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RESUMO

Peptideos antimicrobianos (AMPSs) tém despontado como uma alternativa promissora
aos antibioticos convencionais. Sua forma de acdo, baseada em caracteristicas inerentes a
AMPs, permite que sejam ativos contra os mais diferentes patdgenos com poucos relatos sobre
resisténcia.

Dentre as diversas formas de identificar novas moléculas com atividade antimicrobiana,
a pesquisa de sequéncias encriptadas dentro de proteinas complexas mostra-se uma boa fonte
de moléculas bioativas.

Considerando as propriedades fisico-quimicas de AMPs de origem natural como ponto
de partida para a sintese de novos peptideos com atividade antimicrobiana, bem como a
possibilidade de encontrar sequencias de AMPs encriptadas dentro de proteinas, esta
dissertacdo busca explorar esses fatos como forma de identificar AMPs intragénicos.

Colecdes de proteinas de duas espécies, Bos taurus e Gallus gallus, foram pesquisadas
como fonte de novos AMPs. A pesquisa € feita com base nas caracteristicas fisico-quimicas de
AMPs por meio do software Kamal. Apés avaliagdo da possiblidade de agir como agente
antimicrobiano, trés peptideos foram selecionados e sintetizados por meio da técnica de sintese
de peptideos em fase sélida. Os peptideos Bt01, Bt02 e Gg0l1 foram testados quanto sua
interacdo com membranas modelo usando as técnicas de Dicroismo Circular e Calorimetria
Diferencial de Varredura, além de ter seu potencial antimicrobiano frente a culturas de
Escherichia coli e Staphylococcus aureus. Todos os trés peptideos sintetizados apresentaram
atividade antimicrobiana em concentracdes na faixa de 4 — 8 uM. Posteriormente, um peptideo
foi selecionado para co-precipitacdo em sistemas poliméricos, sendo analisadas sua presenca e
dispersdo no meio por meio de MALDI e espectroscopia de absor¢do UV-Vis. Por fim, a
atividade antimicrobiana do filme sintetizado foi preliminarmente investigada frente a meios
de cultura liquido de E. coli, mostrando inibicdo de crescimento microbiano para todas as

concentragdes testadas.
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ABSTRACT

Antimicrobial peptides have emerged as a good alternative to conventional antibiotics.
Their form of action, based on characteristics inherent to AMPs, allows them to be active
against the varied pathogens with few reports of resistance.

Among the several ways to identify new molecules with antimicrobial activity, the
search for encrypted sequences within complex proteins is a good source of bioactive
molecules. Based on the assumption that physical-chemical characteristics of naturally
occurring AMPs can be used as a starting point for the synthesis of new peptides with
antimicrobial activity, as well as the possibility to find AMP sequences encrypted within
proteins, this dissertation seeks to explore these facts as ways to identify intragenic AMPs.

The genome of two species, Bos taurus and Gallus gallus, was investigated as sources
for new AMPs. The research is based on the physical-chemical characteristics of AMPs using
the software Kamal. After evaluating the possibility of acting as an antimicrobial agent, three
peptides were selected and synthesized by solid phase peptide synthesis. Their interaction with
models membranes was evaluated using Circular Dichroism and Differential Scanning
Calorimetry and their antimicrobial potential was determined against Escherichia coli and
Staphylococcus aureus. Peptides Bt01, Bt02 and GgOl presented antimicrobial activity in
concentrations in the range of 4 — 8 uM. Additionally, one of the synthesized peptides was
selected for co-precipitation in polymeric systems, and its presence and distribution in the
product was evaluated by MALDI MS and UV-Vis spectroscopy. The antimicrobial potential
of the synthetic film was evaluated against E. coli, showing antimicrobial activity at all the

investigated concentrations.
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1. Introducao teodrica

1.1. Peptideos Antimicrobianos

O problema enfrentado com o aparecimento de organismos multirresistentes a
antibidticos leva ao estudo e aprofundamento acerca de peptideos antimicrobianos (AMPs, do
inglés antimicrobial peptides). Muitos destes peptideos sdo amplamente utilizados na medicina,
como daptomicina (Cubicin®), dermicina 1 (Universidade de Eberharda Karola), gramicidina,
B-defensina humana 3 (Escola de Medicina de Harvard), lactoferrina (Pet King Brands),
lisostafina (Bioynexus), dentre outros®. Esta classe de moléculas figura entdo como alternativa
viavel para o uso de antibi6ticos tradicionais.

De forma geral, peptideos antimicrobianos sdo polipeptideos sintetizados por
ribossomos. Relinem, comumente, um grupo de caracteristicas que ndo s6 os definem, como
também determinam sua forma de acdo: sdo de pequeno tamanho (30 — 60 residuos de
aminoécidos); cationicos (pl 8.9 — 10.7); estaveis a altas temperaturas (100 °C, 15 min)?; e
podem permanecer desestruturados ou assumir estruturas secundarias tanto de a — hélices
quanto de folhas B apds adsorcdo em membranas plasmaticas °.

1.1.1. AMPs originados de insetos

A cecropina, primeiro AMP descoberto, é originario da Hyalophora cecropia, sendo
publicado em 1980 pelo grupo de pesquisa de Boman?. Hoje, mais de 200 peptideos foram
identificados em insetos, atuando de forma importante no sistema imune inato.

Durante o processo evolutivo, os insetos desenvolveram um mecanismo rapido e
eficiente de resposta a ataques de microrganismos. Desta forma, peptideos antimicrobianos séo
sintetizados no fat body (equivalente ao figado presente em mamiferos) e rapidamente
secretados na hemolinfa como forma de reposta a ataques de microorganismos?.

De acordo com sua sequéncia de aminoacidos e sua fungdo antimicrobiana, os peptideos
oriundos de insetos séo classificados em:

1.1.1.1.  Cecropinas: peptideos de tamanho variando entre 35 e 39 aminoacidos,
catibnicos, sem a presenca de residuos de cisteina em sua composicéo,
formando duas alfa-hélices conectadas por um laco. De forma geral,
constituem a classe cujo mecanismo de ac¢éo junto a membranas bacterianas
é melhor compreendida2. Mostram ag&o contra parasitas dos reino protozoa

e metazoa, além de sua acdo contra bactérias e fungos®.



1.1.1.2. Defensinas: familia composta por peptideos ricos em cisteina sendo
estruturados de forma a possuirem trés ou quatro ligacdes dissulfeto®. Seu
tamanho varia de 34-46 residuos (com excecdo de um tipo de defensina
isolado em abelhas constituido de 51 residuos)*. S&o principalmente efetivos
contra bactérias gram-positivas, tendo também potencial contra algumas
gram-negativas, fungos e protozoarios?.

1.1.1.3.  Peptideos ricos em glicina: apresentam acdo contra fungos e bactérias
gram-negativas, bem como contra células cancerigenas, onde atuam
destruindo a parede celular.

1.1.1.4. Peptideos ricos em prolina: grupo de peptideos catidnicos caracterizados
pela alta percentagem de residuos de prolina — muitas vezes associados a
residuos de arginina em estruturas repetitivas. Seu modo de acdo, ao
contrario daquele observado em outros tipos de AMPs, ndo se baseia na
perturbacdo da estrutura da membrana plasmatica do alvo, mas sim busca

células suscetiveis a internalizacdo, atuando entdo de forma intracelular?.

1.1.2. AMPs originarios de plantas

AMPs foram encontrados nos mais variados componentes de plantas, como raizes,
sementes, flores e folhas, mostrando atividade contra virus, bactérias, fungos, protozoarios,
parasitas e células neoplésicas®.

Quanto a sua estrutura secundaria e tercidria, foram demonstradas diferencas
significativas entre sequencias de aminoacidos em diferentes familias. De forma geral, as
principais caracteristicas envolvem uma representativa presenca de cisteina e/ou glicina, com
a presenca de ligacdes dissulfeto (que apresentam papel importante na estabilizacdo da
estrutura em situacdes de estresse)®.

Sao classificados estruturalmente em a/f defensinas, tioninas, proteinas transferidoras
de lipideos, ciclotideos, snakins ou hevein-like, com tal classificacdo sendo baseada em sua
sequéncia de aminoécidos. De forma geral, eles estio conservados em diferentes espécies®®.
Peptideos oriundos de plantas representam cerca de 16% do total de sequencias registradas em
base de dados de AMPs®.

Da mesma forma que animais, plantas atuam na expressdo de genes relacionados a
peptideos antimicrobianos em uma estratégia de defesa do tipo gene-por-gene. O estimulo
inicial é transmitido por receptores de reconhecimento de padrbes especificos. Eles entdo

ativam uma resposta especifica contra o organismo ao qual estdo relacionados’.



1.1.3. AMPs presentes em mamiferos

AMPs também atuam no sistema imune de mamiferos, inclusive de humanos. Eles estdo
presentes em locais de constante exposicdo a patdgenos (como na pele e na mucosa). Sua
producdo é frequentemente induzida por processos inflamatdrios®. O principal AMP presente
em mamiferos sdo as defensinas, com sua estrutura de tripla folha-p, seis residuos de cisteinas
ligados por ligagdes dissulfeto e uma carga liquida positiva. Ocorre uma subdivisdo dentro da
classe de defensinas de acordo com o pareamento dos residuos de cisteina: a-defensinas e -
defensinas. Cita-se também as catelicidinas, caracterizadas pelo dominio N-terminal
conservado, que deve sofrer protedlise para a geracao do peptideo ativo. Em certos mamiferos,
varios tipos de catelicidinas sdo encontrados: em bovinos, tem-se 0 BMAP-28 com sua
estrutura de a-hélice e a¢do contra um amplo espectro de bactérias e fungos; além do Bac 5,
com sua estrutura rica em prolina e atividade contra bactérias gram-negativas. Interessante citar
também a indolicina, catelicidina bovina formada apenas por 13 residuos, com cinco deles
sendo triptofanos®.

A diversidade de fontes de AMPs é assunto de revisdes disponiveis na literatura e ndo
se busca esgotar o assunto neste trabalho®*®. De forma a complementar o apresentado acima,
apresenta-se abaixo relacdo de diversos AMPs e sua fonte:

Tabela 1: AMPSs?, suas estruturas primarias e organismos que 0s produzem

AMP Estrutura Priméria Origem
Cecropina A KWKLFKKIEKVGQNIRDGIIKAGPAVAVVGQATQIAKa Bicho da seda
Magainina 2 GIGKFLHSAKKFGKAFVGEIMNS Anfibios
LL-37 LLGDFFRKSKEKIGKEFKRIVQRIKDFLRNLVPRTES Humanos
B-Defensina NPVSC1VRNKGIC2VPIRC3PGSMKQIGTC2VGRAVKC1C3RKK Bovinos
Tionina TTC1C2PSIVARRSNFNVC3RIPGTPEAIC3ATYGC:A1IPGATC:PGDYAN Plantas

1.2. Desenvolvimento de novos peptideos antimicrobianos
Centenas de peptideos antimicrobianos de fontes naturais foram isolados, identificados
e classificados. InUmeras bases de dados estdo presentes na internet com informagdes sobre
tais moléculas e as espécies que as produzem, como o Antimicrobial Peptide Database
(disponivel em http://aps.unmc.edu/AP/main.php). Além disso, o uso de bioengenharia de
forma a criar biorreatores para a expressao recombinante em larga escala de AMPs também se

mostra uma técnica de grande valor para a obtencdo de peptideos antimicrobianos em larga



escala (cabe aqui a citacdo ao uso de E. coli como biorreator devido sua rapida taxa de
crescimento)?.

Um método relativamente novo de identificacdo de peptideos com possivel atividade
antimicrobiana é fundamentado no uso de técnicas de bioinformatica para analise de
candidatos. Baseando-se em organismos modelo, pode-se estimar que genomas de plantas
possuem de 15 a 50 genes codificantes de defensinas. Tal valor pode ainda estar subestimado,
uma vez que a Arabidopsis mostra 317 sequéncias semelhantes a genes codificantes de
defensinas quando utilizados modelos de prospeccao in silico®.

O uso da bioinformatica para a prospec¢do novos AMPs tem se mostrado uma
ferramenta efetiva. A aplicacdo de métodos de relacdo estrutura-atividade quantitativa (QSAR)
como forma de modelar possiveis estruturas € um processo que relaciona caracteristicas
estruturais de uma molécula (definidas por meio de uma série de descritores) a caracteristicas
mensuraveis, como atividade biolégica®. Esta metodologia parte da escolha de um peptideo
cuja atividade antimicrobiana ja estd comprovada. Ocorre a sintese de centenas de variantes do
peptideo selecionado, buscando assim estruturas com atividade antimicrobiana igual ou
superior aquela do peptideo parental®®.

Dentre as varias formas de selecionar novos peptideos com possivel acao
antimicrobiana, a prospeccdo de genomas buscando possiveis candidatos figura como um
campo ainda pouco explorado. Deve-se entender que, mesmo assumindo estruturas diferentes,
AMPs agem em membranas microbianas de forma semelhante. Assim, pode-se elencar os
parametros fisico-quimicos dos AMPs que embasam essa interacdo e utiliza-los como forma
de prever novos peptideos com atividade em membranas microbianas.!* O procedimento
utilizado neste trabalho para prospec¢do se apoia em fundamentos dos métodos de relacdo
quantitativa de estrutura-atividade (QSAR, do inglés quantitative structure-activity
relationship). O método utiliza o software Kamal para prospectar o genoma de uma espécie
tomando como base uma série de parametros fisico-quimicos desejados em um peptideo
antimicrobiano. O Kamal*!, software desenvolvido no Laboratério de Espectrometria de Massa
da Embrapa, Recursos Genéticos e Biotecnologia, realiza a digestdo in silico das proteinas
contidas no genoma de uma espécie selecionada considerando uma pré-definigdo de parametros
relacionados com peptideos antimicrobianos de fonte natural. Uma lista de possiveis
candidatos é apresentada considerando os inputs inseridos na ferramenta®?.

A possibilidade de existéncia de moléculas bioativas codificadas dentro de proteinas
ndo é novidade. Reporta-se como exemplo de obtencdo de moléculas bioativas por meio de

proteinas parentais, a clivagem do cininogénio de alta massa molecular no plasma sanguineo
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como fonte do vasoativo bradicinina; e as hemorfinas, moléculas obtidas pela protedlise da
hemoglobina!. O préprio sistema imune inato, notadamente o sistema complemento, baseia-
se em um grande ndmero de polipeptideos antimicrobianos que sdo gerados por protedlise.
Moléculas conhecidas por atuarem no processo inflamatorio e que sdo derivadas de proteinas
por meio de protedlise mostram atividade antimicrobiana e fungicida. A proteina C3a, gerada
a partir da ativacdo do fator complementar C3, e a C4a, derivada do fator complementar C4 a
partir da ativacdo da protease Cls, mostra atividade antimicrobiana, apresentando ainda
caracteristicas classicas de AMPs. A C3a, contendo 77 aminoacidos em sua estrutura, apresenta
regides estruturadas na forma de a-hélice estabilizadas por ligac6es dissulfeto, carregando uma
carga liquida +2. De forma semelhante, a C4a é um peptideo catidnico de 77 residuos 2.
Hemorfinas, peptideos de acdo opioide, sdo obtidos a partir da degradacdo proteolitica da
hemoglobina, figurando também como exemplo de intragenia em processo naturais®?.

A obtencdo de novas moléculas a partir de matrizes protéicas ja alcanca o uso comercial.
A aplicacdo de proteases, enzimas que atuam na clivagem de proteinas em peptideos e
aminoacidos correspondentes, ja estd estabelecida na inddstria ha anos no processo de
fermentacdo de leite. Hoje, diversas proteases sdo usadas de maneira corriqueira em processos
amplamente difundidos®. Proteases de origem microbiana também estdo amplamente
difundidas na industria, de forma especial na fabricacdo de detergentes, figurando como
aditivos neste tipo de produto desde 1914. Dados mostram que proteases representam cerca de
40% da venda de enzimas em larga escala, atuando em segmentos na indUstria de detergentes,
alimentos, farmacos, dentre outros**. Assim, a utilizagio de moléculas encriptadas em proteinas
estd amplamente difundido na industria. 1sso demonstra o interesse comercial destas moléculas
“escondidas” dentro de uma proteina.

Assim, estes e outros exemplos permitiram que Brand et al partissem da premissa da
presenca de sequencias ativas encriptadas em proteinas como fonte de novos peptideos
antimicrobianos, explorando a fragmentacdo tedrica de proteinas como fonte de AMPSs,
independente da sua a¢do no organismo parental. Tais peptideos recebem o nome de peptideos

antimicrobianos intragénicos (1APs).1!

1.3. Prospeccéo in silico de peptideos intragénicos antimicrobianos
A forma de identificacdo de possiveis peptideos intragénicos antimicrobianos
apresentada neste trabalho difere daquelas ja& bem estabelecidas no meio cientifico. Os
trabalhos pesquisados para embasamento mostram técnicas pouco diretas para selecdo de

possiveis AMPs® ou métodos de QSAR que dependem de complementos®®. Muitas vezes,
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parte-se da prospecgdo manual de possiveis sequencias no genoma de uma espécie® e a sintese
extensiva de peptideos de forma a testar diferentes combinacbes de aminoacidos buscando
novos AMPs?,

O presente trabalho estd fundamentado no fato de que os mecanismos de agdo de
peptideos antimicrobianos estdo diretamente ligados & suas propriedades fisico-quimicas®®.
Diferentes AMPs de origem natural, que assumem as mais diferentes estruturas, agem de forma
similar. Assim, elencando as caracteristicas destes peptideos naturais e utilizando-os como
parametro, pode-se prospectar novos AMPs!?,

A prospeccao é feita por meio do software Kamal. Desenvolvido por Brand et al, a
ferramenta busca dentro do genoma de uma espécie selecionada por sequéncias que preencham

um conjunto de caracteristicas associadas a AMPs.
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Ao buscar no genoma dos organismos possiveis sequéncias de interesse, o software
retorna uma série de peptideos que atendem as restricfes apresentadas. Entretanto, cabe ao
usuario rever essa lista (0s resultados apresentados chegam a milhdes de possibilidades) e
escolher quais possuem maiores chances de apresentar atividade antimicrobiana. O usuéario
entdo repassa toda a lista de possiveis sequéncias e, pautado pelos mesmos parametros que
foram inseridos na ferramenta, determina quais possuem maior probabilidade de possuir acdo
antimicrobiana. Os parametros fisico-quimicos e os procedimentos de analise posterior sdo
apresentados em campo proprio dentro do item Metodologia deste trabalho'!. Cabe ressaltar
que os parametros utilizados neste trabalho estdo em constante evolucao, de forma a aproximar

a previséo cada vez mais do resultado esperado.

