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RESUMO

A melhoria da qualidade da alimentacdo pode desempenhar efeitos fisiologicos
benéficos e reduzir o risco a certas doencas. O leite contribui para a ingestao
recomendada de nutrientes e promove a saude através de seus componentes
biologicamente ativos que a ele agregam inumeras funcionalidades além da
nutricdo. A busca por novos antibiéticos de amplo espectro de acdo tem aumentado
nas ultimas décadas devido ao numero crescente de bactérias resistentes aos
antibidticos convencionais. Neste sentido, as proteinas do leite bovino, apos
fragmentacao, podem ser promissoras fontes de peptideos antimicrobianos (PAMS),
que ficam inativos quando internalizados em uma sequéncia protéica maior e podem
ser liberados a partir de enzimas digestivas durante o transito gastrointestinal. Neste
trabalho, sequéncias protéicas provenientes do leite foram obtidas em banco de
dados e sumariamente clivadas in silico por enzimas gastrointestinais (pepsina,
tripsina e quimotripsina). Esta clivagem virtual disponibilizou inGmeros peptideos que
foram analisados e selecionados com relagcédo a inUmeras caracteristicas inerentes a
AMPs, tais como tamanho, carga, composicdo, hidrofobicidade, momento
hidrofébico e estruturacdo. Cinco peptideos (lactof01, lactof02, A _lacto01, serumAO1l
e serumAOQ2) foram selecionados e tiveram sua estrutura tridimensional construida
teoricamente por meio de modelagem molecular por homologia sendo estas
validadas através de servidores web. Estes peptideos foram sintetizados
manualmente e testados in vitro contra microrganismos Gram-positivos
(Staphylococcus aureus) e Gram-negativos (Escherichia coli e Klebsiella
pneumoniae). Os peptideos exibiram baixa atividade antimicrobiana. Entretanto foi
verificado que lactof02 foi o mais ativo contra Gram-negativas e A_lactO1 foi o mais
ativo contra Gram-positivas. Os ensaios hemoliticos indicaram que os peptideos
apresentaram atividade hemolitica variavel. Através da analise dos testes in vitro foi
possivel verificar que a hidrofobicidade global e intrinseca dos peptideos pode ter

sido determinante na modulacéo da atividade antimicrobiana e hemolitica.

Palavras-chave: alimentos funcionais, leite, proteinas, peptideos antimicrobianos.



ABSTRACT

The nutrition quality improvement may play beneficial physiological effects and also
reduce the risk of certain diseases. Milk contributes to the recommended nutrients
intake and could promote health through its biologically active components, adding
many features to nutrition. Otherwise, the search for a new broad-spectrum antibiotic
action has increased in last decades due to to the increased number of bacteria
resistant to conventional antibiotics. In this view, bovine milk proteins are promising
antimicrobial peptides (AMPS) sources, which are inactive when are located inside of
a large protein sequence and could be released by digestive enzymes during
gastrointestinal transit. Here, those peptide sequences were obtained from free
databases and summarily cleaved by gastrointestinal enzymes (pepsin, trypsin and
chymotrypsin). This virtual cleavage provided a wide number of peptides that were
analyzed and selected according to the inherent AMPs properties, such as size,
charge, composition, hydrophobicity, hydrophobic moment and structuring. Five
peptides (lactof01, lactof02, A_lacto01, serumAOl e serumAQ02) were selected, being
their three-dimensional struture construted by homology modeling and validated
through web servers. These peptides were synthesized and in vitro tested against
Gram-positives (Staphylococcus aureus) and Gram-negatives (Escherichia coli e
Klebsiella pneumoniae) microorganims. The peptides exhibited low antimicrobial
activity. Nevertheless it was found that lactof02 was the most active against Gram-
negatives and A_lact0O1 was the most active against Gram-positives. The hemolytic
assays indicated that the peptides showed variable hemolytic activity. Through in
vitro analisys of tests it was possible to verify that global and intrinsic peptides
hydrophobicity seems to be crucial for modulation of antimicrobial and hemolytic

activities.

Keywords: functional foods, milk, proteins, antimicrobial peptides.
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1 INTRODUCAO

1.1 Alimentos Funcionais

A ingestdo desequilibrada de nutrientes, maus habitos alimentares e/ou
estilo de vida estdo associados ao desenvolvimento de doencas crénicas como:
problemas cardiovasculares, diabetes tipo II, alguns tipos de céancer, bem como
maior ou menor longevidade. Isso pode refletir os efeitos diretos dos fatores
alimentares sobre processos genéticos e moleculares que podem influenciar na
resposta imune devido a alteracfes na expressao génica e producao de proteinas e
metabdlitos. A consolidacdo destes conceitos revolucionou o campo da nutricao,
possibilitando o desenvolvimento da "nutrigenética", referindo-se este termo ao
impacto da genética nas necessidades individuais de nutrientes e "nutrigenémica”
referindo-se a maneira como a alimentacao regula a expressao ou funcédo dos genes
(RAQIB e CRAVIOT, 2009).

O conceito ‘alimentos funcionais’ originou-se no Japao, durante a década de
1980, quando autoridades sanitarias estudavam meios de controlar os custos
relacionados a cuidados com saude da crescente populacdo idosa, apoiando
pesquisas que possibilitaram a regulamentacdo da chamada ‘comida para uso
especifico da saude’ (Foods for Specified Health Use - FOSHU). Este termo passou
a ser usado a fim de sugerir uma melhoria da qualidade de vida através de
alimentos. Estes além de satisfazerem as necessidades nutricionais basicas,
também podem desempenhar efeitos fisiolégicos benéficos e poderiam reduzir os
riscos a certas doencgas, bem como, aumentar a expectativa de vida (ARAI, 1996).

Atualmente, inUmeros paises possuem regulamentacdo sobre alimentos
funcionais e desenvolvem pesquisas sobre seus beneficios para a promocédo e
manutencdo da saude. No Brasil, as regras foram instituidas a partir de 1999, pelo
Ministério da Saude, através da Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA),
por meio das Resolugbes n° 17,18 e 19 de 30/04/1999 que estabelecem normas e

procedimentos para registro de alimentos e/ou ingredientes funcionais. Para a
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obtencdo do registro, a empresa interessada deve formular um relatério técnico-
cientifico detalhado, comprovando os beneficios e a seguranca do uso do alimento
(BRASIL, 1999).

N&o existe um termo universalmente aceito sobre alimentos funcionais, o que
possibilita a criagdo de indmeros nomes para referencia-los: alimentos medicinais,
vitaminas alimentares (vitafoods), dietas suplementares e alimentos fortificados
(HUNT, 1994). Exemplos de alimentos funcionais incluem aqueles com fibra
dietética, acucares alcoolicos ou agucares de baixa energia, aminoacidos, peptideos
bioativos, &cidos graxos insaturados, fitoesterdis, vitaminas e minerais,
antioxidantes, bactérias acido-lacticas e outras substancias excitantes ou
tranquilizantes. Desta forma, alimentos naturais, como frutas e vegetais sdo a forma
mais simples de um alimento funcional (exemplo: brdcolis, cenoura ou tomates sao
ricos em sulforafano, 3-caroteno e licopeno, respectivamente) (FAO, 2007).

Os alimentos e ingredientes funcionais podem ser classificados quanto aos
beneficios que oferecem, atuando em seis areas do organismo: no sistema
gastrointestinal, no sistema cardiovascular, no metabolismo de substratos, no
crescimento, no desenvolvimento e diferenciacdo celular, no comportamento
fisiol6gico e também pode funcionar como antioxidantes (SOUZA, SOUZA e MAIA,
2003).

Além do interesse estatal (economia em estratégias de politicas publicas e
prevencdo de doencas) e industrial (lucratividade sobre producdo e comércio de
alimentos funcionais manipulados), a populagdo tem demonstrado crescente
interesse sobre a estreita relacdo entre alimentacdo e saude. Diminuir os gastos
meédicos, envelhecer com saude e qualidade de vida, e também, neutralizar os
danos causados pelo meio ambiente, sdo 0s principais motivos a impulsionar
inUmeros estudos voltados aos alimentos funcionais (JONES, 2002; MILNER, 1999).

De acordo com informacdes da FAO - Food and Agriculture Organization of
the United Nations (2007), “o mercado mundial de alimentos e bebidas funcionais
tem sido altamente dinamico. O Japéo hoje consiste no maior mercado do mundo
em US $ 11,7 bilhdes, seguido dos Estados Unidos com venda de US $ 10,5
bilhbes, enquanto o mercado europeu ainda nao apresentou grande
desenvolvimento, com um valor estimado de US $ 7,5 bilhdes. A demanda por
alimentos funcionais, nos paises em desenvolvimento, esta crescendo e

apresentando uma oportunidade lucrativa para desenvolvimento de seu mercado.
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No Brasil, o setor é relativamente jovem, mas cresce rapidamente, sendo o valor das
vendas estimado em US $ 1,9 bilhdes, em 2009”.

A taxa anual de crescimento deste mercado varia entre 8 % e 14 %, com
grande tendéncia a aumentarem devido as mudancas demograficas, estilo de vida e
desenvolvimento de inimeros problemas de saude; o que demanda maior consumo
de alimentos e produtos relacionados a saude e bem-estar (FAO, 2007). A
notoriedade conquistada neste campo incentiva o estudo dos mais variados
compostos funcionais, tendo como destaque os carotenoides (HUSSEIN et al.,
2006), as fibras dietéticas soluveis e insoluveis (KLOSTERBUER, ROUGHEAD E
SLAVIN, 2011), os &cidos graxos essenciais (DAS, 2011), os flavondides
(PROCHAZKOVA, BOUSOVA E WILHELMOVA, 2011), os inddis e isotiocianatos
(CAVELL et al., 2011), os fitoestrégenos (VIRK-BAKER, NAGY E BARNES, 2010),
os sulfetos alilicos ou alil sulfetos (WANG et al., 2010), os taninos (SERRANO et al.,
2009), os probidticos (RIJKERS et al., 2010) e os peptideos bioativos (IWANIAK E
MINKIEWICZ, 2008).

1.1.1 Peptideos Bioativos

As proteinas que compdem naturalmente os alimentos podem servir como
fontes de componentes biologicamente ativos, cuja liberacdo pode ocorrer atraves
de hidrdlise enzimética por meio de proteases gastrointestinais (ex.: pepsina, tripsina
e quimotripsina) e/ou fermentacdo microbiana, como ocorre nha maturacéo de queijos
(KORHONEN e PIHLANTO, 2006).

A massa molecular dos peptideos bioativos pode ser variavel. Entretanto,
apenas sua sequéncia de aminoacidos pode ser diretamente responsavel por suas
propriedades estruturais e fisioquimicas e sua funcéo relativa; possibilitando,
também, que alguns apresentem propriedades multifuncionais (FRANCO, 2011;
KORHONEN e PIHLANTO, 2006). Estes peptideos devem apresentar resisténcia as
condi¢cbes de degradacdes subsequentes em meio orgéanico, as quais podem levar a

perda completa de sua bioatividade; capacidade de adsor¢cdo a mucosa intestinal e
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capacidade para alcancar os organismos-alvo (MOLLER et al., 2008; QUIROS et al.,
2009).

A absorcdo de peptideos intactos tem sido considerada um processo
fisiolégico normal, pois estes podem escapar do processo de digestdo sem afetar
sua fungcdo bioativa. O tamanho, a composicdo e, consequentemente, a
hidrofobicidade afetam a via de transporte de tais peptideos (SHIMIZU e SON,
2007). Acredita-se que peptideos menores (02-03 aminoacidos) podem ser
absorvidos de forma mais facil e rapida em comparacdo com peptideos maiores
(ROBERTS et al., 1999). Entretanto, existem registros sobre peptideos contendo
entre 10-51 aminoé&cidos que foram absorvidos intactos e exibiram suas func¢des
fisiolégicas em nivel tecidual (ZALOGA e SIDDIQUI, 2004; ROBERTS et al., 1999).

As possiveis rotas de absorcao de peptideos bioativos a nivel celular incluem
(Figura 1): 1) mediado por carriador - envolve a saida de alguns peptideos do
enterécito através de um portal de circulacdo via transportador, localizado na
membrana basolateral intestinal, pequenos peptideos (di- ou tri-peptideos)
resistentes a hidrélise sdo mais comuns a adotarem essa rota; Il) transcitose -
acontece através da ligacdo dos peptideos a moléculas celulares e posterior
absorcdo pela célula por meio de vesiculacdo, essa rota pode ser usual para
grandes peptideos bésicos e/ou hidrofébicos; Ill) difusdo paracelular — ocorre por
meio do processo de difusdo passiva, independente de energia, cujos principais
candidatos sdo peptideos solaveis em agua; IV) juncdo estreita — rota rapida
localizada nas juncdes estreitas das células do epitélio intestinal, peptideos
hidrofébicos podem ser transportados por esta via; V) transporte transcelular — rota
gue apresenta caracteristica comuns entre a via mediada por carreador e transcitose
(PIHLANTO-LEPPALA, 2000; SAMARDI e ISMAIL, 2010; SHIMIZU e SON, 2007).

