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RESUMO

Devido ao crescente aumento de doencas transmitidas por alimentos, a
seguranca microbiologica se torna uma questdo de saude publica pelas suas
caracteristicas de endemicidade, alta morbidade e pela dificuldade da adocdo de
medidas de controle desses microrganismos. Diante deste fato, o objetivo deste
trabalho foi sintetizar e caracterizar os analogos peptidicos LeuB e LeuC-1 derivados
de bacteriocinas naturais denominadas Leucocinas. Os peptideos foram sintetizados
manualmente pelo método de sintese em fase sélida, submetidos a desprotecao total
e clivagem, com liberacdo dos peptideos brutos. Foram realizadas as andlises
comparativas usando HPLC e ESI-MS, e com os respectivos peptideos puros foram
feitos o0s ensaios antimicrobiano, enzimatico, permeabilizacdo, antioxidante,
hemolitico e de espectroscopia de dicroismo circular. Com isso, observou-se que o
método de sintese dos analogos foi adequado e o processo de purificacao possibilitou
a obtencdo dos peptideos com alto grau de pureza. O peso molecular teérico dos
peptideos foi confirmado por espectrometria de massas. O LeuB apresentou uma
maior capacidade em inibir o crescimento de Escherichia coli O157:H7 e em
Salmonella sorovar Typhimurium, enquanto que LeuC-1 apresentou efeito de inibicao
de crescimento de Listeria monocytogenes e também de S. sorovar Typhimurium. E
importante destacar que todas essas bactérias sdo de interesse na area de alimentos,
ja que sdo as causadoras da maioria dos casos de infeccao alimentar. O ensaio de
inibicdo enziméatica com DNA girase e Topoisomerase IV mostrou que apenas o
peptideo LeuB possui capacidade de inibicdo destas enzimas bacterianas, sugerindo
um possivel mecanismo de acao deste derivado de Leucocina. Este peptideo também
apresentou a capacidade de permeabilizar miméticos de membrana bacteriana
composto de POPC/POPG (75/25). Por sua vez, o peptideo LeuC-1 ndo apresentou
capacidade significativa de inibicdo da atividade das enzimas DNA girase e
Topoisomerase IV e também ndo apresentou capacidade de permeabilizacdo de
miméticos de membrana. Porém, LeuC-1 apresentou uma boa atividade antioxidante,
obtida pelo método de ABTS. Ambos os peptideos apresentaram baixa toxicidade em
eritrocitos, comprovadas pelos ensaios hemoliticos. Estruturalmente, os peptideos
LeuB e LeuC-1 tendem a se estruturar em a-hélice. Assim sendo, este trabalho
possibilitou a obtencdo de dois peptideos com potencial de aplicacdo como
conservantes alimentares a partir de mecanismos distintos de acdo sem apresentar
citotoxicidade para células vermelhas do sangue. LeuB possui uma suposta atuacao
como inibidor de topoisomerases bacterianas e capacidade de permeabilizacédo de
miméticos de membrana. LeuC-1 possivelmente atua em diferentes vias metabdlicas
da bactéria, porém ainda nao foi possivel elucidar o mecanismo alvo deste mimético
peptidico.

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



ABSTRACT

Due to the increase of foodborne diseases, microbiological safety becomes a
public health issue due to its characteristics of endemicity, high morbidity and the
difficulty of adopting control measures of these microorganisms. In view of this fact,
the objective of this work was to synthesize and characterize LeuB and LeuC-1
peptidics analogues derived from natural bacteriocins called Leucocins. The peptides
were synthesized manually by the solid phase synthesis method, subjected to total
deprotection and cleavage, with release of the crude peptides. Comparative analyzes
were performed using HPLC and ESI-MS, and with the respective pure peptides the
antimicrobial, enzymatic, permeabilization, antioxidant, hemolytic and circular
dichroism spectroscopy. With this, it was observed that the method of synthesis of the
analogs was adequate and the purification process allowed to obtain the peptides with
high purity. The theoretical molecular weight of the peptides was confirmed by mass
spectrometry. LeuB showed a greater capacity to inhibit the growth of Escherichia coli
0157: H7 and Salmonella serovar Typhimurium, whereas LeuC-1 presented inhibition
effect of growth of Listeria monocytogenes and also of S. serovar Typhimurium. It is
important to highlight that all these bacteria are interesting in the area of food, since
they are the cause of most cases of food infection. The enzyme inhibition assay with
DNA gyrase and Topoisomerase IV showed that only the LeuB peptide has the ability
to inhibit these bacterial enzymes, suggesting a possible mechanism of action of this
Leucocin derivative. This peptide also showed the ability to permeabilize bacterial
membrane mimetics composed of POPC/POPG (75/25). On the other hand, the LeuC-
1 peptide did not present significant capacity to inhibit the activity of the enzymes DNA
gyrase and Topoisomerase IV and also did not present permeabilization capacity of
membrane mimetics. However, LeuC-1 presented a good antioxidant activity, obtained
by the ABTS method. Both peptides had low erythrocyte toxicity, as demonstrated by
hemolytic assays. Structurally, the LeuB and LeuC-1 peptides tend to be a-helix
structured. Therefore, this work enabled two peptides with application potential as food
preservatives to be obtained from distinct mechanisms of action without presenting red
blood cell cytotoxicity. LeuB has a supposed action as inhibitor of bacterial
topoisomerases and permeabilization capacity of membrane mimetics. LeuC-1
possibly acts on different metabolic pathways of the bacterium, but it has not yet been
possible to elucidate the target mechanism of this peptidic mimetic.

Keywords: Antimicrobial cationic peptides. Bacteriocins. Food-Contamination. Food-
Preservation. Bacteria producing lactic acid.
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1 INTRODUCAO
1.1 Doencas transmitidas por alimentos (DTAS)

As doencas transmitidas por alimentos (DTAs) sdo um problema para a saude
publica global, em que a severidade da doenca pode variar de sintomas moderados
para uma ameaca a saude dos seres humanos (EUROPEAN FOOD SAFETY
AUTHORITY, 2011). E uma sindrome atribuida a ingestdo de agua ou alimentos
contaminados que apresenta como sinais e sintomas: vomitos e/ou diarreia; nauseas;
anorexia; acompanhada ou nédo de febre; mas que também pode manifestar afeccbes
extraintestinais em diferentes sistemas e 6rgaos, dependendo do agente etiologico
envolvido. Essas infeccbes podem ser causadas por: toxinas produzidas pelas
bactérias Escherichia coli, Staphylococcus aureus, Clostridium spp., Bacillus cereus,
entre outras; bactérias como E. coli, Shigella spp., Salmonella spp., etc.; virus como
rotavirus e norovirus; parasitas, Entamoeba histolytica, Giardia lamblia, etc; e
substancias tdxicas como os agrotoxicos, metais pesados, etc. (BRASIL, 2010).

De acordo com dados atuais do Ministério da Saude (MS)/Sistema de
Informacdo de Agravos de Notificacdo (SINAN) os principais agentes etiolégicos
responsaveis pelos surtos de DTAs de 2007 a 2017 (2016 e 2017: dados sujeitos a
atualizacdo) no Brasil, mostraram 70,6% das causas de agentes néo identificados.
Entre os agentes etiolégicos identificados nos surtos se encontra 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. A regido mais
afetada no Brasil foi a Sudeste. Os dados referentes ao niumero de surtos e de doentes
neste periodo esta representado na Figura 1, em que € possivel identificar os maiores
valores entre os anos de 2011 e 2014 (BRASIL, 2017). Além desses microrganismos,
a E. coli O157:H7 é responséavel por causar manifestacdes severas (BRASIL, 2010),
bactéria de grande preocupacao em alimentos refrigerados (LEE et al., 2003).
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Figura 1 - Série histérica de surtos e doentes por DTAS, no Brasil, de 2007 a 2017*.
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*2016 e 2017: Dados sujeitos a atualizacao.
Fonte: Brasil (2017).

Nos Estados Unidos, a cada ano, 31 patégenos sdo responsaveis por causar
9,4 milhdes de episddios de doencas transmitidas por alimentos, 55.961 internacdes,
e 1.351 mortes. Segundo os dados obtidos principalmente de 2000-2008, estima-se
gue norovirus, Salmonella spp., C. perfringens e Campylobacter spp. foram as causas
das doencgas, enquanto Salmonella spp. ndo-tiféide, norovirus, Campylobacter spp. e
Toxoplasma gondii causaram a maior parte das hospitalizacbes e, por sua vez,
Salmonella spp. nao tiféide, T. gondii, Listeria monocytogenes, e norovirus foram
responsaveis pela maioria das mortes (SCALLAN et al., 2011). No ano de 2015, em
26 paises da Europa foram reportados 4.362 surtos de DTAS, 45.874 doencas, 3.892
hospitalizagBes, e 17 mortes. Dentre as principais causas estdo as bactérias com
33,7%, em particular a Salmonella spp. e Campylobacter spp. com 21,8% e 8,9%,
respectivamente. Em seguida, vem as toxinas bacterianas com 19,5%, virus com
9,2%, e parasitas e outros agentes causadores com menos de 3% do total de surtos
(EUROPEAN..., 2016). Diante deste cenéario preocupante, é de fundamental
importancia proteger o alimento e a saude do consumidor, adotando boas técnicas de
conservacao alimentar.

Muitas tecnologias para a preservacao de alimentos vem sendo desenvolvidas
a fim de diminuir o nimero de contaminacédo e aumentar o tempo de prateleira dos
alimentos. Uma que vem atraindo atengdes por também minimizar o impacto sobre as
propriedades organolépticas e nutricionais dos alimentos pereciveis, € a

biopreservacio (GARCIA et al., 2010). A biopreservacdo é um método de

conservacao por meio do uso do microrganismo ou seus produtos metabdlicos
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(GARCIA et al, 2010; SCHILLINGER; GEISEN; HOLZAPFEL,1996). Na industria de
alimentos, um produto que possui potencial na biopreservacéao sao as bacteriocinas,
que podem estar ou ndo combinadas com outros métodos de preservacao (CHEN;
HOOVER, 2003; PEREZ; ZENDO; SONOMOTO, 2014). As bacteriocinas sao
peptideos com efeito antimicrobiano naturalmente produzidos por algumas espécies
de microrganismos. Esta classe de peptideos vem surgindo como uma alternativa
interessante para biopreservacdo de alimentos, ja que ndo sao considerados toxicos
aos seres humanos, podem reduzir ou evitar o uso de conservantes quimicos nos
alimentos, sdo altamente especificos quanto ao seu modo de a¢cdo no microrganismo

alvo e podem ser aplicados conjuntamente com outros agentes antimicrobianos.

1.2 Bacteriocinas

As bacteriocinas sdo peptideos antimicrobianos (PAMs) sintetizados no
ribossomo, principalmente, de bactérias acido lacticas (BALS) que sdo um grupo
heterogénio de bactérias Gram-positivas, acido tolerantes, anaerdbias facultativas,
que possuem como uma propriedade metabdlica comum a producéo de &cido lactico
como produto final da fermentacédo de carboidratos (CHEN et al., 1997; FLEURY et
al., 1996; KLAENHAMMER, 1993; MOZZI; RAYA; VIGNOLO, 2015; NISSEN-MEYER;
NES, 1997).

Como exemplo de BALSs produtoras de bacteriocinas, encontramos as bactérias
Lactococcus spp., Lactobacillus spp. e Leuconostoc spp., capazes de matar ou inibir
outras espécies bacterianas pela formacao de poros na membrana celular ou inibindo
a sintese da membrana celular (MILLS et al., 2011a; O’'SHEA et al., 2013; WAN;
SARIS; TAKALA, 2015). Essas bacteriocinas produzidas por BALs sdo agentes
promissores contra microrganismos patogénicos geralmente presentes naturalmente
nos alimentos. Dessa forma, podem atuar na preservacéo de alimentos ja que esses
compostos de origem natural, sdo geralmente reconhecidos como seguros (GRAS —
“generally recognized as safe”) (CARR; CHILL; MAIDA, 2002; CHALON et al., 2012;
GALVEZ et al., 2007; PEDERSEN et al., 2005), ndo sdo toxicos para células
eucarioticas, geralmente sao estaveis em diferentes valores de pH e séo relativamente
termoestaveis (GALVEZ et al., 2007).
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1.2.1 Classificacdo das bacteriocinas

Varios esquemas foram sugeridos ao longo dos anos para classificar as
bacteriocinas de BALs. Uma nova classificagéo foi sugerida por Cotter, Ross e Hill
(2013) em que as bacteriocinas sdo agrupadas em dois grupos principais: classe I,
sao aquelas que passam por modificacbes pos-traducionais e as de classe Il, que néo
sdo amplamente modificadas ou passam por discretas modificagfes. Existem também
as microcinas (Mcc), que sao peptideos menores sintetizados no ribossomo de
bactérias Gram-negativas, as quais foram previamente divididas em classe I, em que
estdo presente modificacdes, e em classe Il, sem modificacbes (DUQUESNE et al.,
2007).

