranjos que sao caracteristicas de cada género ou espécie. No caso das
bactérias do género Streptococcus, 0s cocos estdo agrupados em cadeia e as
do género Staphylococos o0s cocos se dispdem em arranjos irregulares,
semelhantes a cachos de uva. O conhecimento das formas e dos arranjos das
bactérias auxilia na identificacdo das mesmas e no entendimento da
sensibilidade ou resisténcia a certos agentes antimicrobianos. Um estudo feito
por Silva (2017) evidenciou a relacdo entre a menor porcentagem de inibicao
antimicrobiana do peptideo LeuC frente a Staphylococcus aureus em
decorréncia dessas bactérias se agruparem em forma de “cachos”. Uma das
hipoteses sugerida é a diminuicdo da superficie de contato para os peptideos
atuarem, principalmente nas células localizadas nas por¢des mais internas dos
cachos, as quais podem continuar a se desenvolverem e multiplicarem, fato esse

gue nao foi observado neste estudo.
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Até o presente, nisina € a Unica bacteriocina comumente aplicada na
preservacio de alimentos (GALVEZ et al., 2007). Porém, a mesma, apresenta
amplo espectro inibitério apenas contra bactérias Gram-positivas, como Listeria
spp e Staphylococcus spp. Os resultados deste trabalho mostraram que
peptideos derivados de leucocinas LeuB, LeuAl e LeuAB2, apresentam
capacidade inibitoria do crescimento de bactérias Gram-negativas, as quais séo
citadas como um dos agentes etiologicos de maior contagio em alimentos.

Bacteriocinas produzidas por bactérias laticas sdo capazes de inibir B.
cereus, L. monocytogenes, S. aureus e Salmonella spp sendo que esses
peptideos antimicrobianos apresentam atividade tanto em meio de cultivo quanto
em alimentos (HAMAMA et al.,2002; BROMBERG et al., 2006; GUESSAS et al.,
2007; NASCIMENTO et al., 2008; KHALID et al., 2011).

COSTA et al. (2015) avaliaram o antagonismo de 30 bactérias acido
laticas (BALSs), isoladas de queijos de Coalho artesanais do Estado de
Pernambuco. Este estudo demonstrou que 40% dessas BALs inibiram o
crescimento de Listeria innocua, 89% foram eficientes para Enterococcus
faecalis e 100% inibiram o crescimento do Bacillus cereus.

As bacteriocinas podem apresentar acdo bactericida ou bacteriostatica
sobre as bactérias. Em virtude disso, foi realizado o ensaio “Time Kill”, o qual
oferece informacg@es importantes referentes a velocidade de acéo dos peptideos
em estudo. Este teste foi realizado utilizando o dobro da maior concentracéo
testada, o que corresponde a 400 pg/mL, pois foi a que apresentou maior inibicao
no ensaio de microdiluicdo em placas, de acordo com a metodologia descrita na
norma M26-A do National Committee for Clinical Laboratory Standards (NCCLS,

1999). Os resultados estédo apresentados nos graficos 1 a 5.
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Gréfico 1. Atividade antibacteriana dos analogos peptidicos LeuAl, LeuAB2 e LeuB
(400 pg/ml) frente Escherichia coli O157:H7 pelo ensaio Time-Kill. [Controle de
crescimento: CMH + Escherichia coli O157:H7; ciprofloxacina (100ug/mL)].
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Fonte: Elaborado pela autora.

Gréfico 2. Atividade antibacteriana dos analogos peptidicos LeuAl, LeuAB2 e LeuB
(400 pg/ml) frente Salmonella Typhimurium pelo ensaio Time-Kill. [Controle de
crescimento: CMH + Salmonella Typhimurium; ciprofloxacina (100 pg/ml)].
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Fonte: Elaborado pela autora.
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Grafico 3. Atividade antibacteriana dos analogos peptidicos LeuAl, LeuAB2 e LeuB
(400 pg/ml) frente Pseudomonas aeruginosa pelo ensaio Time-Kill. [Controle de
crescimento: CMH + Pseudomonas aeruginosa; ciprofloxacina (100 pg/ml)].
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Fonte: Elaborado pela autora.

Gréfico 4. Atividade antibacteriana dos analogos peptidicos LeuAl, LeuAB2 e LeuB
(400 pg/ml) frente Listeria monocytogenes pelo ensaio Time-Kill. [Controle de

crescimento: CMH + Listeria monocytogenes; ciprofloxacina (100 pg/ml)].
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Fonte: Elaborado pela autora
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Gréfico 5. Atividade antibacteriana dos analogos peptidicos LeuAl, LeuAB2 e
LeuB (400 pg/ml) frente Staphylococcus aureus pelo ensaio Time-Kill. [Controle de

crescimento: CMH + Staphylococcus aureus; ciprofloxacina (100 pg/ml)].
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Fonte: Elaborado pela autora.

Observa-se que os valores de absorbancias, nos ensaios realizados com
as bactérias Gram-negativas, Escherihia coli O157:H7, Salmonella sorovar
Typhimurium e Pseudomonas aeruginosa e para as bactérias Gram-positivas
permaneceram constante até o final do tempo de amostragem, evidenciando um
possivel efeito bacteriostatico para os analogos, LeuAl, LeuAB2 e LeuB,
corroborando com os resultados da porcentagem de inibicdo de crescimento
microbiano. Ha indicios de que os peptideos, tenham proporcionado um
aumento do tempo de laténcia dos microrganismos, fase de intensa atividade
metabdlica, inibindo a producdo de metabdlitos, como enzimas, essenciais para
o crescimento e multiplicagcdo dos microrganismos. Esse fato minimizou a taxa
de crescimento das bactérias, podendo ser eficiente para aumentar a vida de
prateleira dos alimentos pereciveis, em decorréncia do controle do crescimento
microbiano.