Muitos peptideos de origem animal e vegetal com potencial bioativo relevante
foram descobertos e estdo sendo cada vez mais estudados. Esses peptideos podem
ser encontrados em: leite, ovos, carnes e peixes, bem como em diferentes fontes de
proteinas vegetais, como soja e trigo, além de produtos industrializados
(HARTMANN e MEISEL, 2007; MOLLER et al., 2008).
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Figura 1 — Principais caminhos a nivel celular para o transporte intestinal de nutrientes e compostos
alimentares. Adaptado de SHIMIZU e SON, 2007.

Dentre os inUmeros beneficios a saude relacionados ao consumo destes
peptideos, destacam-se: efeito opidide, anti-hipertensivo, estimulacdo da absorcao
de mineirais, atividade antimicrobiana, efeito imunodulatério e citomodulatério, acao
antitrombotica e antioxidante e diminuigdo dos niveis de colesterol (HARTMANN e
MEISEL, 2007; IWANIAK e MINKIEWICZ, 2008; KITTS e WEILER, 2003).

1.2 Leite Bovino

O leite e seus derivados contribuem para a ingestdo recomendada de
nutrientes e promovem a saude por toda a vida, desde a infancia até os anos mais
avancados. Segundo definicbes presentes na Instrugdo Normativa n° 51, de
18/09/2002, do Ministério Agricultura, Pecuaria e Abastecimento, “entende-se por

leite, sem outra especificacdo, o produto oriundo da ordenha completa e ininterrupta,
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em condic¢des de higiene, de vacas sadias, bem alimentadas e descansadas. O leite
de outros animais deve denominar-se segundo a espécie de que proceda”.

Quimicamente, o leite consiste em uma dispersao mista de aspecto branco,
opaco, levemente adocicado, tendendo a neutralidade, constituido de gorduras em
emulsdo, proteinas em estado coloidal, carboidratos (lactose), sais mineirais,
vitaminas em solugdo, sendo a agua o meio dispersante. Considerado o mais nobre
dos alimentos por sua composicdo, o0 leite bovino também possui componentes
biologicamente ativos que a ele agregam funcionalidades além da nutricdo. Sua
qgualidade é influenciada por muitas variaveis, entre as quais se destacam fatores
zootécnicos associados ao manejo e alimentacdo, além do potencial genético dos
rebanhos e fatores relacionados a obtencédo e armazenagem do leite (BOUDONCK
et al., 2009; EBRINGER, FERENCIK e KRAJCOVIC, 2008; MANSSON, 2008;
FONSECA, 1997; KITCHEN, 1981)

O leite fresco apresenta sabor caracteristico (adocicado, ndo-acido e néo-
amargo) devido a relacdo entre lactose e outros componentes, embora outros
fatores também o influenciem, como: raca, alimentacdo, condicbes de saude do
animal e ambiente de ordenha. Sua cor branca resulta da dispersdo da luz refletida
pelos glébulos de gordura e pelas particulas coloidais de caseina e fosfato de célcio;
cores anormais podem resultar do desenvolvimento microbiano de diversas origens,
com excecdo ao tom amarelado, que provém do pigmento caroteno, componente
comum do leite. A acidez natural varia entre 0,13 e 0,17 por cento, expressa em
acido latico, cuja formacdo deve-se a transformacdo da lactose por enzimas
microbianas; enquanto seu pH varia entre 6,6 e 6,8 (FONSECA, 1997).

De acordo com dados da Embrapa, em 2009, o leite de vaca tem sido
produzido mundialmente em maior quantidade quando comparado com o de outras
espécies (Tabela 1). Dentre os maiores produtores mundiais, o continente
americano ocupa o segundo lugar, representando 28,7 % do montante produzido.
Neste panorama, o Brasil € 5° pais com maior producdo deste alimento, o que
equivale a 5 % da producdo mundial (Tabela 2). Os estudos estimativos realizados
demonstram que a producdo de leite de vaca em nosso pais apresentou
consideravel crescimento desde 1990; o que levou a elaboracédo de leis e normas
técnicas para garantir ndo somente a qualidade do alimento produzido, mas

também, assegurar nenhum prejuizo a saude do consumidor.



Tabela 1 — Produgdo mundial de leite de diferentes espécies de animais — 1997/2009

.. Produgdo de Leite (mil toneladas)
Espécies Total 2009 (%)
1557 2002 2007 2005

Vaca 468,59 507.8 560,5 5834 83,1
Bufala 59,9 70,9 85,4 92,1 131
Cabra 12,1 13,3 14,8 15,5 2,2
Dvelha 8,5 8,0 9.1 9,2 1,3
Camelo 1.4 1.4 1,5 1.8 0,3
TOTAL 550,9 602,0 671,3 702,1

Fonte: Embrapa Gado de Leite (website: <http://www.cnpgl.embrapa.br/>)
Acessado e adaptado em 24 de novembro de 2011.

Tabela 2 — Principais paises produtores de leite bovino no mundo — 2009

Col - Pai Producdo de leite Total 2000 (%)
olocacdo ais ota
- (mil toneladas)
12 Estados Unidos 85,9 14,7
22 india 45,1 7.7
39 China 35,5 6,1
49 Russia 32,3 3,5
52 Brasil 29,1 5,0
62 Alemanha 27,9 4,8
79 Franmga 23,3 4,0
g2 Mova Zelandia 15,4 2,6
go Reino Unido 13,2 2,3
102 Polénia 12,4 2,1

Fonte: Embrapa Gado de Leite (website: <http://www.cnpgl.embrapa.br/>)
Acessado e adaptado em 24 de novembro de 2011.
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O leite pode ser classificado de acordo com seu modo de producéo,

composicao e requisitos fisioquimicos e biologicos segundo diretrizes da FAO, com

0 objetivo de proteger o consumidor e promover padrdes minimos de uniformidade e
identidade do leite, a nivel nacional e internacional (TIMM e OLIVEIRA, 2002).

Do ponto de vista de controle de qualidade, o leite e os derivados lacteos

estdo entre os alimentos mais testados e avaliados, principalmente devido a

importancia que representam na alimentacdo humana e a sua natureza perecivel. O

processamento térmico induz a desnaturacdo e

inativacdo de componentes

termolabeis, mas também, gera a formacdo de “novas” substancias que nao
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estavam em atividade antes do processamento. Portanto, as condi¢Oes
de tratamento térmico, devem ser escolhidas de acordo com o0s resultados
desejados (seguranca e higiene) enquanto as alteracdes indesejaveis, como
reducdo do valor nutricional e alteracdo de propriedades organolépticas, sejam
minimizadas (KORHONEN et al., 1998).

A temperatura de desnaturacdo das proteinas do leite varia entre 60 a 90°C
e sua atividade bioativa pode ser reduzida em diferentes tratamentos térmicos. No
tratamento padrdo de pasteurizacdo, com temperatura em 72 a 75°C por 15 a 20
segundos, as proteinas bioativas do soro conservam sua atividade. Embora a
desnaturacdo seja um processo irreversivel na maioria das proteinas, algumas
possuem a capacidade de reverter a desnaturacdo quando a influéncia térmica é
removida (CORREDIG, 1996; FOX e FLYNN, 1992).

Durante o tratamento térmico, residuos de lisina das proteinas podem reagir
reduzindo a porcdo de carboidratos disponiveis e gerando o escurecimento do
alimento. Dependendo da intensidade do tratamento, propriedades sensoriais
podem ser afetadas como, aroma, sabor e aparéncia, além de, provavelmente,
reduzir o valor nutricional e prejudicar a biodisponibilidade de alguns aminoacidos
(FINOT, 1997).

Por ser fonte de elevado valor nutricional e funcionalidades diversas, a
Organizacdo Mundial de Saude (OMS) recomenda o consumo de leite em 500
ml.dia™ para criancas abaixo de 09 anos, 750 ml.dia™” para criancas entre 09 e 12
anos, 1 litro.dia® para adolescentes e 500 ml.dia® para adultos. Segundo Jorge
Rubez, presidente da Associagao Leite Brasil, “embora o Brasil seja um dos maiores
produtores mundiais de leite, e este ser parte integrante da dieta durante todo o ciclo
de vida, seu consumo por pessoas adultas no pais ainda encontra-se abaixo da
guantidade recomendada (200 litros por ano) e ocupa o 65° lugar no ranking sobre o
consumo de bebidas”.

Uma pesquisa realizada pela Tetra Pak Marketing Service, mostra que o
leite ocupa o 4° lugar no ranking das bebidas consumidas pelos brasileiros; estando
atras da cerveja (1° lugar), café (2° lugar) e refrigerantes (3° lugar), conforme dados
da Figura 4 (TETRA PAK DAIRY INDEX, 2009). Segundo informacdes
disponibilizadas pela Scot Consultoria, a participagao do leite no volume de produtos
fluidos consumidos no Brasil equivale ao segundo lugar, com 24,80 %, enquanto o

refrigerante ainda ocupa o 1° lugar, com 29,77 %.
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Este panorama levou a criagdo de diversas campanhas para incentivar o

consumo de leite e bebidas lacteas no pais:

N
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Figura 2 — Campanhas de incentivo ao consumo de leite no Brasil realizadas pela Lactea Brasil (A),
bebaleite.com.br (B) e EPAMIG - Empresa de Pesquisa Agropecuaria de Minas Gerais (C)

O incentivo feito por campanhas aliado ao crescimento da populacédo, o
aumento da renda familiar, novos habitos alimentares, maior oferta de produtos
lacteos, sua diversificacdo e diminuicdo de precos impulsionaram um consideravel
avanco de 4,4 %, com relacdo ao consumo do leite e seus derivados no pais, em
2010 (CIPOLLA, NEVES e AMARAL, 2002).



24

1.2.1 Composicao geral e as proteinas do leite

O leite consiste em uma combinagdo de diversos elementos sélidos (13 %)
em agua. Os elementos sélidos sdo representados por lipidios (4,2 %), carboidratos
(4,6 %), proteinas (3,4 %), sais minerais (0,8 %) e vitaminas (0,1 %) (MANSSON,
2008). A Tabela 3, abaixo, apresenta os principais componentes do leite e sua

quantificacdo com relagéo a 01 litro de leite bovino.

Tabela 3 — Quantificacdo dos componentes gerais do leite bovino

Componente Quantidade
Lactose 53 gL’
Gordura 33 gL’
Proteinas 32 gL’
Acidos graxos saturados 19 gL
Acido oléico gglL’
Célcio 1.1gL”’
Magnésio 100 mg.L™
Zinco 4 mg.L”
Selénio 37 pg.L”
Vitamina A 280 pg.L”
Vitamina E 0,6 mg.L”
Vitamina B12 44 pg.L”
Folato 50 pg.L

Adaptado de HAUG, HOSTMARK e HARSTAD, 2007

Os componentes do leite permanecem em equilibrio, de modo que a relacao
entre eles seja estavel. O conhecimento dessa estabilidade serve como base para
testes que séo realizados com o objetivo de apontar a ocorréncia de altera¢cdes na
composicdo do leite. Por exemplo, uma reducdo substancial da concentracdo de
lactose ou dos sélidos totais poderia levantar suspeita de adigdo fraudulenta de
agua. Nesse caso, ocorrem alteracbes das propriedades fisicas do leite, facilmente
detectaveis em laboratério (FELLER et al., 2008).
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A gordura do leite bovino pode ser composta na sua maioria por acidos
graxos complexos (aproximadamente 65 % de &cidos graxos saturados, 30 % de
monoinsaturados e 5 % de polinsaturados) e esta presente na forma de pequenos
glébulos, suspensos em &gua, o que representa 33 g.L* (HAUG, HOSTMARK e
HARSTAD, 2007; JENSEN, 2002; BAUMAN e GRIINARI, 2001).

O principal carboidrato do leite consiste na lactose, que pode ser produzida
pelas células epiteliais da glandula mamaria e € responsavel pelo volume de leite
produzido. A quantidade de leite ird variar de acordo com a quantidade de lactose
secretada, que induzira o equilibrio osmotico pela transferéncia de agua do sangue
para as glandulas mamarias. A concentracdo de lactose no leite consiste em
aproximadamente 5 % (aproximadamente 53 g.L™}), sendo um dos elementos menos
sujeito a variagdes (WILT et al., 2010; CAMPBELL, WAUD e MATTHEWS, 2009;
HAUG, HOSTMARK e HARSTAD, 2007, ADAM, RUBIO-TEXEIRA e POLAINA,
2004).