Uma vez selecionadas as sequéncias de maior probabilidade de atuarem de forma
antimicrobiana, elas sdo sintetizadas, tém sua atividade antimicrobiana testada frente a testes

com modelos de membrana lipidica e culturas de microorganismos.

1.4. Propriedades fisico-quimicas de AMPs

A grande vantagem quando se trata de AMPs é sua versatilidade de aplicacdo. Seu
mecanismo de acdo ndo se relaciona com receptores especificos como ocorre com antibiéticos
convencionais. Seu modo de acdo estd fundamentado na atracdo entre membrana e molécula
de AMP guiada pela atracdo eletroestatica resultante de interacdo entre AMPs catidnicos e
membrana celular negativamente carregada®®.

Das caracteristicas inerentes aos AMPs, algumas figuram como condi¢fes estruturais
importantes: carga liquida positiva, que facilita sua interacdo com a superficie negativamente
carregada de membranas microbianas; a habilidade de assumir estruturas anfifilicas, o que as
permite incorporar na estrutura das membranas microbianas'®, e a hidrofobicidade média
limitrofe, que permite sua interagio com 0 meio aquoso e com a membrana microbiana®’.

De forma a determinar possiveis sequencias dentro do genoma de uma espécie que
poderiam ter atividade antimicrobiana, algumas caracteristicas de AMPs foram determinadas
como balizadoras para uma possivel sequéncia com atividade antimicrobiana. Cada uma dessas
caracteristicas e discorrida abaixo, juntamente com sua relagcdo com a atividade antimicrobiana.

1.4.1. Carga liquida

De forma geral, os AMPs conhecidos compartilham a caracteristica de carregarem

consigo uma carga liquida positiva distribuida por sua cadeia, embora sejam conhecidos alguns



AMPs com cargas negativas, como a dermacidina®. Seus alvos, membranas celulares de
bactérias gram-positivas e negativas, apresentam uma carga negativa superficial®.
Possivelmente o alvo de tais AMPs seja a membrana interna da estrutura bi membrana, que
comumente possui todo o aparato de fosforilagdo oxidativa'®.

A carga liquida observada em AMPs naturais varia de 0 a +16, sendo que a grande
maioria cai dentro de uma faixa intermediaria que varia em +4 e +6. A carga liquida também
figura como tendo estrita relacdo com a intensidade de acdo de peptideos antimicrobianos.
Estudos mostram que o aumento da carga liquida da pardaxina (obtida a partir da
transaminacao de grupos acido carboxilico) levam a um aumento da atividade antimicrobiana
desta molécula, além de aumentar sua atividade hemolitica.®

Desta forma, tém-se que a faixa +2 a +6 para carga liquida de um peptideo com possivel
atividade microbiana é uma aceitavel medida para prospeccio de um AMP intragénico®®.

1.4.2. Estrutura secundaria

AMPs podem assumir tanto estruturas de folhas B quanto de a-hélice!®. O principio
fundamental que rege a estrutura dos variados tipos de peptideos antimicrobianos € a habilidade
destas moléculas assumirem uma forma anfifilica, de forma que partes hidrofdbicas e
hidrofilicas das moléculas ficam espacialmente separadas’.

Entretanto, essa “caracteristica” fundamental de forma alguma imp6e uma estrutura
secundéria determinante as moléculas de AMP. Vide a existéncia de peptideos lineares como
cecropinas e magaininas, que assumem uma estrutura de a-hélice ao adentrarem na membrana,
e de peptideos como bactericinas, que estruturam-se como folhas -B rigidas.” Dados obtidos
por meio de ressonancia magnética nuclear (RMN)?°, mostram que peptideos antimicrobianos
variam em relacdo a sua estrutura secundaria, ndo adotando uma estrutura preferencial uma vez
em contato com a membrana microbiana.

O parametro utilizado na prospec¢do de AMPs foi o grau de estruturacdo do possivel
AMP (% helicidade conforme o indice GOR)!®. Sabe-se da pluralidade de preditores de
estrutura existentes. No trabalho em questdo, seguiu-se 0s parametros propostos por Brad et
al! para o software Kamal, que utilizaram o GOR 1V como preditor de estrutura, Além disso,
as inferéncias posteriores feitas com os peptideos sintetizados tomam como base dados obtidos
usando também o GOR IV como preditor. Estudos mostram a existéncia de correlacdo entre
dados previstos pelo GOR para helicidade e a estrutura secundaria assumida pelo peptideo
guando em contato com a membrana microbiana para determinados grupos de moléculas'®. De

forma geral, o mecanismo de agdo de peptideos estruturados como a-hélice € bastante



conhecido e este tipo de estruturacdo pode ser considerado como parametro para analise de
possivel atividade antimicrobiana de uma sequéncia.

Peptideos que se estruturam em a-hélices sdo encontrados nas mais variadas fontes,
desde insetos até em humanos. Tais peptideos sdo de longe a classe mais estudada, e seu
possivel modo de acdo posa como uma boa forma de exemplificar o modelo de acdo de
peptideos antimicrobianos em membranas microbianas®®. Cabe ressaltar que ndo se busca
determinar que somente AMPs estruturados como a-hélices sdo efetivos ou tém maior agao
contra microoganismos; pelo contrario, conforme dito anteriormente, inimeros peptideos
estruturados como folhas — B de fontes naturais sdo conhecidos e classificados!®. Busca-se
somente diminuir 0 escopo de pesquisa, frente ao enorme espaco amostral de possivel 1APs.

1.4.3. Hidrofobicidade média e momento hidrofdbico

Dois dos parametros primordiais que pautam um peptideo antimicrobiano sdo o
momento hidrofobico (i) e a hidrofobicidade média da cadeia. Esses parametros sao
discorridos abaixo, bem como sua relacdo com a sele¢do de novos AMPs.

Considerando a distribuicdo espacial das cadeias laterais dos residuos presentes em um
peptideo que assume uma forma anfifilica, temos que, em uma face, projetam-se
principalmente cadeias hidrofdbicas, enquanto na outra, a presenca predominante € de residuos
hidrofilicos?!. Tal distribuicdo é que confere & molécula um caréater anfifilico necessario para
que ela tanto interaja com a membrana microbiana quanto com o meio hidrofilico em que se
esta inserida. A figura 2 abaixo apresenta esta distribuicdo na forma de uma representacao
conhecida como helical wheel, que mostra de forma didatica a separagéo de cargas apresentada

por peptideos antimicrobianos.

Figura 2: Helical wheel de AMPs de fontes naturais demonstrando a caracteristica
separacao de cargas associadas a este tipo de peptideo. Residuos carregados séo representados

por circulos escuros, enquanto aqueles neutros polares séo circulos claros®®.
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A anfifilicidade de uma molécula, especialmente de uma a-hélice, € quantificada entdo
pelo momento hidrofdébico, definido como o vetor médio da soma dos vetores hidrofobicidade
Hi das cadeias laterais da hélice composta por N residuos?’. A identificacio de novos AMPs
deve buscar molécula com distribuicdo de cargas espacialmente separadas quando plotadas na
forma de uma helical wheel. E essa separacdo de cargas, quantificada pelo momento
hidrofobico, que auxiliard em uma efetiva interacdo com o meio extracelular e com membranas
microbianas.

A hidrofobicidade meédia de uma cadeia é definida pela sua composicdo de
aminoacidos. A hidrofobicidade associada a cada residuo é definida como a energia livre
associada a transferéncia de um mol da molécula de uma solucdo aquosa (a uma certa
concentracdo) para um meio etandlico (na mesma concentracdo), ndao considerando aqui
coeficientes de atividade. E uma caracteristica associada a cadeia lateral de cada residuo. A
denominacao desta energia livre com sendo a hidrofobicidade é feita por Dunnill em 1965.%2

Mesmo em peptideos com baixa hidrofobicidade média, a atividade antimicrobiana €
observadal’. Entretanto, ndo se deve buscar por extremos quando se considera hidrofobicidade
média em uma molécula. Peptideos com alta hidrofobicidade média mostram alta
probabilidade de transi¢do de estrutura de o — hélices para folhas — . Esse fenomeno se da
devido ao efeito de neutralizacdo que ocorre com a ligacdo das moléculas a superficie da
membrana, e 0 ambiente desidratado facilita a formacdo de agregados de folhas — B. Tais
agregados podem diminuir a atividade antimicrobiana ao limitar a concentracdo de peptideos
na superficie da membrana *’.

De forma mais preocupante, peptideos com alta hidrofobicidade média tém,
aparentemente, capacidade hemolitica contra células de mamiferos, com potencial a¢do contra
eritrdcitos humanos. Peptideos com baixa hidrofobicidade ndo exibem tal comportamento®’.

Assim, a analise de possiveis peptideos com atividade microbiana foi pautada por
encontrar sequéncias com valores intermediarios de hidrofobicidade média, sem buscar
extremos em que, de um lado, podem fornecer moléculas sem acdo em membranas (e assim
sem atividade antimicrobiana associada), e de outro levam a estruturas com possibilidade de
hemolise de células do hospedeiro ou que levam a agregacdes que diminuam sua capacidade

de acéo.

1.5. Mecanismos de acdo de AMPs
A interacdo eletrostatica dos AMPs com a membrana plasmatica de bactérias figura

como ponto central da agdo antimicrobiana dos peptideos. A estrutura de membranas de uma
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bactéria compreende parede celular (estrutura externa @ membrana plasmatica) e a membrana
plasmatica propriamente dita. A acdo de peptideos antimicrobianos é devido majoritariamente
a sua interagdo com a membrana e a possibilidade que estes possuem de interromper a
organizacao coesa desta estrutura, levando a lise e a processos de morte celular.
1.5.1.1. Propostas de mecanismos de acdo de AMPs
151.1.1. Formacéao de poros transmembrana

Cléassica agdo transmembrana de formacdo de poros. Mondmeros de peptideos se
agrupam como pacotes de forma que sua face hidrofébica interaja com a parte lipidica da
membrana, mantendo sua por¢do hidrofilica apontando para fora, introduzindo um poro na
estrutura coesa da membrana®®.

O modo de acdo envolvido neste mecanismo é dividido em etapas. Primeiro ocorre a
ligacdo dos monbémeros de peptideos a superficie da membrana, com o consequente
reconhecimentos entre os monémetros ligados de forma a se estruturar para a formacgéo de
poros mesmo em baixas concentra¢es. O rompimento da membrana se inicia com a insercao
de ao menos dois mondémeros na estrutura para a formagdo do poro. Uma vez que tal
rompimento foi iniciado, ocorre o progressivo recrutamento de mais mondmeros para o local
de forma a aumentar o tamanho do poro®°.

Uma vez que um unico mondmero ndo possui condicdes energéticas suficientes para
romper a estrutura da membrana, a interagdo inicial entre, no minimo, dois mondmeros, figura
como condic&o para o rompimento da membrana®®.

O poro formado leva a formacdo de um canal de agua, que provoca a morte do
microrganismo por motivos de perda de polarizagdo, vazamento de conteudo intracelular,
perturbacdo da funcdo da membrana devido a redistribuicdo de lipideos ou ainda a ativacao de
hidrolases que atuam na destruicdo da estrutura de membrana. Os AMPs SK84, Hf-1 e Ctx-Ha
possuem um mecanismo de acio baseado neste tipo de formacio de poros?.

1.5.1.2. Modelo carpet-like

De forma analoga a apresentada no modelo de formacdo de poros, tal mecanismo se
inicia com a atracdo eletroestatica dos peptideos a membrana microbiana, devido a carga
negativa exibida pela membrana. Entretanto, ao contrario do apresentado no modelo explanado
anteriormente, aqui 0s peptideos se espalham sobre a estrutura da membrana até atingir uma
concentragdo suficiente para a formacao de agregados da membrana plasmatica, com lipideos
sendo estabilizados pelos peptideos anfipaticos®2.

A membrana plasmatica é desintegrada, formando algo parecido com micelas da

membrana, levando ao colapso de toda a célula. O mecanismo de ag&o se inicia com a interacéo

12



eletroestatica entre peptideo positivamente carregado e membrana negativamente carregada,
com posterior espalhnamento dos AMPs sobre a membrana. A molécula entdo rotaciona de
forma a reorientar os residuos hidrofobicos em dire¢do ao nucleo hidrofébico da membrana,
com consequente perturbacdo da membrana, levando a micelizagdo da mesma?®®,

O mecanismo de acdo é similar a acdo de detergentes, cobrindo a superficie da célula
até que uma concentracdo minima para acdo seja atingida. A formacéo de poros transientes é
esperada antes dos mecanismos de micelizacdo, com transferéncia de lipideos da face externa
da membrana para a face interna. E 0 mecanismo de acdo mais comum em peptideos que
adotam uma estrutura de o — hélice?.

1.5.1.3.  Mecanismo toroidal

Exibe a mesma propriedade da formacdo de poros transmembrana descritos
anteriormente, com diferente forma de producéo dos poros. Neste mecanismo, 0s peptideos
agregados na superficie da membrana forcam os lipideos a formarem continuadamente
ligacOes de forma que eles assumem uma forma curvada, formando assim o poro?.

15.1.4.  Acao intracelular de AMPs

Mesmo que o principal e mais estudado modo de agdo de AMPs seja sua capacidade de
afetar a estrutura da membrana plasmatica, hoje ja se sabe que varias moléculas apresentam a
capacidade de agir intracelularmente, possuindo como alvos acidos nucléicos, proteinas e
enzimas. Sua agao esta associada a mecanismos de translocagdo na membrana de maneira nédo-
letal®,

O peptideo Buforina Il mostra-se inativo quando se considera sua afinidade com
membranas de espécies gram-negativas. Entretanto, quando testada sua afinidade por pequenas
sequencias de DNA dupla — hélice, encontra-se a formacgéo de condensados com alta afinidade.
Isso pode indicar a agdo de tal peptideo em mecanismos intracelulares tendo DNA ou RNA
como moléculas alvo?.

O Bac 71-35, fragmento N-terminal da Bac7, mostra capacidade de internalizacdo em
células de E. coli em um mecanismo que envolve a proteina de membrana SbmA. Estudos
conduzidos utilizando este fragmento mostram a internalizacdo da molécula sem destruicdo da
estrutura da membrana. Tal fragmento tem acdo intracelular de interrup¢do de sintese de
proteinas, provavelmente pela ligacdo aos ribossomos. De forma especifica, a Bac71-35 atua
inibindo os processos de transdugéo/translacio na sintese de proteinas?®.

Mesmo com notaveis indicios de ac¢des intracelulares de AMPs, tal ramo ainda néo foi
amplamente estudado, carecendo de informacg0es aprofundadas sobre alvos intracelulares e

mecanismos de a¢do. Daquilo que € apresentado na literatura, mostra-se que a ligacdo de AMPs
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a moléculas de DNA dupla—hélice segue a mesma relacdo eletrostatica que guia a interacao
AMP — membrana?®,
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Figura 3: Propostas de mecanismos de acdo de peptideos antimicrobianos. Os

Ty v

mecanismos de formacdo de poros transmembrana (barrel stave model), capert-like (carpet
model) e toroidal (toroidal pore model) sdo representados acima apds a estruturacdo do
peptideo quando em contato com a membrana microbiana.*?

1.5.2. Mecanismos de resisténcia a peptideos antimicrobianos

Mesmo atuando de forma néo especifica, a acdo de peptideos antimicrobianos enfrenta
mecanismos de resisténcia frente a patégenos. Um dos modos de resisténcia reside em alterar
a composicdo da membrana celular?, de forma a mudar sua carga superficial, uma vez que a
interacdo eletroestatica entre membrana e peptideo é a primeira etapa de acdo do peptideo e a
forma como ele se direciona & membrana microbiana. Algumas bactérias gram-positivas
alteram a composicdo de sua membrana inserindo residuos cationicos de L-Lys, desta forma
mudando a carga superficial da membrana e diminuindo a afinidade de AMPs catiénicos pelo
patdgeno?.

Alteracdes no peptideoglicano que forma a parede celular das bactérias também figura

como um possivel mecanismo de resisténcia a AMPs catiénicos. A N-desacetilacdo da N-
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acetilglicosamina e a O-acetilacdo do acido N-acetilmuramico alteram a composicao de cargas
na estrutura, conferindo resisténcia tanto a AMPs catiénicos quanto a lisossomos?*.

Acidos tedicos representam outro importante componente da parede celular de bactérias
gram-positivas. D-alanilagdo dos &cidos teicdicos representa mais um tipo de alteragdo na carga
superficial da membrana de forma a gerar um mecanismo de resisténcia contra AMPs
catiénicos?*.

O recrutamento de grupos que recobrem a superficie da membrana é outro modo de
diminuir a interacdo entre patogeno e AMP. A S. pneumoniae recobre a superficie da bactéria
com moléculas de colina altamente carregadas. Ocorre entdo a alteracdo da carga superficial
da bactéria, o que diminui sua interacdo com AMPs carregados, e assim sua suscetibilidade a
esses agentes antimicrobianos?.