A combinacdo dos peptideos LeuB e LeuAl apresentou efeito
parcialmente sinérgico (3 CIF < 0,75) como mostrado na tabela 11. O LeuB
testado isoladamente apresentou 41 % e o LeuAl 79% de porcentagem de
inibicdo e a concentracdo minima inibitéria foi de 150 pg/mL e 200 pg/mL,
respectivamente. Quando testados em combinacdo apresentaram porcentagem
de inibicdo de 72 % e 81 % e a concentragdo minima inibitéria foi de 52 pg/mL e

62 ug/mL, respectivamente.
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Tabela 11. Efeito sinérgico dos analogos peptidicos LeuB e LeuAl (400 pg/ml) frente Listeria
monocytogenes pelo ensaio de Checkerboard. [Controle de crescimento: CMH + Listeria
monocytogenes; ciprofloxacina (100pg/mL)].

Peptideo Porcentagem de Inibicdo (%) CIF  >CIF Resultado
Concentragao Minima Inibitéria (ug/mL)
Sozinho Combinado
LeuB 41 (150ug/mL) 72 (52ug/mL) 0,35 0,66 Parcialmente
sinérgico
LeuAl 79 (200pg/mL) 81 (62ug/mL) 0,31

CIF: Concentracdo Inibitoria Fracionaria. ICIF; indice de Concentracdo Inibitoria
Fracionaria.
Fonte: Elaborado pela autora.

Nenhuma pesquisa que avalie o efeito sinérgico de peptideos
antimicrobianos analogos de leucocinas foi realizada até o momento, entretanto,
ha relatos na literatura sobre o efeito sinérgico de outras bacteriocinas e
antimicrobianos. MARTINS (2013) observou o efeito sinergistico da combinacéo
de Oleos essenciais, nisina e nitrito de s6dio em mortadelas sobre endosporos
de Clostridium perfringens em que, houve um resultado satisfatério na reducao
do nimero de enddsporos viaveis durante todo o periodo de armazenamento.
PIMENTEL-FILHO et al. (2014), notaram que a combinacdo das bacteriocinas
bovicina HC5 e nisina apresentou um efeito sinérgico, pois inibiu o crescimento
de Listeria monocytogenes em concentracdes inferiores do que quando usadas
isoladamente. SHI et al. (2017), ao realizarem o ensaio de checkerboard com o
0leo essencial cinamaldeido e nisina, confirmaram a atividade sinergistica contra
a bactéria Staphylococcus aureus. Estudos realizados por Arqués et al. (2008),
a combinacdo de reuterina e da nisina teve efeito sinérgico sobre Listeria
monocytogenes e Staphylococcus aureus em leite.

Bacteriocinas tem agao nas chamadas tecnologias de barreiras, podendo
ser utilizadas combinadas a outros tratamentos ou antimicrobianos na
preservacao de alimentos (PIMENTEL-FILHO, 2014). O uso de conservantes em
alimentos que apresentem efeito sinérgico, seria Util para fazer associagfes de
bacteriocinas com outros conservantes que ja sdo amplamente utilizados na
industria de alimentos. Esta seria uma possivel forma de evitar os problemas
causados pelo excesso de nitritos e nitratos, impedindo desta forma que os

conservantes se encontrem em grandes concentra(;(”)es no organismo
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(IAMARINO et al., 2015). Isso justificam as pesquisas para ampliar os estudos
de efetividade das leucocinas adicionadas individualmente ou associadas,
visando ampliar o controle de patdégenos, para reduzir as doses dos

conservantes.

5.3. Ensaio Antioxidante

A avaliagédo da atividade antioxidante, pelo mecanismo de sequestro do
radical ABTS, é um dos parametros para determinar o potencial de uma
substancia em inibir a oxidacdo. A oxidacdo de 6leos e gorduras durante o
processamento e estocagem de produtos alimenticios causa deterioracdo no
sabor, textura, valor nutricional e vida util, levando a producéo de toxinas (DONG
et al., 2010). Para suprir este problema de deterioracéo oxidativa em alimentos,
aumentou-se a utilizacdo de antioxidantes sintéticos como butil-hidroxi-anisol
(BHA), butil-hidroxi-tolueno (BHT), terc-butilhidroquinona (TBHQ) e propil galato
(PG). Entretanto, o potencial toxico desses antioxidantes em humanos, tem
estimulado a busca por antioxidantes naturais. Neste sentido, se peptideos com
acao antimicrobiana apresentar também propriedade antioxidante, seria muito
interessante para a industria processadora de alimentos, haja visto que a
ingestao alimentos que contenham esses compostos, ndo acarretem danos ao
organismo humano, devido a reduzida toxicidade.

O analogo LeuAl apresentou atividade antioxidante de 406 pMol em
equivalentes ao Trolox, um analogo a vitamina E, enquanto que o LeuB e o
LeuAB2 ndo apresentaram atividade antioxidante. Houve diferenca significativa,
entre a porcentagem de reducéo do radical ABTS para os analogos, em que 0
LeuAl apresentou 24% (Tabela 12), de propriedade redutora em 400 pg/mL. O
andlogo LeuAl possui em sua estrutura mais residuos de aminoacidos
aromaticos e hidrofébicos como: triptofano e fenilananina, respectivamente. O
triptofano pode doar prétons aos radicais deficientes em elétrons e 0 seu grupo

indol, serve como doador de hidrogénio.
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Tabela 12. Atividade antioxidante dos analogos peptidicos LeuAl, LeuAB2 e LeuB (400
ug/ml) pelo método do radical ABTS™.