O leite também tem sido considerado uma excelente fonte da maioria das
vitaminas e sais minerais necessarios para um bom funcionamento do organismo.
Estes compostos ndo podem ser produzidas pelo organismo, por isso devem estar
presentes diariamente na alimentacdo. As vitaminas séo substancias necessarias
em pequenas quantidades e atuam como coenzimas ou enzimas, em processos
metabdlicos distintos fundamentais. Geralmente, no leite sdo encontradas as
vitaminas lipossoluveis (A, D, E e K), que terdo variacdes de nivel de acordo com o
teor de gordura do leite; e também as vitaminas sollveis em agua, como aquelas
gue compdem o complexo B e vitamina C. Os minerais sdo substancias que atuam
como co-fatores do metabolismo e quando consumidos em quantidade inferiores ao
necessario, podem acarretar danos a saude, mas quando disponiveis em excesso, 0
organismo os elimina por meio de urina e fezes. Os principais minerais disponiveis
no leite sdo calcio, magnésio, fosforo, potassio, selénio e zinco; embora seja
verificada a presenca de cobre, ferro, manganés, potassio e sédio, em menores
quantidades em comparacdo os demais. Mas, o calcio tem sido sem duvida, o
mineral de maior destaque; ndo somente por representar 1,1 g.L ™ de leite mas,
também por desempenhar importante papel na manutencdo da salde de 0ssos e
dentes (BONJOUR et al., 2009; HAMRICK e COUNTS, 2008; ABRAMS e ATKINSO,
2003).
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As proteinas do leite bovino equivalem a 32 g.L* e sdo divididas em dois
grupos com propriedades fisicas e bioldgicas Unicas. Estes dois grupos consistem
nas sollveis caseinas e as insoluveis proteinas do soro. O conteudo total de
proteinas e o nivel entre fragcdes de proteinas no leite diferem interespécies. Por
exemplo, o conteudo total de proteinas no leite humano pode ser de 1 % mas, no
leite bovino pode chegar a 3,3 %. Além disso, o nivel de proteinas do soro
comparadao ao nivel de caseinas pode ser de 60:40 em leite humano, 50:50, em
leite equino e 20:80 em leite bovino, caprino, de ovelha e budfala (LUHOVYY,
AKHAVAN e ANDERSON, 2007). Além do aspecto nutricional, devido a
disponibilidade equilibrada de aminoacidos essenciais e nitrogénio organico, muito
tém sido falado sobre a bioatividade de peptideos existentes em suas sequéncias
primarias, gerando crescente interesse cientifico e comercial na ultima década
(FARRELL et al., 2004). Estes peptideos ficam inativos dentro da sequéncia protéica
e podem ser liberados a partir de enzimas digestivas durante o transito
gastrointestinal, por fermentacdo ou durante o processo de producdo de derivados.
No leite podem ser encontradas, ainda, varias proteinas menores com diferentes
atividades biol6gicas como enzimas, imunoglobulinas e fatores de crescimento
(AIMUTIS, 2004; CLARE e SWAISGOOQOD, 2000).

1.2.1.1 Proteinas do soro

As proteinas do soro de leite (whey proteins) bovino representam 20 % do
total protéico (6.3 g.L' de leite) e podem ser representadas por uma familia
heterogénea. Seus principais componentes sao: a-lactaloumina (20 %), B-
lactoglobulina (50 %), albumina sérica (10 %), lactoferrina (10 %), lactoperoxidase
(8 %) e lisozima (1 %), além de outras proteinas menores e/ou com pouca
representacdo (AIMUTIS, 2004 e SHAH, 2000). Na Tabela 4, estdo disponiveis as

principais informacgdes sobre as WP.
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Tabela 4 — Dados sobre as principais proteinas do soro do leite bovino

Nome Sigla Concentragdo | Tamanho |Massa Molecular
(gL (aa) (KDa)
o-Lactalbumina o-LA 1,2000 142 16,2470
B-Lactoglobulina | B-LG 3 2000 178 19,8830
Albumina Serica | g, 0,4000 607 69,2930

Bovina

Lactoferrina LF 0,1000 681 75,1820
Lactoperoxidase LP 0,0300 712 80,6420
Lisozima LYZ 0.0004 147 163730

Adaptado de FARRELL et al., 2004; KORHONEN e PIHLANTO, 2007; SHAH, 2000

Popularmente, o soro do leite consiste no liquido remanescente apdés o leite
ser coalhado para a producdo de queijos, e pode ser usado em produtos de
consumo popular como ricotas, paes, biscoitos e massas. Além de produtos
especificos, como formularias infantis, alimentos enterais especializados,
suplementos clinicos protéicos, produtos nutricionais esportivos e produtos
especificos para manutencdo do peso. As diferentes proteinas encontradas no soro
se diferem principalmente por sua estrutura quimica, propriedades funcionais
(estabilidade acida, adesdo, emulsificacdo, formacdo de espuma e gelificacéo),
propriedades organolépticas (solubilidade, viscosidade e capacidade de reter agua)
e suas funcdes bioldgicas. Estas propriedades sdo importantes para a concepcéao de
alimentos funcionais de varias consisténcias, texturas e sabores adequados a
diferentes grupos de consumidores, desde recém-nascidosa pessoas com
necessidades alimentares especiais (KORHONEN e PIHLANTO, 2007; LUHOVYY,
AKHAVAN e ANDERSON, 2007; WONG et al., 1996).

Ao contrario das caseinas, essas proteinas possuem um alto nivel de
estrutura secundaria, terciaria e quaternaria, sendo geralmente globulares
hidrofébicas e sensiveis ao calor. Todas elas contém uma proporgdo relativamente
alta de aminoacidos de cadeia ramificada, sdo fontes de todos os aminoacidos
essenciais e consideradas proteinas de alta qualidade. Em comparacdo as
caseinas, as proteinas do soro sao rapidamente absorvidas durante o processo de
digestéo, liberando altas concentracdes de aminoacidos no plasma do periodo pos-
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prandial, além de atuar favorecendo a sensacdo de saciedade (LUHOVYY,
AKHAVAN e ANDERSON, 2007; SGARBIERI, 2004; WONG et al., 1996).

FracOes de proteinas do soro também s&o diferenciadas qualitativamente
entre espécies, por exemplo, em humanos, a a-lactalbumina representa 25 %,
enguanto em vacas, essa porcentagem € 5 % menor; a proteina p-lactoglobulina nédo
€ encontrada em leite humano, ratos/camundongos e porcas, mas possui grande
representatividade (12 %) no leite bovino (LUHOVYY, AKHAVAN e ANDERSON,
2007).

Além de seu importante papel nutricional, as proteinas do soro de leite
bovino se destacam por fungdes fisiologicas desempenhadas por algumas de suas
proteinas maduras e peptideos derivados delas, incluindo modulacdo da pressao
arterial, processos anti-inflamatorios, antimicrobianos e antivirais, acao
anticarcinogénica, estimulo imunolégico, controle glicémico e diminuicdo do risco de
obesidade. No entanto, essasfuncfes nao se limitam apenas as proteinas
e peptideos, mas também, devido a sinergia entre as proteinas do soroe
outros componentes, como o calcio. O efeito do célcio do leite na atenuacéo de
ganho de peso e gordura e reducao da presséo arterial pode ser muito maior do que
a suplementacao nutricional proporcionada pelo leite propriamente dito (LUHOVYY,
AKHAVAN e ANDERSON, 2007; PARODI, 2007; SGARBIERI, 2004; LONNERDAL,
2003).

Abaixo, estdo disponiveis maiores informacdes sobre as diversas proteinas

presentes no soro do leite bovino:

a) a-Lactalbumina (a-LA): representa aproximadamente 1,2 a 1,5 g.LY. E uma
proteina globular, com 142 residuos de aminoacidos e massa molecular de
16,247 kDa. Sua producdo, durante o processo de lactacdo, é realizada
exclusivamente nas células epiteliais mamarias e tem um papel essencial na
sintese do leite e biossintese/regulacdo da lactose. Em seu estado nativo é
estabilizada pela presenca de 04 pontes dissulfeto e ligacdo de fons como Ca*?,
Zn*%, Mn*?, Mg*?, Na* e K* em sitios especificos. A remocéo do célcio gera uma
mudanca conformacional, levando a uma forma instavel chamada apo-a-LA com
exposicao do sitio de ligacdo de acidos graxos, ocupado preferencialmente por
acido oléico, que estabiliza e preserva a nova conformacgdo. Sua resisténcia ao

processo de pasteurizacdo, devido a sua interacdo com Ca*?, unida ao baixo
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potencial alergénico, sua importancia nutricional e suas inUmeras propriedades
bioativas (atividade anticancerigena, imunomodulac¢do, prote¢cdo da musoca
estomacal, propriedades calmantes, etc) garantem-lhe papel de destaque entre as
inimeras proteinas do soro (EBRINGER, FERENCIK e KRAJCOVIC, 2008;
FARRELL et al., 2004; CLARE, CATIGNANI e SWAISGOOD, 2003; PELLEGRINI,
2003).

b) B-Lactoglobulina (B-LG): representa a proteina mais abundante do soro de leite
bovino, com massa molecular de 19,883 kDa e aproximadamente 178 residuos de
aminoéacidos. E considerada uma proteina globular estavel, com duas pontes
dissulfeto intramoleculares, que em pH normal do leite apresenta um equilibrio
termodinamico entre a forma de dimero (forma nativa) e monémero, quando exibe
estado intermediario de maior flexibilidade e maior volume de estrutura terceéria
em gque ha aumento de grupos hidrofébicos expostos. Exibe a capacidade de se
ligar a inimeras moléculas hidrofobicas e/ou anfifilicas, o que favorece a
absorcdao intestinal destes compostos, com destaque ao retinol (vitamina A), que é
indispensavel para o desenvolvimento corpdreo e manutencdo da saude dos
mamiferos em geral (EBRINGER, FERENCIK e KRAJCOVIC, 2008; FARRELL et
al., 2004; PELLEGRINI, 2003).

c) Albumina sérica bovina (BSA): possui conformacao nativa globular, solivel em
agua, formada por uma cadeia polipeptidica com 607 residuos de aminoacidos e
massa molecular 69,293 kDa, representando 0,4 g.L™ de leite. Alteracdes de pH
promovem mudang¢as em suas propriedades fisicas e quimicas, como aumento da
viscosidade intrinseca, volume molecular e reducdo acentuada de solubilidade.
Apresenta trés dominios homaologos, que sao divididos em 09 loops ligados por 17
pontes dissulfeto, nestes dominios existem sitios espécificos para ligacdo de
pequenas moléculas, como ions metalicos e acidos graxos, e um grupo sulfidrilo
livre. Essas caracteristicas garantem seu importante papel no transporte,

metabolismo e distribuicdo de ligantes, que contribui para o controle da pressao
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osmatica do sangue e confere protecdo contra radicais livres (FARRELL et al.,
2004; QUIMING et al., 2005).

d) Lactoferrina (LF): consiste em uma glicoproteina multifuncional de Unica cadeira,
composta por 708 residuos de aminoacidos e massa molecular de 75,182 kDa.
Esta proteina representa cerca de 0,3 g.L ™" de leite, embora haja variacées em
sua concentracdo em resposta a inflamacgdes e infecgbes. Fisiologicamente, atua
no aumento da absorgéo de ferro e outros mineirais devido a sua capacidade de
se ligar a 02 fons Fe*® por molécula protéica, em sitios especificos existentes em
suas regides C-terminal e N-terminal, mas a tendéncia de interacdo com o0s ions
depende de pequena quantidade de bicabornato (secretado no intestino), que
atua na melhoria do processo de ligacdo. Apresenta resisténcia relativa a
proteases digestivas, tornando-a habil em passar de forma intacta pelo trato
gastrointestinal; além disso, possui estabilidade e resisténcia com relacdo a
tratamentos térmicos de pasteurizacdo. Além do leite, a LF pode ser encontrada
em outros fluidos corporais, como lagrimas, saliva e fluidos seminais sugere que
um papel na defesa inespecifica contra patégenos invasores dependentes de
ferro. Estudos recentes indicam a existéncia de atividade antimicrobiana
(bactérias Gram-positivas e Gram-negativas, leveduras e fungos), antiviral
(citomegalovirus, herpes, influenza, HIV, rotavirus e hepatite C), antifungica,
antineoplasica, antioxidante, anti-inflamatoria e imune moduladora, 0 que gerou
interesse comercial em sua insercdo como conservante natural de alimentos e
principio ativo de cosméticos, além de suplementos férricos, leites fermentados e
gomas de mascar (EBRINGER, FERENCIK e KRAJCOVIC, 2008; SEVERIN e
WENSHUI, 2005; FARRELL et al., 2004; AIMUTIS, 2004; CLARE, CATIGNANI e
SWAISGOOD, 2003; FLORISA et al., 2003).
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1.3 Peptideos Antimicrobianos

Os seres vivos estdo constantemente expostos a patdgenos potencialmente
nocivos atraves da ingestdo, contato ou inalacéo. A sobrevivéncia do hospedeiro em
um ambiente propicio aos microrganismos depende de uma eficaz rede de
mecanismos de defesa envolvendo véarios componentes (REDDY, YEDERY e
ARANHA, 2004).