Além dos apresentados acima, por fim, cita-se a eliminag&o direta do AMP a partir de
proteases secretadas pelo microrganismo. De certa forma, essa forma de resisténcia ndo é um
mecanismo de acdo direcionada exclusivamente contra AMPs, uma vez gque também atua ao
promover viruléncia ao inativar anticorpos, citocinas, proteinas complemento e a maquinaria
de autofagia. Bactérias gram-positivas secretam ao menos uma protease de agdo exclusiva
contra AMPs catibnicos: SpeB. Ela consiste em uma protease de cisteinas que atua clivando
proteinas tanto extra quanto intracelular. De forma especifica, ela é ativa ao hidrolisar os AMPs

LL-37 e B-defensinas, ambos AMPs presentes no sistema imune de humanos?*.

1.6. Interacdo de peptideos antimicrobianos com membranas modelo

Peptideos antimicrobianos tendem a assumir uma estrutura randémica quando em
solugdo. Sua estruturacdo depende entdo da interacdo com a membrana que tem como alvo.
Sua estrutura anfifilica apresenta residuos positivamente carregados, que, uma vez em contato
com a membrana, interagem com os grupos fosfato negativamente carregados. Essa interacao
permite uma estruturacdo da molécula sobre membrana (ocorre a promoc¢édo da formacdo de
ligacBes de hidrogénio intramoleculares no peptideo, levando ele a assumir uma estrutura
secundaria definida)?®.

O estudo da estrutura secundaria de peptideos e proteinas pode ser feita por varias
técnicas, notadamente Ressonancia Magnética Nuclear de Prétons (*H RMN) e Dicroismo
Circular (CD). No presente trabalho, essa anélise de estruturacdo foi realizada por meio da
técnica de CD.

Diferentes conformacgfes apresentam sinais caracteristicos em um espectro de CD. a

— hélices apresentam uma banda de sinal negativo em 222 nm que esta relacionada com o
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ambiente rico em ligagdes de hidrogénio comum a estruturas em o-hélice?’. Greenfield e
Fasman mostraram que conformac6es nesta estrutura fornecem um sinal em 208 nm de valor
maximo aproximado de -33000 deg.cm?.dmol™ 2. Além disso, estas estruturas também
apresentam um sinal positivo em aproximadamente 190 nm. Folhas — B apresentam bandas
negativas em 218 nm e uma banda positiva em 195-200 nm. Ja estruturas desordenadas, sem
padrdo repetitivo, denominado como espiral randémica (random coil), apresentam uma banda

negativa de alta magnitude em 200 nm?’.
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Figura 3: Moléculas com diferentes estruturas secundarias submetidas a um
espectropolarimetro apresentam diferentes comportamentos quanto a absorc¢éo da radiacéo
polarizada. Na figura acima, 0s espectros de absorcdo de diferentes estruturas sé&o
apresentas com cores diferentes?®. Com base nesse comportamento, inferéncias sobre a

estrutura secundarias de um peptideo poderdo ser realizadas.

A interacdo de peptideos e proteinas pode ser estudada por meio de Calorimetria
Diferencial de Varredura (DSC). De forma geral, fosfolipideos quando organizados em
estruturas coesas — como em uma membrana ou na forma de vesiculas — tendem a apresentar
um comportamento associado a um fendmeno térmico dito como transi¢cdo de fase. Esse
comportamento envolve a conversdo da estrutura da vesicula de uma forma de gel a uma
estrutura cristalina. As cadeias de hidrocarbonetos dos lipideos sdo convertidas de uma
estrutura rigida, estendida, dominada por conformac@es trans para um estado de orientacao

desordenada caracterizada pela presenca de conformagdes gauche?® .
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A temperatura de transicao € dependente da composi¢do do fosfolipideo a ser estudado,
notadamente do tamanho de cadeia e a estrutura quimica das cadeias de hidrocarbonetos (a
porcao acil do fosfolipideo, bem como da natureza das cabecas fosfato presentes da estrutura?®.

A técnica de DSC compara o comportamento de um padrdo e a amostra de interesse.
As duas amostras sdo submetidas ao mesmo gradiente de temperatura, de 0 a 40 °C. Conforme
dito, a vesicula apresentara 0 comportamento de transicdo de fase quando do aumento da
temperatura. Para manter a temperatura das duas células igual, o aparelho deve fornecer ou
retirar energia térmica da célula contendo os fosfolipideos. Essa diferenca de energia

fornecida/retirada é o parametro medido pelo aparelho?.

EXCESS SPECIFIC HEAT, KCAL C'mot! —»

TEMPERATURE, '°C —»
Figura 4: comportamento de fosfolipideos quando submetidos a rampa de
temperatura no DSC?.

Os seguintes parametros podem ser inferidos do grafico acima: Tw = temperatura da
transicdo de fase, que representa a temperatura em que o excesso de calor fornecido pelo
aparelho ¢ maximo; AH = entalpia associada ao processo de transi¢ao de fase; AT = largura
da banda meia altura.

Partindo do pressuposto de que a interacdo dos peptideos sintetizados com a vesicula
de fosfolipideos tende a desorganizar a estrutura coesa apresentada, é de se esperar que ocorra
uma alteracdo na transicdo de fase dos fosfolipideos que compdem a vesicula. O grau de
alteracdo dessa transicdo de fase caracterizar e apontara a forma de interagcdo dos peptideos

com a membrana sintética®.
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McElhaney e colaboradores classificam as interacdes de peptideos e proteinas com
modelos de membrana em trés tipos de acordo com a alteracdo apresentada na transicdo de
fase:

Tipo 1: ndo apresentam mudanga ou, no maximo, uma pequena alteragcdo nos valores
de Tm e AT12 € um aumento progressivo no AH com o aumento da concentragdo do peptideo.
N&o ocorre expansdo de monocamadas ou alteracdo na permeabilidade das vesiculas.
Comportamento carateristicos de peptideos hidrofilicos que interagem com a membrana
somente por interacdes eletroestaticas?.

Tipo 2: ocorre diminui¢cdo do Tm, aumento do AT e diminuicdo consideravel e
progressiva do AH, com expansdo da monocamada e aumento da permeabilidade. Acredita-se
que as moléculas interajam com a camada fosfolipidica em uma combinacdo de forcas
eletroestaticas e hidrofobicas, com penetracdo parcial da molécula no core hidrofébico da
membrana?®.

Tipo 3: Tm e ATy2 ndo séo fortemente afetados. Entretanto, o AH diminui linearmente
com a concentracdo de peptideo/proteina. Comportamento adotado por moléculas que
interagem acentuadamente com o core hidrofébico da membrana, eliminando interacoes

cooperativas entre os acidos graxos?.

Brand e coladoradores!® apresentam uma classificagdo de peptideos antimicrobianos
baseada na forma como tais moléculas interagem com modelos de membrana em um estudo de
DSC. A analise de 52 peptideos e sua interacdo com DMPC e 2:1 DMPC:DMPG foi o ponto
de partida para a definicdo desta nova classificacdo. Os dados brutos foram analisados por meio
de uma ferramenta estatistica de analise de componentes principais (PCA) e o resultado foi a
definicdo de cinco clusters de peptideos®:

Cluster 1: composto por moléculas que nao apresentam nenhuma interacdo com 0s
modelos de membrana testados;

Cluster 2: composto por peptideos que ndo apresentam qualquer alteracdo na
transicdo de fase de vesiculas de DMPC, mas alteram a transi¢éo de fase de vesiculas de
2:1 DMPC:DMPG;

Clusters 3 e 4: composto por IAPs e AMPs que alteram a fase de transi¢do de
DMPC e 2:1 DMPC:DMPG;

Cluster 5: Composto somente por AMPs.
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Figura 5: a. Clusters formados ap6s a analise estatisticas dos dados referentes a
estudos de DSC da interacdo de 52 peptideos com vesiculas de DMPC e 2:1 DMPC:DMPG.
Cada cluster é representado por uma cor diferente, conforme apresentado na figura. b.
Categorizacao dos peptideos estudados nos diferentes clusters determinados pela analise de
PCA,

Os dados de perturbacdo de fase de transicdo de membrana foram entdo comparados
com o potencial antimicrobiano dos 52 peptideos. Mostrou-se haver uma correlacdo entre a
interacdo com vesiculas de DMPC e a atividade antimicrobiana dos peptideos. Isto é: aqueles
peptideos previstos como pertencentes aos clusters 3 e 4 apresentavam atividade
antimicrobiana.

Utilizando essas duas técnicas, pode-se estudar tanto a forma como os peptideos
sintetizados se estruturam na superficie de modelos de membrana, como estimar o tipo de
interagdo quando em contato com tais modelos. De forma geral, o comportamento da molécula
frente a essas duas técnicas, notadamente quanto aos resultados de DSC, permitem situar o
peptideo em clusters de AMPs™3L, A categorizacdo de peptideos quanto seu comportamento
frente a técnica de DSC permite a separacdo das moléculas em clusters relacionados com sua

interacdo e perturbagdo dos modelos de membrana®®,

1.7. Conservacao de alimentos e active packing
O objetivo central deste trabalho, razéo pela qual a pesquisa no genoma das espécies
selecionadas foi realizada e os peptideos foram sintetizados, é buscar novas moléculas com

acdo antimicrobiana para a conservacdo de alimentos. Esse objetivo ndo foca somente na
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selecdo de novas moléculas antimicrobianas, que podem ser determinadas sem o estudo
bioinformatico que precedeu a etapa da sintese, mas principalmente na necessidade de agentes
antimicrobianos de fonte natural e, mais especificamente, moléculas encriptadas no genoma da
espécie que dard origem ao alimento a ser conservado. Essa premissa guia todo o projeto ao
determinar entdo a pesquisa nas espécies de Bos taurus e Gallus gallus, espécies que fornecem
cortes de carne para ampla comercializacéo.

A demanda por produtos minimamente processados tem aumentado consideravelmente
com o tempo, 0 que determina a pesquisa e desenvolvimento de produtos cada vez mais
voltados para a salide e a seguranca dos consumidores®2. A conservacao de alimentos por si sO
ja € um desafio a ser enfrentado. Busca-se cada vez mais métodos que permitam conservar
produtos com minima invasdo, de forma a manter os nutrientes e evitar reacfes que alterem a
composicao natural do alimento a ser embalado.

1.7.1. Desafio na conservacao de carnes

A conservacdo de carne fresca torna-se um desafio ainda maior, uma vez que sua
diversa composigdo nutricional torna-a campo excelente para a propagagdo de micro-
organismos.®® Deve-se ter em mente que a conservacio de carne fresca ndo envolve somente a
inibicdo do crescimento de micro-organismos: envolve também a conservacado de propriedades
como cor e odor, pardmetros decisorios na hora da escolha do produto pelo consumidor final 2.

Mesmo sabendo que a deterioracdo do alimento também ocorre por processos naturais
de protedlise, lipolise e oxidacdo, a inibicdo do crescimento de microrganismos deve ser 0
principal objetivo quando se fala de conservacéo de alimentos®3. O objetivo central de qualquer
processo de embalo e conservacdo de alimentos deve ser a manutencdo da seguranca
alimenticia do produto, antes mesmo de se pensar em parametros comerciais. Doencas
relacionadas com alimentos figuram como um problema de satde publica global. Uma forma
de ilustrar a seriedade da situacdo advém dos dados divulgados pelo Centro de Controle de
Doencas dos Estados Unidos (CDC, do inglés Centers for Disease Control and Prevention).
Estima-se que, a cada ano, nos Estados Unidos, 31 patdgenos causem 37,2 milhGes de doencas,
sendo que destas, 36,4 milhdes séo adquiridas dentro de casa. Destas adquiridas dentro de casa,
9,4 milhdes sdo determinadas como doencas causadas por alimentos3,

Abaixo apresenta-se os dados compilados pelo CDC quando aos episodios relacionados

com doencas transmitidas por meio de alimentos.
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Tabela 02: Dados compilados pelo CDC quanto a doencas causadas por alimentos®.

Agentes de NuUmero anual estimado = NUmero anual estimado =~ NUmero anual estimado
transmissdo de episodios de hospitalizagdes de mortes
Quantidade % Quantidade % Quantidade %
31 patogenos = 9,4 milhdes 20 55.961 44 1.351 44
conhecidos
Agentes ndo 38,4 milhdes 80 71.878 56 1.686 56
especificados
Total 47,8 milhdes 127.839 3.037

Tabela 03: Principais patdgenos associados a doencas causadas por comidas

Pat6geno Numero estimado de Percentagem
episodios

Norovirus 5.461.731 58

Samonella 1.027.561 11

Clostridium perfringens 965.958 10

Campylobater spp 845.024 9

Staphylococcus aureus 241.148 3

Quando se considera que as bactérias encontradas nos alimentos ainda representam uma
forma de transmissdo de resisténcia a antibiéticos, a situacéo se agrava. Estudos mostram que
bactérias presentes de forma comensal em alimentos podem figurar como “reservatorios” de

genes de resisténcia a antibioticos para patdgenos encontrados em humanos3-3¢,

1.7.2. Métodos convencionais na conservacao de alimentos

As diversas formas de inibicéo de proliferacdo de microrganismos envolvem processos
térmicos (elevacdo da temperatura a 60 °C por alguns minutos e depois a 100 °C por alguns
segundos)®’, processos ndo térmicos, como a aplicacdo de radiacéo ionizante® (**Cs e ®Co
sd0 espécies aprovadas para uso na inativacdo de bactérias em carne fresca) e de processo de
luz pulsada (aplicagéo de intensos pulsos de radia¢do eletromagnética durante curtos periodos
de tempo)*’.

Métodos quimicos de preservacdo envolvem a aplicacdo de gases (como dioxido de
carbono e 0zonio) e o uso de &cidos organicos (como o &cido latico) para a evitar a proliferacéo
de microrganismos. Entretanto, tais métodos apresentam desvantagens tanto do ponto de vista
ambiental (0zdnio, mesmo atuando de forma efetiva contra patdgenos presentes no ambiente

onde o produto esta sendo conservado, representa uma grave ameaga ao meio ambiente) quanto
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do ponto de vista comercial (com excecdo do acido latico, &cidos organicos foram responsaveis
pela producdo de odores desagradaveis e descoloracdo de carne fresca onde atuava como
conservante)®,

Diante do apresentado, o uso de agentes naturais representa alternativa para a
conservacao de alimentos em detrimento de agentes classicos. Ja sdo empregados 6leos naturais
(misturas naturais com uma variedade de constituintes, em sua maioria terpenos e
terpendides)*® e peptideos antimicrobianos de fontes naturais. A nisina, bacteriocina disponivel
comercialmente, tem sido utilizado como forma de descontaminar pedagos de carne de porco®:.

Materiais para embalagem de alimentos derivatizados com agentes antimicrobianos tem
0 objetivo de estender a vida Util destes alimentos, reduzindo, inibindo ou retardando a taxa de
crescimento de microrganismos, mantendo a qualidade e a seguranca do produto®23, Se o
préprio produto tem a capacidade de se auto esterilizar a partir de seu efeito antimicrobiano, a
necessidade de esterilizacdo quimica é eliminada e o processo de assepsia durante o processo
de embalagem é simplificado®.

Estratégias de conservacao de alimentos baseadas em organismos vivos ou 0s produtos
antimicrobianos produzidos por estes sdo denominados como biocontrole, ou ainda
bioconservacio®®. Estes métodos tém as vantagens de serem apresentados como métodos de
preservacao natural, tendo assim um menor impacto nas caracteristicas nutricionais, bem como
nas propriedades sensoriais do produto. Sdo vistos com bons olhos também do ponto de vista
econdmico, uma vez que aumentam a vida Gtil dos alimentos (evitando assim o desperdicio)
além de, uma vez otimizados, ndo requerem equipamentos tecnologicamente avancgados, o que
os permite ser explorados por pequenos produtores*®.

Diversas formas de packing antimicrobiano podem ser utilizadas, como a adi¢éo de
sachés contendo agentes antimicrobianos volateis; incorporacdo de agentes volateis e ndo-
volateis diretamente em polimeros; adsorcdo de agentes antimicrobianos em filmes de
polimeros; além do uso de polimeros que sio inerentemente antimicrobianos®°.

1.7.3. Active packing e a inovagéo do presente trabalho

Agentes antimicrobianos incorporados em polimeros possuem amplo potencial de
utilizacdo no active packaging de alimentos. Zeolitas de prata sdo amplamente utilizadas como
aditivos na preservacdo de alimentos (os atomos de prata sdo absorvidos pelas células e
interrompem atividades enzimaticas especificas). Além disso, a enzima lactoperoxidade e a
proteina lactoferrina (estruturas com atividade antimicrobiana) também podem ser

imobilizadas em tais sistemas, além de peptideos antimicrobianos *°. A nanobiotecnologia
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também se mostra aliada na criacdo de novos produtos antimicrobianos, como na sintese e
aplicacdo de nanoparticulas de 6xido de zinco*.

Tecnologias baseadas no active packaging (AP) séo capazes de embalar o produto de
forma que a embalagem, o produto e o ambiente trabalham em conjunto para prolongar a vida
atil do produto ou realcar propriedades sensoriais enquanto mantém sua qualidade®. As
principais técnicas de AP consistem em utilizar substancias que absorvem oxigénio, etileno,
umidade, dioxido de carbono, sabores/odores e aqueles que liberam substancias como dioxido
de carbono, agentes antimicrobianos e antioxidantes*.