Peptideos % de Reducdo de ABTS
LeuAl 24% B + 0,47
LeuAB2 0% B + 0,07
LeuB 0% A +0,65

- Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem pelo teste de Tukey 5%.
Fonte: Elaborado pela autora.

Esses resultados corroboram com GOMEZ-RUIZ et al. (2008), que
relataram que a histidina, leucina, prolina e fenilalanina como importantes
inibidores da oxidacao de acido linoleico. Além de apresentar em sua estrutura
aminoéacidos que favorecem a atividade antioxidante o LeuA1l € mais hidrofébico,
evidenciando que a propriedade antioxidante € resultante de uma somatoria de
fatores relacionados a composicao, estrutura e hidrofobicidade e ndo somente a
acao peculiar dos aminoéacidos. KIM et al. (2007), relataram que os aminoacidos
hidrofébicos atuam como antioxidantes, aumentando a solubilidade dos
peptideos em ambientes ndo polares facilitando assim uma melhor interacédo
com os radicais livres. Nota-se ainda que o analogo LeuAl, que foi sintetizado
levando-se em consideracdo algumas caracteristicas estruturais das leucocinas
A- e B-TA33a, unindo duas regides distintas, apresentou além de atividade
antimicrobiana satisfatéria apresenta propriedade antioxidade.

Embora o analogo LeuAB2, apresente em sua estrutura aminoacidos, que
possam favorecer a propriedade antioxidante, o mesmo nao apresenta
propriedade antioxidante. Uma das hipoéteses, para tal ocorréncia, pode estar
relacionada ao tamanho deste analogo que apresenta somente 14 residuos de
aminoacidos. Segundo ABEYRATHNE et al. (2016), a formacao de pequenos
peptideos decorrentes do fracionamento de hidrolisados da ovomucina,
ocasionou a diminuicdo da atividade antioxidante devido a redugéo no tamanho
e modificagdo na sequéncia de aminoacidos. Embora varios estudos tenham
sido realizados, o0 mecanismo responsavel pela atividade antioxidante de
peptideos, ndo foi completamente elucidado. Os dados referentes a atividade
antioxidante de peptideos sédo escassos sendo necessarios mais estudos para

esclarecer tal mecanismo.
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5.4. Ensaios de Inibicdo Enzimatica

Presentes nos eucariotos e nos procariotos, as DNA topoisomerases sao
um grupo de enzimas que possuem funcdes essenciais a viabilidade celular. Sdo
responsaveis por modulacfes topoldgicas no DNA, essenciais ao metabolismo
celular (LOHNER & STRAUDEGGER, 2001). A sequéncia do DNA determina a
constituicdo genética de um organismo, entretanto, sao as relagdes topologicas
dentro desta mesma molécula que modulam todas as funcdes fisiologicas do
genoma (WANG, 2010).

Os ensaios de inibicdo enzimatica foram realizados com o intuito de
avaliar a capacidade de inibicdo de cada peptideo frente a DNA girase e a
Topoisomerase IV, ambas bacterianas, as quais sao descritos como excelentes
alvos de acédo para agentes antimicrobianos. O ensaio de eletroforese com DNA
girase (Figuras 8, 9 e 10) revelou que os analogos LeuAl e LeuAB2 néo
apresentam capacidade de inibicdo da enzima. Para o analogo LeuB, é possivel
observar que a inibicdo da atividade da DNA girase foi atingida a partir da
concentracdo de 100 pg.mLt, um valor bastante significativo comparado com
outros peptideos inibidores de DNA girase (TROVATTI e al., 2008).

Figura 8. Inibicdo da atividade de superenovelamento do DNA pelo LeuAl. Volume de reacéo
de 30 pL contendo: (linha A) plasmideo pBr322 relaxado controle; (linha B) plasmideo pBr322
relaxado e DNA girase (1U) na auséncia de inibidor; (linhas C) plasmideo pBR322 relaxado, DNA
girase (1U) e LeuAl. Os numeros 1, 2, 3 e 4 correspondem as concentra¢des ensaiadas 200,
150, 100 e 50 ug/mL, respectivamente.

2 B C1 c2 C3 C4

pBR322 relaxado —

pBR322 superenovelado )

Fonte: Elaborado pela autora
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Figura 9. Inibicéo da atividade de superenovelamento da DNA pelo LeuAB2. Volume de reagao
de 30 pL contendo: (linha A) plasmideo pBr322 relaxado controle; (linha B) plasmideo pBr322
relaxado e DNA girase (1U) na auséncia de inibidor; (linhas C) plasmideo pBR322 relaxado, DNA
girase (1U) e LeuAB2. Os numeros 1, 2, 3 e 4 correspondem as concentra¢des ensaiadas 200,
150, 100 e 50 yg/mL, respectivamente.

A B cC1 C2 C3 C4

PBR322 relaxado sy

pBR322 superenovelado )

Fonte: Elabora pela autora.

Figura 10. Inibi¢cdo da atividade de superenovelamento da DNA pelo LeuB. Volume de reacao de
30 pL contendo: (linha A) plasmideo pBr322 relaxado controle; (linha B) plasmideo pBr322
relaxado e DNA girase (1U) na auséncia de inibidor; (linhas C) plasmideo pBR322 relaxado, DNA
girase (1U) e LeuB. Os numeros 1, 2, 3 e 4 correspondem as concentracdes ensaiadas 200, 150,
100 e 50 pg/mL, respectivamente.