O sistema imune inato envolve um amplo espectro funcional de medidas de
defesa do hospedeiro contra microrganismos patogénicos, cujo estimulo ocorre
quase instantaneamente apés a invasdo. Ele inclui o reconhecimento de patdogenos
especificos associados a padrdes moleculares, estimulacdo da imunidade adaptativa
e a secrecdo de substancias e células de defesa (células T e B) (FINLAY e
HANCOCK, 2004). Evidéncias indicam que as respostas inatas sdo a chave para um
maior controle de infec¢des, além de ser um componente central da resposta anti-
inflamatoria. Os genes responsaveis por este sistema séo codificados na linhagem
germinativa e ndo exige o rearranjo de genes essenciais; sendo considerado um
sistema de defesa evolutivamente antigo (HAMILL et al., 2008; BEISSWENGER e
BALS, 2005).

Peptideos antimicrobianos (PAMs) sdao pequenas moléculas (3-50 residuos
de aminoéacidos e < 10 kDa) produzidas em diversos tipos celulares e tecidos de
variadas plantas, microrganismos unicelulares, invertebrados, anfibios, aves, peixes
e mamiferos; bem como, podem ser originados a partir da clivagem de proteinas
nativas (GODBALLE et al.,, 2011). Eles podem ser produzidos contitutivamente ou
somente apO0s uma infeccdo ou injuria (CUDIC e OTVOS, 2002). Em organismos
multicelulares, PAMs podem ser expressos sistematicamente e/ou localizados em
tipos de células e tecidos especificos que sdo mais suceptiveis a infec¢bes, como
epitélio da mucosa e pele (JENSSEN, HAMILL e HANCOCK, 2006). Representam a
primeira linha de defesacontra a invasdo de diversos microrganismos (ex.:
bactérias, fungos, virus, etc), possuem variadas funcdes mediadoras e seu principal
modo de acdo baseia-se na lise bacteriana por meio de interacdes entre peptideos e
bicamada lipidica, através da qual pode levar a morte ou inibir o crescimento do
invasor (GODBALLE et al., 2011; BEISSWENGER e BALS, 2005; COLE e LEHRER,
2003).
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PAMs podem ser agrupados de acordo com seu tamanho, composi¢ao ou,
predominantemente, por seus elementos de estrutura secundaria (a-hélices, folhas-
B, loops e estruturas extendidas) (NGUYEN, HANEY e VOGEL, 2011). No entanto, a
grande diversidade das moléculas pode dificultar sua classificacdo (BEISSWENGER
e BALS, 2005).

A maioria destas moléculas tem sido elucidadas como catibnica, ricas em
lisina e arginina, possuem regides hidrofobicas e regides hidrofilicas separadas
espacialmente, apresentando atividade contra bactérias Gram-negativas e/ou Gram-
positivas, fungos, protozoario e, menos comumente, virus (POWERS e HANCOCK,
2003).

Além disso, a alta hidrofobicidade na maioria deles garante a esses
peptideos a capacidade interagirem com componentes da bicamada lipidica dos
microrganismos (lipideos carregados negativamente). A presenca de residuos
hidrofobicos em oposigéo a residuos hidrofilicos ao longo de sua cadeia conferem-
Ihes anfipaticidade, o que é determinante para sua efetiva agcdo antimicrobiana ao
facilitar sua penetracao na fase lipidica da membrana (BROGDEN, 2005).

Independente do organismo ou a classe do peptideo, o primeiro passo
relacionado a sua funcdo envolve o processo de atragdo a membrana celular, que
pode ser determinado pela carga e anfipaticidade do peptideo. Esta atragdo pode
ser resultante de interacdes eletrostaticas entre PAMs e moléculas carregadas
negativamente na superficie da membrana bacteriana. Estes constituintes aniénicos
envolvem lipossacarideos (LPS), grupos fosfatos e lipideos aniénicos, no caso de
bactérias Gram-negativas; e &cido teicdico no caso de bactérias Gram-positivas
(DIAMOND et al., 2009).

ApOs serem atraidos para a membrana bacteriana, 0 segundo passo envolve
0 processo de anexacdo do peptideo, onde os PAMs atravessam a capsula
polissacaridea externa dos microrganismos e alcangam sua camada lipidica interna.
Residuos de arginina e triptofano desempenham um papel fundamental na
estabilizacdo da interacdo peptideo-membrana durante a insercdo do peptideo,
devido a interacdes eletrostaticas das cadeias laterais com o0s grupos de cabeca
fosfato e pela atracdo dos residuos de triptofano por regides interfaciais da
bicamada lipidica (CHAN et al., 2006). Depois de ligados a membrana, PAMs
adotam uma estrutura secundaria energeticamente favoravel baseado na

hidrofobicidade do peptideo; por exemplo, a maioria dos peptideos em a-hélice
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possuem niveis relativamente constantes de hidrofobicidade ao longo de seu eixo, 0
que os obriga a orientar-se em paralelo ou perdicularmente em relacdo a membrana
e a simesmo (DIAMOND et al., 2009; JENSSEN, HAMILL e HANCOCK, 2006).

Estes mecanismos envolvem modificacbes de propriedades biofisicas da
membrana apos a insercdo do peptideo e baseiam-se na perda do potencial de
membrana, alteragfes de sua curvatura e permeabilidade, liberacdo de metabdlitos
e ions e, consequente, perda da Vviabilidade celular (WIMLEY, 2010;
BEISSWENGER e BALS, 2005).

O modo de acdo dos PAMs nao esta totalmente claro e algumas questdes
ainda apresentam controvérsias; entretanto, alguns modelos in vitro foram propostos
para explicar o processo de interacdo (Shai-Matsuzaki-Huang ou SMH) e o0 processo
de formacao de poros (barrel-stave model, toroidal-pore model, disordered toroidal
pore model e carpet-like model) (Figura 3) dos peptideos catibnicos em relacdo a
membrana bacteriana (BALTZER e BROWN, 2011; NGUYEN, HANEY e VOGEL,
2011). O modelo SMH prop6e que peptideos ndo-estruturados podem adotar uma
estrutura tridimensional estavel durante a interacdo com a membrana bacteriana e
se curvam como moléculas anfifilicas, fazendo com que os lados carregados
positivamente interajam diretamente com grupos lipidicos aniénicos quem compdem
a membrana e levando ao deslocamento dos lipideos que compdem a membrana
bacteriana (BALTZER e BROWN, 2011). Em relacdo aos modelos propostos para
explicar a formacao de poros, acredita-se que os peptideos deitados na membrana
atinjam um limiar de concentracdo e inserem-se na membrana para formar poros
lineares de compostos por PAMs (barrel-stave model), solubilizar a membrana em
formas micelares (carpet model), formar poros lineares de peptideos ligados a
lipideos (toroidal model) ou, ainda, formar poros de forma mais estocéstica e com a
participacdo de menos peptideos (disordered toroidal model) (NGUYEN, HANEY e
VOGEL, 2011).
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Figura 3 — Representacdo esquematica sobre os principais modelos de formacéo de poros dos PAMs
na bicamada lipidica de microrganismos. (Adaptado de NGUYEN, HANEY e VOGEL, 2011)

Durante uma infeccao, podem ser produzidos PAMs estruturalmente similares
e com multiplas isoformas que irdo atuar em conjunto para formar uma estratégia
sinergética que ira aumentar sua eficiéncia e diminuird a probabilidade do
desenvolvimento de mecanismos de resiténcia (BALTZER e BROWN, 2011;
PESCHEL e SAHL, 2006).

Crescentes evidéncias estao relacionadas ao fato de que os mecanismos de
morte microbiana ndo se limitam a lise celular, indicando a existéncia peptideos
antimicrobianos translocados atuando contra alvos intracelulares, como por
exemplo: inibicdo da sintese de parede celular, alteragbes na membrana
citoplasmatica, ativagdo de autolisina, ligacdo ao DNA, inibicdo da sintese de DNA,
RNA e proteinas e perda da atividade enzimatica (Figura 4) (BROGDEN, 2005;
CUDIC e OTVOS, 2002).

Caracteristicas gerais como tamanho, sequéncia, grau de estruturacdo
secundaria, carga elétrica, hidrofobicidade geral, anfipaticidade e o tamanho das
faces hidrofobicas e hidrofilicas dos peptideos podem interferir no nivel de
suceptividade de microrganismos com relacdo ao PAM (BROGDEN, 2005) Além
disso, a composicao lipidica diferenciada das células eucariontes (devido a um maior
percentual de colesterol) associada a diferentes quantidades de cargas negativas da
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membrana de microrganismos sao igualmente importantes para o nivel de

suceptividade e o0 processo de seletividade dos peptideos antimicrobianos

(DIAMOND et al.,

2009; MATSUZAKI,

2009; POWERS e HANCOCK, 2003;

MATSUZAKI et al., 1995).
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Figura 4 — Alvos intracelulares de PAMs (Adaptado de BROGDEN, 2005)

Existem mecanismos de resisténcia pelos quais 0s microrganismos tentam
contornar o0 modo de acdo dos PAMS e buscam evitar o processo de fixacdo e
insercdo dos peptideos, interferindo na permeabilidade da membrana (BROGDEN,
2005). Estes mecanismos incluem alteragbes na carga liquida da superfice
membranar, alteracdes na composi¢cdo lipidica e proteinas que compdem a
membrana, captura externa e efluxo ativo de PAMs, a ativacdo de enzimas
proteoliticas que podem degradar os peptideos, bem como, a supressédo pelo
patégeno das vias do hospedeiro para a producdo de PAMs (BALTZER e BROWN,
2011; FJELL et al., 2012).

O rapido aumento de bactérias multiresistentes a antibioticos disponiveis
comercialmente se deve, em grande parte, ao uso excessivo e inadequado no
tratamento e prevencdo de infecgbes bacterianas na satde humana e animal. Este
panorama tem sido considerado um grave problema de saude global pela

Organizacdo Mundial de Saude e assim, o desenvolvimento de novas classes de
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antibiéticos com novos mecanismos de ac¢do se tornaram necessérios (LOHNER,
2009; LOHNER e BLONDELLE, 2005).

Devido ao amplo espectro de atividade, a baixa incidéncia de resisténcia
bacteriana em comparacdo aos antibiéticos convencionais e a rapida eficacia contra
patdbgenos resistentes, muitos peptideos tem sido considerados fontes para
promissoras aplicagdes na producdo de medicamentos e industria alimenticia. PAMs
podem ser usados em combinacdo sinegértica com outras familias peptidicas,
imunoestimuladores, agentes neutralizantes de endotoxinas, antibiodticos
convencionais ou outros agentes antimicrobianos; alguns deles estdo em estado
avancado de testes clinicos e um numero limitado estd em uso para aplicacdes
topicas ou sistémicas. (HARRIS, DENNISON e PHOENIX, 2009; ROSSI et al., 2008;
LEE, 2002)

Além disso, o potencial desenvolvimento de peptideos com amplo espectro
de atividade tem atraido a atencdo pela possibilidade de varios patégenos serem
alvos de um Uunico tratamento com acdo antibacteriana, antiviral e antifingica
(JENSSEN, HAMILL e HANCOCK, 2006). Mas, como candidatos a farmacos, alguns
PAMs apresentam algumas desvantagens relacionadas a reducdo de atividade na
presenca de sais e cations divalentes, a suceptividade a mudancas de pH, proteases
e outros componentes do plasma, algumas questdes farmacocinéticas e o alto custo
de producdo (ROTEM e MOR, 2009). Desta forma, um intenso trabalho de
pesquisa vem sendo realizado para resolver estes problemas, e também, detectar,
purificar e caracterizar PAMs. Atualmente, estima-se que, aproxidamente 1000
peptideos antimicrobianos estejam disponiveis em base de dados online.
(BENKERROUM, 2010)

1.3.1 Fragmentos com atividade antimicrobiana

A fragmentacdo enzimatica de algumas proteinas podem liberar peptideos
com atividades e propriedades biolégicas que muitas vezes sdo diferentes das
proteinas parentais (MAK et al., 2000). Nos ultimos anos, varios fragmentos de

proteinas maiores, com propriedades antimicrobianas foram avaliados e mostraram
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atividade maior ou similar em comparacdo com a sequéncia proteica completa
(PAPAREDDY et al., 2010; SIGURDARDOTTIR et al., 2006).

Segundo Lee (2002), existem 03 estratégias principais para o
desenvolvimento de pequenos fragmentos (£ 18 aa) com atividade antimicrobiana:
() analisar toda a sequéncia protéica, identificando a regido mais propicia a exibir
atividade contra microrganismo e, entéo, sintetizar o fragmento e seus analogos com
atividade biolégica melhorada; (ll) identificar novos peptideos antimicrobianos ou
otimizar a atividade de peptideos conhecidos usando bibliotecas combinatorias
(SCL) e (lll) criar e sinteizar artificialmente novos PAMs baseado em informagdes
sobre parametros determinantes para a atividade, como estrutura helicoidal,
hidrofobicidade, momento hidrofébico e anfipaticidade.