O uso de peptideos antimicrobianos como conservantes de alimentos tem se restringido
a poucas moléculas, com notavel destaque para a Nisina (bactericina produzida a partir da
fermentacdo de leite por cepas de bactérias de &cido latico), tnico peptideo aprovado pela FDA
para uso em produtos para consumo humano. Entretanto, a nisina possui um restrito espectro
de atividade, ndo sendo efetiva contra bactérias gram-negativas e fungos, além de ter sua acao
restrita a meios de baixo pH.** Além da nisina, também sdo reportados em agdo antimicrobiana
para conservacao de alimentos a pediocina (produzida por cepas de Pediococcus acidilactici e
P. pentoseceus, sendo também designada como ‘“geralmente reconhecida como segura” —
GRAS), e a lactoferrima (glicoproteina presente no leite, ja sendo aplicada na conservacéao de
carne bovina nos Estudos Unidos).*®

E de suma importancia entdo o desenvolvimento de novos conservantes de alimentos,
em especial a aplicacdo de novos agentes naturais, como peptideos antimicrobianos, sendo este
0 objetivo central deste trabalho. Conforme ja abordado anteriormente, ao contrario de muitos
dos peptideos antimicrobianos naturais utilizados na conservacao de alimentos atualmente,
AMPs intragénicos tem apresentado amplo espectro de agdo contra microrganismos®?, além de
representarem um modo de conservacdo usando algo ja encriptado no genoma da espécie que
deu origem ao produto a ser embalado. A estratégica escolha dos genomas a serem
prospectados permite ainda esperar uma menor possibilidade de fendmenos de reacbes

adversas do consumidor ao conservante.

1.8. Incorporacdo de agentes antimicrobianos em sistemas poliméricos
O uso de aditivos antimicrobianos em tecnologias relacionadas com o embalo de
alimentos ainda tem se mostrado um desafio. Uma gama de agentes antimicrobianos foram

incorporados em embalagens de alimentos e diretamente nos produtos a serem conservados,
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incluindo &cidos organicos e seus sais, bacteriocinas, enzimas, quelantes (como EDTA),
lactoferrina e extratos de plantas®.

Vérias formas de producdo de sistemas poliméricos contendo AMPs foram bem-
sucedidos em gerar um material que mantém a acdo antibacteriana destas moléculas. Elas
podem ser carregadas em nanoparticulas (como polimeros dendriticos, lipossomos ou hidrogel)
formando sistemas de liberacdo seletiva. Em filmes poliméricos, atuam retardando o processo
de deteriorizag@o e aumento o tempo de preservacdo de alimentos (em um filme de polietileno,
0 AMP nisinainibiu o crescimento de Brochothrix thermosphacta na superficie de carne bovina
a 4 °C por 21 dias). Poliésteres aromaticos também figuram como carreadores efetivos de
citropina®.

Diversos sistemas poliméricos tém sido utilizados para a incorporacdo de agentes
antimicrobianos como poliolefinas (polipropileno e polietileno de baixa e alta densidade) e
poliésteres como poli(etileno tereftalato) (PET) e poli (caprolactona) (PCL)Y. Entretanto, o
grupo mais promissor que tem sido considerado para incorporacao de agentes antimicrobianos
sdo os polimeros biodegradaveis. A vantagem destes polimeros é sua capacidade de hidrolisar
para produzir um produto ndo-toxico metabolizavel in vivo e no ambiente. Além disso,
apresentam uma cinética Gnica de distribuicéo e liberagdo de agentes antimicrobianos*.

Os testes de conceito feitos neste trabalho utilizaram como polimero o
polimetilmetacrilato (PMMA). O trabalho com PMMA para a construcdo de préteses ja é bem
estabelecido devido ao seu baixo custo, alta resisténcia fisica e minima resposta inflamatéria®®.
A incorporacdo de peptideos antimicrobianos, particulas e ions de prata na composicdo do
polimero*4¢ é algo discutido na literatura como uma boa saida para evitar fendmenos de
infeccdo. A escolha do PMMA como polimero neste trabalho foi feita visando um primeiro
modelo de estudo, mesmo que o uso deste tipo de polimero ndo seja difundido em processos
de conservacao de alimentos.

Além disso, a producdo de PMMA ja figura como bem estabelecida pelo Laboratério
de Desenvolvimento de Processos Quimicos do Instituto de Quimica da Universidade de
Brasilia, parceiro no presente projeto e fornecedor da matéria prima para sintese dos sistemas

poliméricos.
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2. Objetivos
2.1. Objetivos gerais
O presente trabalho tem como objetivo prospectar do genoma de duas espécies — Gallus
gallus e Bos taurus — peptideos intragénicos com possivel acdo antimicrobiana, sintetizar
tais sequéncias, testar sua acdo antimicrobiana em testes de determinacéo de concentracao
inibitéria minima (MIC) e aplicd-las em filmes de polimetilmetacrilato visando a
conservacao de alimentos.
2.2. Objetivos especificos
1. Prospectar genomas dos organismos Bos taurus e Gallus gallus.;
Sintese em fase s6lida dos peptideos selecionados;
Purificacdo e caracterizacao dos produtos de sintese;

Determinacdo de concentracdo inibitéria minima (MIC) das moléculas;

2
3
4. Avaliacdo dos peptideos por técnicas biofisicas utilizando membranas modelo;
5
6. Elaboracdo de filmes de PMMA e impregnacdo dos peptideos;

7

Testes preliminares da inibicdo de crescimento microbiano pelo material

polimérico sintetizado.
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3. Métodos
3.1. Prospecc¢do de potenciais peptideos antimicrobianos intragénicos pelo software
Kamal
As proteinas do genoma das espécies Bos taurus e Gallus gallus depositadas no banco

de dados livre UniProt (www.uniprot.orq) foram obtidas no formato .fasta, em busca realizada

entre junho e setembro de 2016. Os arquivos foram carregados no software Kamal V1.0
alpha!!, programado pela equipe do Laboratério de Espectrometria de Massa da Embrapa
Recursos Genéticos e Biotecnologia, onde se deve escolher os parametros e limitac6es a serem
consideradas na pesquisa. Tais parametros e limitacdes visam direcionar os resultados a serem
encontrados, de forma a facilitar a posterior selecdo do analista. Os parametros utilizados neste
trabalho tem como base aquelas apresentadas no trabalho de Brand et al. ! e revisadas em
Ramada et al®.
Apresenta-se abaixo 0s parametros carregados na ferramenta para prospeccao:

Tabela 4: parametros de prospeccéo inseridos no Kamal
Parametros de prospeccao

Tamanho de peptideo Min. 16 residuos
Max. 23 residuos

Agregacéo N&o houve definicdo de minimos/méaximos

Hidrofobicidade Min. 0,0
média Méx. 0,5

Escala TM
Momento hidrofébico Min. 2,0
Max. 6,0

Escala CCS

Carga liquida Min. + 2,0

Maéx. + 6,0

Filtro de residuos A filtragem excluiu peptideos com cisteina e prolina em sua composicao

Conforme apresentado acima, a prospeccdo ndo envolveu possiveis peptideos com
prolina e cisteina em sua composicdo. Sabe-se que os aminodcidos prolina e cisteina sao
desestabilizadores de estruturas de a-hélice*’. Na prolina, 0 &tomo de nitrogénio esta envolvido
em uma estrutura anelar, o impossibilita a rotacdo sobre a ligagdo N-C,. Dessa forma, um
residuo de prolina no peptideo desestabiliza uma possivel estrutura em a-hélice. Outro motivo

para a exclusdo de prolina da prospeccdo € que sua estrutura ndo envolve um atomo de
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hidrogénio ligado ao N, o que impede ligacdes com outros residuos que poderiam estabilizar a
estrutura.*’

Ja a cisteina possui uma baixa tendéncia de assumir a estrutura de uma a-hélice, com
um AAG® de 3 kl.mol? (o AAG® é a diferenca de energia livre, tomando como parametro a
alanina, que possui um AAG° de 0 kJ.mol?), figurando como o aminoéacido com maior
tendéncia de assumir uma estrutura de a-hélice na maioria dos sistemas modelo experimentais.

Valores maiores representam uma grande dificuldade para assumir a conformacdo em hélice
47

3.2. Analise dos resultados fornecidos pelo Kamal

Quando se insere os parametros fisico-quimicos associados aos AMPs no software
Kamal, o algoritmo de busca retorna todos os resultados possiveis dentro do genoma
prospectado. A proxima etapa consiste em analisar manualmente os resultados oferecidos pelo
Kamal buscando aqueles que apresentem maior possibilidade de atuarem como peptideos
antimicrobianos.

A andlise é feita com base nos mesmos parametros inseridos no programa, com énfase
em alguns deles. A primeira caracteristica a ser observada é a estrutura do peptideo quando na
forma de a-hélice. O programa apresenta uma representacdo visual do peptideo nesta forma,
possibilitando a andlise direta do candidato. Busca-se uma separacdo de cargas bem definida,
principalmente uma face com residuos hidrofobicos que garantam a interacdo com a parte
hidrofébica da membrana plasmatica microbiana.

Aqueles com melhor comportamento ante a forma de uma helix wheel s&o avaliados
entdo quanto a hidrofobicidade média e momento hidrofobico (conforme discorrido na
introducdo tedrica deste trabalho, estas caracteristicas estdo associadas a a¢do antimicrobiana).
Além disso, a proteina parental da sequéncia também é considerada. Quanto a analise da
proteina parental, busca-se contextualizar o peptideo dentro do seu ambiente original, bem
como a conservacao das sequéncias em diferentes.

Essa andlise posterior é necessaria devido ao elevado nimero de resultados sugeridos
pelo software Kamal. A anélise e eliminacdo de possiveis candidatos é feita de forma ciclica,
buscando a eliminacédo de IAPs até que aqueles com maior probabilidade sejam escolhidos para
sintese e estudo.

Cabe enfatizar que uma das vantagens do programa € exatamente a liberdade que ele

confere ao analista para buscar IAPs de acordo com o nicho com o qual esta trabalhando. No

27



caso em questdo, buscou-se IAPs com maior probabilidade de estruturacdo na forma de o-
hélice, com face hidrofobica bem definida em uma helix-wheel e com valores limitrofes de
hidrofobicidade meédia e momento hidrofébico. O fluxograma abaixo traz de forma

simplificada os processos de anélise dos peptideos selecionados pelo Kamal:
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padrio do momento hidrofobicidad
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Estudo da
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Aqueles selecionados 3o
submeticos a mesma
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quantidade widwel com os

melhaores candidados é
obtida

Esquema 1: Analise posterior feita com os resultados apresentados pelo Kamal
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3.3. Sintese de peptideos em fase sélida
Uma vez tendo prospectado e selecionado os peptideos por meio do software Kamal,
foi realizada a sintese destes peptideos por meio de Sintese em Fase Sélida (SPPS, do inglés
Solid Phase Peptide Synthesis).
A sintese foi feita utilizando o método Fmoc/tBu. O fluxograma abaixo apresenta 0s

procedimentos envolvidos na sintese:
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Esquema 2: Fluxograma da Sintese em Fase Sélida de Peptideos. Fluxograma elaborado no aplicativo Bizagi Modeler®©.




3.3.1. Inicio da sintese

A sintese foi realizada em uma escala de concentracdo de 0,15 mmol.L. 319 mg de
resina Rink Amide (Novabiochem) séo pesados e inchados utilizando diclorometano (DCM).
A resina imersa em diclorometano é entdo submetida a agitacdo por 30 minutos, conforme
protocolo estabelecido por W. C. Chan e P.D. White em sua obra Fmoc solid phase peptide
synthesis — A pratical Approach.

Decorrido o tempo, a resina foi lavada com dimetilformamida (DMF) e diclorometano
(DCM).

3.3.2. Desprotecao

A resina, uma vez inchada, encontra-se com seu N-terminal protegido pelo grupo de
protecdo Fmoc (9-fluorenilmetoxicarbonil). Deve ser realizada sua desprotecdo utilizando 4-
metilpiperidina em DMF numa proporc¢édo de 1:4. Dois ciclos de desprotecdo séo realizados,
cada uma compreendendo 15 minutos de agitacdo da resina em 4-metilpiperidinaem DMF 1:4.

A reacdo de desprotecdo envolve um mecanismo de B-eliminagdo, em que um
hidrogénio labil pode ser retirado da posigdo B pela 4-metilpiperidina. O hidrogénio do grupo
Fmoc é mais acido que um hidrogénio benzilico, uma vez que o anion formado € aromatico, o
que facilita sua formacgéo. (Figura 6).

O resultado é a resina com um N-terminal livre para acoplamento do primeiro residuo.
Completada o segundo ciclo de desprotecao, a resina é lavada com DMF e DCM (trés ciclos

de lavagem com cada solvente).
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Figura 6: Desprotecdo do N-Terminal“®.

3.3.3. Teste de Kaiser

A efetividade da etapa de desprotecdo € feita com a confirmacdo de que a resina
apresenta aminas livres no meio. Ou seja, caso a desprotecdo tenha sido efetiva, a resina
apresenta um N-terminal livre. Tal confirmacao é feita por meio do Teste de Kaiser.

O Teste de Kaiser € um teste qualitativo que determina a presenca de aminas livres no
meio. Ocorre a mudanca de coloracdo da resina (que assume uma coloracdo azul escura)
quando da presenca de aminas livres. O teste foi procedido conforme Protocolo 13A
apresentado em Fmoc solid phase peptide synthesis — A pratical Approach (paginas 61-62)*.
Ele envolve trés solucgdes: 5% de ninidrina em etanol (m/v), 80% de fenol em etanol (m/v) e
KCN em piridina (2 ml 0,001 m KCN em 98 ml de piridina). Gréos da resina sdo coletados e
imersos em gotas da solugéo, sendo posteriormente aquecidos. O positivo é dado pela coloracéo
azul dos gréaos de resina“®.

3.3.4. Acoplamento do aminoécido

Com a resina desprotegida, 0 amino&cido pode ser acoplado. O acoplamento envolve o
ataque do grupo amino de um amino&cido ao grupo carboxi de outro aminoacido, estando esse

ultimo ativado pela insergdo de um grupo retirador de elétrons*®. A reacio realizada utilizando
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dois métodos de acoplamento: utilizando carbodiimidas (DIC/Oxyma) e utilizando
HBTU/DIPEA.
3.3.4.1. Sintese utilizando carbodiimidas

A reacgdo é processada utilizando o metodo de ésteres ativados, com o auxilio do
reagente Oxyma Pure (acetato de etil 2-ciano-2-(hidroxiimino). Envolve a sintese de um éster
de aminoéacido de forma a ativa-lo para atuar como um eletrofilo para o ataque nucleofilico da
amina. A reagdo envolve a reagdo do C-terminal com a Oxyma na presenca de carbodiimida®®.

A sintese foi realizada em uma escala de concentragdo de 0,15 mmol.Lt. A massa
calculada para cada aminoacido é pesada e adicionada no meio reacional. O mesmo se aplica
a OxymaPure (m = 85,3 mg). Com os reagentes sélidos adicionados ao meio, 2 mL de DMF
sdo acrescentados para solublizagdo dos reagentes. O reagente de acoplamento DIC (N,N* —
diisopropilcarbodiimida) é adicionado ao meio na quantidade de 93pL. O meio é submetido a

agitacdo por 1h e 30 min. A efetividade da reacédo é conferida pelo Teste de Kaiser.

Aminoacido a ser acoplado (e]
o ® e
JU )i(é/) j\ Ry (‘ll\(—H 0 Ry J\
RO™ N I H RO ”/H(Obﬁ ROJLN/H(\O}KN
— > o N Ho ol )N\H\,« H*
>—N:C:f\i< )\
O-aciluréia
Molécula presa a resina
0o 0
- CN
>N N— OR, ~Ay
HZN N
|+ )o]\ théH O
XN
N/\[() RO u/\ok \_)LOR4
7R,
R = Fmoc;
R, = Cadeia lateral do aminoacido 1
o Ry o R3 = Cadeia lateral do aminoacido 2
EEEE— R4 =Linker que mantém a molécula presa na resina
NH 4
RO)J\NH)\H/ \:)J\OR4

Figura 7: Mecanismo de sintese usando a metodologia DIC/Oxyma>°
3.3.4.2.  Sintese utilizando HBTU/DIPEA
O mecanismo envolve o uso do reagente de acoplamento HBTU (2-(1H-benzotriazol-
1-il)-1,1,3,3 — tetrametiluréniohexafluorofofatato) para a formacéo do éster OBt na presenca
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da base terciaria DIPEA (N,N’-diisopropiletilamina) de forma a gerar o intermediario ativado
para a reacao da formagcéo da ligagdo peptidica®®

Seguindo 0 mesmo procedimento adotado para o acoplamento com DIC/Oxyma Pure,
equivalentes de reagentes sdo utilizados visando uma concentracdo de 0,15mmol. A massa
calculada para cada aminoacido é pesada e adicionada ao meio reacional. O reagente de
acoplamento HBTU ¢ entdo pesada (229 mg) e adicionada ao meio. 2 mL de DMF sdo entao
acrescentados visando a solubilizacdo dos reagentes. A base tercidria DIPEA é entdo
introduzida no meio (123 pL) e 0 meio é submetido a agitacdo por 1h. A efetividade da reacéo

é verificada por meio do Teste de Kaiser.

o} M y O § ?
_0 H\HKF,H N — w r° N\‘)J\O_ »~ NMe,
R © »\J W/ 0 N N-0®

DIPEA

MezN NM62

TMU
(Tetrametrilureia)

H H 4+ HO-N"°N 1. <
_0 N\‘)L OR R": Grupo de protegcdo Fmoc
— Ri \ﬂ/ N/ﬁ( + R2: Cadeia lateral do aminoacido 1
o R3: Cadeia latetal do aminoacido 2
R4: Linker que prende a molécula na resina
HOBt
Figura 8: Mecanismo de acoplamento de dois aminoacidos teodricos utilizando os
reagentes HBTU/DIPEA. O mecanismo passa pela formacdo de um eéster ativado
Benzotriazolil para entdo ocorrer o ataque pelo aminoacido com N-terminal livre.
3.3.5. Clivagem
A clivagem do peptideo foi realizada usando &cido trifluoroacético (TFA, do inglés
triflouoroacetic acid). A clivagem de peptideos mediada por TFA ancorados em resinas

trialcoxibenzil-amina leva a clivagem do peptideo da resina com concomitante eliminacdo dos
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grupos protetores dos aminoacidos da cadeia. Assim, o resultado confere o peptideo livre da
resina e dos grupos protetores*.