Segundo essa nova classificacédo as bacteriocinas de classe | sdo subdividas,
por exemplo, em lantibiéticos onde se encontra a nisina (WILLEY; VAN DER DONK,
2007), peptideos lineares contendo azol ou azolina (MELBY; NARD; MITCHELL,
2011), tiopeptideos (LI; KELLY, 2010), microcina que ndo pertencem a outro grupo
(Mcc C7-C51; SEVERINOV; NAIR, 2012), dentre outras. J& as bacteriocinas de classe
II (n&o modificadas ou circular) podem ser subdivididas em 5 subclasses: classe lla
(contém a regido YGNGV comum, em que o N representa qualquer aminoéacido;
semelhantes a pediocina PA-1); classe llb (bacteriocinas de dois peptideos); classe
lic (bacteriocinas circulares); classe lld (bacteriocinas ndo modificadas, lineares, néo
semelhantes a pediocina e peptideo Unico que ndo pertence a outra subclasse); e
classe lle (bacteriocinas semelhantes a Mcc-E492, que podem carregar uma
modificacdo pos-traducional do tipo sideroforo) (LAGOS et al., 2009)

As leucocinas, foco do nosso trabalho, sdo produzidas por cepas de bactérias
Leuconostoc spp., que ja vem sendo utilizadas na industria de alimentos como
culturas "starters" e protetoras (WAN; SARIS; TAKALA, 2015). Dentre suas
bacteriocinas produzidas se encontram as leucocinas A e C da classe lla e leucocina
B pertencente a classe lld. A bactéria Leuconostoc mesenteroides TA33a é capaz de
produzir essas trés leucocinas (PAPATHANASOPOULOS et al., 1997).

1.2.2 Mecanismo de agao

As bacteriocinas exercem atividade antimicrobiana por diversos mecanismos

como a inibicdo da sintese da parede celular, afetando a expressdo génica ou a
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producdo de proteinas fundamentais e formacéo de poros na membrana levando,
portanto, a morte celular (COTTER; ROSS; HILL, 2013).

As nisinas, outros lantibidticos e algumas bacteriocinas de classe Il inibem a
sintese de peptideoglicano pois tem como alvo o lipideo Il de bactérias Gram-
positivas, o qual € um intermediario chave nesta sintese. Outros lantibidticos ainda
podem usar o lipideo Il como encaixe, facilitando a formac&o de poros ha membrana
celular (BIERBAUM; SAHL, 2009; COTTER; ROSS; HILL, 2013; MARTIN;
BREUKINK; 2007).

As bacteriocinas pertencentes a classe lla e algumas outras da classe Il
também causam a formacéo de poros nas membranas celulares de bactérias. Mas
este mecanismo se d4 através da ligacdo destas bacteriocinas com um receptor
presente na membrana, sistema manose-fosfotransferase (Man-PTS), que causa a
formacéo de poros, como é o caso da lactococina A da classe Ild (DIEP et al., 2007).
Um estudo mais recente mostrou que bacteriocinas da classe llc, como a garvicina
ML, da classe Ild, assim como a lactococina LsbB, apresentam receptores de
membrana diferentes (COTTER, 2014). A Mcc E492 pertencente a classe lle sao
reconhecidos por receptores de sideréforo de ferro (FepA, CirA ou Fiu) na membrana
externa de bactérias Gram-negativas e transloca por esta membrana através da
proteina TonB, que se encontra ancorada na membrana externa, para entdo formar
poros na membrana interna (COTTER; ROSS; HILL, 2013; DESTOUMIEUX-GARZON
et al., 2003; DESTOUMIEUX-GARZON et al., 2006).

Mas algumas bacteriocinas possuem um mecanismo de ac¢do dentro das
células, como é o caso da MccB17 que utiliza a porina OmpF da membrana externa e
um transportador de peptideo, SbmA, presente na membrana interna, para entrar na
bactéria e causar a inibicdo da DNA girase, enzima importante na replicagdo do DNA
(PARKS et al., 2007). Ja a bacteriocina lasso MccJ25 é reconhecida pelo FhuA, um
receptor de sideréforo de ferro da membrana externa e, na membrana interna, requer
TonB e SbmA, para entdo bloquear a RNA polimerase e impedir a transcricdo
(VINCENT; MORERO, 2009). A MccC7-C51 é capaz de passar pela membrana
plasmatica de E. coli pelo transportador YeJABEF (NOVIKOVA et al., 2007). No interior
deste microrganismo, a bacteriocina € processada e inibe aspartil-RNAt sintetase, que
tem funcéo no processo de traducdo (METLITSKAYA et al., 2006).
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1.2.3 Bacteriocinas na conservacao de alimentos

A nisina, um lantibiético descoberto por Rogers em 1928, é utilizada como
conservante alimentar em aproximadamente 40 paises (CLEVELAND et al., 2001) e
foi aprovada para o uso como aditivo alimentar em 1969 pela Organizacao Mundial de
Saude (FOOD...; WORLD..., 1969). Possui atividade contra os patdgenos transmitidos
por alimentos como L. monocytogenes e S. aureus (CHUNG; DICKSON; CROUSE,
1989; LEE et al., 2003), Apesar de ndo possuir atividade contra Salmonella spp., pode
ser combinada com outros agentes, como por exemplo agentes quelantes, a fim de
inibir essa bactéria (CUTTER; SIRAGUSA, 1995; STEVENS et al., 1991). Um outro
peptideo também promissor como conservante é a pediocina PA-1, pertencente a
subclasse lla, que nao foi reconhecida legalmente em todo o mundo como aditivo
alimentar e esta presente em algumas preparacdes comerciais (JEEVARATNAM,;
JAMUNA; BAWA 2005; SETTANNI; CORSETTI, 2008). E ativa contra patégenos
alimentares como S. aureus, C. perfringens, L. monocytogenes (BHUNIA; JOHNSON;
RAY, 1988) ndo sendo capaz de inibir Salmonella spp., mas essa atividade pode ser
conseguida quando combinada com altas pressdes hidrostaticas, por exemplo
(KALCHAYANAND et al., 2004). Além destes peptideos, outros sdo encontrados na
literatura, mas a nisina e a pediocina PA-1 sdo os melhores posicionados como
conservantes em alimentos (CHALON et al., 2012).

De acordo com Schillinger, Geisen e Holzapfel (1996) para a utilizacao dessas
bacteriocinas como biopreservativos, as mesmas podem ser aplicadas nos alimentos
de diferentes maneiras: adi¢cdo da bacteriocina purificada ou semi-purificada, como
por exemplo a nisina comercial, Nisaplin® (CHIKINDAS et al., 2017) ; inoculagdo das
BALSs (culturas “starter” ou protetiva) para a produgéo in situ, por exemplo a inoculagao
de Leuconostoc carnosum (comercialmente disponivel como Bactoferm™ B-SF-43)
produtora de leucocina para a conservacdo de carnes embaladas a vacuo
(AYMERICH; PICOUET; MONFORT, 2008); ou ainda o uso de um produto que foi
previamente fermentado com uma bactéria produtora de bacteriocina como
ingrediente no processamento do alimento, como o MicroGARD® testado em queijo
cottage (MAKHAL; KANAWJIA; GIRI, 2015). As bacteriocinas purificadas também
podem ser aplicadas em preparacbes imobilizadas, como a incorporacdo dos

peptideos a filmes de diferentes materias, objetivando o desenvolvimento de
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embalagens com capacidade de prolongar a vida de prateleira dos alimentos
(DAESCHEL; McGUIRE; AL-MAKHLAFI, 1992; GALVEZ et al., 2007).

Quando novos compostos sao sintetizados ou obtidos a partir de fontes
naturais, ha uma necessidade de quantidades significativas de produtos para serem
testados in vitro e in vivo, o que implica na realizacdo de sintese ou extracdes por
diversas vezes, tornando o processo trabalhoso e demorado (MARQUARDT; EIFLER-
LIMA, 2001). Uma metodologia para agilizar o desenvolvimento de uma substancia,
facilitar a sua purificacdo e seu estudo € a sintese quimica em fase sélida de peptideos
biologicamente ativos (GARRIDO, 2007), permitindo a sintese de moléculas idénticas
ou analogas as naturais que apresentem propriedades de controle microbiologico para
diferentes aplicagbes (MACHADO et al., 2004). Dentre esses peptideos, estdo os
peptideos antimicrobianos (PAMS).

Tendo em vista as diferentes classes de PAMs, nosso foco foi na sintese de
bacteriocinas que constituem a classe Il, por atuarem em alvos intracelulares, que ja
vem sendo aplicado em outros estudos paralelos desenvolvidos pelo grupo de
pesquisa. Pretendiamos, portanto, obter uma nova classe de moléculas com
capacidade antibacteriana que possa ser promissora na aplicacdo como conservantes

de alimentos.

2 OBJETIVOS

Este trabalho teve como objetivo central a sintese de derivados estruturais de
Leucocinas TA33a com potencial antimicrobiano para possivel aplicacdo como
conservante de alimentos. Além disso, obter compostos que apresente também
propriedades antioxidantes e baixa toxicidade como forma de agregar valor a estes
compostos.

Para alcancar estes resultados, este trabalho teve como objetivos especificos:

- Sintetizar, purificar e caracterizar os peptideos antimicrobianos baseados nas
Leucocinas B-TA33a e C-TA33a (LeuB e LeuC-1, respectivamente);

- Avaliar a atividade dos peptideos in vitro contra L. monocytogenes, E. coli
0157:H7, S. aureus, e Salmonella sorovar Typhimurium, que sdo bactérias
importantes na area de contaminagéo de alimentos;

- Avaliar a inibicAo enzimatica dos peptideos frente as topoisomerases

bacterianas, DNA girase e Topoisomerase |V;
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- Avaliar a permeabilizacdo dos peptideos em miméticos de membrana de
bactérias;

- Avaliar a atividade antioxidante pelo método ABTS;

- Avaliar a citotoxicidade dos peptideos em células humanas através de ensaios
de capacidade hemolitica;

- Avaliar a predicdo das estruturas secundarias dos peptideos através da

espectroscopia de dicroismo circular.

3 MATERIAL E METODOS
3.1 Sinteses dos peptideos

A principal ferramenta utilizada hoje na obtencdo de peptideos de até 60
residuos de aminoacidos € a Sintese de Peptideos em Fase Sdélida (SPFS)
desenvolvida por Merrifield (1963). Este método é baseado no crescimento da cadeia
peptidica, um L-a-aminoacido por vez, a partir do grupo carboxilico C-terminal que se
encontra ligado covalentemente a uma resina (suporte polimérico insoltvel). Estes
polimeros possuem grau de solvatacéo alto em solvente apolar dando acessibilidade
dos sitios reativos aos reagentes que passam pelas particulas.