Estes fragmentos podem ser obtidos naturalmente por protedlise ou a partir
da observacdo de regibes especificas de proteinas, sendo entdo, sintetizados
artificialmente (NGUYEN, HANEY e VOGEL, 2011; TORRENT, NOGUES e BOIX,
2009). Inumeros PAMs estdo sendo obtidos a partir de proteinas com variadas
origens e funcdes (NGUYEN, HANEY e VOGEL, 2011). Embora algumas destas
apresentem atividade antimicrobiana nativa, elas podem ainda se revelar fontes de
peptideos com diferentes bioatividades, como por exemplo, atividade antiviral,
antitumoral (HUO et al., 2011; LIZZI et al., 2009; HUNTER et al., 2005; JENSSEN,
2005; LEE, 2002; REYNOLDS et al., 2010).

Mak et al. (2010) descreveu a geracdo de peptideos antimicrobianos com
amplo espectro de acédo a partir da fragmentacdo e retirada do heme de
apohemoproteinas como hemoglobinas e mioglobinas. As proteinas intactas néo
apresentaram atividade bactericida em comparacdo a seus peptideos, cuja acao
também se tornou inviavel apos uma clivagem mais drastica. Foi sugerido que a
atividades destes peptideos, denominados hemocidinas, esta relacionada a sua
natureza policatibnica e sua excepcional conformagdo em a-hélice em ambiente
hidrofébico, o que possibilita sua acdo em membranas de bactérias carregadas
negativamente.

O sistema de coagulacdo humano também possui enzimas cuja protedlise in
vitro levou a descoberta de uma nova classe de peptideos de defesa. Localizados na
regido C-terminal da enzima trombina, estes PAMs possuiam estrutura helicoidal,
demonstraram atividade contra bactérias Gram-negativas e Gram-positivas,

exerceram func¢des imunomodulatérias por meio de inibicdo de respostas dos
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macrofagos aos lipossacarideos bacterianos e, além disso, ofereceram um
consideravel potencial terapéutico contra choques sépticos. Ao serem observados
em ferimentos humanos, pesquisadores sugeriram que a trombina, apds exercer sua
funcdo primaria de defesa na formacdo do coagulo de fibrina, expande suas
funcionalidades fisicas naturais através de sua protedlise que liberara peptideos
antimicrobianos e antiendotéxicos. Esta classe de PAMs foi responsavel por
identificar um processo de otimizacdo do sistema imune inato, que atua gerando
uma relacao direta entre os sistemas de coagulacao e defesa do hospedeiro durante
uma invasado microbiana ou injuria (PAPAREDDY, 2010).

Estudos indicam que peptideos gerados a partir de proteinas que compdem
a matrix extracelular de inameros tecidos podem exibir, in vitro, atividade
antimicrobiana contra microrganismos patogénicos. Uma grande familia de
glicoproteinas heterotriméricas, chamada laminina, possui moléculas compostas por
03 cadeias unidas por pontes dissulfeto que lhes conferem o formato cruciforme.
Esta familia apresenta 11 diferentes cadeias capazes de montar 15 diferentes
lamininas em mamiferos, as quais sdo responsaveis pelos processos de adesao,
migracéo, diferenciacdo e proliferagdo celular, angiogénese e invasdao tumoral.
Destacam-se as cadeias denominadas a4 - presentes em tecido esquelético
cardiaco, nervos periféricos, fiboras musculares, etc.. E também, a5 - presente na
placenta humana, coracao, estbmago, pele, pancreas, etc. - a partir das quais foram
obtidos 02 peptideos capazes de permeabilizar a membrana de bactérias Gram-
negativas e Gram-postivas e se ligar ao DNA bacteriano ocasionando a inibicao de
crescimento. Esses resultados estdo relacionados a habilidade das lamininas em se
ligarem a heparinas e sugerem a existéncia de uma autoprotecdo dos componentes
teciduais contra patégenos invasores (SENYUREK et al., 2010).

A clivagem de peptideos que naturalmente exibem atividade antimicrobiana
pode também relevar a existéncia de fragmentos, contidos em sua sequéncia, com
grande potencial para uso terapéutico devido a seu amplo espectro de acado, baixa
citotoxidade e menor custo para producéo (HUO et al., 2011; LATOUR, 2010). Neste
panorama, as catelicidinas foram fontes de pesquisas que identificaram fragmentos
contidos em peptideos expressos em humanos (THENNARASU et al.,, 2010) e
serpentes (LATOUR et al., 2010). O PAM conhecido como LL-37 pertence a familia
das catelicidinas e foi identificado em humanos. Este peptideo pode assumir a

conformacdo de uma a-hélice anfipatica em contato com membranas lipidicas,
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exibindo multifuncionalidades incluindo atividade contra bactérias Gram-negativas e
Gram-positivas mesmo em ambiente fisiolégico e/ou com alta concentracdo salina
(DURR, SUDHEENDRA e RAMAMOORTHY, 2006; TOMASENSEG e ZANETTI,
2005). Thennarasu et al. (2010) descreveram a existéncia de um fragmento de LL-37
denominado LL7-27, cuja eficacia contra bactérias Gram-negativas e sua interacao
altamente lipideo-especifica sdo as principais diferencas em relacdo ao peptideo
que o originou. Wong et al. (2011) observaram a acdo antifungica de outro
fragmento (LL13-37) obtido de LL-37; LL13-37 mostrou-se eficaz no tratamento
contra Candida albicans, através da alteracdo de permeabilidade da membrana e
aumento da captacdo deste peptideo, que possivelmente também atua em alguns
alvos intracelulares. Enquanto Latour et al. (2010) identificaram dois fragmentos
compostos por 11 residuos de aminoacidos contidos no dominio repetido de
catelicidinas produzidas em cobras da espécie Naja atra. Estes peptideos
antimicrobianos, nomeados ATRA-1 e ATRA-2, apresentaram baixa atividade
hemolitica. Entretanto, quando avaliados em relagdo a sua atividade antimicrobiana,
ATRA-1 mostrou-se muito mais efetivo contra bactérias Gram-negativas (E. coli e A.
actinomycetemcomitans), indicando potencial utilizacdo em aplicacdes tOpicas no
tratamento de infecgbes periodontais. Isto possibilitou aos pesquisadores a
observacéo da influéncia de alguns residuos de aminoacidos na determinagédo da
atividade antimicrobiana, visto que, a composicdo dos peptideos diferenciava-se

apenas em duas posicoes.

1.3.2 Peptideos antimicrobianos de leite

Além da importancia nutricional devido a disponibilidade de aminoacidos
essenciais @ manutencdo do bom funcionamento organico, outro importante papel
desempenhado por proteinas alimentares envolve sua capacidade natural de liberar
peptideos bioativos atravées da digestdo proteolitica, durante o transito
gastrointestinal (PELLEGRINI, 2003; KORHONEN e PIHLANTO, 2003). InUmeros

alimentos ganharam atenc¢do nas ultimas décadas e, atualmente, sdo considerados



40

valiosos reforgos na defesa do organismo contra inidmeras enfermidades bem como,
na regulagéo fisiolégica de quem os consome (CENCIC e CHINGWARU, 2010;
HARTMANN e MEISEL 2007; MOLLER et al., 2008). Dentre os alimentos de
consumo popular, as proteinas existentes no leite e seus derivados sao
consideradas as principais fontes de peptideos bioativos com acdo antimicrobiana,
entretanto, algumas pesquisas indicam também a existéncia de potentes PAMs em
outros alimentos como ovos e peixes (KITTS e WEILER, 2003; PELLEGRINI, 2003).
Estudos envolvendo algumas espécies de peixes conseguiram identificar variados
PAMs expressos naturalmente. Entretanto, foram as espécies Salmon salar,
Parasilurus asotus, Ictalurus punctatus e Pardachirus marmoratus que se
destacaram na geracdo de fragmentos com atividade antimicrobiana a partir da
clivagem de proteinas nativas. Nas trés primeiras espécies, a clivagem de proteinas
histonas H1, H2A e H2B, respectivamente, originaram peptideos com variadas
massas moleculares, composicdo e estrutura. Enquanto na espécie Pardachirus
marmoratus, a clivagem de PAMs chamados pardaxinas gerou fragmentos que
também possuiam atividade antimicrobiana, baixa acdo hemolitica e atuam
interferindo  no transporte i6nico através da membrana plasmatica de
microrganismos (KITTS e WEILER, 2003). Assim como nos peixes, ovos também
possuem proteinas nativas (ovotransferrina, cistatina, avidina e lisozima) que
naturalmente exibem atividade antimicrobiana; entretanto, algumas questdes sobre a
capacidade de manter esta atividade apds a fragmentacdo destas proteinas
permanecem sem solucdo. Alguns pesquisadores analisaram a possivel obtencéo
de PAMs a partir da ovotransferrina, baseado em sua similaridade funcional em
relacdo a lactoferrina; mas, foi observada uma pobre homologia entre elas na regiao
N-terminal responsavel pelo dominio bactericida da lactoferrina. Além disso, a
clivagem da ovotransferrina por meio de enzimas digestivas ndo apresentou bons
resultados, mas a utilizacdo outra técnica de proteodlise resultou em um peptideo
cationico chamado OTAP-92, que se localiza na borda da fenda de ligacdo a metais
em seu l6bulo N e apresenta grande similaridade com defensinas (agiotoxina | e
kaliotoxina 1) de escorpido (PELLEGRINI, 2003).

Os peptideos antimicrobianos de leite podem ser originados pela clivagem
das proteinas nativas durante a digestdo pela acdo de proteases, durante o
processo de fermentacdo através de microrganismos proteoliticos (ex.: bactérias

acido-laticas), processamento do alimento ou por proteélise in vitro. Mas, para
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exercer seus efeitos fisioldgicos in vivo 0s peptideos precisam chegar a seus locais
de destino no lado luminal do trato intestinal ou em 6érgdo periféricos especificos
através da corrente sanguinea apés sua absorcdo (BENKERROUM, 2010;
MADUREIRA et al., 2010; KORHONEN e PIHLANTO, 2006).

Peptideos bioativos de leite influenciam processos fisiol6gicos especificos
(Figura 5), gerando consideraveis beneficios a saide de quem os consome, com a
vantagem de serem obtidos através de fontes inofensivas e baratas. O crescente
interesse em alimentos nutritivos, profilaticos e com pouco ou nenhum aditivo
qguimico esta influenciando drasticamente o mercado alimenticio e farmacéutico; e
neste panorama, os peptideos antimicrobianos disponiveis em proteinas do leite séo
considerados potenciais elos entre nutricdo e imunoterapia (BENKERROUM, 2010;
CLARE, CATIGNANI e SWAISGOOD, 2003).

Os primeiros relatos sobre o efeito antimicrobiano no leite baseavam-se na
inibicdo do crescimento da bactéria causadora de mastite em vacas (JONES e
HENRY, 1930). Posteriormente, verificou-se a atividade da lactoferrina contra
infecgbes causadas por E. coli em criangas (BULLEN, ROGERS e LEIGH, 1972),
além de registros sobre a descoberta de glicopeptideos basicos (casecidina) com
atividade contra varias cepas de Staphylococcus aureus e Streptococcus pyogenes
(LAHOV et. al, 1971). No entanto, estas informacfes foram ignoradas por muito
tempo por serem consideradas pouco atrativas comercialmente devido ao fato de
seu desempenho clinico ser pobre em comparacédo aos antibiéticos convencionais e
exigirem concentracfes significativamente mais elevadas para inibir as bactérias
sensiveis (BENKERROUM, 2010; LAHOV et. al, 1971).

O efeito antimicrobiano do leite pode ser resultado da ac&o individual de
imunoglobulinas, proteinas/enzimas né&o-imunes (lactoferrina, lactoperoxidase e
lisozima) e peptideos originados através da clivagem de protéinas nativas; mas, este
efeito pode ser amplificado através da acdo sinergética entre estes componentes
(CLARE e SWAISGOOD, 2000).
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Figura 5 — Principais efeitos fisioldgicos de peptideos bioativos
(Adaptado de MADUREIRA et al., 2010 e HARTMANN e MEISEL, 2007)

As caseinas do leite bovino sédo fontes de inUmeros PAMs que apresentam
alta diversidade estrutural e atividade antimicrobiana. Alguns destes peptideos estéo
listados na Tabela 5. Dente eles, destaca-se isracidina f(1-23) que foi obtida pela
clivagem de as;-caseina por quimosina e consiste de um fragmento catiénico com 23
residuos de aminoacidos com atividade in vitro contra um amplo espectro de
bactérias Gram-negativas e Gram-positivas. Ensaios feitos in vivo demonstram que
isracidina possui forte efeito protetor em camundongos e compete com antibiéticos
de uso terapéutico contra Staphylococcus aureus, S. pyogenes e Listeria
monocytogenes (HILL, LAHOV e GIVOL, 1974). Injecbes intramusculares contendo
este PAM atuaram de forma eficaz contra mastite em ovelhas e vacas e
possibilitaram uma resposta imune de longa duracdo. Quando aplicadas em ratos,
estas injecdes tiveram efeitos terapéuticos e profilaticos através de respostas
imunologicas humorais e celulares contra infeccbes por Candida albicans. Estas

observacfes indicaram a existéncia de uma acdo indireta imunoestimulatoria,
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induzindo resisténcia do hospedeiro contra infec¢cdes por microrganismos (KOLB,
2001; LAHOV e REGELSON, 1996). Na industria alimenticia, evidéncias
demonstram que isracidina pode ser ativa contra patdgenos emergentes de grande
preocupacao para a seguranca alimentar, como E. coli O157:H7, Enterobacter
sakazakii e S. aureus. Entretanto, a necessidade do uso de procedimentos caros e
onerosos para sua purificacdo e producdo em larga escala diminuiu o interesse
sobre este peptideo (HAYES et al., 2006).