A B C1 C2 C3 C4

PBR322 relaxado ey

pBR322 superenovelado )

Fonte: Elabora pela autora.

A enzima bacteriana DNA girase é responsavel por controlar um processo
bastante especifico durante a replicacdo do DNA nas células. Além de
compartilhar do mecanismo geral das topoisomerases, possui caracteristicas de
mecanismos especiais, que determinam sua habilidade Unica em introduzir
super hélices negativas no DNA (TROVATTI et al.,, 2008). Tal reacdo de
superenrolamento do DNA (tor¢ao da dupla hélice sobre seu préprio eixo) requer
além de ATP, um cation bivalente, tal como Mg?* (MAXWELL, 1992). A
capacidade da DNA girase em introduzir super hélices negativas em um anel ou
loop do DNA relaxado, faz com que esta enzima desempenhe um papel
essencial para os passos de iniciacao e elongacéo durante a replicacdo do DNA,
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bem como para os processos de condensacgéo e segregacéo, sendo, portanto
de fundamental importancia para a manutencao celular (BARBOSA et al., 2012).
Por ser a DNA girase uma enzima encontrada somente em organismos
procariotos, sua importancia, como alvo para o desenvolvimento de novos
agentes antimicrobianos é indiscutivel, especialmente para aplicacdo como
bioconservantes, que tem como propadsito inibir o crescimento e a multiplicacéo
celular de microrganismos de grande interesse na industria de alimentos.

Em contraste a DNA girase, que possui maior atividade no
superenovelamento negativo do DNA, a topoisomerase IV atua
preferencialmente no relaxamento do DNA superenovelado positivamente, bem
como no processo de desencadeamento do DNA. Assim, é evidente que a
topisomerase IV desempenhe também importante papel no processo de
replicacdo e que a girase ndo deve ser o Unico alvo intracelular efetivo para os
diversos agentes antimicrobianos, despertando-nos interesse em testar a
atividade inibitéria, dos anélogos a leucocinas, frente a acdo da topoisomerase
IV. Para isso, a mesma técnica de eletroforese em gel de agarose foi utilizada,
ja que com ela é possivel detectar alteragdes topoldgicas no DNA plasmidial,
resultantes de reacfes catalisadas por esta enzima.

O ensaio de eletroforese com Topoisomerase IV (Figuras 11, 12 e 13)
revelou os analogos LeuAl e LeuB, apresentaram capacidade de inibir a enzima
em concentracdes a partir de 100 pg.mL*, mas o analogo LeuAB2 n&o inibiu a

enzima em nenhuma das concentracdes testadas.

Figura 11. Inibicdo da atividade de relaxamento do DNA pelo LeuAl. Volume de reagdo
de 30 pL contendo: (linha A) plasmideo pBr322 superenovelado controle; (linha B)
plasmideo pBr322 superenovelado e Topoisomerase IV (1U) na auséncia de inibidor;
(linhas C) plasmideo pBR322 superenovelado, Topoisomerase IV (1U) e LeuAl. Os
nameros 1, 2, 3 e 4 correspondem as concentragfes ensaiadas 200, 150, 100 e 50
Mg/mL, respectivamente.

A B C1 C2 C3 C4

PBR322relaxado  wep |3 . eallan N m

pBR322superenovelado  wep | b p—

Fonte: Elaborado pela autora.
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Figura 12. Inibicdo da atividade de relaxamento do DNA pelo LeuAB2. Volume de reacéo
de 30 pL contendo: (linha A) plasmideo pBr322 superenovelado controle; (linha B)
plasmideo pBr322 superenovelado e Topoisomerase IV (1U) na auséncia de inibidor;
(linhas C) plasmideo pBR322 superenovelado, Topoisomerase IV (1U) e LeuAB2. Os
nameros 1, 2, 3 e 4 correspondem as concentragdes ensaiadas 200, 150, 100 e 50 pg/mL,
respectivamente.

A B C1 C2 C3 C4

pBR322 relaxado e

pBR322 superenovelado sy

Fonte: Elaborado pela autora.

Figura 13. Inibicdo da atividade de relaxamento do DNA pelo LeuB. Volume de reacgéo de
30 pL contendo: (linha A) plasmideo pBr322 superenovelado controle; (linha B) plasmideo
pBr322 superenovelado e Topoisomerase IV (1U) na auséncia de inibidor; (linhas C)
plasmideo pBR322 superenovelado, Topoisomerase IV (1U) e LeuB. Os nimeros 1, 2, 3 e
4 correspondem as concentragdes ensaiadas 200, 150, 100 e 50 pg/mL, respectivamente.

A B C1 C2 C3 C4

pBR322 relaxado sy

pBR322 superenovelado we)

Fonte: Elaborado pela autora.

E interessante destacar que, além da atividade sobre membranas
plasmaticas que as bacteriocinas apresentam, este trabalho demonstrou que
outros alvos intracelulares também devem ser considerados como possiveis
mecanismos de acao desta classe de moléculas. Um grande nimero de PAMs
tém a capacidade de atravessar a membrana plasmatica e interferir em uma
grande variedade de processos biolégicos, como o metabolismo de &cidos
nucleicos, a sintese e enovelamento de proteinas, a sintese da parede celular,
a alteracdo da membrana mitocondrial e a sintese de ATP/NADH, entre outros
(ANDREU & RIVAS, 1998; PETERS et al., 2010).