Para que ocorra condensacao (ligacao peptidica ou ligacdo amida) de maneira
orientada € necesséaria uma protecdo adequada dos outros grupos funcionais que nao
estdo relacionadas com a ligacdo peptidica, portanto sdo utilizados protetores
permanentes nestes grupos, pois devem permanecer até o final da sintese. Ja no
grupamento a-aminico sdo protegidos temporariamente, removidos a cada passo de
acoplamento. Para a sintese do peptideo proposto neste projeto, LeuC-1 e para o
peptideo ja utilizado no grupo de pesquisa e referenciado neste estudo a critério de
comparacdo, LeuB (Tabela 1), foi utlizado grupamento Fmoc (9-
fluorenilmetiloxicarbonila) como protetor do grupo a-amino e as cadeias laterais dos
residuos sao protegidas por grupos terc-butil (tBu), tritil e terc-butiloxicarbonil, entre
outros. O Fmoc é base I4bil, ou seja, a sua retirada do grupo amino (desprotecao)
ligado a resina é realizada em um meio béasico - solugdo de 20% piperidina em N,N —
Dimetilformamida (DMF).
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Tabela 1 - Estrutura priméaria dos peptideos sintetizados.

Nome Sequéncia primaria de residuos de aminoacidos
LeuB KGKGFWSWASKATSWLTGPQQPGSPLLKKHR
LeuC-1 YGNGVHCTKWGYAATNIANNSV

Fonte: elaborado pela autora.

A etapa de acoplamento é a base da formacéo da ligacdo peptidica sendo
necessario a ativacao dos grupos carboxila do aminoacido a ser inserido para que ele
possa ser atacado pelo grupo amina do aminoacido ligado a resina. Para isso, foram
utilizados agentes de acoplamento como o N,N-diisopropilcarbodiimida (DIC)/N-
Hidroxibenzotriazol (HOBt), ou o O-(Benzotriazol-1-il)-1,1,3,3-tetrametilurénio
hexafluorofosfato (HBTU)/ N-Etildiisopropilamina (DIEA), juntamente com o residuo
de amino&cido a ser adicionado. Nesta reacdo foram utilizadas trés vezes de excesso
em relacdo ao amino grupo da resina, durante duas horas de agitacdo. Entre cada
passo foram efetuadas lavagens com DMF e diclorometano (DCM) para eliminagéo
do excesso de reagentes e subprodutos.

A eficiéncia das etapas de acoplamento de cada residuo foi monitorada pelo
teste de ninidrina (KAISER et al., 1970). O aparecimento de coloracéao violeta (teste
positivo), indicava a presenca de a-amino grupos livres (sem protetor), e nesse caso,
o processo foi repetido com 50% da quantidade inicial dos reagentes. Acetilacao,
quando necesséria, foi feita com anidrido acético e DIEA (10 equivalentes cada) em
DMF, por 30 minutos. E quando apresentava coloragdo amarela, indicando a auséncia
de aminas livres, significava que o acoplamento foi efetuado, seguindo assim para 0s
préximos passos de sintese.

Ao final dos acoplamentos de todos os residuos de aminoacidos, foi realizada
a clivagem dos peptideos das respectivas resinas e a desprote¢cdo dos grupos
protetores das cadeias laterais pelo tratamento com uma solucdo de clivagem
(Reagente K) contendo acido trifluoracético (TFA) (94%), agua deionizada (2,5%), 1,2-
etanoditiol (EDT) (2,5%) e triisopropilsilano (T1S) (1%), por 3 horas em agitacao branda
a 25 °C. Para cada 100 mg de resina, foi preparado 1,5 mL de solu¢do. Em seguida,
foi adicionado éter etilico gelado ao conteudo do frasco e observado a formacéo de
um precipitado branco, o qual representa o peptideo bruto. A mistura foi agitada

manualmente e transferida para tubos tipo "falcon" de centrifuga de 15 mL de
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capacidade volumétrica, e foram submetidos a centrifugacéo por 15 minutos a 10.000
rom. Apos o periodo o sobrenadante foi descartado em frasco precaucdo. Este
processo de lavagem com éter foi repetido mais 3 vezes. ApGs as lavagens, o
precipitado foi seco em sistema a vacuo por cerca de 4-6 horas com as tampas
semiabertas para evaporacao do excesso de solventes organicos. Apds a secagem a
vacuo, o peptideo foi extraido utilizando cerca de 100 mL de solu¢do aquosa contendo

10% de acetonitrila (ACN) (v:v). Na Figura 2 esta esquematizado o processo de SPFS.

Figura 2 - Esquema da SPFS. Os circulos vermelhos representam o protetor do grupo amina.
J& os circulos rosa e verde representam os diferentes protetores de cadeias laterais dos
aminoacidos trifuncionais (AA).
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Fonte: Garrido (2007).

3.2 Purificacéo e caracterizacédo dos peptideos sintetizados

ApOs o processo de sintese, os peptideos foram obtidos na forma bruta, ja que
o processo de sintese em fase sélida pode gerar contaminantes peptidicos

indesejados, dependendo do tamanho e da complexidade da cadeia polipeptidica a

25



ser sintetizada. Sendo assim, tornou-se comum a combinacdo de técnicas de
cromatografia a fim de obter peptideos sintéticos com um grau de pureza ideal para
aplicacbes biotecnologicas. Dentre as técnicas utilizadas para purificacdo, a que
apresenta destague € a de cromatografia liquida de alta eficiéncia ou “high-
performance liquid chromatography” (HPLC), a qual foi utilizada neste trabalho com

as seguintes escalas e condi¢cdes cromatograficas:

3.2.1 Escala Analitica

A cromatografia foi realizada em modo analitico em um cromatégrafo “ultra-fast
liquid chromatography” (UFLC) Shimadzu LC20AD composto por detector, controlador
e bomba, empregando uma coluna de fase reversa Jupiter Phenomenex C18 (250 x
4,6 mm; diametro da particula = 5 um; porosidade 300 A) como fase estacionaria, com
um gradiente linear de 5 a 95% de solvente B (A: agua, 0,045% TFA; B: ACN, 0,036%
TFA), como fase mével, de 5% a 95% de B em 30 minutos com fluxo de 0,6 mL/min e
detecgdo a 220 nm e 280nm. Os solventes utilizados foram todos de grau
cromatografico e a agua foi do tipo ultrapura.

3.2.2 Escala Semi-preparativa

A cromatografia em escala semipreparativa, foi efetuada em um sistema
Shimadzu LC20AT também composto por detector, controlador e bomba. Foi
empregada coluna de fase reversa Jupiter Phenomenex C18 (250 x 10 mm; diametro
da particula = 10 ym; porosidade 300 A) como fase estacionaria, com um gradiente
linear de 20 a 50% de solvente B (A: agua, 0,045% TFA,; B: ACN, 0,036% TFA), como
fase movel, em 120 minutos com fluxo de 3 mL/min e deteccédo a 220 nm e 280nm.
Os solventes utilizados foram todos de grau cromatografico e a agua foi do tipo
ultrapura.

Apbs o procedimento de purificacdo dos peptideos, a caracterizacdo das
moléculas foi feita por meio de espectrometria de massas. As andlises foram
realizadas em modo de eletrospray positivo por injecao direta das amostras dos
peptideos puros em um espectrometro de massas do tipo lon Trap Amazon SL, da
marca Brucker® e também por HPLC acoplada a espectrometria de massas com
ionizagdo por eletrospray (LC/ESI-MS), permitindo determinar a qualidade e

identidade da amostra simultaneamente. Os valores de massa molecular experimental
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foram comparados com os valores tedricos calculados previamente para cada um dos

peptideos de acordo com seus residuos de aminoacidos.

3.3 Ensaios deinibicdo do crescimento microbiano
3.3.1 Ensaio de microdiluicdo em placas

Os testes de inibicdo do crescimento microbiano foram realizados a fim de
avaliar a resposta dos peptideos sintetizados e purificados, frente a bactérias de
importancia na area de alimentos.

As bactérias utilizadas S. sorovar Typhimurium (ATCC 6539), E. coli 0157:H7
(ATCC 43895), S. aureus (ATCC 14458) e L. monocytogenes (ATCC 7644) foram
doadas pelo Laboratério de Microrganismos de Referéncia da Fundagdo Oswaldo
Cruz (Fiocruz). Para a realizacdo dos testes, as suspensdes bacterianas foram
padronizadas a partir de uma cultura em Caldo Muller Hinton (CMH) de 24 horas para
as bactérias adicionado-se CMH até atingir a densidade do padrédo 0,5 da escala de
McFarland (aproximadamente 1,0 x 108 UFC/mL), que equivale a uma turbidez de
0,08 a 0,1 unidades de densidade oOptica (DOs20) medida no espectrofotdbmetro no
comprimento de onda de 620 nm. Posteriormente, foi realizada uma diluicdo 1:10, em
CMH, obtendo-se uma suspensédo 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-A10 do Manual Clinical and Laboratory Standards Institute (CLINICAL
AND LABORATORY STANDARDS INSTITUTE, 2015). Os pocos das microplacas
foram preenchidos com 80 uyL de CMH, acrescentados 100 pyL dos peptideos em
solucdo aquosa nas concentracdes de: 200 pM, 150 pM, 100 pM e 50 pM.
Adicionalmente foram distribuidos 20 puL das suspensdes dos microrganismos em
cada orificio das microplacas. Como controle positivo foi utilizado a Ciprofloxacina 100
UM (Sigma-N1628) e também foram realizados o controle do meio de cultura, em que
foi utilizado apenas 200 yL do CMH, e o controle de crescimento bacteriano, contendo
80 uL de CMH, 100 pyL de agua esterilizada e 20 pyL das suspensbes dos
microrganismos. As microplacas foram incubadas em estufa a 37 °C por 24 horas e
os testes foram realizados em triplicata. Apés o periodo de incubacéo, as microplacas

foram submetidas a leitura de absorbancia a 595 nm, em espectrofotbmetro de
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microplacas (BioTeK). A partir da leitura espectrofotométrica foi determinada a

porcentagem de inibicdo microbiana para cada microrganismo.

3.3.2 Ensaio de Time-Kill

Além do ensaio de microdiluichio em placas para determinacdo das
porcentagens de inibicdo dos peptideos frente as bactérias, também foi realizado o
ensaio de Time-Kill, pois fornece informacées sobre a velocidade de acdo do peptideo
em questao com o microrganismo e se a acao € bactericida ou bacteriostatica.

O ensaio Time-Kill in vitro foi realizado, segundo metodologia adaptada de
Zhou e colaboradores em 2013 (ZHOU et al., 2013) e avaliado a partir do dobro da
concentragdo determinada nos testes de microdiluigdo que proporcionou maior
inibicdo microbiana. O teste foi conduzido de acordo com a metodologia do item
anterior 3.3.1 em que as amostras foram colocadas na placa de 96 pocos, em triplicata
e nos tempos de 0, 4, 6, 12, 18 e 24 apods incubacgéo a 37 °C, foram feitas as leituras

das absorbancias a 595 nm e foi determinada a cinética para cada peptideo.

3.4 Ensaios de inibicdo enzimatica

Os ensaios de inibicao enziméatica foram realizados com o intuito de avaliar a
capacidade de inibicao de cada peptideo frente a DNA girase e a Topoisomerase |V,

as quais sdo alvos de acdo para agentes antimicrobianos.

3.4.1 DNA girase

Para realizacdo do teste frente a enzima DNA girase, o Kit de
superenovelamento do DNA pela girase de E. coli foi adquirido da empresa Inspirallis®,
contendo a enzima DNA girase, plasmideo pBR322 relaxado e 0s seguintes tampdes:

Tampéao de diluigdo: Tris.HCI 50 mM; KCI 100 mM; Ditiotreitol 2 mM; acido
etileno-diamino-tetra-acético (EDTA) 1 mM; glicerol 50% (m/v); pH = 7,5.

Tampéo de ensaio (concentrado 5x): Tris.HCI 35 mM; KCI 24 mM; MgCI2, 4
mM,; Ditiotreitol, 2 mM; Espermidina 1,8 mM; ATP 1 mM; glicerol 6,5% (m/v); Albumina
0,1 ug /mL; pH =7,5.
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Os estudos para avaliacéo da inibicdo da atividade de superenovelamento do
DNA promovido pela DNA girase é realizado de acordo com o protocolo da Inspirallis®
com modificagdes:

Com as amostras de peptideos preparadas e solubilizadas em &gua
adequadamente em uma solucéo estoque de 400 M, foi pipetado em cada tubo de
1,5 mL, um volume desta solucéo a fim de obter as concentracdes de 200, 150, 100 e
50 UM (considerando o volume final de 30 pL). Logo em seguida foi adicionado uma
unidade (U) de DNA girase de E. coli, preparada com a enzima e seu tampéao de
diluicdo, em cada tubo. Foi preparado um MIX do tampéao de ensaio (6,5 yL de tampéao
5X por ensaio) e o plasmideo pBR322 relaxado (0,5 pyL por ensaio) totalizando 7 L
do MIX para cada tubo. Para completar o volume de 30 pL foi utilizada a mesma agua
ultrapura usada para a solubilizagdo das amostras. Posteriormente foram incubadas
por 30 minutos a 37 °C.