O “coquetel” de clivagem ¢ preparado com 0Ss seguintes reagentes:
TFAJ/tioanisol/agua/fenol/etanoditiol na proporcao 82,5:5:5:2,5 (v/v) conforme apresentado na
literatura®®. A insercio de reagentes como tioanisol, 4gua, fenol e etanoditiol visa evitar a
reacao secundaria dos grupos de protecdo clivados dos aminoacidos do peptideo com outros
aminoécidos da mesma molécula. Tais grupos retirados do peptideo podem reagir com

amino&cidos contendo grupos ricos em elétrons, tais como metionina e triptofano.
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Esquema 4: Fluxo de etapas envolvidas na clivagem do peptideo sintetizado. Fluxograma elaborado no aplicativo Bizagi Modeler®©.
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3.4. Analise dos IAPs por espectrometria de massa

O produto de clivagem foi liofilizado para obtencdo do produto bruto em fase sélida. A
identidade dos peptideos sintetizados foi confirmada com base na razdo massa/carga esperada
utilizando um Espectrometro de Massa do tipo MALDI-TOF/TOF (UltraFlex Extreme, Bruker
Daltonics) disponibilizado pelo Laboratério de Espectrometria de Massa (LEM) da Embrapa
Recursos Energéticos e Biotecnologia. Uma mistura de solucio de matriz de 10 mg.mL™ de
acido alfa-ciano-4-hidroxicinamico em 50% v/v de acetonitrila e 0,3 (v/v) de TFA com cada
um dos peptideos, em uma proporcao 3:1, foi aplicada a placa de MALDI. A mistura entéo foi
seca a atmosfera ambiente. O mesmo procedimento foi realizado com os calibrantes externos.
Apbs a calibracdo do equipamento, os produtos foram analisados em modo refletor positivo. O
fon de massa/carga esperado para cada peptideo foi entdo fragmentado, via LIFT®, para
possibilitar o sequenciamento dele visando a confirmacéo da identidade.

3.5. Purificacéo dos IAPS por cromatografia liquida de alta eficiéncia

O perfil analitico dos produtos brutos obtidos foi feito por meio de Cromatografia
Liquida de Alta Eficiéncia (HPLC — Shimadzu Co. - Disponibilizado pelo LEM - Embrapa
Recursos Energéticos e Biotecnologia), em fase reversa, com monitoramento em dois
comprimentos de onda: 216nm e 280nm (o primeiro comprimento de onda esté relacionado a
absorc¢do da ligacdo peptidica e o segundo com cadeias laterais com moléculas aromaticas), em
uma coluna Vydac 218TP54 c18 analitica em gradiente de acetonitrila + 0,1% TFA (v/v). 60
mg do produto bruto foram solubilizadas em 6 mL de agua ultrapura (dgua Mill-Q), levando
assim a uma concentragdo de 10 mg/mL, com injecéo de 100uL.

A purificacdo dos peptideos em escala preparativa foi feita por meio de Cromatografia
Liquida de Alta Eficiéncia (HPLC - Shimadzu Co. - Disponibilizado pelo LEM - Embrapa
Recursos Energéticos e Biotecnologia), em fase reversa, com monitoramento em dois
comprimentos de onda: 216 e 280 nm, em uma coluna Jupiter COG 4055-P0 10um C18 300131
em gradiente de acetonitrila (0 — 5min: 5% de ACN, 5 — 10 min : 5% a 10% ACN; de 10 — 50
min: 40 a 100% de ACN; 50 — 55 min: 100% ACN) + 0,1% TFA (v/v). 25 mg/ml do produto
foram injetados na coluna e fragdes contendo o produto puro foram coletadas e posteriormente

liofilizadas.
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3.6. Quantificacdo dos 1APs sintetizados

Os produtos puros foram suspendidos em agua ultrapura para quantificacdo por
meio de espectroscopia de absor¢do de UV-Vis. A massa disponivel de peptideo foi
solubilizada em &gua e uma aliquota foi retirada e diluida também em agua ultrapura. Essa
diluicdo se faz necessaria devido a necessidade de que os comprimentos de onda
selecionados apresentem valores de absorbancia que respeitem os limites impostos pela Lei
de Lambert-Beer. Foi considerada a absorbancia associada aos comprimentos de onda de
205, 215 e 225 nm e a formula abaixo para a quantificac&o:

(X+Y).FD
CP (ug.mL?) = —
CP = concentracédo do peptideo

X = (A215 — A225).144 (Waddel, 1956)

Y = A205.31 (Scopes, 1974)

FD = fator de diluicdo de acordo com a diluicdo que foi necessaria

3.7. Estudo da estruturacdo dos IAPs por meio de dicroismo circular

Os estudos de dicroismo celular foram conduzidos visando determinar a estrutura
secundaria dos IAPs tanto em tampdo quanto em contato com membranas fosfolipidicas
modelo. Foi utilizado como modelo membranas de 1,2 — dimiristoil-sn-glicero-3-fofocolina
(DMPC).

3.7.1.  Sintese de vesiculas unilamelares de DMPC

Os fosfolipideos foram dissolvidos em cloroférmio, que foi posteriormente evaporado
por meio de rotaevaporacdo para a formacédo de um filme multilamelar de vesiculas nas paredes
do baldo. O filme foi submetido a vacuo por duas horas para evaporacdo do solvente
remanescente. Posteriormente esse filme de vesiculas foi dissolvido em tampéao de 20 mM de
fosfato com NaCl a 150 mM (pH 7,4, forca ibnica de 150 mM, corrigida com NaOH e HCI) e
submetido a um mini - extrusor visando a conversdo do produto multilamelar em vesiculas
grandes e unilamelares. Sua quantificacdo foi realizada utilizando espectroscopia de absorc¢ao
UV-Vis por meio de um método de complexagio com ferrotiocianato®®.

3.7.2. Estudos de dicroismo circular

Os peptideos foram dissolvidos em tampéo de fosfato (o mesmo utilizado no preparo
do modelo de membrana) na concentracdo inicial de 20 uM. A anélise foi feita considerando a

adicdo de concentracdes crescentes de DMPC de forma a estudar o limite de saturacdo de
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estruturacdo dos peptideos. A tabela 5 apresenta a concentracdo de DMPC utilizada e a
concentracgdo corrigida de peptideo no meio.

Tabela 5: Concentra¢es de DMPC e IAPs utilizada em estudos de dicroismo

celular

Concentracédo de DMPC Concentracéo corrigida de peptideo
0OuM 20 uM

40 uM 19,89 uM

80 uM 19,78 uM

160 uM 19,58 uM

320 uM 19,18 uM

640 uM 18,44 uM

1280 uM 17,12 uM

A analise foi feita em um espectropolarimetro Jasco J-850 (Jasco International Co.,
Japao) no alcance espectral de 195 — 300 nm em quatro varreduras a temperatura ambiente em
uma cubeta de quartzo de 0,1 cm, com um intervalo de 0,2 nm e tempo de resposta de 0,5s. Os
dados relativos aos espectros do tampdo e de DMPC foram subtraidos dos espectros de cada
peptideo. Os resultados foram convertidos a elipcidade residual média?’ com a amplitude

espectral sendo reduzida a 195-260 nm.
6 x100x MM
~ cxdxn

com [0] = MRE = mean residue ellipcity (elipcidade residual média), 6 = elipticidade
relacionada ao comprimento de onda, MM = massa molecular da molécula analisada, c=
concentracio do peptideo em mg.mL™, n = nimero de residuos do peptideo?’.

Uma vez inferida a estrutura adotada pelos peptideos, foi possivel calcular a
percentagem de estruturacdo deles na conformacdo determinada. Foram utilizados o MRE de
dois comprimentos de onda associados a a-hélices: 208 e 222 nm. O calculo do percentual de

helicidade foi calculado com base nas férmulas abaixo:

[6] — 4000

% Hel (208 nm) = —33555"7000
8] — 3000

% Hel (222 nm) = _3[6(])00 —3000
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Com [0] = MRE relacionado com comprimento de onda a ser utilizado 2’

3.8. Testes de interacédo de IAPs com membranas fosfolipidicas

De forma a entender a possivel interacdo dos peptideos sintetizados com membranas
bioldgicas, foi primeiramente investigado sua relacdo com membranas sintéticas. Foi utilizado
como modelo de membrana vesiculas de DMPC. A interacéo foi estudada por meio da técnica
de calorimetria diferencial de varredura (DSC).

Os termogramas foram obtidos usando um equipamento VP-DSC (MicroCal, GE
Healthcare — Disponibilizado pelo LEM - Embrapa Recursos Energéticos e Biotecnologia) a
temperatura ambiente, usando uma rampa de temperatura de 10 a 40 °C em uma taxa de
escaneamento de 0,5 °C/min. A mistura analisada era composta de vesiculas de DMPC em
tampdo fosfato, na concentracdo de 0,5 mM. Os peptideos foram entdo inseridos a concentragdo
de 0,02 mM e levados para andlise. A sintese das vesiculas fosfolipidicas seguiu os
procedimentos apresentados anteriormente neste trabalho.

Os dados obtidos foram ent&o normalizados, tiveram a linha de base subtraida e filtrado
para a obtencdo de um estado dupla transi¢cdo (non two state model with two peaks), com o

tratamento matematico realizado por meio do software MicroCal Origin v7.0.

3.9. Testes de concentracao inibitéria minima

O potencial antimicrobiano de IAPs foi avaliado por meio da definicdo da concentracdo
inibitéria minima dos peptideos (MIC) frente a organismos selecionados. A metodologia para
determinacdo do MIC de cada peptideo seguiu os pardmetros determinados pelo CLSI —
Clinical and Laboratory Standards Institute®?. Dois microrganismos foram selecionados para
teste: Staphylococcus aureus ATCC 25923 e Escherichia coli ATCC 8963.

Os organismos foram obtidos a partir da biblioteca de microrganismos da Universidade
Catolica de Brasilia e os testes foram efetuados no Laboratério de Analise de Biomoléculas do
Programa de P6s-Graduacdo em Ciéncias Gendmicas e Biotecnologia da mesma instituig&o.
Aliquotas de peptideos na faixa de concentracao de 256 — 0,5 uM foram incubados com células
de bactérias (5x10° células.mL™) no método de microdiluicio em caldo, com o crescimento
sendo avaliado em meio Mueller-Hinton. O peptideo DS01 (dermaseptina isolada da espécie
P. oraedes que tem sido utilizado como controle em outros trabalhos publicados pelo
grupo'®3L%%) foi utilizado como controle positivo, enquanto o controle negativo figurava como

um poco sem a presenca de peptideo e do microrganismo.
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O MIC do peptideo foi determinado por meio de inspecéo visual, conforme preconizado
pelo Protocolo M07-A9 do CLSI®?,

3.10. Sintese de filmes de PMMA incorporados com peptideos antimicrobianos

O meétodo de co-precipitacdo foi utilizado como forma de sintese dos filmes de PMMA
modificados com peptideos antimicrobianos. O PMMA utilizado foi sintetizado pela técnica
de polimerizacao em suspensdo e fornecido pelo Laboratorio de Desenvolvimento de Processos
Quimicos sob a orientacdo do professor Fabricio Machado Silva do Instituto de Quimica da
Universidade de Brasilia. Quantidades especificas de PMMA foram pesadas e dissolvidas em
cloroférmio. Volumes de peptideo foram inseridos no meio visando porcentagens especificas
de massa/massa para os filmes construidos e o meio foi posteriormente agitado.

O filme foi feito através do método de camada sobre camada. Volumes de 0,5 ml da
solucdo de PMMA + peptideo foram pipetadas em uma placa de petri e evaporados a
temperatura ambiente em uma capela. Adi¢bes e evaporacbes subsequentes permitem a
preparacdo de varias camadas de filmes de polimero, sendo possivel controlar a espessura do
produto formado. O peptideo BtO1 foi utilizado como agente antimicrobiano para os estudos
modelo.

A tabela abaixo lista as quantidades de PMMA e peptideo utilizadas e consequentes

percentagem m/m do produto obtido:

Tabela 6: quantidades envolvidas na elaboracdo dos filmes

Filme Massa de PMMA Massa de peptideo Concentracdo do filme
Bt01 gerado (% m/m)
Filme 01 201,2 mg 2,7 mg 1,34%

A presenca de peptideo na superficie do polimero foi confirmada por meio de
espectrometria de massa do tipo MALDI. Um exemplar do filme foi sintetizado na superficie
de uma placa de MALDI especifica para estudos de imageamento. Neste tipo de estudo, a
matriz de ionizacdo € aplicada diretamente sobre uma amostra e espectros de massa Sao
colhidos em pontos na superficie da amostra, formando uma analise bidimensional da
distribuicdo de um ou mais ions selecionados sobre essa superficie!®. Assim, além de confirmar
a presenca do peptideo na superficie do filme sintetizado, é possivel entender como € a sua

distribuicdo no produto final. As analises foram feitas em uma Espectrémetro de Massa do tipo
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MALDI-TOF/TOF (UltraFlex 111, Bruker Daltonics - Disponibilizado pelo LEM - Embrapa

Recursos Energéticos e Biotecnologia).

3.11. Estudo da liberacéo do peptideo presente no filme sintetizado

A liberacdo do peptideo imobilizado no filme figura como condicéo central para uma
possivel atividade deste produto em processo de conservacédo de alimentos. Este processo de
liberagéo foi estudado ao submeter um pedaco do filme sintetizado a um meio aquoso, sendo
retiradas aliquotas com o decorrer do tempo. 15 mg de filme sintetizado foram submersas em
20 ml de agua ultrapura e aliquotas de 100 ul foram retiradas. A presenca de peptideo no meio
foi entdo investigada por meio de espectroscopia de absorcdo Uv-Vis e por meio de MALDI,
Espectrometro de Massa do tipo MALDI-TOF/TOF (UltraFlex Ill, Bruker Daltonics -
disponibilizado pela Embrapa Recursos Energéticos e Biotecnologia).

A investigacdo por meio de espectroscopia de absorcdo UV-Vis foi feita considerando
trés comprimentos de onda: 205, 215 e 225 nm. 100 pL de aliquota foram retirados e
dissolvidos ao volume de 1 mL com agua ultrapura. A andlise foi feita utilizando uma cubeta
de quartzo com didmetro de 1 cm.

O estudo por meio de espectrometria de massa do tipo MALDI-TOF/TOF foi feita
considerando uma aliquota de 100 L retirada do meio. Desses 100 L, 3 pL foram pipetados
junto com 9 L de solucéo de matriz de 10 mg.mL™ de acido alfa-ciano-4-hidroxicinamico em

50% v/v de acetonitrila e 0,3 (v/v) de TFA e submetidos a analise em modo refletor positivo.

3.12. Testes de atividade antimicrobiana dos filmes sintetizados
A atividade antimicrobiana do filme sintetizado foi investigada frente a culturas de E.
coli ATCC 8963 fornecidos pela Universidade Catélica de Brasilia (UCB) pelo Laboratério de
Anélise de Biomoléculas do Programa de Pdés-Graduacdo e m Ciéncias Genbmicas e
Biotecnologia. Diferentes massas de filmes foram pesadas e adicionadas a 100 pL de meios
liquidos de células do microrganismo (5x10° céluluas.mL™?), levando assim a uma faixa de
concentragdes teorica de peptideo a ser dispersa meio. A tabela abaixo apresenta as massas

pesadas e a concentracao tedrica de peptideo dispersa no meio:

Tabela 7: Quantidade de massa de filme pesada e a concentracdo tedrica de
peptideo a ser dispersa no meio. A concentragdo figura como “tedrica” devido ao fato de

que a dispersdo do peptideo no meio ndo ser um processo com 100% de eficiéncia.
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Massa média de filme pesada Concentracao teorica de peptideo a ser dispersa

no meio
3,26 mg 212,03 uM
6,26 mg 407,16 uM
9,53 mg 619, 84 pyM

Os testes foram feitos em triplicatas, com o controle positivo sendo realizado com meio
sem microrganismos e 0 negativo sendo feito de duas maneiras: um meio contendo
microrganismos e outro contendo 0s microrganismos expostos filme sintetizado sem o peptideo
BtO1.

Apdbs 24 horas, o0 sobrenadante foi recolhido e analisado por meio de espectroscopia de
absorcdo UV-Vis, além da analise visual de inibicdo de crescimento. Além disso, testes de halo
de inibicdo foram realizados com o mesmo microrganismo, com dois pedacos do filme de
massa 15,1 e 14,0 mg sendo colocados em contato em uma placa com meio Mueller-Hinton e
microrganismo na concentragdo de 5x10° células.mL™. A presenca do halo de inibicdo foi

investigada por analise visual apos 24 horas de exposi¢do do filme ao meio.
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4. Resultados e discussao

4.1. Potenciais peptideos intragénicos antimicrobianos de Bos taurus e Gallus gallus.
Novos potenciais IAPs foram prospectados a partir do genoma de duas espécies fornecedoras
dos alimentos a serem conservados. O software Kamal busca por peptideos que possuem
caracteristicas fisico-quimicas associadas aquelas apresentadas por peptideos antimicrobianos
de origem natural*!3!. Ap6s o carregamento das colegBes de proteinas de Bos taurus e Gallus
gallus no software Kamal e o estabelecimento dos parametros de filtragem, a busca gerou
milhares de resultados de potenciais AMPs, conforme descrito na Tabela 5. A tabela abaixo
apresenta uma estatistica da quantidade de dados apresentados pelo Kamal quando da pesquisa
dos genomas:

Tabela 8: Estatistica dos dados gerados pelo Kamal

Espécie Quantidade = Quantidade de = Quantidade de Quantidade Quantidade
pesquisada de proteinas que possiveis AMPs selecionada de peptideos
proteinas | geram ao menos gerados apos andlise dos = sintetizados
inseridas um AMP resultados
no sistema
Bos taurus 22543 13217 194405 45 2
Gallus gallus 18029 10323 152525 21 1

Devido o nimero elevado de potenciais IAPs encriptados em proteinas do genoma das
espécies pesquisadas, faz-se necessaria uma curadoria para escolha daqueles com maior
probabilidade de acdo antimicrobiana. Os parametros de momento hidrofébico,
hidrofobicidade média, possiblidade de estruturacdo e carga liquida foram norteadores para a
escolha dos principais candidatos.