Outro importante PAM foi obtido pela clivagem por quimosina da regidao N-
terminal de k-caseina f(106-169) o que libera caseinomacropeptideo (CMP). Este
peptideo possui atividade antibacteriana in vitro contra os principais patégenos orais
causadores de caries e placa dentéaria (ex.: Streptococcus mutans, Porphyromonas
gingivalis, Actinomyces naeslundii e E. coli) (MALKOSKI et al., 2001). CMP é um
polipeptideo heterogéneo (com duas variantes genéticas — A e B) que possui
diferentes formas fosforiladas e glicosiladas. Sua Unica forma ativa possui
fosforilagcbes, mas néo foram verificadas glicosilacdes, sendo designada kappacina.
Os fragmentos de kappacina originados da variante A da k-caseina possuem
significantemente mais atividade antimicrobiana do que os originados da variante B;
alguns indicios apontam que isto se deve a substuicdo de Asp'*® na variante A por
Ala'*® na variante B (DASHPER, LIU e REYNOLDS, 2007; MALKOSK!I et al., 2001).
kappacina possui carga elétrica negativa (anionico) e tem sua atividade realcada
através de sua ligagcdo com dois ions calcio ou zinco, em pH neutro. Acredita-se que
esta ligacdo possa potencializar alteracdes conformacionais que aumentam sua
afinidade por membranas celulares. Sua interacdo com a membrana de
microrganismos envolve a organizacao de hélices anfipaticas que entram em contato
com a membrana e, assim, formam poros aniénicos que aumentam a
permeabilidade a cations e interferem em processos fisioldgicos fundamentais para
0os microrganismos (FLORISA et al., 2003). A utilizacdo deste peptideo como
suplemento farmacéutico em terapias orais tem obtido grande sucesso. Além disso,
seu uso como bioconservante em alimentos tem demonstrado grande potencial na
industria alimenticia devido a inibicdo de crescimento bacteriano (Gram-negativo e
postivo). A maioria das variedades de queijo possuem grande quantidade de
kappacina na forma de CMP devido a coagulacdo do leite com coalho ou outras
enzimas coagulantes, que clivam a k-caseina em sitios especificos (DASHPER, LIU
e REYNOLDS, 2007).
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Assim como as caseinas, as proteinas do soro de leite bovino podem ser
valiosas fontes de peptideos com atividade antimicroabiana. Algumas destas
proteinas possuem atividade em sua forma nativa (lactoferrina, lactoperoxidase e
lisozima), mas também podem liberar fragmentos antimicrobianos através da
digestéo proteolitica. A lactoferrina é considerada um exemplo de proteina com esta
caracteristica. Esta proteina, apés a digestdo com pepsina, pode liberar
lactoferricina B f(17- 41). Este peptideo consiste em um potente PAM composto por
25 residuos de aminoéacidos cuja sua estrutura primaria pode ser estabilizada pela
presenca de uma ligacao dissulfeto intramolecular. Em sua composi¢cdo nao estao
presentes residuos de tirosina e histidina que sdo fundamentais para a interacéo
com metais, que representa um papel primordial para a funcdo desempenhada pela
proteina nativa lactoferrina (CLARE, CATIGNANI e SWAISGOOD, 2003.). Este
peptideo possui atividade contra bactérias Gram-positivas (Bacillus, Clostridium,
Corynebacterium, Enterococcus  faecalis, Lactobacillus casei, Listeria
monocytogenes, Staphylococcus, Streptococcus) e Gram-negativas (Escherichia
coli, Klebsiella pneumoniae, Proteus vulgaris, Pseudomonas, Salmonella, Yersinia
enterocolitica), leveduras/fungos (Candida albicans, Cryptococcus uniguttulatus, C.
curvatus, C. albidus, Trichosporon cutaneum, Aspergillus fumigatus, A. niger,
Penicilium pinophilum, P. vermiculatum, Rhizopus oryzae), dermatocitos
(Trichophyton mentagrophytes, T. rubrum, Nannizzia gypsea, N. incurvata, N. otae),
parasitas (Eimeria stiedai, Giardia lamblia, Toxoplasma gondii) e virus (Adenovirus,
Feline calicivirus, Herpes simplexvirus-1 and -2, Human cytomegalovirus, Human
immunodefi ciency virus-1) (GIFFORD, HUNTER e VOGEL, 2005; FLORISA et al.,
2003). Lactoferricina B demonstra maior acao bactericida em relacdo a sua proteina
nativa devido ao seu menor tamanho e alta carga positiva, que facilitam sua
interacdo com a membrana celular de microrganismos. Além disso, pode ter sua
atividade antimicrobiana realgcada através de acdo sinergistica com a enzima
lisozima (AIMUTIS, 2004; WAKABAYASHI, TAKASE e TOMITA, 2003; CLARE e
SWAISGOOD, 2000). Ensaios realizados em humanos, através de sua
administracdo oral em pacientes fazendo quimioterapia devido a leucemia,
demonstraram significante redugcédo na duracdo de infecgcbes e ocorréncia de febre.
Além disso, pode ser usada em aplicacbes clinicas devido a seus efeitos na
prevencdo da carcinogénese e como biopreservativos de alimentos (HAQUE e

CHAND, 2007). Alguns produtos contendo este peptideo em sua composi¢ao foram
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autorizados e comercializados em paises como o Japao e Estados Unidos, atuando
no fortalecimento da flora intestinal de criangas, em cosméticos para pele e cuidados
orais, por meio de pastas de dente, enxaguantes bocais e gomas de mascar
(STELWAGEN et al., 2009; KUWATA et al., 1998).

Baseado neste potencial antimicrobiano de fragmentos obtidos a partir das
proteinas do leite bovino, a utilizacdo de ferramentas computacionais representa
uma alternativa rapida e acessivel na busca por novos agentes bactericidas naturais
e de grande importancia no combate a microrganismos patogénicos multirresistentes
(NGUYEN, HANEY e VOGEL, 2011). Esta forma de avaliar a propenséo bactericida
dos peptideos baseia-se analise qualitativa de fatores fisioquimicos e estabilidade
estrutural das sequéncias protéicas e, se apresenta como uma promissora fonte de
prospeccdo de possiveis PAMs internalizados em proteinas (GIANGASPERO,
SANDRI e TOSSI, 2001; TIAN et al., 2009; ZELEZETSKY e TOSSI, 2006).
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

O presente trabalho tem como objetivo identificar peptideos com potencial
amtimicrobiano inseridos nas sequéncias primarias de protéinas constitutivas do
leite bovino através da utilizagdo de ferramentas computacionais associadas a
sintese quimica e ensaios microbioldgicos.

2.2 Objetivos Especificos

* Avaliar o potencial antimicrobiano de peptideos originados através da
fragmentacdo in silico de proteinas do leite bovino, cujas sequéncias
primarias foram obtidas em bancos de dados web;

* Modelar tridimensionalmente as estruturas dos peptideos com maior
propensédo antimicrobiana e validar suas estruturas;

* Realizar bioensaios para a determinacdo de sua atividade antimicrobiana,
utilizando peptideos sintéticos adquiridos;

* Realizar ensaios hemoliticos para avaliar sua citotoxidade;
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 Obtencéo e fragmentacao das sequéncias protéica s

As sequéncias primarias das proteinas do leite bovino (asi-caseina, asy-
caseina, B-caseina, k-caseina, lactoferrina, a-lactalbumina, B-lactoglobulina) foram
obtidas por meio de buscas no Protein database, disponivel no National Center for

Biotechnology Information (NCBI - http://www.ncbi.nim.nih.gov/). A fragmentacéo

destas proteinas durante o processo digestivo mediante a acdo de proteases
disponiveis em diferentes érgdos do sistema digestorio foram simuladas in silico
através da utilizacdo da ferramenta PeptideMass (GASTEIGER, et al., 2005),
disponivel no servidor protedbmico EXPASy (Expert Protein Analysis System). Nesta
ferramenta, a sequéncia de residuos de aminoacidos informada foi clivada em sitios
especificos de acordo com a enzima escolhida, gerando fragmentos cuja massa,
localizacdo na proteina nativa e composicdo sdo informadas. Foram utilizadas
pepsina, tripsina e quimotripsina, que possuem especifidade de acordo com a
Tabela 6 e atuam diretamente no processo metabdlico de proteinas alimentares
durante a digestdo. Durante a utilizacdo da ferramenta, a obtencédo dos fragmentos
baseou-se na ordem cronolégica dos peptideos na proteina nativa informada e sem
delimitacdo de massa molecular minima e maxima. Os demais parametros foram
mantidos inalterados. Desta forma, todos os possiveis fragmentos gerados puderam
ser observados e selecionados de acordo com seu tamanho (= 10 e < 20 residuos

de aminoacidos) para as etapas seguintes.
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Tabela 6 — Especificidade das proteases utilizadas

Enzima Especificidade Localizacao
Residuos na posigdo carboxi-terminal:
Pepsina -¥-W (triptofano) .
i i EstOomago
(KEIL, 1992) -¥-F (fenilalanina)
-¥-Y (tirosina)
-¥-L {leucina)
Residuos na posigdo carboxi-terminal:
Tripsina
P o Duodeno
(KEIL, 1992) -¥-K (lisina)
-¥-R (arginina)
Residuos na posicdo carboxi-terminal:
-¥-W (triptofano)
Quimotripsina -¥-F (fenilalanina
P ( o ) Duodeno
(KEIL, 1992) -¥-Y (tirosina)
-%-L {leucina)
-¥-M (metionina)
-¥-H (histidina)

3.2 Selecao de fragmentos com caracteristicas de PA  Ms

Apos selecionar peptideos por seu tamanho, outros parametros foram
observados com o objetivo de determinar os reais candidatos a peptideos
antimicrobianos a serem modelados dentre todos os fragmentos gerados.
Inicialmente, os peptideos selecionados na etapa anterior foram submetidos ao
banco de dados APD (Antimicrobial Peptide Database -
http://aps.unmc.edu/AP/main.php), no qual foram obtidos valores para carga e
porcentagem de hidrofobicidade (BOMAN, 2003; WANG e WANG, 2004).

Peptideos catibnicos com porcentagem de hidrofobicidade entre 30 % a 60 %

foram selecionados e, entdo tiveram sua composi¢cdo analisada com o objetivo de

eliminar aqueles que possuiam residuos de cisteina e prolina, devido a possiveis
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problemas no processo de sintese artificial, bem como, possiveis problemas no
processo de dobramento da estrutura, o que interfere no grau de estruturacéo do
peptideo. Outras importantes caracteristicas dos PAMs puderam ser observadas
através da utilizacdo da ferramenta (Java applet) HydroMCalc Description

(http://www.bbcm.univ.trieste.it/~tossi/HydroCalc/HydroMCalc.html), na qual foram

calculados os valores médios de hidrofobicidade e momento hidrofébico, de acordo
com a escala e o angulo de projecdo selecionados (TOSSI, SANDRI e
GIANGASPERO, 2002). A hidrofobicidade média (H) foi calculada através da
divisdo da soma de todos os indices de hidrobicidade dos residuos pelo nimero
total de residuos da sequéncia; a hidrofobicidade reflete a capacidade intrinseca do
peptideo de se mover da fase aquosa até a fase hidrofobica da membrana
plasmatica (DATHE e WIEPRECHT, 1999). O momento hidrofébico (uH) consiste
na soma vetorial de todos os indices de hidrofobicidade, dividido pelo niamero de
residuos; este valor mensura quantitativamente a anfipaticidade do peptideo e sua
analise foi aplicada para determinar provaveis regides anfifilicas em a-hélice
(PHOENIX e HARRIS, 2002; DATHE e WIEPRECHT, 1999). A anfipaticidade
representa o grau de segregacao entre residuos hidrofébicos e hidrofilicos, sendo
esta uma propriedade critica para a permeabilizagdo de membranas (CHEN et al.,
2005; LEE et al., 2011). Ap0s pesquisar inumeros PAMs disponiveis em banco de
dados e analisar seu perfil hidrofobico, buscou-se selecionar os peptideos que
apresentassem valor de H entre —0,15 e 0.14, enquanto o valor de pH se
encontrava entre 0.03 e 0.41 e porcentagem de hidrofobicidade = 30 %
(BHATTACHARJYA e RAMAMOORTHY, 2009). Na utlizacdo da ferramenta
HydroMCalc Description os valores foram obtidos através da escala de
hidrofobicidade Eisenberg (EISENBERG et al., 1982) e o angulo de projecédo 100°
alpha helix (indicada para peptideos em a-hélice) (JIN et al., 2005).
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3.3 Modelagem Molecular

3.3.1 Identificacdo dos moldes

Para realizar a modelagem molecular dos peptideos obtidos pela clivagem
enzimatica in silico, inicialmente, foi necessario identificar proteinas com alto nivel de
similaridade local em relagdo a sequéncia dos fragmentos disponiveis, as quais
foram utilizadas como molde. A identificacdo dos melhores moldes foi feita através
da utilizacdo da ferramenta BLASTp (ALTSCHUL et al.,, 1997), disponivel no
National Center for Biotechnology Information (NCBI), com o objetivo de encontrar
regides locais de similaridades entre as sequéncias informadas e as estruturas
tridimensionais  (pdb) depositadas no Protein Data Bank (PDB -

http://www.pdb.org/pdb/home/home.do). A anélise dos resultados gerados baseou-

se nos melhores valores de Max score e Query coverage, calculados através da
matrix de substituicdo de aminoacidos BLOSUM62 (HENIKOFF e HENIKOFF, 1992;
STYCZYNSKI et. al, 2008); além disso, a inexisténcia de gaps entre as sequéncias

foi considerado um fator determinante para a escolha do molde.