ApoOs incubacédo, foi adicionado 3 puL de dodecil sulfato de sédio (SDS) e
novamente encubado a uma temperatura de 62 °C por 2 minutos. Com o intuito de
parar a reacéo foi utilizado 15 pL de STEB (Sacarose a 40% (p / v), Tris-HCI 100 mM,
pH 8, EDTA 10 mM, azul de bromofenol 0,5 mg/ml) e 60 yL de cloroférmio. Os tubos
foram entéo centrifugados a 13000 rpm por 3 minutos.

Em seguida as amostras foram submetidas a analise por eletroforese em gel
de agarose 1% em tampao TBE (Tris 89 mM / &cido bérico 89 mM /EDTA 2 mM, pH
8.2). As amostras (sobrenadante azul) foram aplicadas uma a uma nos pocos do gel
e submetidas a tensdo constante de 60V, 250mA, a temperatura ambiente, por
aproximadamente 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 entédo
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 foram realizados com o intuito de
determinar as concentracdes minimas de cada um dos peptideos sintetizados,

capazes de inibir a agdo da DNA girase.
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3.4.2 Topoisomerase IV

Para realizacdo do ensaio, o Kit de relaxamento do DNA pela Topoisomerase
IV de E. coli foi adquirido da empresa Inspirallis® contendo a enzima Topo 1V,
plasmideo pBR322 superenovelado e os seguintes tampdes:

Tampao de diluicdo: HEPES.KOH 40 mM; glutamato de potassio 100 mM; DTT
1 mM; EDTA 1 mM; glicerol a 40% (v / v); pH = 7,6.

Tampédo de ensaio (concentrado 5X): HEPES.KOH 40 mM; glutamato de
potassio 100 mM; acetato de magnésio 10 mM; DTT 10 mM; ATP 1 mM; albumina 50
pg/ml; pH =7,6.

Foi utilizada a mesma metodologia descrita no item 3.4.1 para DNA girase, 0
que difere apenas na enzima Topo IV, nos tampdes fornecidos e no plasmideo
pBR322 superenovelado.

3.5 Vazamento de carboxifluoresceina

Este teste foi realizado visando o estudo da capacidade dos peptideos
permeabilizarem vesiculas miméticas de membranas bacterianas, através da
liberacdo da carboxifluoresceina.

Para isso, foram sintetizadas vesiculas fosfolipidicas anidnicas como vesiculas
unilamelares grandes (LUVS) contendo 75% de 1-palmitoil-2-oleoilfosfatidilcolina
(POPC) e 25% de 1-palmitoil-2-oleoilfosfatidilglicerol (POPG) que correspondem a
membranas tipicas de bactérias (GLUKHOV; BURROWS; DEBER, 2008). Esses
lipideos, adquiridos da empresa Avanti Polar Lipids, foram pesados na proporcao
desejada e dissolvidos em uma solucao de cloroférmio-metanol (4-1). Para a formacao
do filme delgado na parede do tubo, essa solucdo foi evaporada em N2 e
posteriormente foi mantido sob vacuo para eliminacdo dos solventes por
aproximadamente 12 horas. Decorridas essas horas, o filme foi hidratado com uma
solucado do fluoréforo carboxifluoresceina (CF) 80 uM em tampao fosfato 10 mM pH
7,0 e a solucdo foi submetida a seis ciclos de congelamento em nitrogénio liquido,
banho a 60°C, voértex e ultrassom, com o intuito de romper as camadas e diminuir o
tamanho das vesiculas. Apos esses passos foram obtidas as vesiculas multilamelares
(MLVs) que foram passadas por um extrusor contendo uma membrana de

policarbonato com poros de 100 nm de diametro (Whatman), por 30 ciclos de extrusao,

30



para a producdo das LUVs. A CF ndo incorporada as vesiculas foi removida por
filtracdo em gel em uma coluna Sephadex G-50 estabilizada com o tampéao fosfato.

O ensaio foi realizado em um espectrofotdmetro de fluorescéncia Cary Eclipse
VARIAN, com comprimentos de onda ajustados em 492 nm de excitacdo e 517 nm de
emissao. O valor de 100% de permeabilizacéo foi obtido pela adicdo de Triton x-100,
0 qual promove o rompimento total das vesiculas e consequentemente a liberacao de
CF.

Durante o experimento, ap0s o primeiro 1 minuto de andlise da fluorescéncia
foi adicionado ao sistema, contendo o tampéao e as vesiculas, o peptideo em questao
nas concentracdes de 6,25, 12,5 e 25 pM em solugdo aquosa, aos 9 minutos foi

adicionado o Triton x-100.

3.6 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)])
segundo Mann e colaboradores (2015), sendo este um dos parametros para
determinar o potencial de inibicdo da oxidac&do de uma substancia. Este método ocorre
através da captura do cation radical ABTS* por antioxidantes, o que sofre uma
descoloracdo do verde-escuro para verde-claro causando o decréscimo da
absorbancia, proporcional a concentracdo de antioxidantes no meio (PEREZ-
JIMENEZ; SAURA-CALIXTO, 2006; RUFINO et al., 2007). O radical ABTS foi
preparado a partir de 5 pL de uma solucao estoque de ABTS (7 mM) e adicionado 88
UL de persulfato de potassio (140 mM), armazenado durante 16 horas no escuro e em
temperatura ambiente. Apos as 16 horas, foi diluido em alcool etilico até obter uma
absorbéancia de 0,7 £ 0,02 a 734 nm no ultravioleta visivel (UV/VIS) por uma leitora de
placas Biotek® - modelo Epoch.

Em uma placa de 96 pocos foram adicionadas 5 uL dos peptideos a 400 uM, a
fim de obter uma concentracao final de 200 puM, ou do padrao de Trolox de 0 a 900
MM a partir de uma solucéo estoque de 2 mM, em triplicata, e 245 pL do radical ABTS.
Apds 6 minutos de reacdo no escuro e em temperatura ambiente, foi realizada a leitura
da absorbéancia a 734nm. Os resultados foram expressos como Capacidade
Antioxidante Equivalente de Trolox (TEAC) em uM baseado na curva padrao de Trolox
de 0 a 900 uM. Obteve-se €= 0,0004 (uM)*icm para LeuB e €= 0,0003 (uM)2icm?
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para LeuC-1 e as atividades antioxidantes foram dadas pela concentracdo (C) de
Trolox em uM obtidas pelas férmulas:

C= (Abs + 0,0019)/0,0004 no caso do peptideo LeuB e C= (Abs -
0,0025)/0,0003 para LeuC-1, provenientes da equacédo da reta das curva analiticas.
Os resultados também foram representados por porcentagem de reducdo de ABTS
pela férmula:

. (Abranco — Aamostra)
% de reducao de ABTS = x 100
Abranco

Onde: Abranco= absorbancia do branco e Aamostra= absorbancia da amostra.

3.7 Ensaio de toxicidade dos peptideos: estudos de atividade hemolitica

Os testes de atividade hemolitica dos peptideos referentes a este trabalho,
foram realizados com o intuito de investigar a toxicidade dos mesmos em células
eucaridticas. O projeto foi submetido ao comité de éticaem pesquisa com
seres humanos da Faculdade de Ciéncias Campus de Bauru/Unesp e foi aprovado
sob o protocolo de niumero 46212515.0.0000.5398. A metodologia utilizada foi o de
Onuma e colaboradores (1999) com modificages. Os eritrécitos de uma amostra de
sangue humano foram submetidos a centrifugacéo e lavados 3 vezes com tampéo
fosfato salino (PBS) (35 mmol/L fosfato de sédio; 0,15 mol/L de cloreto de sodio) pH
7,4. Uma suspensao celular a 2% (v/v) e os peptideos foram usados na determinacéo
da concentragdo hemolitica que lisa 50% das hemacias (HCso) (volume final 200 pL,
no qual 100 pL foi da solugéo diluida do peptideo e 100 pyL da suspensao celular).

ApoOs a incubacao por 1 hora a 37°C, os tubos foram centrifugados a 3000 rpm
por 5 minutos e aliquotas de 100 pL do sobrenadante foram pipetadas em microplacas
de 96 pocos. A absorbancia a 405 nm foi definida usando leitor de microplaca (BioTek,
modelo Epoch). O valor de 100% de hemolise foi determinado utilizando 100 yL da
suspensao celular com 100 pL de Triton X-100 1% (v/v), j& o valor de 0% de hemolise
utilizando 100 uL da suspensao celular com 100 pL de tampao PBS.

Neste estudo, foram utilizadas as concentracdes de 200, 150, 100 e 50 pyM para
cada um dos peptideos em solucdo aquosa, LeuB e LeuC-1. Aplicando a seguinte
equacao:

% hemli (Absosbancia da amostra — Absorbancia do tampao) ¥ 100
lo} =
0 flemose (Absorbancia do Triton — Absorbancia do tampao)
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3.8 Dicroismo Circular

O dicroismo circular (CD) foi realizado neste trabalho a fim de fornecer
informacdes sobre a possivel estrutura tridimensional dos peptideos sintetizados, uma
vez que a espectroscopia de CD permite investigar a estrutura secundaria, em
solucéo, de proteinas e peptideos, por exemplo (BEROVA; DI BARI; PESCITELLI,
2007; GREENFIELD,1999; WHITMORE; WALLACE, 2007).

As propriedades conformacionais dos peptideos LeuB e LeuC-1, a uma
concentracdo de 60 UM em solucdo aquosa, foram estudados em trés ambientes
distintos: em tampao 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 O6ptico e 6
varreduras nos comprimentos de onda de 190 a 280 nm.

3.9 Andlise Estatistica

Os resultados dos ensaios antimicrobianos foram submetidos ao Teste-t de
comparacao entre duas médias, no caso de avaliagdo da diferenca entre um peptideo
e outro em uma dada concentragéo, e também a ANOVA - fator Unico, na avaliacdo
da diferenca das quatro concentra¢cfes de cada peptideo e comparadas pelo teste de
Tukey com significancia de 5%.

Os ensaios antioxidantes foram submetidos ao Teste-t de comparacao entre
duas médias das amostras e os ensaios hemoliticos foram submetidos a analise de
variancia (ANOVA - fator Unico) e as quatro médias foram comparadas pelo teste de

Tukey com significancia de 5%, com o auxilio do software Excel 2013.

4 RESULTADOS E DISCUSSAO
4.1 Sintese, purificacdo e caracterizacao dos analogos peptidicos

As sequéncias peptidicas sintetizadas foram projetadas com base na estrutura
secundaria de Leucocinas B- e C-TA33a, proposta por Papathanasopoulos e
colaboradores (1998), para estudos de inibicdo de diferentes espécies bacterianas de
interesse alimentar na tentativa de compreender o mecanismo de acdo destes
peptideos. Portanto levou-se em consideracdo algumas caracteristicas estruturais

destas leucocinas, sendo que o LeuB foi sintetizado na integra baseado na sequéncia
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de aminoacidos da Leucocina B-TA33a para analise comparativa com uma estrutura
nativa de uma leucocina. O peptideo LeuC-1 foi montado contendo os aminoacidos
que se estruturam em cadeia 3 da porgao N-terminal, a qual € conservada de maneira
quase idéntica em diferentes leucocinas, mas que ndo é presente na Leucocina B-
TA33a. O objetivo € avaliar o efeito desta regido na interacéo e possivel inibicdo de
topoisomerases bacterianas. Além desta regido, a estrutura primaria do peptideo
LeuC-1, apresenta uma sequéncia de amino4cidos que também se estruturam em
forma de cadeia B, porém localizados mais préximo da por¢cao C-terminal da
Leucocina C-TA33a. O objetivo deste design foi produzir uma molécula menor que a
Leucocina C-TA33a, mas que mantenha, ou mesmo, apresente uma maior
capacidade antimicrobiana. As sequéncias de aminoacidos das moléculas de LeuB e
LeuC-1, estdo esquematizadas na Figura 3.