Apos extensa andlise dos dados gerados para as duas espécies estudadas, foram

selecionados trés peptideos com potencial atividade antimicrobiana como prova de conceito:

45



Tabela 9: Caracteristicas do peptideo Bt01
Bt01 - DAA21835.1 (891-907)

Sequéncia LMGLFNRIIRKVVKLFN
Massa molecular 2060,2444

Ponto isoelétrico 12,4987

Momento hidrofébico 5,14

GORV a - hélice 23,53%

GOR IV folha - B 29,41%

GOR IV random coil 47,06%

Figura 9: Padrdo de hidrofobicidade apresentado pela molécula Bt01. Os residuos
verdes representam aminoacidos com grupos R apolares, isto €, hidrofébicos. Residuos
com cor azul representam grupos R polares, hidrofilicos. Residuos em vermelho séo

aminoacidos carregados positivamente.

Tabela 10: Caracteristicas do peptideo Bt02
Bt02 - NP_001069806.1 (144-163)

Sequéncia FMSVAKTILKRLFRVYAHIY
Massa molecular 2455,3921 Da

Ponto isoelétrico 10,94

Momento hidrofébico 4,40

GORV a - hélice 0,0%

GOR IV folha - B 70,00%

GOR IV random coil 30,00%
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Figura 10: Padrdo de hidrofobicidade apresentados pela molécula Bt02. Os
residuos verdes representam aminoéacidos com grupos R apolares, isto €, hidrofébicos.
Residuos com cor azul representam grupos R polares, hidrofilicos. Residuos em vermelho

sdo aminoacidos carregados positivamente.

Tabela 11: Caracteristicas do peptideo Gg01
GgO01 - XP_015131897.1 (242-258)

Sequéncia FMSVAKTILKRLFRVYA
Massa molecular 2042,1862 Da

Ponto isoelétrico 11,59

Momento hidrofébico 4,05

GORV a - hélice 47,06%

GOR IV folha - B 11,76%

GOR IV random coil 41,18%

Figura 11: Padrdo de hidrofobicidade apresentados pela molécula Gg 01. Os

residuos verdes representam aminoacidos com grupos R apolares, isto €, hidrofobicos.
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Residuos com cor azul representam grupos R polares, hidrofilicos. Residuos em vermelho

sdo aminoacidos carregados positivamente.

Os peptideos selecionados, quando estruturados em a-hélice, possuem um padrdo de
hidrofobicidade semelhante a AMPs anfifilicos, com residuos hidrofilicos de um lado da
molécula e os hidrofobicos do outro lado. Foram preferidos peptideos com separacao de cargas

bem definida, embora existam AMPs que ndo obedecem tal distribuicao.

4.2.  Conservacgao das sequéncias
A proteina parental fonte dos IAPs foi também foi estudada como forma de entender sua

possivel atividade antibacteriana, além de sua conservacdo ao longo do processo evolutivo.

4.2.1. 1AP Bt01

Em pesquisa utilizando a ferramenta BLAST (https://blast.ncbi.nim.nih.gov/Blast.cgi),
mostra-se que o IAP Bt01 estd conservado em genes homologos a Acetiltransferase 10 em
mamiferos. A N-Acetyltransferase representa uma subunidade do complexo N-terminal
Acetyltransferase, atuante na acetilacdo de polipeptideos que emergem de ribossomos apds a
tradugdo.®* Além disso, figura como um dominio conservado relacionado a ligagdo a tRNA,
presente no C-terminal da tRNA(Met) citidina acetiltransferase.

De forma a exemplificar a conservacdo deste segmento em diferentes espécies,
apresenta-se na Figura 12 o alinhamento das estruturas primarias de proteinas N-
acetiltransferase 10 e RNA citidina acetiltransferase em diferentes espécies, visando
demonstrar a presenca, de forma conservada, da sequéncia referente ao IAP Bt 01. As espécies
pesquisadas e o codigo atribuido a cada uma sdo apresentados na tabela abaixo:

Tabela 12: Cédigo, proteina e espécie utilizada no alinhamento de sequéncias

primarias.
Cddigo Proteina Espécie
DAA21835.1 TPA: N-acetiltransferase 10 Bos taurus
NP 078938.2 RNA citidina acetiltransferase isoforma a Homo sapiens
NP 694766.1 RNA citidina acetiltransferase Mus musculus
NP 956938.1 RNA citidina acetiltransferase Danio rerio
XP 647027 Proteina hipotética DDB_G028868 Dictyostelium discoideum AX4
NP 014267.1 Proteina de sintese de ribossomos KR#33 Saccharomyces cerevisae S288c
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O alinhamento apresentado na pagina seguinte mostra que o peptideo Bt01 esta 100%
conservado nas espécies Bos taurus, Homo sapiens € Mus musculus. O gene homdlogo no
peixe Danio rerio carrega uma copia do Bt01 que difere daquela apresentada pelo Bos taurus
em somente dois residuos de amino&cidos (Figura 12). Isso indica que o IAP Bt01 possui alto
grau de conservacdo entre os cordados e sugere que este segmento especifico possui papel
estrutural ou funcional relevante na proteina de origem. Além disso, a conservacdo deste
peptideo indica que IAPs sdo ubiquos na natureza e deverdo ser encontrados e/ou
potencialmente explorados quanto o seu potencial biotecnolégico em qualquer organismo, em

consonancia com relatos anteriores®?,
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Bos taurus 852
Homo sapiens 852
Mus musculus 852
Danio rerio 854
D. discoideum 866

S. cerevisae 869

NOQLGD-LALSAAQSALLLGIGLOHKSVDQLEKEIELPSGOLMGLENRIIRKVVKLENEVQEKAIEEQMVA VKDVVM
NOLGD-LALSAAQSALLLGIGLOHKSVDQLEKEIELPSGOLMGLENRIIRKVVKLENEVQEKAIEEQMVA AKDVVM
NOQLGD-LSLSAAQSALLLGIGLOHKSVDQLEKEIELPSGOLMGLENRIIRKVVKLENDVQEKAIEEQMVA VKDVVM
KOQFGD-ISLSVAQSALLLGIGLOHKSVDELEKEIGLPSSOLMGLENRIIRKVVQFEFNTLOERAVEAEMVA TKDIGL

NKLKI-EDISLIOSAILLALGLOHKTVDNLIGELNLASNOQVLSLENQTMRKINTELKQKQEKFIQDSMPK[17] IKETDM
DKMGDsVKLSSVOSATILLATIGLORKNIDTIAKELNLPSNOTIAMFAKIMRKMSQYFROLLSQSIEETLPN IKDDAT

926
926
926
928
957
944

Figura 12: Alinhamento de parte da estrutura primaria da proteina acetiltransferase e de genes homdlogos de diferentes espécies. Os

cddigos apresentados em azul referem-se aos residuos varidveis nas sequéncias, enquanto os em vermelho sdo aqueles conservados nas diferentes

espécies; 0s numeros presentes antes e depois da estrutura primarias situa a sequéncia dentro do todo da proteina parental. Grifado em amarelo

esta a estrutura primaria do peptideo BtO1 evidenciando sua conservacdo dentre diferentes espécies. Alinhamento feito por meio da ferramenta

Constraint-based Multiple Aligmnet Toll (COBALT), disponivel no endereco virtual da NCBI.
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4.2.2. 1APs Bt02 e Gg01

Estes dois IAPs estdo presentes em proteinas homdlogas no genoma das duas espécies

investigadas. Cabe ressaltar que a pesquisa no genoma das espécies foi feita de forma

independente em periodos de tempo diferentes. Como pode-se notar, as sequéncias diferem

somente nos ultimos trés residuos da porcdo C-terminal (o IAP Bt02 possui trés residuos a

mais, sendo eles HIY).

Os IAPs Bt02 e Gg01 sdo encontrados em Bos taurus como parte estrutural da proteina

Mob Kinase Activator 1a. O gene que codifica a proteina Mob é evolutivamente conservado

com homologos desde protistas até humanos. Duas proteinas do tipo Mob foram descobertas

em leveduras, relacionadas com o final do processo mitético e o processo de separagdo, bem

como tem papel de destaque na modulacéo da citocinese®,

Tabela 13: Caodigo, proteina e espécie utilizada no alinhamento de sequéncias primarias

Cadigo
NP_001069806
NP_001304039
NP_956208
NP_651041.3
XP_647813.1
NP_199368.1

Proteina
MOB Kinase activator 1A

MOB kinase activator 1A isoform 2
MOB kinase activator 1A

Mob as tumor suppressor, isoform A
Mps1 binder-like protein
Mob1/phocein family protein

Espécie

Bos taurus

Homo sapiens

Danio rerio

Drosophila melanogaster
Dictyostelium discoideum AX4

Arabidopsis thaliana
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Bos taurus 95

H.

D.

sapiens 94

rerio 95

. melanog 95

discoid 83

thaliana

YHWADGTNIKKPIKCSAPKYIDYLMTWVQDOLDDETLEPSKIGVPEFPKNFMSVAKT ILKRLEFRVYAHIYHQHFDSVMQLOQEEAHLNTSFKHEIFFVQEFNLIDRRELAPLQELIEKLGSKDR- 216
YHWADGTNIKKPIKCSAPKYIDYLMTWVQDOLDDETLEPSKIGVPFPKNFMSVAKTILKRLFRVYAHIYHQHEFDSVMQLOEEAHLNTSFKHFIFFVQEFNLIDRRELAPLQELTEKLGSKDR- 215
YHWADGTNIKKPIKCSAPKYIDYLMTWVQDOLDDETLEPSKIGVPEFPKNFMSVAKT ILKRLEFRVYAHIYHQHFDAVIQLQEEAHLNTSFKHEIFFVQEFNLIDRRELAPLOQDLIEKLGSKDR- 216
YHWADGLTVKKPIKCSAPKYIDYLMTWVQDOLDDETLEFPSKIGVPFPKNFHSSAKTILKRLFRVYAHIYHQHFTEVVTLGEEAHLNTSFKHFIFFVQEFNLIERRELAPL- 207

YHWADGTTVKKAIKVSAPEYVDFLMTWVQSOLDDENIFPSKIGVPEFPKNFQSIVKT IFKRLERVYAHIYHSHFQKIVSLGEEAHLNTSLKHFIYFIQEFNLVDKKELGPLNELIESL-MKNP- 213

YRWADGVQIKKPIEVSAPKYVEYLMDWIETQLDDETLEFPQRLGAPFPONFKDVVKTIFKRLFRVYAHIYHSHFQKIVSLKEEAHLNTCFKHFILFTHEFGLIDKKELAPLQELTESI--ISPy- 215

Figura 13: Alinhamento de parte da estrutura primarias da proteina Mob 1 e de genes homélogos de diferentes espécies. Os cddigos apresentados em azul referem-se

aos residuos varidveis nas sequéncias, enquanto os em vermelho sdo aqueles conservados nas diferentes espécies; 0s nimeros presentes antes e depois da estrutura primarias

situa a sequéncia dentro do todo da proteina parental. Grifado em amarelo esté a estrutura priméria do peptideo Bt02 evidenciando sua conservagdo dentre diferentes espécies.

Alinhamento feito por meio da ferramenta Constraint-based Multiple Aligmnet Toll (COBALT), disponivel no endereco virtual da NCBI.
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A estrutura tercidria da proteina mostra também que o peptideo Bt02 (quando na
proteina parental) possui caracteristicas associadas a peptideos antimicrobianos, como padrao
de a-hélice (Figura 14). Além disso, nota-se que a sequéncia se apresenta nos limites da
proteina (posicdo 313 — 329 da estrutura primaria da proteina), o que permite que essa a-hélice,
tenha um pedaco hidrofilico em contato com o meio e outra parte hidrofébica orientada para a

parte interna da proteina.

Figura 14: Estrutura terciarias da Moblb (c6digo PDB EDK99077.1) do organismo

Mus Musculus obtida por meio de difracéo de raio-X. Depositada no bando de dados do Protein
Data Base (PDB) em 24/05/2016. Arquivo de PDB obtido no bando de dados depositado no
endereco www.rcsh.org. Estrutura visualizada por meio do software YASARA. A a-hélice
apresentada em verde e azul a sequéncia Bt02. Os residuos coloridos em verde correspondem

a residuos hidrofébicos, enquanto aqueles em azul sdo hidrofilicos.
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Figura 15: Detalhe da estrutura primaria de Bt02 na proteina Mob1b do organismo Mus
Musculus obtida por meio de difracdo de raio-X depositada no bando de dados do Protein Data
Base (PDB) em 24/05/2016. Arquivo de PDB obtido no bando de dados depositado no
endereco www.rcsb.org. Estrutura construida por meio do software YASARA. A a-hélice
apresentada em verde e azul a sequéncia Bt02. Os residuos coloridos em verde correspondem

a residuos hidrofobicos, enquanto aqueles em azul séo hidrofilicos.

4.3 Sintese, purificacdo e avaliacdo da estrutura primaria de 1APs
A sintese dos peptideos Bt01, Bt02 e GgO01 foi feita pela metodologia de Sintese de
Peptideos em Fase Sdlida. Apresenta-se abaixo 0s métodos de acoplamento utilizados para

cada aminodcido dos peptideos selecionados:
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Tabela 14: Relacdo de reagentes utilizada para a sintese do peptideo Bt01.

LMGLFNRIIRKVVKLFN (Sequéncia original)
NFLKVVKRIIRNFLGML (Ordem de sintese)

AAS

Asparagina
Fenilalanina
Leucina
Lisina
Valina
Valina
Lisina
Arginina
Isoleucina
Isoleucina
Arginina
Asparagina
Fenilalanina
Leucina
Glicina
Metionina
Leucina

Massa Massa de oxyma pure pesada

pesada
357,1

230,1
210,2

Massa de HBTU pesada

Tabela 15: Relag&o de reagentes utilizados na sintese do peptideo Bt02.

FMSVAKTILKRLFRVYAHIY (Sequéncia original)
YIHAYVRFLRKILTKAVSMF (Ordem de sintese)

AAS
Tirosina
Isoleucina
Histidina
Alanina
Tirosina
Valina
Arginina
Fenilalanina
Leucina
Arginina
Lisina
Isoleucina
Leucina
Treonina
Lisina
Alanina
Valina

Massa pesada

Massa de oxyma pure pesada

Massa de HBTU pesada

= 226,
21l 218
300 [ 2299
1866 0 23,4
274.2 [ 2205
2016 6,5 [
39,3 B8l
232, =
216, B4l
386, 07 [
2026 356 [
2116 ~
212.4 350 [
2395 O
2613 855 [
1878 O
203.4 56,0 [
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Serina 232,4 84,2
Metionina 2225 86,7
Fenilalanina 233,6 85,7

Tabela 16: Relacdo de reagentes utilizada para a sintese do peptideo Gg01.

FMSVAKTILKRLFRVYA (Sequéncia original)
AYVRFLRKILTKAVSMF (Ordem de sintese)

AAS Massa pesada Massa de oxyma pure pesada

Alanina 187,4 88,4
Tirosina 2749 85,0
Valina 202,2 86,4
Arginina 386,5 85,0
Fenilalanina 233,8 85,2
Leucina 213,5 85,8
Arginina 390,3 85,2
Lisina 286,3 86,9
Isoleucina 215,0 88,7
Leucina 213,4 87,0
Treonina 238,2 88,6
Lisina 288,4 85,8
Alanina 186,0 87,5
Valina 201,4 87,9
Serina 2349 84,5
Metionina 225,4 89,4
Fenilalanina 235,0 89,4

Conforme se depreende das tabelas apresentadas acima, somente um dos peptideos foi
sintetizado utilizando exclusivamente um método de acoplamento (GgOl foi sintetizado
somente com carbodiimidas). A sintese com carbodidimidas era recorrida sempre que um
acoplamento utilizando HBTU ndo era satisfatorio. Nas tabelas acima, sempre que houve troca
de método, significa que o acoplamento utilizando o método em vigor néo foi bem sucedido.

Das observacOes feitas durante a sintese e dos dados apresentados acima, percebe-se
que acoplamentos envolvendo aminoécidos com um grupo de prote¢do muito grande (como o
caso da arginina) tendem a ndo funcionar com HBTU. Tal fato também foi observado quando
a estrutura primaria do peptideo comeca a ficar grande no decorrer da sintese. Cabe ressaltar
que essas observagdes ndo sdo regra, uma vez que a tabela acima apresenta excecdes; sdo
observac0es feitas durante o decorrer da sintese.