A partir destes resultados preliminares, observam-se indicios de uma
possivel relacdo estrutura-atividade entre os peptideos sintetizados. Embora o
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mecanismo de ag¢do nédo tenha sido completamente elucidado, ha uma forte
prenunciacdo de que, esses peptideos analogos as Leucocinas, tenham alvos
intracelulares podendo atuar em vias metabdlicas. Estudos recentes relatam
como algumas microcinas (Mcc) apresentam capacidade de interferir na sintese
de DNA, RNA e proteinas: a MccB17 inibe a DNA-girase, a MccJ25 inibe a RNA
polimerase e a MccC7-C51 inibe a aspartil-RNAt sintase. Ha também excecdes,
como a MccE4492, que atua por meio da formacdo de poros em membranas
(COTTER et al., 2013). Esses resultados estdo de acordo com o ensaio de Time-
Kill, em que se evidencia acao bacteriostatica pelos peptideos LeuB e LeuAl,
em que oS mesmos inibiram a enzima DNA Girase controlando o
desenvolvimento bacteriano.

Conclui-se, portanto, que peptideos inibidores da DNA girase também
podem apresentar acdo inibitéria das reacfes catalisadas pela topoisomerase
IV. E possivel afirmar que o anéalogo LeuB foi o mais eficiente, uma vez que inibiu
a reacao de supernovelamento e relaxamento do DNA em uma menor
concentracédo, resultando em eficiéncias inibitérias equivalentes para as duas
enzimas. Esta caracteristica € muito desejavel, uma vez que estes compostos
poderiam atuar como agentes antimicrobianos mais efetivos, capazes de inibir a
acao de duas enzimas com perfis de atividade distintos, proporcionando maior

conservagao para o alimento e aumento de vida de prateleira.

5.5. Ensaio de Toxicidade dos Analogos em Células Eucaribticas

Com relacgdo as caracteristicas quimicas e estruturais das bacteriocinas,
ha uma vasta informacé&o, porém, sdo poucos os estudos que relatam sobre o
potencial toxigénico desta classe de moléculas. Alguns estudos recentes tém
comparado a relacdo atividade antimicrobiana versus citotoxicidade,
principalmente quando a atividade do composto esta relacionada ao mecanismo
de formacao de poros em membranas. Um exemplo é a listeriolisina O, produzida
por estirpes de Bacillus subtilis, a qual apresenta atividade citotéxica para células
eucarioticas de seres humanos (STACHOWIAK et. al., 2011).

Segundo FERMANIAN & WONG (2000), a hemolisina BL produzida por
Bacillus cereus é composta de trés proteinas distintas B, L1 e L2, as quais nao
sdo toxicas individualmente, mas quando combinadas sdo hemoliticas,

enterotoxigénicas, dermonecroticas e citotoxicas para varios tipos de células e
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tecidos. O desenvolvimento de novos conservantes de alimentos requer
necessariamente que eles ndo atuem nas células eucariotas. O ensaio de
atividade hemolitica, cujo os resultados da porcentagem de hemolise, estdo na
Tabela 13, foi realizado com o intuito de investigar a toxicidade dos peptideos.
Neste estudo, foram utilizadas as concentracoes de 200 pg/ml, 150 pg/ml, 100

pg/ml e 50 pg/ml para cada um dos peptideos, LeuAl, LeuAB2 e LeuB.

Tabela 13. Porcentagem de hemolise dos anélogos peptidicos LeuAB2, LeuAl e LeuB
nas diferentes concentracdes (200, 150, 100 e 50 pug/ml) pelo ensaio hemolitico.

Concentracéo (ug/mL) LeuAB2 LeuAl LeuB
200 2,0A+0,07 0,9A+0,06 1,3A+0,01
150 0,8 B + 0,06 0,4 A+0,05 1,6 A+0,01
100 0,9B+0,04 0,2B+0,01 0,2B + 0,05
50 0,5B+0,03 0,4 A+0,07 0,0B + 0,08

- Médias seguidas pela mesma letra mailscula ndo diferem, na coluna, pelo teste de
Tukey 5%.
Fonte: Elaborado pela autora

Como € possivel observar, os valores de porcentagem de hemdlise para
ambos os analogos peptidicos foram no maximo de 2%, a uma concentracéo de
200 pg/ml. Além da citotoxicidade frente as hemacias, foi investigada a influéncia
dos peptideos antimicrobianos na inibicao das topoisomerase | e topoisomerase
lla, ambas enzimas da classe de topoisomerases humanas, mais um ponto de
referéncia para a citotoxicidade em células eucaribticas. Assim como a
topoisomerase IV bacteriana, as topoisomerases humanas citadas possuem a
funcéo de relaxamento do DNA. Sendo assim, as enzimas em contato com um
DNA superenovelado, tende a torna-lo relaxado.

Nas figuras 14, 15 e 16, observa-se que o0s analogos LeuAl, LeuAB2 e
LeuB, ndo apresentaram atividade de inibicdo da acdo da topoisomerase |

humana em nenhuma das concentracdes testadas.
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Figura 14. Ensaio de inibicdo enzimatica com o LeuAl em topoisomerase | humana. Volume de
reacdo de 30 pL contendo: (linha A) plasmideo pBr322 superenovelado controle; (linha B)
plasmideo pBr322 superenovelado e topoisomerase | (1U) na auséncia de inibidor; (linhas C)
plasmideo pBR322 superenovelado, topoisomerase | (1U) e LeuAl. Os ndmeros 1, 2, 3 e 4
correspondem as concentragdes ensaiadas 200, 150, 100 e 50 pg/ml, respectivamente.

A B C1 C2 C3 C4

pBR322 relaxado e

pBR322 superenovelado —

Fonte: Elaborado pela autora.