Figura 3 - A) Estrutura primaria dos peptideos Leucocinas B-TA33a e C-TA33a. B) Peptideos
projetados para serem sintetizados: LeuB corresponde a Leucocina B-TA33a em sua integra
e LeuC-1 corresponde a um derivado estrutural da Leucocina C-TA33a.

A)

LeuB-TA33a KGKGFWSWASKATSWLTGPQQPGSPLLKKHR

LeuC-TA33a KNYGNGVHCTKKGCSVDWGYAATNIANNSVMNGLTG

_______ Shecueadymlyshhh-ss ssawsy iy sa=s

h= a-hélice b= B-sheet
B)
LeuB KGKGFWSWASKATSWLTGPQQPGSPLLKKHR
LeuC-1 YGNGVHCTKWGYAATNIANNSYV

Fonte: adaptado de Papathanasopoulos et al. (1998).

Para a sintese de LeuB e LeuC-1 partiu-se de 300 mg de resina Fmoc-Arg-
Wang e Fmoc-Val-Wang, com graus de substituicio de 0,69 e 0,76mmol/g,
respectivamente. Foram utilizados DIC/HOBt como agentes de condensacéo para o
acoplamento dos residuos de aminoacidos um a um para o crescimento da cadeia
polipeptidica. ApGs desprotecao do primeiro aminoacido, iniciou-se o0 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 2.
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Tabela 2 - Massas de peptidil-resinas de cada um dos analogos sintetizados.

Analogos Massa final de peptidilresina (g)
LeuB 1,20
LeuC-1 1,093

Fonte: elaborado pela autora.

Apoés o procedimento de clivagem uma fracdo da massa do extrato bruto de
cada peptideo liofilizado, aproximadamente 100 mg, foi dissolvido em cerca de 8 mL
de solvente A (agua + TFA 0,036%), com adicao de pequenos volumes de ACN para
auxiliar na solubilizacdo completa do material bruto. A solugéo resultante deste
processo foi entdo submetida a analise qualitativa em HPLC, sob condi¢des ja
descritas anteriormente.

A partir dos resultados de tempo de retencéo dos peptideos e porcentagem de
solventes obtidos nestas andlises, foram definidas as condicdes relativas a
concentracdo de solvente para a purificacGo em escala semi-preparativa. Os
cromatogramas obtidos, para os analogos LeuB e LeuC-1, antes e ap0s 0 processo

de purificacdo, estdo representados nos graficos 1 e 2.

Gréfico 1 - Perfis cromatogréficos obtidos por HPLC, em escala analitica, para o analogo
peptidico LeuB, antes (A) e apés a purificacao (B).
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Fonte: elaborado anteriormente pelo grupo de pesquisa (dados nao publicados).
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Gréfico 2 - Perfis cromatogréficos obtidos por HPLC, em escala analitica, para o analogo
peptidico LeuC-1, antes (A) e apés a purificacao (B).
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Fonte: elaborado pela autora.

Com os resultados dos perfis cromatograficos obtidos por HPLC, em escala
analitica, pode-se verificar que apés a purificacdo os peptideos LeuB e LeuC-1
apresentaram um Unico pico em relacdo ao extrato bruto e o tempo de retencédo dos
analogos purificados foram mantidos em relacdo ao pico correspondente no extrato
bruto, dados comprovados por cromatografia liquida acoplada a espectrometro de
massas (LC/ESI-MS), previamente a purificacdo dos peptideos. Além disso, o0s
valores de massa molecular, obtidos por espectrometria de massas no modo
electrospray positivo [ES m/z: (M + H)*], foram coincidentes com o teérico esperado
(calculado através da sequéncia de aminoacidos dos peptideos), obtendo a
confirmacédo do peptideo desejado (Tabela 3).

Tabela 3 - Massas moleculares teéricas e obtidas por espectroscopia de massas dos
peptideos LeuB e LeuC-1.

Analogo peptidico Massa Molecular Massa Molecular Obtida
Tedrica (g/mol) (g/mol)
LeuB 3466,01 3466
LeuC-1 2340,53 2343

Fonte: elaborado pela autora.

Apo6s o procedimento de purificacdo, foi possivel obter a pureza relativa aos
peptideos LeuB e LeuC-1. Este resultado é obtido pelo software do cromatdgrafo
através da analise da area do pico obtido em escala analitica correspondente ao
peptideo purificado. Os graus de pureza estao representados na Tabela 4. N&o foi o
foco deste trabalho avaliar o rendimento do procedimento de purificagédo, pois foi
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purificado somente o material necessario para realizacdo dos ensaios propostos no

projeto.

Tabela 4 - Pureza relativa ap6s o processo de purificacdo dos anélogos da Leucocina.

Peptideo Massa de Peptideo Pureza
Bruto que foi Relativa
purificado (mg) (%)
LeuB 150 92,4
LeuC-1 300 97,9

Fonte: elaborado pela autora.

De maneira geral pode-se concluir através da observacdo dos resultados
anteriores, gue os procedimentos utilizados para a sintese, clivagem da peptidil-resina
e metodologias desenvolvidas para purificacdo foram adequados para obtencdo dos
peptideos desejados, confirmados através dos dados de andlise de massa molecular
e com grau de pureza acima de 90%, possibilitando a utilizacdo dos mesmos nas

préoximas etapas do trabalho.

4.2 Ensaios de inibicdo do crescimento microbiano

Os resultados das porcentagens de inibicdo de crescimento microbiano obtidos
estdo expressos nos graficos de 3 a 6, assim como os desvios padrdo e a andlise
estatistica dos dados. E possivel observar que para a bactéria Gram-positiva S.
aureus, o peptideo LeuB apresentou uma maior atividade antimicrobiana na maior
concentracao testada (200 uM), inibindo 40% dos microrganismos viaveis. Embora o
peptideo LeuC-1 ter apresentado uma porcentagem de inibicdo desta bactéria de
31%, nao houve diferenca estatistica entre os dois peptideos testados, portanto a
escolha do peptideo para ser possivelmente utilizado como conservante em alimentos
seria a critério da toxicidade de cada um. Ja para a bactéria também Gram-positiva L.
monocytogenes, ficou evidente que LeuC-1 apresentou uma capacidade de inibicdo
maior (67%), em relagéo ao LeuB que inibiu 41% dos microrganismos, havendo uma
diferenca estatistica entre eles.

Uma hipotese para a menor porcentagem de inibicdo de S. aureus apresentada
pelos peptideos estudados, pode estar relacionada com a morfologia desta espécie

bacteriana, a qual se desenvolve em unidades celulares na forma de esferas (cocos),
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0S quais se agrupam durante o desenvolvimento das colénias em arranjos do tipo
cachos. Este arranjo das colbnias, diminui a 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 multiplicar.

Os resultados obtidos através do estudo com bactérias Gram-negativas
mostraram que para E. coli O157:H7, o LeuB apresentou uma maior atividade inibitoria
com 69% de inibicdo a uma concentracéo de 200 uM, enquanto que o LeuC-1 apenas
20% de inibicdo, havendo diferenca estatisticamente significativa entre eles. Os
resultados sobre a S. sorovar Typhimurium, demonstraram porcentagens de inibicao
de 71% e 67% para LeuB e LeuC-1, respectivamente, ha maior concentracao testada,
sendo que ndo foi observado diferenca estatistica nesses valores. Embora para o
LeuB a concentracédo de 150 uM mostrou inibicdo de 63%, ndo ha diferenca estatistica
em relacdo a concentracdo de 200 UM, o que proporciona a utilizacdo de uma menor
concentracdo do peptideo para a inibicdo deste microrganismo. No caso do LeuC-1,
ndo houve diferenca estatistica entre as concentracdes de 200 uM e 150 uM e entre
200 pM e 100 pM, podendo também ser utilizado uma concentracdo ainda menor
comparado com o peptideo LeuB.

Grafico 3 - Porcentagem de inibicdo de crescimento de S. aureus pelos peptideos LeuC-1 e
LeuB.

S. aureus
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1
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©
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E|EUC1 BLEUB

* As médias diferem pelos testes estatisticos sob o nivel de significancia de 5%.
Fonte: elaborado pela autora.
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Gréfico 4 - Porcentagem de inibicdo de crescimento de L. monocytogenes pelos peptideos
LeuC-1 e LeuB.
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Grafico 5 - Porcentagem de inibi¢cdo de crescimento de E. coli O157:H7 pelos peptideos
LeuC-1 e LeuB.
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Gréfico 6 - Porcentagem de inibicdo de crescimento de S. sorovar Tiphymurium pelos
peptideos LeuC-1 e LeuB.
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* As médias diferem pelos testes estatisticos sob o nivel de significAncia de 5%.
Fonte: elaborado pela autora.

Como j&4 havia sido mencionado anteriormente, outras bacteriocinas
amplamente estudas como a nisina, ja havia apresentado inibicdo comprovada contra
bactérias Gram-positivas, a exemplo de L. monocytogenes e S. aureus. No entanto, a
nisina ndo apresentou atividade contra bactéria Gram-negativa como S. sorovar
Typhimurium (CHUNG; DICKSON; CROUSE, 1989). Outra bacteriocina descrita na
literatura, a PA-1, € ativa contra patdgenos alimentares como S. aureus, C.
perfringens, L. monocytogenes (BHUNIA; JOHNSON; RAY, 1988; GONZALEZ,
KUNKA, 1987). No entanto, PA-1 também nédo € capaz de inibir sozinha bactérias
Gram-negativas (RODRIGUEZ; MARTINEZ; KOK, 2002). Por outro lado, s&o
encontradas bacteriocinas que apresentam atividade contra bactérias Gram-
negativas, como é o caso das microcinas, a exemplo da MccC7-C51, a qual apresenta
atividade contra algumas cepas de Escherichia spp., Enterobacter spp., Salmonella
spp., Shigella spp., Proteus spp. e Yersinia spp. (GARCIA-BUSTOS; PEZZI,
MENDEZ, 1985). A microcina MccJ25, apresenta atividade contra algumas espécies
de Escherichia spp. e Salmonella spp. (DESTOUMIEUX-GARZON et al., 2005;
SOUDY; WANG; KAUR, 2012) e MccB17 contra Citrobacter spp., Klebsiella spp.,
Salmonella spp., Shigella spp. e Pseudomonas spp. (ASENSIO et al., 1976;
BAQUERO; MORENO, 1984).
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Segundo Stiles (1994) todas as bacteriocinas produzidas por Leuconostoc spp.
encontradas na literatura, apresentam atividade anti-listeria. Mas héa relatos de inibicéo
de apenas cepas de Leuconostoc spp. e Weissella spp. por bacteriocinas como a
Leucocina B-TA33a (PAPATHANASOPOULOS et al, 1997), dextranicina 24
produzida a partir de Leuconostoc mesenteroides subsp. dextranicum J24,
mesenterocina 52B de Leuconostoc mesenteroides subsp. mesenteroides FR52.
(REVOL-JUNELLES et al.,, 1996; REVOL-JUNELLES; LEFEBVRE, 1996). No
presente estudo é observado que o LeuB mostrou, na maior concentragdo testada,
uma menor capacidade de inibir as células bacterianas de L. monocytogenes, 41%,
comparado com o LeuC-1 que apresentou 67% de inibicdo. Segundo Blom e
colaboradores (1999) a leucocina H, bacteriocina de dois peptideos produzida por
Leuconostoc MF15B, mostrou atividade contra L. monocytogenes, B. cereus, C.
perfringens e S. aureus.