Os produtos brutos de cada sintese foram clivados utilizando TFA, extraidos e

liofilizados, sendo posteriormente submetidos a purificagdo por meio de Cromatografia
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Liquida de Alta Eficiéncia. Abaixo apresenta-se as analises cromatograficas em escala analitica
utilizando uma coluna VVydac 218TP54 ¢18 utilizando um gradiente de acetonitrila+0,1% TFA

(v/v) seguindo os procedimentos apresentados no subitem 3.5 :

1.2 . T ! T ) T T T ! T T 100
—— Absorbancia 216 nm
1.0 - —— Absorbéancia 280 nm
Gradiente - 80
084
§ L 60
(]
‘G 0,64
| =
<«
= | 40
(@]
2 044
<
L 20
0,2 4
l _ P
0,0 ¢ I ! I ! T ' T ' T $ 0
0 10 20 30 40 50 60

Tempo de retengao (min)

Figura 16: Cromatograma analitico do peptideo BtO1. Peptideo eluido em gradiente de
acetonitrila + 0,1% (v/v) TFA, em coluna analitica Vydac 218TP54 C18. O pico em
aproximadamente 22 minutos corresponde ao peptideo Bt01, com 0s outros picos

representando subprodutos de sintese.
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Figura 17: Cromatograma analitico do peptideo Bt02. Peptideo eluido em gradiente de

acetonitrila + 0,1% (v/v) TFA, em coluna analitica Vydac 218TP54 C18. O pico em

aproximadamente 21 minutos corresponde ao peptideo Bt02, com 0s outros picos

representando subprodutos de sintese.

58



— e e ———————— 100

10 —— Absrobancia 216 nm
"~ | —— Absorbancia 28Q nm i
Gradiente
- 80
0,8 4
< - 60
2 0,6
.© L =
2 2
«-3 - 40 \o
o 044 o
(2]
_Q -
< -
0,24 - 20
0,0 . NS A, - —e— . ; , ; 0
10 20

30 40 50 60
Tempo de retengao (min)

Figura 18: Cromatograma analitico do peptideo Gg01. Peptideo eluido em gradiente
de acetonitrila + 0,1% (v/v) TFA, em coluna analitica Vydac 218TP54 C18. O pico em
aproximadamente 20 minutos corresponde ao peptideo Gg01l, com o0s outros picos
representando subprodutos de sintese.

Conforme pode ser depreendido dos cromatogramas apresentados acima, a sintese
realizada pode ser considerada satisfatoria, uma vez que o pico mais abundante é aquele que
contém o produto de sintese esperado, além de notar-se poucos picos decorrentes de
subprodutos de sintese. E possivel observar que os peptideos sdo eluidos em % de ACN
relativamente diferentes: enquanto o BtO1 elui com cerca de 60% de ACN, os peptideos Bt02
e Gg 01 (que tém composicdes semelhantes) eluem em cerca de 50% de ACN.

Também foi obtido o espectro de massa dos produtos brutos. Os espectros obtidos das
fracbes de peptideo bruto corroboram com os dados obtidos por cromatografia. Os picos
principais correspondem aos ions [M+H]* dos peptideos sintéticos e poucos picos adicionais

sdo observados.

Abaixo, 0s espectros de massa para cada um dos peptideos sdo apresentados, com

aproximac&o na area do ion relacionado com o produto, evidenciando a distribuicdo isotopica.
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Figura 19: Espectro MS do IAP Bt01 obtido por meio de MALDI-TOF/TOF (UltraFlex

Extreme, Bruker Daltonics). A segunda imagem trata-se de zoom na faixa de m/z 2052 a m/z

2075 visando evidenciar a presenca do ion de massa carga esperada para o peptideo em questado
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([M+H]" = 2060,413 Da). A diferenca entre a massa esperada e aquela apresentada no espectro

se da devido a calibracdo do equipamento.

'"‘[Z"lfj 2455 647
x104

|

2
2269.521
: 2584.696
1228.847 : 3
1920.356 5433 453 | 2500.703
e e 112707.738
0 kv h l i J\ N Iﬁ i L W
1000 1500 2000 2500 3000 3500 4000 miz
'"'[Z"lf] 2456.658
x104
2457.658
2455.647 i
6
2458658
4
2459659
2
2453 2454 2455 2456 2457 2458 2459 2450 2451 miz

Figura 20: Espectro MS do Peptideo Bt02 obtido por meio de MALDI-TOF/TOF

(UltraFlex Extreme, Bruker Daltonics). A segunda imagem trata-se de zoom na faixa de m/z
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2450 a m/z 2463 visando evidenciar a presenca do ion de massa carga esperada para o peptideo
em questdo ([M+H]* = 2455,65 Da). A diferenca entre a massa esperada e aquela apresentada
no espectro se da devido a calibra¢do do equipamento.
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Figura 21: Espectro MS do IAP GgOl1 obtido por meio de MALDI-TOF/TOF

(UltraFlex Extreme, Bruker Daltonics). A segunda imagem trata-se de zoom na faixa de m/z
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2040 a m/z 2049 visando evidenciar a presenca do ion de massa carga esperada para o peptideo
em questdo ([M+H]" = 2042,30 Da). A diferenca entre a massa esperada e aquela apresentada

no espectro se da devido a calibra¢do do equipamento.

A identidade dos peptideos sintetizados foi confirmada por meio da fragmentacéo dos
fons precursores de cada peptideo em um Espectrémetro de Massa MALDI-TOF/TOF
(UltraFlex Extreme, Bruker Daltonics). No sequenciamento abaixo, nota-se a presencga da
correta estrutura priméria dos IAPs sintetizados. A sequéncia dos peptideos em questdo foi
confirmada por meio da interpretacéo da série y (que pode ser lida da direita para a esquerda a

partir do ion precursor) e da série b (lida da esquerda para a direita).
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Figura 22: Sequenciamento do Bt01 feito por meio da fragmentacdo do ion de massa molecular em um MALDI-TOF/TOF (UltraFlex
Extreme, Bruker Daltonics). Estrutura primaria: LMGLFNRIIRKVVKLFN.
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Figura 23: Sequenciamento do Bt02 01 feito por meio da fragmentacao do ion de massa molecular em um MALDI-TOF/TOF (UltraFlex
Extreme, Bruker Daltonics). Estrutura priméaria; FMSVAKTILKRLFRVYAHIY
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4.4 Quantificacdo dos peptideos sintetizados

Com o peptideo purificado e liofilizado, aliquotas foram retiradas e solubilizadas em
agua para quantificacdo. As seguintes absorbancias sdo apresentadas quando as amostras sao
submetidas & um espectrdmetro de absor¢do UV-Vis:

Tabela 17: Comprimentos de onda selecionados e absorbancia associada.

Comprimento de onda Absorbéncia Bt01 Absorbéncia Bt02 Absorbéncia Gg01
205 nm 0,84501 0,52056 0,53891
215 nm 0,3304 0,25286 0,26281
225 nm 0,0939 0,13918 0,14614

Com as absorbancias, as concentra¢fes foram calculadas usando a formula apresentada
na secdo Metodologia e sdo apresentadas na tabela abaixo:
Tabela 18: Concentracdes dos peptideos sintetizados

Peptideo Concentracao Concentracao
Bt01 7,53 mg/mL 3,65 mM
Bt02 2,03 mg/mL 0,83 mM
Ggo01 2,09 mg/mL 1,02 mM

4.5 Estruturacéo dos peptideos quando em interacdo com membranas modelo

A interacdo dos peptideos sintetizados com modelos de vesicula fosfolipidica foi
estudada utilizando a técnica de Dicroismo Circular. Os peptideos estudados assumem uma
conformacéo randoémica (sem uma estrutura definida) quando em solucdo aquosa. O agente de
estruturacdo neste caso sao as vesiculas de DMPC adicionadas ao meio.

Os dados obtidos através do experimento de dicroismo celular séo apresentados nos
termos de elipticidade (0) ou absorbancia diferencial (AA). Entretanto, deve o valor
apresentado ser normalizado ajustando-o as concentracfes molares dos peptideos. Essa
normalizacdo permite que comparacdes independentes sejam realizadas através de resultados
obtidos em diferentes andlises, laboratorios ou ainda espectropolarimetros®?7,

Apresenta-se abaixo o0s resultados das analises de dicroismo circular dos peptideos

sintetizados:
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Figura 25: Espectro de CD relativo ao peptideo BtO1. Diferentes concentracdes de

DMPC foram aplicadas visando determinar o ponto de saturacdo para a estruturacdo do

peptideo. A janela espectroscépica foi reduzida ao intervalor de 260 a 195 nm e os dados de

elipcidade sdo apresentados na forma de elipcidade molar média MRE.
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Figura 26: Espectro de CD relativo ao peptideo Bt02. Diferentes concentracdes de

DMPC foram aplicadas visando determinar o ponto de saturacdo para a estruturagéo do

peptideo. A janela espectroscopica foi reduzida ao intervalor de 260 a 195 nm e os dados de

elipcidade sdo apresentados na forma de elipcidade molar média MRE.
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A analise dos espectros de CD permite determinar a estrutura secundaria adotada pelo
peptideo. Essa andlise estrutural se baseia na teoria de Moffit sobre a dispersdo Optica de
polimeros na forma de hélice®®. Tal teoria diz que a momento de dipolo de transi¢do oriundo
de transi¢es © — n* de cromoforos na hélice sdo polarizados de maneira perpendicular ou
paralela ao eixo da hélice®’.

Com base nos espectros apresentados acima, pode-se inferir que os peptideos BtO1 e
Bt02, quando em contato com modelos de membrana lipidica, assumem uma estrutura de a-
hélice. Os sinais negativos nos comprimentos de onda 208 e 222 nm confirmam essa inferéncia,
bem como a auséncia dos sinais atribuidos a outras estruturas.

Apresenta-se a percentagem de estruturacdo dos peptideos considerando os dois
comprimentos de onda citados:

Tabela 19: Percentual de estruturacdo do peptideo BtO1 quando em contato com

modelos de membrana fosfolipidica

Concentragao 0o um 40 uM 80uM 160 pM 320 uM 640 uM 1280
de DMPC M

208 nm 30,2% 40,6% 47,5% 52,4% 62,5% 60,6% 66,4%

222 nm 20,5% 33,8% 40,3% 46,5% 60,2% 56,1% 59,4%

Tabela 20: Percentagem de estruturacdo do peptideo Bt02 quando em contato com

modelos de membrana fosfolipidica

Concentragao 0 pM 40 pM 80 um 160 pM 640 pM 1280 uM
de DMPC

208 nm 31,2% 36,0% 38,3% 41,1% 54,8% 55,9%

222 nm 19,6% 25,6% 29,0% 36,1% 48,1% 48,8%

O percentual de estruturacdo do peptideo foi plotado em um grafico % a — hélice vs.

relacdo lipideo/peptideo, conforme mostrado abaixo:
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Figura 27: Estruturacdo dos peptideos BtO1l e Bt02 frente a diferentes relacdes
lipideo/peptideo. As curvas foram construidas considerando os dois comprimentos de onda

associados a peptideos estruturados na forma de a — hélice?’°,

A partir dos graficos apresentados acima, pode-se inferir que a estruturacdo do peptideo
sobre a membrana esta diretamente ligada a sua concentracdo sobre a mesma. Entretanto, essa
estruturagdo atinge um valor maximo, onde, mesmo com a adi¢do de novas concentragoes de
vesicula, ndo ha aumento da estruturacdo. Para o peptideo Bt01, essa concentracdo maxima é
representada pelo ponto de 320 uM de DMPC, enquanto para o Bt02, o ponto de saturacao € a
concentracdo de 640 uM. O ponto maximo de saturacdo representa a situacdo em que todo o
peptideo ja se encontra embebido na membrana.

A estruturacdo dos peptideos sintetizados quando em contato com a membrana segue o
comportamento esperado para peptideos antimicrobianos, conforme extensamente discutido na
literatural>26:3158  Corrobora ainda os objetivos da pesquisa feita no genoma das espécies de
Bos taurus e Gallus gallus, na qual foi dado enfoque a peptideos com maior possibilidade de
estruturacdo em a-hélice. Existe uma relacéo direta entre a estruturacdo do peptideo em uma
a-hélice e sua atividade antimicrobiana. Dados publicados por Brand e colaboradores®®
recentemente, mostram uma correlacdo entre a estruturacdo de AMPs de vérias fontes com a
perturbacdo de modelos de membrana e consequente acdo antimicrobiana.

Entretanto, tal correlagdo deve ser feita com cuidado. A estruturacdo em a-hélice do
peptideo pode representar um indicativo de agdo antimicrobiana, mas ndo figura como
condicdo para tal potencial. Conforme apresentado na Introducdo deste trabalho, AMPs
assumem as mais varias conformacdes. Os dados apresentados posicionam os peptideos dentre
uma das varias classes deste tipo de molécula.

O algoritmo utilizado para predi¢do da estrutura secundaria, GOR IV, figura como uma
boa forma de prever a estruturacdo da molécula, mas apresenta taxa de erro associada a
predicdo. Brand e colaboradores®® mostram que peptideos com atividade antimicrobiana
apresentam os mais diferentes valores de % de estruturagédo pelo GOR IV. Entretanto, a
helicidade destes peptideos foi confirmada por meio de analises espectroscopicas. Neste
trabalho a predi¢cdo do GOR 1V é colocada em questdo quando se observa o grau de estruturacdo
predito para o peptideo Bt02, conforme apresentado na tabela 7. Uma possiblidade de 0,0% de
estruturagdo em a-hélice foi apresentada pelo algoritmo do GOR IV. Entretanto, conforme

confirmado por meio do espectro de CD apresentado na figura 25, o peptideo em questdo
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apresentou uma estruturacdo em a-hélice quando em contato com as vesiculas de DMPC.
Assim, as informac@es obtidas por meio do GOR IV devem ser analisas com cuidado, frente a
possibilidade de erro do mesmo quando comparado com o resultado experimental.

Os dados acima consideram apenas as moléculas de Bt01 e Bt02 sintetizadas. Os dados
referentes a molécula Gg01 estdo em fase de obtencdo e serdo apresentadas em trabalho

posterior.

4.6 Interacao dos peptideos com membranas modelo

A interacdo do peptideo BtO1 com vesiculas de fosfolipideos foi estudada por meio da
técnica de Calorimetria Diferencial de Varredura. Nela, o comportamento de uma amostra —
que aqui figura como uma célula contendo vesiculas unilamelares grandes de DMPC e o
peptideo em anélise — frente a um padrdo quando uma rampa de temperatura é aplicada ao meio
(10 a 40 °C).

A interacdo do peptideo com a membrana modelo é indicada pela mudanca no
comportamento de transi¢ao de fase P’g — L. Abaixo apresenta-se 0s termogramas associados

ao estudo dos peptideos:
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Figura 28: Termogramas do meio contendo somente vesiculas de DMPC 0,5 mM
(termograma superior) e do meio com DMPC 0,5 mM e 0,02 mM de peptideo Bt0O1
(termograma inferior) em uma razdo molar de 4mol%, em tampdo fosfato pH 7,4. A
endoterma foi decomposta em duas outras em um modelo de transi¢cdo de dois estados,
gerando um componente fino e um largo. Os dados associados a cada uma das endotermas
sdo apresentados na figura. A endoterma em preto representa os dados experimentais,
enquanto aquelas em vermelho apresentam os dados ap6s o tratamento de modelo de dois
estados.

Analisando os termogramas apresentados acima, pode-se inferir a presenca de duas
endotermas: uma fina, aparecendo em menor temperatura, interpretada como uma
endoterma mais cooperativa quanto ao fendmeno de transicdo de fase; e uma outra mais
larga em maior temperatura, classificada como menos cooperativa®’. Os termos menos e
mais cooperativa tém relacdo quanto a contribuicdo de cada uma das endotermas para o
fendmeno de transicdo de fase.

Depreende-se da analise do meio contendo somente DMPC as temperaturas de
transicdo de fase (Tm) de 23,53 °C para o componente largo e 24,07 °C para 0 componente
fino e o AH: de 2161 kcal.mol™ e o AH2 de 2981 kcal.mol™? (entalpias relacionadas com
cada uma das endotermas). Estes sdo os valores que servirdo como parametros de

comparacéo quando da adigdo ao meio do peptideo BtO1.
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Quando o peptideo BtO1 é inserido, nota-se a alteragdo nas endotermas quando
comparadas com aquelas quando s6 havia vesiculas de DMPC. Os Trms das duas endotermas
possuem valores menores (Tml = 22,13 e Tm2 = 23,34), bom como ocorrendo diminuicéo
do AH1 (943,2 kcal.mol™). Essa mudanga no valor de Tm e alteragdo no valor do AH indica
que ocorre interacdo do peptideo com a vesicula fosfolipidica. E ainda, seguindo a
classificacdo apresentada por McElhaney e colaboradores apresentada na parte
metodoldgica deste trabalho, pode-se inferir que ocorre uma interacdo com 0S grupos
fosfato e penetragdo parcial da molécula no core hidrofobico da bicamada lipidica das
vesiculas modelo.

Com base na comparacdo dos dados apresentados no trabalho de Brand e
colaboradores!!, cuja classificagdo de peptideos com possivel atividade antimicrobiana se
ampara em dados de interacdo da molécula com modelos de membrana fosfolipidicas frente
a técnica de DSC, e os dados coletados da analise do peptideo BtO1 em sua interacdo com
vesiculas de DMPC, pode-se situa-lo preliminarmente como pertencendo aos clusters 3 ou
4 (uma vez que demonstrou perturbacgdo da transicdo de fase das vesiculas estudadas).

Situar o peptideo Bt01 dentro deste cluster significa prever uma possivel atividade
antimicrobiana do mesmo. Entretanto, maiores afirmacGes necessitam do estudo
aprofundado da interacdo deste peptideo com outros modelos de membrana, o que se dara
posteriormente.

A andlise dos outros peptideos sintetizados com modelos de membrana sera

apresenta em trabalho a parte.