Figura 15. Ensaio de inibicdo enzimética com o LeuAB2 em topoisomerase | humana. Volume de
reacdo de 30 pL contendo: (linha A) plasmideo pBr322 superenovelado controle; (linha B)
plasmideo pBr322 superenovelado e topoisomerase | (1U) na auséncia de inibidor; (linhas C)
plasmideo pBR322 superenovelado, topoisomerase | (1U) e LeuAB2. Os numeros 1, 2, 3 e 4
correspondem as concentragdes ensaiadas 200, 150, 100 e 50 pg/ml, respectivamente.

A B c1 C2 C3 C4

pBR322 relaxad0 )

pBR322 superenovelado )

Fonte: Elaborado pela autora.

Figura 16. Ensaio de inibicdo enzimatica com o LeuB em topoisomerase | humana. Volume de
reagdo de 30 pL contendo: (linha A) plasmideo pBr322 superenovelado controle; (linha B)
plasmideo pBr322 superenovelado e topoisomerase | (1U) na auséncia de inibidor; (linhas C)
plasmideo pBR322 superenovelado, topoisomerase | (1U) e LeuB. Os nimeros 1, 2, 3 e 4
correspondem as concentragdes ensaiadas 200, 150, 100 e 50 pg/ml, respectivamente.

& B Ct C2 C3 C4

pBR322 relaxado —

pBR322 superenoveladd )

Fonte: Elaborado pela autora.
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Observa-se nas figuras 17 e 18, que na concentracdo de 200 pg/ml os
analogos LeuA1 e LeuB, inibiram a agédo da enzima topoisomerase lla, porém,
nas demais concentracdes (200, 150 e 100 pg/ml) somente o anédlogo LeuAB2

(Figura 19) interferiu na acéo desta enzima.

Figura 17. Ensaio de inibicdo enzimatica com o LeuA1 em topoisomerase lla humana.
Volume de reacdo de 30 pL contendo: (linha A) plasmideo pBr322 superenovelado
controle; (linha B) plasmideo pBr322 superenovelado e topoisomerase lla (1U) na
auséncia de inibidor; (linhas C) plasmideo pBR322 superenovelado, topoisomerase lla
(1U) e LeuAl. Os numeros 1, 2, 3 e 4 correspondem as concentracdes ensaiadas de 200,

150, 100 e 50 pg/ml, respectivamente.

A B C1 Cc2 C3 C4

pBR322 relaxad( ey

pBR322 superenovelado ey

Fonte: Elaborado pela autora

Figura 18. Ensaio de inibicdo enzimatica com o LeuAB2 em topoisomerase lla humana.
Volume de reacgao de 30 pL contendo: (linha A) plasmideo pBr322 superenovelado controle;
(linha B) plasmideo pBr322 superenovelado e topoisomerase lla (1U) na auséncia de
inibidor; (linhas C) plasmideo pBR322 superenovelado, topoisomerase lla (1U) e LeuAB2.
Os numeros 1, 2, 3 e 4 correspondem as concentracdes ensaiadas de 200, 150, 100 e 50
pg/ml, respectivamente.

A B 1 Cc2 G

pBR322 relaxad0 e a

pBR322 superenovelado we) | mm—

Fonte: Elaborado pela autora.
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Figura 19. Ensaio de inibicdo enzimatica com o LeuB em topoisomerase lla humana. Volume
de reacdo de 30 pL contendo: (linha A) plasmideo pBr322 superenovelado controle; (linha B)
plasmideo pBr322 superenovelado e topoisomerase lla (1U) na auséncia de inibidor; (linhas C)
plasmideo pBR322 superenovelado, topoisomerase lla (1U) e LeuB. Os numeros 1, 2, 3 e 4
correspondem as concentracdes ensaiadas de 200, 150, 100 e 50 pg/ml, respectivamente.

A B C1 Cc2 Cc3 C4

.

pBR322 relaxado )

pBR322 superenovelado sy

Fonte: Elaborado pela autora.

De acordo com os resultados expostos acima, 0s analogos das leucocinas
demonstraram potencial inibitério de topoisomerases bacterianas, porém nao
possuem significativa acdo inibitoria frente a topoisomerases humanas. Esta
caracteristica representa um grande potencial para aplicacdo desses compostos
como bioconservantes de alimentos, pois agem especificamente em células
bacterianas, ndo possuindo acédo citotoxica significativa em células humanas,

satisfazendo o objetivo dessa pesquisa.

5.6. Vazamento de Carboxifluoresceina

Neste ensaio, a carboxifluoresceina (CF), uma molécula fluorescente, é
encapsulada em LUVs de diferentes composicdes lipidicas, as quais tém sido
usadas para estudar a seletividade e o0 mecanismo de acdo de PAMs. Desta
forma, € possivel monitorar o vazamento de CF do interior de membranas
lipidicas, caso os peptideos sejam capazes de formar poros nas membranas,
levando-as a lise.

A afinidade de um determinado peptideo por uma composicéo lipidica
especifica, pode ser estudada utilizando LUVs que possuam 0s principais
lipideos, que constituem as membranas procaridticas e eucaribticas
(LORENZON et al., 2012).

LUVs com 75 % de 1-palmitoil-2-oleoil-sn-glicero-3-fosfatidilcolina (POPC)
e 25% de 1-palmitoil-2-oleoil-sn-glicero-3-[fosfo-rac-(1-glicerol)] (POPG), foram
confeccionadas, com o intuito de mimetizar a composi¢cao de membranas de

células procarioticas. Desta forma, acompanhou-se o vazamento de CF com o

84



objetivo de obter informacgdes a respeito da possivel interacdo dos peptideos
com mimeéticos de membrana e capacidade de formacao de poros nas mesmas.
Para isso, 20 ul da concentracéo de 6,25 pug/ml de peptideos foram adicionados
ao meio contendo as LUVs e monitorou-se a cinética de emissdo de

fluorescéncia referente a CF (Grafico 6).