O LeuC-1 e o LeuB apresentam uma carga liquida em pH 7 de +1 e +6,1,
respectivamente. Isso mostra que o LeuB é um peptideo catibnico, o que pode explicar
a sua melhor atividade em bactérias Gram-negativas. E conhecido que as naturezas
hidrofébicas e catibnicas dos peptideos sdo importantes para a sua interacdo com a
membrana da bactéria (HANCOCK; FALLA; BROWN, 1995). Peptideos catidnicos se
ligam aos lipopolissacarideos (LPS), perturbando a membrana externa da bactéria,
provocando a formacéo de fissuras que permitem a passagem de moléculas do meio
interno para o externo, e vice-versa. Este processo, portanto, pode desencadear em
um segundo estagio, a morte celular, jA que o mecanismo da morte bacteriana por
peptideos catibnicos, ainda ndo € claro (HANCOCK; CHAPPLE, 1999).

Ja os resultados obtidos através do ensaio de Time-Kill estéo ilustrados no
Gréfico 7. E possivel observar que para o peptideo LeuB, os valores de absorbancia
para L. monocytogenes, E. coli O157:H7 e S. sorovar Typhimurium, obtiveram um
pequeno acréscimo ao longo das 24 horas comparado com o0s controles de
crescimento microbiano. Ja para o LeuC-1 os valores de absorbancia apresentaram
um menor acréscimo para as bactérias L. monocytogenes e S. sorovar Typhimurium.
Estes resultados evidenciam um efeito bacteriostatico destes peptideos nos

microrganismos mencionados.
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Gréfico 7 - Efeito dos peptideos LeuB e LeuC-1 no crescimento de S. aureus, L.
monocytogenes, E. coli 0157:H7 e S. sorovar Typhimurium.

S. aureus L. monocytogenes

0,80
0,70
0,60
0,50
0,40
0,30

0,20
0,10

0,50
0,40
0,30
0,20
0,10

Absorbancia (595 nm)

Absorbancia (595 nm)

0,00 0,00
0 4 6 12 18 24 0 4 6 12 18 24
Tempo (horas) Tempo (horas)
Controle de Crescimento === Ciprofloxacina === LeuC-1 ====LeuB Controle de Crescimento === Ciprofloxacina === LeuC-1 ====|leuB
E. coli O157:H7 S. sorovar Typhimurium

1,00
0,80
0,60
0,40

Absorbancia (595 nm)
Absorbancia (595 nm)

0.20 - 0,20 /_/__
0,00 0,00
0 4 6 12 18 24 0 4 6 12 18 24
Tempo (horas) Tempo (horas)

Controle de Crescimento ===Ciprofloxacina ===LeuC-1 ===LeuB . . .
Controle de Crescimento == Ciprofloxacina ===LeuC-1 ====LeuB

Fonte: Elaborado pela autora.

Embora a capacidade de inibicdo dos peptideos nos microrganismos testados
nao tenha atingido 100%, eles podem ser combinados com outras bacteriocinas ou
com outros métodos de conservacao, como ja havia sido mencionado anteriormente,
a fim de potencializar a inibicdo ou até mesmo ampliar o espectro de acao, visando a
seguranca do consumidor e 0 aumento da vida de prateleira dos alimentos. Ao mesmo
tempo, o efeito bacteriostatico também é de interesse para a industria alimenticia, pois
impede que novas bactérias deteriorantes ou patogénicas se multipliguem em
determinados alimentos, além de impedir a proliferagdo de microrganismos

naturalmente encontrados nos alimentos.

4.3 Ensaios de inibicdo enzimética

As enzimas DNA topoisomerases S&80 responsaveis pelas mudancas na
topologia do DNA (MAXWELL, 1997; SHARMA; MONDRAGON, 1995; WIGLEY,
1995). Elas séo divididas em tipo | e I, catalisando reacfes de clivagem de uma ou
de ambas as cadeias de DNA (CORBETT; BERGER, 2004; MAXWELL, et al., 2005).
As bactérias sao capazes de codificar duas enzimas essenciais do tipo Il, as quais
sao elas a DNA girase e a Topoisomerase IV (Topo V), que atuam rompendo a dupla
cadeia de DNA (CORBETT; BERGER, 2004). Essas enzimas desempenham papeis
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importantes na replicacdo do DNA, segregacdo cromossdmica e compactacdo do
DNA, portanto sdo necessarias para o funcionamento regular da célula (HARDY;
COZZARELLI, 2003; LEVINE; HIASA; MARIANS, 1998).

A DNA girase e a Topo IV possuem duas subunidades GyrA e GyrB, e ParC e
ParE, respectivamente, formando uma estrutura heterotetramérica ativa, GyrA2GyrB2
em DNA girase e ParCz:ParEz em Topo IV. Enquanto isso, as topoisomerases
eucariodticas do tipo Il sdo grandes subunidades Unicas e ativas como homodimeros
(CHAMPOUX, 2001; POMMIER et al., 2010). As subunidades GyrA e ParC sao
responsaveis pela ligacdo do DNA e processo unido-quebra do DNA e as GyrB e ParE
pela ligacdo do ATP e hidrolise (PENG; MARIANS, 1993; REECE; MAXWELL, 1991).

As quinolonas, antimicrobianos sintéticos que possuem como alvo de acao as
topoisomerases, se ligam a enzima e ao DNA, blogueando a rea¢éo de quebra-unido
do DNA (COLLIN; KARKARE; MAXWELL, 2011; LAPONOGOV et al., 2009;
MARCHETTO, 2006). As cumarinas, produtos naturais de Streptomyces spp., se
ligam as subunidades ParE e GyrB das enzimas Topo IV (HARDY; COZZARELLI,
2003) e DNA girase (GORMLEY et al., 1996), respectivamente, inibindo a atividade
ATPase. Outros inibidores como o CcdB (COUTURIER; BAHASSI; VAN MELDEREN,
1998), uma toxina natural que compde o sistema toxina-antitoxina (TA) ccd, e o ParE
(JIANG et al., 2002) inibem a acdo da DNA girase ou sdo capazes de inibir a topo IV
também, no entanto necessitam de concentracdes maiores (HOOPER, 1998).

A enzima bacteriana DNA girase € responsavel por produzir um
superenovelamento negativo no DNA. Esta enzima é essencial para a bactéria e € o
alvo de muitos agentes antibacterianos (MAXWELL, 1997; REECE; MAXWELL, 1991;
WIGLEY, 1995). Por ser a DNA girase uma enzima encontrada em organismos
procariotos, como em bactérias, embora mais recentemente foi descoberto a presenca
de DNA girase no protozoario Plasmodium falciparum (GARDNER et al., 2002; LIM;
McFADDEN, 2010; NAGANO et al., 2015), sua importancia como alvo para o
desenvolvimento de novos agentes antimicrobianos é indiscutivel, especialmente para
aplicacdo como bioconservantes que tem como propdsito inibir o crescimento de
microrganismos de grande interesse na industria alimenticia como a S. sorovar
Typhimurium, E. coli e S. aureus, as principais bactérias causadoras de DTAs.

O ensaio de eletroforese mostrou que o analogo LeuB (Figura 4) apresentou
inibicdo da atividade da DNA girase a partir da concentracao de 100 uM, ja que néao &
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possivel visualizar a existéncia da banda do plasmideo superenovelado, evidenciando
a capacidade de interacdo deste peptideo com a enzima. O ensaio de eletroforese
também mostrou que o analogo LeuC-1 (Figura 5) ndo apresenta capacidade de
inibicdo da enzima DNA girase nas concentracdes testadas.

Figura 4 - Inibicdo da atividade de superenovelamento do DNA pelo LeuB. Volume de reagéo
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 concentragdes ensaiadas
200, 150, 100 e 50 umol/L, respectivamente.

A B C1 C2 C3 C4

PBR322 relaxado sy

pBR322 superenovelado sy

Fonte: elaborado anteriormente pelo grupo de pesquisa (dados ndo publicados).

Figura 5 - Inibicdo da atividade de superenovelamento do DNA pelo LeuC-1. Volume de
reacdo 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 LeuC-1. Os numeros 1, 2, 3 e 4 correspondem as concentracdes
ensaiadas 200, 150, 100 e 50 ymol/L, respectivamente.

A B C1 C2 C3 C4

PBR322 relaxado sy

pBR322 superenovelado ey

Fonte: elaborado pela autora.

Em contraste com a DNA girase, que apresenta uma atividade no
superenovelamento negativo do DNA, a Topo IV atua preferencialmente no
relaxamento do DNA superenovelado (CHARVIN; BENSIMON; CROQUETTE, 2003;
CRISONA et al., 2000; STONE et al., 2003). Portanto, € evidente que a Topo IV
desempenhe um papel importante no processo de replicacdo, assim como a DNA
girase, sendo um outro alvo de acdo para agentes antimicrobianos, despertando

assim o interesse em testar a atividade inibitoria dos analogos das leucocinas, frente
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a Topo IV. Para isso, a mesma técnica de eletroforese em gel de agarose foi utilizada,
ja que com ela é possivel detectar alteracdes topoldgicas no DNA plasmidial,
resultantes de reacgfes catalisadas por esta enzima.

O ensaio de eletroforese com Topo IV (Figuras 6 e 7) revelou que LeuB
apresenta capacidade de inibir a enzima em concentracfes a partir de 100 uM. Por
sua vez, o analogo LeuC-1 nao inibiu a enzima em nenhuma das concentracdes
testadas.

Estes resultados podem ser comparados com estudos utilizando outras
bacteriocinas, como algumas Mcc, que apresentam capacidade de interferir na sintese
de DNA como a MccB17 que inibe a DNA girase (HEDDLE et al., 2001; PARKS et al.,
2007), e outras que atuam blogueando outras enzimas ou formando poros nas
membranas das bactérias (COTTER, 2014).

Figura 6 - Inibicdo da atividade de relaxamento do DNA pelo LeuB. Volume de reagéo de 30
uL 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 concentragbes ensaiadas 200, 150, 100 e 50 ymol/L, respectivamente.

A B C1 C2 C3 C4

PBR322 relaxado ey

pBR322 superenovelado ey

Fonte: Elaborado anteriormente pelo grupo de pesquisa (dados néo publicados).
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Figura 7 - Inibicdo da atividade de relaxamento do DNA pelo LeuC-1. Volume de reacédo de
30 pL contendo: (linha A) plasmideo pBr322 superenovelado e Topoisomerase IV (1U) na
auséncia de inibidor; (linha B) plasmideo pBr322 superenovelado controle (linhas C)
plasmideo pBR322 superenovelado, Topoisomerase IV (1U) e LeuC-1. Os nimeros 1, 2, 3 e
4 correspondem as concentragdes ensaiadas 200, 150, 100 e 50 umol/L, respectivamente.

A B C1T C2 C3 cC4

PBR322 relaxado ey

pBR322 superenovelado ey

Fonte: Elaborado pela autora.

Um estudo utilizando anélogos peptidicos sintetizados com base na proteina
ParE, demonstrou que alguns desses peptideos foram capazes de inibir a atividade
da DNA girase com IC100 (concentragao inibitoria de 100%) entre 20 e 40 uM. Esses
mesmo peptideos também inibiram a atividade da Topo IV em concentracdes entre
10 e 50 pM. Esses resultados mostraram que a sequéncia de aminoacidos na
estrutura secundéria que representam na proteina original, foi importante para a
promover a interacdo desses peptideos com as topoisomerases bacterianas,
promovendo sua inibicdo (BARBOSA et al., 2012).

Héa também exemplos de analogos peptidicos sintéticos do CcdB atuando como
inibidores enziméticos, se destacando o analogo 3Ch, em que houve uma substituicdo
do residuo de serina por cisteina na posicao 70, obtendo uma concentracao inibitoria
na ordem de 15 uM para DNA girase, valor inferior agueles obtidos para a molécula
de CcdB natural, e também de 15 uM para a Topo IV (GARRIDO, 2007).

A partir destes resultados preliminares, observam-se indicios de uma possivel
relacdo estrutura-atividade entre os peptideos sintetizados, como ja havia sido
relatado anteriormente (BARBOSA et al., 2012; GARRIDO, 2007; TROVATTI et al.,
2008). Embora 0 modo de acdo nao tenha sido completamente elucidado, h& indicios
de que, esses peptideos analogos de algumas leucocinas, possam ter alvos
intracelulares, por exemplo, em topoisomerases e/ou outras enzimas que atuam em
diferentes vias metabdlicas das bactérias.