4.7 Potencial antimicrobiano dos peptideos sintetizados
O potencial antimicrobiano dos peptideos sintetizados foi determinado com base em

estudos da determinacdo da concentracao inibitoria minima em testes de microdilui¢cdo em

caldo. Para o teste em questdo, o protocolo M07-A9 da CLSI (Clinical and Laboratory

Standards Institute) denomina como MIC a “menor concentragdo de agente antimicrobiano

que inibe completamente o crescimento de organismos em tubos ou pogos de microdilucdo

detectados por observagdo sem auxilio

52

Assim, o MIC dos peptideos frente a diferentes microrganismos foi determinado como

sendo 0 poco contendo microrganismo e peptideos onde, visualmente, ndo se observou

crescimento de organismo. A tabela abaixo apresenta o MIC para 0s organismos testados:
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Tabela 21: MICs dos potenciais IAPs sintetizados frente aos microrganismos E. coli e S.

aureus.
Microrganismo IAP Bt 01 IAP Bt 02 IAP Ggo01
Staphylococcus aureus 8 uM 4 uM 4 uM
Escherichia coli 8uM 4uM 4uM

Uma forma de analisar o potencial das moléculas sintetizadas € comparar seu MIC com
aquele apresentado por outros agentes antimicrobianos semelhantes que ja séo bem estudados.
A tabela abaixo apresenta 0 MIC associado a uma série de peptideos antimicrobianos de fonte

natural para os dois microrganismos testados:

Tabela 22: MIC de peptideos antimicrobianos de fonte natural®® contra os
microrganismos E. coli e S. aureus. Os peptideos apresentados na tabela foram selecionados e

sintetizados por Ramada, M.H.S. e colaboradores no estudo de IAPs oriundos de plantas.

Peptideo Concentracao Inibitéria Minima (uM+SD)
Escherichia coli Staphylococcus aureus
Asc-8 2,0+0,0 2,0+0,0
DS01 1,0+0,0 8,0+0,0
Gentamicina 0,52+0,0 0,26 £0,0
Tc02 10,67 £ 4,61 8,0+0,0
Tc03 64,0 N/A
At01 26,67 £ 9,24 16,0+ 0,0
At02 2,0+0,0 40+0,0
Zm01 13,33 +£4,61 16 +0,0

Ao comparar 0 MIC dos peptideos selecionados neste trabalho com outros, pode-se
perceber que eles apresentam uma taxa de inibicdo de crescimento maior, ou seja, menor MIC,
de que outros peptideos de origem natural, com destaque para o0 caso em que 0s peptideos Bt02
e Gg01 possuem um MIC menor que aquele apresentado pelo controle DSO1 para o

microrganismo S. aureus.
4.8 Estudos preliminares de confeccdo de filmes de PMMA contendo IAPs

Um dos peptideos sintetizados (Bt01) foi escolhido como agente antimicrobiano para

0s testes de conceito neste trabalho, os quais envolvem a co-precipitacdo com polimero de
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PMMA. O teste de conceito envolve testar se a premissa proposta por este trabalho se mantém:
a possiblidade de sintetizar um material polimérico com peptideo impregnado.

Os filmes de PMMA contendo o IAP Bt01 foram feitos na concentragéo de 1,34% m/m
sem controle de forma. A solucdo contendo PMMA e polimero foi pipetada em uma placa de
petri de forma repetida, formando varias camadas do polimero. A espessura do filme foi

controlada através da quantidade de adigdes.

Figura 29: filmes de PMMA com peptideo Bt01. Filme feito a partir da técnica de
co-preciptacdo, onde o polimero e o aditivo sdo dissolvidos em solvente organico e
posteriormente submetidos a exposicdo a temperatura ambiente para evaporacdo do
solvente.

A impregnacao do peptideo no filme foi estudada por meio de espectrometria de massa
com ionizagdo pela técnica de MALDI. Foi realizada a analise de um pedago do filme sobre
uma placa especificade MALDI com o objetivo de atestar se a co-precipitacao foi eficiente no
sentido de moléculas de peptideos estarem presentes no filme. A analise foi feita diretamente
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na superficie do filme, ndo sendo realizado nenhum pré-tratamento para a andlise, exceto a

aplicacdo de matriz de ionizacgdo sobre a area a ser analisada.

Figura 30: Placa de MALDI utilizada para a analise da superficie do filme de PMMA. A

sintese do filme foi realizada diretamente sobre a placa e posteriormente a matriz de
ionizacdo foi aplicada sobre a area de ser analisada.

Abaixo apresenta-se 0 espectro de MALDI obtido a partir da andlise descrita acima.

Como pode ser percebido, o espectro apresenta o ion em m/z 2065,47 associado ao peptideo

Bt01 presente em sua superficie, confirmando assim a efetividade da sintese do filme no quesito

impregnacao do peptideo.
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Figura 31: espectro de MALDI obtido a partir da anélise da superficie do filme sintetizado.

O segundo espectro apresenta a distribuicdo isotdpica do ion em m/z 2065,447. Este ion

esta associado ao peptideo sintético Bt01, impregnado no filme por meio da técnica de co-
preciptacéo.

Destaque para a diferenca de massa entre o ion citado e a massa esperada para o

peptideo. Isso se da ao fato de que falta de calibracdo do aparelho, uma vez que a placa de

MALDI utilizada para a analise ndo compreende pogos para aplicacdo de calibrante. Novas

andlises serdo efetuadas com a adigéo de calibrantes em porcdes discretas da placa. Entretanto,
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para a analise em tela, ndo ha prejuizo essa diferenca de massa, por se tratar de uma anélise
com foco qualitativo, visando atestar a presenca do peptideo.

A liberagéo do Bt01 co-precipitado com PMMA no meio foi estudada ao inserir o filme
sintetizado em agua, com posterior analise da fracdo aquosa por MALDI e espectroscopia de
UV-Vis. O espectro de massa abaixo esta relacionado a uma aliquota retirada apds 42 horas de

exposicdo do filme ao meio aquoso.
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Figura 32: Espectros de massa da aliquota retirada ap6s 42h de exposicao do filme ao meio
aquoso. O segundo espectro mostra a distribuicéo isotopica do ion em m/z 2060,544. Este
ion nos dois espectros esta relacionado ao peptideo Bt01 liberado ao meio.

A liberacdo de peptideo no meio também foi estudada por meio de espectroscopia

de absorcéo UV-Vis, conforme o espectro apresentado abaixo:

Figura 33: Espectro UV-Vis da aliquota retirada apds 42 horas de exposicéo do filme aum
meio aquoso. Dentro da janela espectroscopica estudada, a aliquota exibiu uma absorcéo
em comprimentos de onda associados a peptideos, o que corrobora a presenca da molécula

BtO1 no meio aquoso.

A distribuicdo do peptideo no filme sintetizado foi investigada por meio do
imageamento de uma porcao do filme sintetizado sobre a placa de MALDI. A varredura do
laser sobre toda a superficie do filme permite que um espectro de massa seja obtido para cada
ponto do filme e o total destes espectros apresentara a distribuicao de ions presentes no material

analisado.
Os dados coletados com o imageamento do filme sdo apresentados abaixo:
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Figura 34: Imageamento do filme sintetizado sobre uma placa de MALDI. Cada um dos espectros apresenta a distribui¢do de um
ion de m/z especifica, conforme apresentado no lado direito da figura. Todos os ions estéo relacionados com o peptideo Bt01 em anélise,
representado apenas fenémenos pds aplicagdo da matriz de ionizagdo. As andlises foram feitas em uma Espectrometro de Massa do tipo
MALDI-TOF/TOF (UltraFlex 111, Bruker Daltonics).
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Figura 35: Espectro do ponto de maior intensidade obtido durante o estudo de imageamento. O ion em 2063.173 corresponde ao peptideo
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Os espectros apresentados acima em conjunto com aquele presente na Figura 31
corroboram a presenca do peptideo na superficie do filme sintetizado. Quando analisado o
espectro da figura 31 é nitida a presenca de um Unico ion dominante, m/z 2065, associado ao
peptideo Bt01. A presenga de novos ions quando da aquisicdo dos espectros oriundos do
imageamento podem ser justificados por fendbmenos pos aplicacdo da matriz.

Enquanto o primeiro espectro € obtido em questdo de segundos, um processo de
imageamento exige mais tempo. Reporta-se presenca de ion relacionados com a oxidacgdo da
molécula (m/z 2081.789) e um ion que representa a perda de -46 Da (m/z 2024.734), cujo
mecanismo ndo pode ser elucidado. Entretanto, estes novos ions de forma alguma invalida a
afirmacdo da presenca e distribuicdo do peptideo no filme sintetizado. Entretanto, afirmacdes
mais aprofundadas sobre a estabilidade do filme exigem maior estudo quanto a ciéncia deste
tipo de material, investigacdo que sera feita posteriormente.

O objeto da analise de imageamento foi, além de confirmar a presenca do peptideo no
meio polimérico pos-sintese, investigar sua disposicdo na superficie do filme. Os ions
mostrados nas figuras acima apresentam uma distribuicdo homogénea do peptideo no meio.
Essa distribuicdo deve ser esperada para materiais utilizados na conservacao de alimentos, de
modo que o0 agente antimicrobiano esteja em contato com toda a superficie onde sera aplicado
0 material para embalo.

Cabe ressaltar o carater preliminar das analises apresentadas acima. Com elas buscou-
se um entendimento prévio da efetividade da sintese do material polimérico e a distribuicdo do
agente antimicrobiano nele. Analise posteriores buscardo melhores condi¢des de sintese, novos
polimeros e ainda a possibilidade de combinacao de agente antimicrobianos visando resultados

de inibig&o de crescimento microbiano.

4.9 Potencial antimicrobiano dos filmes sintetizados

Confirmada a presenca e liberacdo do peptideo no filme sintetizado, passou-se a
investigagdo do potencial antimicrobiano dos filmes sintetizados. A andlise foi feita de dois
modos: primeiro investigou-se a inibicdo do crescimento microbiano em meio liquido pelo
filme sintetizado. Buscou-se analisar se a liberacdo do peptideo do filme sintetizado era efetiva
para inibicéo do crescimento de E. coli a um in6culo inicial de 5x10° células.mL™* em meio de
cultura.

A massa dos filmes foram pesadas buscando uma concentracédo alta de peptideo a ser
dispersa no meio. O material polimérico continha uma proporcdo de 1,34% em massa de

peptideo em relacdo ao PMMA. Ndo é de se esperar que a liberacdo do peptideo seja feita de
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maneira 100% eficiente, isto €, com todo o peptideo presente no filme sendo liberado para o

meio. Com isso, uma concentracdo maior de peptideo no meio deve ser buscada — valor este

bem maior que o MIC apresentado pela molécula em testes de inibicdo de crescimento
microbiano. As seguintes massas foram testadas:

Tabela 23: Quantidade de massa de filme pesada e a concentracdo tedrica de

peptideo a ser dispersa no meio. A concentracdo figura como “teérica” devido ao fato de

que a dispersao do peptideo no meio ndo ser um processo com 100% de eficiéncia.

Massa média de filme pesada Concentracao tedrica de peptideo a ser dispersa no
meio

3,26 mg 212,03 uM

6,26 mg 407,16 pM

9,53 mg 619, 84 uM

Os testes mostraram inibi¢do do crescimento de E. coli a partir das diferentes massas
de PMMA contendo Bt0. A figura abaixo mostra a avaliacdo visual de uma placa de 96 pocos

contendo o sobrenadante retirado apds 24 horas de exposicao do filme ao meio.
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Figura 37: Placa de 96 pocos contendo o sobrenadante retirado apos 24 horas de
exposicdo do meio de cultura liquido ao filme. O destaque é em vermelho s&o 0s pocos
utilizados para analise. Pogos: 1 — Controle com meio sem cultura microbiana; 2 — Controle
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com crescimento bacteriano sem filme; 3 — Meio de cultura exposto a um filme sintetizado
sem peptideo; 4 a 12 — meios de cultura expostos a filmes em diferentes concentragdes de
peptideos

Tabela 24: ConcentracOes de filme em cada um dos sobrenadantes da placa de 96
pogos. Os pocos de 1 a 3 representam controles, conforme apresentado na parte

metodoldgica deste trabalho.

Pogos 57e8 4,10e12 6,9e1l
Massa média 3,26 mg 6,26 mg 9,53 mg
Concentracao tedrica do peptideo dispersa no meio 212,03 yM 407,16 pM 619, 84 uM

Por meio de inspecado visual, € possivel perceber que ndo existe turbidez nos pogos 1
(que nédo possui cultura bacteriana) e nos pocos de 4 a 12 (onde foram inseridas diferentes
massas de filme sintetizado com peptideo). Assim, pode-se dizer que a liberacdo de peptideo
no meio foi efetiva o suficiente para inibir o crescimento microbiano, mostrando a efetividade
do filme sintetizado.

O segundo teste realizado buscou a determinacgéo de um halo de inibi¢do quando o filme
é exposto a uma cultura microbiana em meio MH. As figuras abaixo apresentam os dados
obtidos:

Figura 38: Testes de halo de inibicdo com a exposic¢do de uma cultura de E. coli ao

filme de PMMA sintetizado com a presenca do peptideo Bt01. Da esquerda para a direita:
1. Filme sem a presenca do peptideo Bt01; 2 e 3: filmes contendo Bt01 na contracdo 1,34%
m/m.

Conforme pode ser inferido, ndo houve formacédo do halo de inibicéo para a bactéria E.
coli em torno do filme. Ao contréario do apresentado em estudos de submersao do filme em
meio liquido, em que a inibicdo de crescimento microbiano foi observada, aparentemente, ndo
houve dispersdo suficiente de peptideo no meio para acarretar na inibigdo do crescimento e
consequente formagé&o do halo.
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Os dados apresentados mostram entdo que existe o potencial antimicrobiano do filme
sintetizado quando da imersdo do mesmo em meio liquido, ndo ocorrendo liberacao suficiente
do peptideo quando hé a exposicdo superficial em meio de cultura de bactérias contendo agar.
Entendendo que os testes realizados figuram como testes preliminares, € possivel determinar a
efetividade do filme sintetizado em situacdes onde o material a ser utilizado fique em contato

com o0 meio e ndo somente mediante deposicédo superficial.
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5 CONCLUSOES

Frente ao apresentado acima, é possivel determinar o sucesso da proposta de prospec¢do
e sintese de peptideos antimicrobianos encriptados no genoma das espécies Bos taurus e Gallus
gallus e sua utilizacdo preliminar na sintese de materiais poliméricos para conservacdo de
alimentos.

O método de pesquisa dentro do genoma mostrou-se efetivo, exigindo, entretanto, do
analista o estudo aprofundado dos resultados apresentados. Tal método de analise fina mostra-
se efetivo; contudo, exige muito tempo para selecdo (muitos possiveis resultados sdo
apresentados). E possivel pensar em um processo de retroalimentacio do software, de modo a
refinar sua pesquisa e diminuir o tempo gasto na analise manual. Entretanto, ndo se pode negar
a efetividade do modo de pesquisa, nem sua inovacdo quanto a determinacdo de novas
moléculas antimicrobianas. Essa pesquisa posterior € exatamente o que da a liberdade ao
pesquisador de navegar dentro das varias possibilidades associadas a peptideos
antimicrobianos.

O processo de sintese em fase solida ja € um método de sintese muito bem caracterizado
no meio académico, porém com alguns percal¢os envolvendo certas rodadas de acoplamento.
Aminoécidos com grandes grupos de prote¢do exigiram mais de um processo de acoplamento.
O mesmo ocorreu quando a cadeia peptidica assumia uma maior extensdo. Pode-se buscar o
melhoramento do processo de sintese, considerando maiores tempos de reacdo ou 0 uso de
ultrassom e aquecimento.

As caracteristicas propostas aos peptideos selecionados e sintetizados foram
confirmadas por meio das técnicas de Dicroismo Celular (com relacdo a sua estruturacéo
qguando em contrato com membranas fosfolipidicas) e por Calorimetria Diferencial de
Varredura (quanto a sua interacdo com membranas fosfolipidicas). A confirmacdo das
caracteristicas propostas apenas reforca a efetividade do software utilizado para determinacao
de novos peptideos antimicrobianos. Mesmo exigindo extensa pesquisa pos-selecdo, o software
apresentou uma alta taxa de acerto, ja que os peptideos Bt01, Bt02 e Gg01 foram efetivamente
antimicrobianos. Caracteristicas quanto a estruturacdo secundaria foram confirmadas e a
interacdo com modelos de membrana (quesito necessario para atividade antimicrobiana) foram
efetivamente confirmados.

Por fim, tém-se que admitir que tais técnicas podem ser muitas mais exploradas em
trabalhos futuros. Informag6es quanto ao grau de interacéo peptideo — membrana, constante de

associacdo dentro outros, podem ser obtidos por meio da técnica de dicroismo circular. A
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pesquisa com outros modelos de membrana permitira melhor entendimento da interacdo das
moléculas sintetizadas com seus alvos, além de permitir situa-las em uma classificacdo com
base neste comportamento frente a técnica de DSC.

A sintese do material polimérico foi efetiva, gerando um filme com dispersdo
homogénea do peptideo e com acdo antimicrobiana frente culturas de E. coli. O modo de
preparo do filme, a co-preciptagdo do PMMA e do peptideo — € uma maneira simples de gerar

um produto viavel para objetivo proposto.
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6 PERSPECTIVAS FUTURAS

Frente aos resultados apresentados neste trabalho, tém-se como perspectivas futuras:

e O estudo aprofundado das caracteristicas fisico-quimicas dos peptideos
sintetizados guanto a sua interagdo com membrana e alvos especificos;

e Testar a efetividade dos filmes sintetizados frente & conservagdo de alimentos
disponiveis comercialmente;

e Buscar o estudo e sintese de filmes utilizando polimeros biodegradaveis, como
0 polimero de &cido polilatico.

e Determinar a concentragdo inibitoria minima dos peptideos sintetizados frente

a uma maior variedade de microrganismos, incluindo fungos.
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