Gréfico 6. Permeabilizacdo de LUVs de POPG/POPC (25/75) pelos analogos LeuB,
LeuAl e LeuAB2 a uma concentracao de 6,25 pg/ml.
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Fonte: Elaborado pela autora.

Os peptideos LeuB e LeuAl, atingiram 100% de vazamento de CF a
concentracdo de 6,25 pg/ml, no primeiro minuto. No caso do peptideo LeuAB2,
o rompimento da membrana néo ocorreu de imediato, o qual proporcionou o
vazamento de CF aos poucos durante o tempo de corrida do experimento, em
gue aproximadamente aos 8 minutos houve uma porcentagem de vazamento em
torno de 80%.

Os peptideos LeuB e LeuAl por apresentar carga liquida de +6,1 e +1,1
respectivamente, foram capazes de permeabilizar as vesiculas LUVs e liberar
100% do fluoréforo CF em baixa concentracdo (6,25 pg/ml). Esse fato €
explicado em decorréncia da cationicidade contribuir principalmente para

interagir com os componentes das membranas sintetizadas. Este resultado é
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bastante interessante pois demonstra um segundo possivel mecanismo de a¢ao
associado a este peptideo. Como foi observado nos ensaios de inibicdo da
atividade de topoisomerases bacterianas, este peptideo inibiu a acdo tanto da
DNA girase, quanto da Topo IV a partir da concentragdo de 100 puM. Estes
resultados podem contribuir em estudos futuros, onde pretendemos explorar
mais as relaces estruturais deste peptideo com sua atividade antimicrobiana,
tanto através da permeabilizacdo de membranas, como também na inibicdo de
topoisomerases bacterianas.

No caso de LeuAB2, com uma carga liquida de +1,1, foi observado
liberacdo gradativa de CF ao longo do tempo em que o experimento foi realizado,
alcancando 80% de permeabilizacdo. Essa liberacdo progressiva de CF
detectada pode ter sido consequéncia de um fendmeno de formacgéo de poros
transitérios. Esse mecanismo culmina na perturbacdo seguida pela
restabilizacdo transitéria da bicamada lipidica, nivelando assim a quantidade de
fluoréforo extravasado em funcdo do tempo a uma concentracdo constante do
peptideo (ARBUZOVA & SCHWARZ, 1999) fato este também encontrado em
outros estudos (HUGONIN et al., 2006; MAGZOUB et al., 2005; MATSUZAKI et
al., 1998). Estes poros transitorios podem permitir a penetracéo do peptideo para
o interior das LUVs. No entanto, se este for o possivel mecanismo de penetracéo
de LeuAB2 nas células bacterianas, certamente seu alvo intracelular ndo séo as
topoisomerases, ja que este peptideo ndo demonstrou inibicdo de DNA girase e
Topo IV. Portanto, para elucidar o mecanismo de acdo deste peptideo, séo

necessarios outros estudos adicionais.

5.7. Dicroismo Circular

A espectroscopia de dicroismo circular (CD) é uma das técnicas mais
valiosas em estudos biofisicos envolvendo peptideos e fornece importantes
informacgdes a respeito da conformacao geral e do percentual de estrutura de
biomoléculas livres em solu¢cbes aquosas ou também quando em interagdo com
algum meio biomimético de membrana (BAKSHI et al., 2014). Como as
informacdes obtidas por CD indicam as preferéncias conformacionais do
peptideo em um dado meio e como as andlises sao relativamente rapidas e

demandam pequena quantidade de amostra, é pratica comum utilizar essa
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técnica para se investigar a estrutura secundaria de peptideos antimicrobianos
(GUIMARAES, 2017).

Os espectros caracteristicos observados sdo: bandas negativas a 222 nm
e 208 nm e uma banda positiva em 193 nm para cadeias polipeptidicas
estruturadas em a-hélice; bandas negativas a 218 nm e positiva a 195 nm para
folha B; e para estruturas randémicas que possuem uma elipticidade baixa acima
de 210 nm e bandas negativas proximas de 195 nm (Figura 20) (GREENFIELD
& FASMAN, 1969; GREENFIELD, 2006).

Figura 20. Espectros de dicroismo circular tipicos de conformacdes peptidicas.
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Fonte: GREENFIELD & FASMAN (1969).

Do ponto de vista estrutural, os ensaios por dicroismo circular na presenca
de TFE 60% (v/v) e SDS 25 mM, indicam que os residuos dos peptideos
desenvolvidos neste trabalho, participam preferencialmente de conformacéo em
a-hélice (Figura 19A e B). Os presentes resultados corroboram com SILVA
(2017), em que ao estudar peptideos derivados de leucocinas verificou que 0s
mesmos tendem a se estruturar em a-hélice em TFE 60% (v/v) e SDS. MULLER
et al. (2007) ao estudarem a plantaricina, uma bacteriocina produzida por
bactérias laticas do género Lactobacillus muito utilizada na preservacédo de

alimentos, confirmou que a mesma é capaz de formar uma hélice anfipatica, ao
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interagir com 0S componentes

conformacionais.

da membrana

induzindo alteracdes

Figura 21. Espectros de CD dos peptideos LeuB, LeuAl e LeuAB2 a 60 uM em (A)