Conclui-se que o analogo LeuB foi mais eficiente, uma vez que inibiu, na

mesma concentracao, a atividade da DNA girase e Topo IV. Isto o torna um potencial
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agente antimicrobiano de aplicacado desejavel na conservacao de alimentos. Mas ao
mesmo tempo nao foi possivel observar inibicdo das enzimas pelo peptideo LeuC-1
nas concentragdes testadas, podendo apresentar um mecanismo de acéo diferente
da inibicdo da sintese de DNA em bactérias. Portanto, é importante reforcar que as
bacteriocinas desempenham diversos mecanismos de a¢éo tanto exercendo atividade
sobre membranas plasmaticas, quanto em alvos intracelulares, mecanismos estes ja

mencionados e exemplificados anteriormente.

4.4 Vazamento de carboxifluoresceina

Peptideos antimicrobianos séo atraidos para a superficie de bactérias através
de interacdo eletrostatica entre as estruturas dos componentes da superficie da
membrana bacteriana e peptideos aniénicos ou catibnicos (BROGDEN, 2005). Estes
podem apresentar afinidade por um determinado componente lipidico constituinte das
membranas de eucariotos e procariotos (CRUSCA et al., 2011; LORENZON et al.,
2012). Esta afinidade pode ser estudada utilizando LUVs, produzidas a partir lipideos
neutros, carregados negativamente e/ou positivamente, comumente encontrados
nessas membranas (LORENZON, 2015). Nos eucariotos encontramos em sua
maioria, na face externa, fosfolipideos zwitteribnicos (dipolares), enquanto que 0s
procariotos apresentam em sua maioria fosfolipideos negativos (GLUKHOV;
BURROWS; DEBER, 2008; LORENZON, 2015; TOKE, 2005). LUVs contendo a CF
encapsulada, permitem estudar o mecanismo de acéo e seletividade de peptideos
antimicrobianos, que possuem como mecanismo de acédo, a formacdo de poros em
membranas (LORENZON et al.,, 2012). Estes peptideos, ao interagirem com as
membranas por mecanismos diversos, podem promover a formacdo de poros nas
LUVs, permitindo assim a liberacdo do fluoréforo CF, o qual é entdo dosado por
espectroscopia de fluorescéncia.

Os perfis de liberagédo de CF para os miméticos de membranas, LUVs contendo
75% de POPC e 25% de POPG, em diferentes concentracdes dos peptideos
sintetizados, estdo representados nos Graficos 8 e 9. No valor da porcentagem de
vazamento de CF para o LeuB, pode-se observar que as concentragbes 12,5 uM e 25
MM atingiram 100% e a concentracdo de 6,25 uM aproximadamente 95% de
rompimento. Por outro lado, o peptideo LeuC-1 apresentou valores entre 7 e 11% para

as mesmas concentracoes testadas.
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Gréfico 8 - Permeabilizacdo de LUVs de POPC/POPG (75/25) pelo peptideo LeuB.
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Fonte: elaborado pela autora.

Grafico 9 - Permeabilizagéo de LUVs de POPC/POPG (75/25) pelo peptideo LeuC-1.
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Fonte: elaborado pela autora.
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No presente estudo é observado para o peptideo LeuB, o qual apresenta uma

carga liquida de +6,1, que em baixa concentracéo (6,25 uM), este peptideo é capaz
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de permeabilizar as vesiculas LUVs e liberar 95% do fluoréforo CF. Além disso, ha
uma pequena variagdo da porcentagem de permeabilizacdo no mimético de
membrana estudado de acordo com a alteracdo da concentracdo do peptideo, o que
pode estar relacionado a um processo de interacdo do peptideo com a membrana,
possibilitando o extravasamento de CF. Este resultado € bastante interessante pois
demonstra um segundo possivel mecanismo de acdo associado a este peptideo.
Como foi observado nos ensaios de inibicdo da atividade de topoisomerases
bacterianas, este peptideo inibiu a agédo tanto da DNA girase, quanto da Topo IV a
partir da concentracdo de 100 puM. Estes resultados podem contribuir em estudos
futuros, onde pretendemos explorar mais as relacfes estruturais deste peptideo com
sua atividade antimicrobiana, tanto através da permeabilizacdo de membranas, como
também na inibicdo de topoisomerases bacterianas.

No caso de LeuC-1, com uma carga liquida de +1, ndo foi observado liberacao
significativa de CF em nenhuma das concentra¢cdes de peptideo testadas. A pequena
porcentagem de CF detectada pode ter sido consequéncia de um fendmeno de
formacdo de poros transitérios, em que ha uma 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 penetracdo do peptideo para o interior das
LUVs. No entanto, se este for o possivel mecanismo de penetracdo de LeuC-1 nas
células bacterianas, certamente seu alvo intracelular ndo sdo as topoisomerases, ja
que este peptideo ndo demonstrou inibicdo de DNA girase e Topo IV. Portanto, para
elucidar o mecanismo de acdo deste peptideo, sdo necessérios diversos estudos

adicionais.

4.5 Ensaio antioxidante

A oxidacédo no organismo de seres humanos é de extrema importancia, pois 0s
radicais livres devem ser eliminados do corpo por seus mecanismos de defesa e,
guando ndo ha um balanco na geracao e destruicéo destes, ocorrem efeitos letais nas
células o que € a causa de muitas doencas (SARMADI; ISMAIL, 2010). Além disso,

h& importancia também da oxidacdo em alimentos, jA que durante o seu
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processamento e estocagem, a oxidacdo de Oleos e gorduras causam deterioracao
do valor nutricional, sabor, textura, vida util, e também produz toxinas (DONG et al.,
2010; XIONG; DECKER, 1995).

Portanto, aumentou a utilizacao de antioxidantes sintéticos como o butil-hidroxi-
anisol (BHA), butil-hidroxi-tolueno (BHT), terc-butilhidroquinona (TBHQ) e propil galato
(PG), a fim de impedir a deterioracao oxidativa em alimentos (HUBER; PIKE; HUBER,;
1995). Entretanto, os efeitos adversos em humanos tem estimulado a busca por
antioxidantes naturais (KIM et al., 2001; ZHANG; LI; ZHOU, 2010). A utilizagao de
bacteriocinas também como antioxidantes, pode reduzir os danos ao organismo
humano, por se tratar de compostos atoxicos. Neste aspecto, esta propriedade
atribuida aos PAMs seria uma forma de agregar propriedades a esta classe de
moléculas com grande interesse para a industria processadora de alimentos.

Os resultados da atividade antioxidante dos peptideos sintetizados a 200 uM
estdo demonstrados no Grafico 10, o qual apresenta os valores de atividade
antioxidante em equivalentes Trolox. Dentre os peptideos, o de maior atividade foi o
LeuC-1 (913,33 uMol Trolox). Ja LeuB, apresentou atividade antioxidante inferior (114
puMol Trolox). Embora varios estudos tenham sido realizados, o mecanismo
responsavel pela atividade antioxidante de peptideos, ndo foi completamente
elucidado, mas estdo mais relacionados com a hidrofobicidade, estrutura e

composicdo de aminoacidos dos peptideos (CHEN et al., 1998).

Grafico 10 - Atividade antioxidante equivalente ao Trolox pelo método ABTS para os
peptideos LeuB e LeuC-1 a 200 uM.
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* As médias diferem pelo Teste-t com variancias equivalentes. As amostras foram avaliadas
sob o nivel de significancia de 5%.
Fonte: elaborado pela autora.
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Os aminoacidos aromaticos e hidrofébicos, como o triptofano (presente nos
dois analogos) e tirosina (presente apenas no LeuC-1), de acordo com Rajapakse e
colaboradores (2005a) tem a capacidade de doar prétons aos radicais deficientes em
elétrons e o triptofano serve como doador de hidrogénio através de seu grupo indol.
Segundo Davalos e colaboradores (2004) os aminoacidos como o triptofano, tirosina
e metionina apresentam uma atividade antioxidante maior, seguidos pelos residuos
de cisteina, histidina e fenilalanina. A histidina também esta relacionada com a doagéo
de hidrogénio, aprisionamento do radical peroxidil e/ou com a habilidade de quelar
ions metélicos através do seu grupo imidazol (CHAN; DECKER; FEUSTMAN, 1994;
RAJAPAKSE et al., 2005a). Ja a cisteina, aminoacido presente apenas no analogo
LeuC-1, possui um papel crucial na agdo antioxidante, pois seu grupo -SH interage
diretamente com radicais livres (QIAN; JUNG; KIM, 2008). Ha relatos de que a lisina,
aminoacido presente em ambos os peptideos estudados, também é responséavel pela
atividade antioxidante (WANG; MEJIA; GONZALEZ, 2005). Em outros estudos a
leucina (ALEMAN et al., 2011; LI et al., 2007; PARK et al., 2001), a glicina e prolina,
mostraram aumentar a atividade sequestradora de radicais livres dos peptideos
(CHEN et al, 1996; MENDIS; RAJAPAKSE; KIM, 2005; RAJAPAKSE et al., 2005b).
Os aminoacidos hidrofébicos permitem o aumento da solubilidade do peptideo em
ambiente apolares, facilitando a interacdo com radicais livres e assim promovendo a
atividade antioxidante (KIM; JE; KIM, 2007). Embora muitos peptideos nao
apresentem em sua sequéncia estes aminoacidos doadores de prétons, alguns tem
mostrado atividade antioxidante (ALEMAN et al., 2011). Portanto, sd0 necessarios
mais estudos para esclarecer tal mecanismo.

Contudo, estes resultados ndo corroboram com estudos que dizem que
peptideos de baixos pesos moleculares possuem uma atividade antioxidante melhor
(DONG et al., 2010; REN et al., 2008; ZHU et al., 2008) em que peptideos com massa
molecular entre 500 e 1500 Da apresentam uma atividade antioxidante maior do que
0s que possuem acima de 1500 e abaixo de 500 Da (LI; HAN; CHEN, 2008; SARMADI;
ISMAIL, 2010). Segundo Abeyrathne e colaboradores (2016), a formacdo de
pequenos peptideos provenientes do fracionamento de hidrolisados da ovomucina
proporcionou a diminuicdo da atividade antioxidante devido a reducdo do tamanho.

As porcentagens de reducao do radical ABTS estdo expressos na Tabela 5,
mostrando que os analogos LeuB e LeuC-1 apresentaram diferenca significativa, onde
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LeuC-1 apresentou 37,5% de propriedade redutora a uma concentracao de 200uM.
Além de apresentar em sua estrutura aminoacidos que favorecem a atividade
antioxidante, este peptideo também € mais hidrofébico, evidenciando que a
propriedade antioxidante é resultante de varios fatores como a hidrofobicidade,
estrutura e composicao de aminoacidos, e ndo somente da acao de cada aminoacido
presente na sequéncia do peptideo. O aumento da hidrofobicidade contribui para a
solubilidade do peptideo em lipideos, o que melhora a atividade antioxidante
(RAJAPAKSE et al., 2005b; ZHU; ZHOU; QIANG, 2006).

Tabela 5 - Porcentagem de reducéo do radical ABTS pelos peptideos a 200 puM.

Peptideos % de Reducao de ABTS
LeuB 54 %+ 0,47 A
LeuC-1 37.5% + 0,478

*Médias seguidas por letras distintas diferem pelo Teste-t com variancias ndo equivalentes.
As amostras foram avaliadas sob o nivel de significancia de 5%.
Fonte: elaborado pela autora.

Observamos que a propensao em inibir a oxidacdo é considerada baixa no
peptideo LeuB, mas no peptideo LeuC-1 o valor obtido é relevante. Entretanto, o uso
de bacteriocinas na biopreservacdo de alimentos requer a associacdo com outros
sistemas de conservacgao, com 0s quais agem sinergicamente, garantindo a extensao

da vida de prateleira e melhoria da seguranca dos alimentos.

4.6 Ensaio de toxicidade dos peptideos: atividade hemolitica

Muitos estudos séo realizados com o intuito de compreender as caracteristicas
quimicas e estruturais das bacteriocinas, mas sao poucos 0s estudos que relatam
sobre o potencial toxigénico. Apesar disso, € de extrema importancia o conhecimento
da toxicidade destes peptideos em relacédo as células eucaribticas sustentando seu
papel como conservante de alimentos. Portanto, ha a necessidade de estudar a
relacdo da atividade antimicrobiana com a citotoxicidade dos peptideos.