3.3.2 Construcdes dos modelos

Definido o molde, nessa etapa foi realizado o alinhamento multiplo entre as
sequéncias dos peptideos em estudo e a sequéncia dos respectivos moldes,
utiizando o programa ClustalW (THOMPSON, HIGGINS e GIBSON, 1994),
baseado na matrix de peso BLOSUM (HENIKOFF e HENIKOFF, 1992). A
modelagem por homologia foi realizada utilizando o software MODELLER 9v.8 (SALI
e BLUNDELL, 1993), no qual a construcdo dos modelos tridimensionais baseou-se
no resultado do alinhamento de suas sequéncias e a sequéncia dos moldes. As
restricdes espaciais de angulos e distancias da estrutura molde foram calculadas e
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aplicadas a sequéncia alvo através do alinhamento. Os modelos foram entéo
derivados pela minimizagcdo das violagcdes das restricbes espaciais do molde, e
construido pela imposicdo dessas restricbes na sequéncia alvo. Foram geradas 200
estruturas para cada modelo, as quais foram classificadas segundo DOPE (Discrete
Optimized Protein Energy) e GA341 score; que sdo métodos estatisticos utilizados
para classificar as estruturas de acordo com seus niveis de energia. Modelos com o0s
menores valores para DOPE (SHEN e SALI, 2006) e/ou maiores valores para
GA341 (MELO, SANCHEZ e SALI, 2002) possuem maior minimizagéo energética,
portanto sdo mais estaveis e aptos a serem utilizados nas etapas seguintes. A
visualizacdo dos modelos gerados foi feita através de Delano Scientific’'s PYMOL
0.99rc6 (http://pymol.sourceforge.net/). E, seguida, o servidor PDB2PQR
(DOLINSKY et al., 2004) (http://kryptonite.nbcr.net/pdb2pqr/) foi utilizado para a

criagdo dos mapas eletrostaticos dos modelos gerados; estes mapas foram

elaborados a partir da equacdo de Poisson-Boltzmann, que avalia as interacdes
eletrostaticas entre biomoléculas em solugfes ibnicas e disponibiliza seu potencial
de superficie (diretamente infuenciado pela concentracdo de ions) e pode indicar
sua distribuicdo de cargas negativas e positivas (FOGOLARI, BRIGO e MOLINARI,
2002).

3.3.3 Validacdo dos modelos

A etapa final do processo de modelagem consistiu em avaliar os diferentes
niveis de organizagdo estrutural. Nessa etapa, analisaram-se os varios niveis de
empacotamento global do peptideo, os possiveis erros estruturais em regides
localizadas e os parametros estequiométricos. Inicialmente, o programa utilizado na
avaliacao dos parametros estereoquimicos foi o] PROCHECK
(http://www.jcsg.org/prod/scripts/validation/sv_final.cqi) (MORRIS et al., 1992), o qual

avaliou os comprimentos de ligacdo, a planaridade das ligacdes peptidicas, os
angulos das torcbes da cadeia principal e das cadeias laterais, o impedimento

estérico entre pares de atomos ndo ligados e a qualidade do mapa de
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Ramachandran (RAMACHANDRAN e SASISEKHARAN, 1968). Existe uma liberdade
rotacional nas ligagdes que conectam o carbono alfa (Ca) as duas unidades planares adjacentes
formando dois angulos (¢ e ¢) que variam entre —180° e +180°, e conferem a cadeia principal
da proteina sua liberdade de conformacdo. Dessa forma pode-se descrever a
estrutura da proteina através dos valores dos angulos ¢ e ¢ e pode-se, assim, descrever a
conformacdo de um residuo na proteina a partir de um ponto em um mapa com as
coordenadas desses angulos, esse mapa € denominado mapa de Ramachandran
(LEHNINGER, 2000). Conhecendo o mapa de Ramachandran, pode ser possivel descrever
quais as estruturas secundarias de uma proteina a partir do valor de cada par de
angulos ¢ e ¢ associado a cada ligacdo peptidica da cadeia (a-hélices, B-folhas e coils)
(MORAIS, 2010). No mapa de Ramachandran os valores permitidos para os angulo
diedrais foram o0s que se encontraram em regides de pares de angulo permitidos.
Todos os demais que se encontraram fora destas regides foram considerados
angulos néo permitidos ou proibidos. As regides permitidas do mapa sédo construidas
através da determinacdo dos pares de angulos ¢ e ¢ que respeitam as distancias
minimas permitidas entre atomos de uma cadeia polipeptidica. Para calcular tais
distancias, os atomos sédo tratados como esferas sdlidas de raio igual ao seu raio de
Van der Waals. As regides parcialmente permitidas sao obtidas com raio
ligeiramente menor e correspondem as conformagfes de menor estabilidade. Os
residuos quando pertencentes a um determinado tipo de estrutura secundaria
tendem a ter angulos diedrais caracteristicos, inerentes as restricdes impostas pelo
tipo de estrutura espacial. Estes conjuntos de &angulos caracteristicos formam
regides especificas no mapa de Ramachandran para cada tipo de estrutura
secundaria. Uma estrutura ideal deve ter aproximadamente 90 % de aminoacidos
nas regides mais favorecidas e esse percentual € um dos melhores indicadores da
qualidade estrutural de uma proteina (MORAIS, 2010). O programa 3DSS

(http://cluster.physics.iisc.ernet.in/3dss/) foi usado para o célculo do RMSD (root

mean square deviation — distancia entre os atomos), que mostrou o quao similar
duas estruturas séo e foi obtido por meio da sobreposicdo estrutural do modelo
obtido por modelagem molecular e a estrutura utilizada como molde (SUMATHI et
al., 2006). Finalmente, a coeréncia entre os moldes e os modelos gerados foi

avaliada através do ProSa-web (https://prosa.services.came.sbg.ac.at/prosa.php),

que é uma ferramenta computacional usada para avaliar possiveis erros em

estruturas tridimensionais de proteinas. Esta avaliacdo € realizada através da
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analise global da qualidade do modelo por meio do calculo dos valores de z-score
(WIEDERSTEIN e MANFRED, 2007). Z-score indica o desvio da energia total da
estrutura com relacao a distribuicdo de energia derivada de conformacdes aleatorias
e comparacdes com todas as cadeia protéicas de tamanhos similares disponiveis no
PDB. (SIPPL, 1995 e SIPPL, 1993). Segundo Venclovas et al. (2004), qguanto mais
negativo o valor de z-score, menor sera a energia estimada e, assim serd menos

provavel da estrutura conter erros.

3.4 Sintese dos peptideos e determinacdo de sua mas sa e

pureza

Todos os peptideos candidatos com caracteristicas antimicrobianas foram
adquiridos na empresa ChinaPeptides Co. (Shanghai), onde foram solicitadas 5 mg
de cada peptideo, contendo estes pureza > 95 %. A solucdo contendo os peptideos
provenientes da clivagem de resina foi liofilizada (MERRIFIELD, 1963). Os peptideos
sintéticos liofilizados foram solubilizados em &agua Milli-Q, misturados em uma
solugéo saturada de uma matriz constituida por acido alfa-ciano-4-hidroxicinamico
(1:3), depositada em uma placa do tipo MTP 384 massive e secas a temperatura
ambiente. Os compostos tiveram suas massas moleculares exatas determinadas,
utilizando um espectrometro de massa do tipo MALDI-ToF Ultraflex Il (Bruker
Daltonics). A calibracao foi realizada utilizando Peptide calibration standard Il (Bruker
Daltonics) como padrbes de massa molecular. O valor teérico obtido pelo servigo
online Protein Prospector (http://prospector.ucsf.edu/prospector/mshome.html) foi

comparado com o valor experimental obtido pela analise feita no espectrémetro de

massa.
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3.5 Quantificacéo

Antes da realizagdo dos testes in vitro para a avaliagdo de atividade
antimicrobiana, foi necessario medir a concentracdo das solu¢des. Os peptideos
lactofO1 e lactof02 foram quantificados segundo o método descrito por Murphy e
Kies (1960), no qual a absorvancia das solu¢cdes em diluicdes diferentes foi medida
nos comprimentos de 205, 215 e 225 nm. A concentracao final foi determinada pela

seguinte equacao, considerando-se os fatores de diluicao (d):

X= (A215 — A225) x 144
Y = (A205) x 31
[mg.mLY]=dx(X+Y)/2

Os peptideos A_lact01, serumAQ01 e serumAO02 foram quantificados pela

absorvancia de luz do residuo de triptofano seguindo a lei de Lambert-Beer:

A=a.b.c

Onde "A” é a absorvancia a 280 nm; “a” é o coeficiente de extinsao molar, obtido

atraves da ferramenta ProtParam (web.expasy.org/protparam) (GASTEIGER et al.,

2005); “b” é 0 caminho 6ptico (1 cm) e “c” é a concentragéo desejada (mg.mL™).
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3.6 Testes in vitro para avaliacao de atividade antimicrobiana

Nos ensaios de atividade in vitro foram utilizadas bactérias patogénicas
humanas Gram-negativas (Escherichia coli sp. - ATCC 8739 e Klebsiella
pneumoniae - ATCC 13883) e Gram-positiva (Staphylococcus aureus - ATCC
29213). As células bacterianas foram previamente replicadas em meio Luria Bertani
(LB) liquido (50 % Bactotriptona: 25 % Extrato de levedura: 35 % NacCl, diluidos em
aguas destilada), sob agitacdo durante 2-3 horas a 37° C. A atividade antimicrobiana
foi determinada usando o método de microdiluicdo em caldo de acordo M7-A6 do
National Committee for Clinical Laboratory Standards (NCCLS, 2006). Previamente,
a curva de crescimento da cultura original foi estabelecida por monitoramento do
crescimento bacteriano através da observagdo da densidade 6tica a 595 nm, a cada
meia hora. Dessa forma, foi possivel determinar o tempo 6timo para que o inoculo
alcance o meio da fase exponencial. Para determinar a relacdo entre unidades
formadoras de colénias (UFC) e densidade 6tica, foi aplicada a técnica de micro
gotas para contagem de células bacterianas viaveis em uma suspensdo, quando
uma aliquota foi coletada durante as leituras de meia hora, submetida a diluicdes de
1:10 e micro gotas das suspensdes serdao semeadas em meio LB acrescido de Agar
(15 g.L™"). Os testes contra as bactérias foram realizados em placas multi-pocos, a
partir da cultura original, sendo preparado um inéculo, o qual foi diluido para
aproximadamente 5 x 10* UFC.mL™ por poco, com um volume que ndo ultrapassa-
se 10 % do volume do poco contendo meio LB liquido, como controle negativo foi
utilizado agua destilada estéril e como controle positivo cloranfenicol 40 pg.mL™. As
placas multi-pocos inoculadas foram incubadas com agitagéo leve a 37 °C durante 6
horas. O crescimento bacteriano foi monitorado a 595 nm em um leitor de microplaca
(Bio-Tek PowerWave HT - USA, a cada meia hora, durante a fase exponencial de
crescimento bacteriano. A quantidade de crescimento bacteriano nos poc¢os do
controle positivo foi comparada com a quantidade de crescimento nos poc¢os do
controle negativo para determinar os pontos finais de crescimento. A concentracéo
inibitéria minima (CIM) foi a menor concentracdo que inibir 100 % do crescimento

bacteriano.
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3.7 Ensaios hemoliticos

A hemolise de glébulos vermelhos do sangue vem sendo considerada uma
forma de mensurar os efeitos de peptideos em relacéo a integridade das células de
mamiferos, determinando seu grau de citotoxidade (JIN et al., 2005). O ensaio para
determinar a atividade hemolitica foi realizado de acordo com metodologia descrita
por Kim et al. (2005), com pequenas modificacbes. Foram utilizados eritrécitos
humanos coletados na presenca do antigoagulante heparina, em seguida, foram
lavados trés vezes e suspensos em solucdo PBS (pH 7.4). A atividade hemolitica
dos peptideos foi avaliada em concentracbes padrdes entre 1 e 512 pug.mL* em
associacdo com aliquotas de 25 L de eritrécitos em suspensao. Os eritrocitos foram
encubados com os peptideos por 30 minutos a 37° C e entédo, centrifugados por 5
minutos a 5000 x g. A porcentagem de hemdlise foi mensurada ao se medir a
densidade 6ptica do sobrenadante a 540 nm. O tampao PBS (pH 7.4) foi utilizado
como controle negativo e Triton X-100 0,2 % foi usado como controle positivo. Cada

ensaio foi realizado em triplicata.
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4 RESULTADOS

4.1 Obtencéao e fragmentacao das sequéncias protéica s

As sequéncias protéicas do leite bovino foram obtidas pelo Protein database,
do National Center for Biotechnology Information (NCBI), através dos seguintes

numeros de acesso:

Tabela 7 — Dados de identificagdo das proteinas do leite bovino

Nome Numero de Acesso | Geninfo Identificador (gi) | Tamanho (aa)
a-51-Caseina NP_§51372 30794348 214
a-s2-Caseina DAA28598 296486485 222

p-Caseina NP_851351 30794310 224
k-Caseina NP_776719 27881412 190
Lactoferrina AAAZDB10 408928 708
a-Lactalbumina NP_776803 27805979 142
p-Lactoglobulina NP_776354 87196497 178
Albumina sérica NP 851335 30794280 607

Ao submeter estas sequéncias a fragmentacéo pela ferramenta PeptideMass
utilizando as enzimas pepsina, tripsina e quimotripsina (que atuam diretamente no
processo metabdlico de proteinas alimentares durante a digestdo) foram observados
cerca de 1158 peptideos com grande variacdo em sua composi¢cdo, tamanho e

massa molecular.