TFE, (B) SDS e Tampéao (C).
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Na presenca de TFE (Figura 21A) e SDS (Figura 21B), ambos os
peptideos LeuB, LeuAl e LeuAB2 apresentam uma tendéncia em formar uma
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estrutura helicoidal. Na presenca de solugéo aquosa (Figura 21C), ambos os
peptideos LeuB, LeuAl e LeuAB2, apresentaram uma conformacéo
desordenada, com uma tendéncia para a estrutura randémica, conforme os
espectros encontrados na literatura (GREENFIELD & FASMAN, 1969). Isso
indica que, quando os peptideos se encontram livres em solu¢cdo aquosa, 0S
mesmos ndo tém uma estrutura definida, mas ao entrarem em contato com a
membrana da bacteriana 0s mesmos apresentam uma tendéncia em se estrutura
em a-hélice, importante para a efetiva interacdo dos peptideos com seu alvo
intracelular. Este fato pode explicar o potencial de inibicdo das topoisomerases
bacterianas pelos peptideos derivados de leucocinas, assim como outros PAMs
inibidores desta classe de enzimas, ja descritos na literatura (HAYES, 2003).
Outra relacdo importante a ser observada na questdo que envolve
estrutura e mecanismo de acdo € que peptideos que apresentam estrutura
preferencialmente helicoidal, podem interagir com membranas e formar poros na
mesma. Os mecanismos de formacédo de poros podem ser distintos e 0s poros
formados podem ser transitorios ou permanentes (LORENZON, 2015). Sendo
assim, as duas atividades descritas como possiveis modos de acao para esta
classe de PAMs, contempladas nos peptideos objetos deste trabalho. Estas
caracteristicas somadas, sdo bastante importantes para a efetiva acado desses
compostos como agentes antimicrobianos, principalmente com a aplicacéo

desejada de bioconservantes de alimentos.

6. CONCLUSOES

Diante dos resultados que foram exibidos, conclui-se gque 0s processos de
sintese, purificacdo e caracterizacdo, mostraram-se eficazes para a producéo
dos peptideos LeuAl, LeuAB2 e LeuB.

Os ensaios realizados com as topoisomerases bacterianas, DNA Girase
e Topoisomerase IV, em eletroforese em gel de agarose, indicaram que 0s
peptideos LeuAl e LeuAB2 ndo apresentam capacidade de inibicdo da enzima
DNA Girase. Para o analogo LeuB, €& possivel observar que a inibicdo da
atividade da DNA girase foi atingida a partir da concentragdo 100 pug/mL.Os
analogos LeuAl e LeuB, foram capazes de inibir a enzima Topoisomerase IV a

partir da concentracao de 100 pg/mL.
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A atividade antimicrobiana dos analogos peptidicos foi satisfatéria, em
que o LeuB apresentou alta porcentagem de inibicdo para as bactérias
Escherichia coli O157:H7 (69%), Salmonella sorovar Typhimurium (71%) e
Staphylococcus aureus; o LeuAl 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 peptideos apresentam efeito
bacteriostatico. Os analogos LeuB e LeuAl apresentaram acao parcialmente
sinérgica pelo ensaio de Cherckerboard (>CIF < 0,75) contra Listeria
monocytogenes.

O anédlogo LeuAl apresentou uma atividade antioxidante satisfatoria,
reduzindo em 24% o radical ABTS, diferentemente do LeuAl e do LeuAB2 que
nao tem capacidade antioxidante.

Com relacao aos ensaios realizados, para investigar a citotoxicidade dos
analogos, é possivel observar que, a porcentagem de hemdlise para todos os
peptideos foi de no maximo 2% a uma concentragéo de 200 yg/mL. Ainda nessa
concentracdo, os analogos LeuAl e LeuB, inibiram a acdo da enzima
topoisomerase I, nas concentracbes de 200, 150 e 100 yg/mL somente o
anélogo LeuAB?2 interferiu na agdo da enzima humana.

Nos ensaios de permeabilizacdo de miméticos de membrana observou-
se gque a porcentagem de vazamento de carboxifluoresceina aumentou
significativamente em contato com os peptideos. Sendo assim, é possivel notar
que os peptideos aparentemente possuem capacidade de interagir com as
membranas bacterianas, produzindo poros parciais ou permanentes, 0S quais
permitem a internalizacdo dos peptideos, bem como o extravasamento de
carboxifluoresceina.

Com relagcdo a conformacdo dos peptideos, ambos apresentaram
tendéncia em se estruturar em a-hélice, fato esse que explica a possivel
interacdo dos peptideos LeuB e LeuAl com as enzimas DNA Girase e

Topoisomerase V.
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7. PERSPECTIVAS FUTURAS

Considerando que este estudo é inédito, o que comprova a concessao do
depdsito do pedido de patente de invencao junto ao INPI (BR 10 2017 004956-
6), 0s peptideos estudados se mostraram promissores para aplicacdo como
conservantes de alimentos. Desta forma, pretende-se realizar estudos futuros
mais aprofundados para elucidar outros mecanismos de a¢édo e agao sinérgica,
ampliando o espectro de acdo destes conjugados de bacteriocinas. Além de
estudar o desenvolvimento de filmes contendo compostos bioativos,
como os analogos peptidicos derivados de leucocinas, para o desenvolvimento
de embalagens bioativas, a fim de controlar a contaminagéo dos alimentos e
permitir um aumento da vida util dos alimentos. Esta possibilidade deve-se ao
fato dos peptideos desenvolvidos neste trabalho terem sido classificados como
bacteriostatico podendo, portanto, controlar o crescimento dos microrganismos

naturalmente encontrados em alimentos.
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