As embalagens ativas sdo utilizadas na Australia, Estados Unidos, e no Japéo,
mas a sua utilizacdo na Europa tem sido limitada (DE KRUIJF; VAN BEEST, 2003).
Em 2009 novas regras e orientagcbes foram introduzidas na Europa, como por

exemplo, substancias que nado foram avaliadas pela Autoridade Europeia de
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Seguranca dos Alimentos (EFSA) exigira estudo de migracdo para os alimentos e
testes toxicolégicos (HARRINGTON, 2010). E quando ha migracdo do antimicrobiano
da embalagem para o alimento é considerado como aditivo alimentar, por isso deve
satisfazer os padrbes de aditivos alimentares (APPENDINI; HOTCHKISS, 2002;
MILLS et al., 2011b).

O desenvolvimento de novos conservantes de alimentos requer que eles nao
atuem nas células eucarioticas. Portanto, o ensaio de atividade hemolitica foi realizado
com o intuito de investigar a toxicidade dos peptideos, o qual permite quantificar o
dano causado por substancias sobre a membrana plasmatica dos eritrocitos e a
consequente liberacdo da hemoglobina (hemolise) (ALVES, 2003, PAPE, HOPPE,
1990). Quando livre no plasma, a hemoglobina causa danos aos 6rgaos vitais como
coracdo, figado e rins, portanto se faz necessério a avaliagdo desta atividade
(BEDNARCZUK et al., 2010; CARVALHO et al., 2007).

Obtivemos o porcentual de atividade hemolitica para estes analogos nas
diferentes concentracdes testadas, cujos resultados estéo representados, a seguir, na
Tabela 6. Estes resultados n&o foram observados no ensaio de vazamento de CF, o
gue pode estar relacionado com a diferenca na composicao lipidica das membranas

de eucariotos e procariotos, jA mencionados anteriormente no item 4.4.

Tabela 6 - Porcentual de atividade hemolitica para os analogos LeuB e LeuC-1.
Peptideos 200 uM 150 uM 100 uM 50 uM

LeuB 1,34%+0,01° 1,58%+0,012% 0,21% +0,05°¢ 0,03% + 0,08 ¢

LeuC-1 2,13%+0,852 1,20%+0,402 1,66%+0,892 1,42%+ 1,632

*Médias seguidas pela mesma letra na mesma linha ndo apresentam diferenca estatistica sob
o nivel de significancia de 5%. O teste foi realizado pelo ANOVA.
Fonte: elaborado pela autora.

Como é possivel observar, os valores de porcentagem de hemdélise para ambos
0s analogos peptidicos foram menores que 12% na maior concentracao testada (200
uM). Este valor porcentual € considerado minimo, estando dentro do valor de
seguranca (OLIVEIRA, 2014).

A listeriolisina O, uma hemolisina, produzidas por estirpes de L.
monocytogenes, apresenta atividade citotoxica para células eucarioticas, que causam
danos as membranas (MOUNIER et al., 1990; SAMPATHKUMAR et al.., 1999;
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TILNEY; PORTNOY, 1989). Em um estudo em que uma cepa Bacillus subtilis que
produz a listeriolisina O, fora encapsulada em uma membrana de composi¢cao
bastante elaborada, o composto exerceu uma atividade citotoxica e hemolitica
(STACHOWIAK et. al., 2011). De acordo com Fermanian e Wong (2000), a hemolisina
BL produzida por B. cereus é composta de trés proteinas distintas, as quais ndo sao
toxicas, mas quando combinadas sdo hemoliticas e citotoxicas para diversas células
e tecidos (SCHULZ et al., 2008). Esta caracteristica, portanto, ndo foi observada no
estudo da toxicidade em hemacias para os peptideos testados.

De acordo com os resultados expostos acima, 0s analogos possuem uma baixa
atividade em eritrécitos, um fator que os tornam potenciais conservadores de
alimentos. No entanto, sdo necessarios outros ensaios mais detalhados para a
investigagdo de citotoxicidade em outros alvos em humanos e sua especificidade em

células bacterianas.

4.7 Dicroismo Circular

O CD foi realizado neste trabalho a fim de fornecer informagfes sobre a
possivel estrutura tridimensional dos peptideos sintetizados, uma vez que a
espectroscopia de CD permite investigar a estrutura secundaria, em solucdo, de
proteinas e peptideos, por exemplo (BEROVA; DI BARI; PESCITELLI, 2007;
GREENFIELD,1999; WHITMORE; WALLACE, 2007). Muitos peptideos que nao
possuem pontes dissulfeto apresentam, em agua, estruturas aleatérias, mas quando
entram em contato com membrana, meio auto-agregado ou hidrofdbico, esses
peptideos ndo capazes de formar uma estrutura (BELLO; BELLO; GRANADOS, 1982;
FALLA; KARUNARATNE; HANCOCK, 1996). Portanto, este ensaio é importante para
obter uma relacdo entre a estruturas dos peptideos e as suas atividades e/ou
mecanismos de ac¢ao.

Cada aminoacido da cadeia polipeptidica apresenta trés ligacdes covalentes.
Os angulos de ligacao ® (phi) e w (psi) sao formados em torno das ligacdes HN-Ca e
Ca-C=0, respectivamente, pois essas regides sdo possiveis de rotacionar. Enquanto
isso, as ligacdes C-N apresentam carater de dupla ligagéo, por isso a rotagéo livre ao
redor da ligacdo peptidica € impedida. Portanto, os angulos ® e y que sao
responsaveis pelos espectros de CD caracteristicos das a-hélice, folha B e estrutura

randémica (NELSON; COX, 2011). Os espectros caracteristicos observados sao:
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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 ; e para estruturas randémicas que possuem uma elipticidade baixa
acima de 210 nm e bandas negativas proximas de 195 nm (Figura 8) (GREENFIELD;
FASMAN, 1969; GREENFIELD, 2006).

Figura 8 - Espectro de CD caracteristicos das estruturas secundarias a-hélice, folha B e
estrutura randémica.
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Fonte: Greenfield; Fasman (1969).

Os resultados obtidos através da espectroscopia de CD estéo apresentados na
Figura 9. Os dados revelam que ambos os peptideos em solugdo aquosa nao
apresentam uma estrutura secundaria definida (Figura 9c). Enquanto isso, 0s
peptideos LeuB e LeuC-1 adquiriram uma tendéncia a formacdo de uma estrutura
helicoidal em TFE 60% e SDS 25 mM. Isso pode ser observado devido a presenca
dos picos positivos em torno de 195 nm, negativos a 208 nm e a 222 nm,

caracteristicos de a-hélice (Figuras 9a e 9b).
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Figura 9 - Espectros de CD dos peptideos LeuB e LeuC-1 a 60 uM em (A) TFE, (B) SDS e
(C) solucéo aquosa.
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Fonte: elaborado pela autora.

Na literatura, jA4 foram reportados estudos relacionados as estruturas
secundarias das Leucocinas B-TA33a e C-TA33a. Segundo Papathanasopoulos e
colaboradores (1998) que determinaram a sequéncia das Leucocinas A, B e C
produzidas pela bactéria Leuconostoc mesenteroides TA33a e também analisaram a
estrutura secundaria, em que mostraram, através da técnica de CD, que elas parecem
ter uma estrutura menos ordenada em agua e, em SDS micelar 10 mM, espectros
mais tipicos de folhas-p do que a-hélice. Este dado obtido em SDS, ndo condiz com
0S nossos resultados, ja que os peptideos sintetizados apresentaram espectros
caracteristicos de a-hélice. De acordo com Corbier e colaboradores (2001) em um
estudo com a B-TA33a obtida através da SPFS, mostrou que em solucdo aquosa, o

peptideo permanece essencialmente desordenado. Entretanto, na presenca de SDS
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(5 uM, 10 uM, 30 uM e 10 mM) é obtida uma aparéncia helicoidal e com TFE a 50%
apresenta espectro tipico de peptideos parcialmente a-helicoidais, com teor maximo
de 43% de hélice. Estes ultimos dados com SDS e TFE corroboram com os resultados
do LeuB, em que também obtivemos a tendéncia a formacgéo de a-hélice nessas duas
condicOes testadas.

Uma hipotese para essa variacdo, seria a obtencdo das bacteriocinas em
guestao, pois no estudo em que os resultados nao foram concordantes, as leucocinas
foram produzidas de formas naturais, ja o0 outro em que mostrou dados semelhantes,
foram sintetizadas pela mesma metodologia de SPFS. No entanto, outros estudos
devem ser realizados, como a estimativa das porcentagens que cada peptideo adota

uma determinada estrutura secundaria e a predi¢cao da estrutura secundaria.

5 CONCLUSOES

De modo geral, os peptideos LeuB e LeuC-1 objetos deste estudo,
demonstraram capacidade de inibicdo do crescimento bacteriano tanto de bactérias
Gram-positivas quanto Gram-negativas, o que os diferem de outras bacteriocinas
relatadas na literatura.

Foi possivel concluir que os mecanismos de a¢ado apresentado pelos peptideos
sao diferentes, evidenciando que LeuB apresenta um alvo intracelular, demonstrado
pela capacidade de inibicdo da atividade das enzimas DNA girase e Topo IV a partir
da concentracdo de 100 uM, além de ter uma grande capacidade de permeabilizacéo
em miméticos de membrana bacteriana. Em contrapartida, ndo foi encontrado
atividade inibitéria em topoisomerases bacterianas e, tampouco, capacidade de
permeabilizacdo em miméticos de membranas para o peptideo LeuC-1. No entanto,
uma possivel interacdo com a membrana bacteriana, pode ser a maneira que torna
este peptideo capaz de inibir o crescimento bacteriano das espécies testadas.

O peptideo LeuC-1 apresentou maior atividade antioxidante, podendo inibir a
oxidacao lipidica e deterioracdo dos alimentos. Esta capacidade n&o foi encontrada
em valores expressivos para o peptideo LeuB. E possivel que a maior capacidade
antioxidante de LeuC-1 seja atribuida a presenca de alguns residuos de aminoacidos
e hidrofobicidade deste peptideo.

Com relacdo a toxicidade, ambos os peptideos apresentaram baixo potencial

toxigénico em eritrocitos, estando dentro da faixa de seguranca. Esta caracteristica
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dos peptideos objeto deste trabalho € um fator bastante favoravel para a aplicacéo
como agentes de conservacéo de alimentos.

Com relagdo a conformacédo dos peptideos, ambos apresentaram tendéncia em
se estruturar em a-hélice, fato este que contradiz um relato da literatura. Esta
caracteristica pode estar relacionada ao fato dos peptideos terem sido obtidos atraves
da técnica de SPFS, no entanto estudos complementares devem ser realizados para
tal concluséo.

Diante destes fatos, as leucocinas constituem uma classe de biomoléculas com
grande potencial para aplicacdo na industria de alimentos e processamento de
alimentos, podendo ser utilizadas como modelo de estudo para o desenvolvimento de
Nnovos agentes para a conservacao e manutencdo das propriedades naturais de

alimentos.

PERSPECTIVAS FUTURAS

Tendo em vista que os peptideos estudados se mostraram promissores para
aplicacdo como conservantes de alimentos, esperamos realizar estudos futuros mais
aprofundados em relacdo a sua citotoxicidade, inibicdo de crescimentos em outros
microrganismos de importancia na area de alimentos. Vislumbramos também, aplicar
estes compostos, por exemplo para o desenvolvimento de embalagens a vacuo, a fim
de controlar a contaminacdo dos alimentos e também permitir um tempo prolongado
de vida util (tempo de prateleira) para aqueles que estiverem em contato com estas
possiveis embalagens. 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. Pretendemos também associar os peptideos LeuB e LeuC-1 em testes
frente a estes microrganismos. Esperamos que juntos possam apresentar efeito
sinérgico ao serem combinados, potencializando e/ou ampliando o espectro de acdo

destes conjugados de bacteriocinas.
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