4.2 Selecao de fragmentos com caracteristicas de PA  Ms

A partir dessa fragmentacao, foram selecionados peptideos que possuiam =

10 e < 25 residuos de aminoacidos, o que nos levou a 209 peptideos (Tabela 8).
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Estes que inicialmente foram selecionados através do tamanho foram entédo

submetidos ao servidor APD (http://aps.unmc.edu/AP/main.php), onde a carga e o

percentual de hidrofobicidade puderam ser avaliados e, entdo possibilitar a selecao
daqueles com carga positiva e percentual de hidrofobicidade (entre 30 % a 60 %),
resultando em 83 peptideos (Tabela 8) (GIANGASPERO, SANDRI e TOSSI, 2001).
Peptideos anibnicos (carga negativa) foram eliminados devido a prevaléncia de
peptideos catidnicos em relacdo ao montante de PAMs disponibilizados em base de
dados especializadas, bem como, pela existéncia de algumas controvérsias em
relacdo ao seu mecanismo de acado (HARRIS, DENNISON e PHOENIX, 2009). Além
disso, a cationicidade exibe um importante papel no processo de interagdo com a
membrana anibnica de microrganismos e, também, na atuacdo em alvos
intracelulares (acidos nucléicos e proteinas fosforiladas) (NGUYEN, 2011;
BHATTACHARJYA e RAMAMOORTHY, 2009).

Os peptideos selecionados foram analisados com relacdo a sua
composicdo, com o objetivo de eliminar peptideos que possuiam residuos de prolina
(Pro) e cisteina (Cys). Isto se deve ao fato de que a existéncia de residuos de
cisteina pode favorecer a formagdo de pontes dissulfeto entre dois peptideos em
solucao, interferindo na formacgéo de sua estrutura secundaria e, consequentemente,
desfavorecendo sua sintese artificial devido ao aumento de custos, bem como,
dificultando sua comercializacdo. Por outro lado, peptideos contendo residuos de
prolina dificultam a formacédo de a-hélices devido a sua estrutura quimica coesa e
rigida causando claras tor¢des e diminuindo o grau de estruturacdo e, desta forma,
influenciando a interacdo do peptideo com a membrana de microrganismos
(ZELEZETSKY e TOSSI, 2006; GIANGASPERO, SANDRI e TOSSI, 2001). A partir da
selecdo baseada na composicao de residuos de aminoacidos, apenas 21 peptideos
dentre os 83 analisados ndo continham Pro e/ou Cys (Tabela 8), o que equivale a,
aproximadamente, 1,8 % do total de peptideos gerados inicialmente através da
fragmentacao.

Em seguida, foram analisados os perfis hidrofobicos obtidos através da
ferramenta HydroMCalc, por meio de analise da hidrofobicidade média (entre —0,15
e 0.14) e momento hidrofébico médio (entre 0.03 e 0.41) (Tabela 9). A selecdo de
peptideos por meio destes valores constitui uma importante etapa no processo de
determinacdo de candidatos a PAMs, visto que hidrofobicidade e momento

hidrofébico desempenham papéis cruciais na interagcdo com biomembranas e na
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determinacdo de sua anfipaticidade, o que pode interferir no nivel de suceptividade
de microrganismos com relagdo ao PAM (LEE et al., 2011; CHEN et al., 2005;
DATHE e WIEPRECHT, 1999).

Apés a observagdo de todos os parametros seletivos, foi obtida a lista

(Tabela 9) de peptideos selecionados (totalizando 05) para a modelagem molecular.
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4.3 Modelagem Molecular

A construcdo dos modelos tridimensionais dos peptideos em estudo baseou-
se na escolha de moldes (preferencialmente, com homologia em relagdo ao
peptideo) adequados atraves da ferramenta BLASTp, conforme a Tabela 10.

O alinhamento entre as sequéncias dos peptideos e seus respectivos
moldes (Tabela 10) serviu como base para avaliar o grau de similaridade entre elas,
bem como, para determinar as restricdes espaciais durante a criagdo dos modelos

tridimensionais.

Tabela 10 — Moldes escolhidos apés submisséo das sequéncias ao BLASTp

Peptideos [Fl:gcgdlgl Descrigao Identidade (%) Referéncia
lactof01 1BIY Lactoferrina diférrica de bufalo 100 KARTHIKEYAN ef al., 2000
lactof02 18IY Lactoferrina diférrica de bufalo 98,26 KARTHIKEYAN et af., 2000
A_lact01 THFX a-Lactalbumina 96,62 PIKE, BREW e ACHARYA, 1996
serumAlt 1MAL Complexo de albumina sérica humana com heme 92,29 WARDELL et al., 2002
serumAl2 1M5U Complexo de albumina sérica humana com heme 82,51 WARDELL et al., 2002

Em seguida, foram criados os 200 modelos tridimensionais para cada
peptideo a partir da aplicacdo das restricbes espaciais dos moldes através do
software Modeller 9v8. Os modelos energeticamente mais favoraveis foram
selecionados (com base nos valores de DOPE e GA341 score) e apresentaram
conformacdes variadas (Figura 6A-10A). A criacdo dos mapas eletrostaticos atraves
do servidor PDB2PQR possibilitou a analise do potencial eletrostatico dos modelos e
a verificagcdo da distribuicdo de cargas positivas (azul) e negativas (vermelho) em
sua superficie (Figura 6B-10B).

Em sua maioria, os peptideos exibiram propensao a formacéo de estruturas
helicoidais e clara distribuicdo de cargas positivas e negativas. O peptideo lactofOl
foi 0 Unico a apresentar uma estrutura tridimensional estendida e, exibiu também,
nitidos dominios concentrados de carga positiva e negativa em seu mapa
eletrostatico, com predominio de cargas negativas (Figura 6B). Enquanto os

peptideos lactof02 (Figura 7B) e A_lactO1 (Figura 8B) apresentaram estruturas em a-
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hélice e distribuicdo equilibrada de cargas positivas e negativas; entretanto, A_lact01
ndo demonstrou boa definicho em seus dominios carregados. J& os peptideos
serumAO01 (Figura 9B) e serumAO02 (Figura 10B), exibiram estruturas em a-hélices e

um pequeno predominio de cargas positivas em sua superficie eletrostatica.

Figura 6 — a) Representacéo em cartoon do peptideo lactof01 construido através de modelagem por
homologia usando o programa Modeller 9v8. b) Representacdo do mapa eletrostatico de superficie do
peptideo lactfO1, obtido através do servidor PDB2PQR, através do qual é visualizada a distribuigdo de
cargas negativas (vermelho) e cargas positivas (azul). Para visualizagdo de ambos foi utilizado o
programa PyMol 0.99rc6.
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Figura 7 — a) Representacao em cartoon do peptideo lactof02 construido através de modelagem por
homologia usando o programa Modeller 9v8. b) Representacao do mapa eletrostatico de superficie do
peptideo lactf02, obtido através do servidor PDB2PQR, através do qual € visualizada a distribuicao de
cargas negativas (vermelho) e cargas positivas (azul). Para visualizacdo de ambos foi utilizado o
programa PyMol 0.99rc6.
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Figura 8 — a) Representacdo em cartoon do peptideo A_lactO1 construido através de modelagem por
homologia usando o programa Modeller 9v8. b) Representacao do mapa eletrostatico de superficie do
peptideo A_lact01, obtido através do servidor PDB2PQR, através do qual é visualizada a distribuicao
de cargas negativas (vermelho) e cargas positivas (azul). Para visualizacdo de ambos foi utilizado o

programa PyMol 0.99rc6.
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Figura 9 — a) Representacdo em cartoon do peptideo serumAQO1 construido através de modelagem
por homologia usando o programa Modeller 9v8. b) Representacdo do mapa eletrostatico de
superficie do peptideo serumAQ01, obtido através do servidor PDB2PQR, através do qual é visualizada
a distribuicdo de cargas negativas (vermelho) e cargas positivas (azul). Para visualizacdo de ambos
foi utilizado o programa PyMol 0.99rc6.
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Figura 10 — a) Representagcédo em cartoon do peptideo serumAQ02 construido através de modelagem
por homologia usando o programa Modeller 9v8. b) Representacdo do mapa eletrostatico de
superficie do peptideo serumAQ02, obtido através do servidor PDB2PQR, através do qual é visualizada
a distribuicdo de cargas negativas (vermelho) e cargas positivas (azul). Para visualizacdo de ambos
foi utilizado o programa PyMol 0.99rc6.
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4.3.1 Validacdo dos modelos

A validacdo dos modelos pelo PROCHECK possibilitou a geracdo dos
mapas de Ramachandran, através dos quais se pode avaliar o grau de estabilidade
energética dos residuos de aminoacidos que compdem o0s peptideos e a qualidade
dos modelos. Nestes mapas, em vermelho sdo representadas regides favoraveis,
em amarelo sdo representadas regides permitidas, em amarelo claro sado as regides
generosamente permitidas e em branco séo as regides proibidas.

Nos mapas gerados para os peptideos lactof01 e lactof02, 88,9 %
(equivalente a 08 residuos de aminoacidos) dos residuos estavam dispostos em
regides favoraveis, enquanto 11,1 % (equivalente a 01 residuo de aminoacido)
estavam em regides permitidas. O mapa do peptideo A_lactO1l apresentou 100 %
(equivalente a 07 residuos de aminoacidos) dos residuos dispostos em regides
favoraveis e o mapa do peptideo A_lact02 apresentou 90,5 % (equivale a 19) dos
residuos em regides favoraveis, enquanto 9,5 % (equivale a 02) estavam em regides
permitidas. No mapa gerado para o peptideo serumAQl, 71,4 % (equivale a 05)
residuos estavam dispostos em regides favoraveis e 28,6 % (equivale a 02) residuos
estavam em regifes permitidas; enquanto no mapa de Ramachandran do pepideo
serumA02, 100 % (equivale a 15) residuos localizaram-se em regides favoraveis.
Estes resultados (Figura 11) demonstraram a existéncia de estabilidade energética
das estruturas construidas.

O calculo de RMSD através do 3DSS gerou valores considerados
satisfatorios (< 2A) com relacdo & proximidade das coordenadas atdmicas entre os
modelos e os moldes utilizados na modelagem molecular, o que confirma a alta
identidade entre eles. RMSD indica a variagdo estrutural dos modelos com relacao
aos moldes, demonstrando a distancia entre seus atomos durante o processo de

sobreposicao das estruturas (Tabela 11).

Tabela 11 — Valores de RMSD calculados através do 3DSS

Peptideos | RMSD (A)
lactof0d 0,872
lactof02 0,916
A lact0 0,716
A lact02 1,528

serumAl 2,002
serumAl?2 1.251
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Figura 11 - Mapas de Ramachandran dos peptideos lactof01 (A), lactof02 (B), A_lact0l (C),
serumAO1 (D) e serumAOQ2 (E). Em vermelho s&o representadas regides favoraveis, em amarelo séo
representadas regifes permitidas, em amarelo claro séo as regifes generosamente permitidas e em
branco séo as regifes proibidas.
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Os resultados obtidos através do ProSa-web mostraram que todos os
valores de z-score (Tabela 12) encontravam-se dentro do escopo determinado para
estruturas com tamanho similar dispostas no PDB (Figura 12). Entretanto, os
peptideos lactof01 e serumAOl1l exibiram valores positivos, o que pode indicar
problemas na qualidade de seus modelos (VENCLOVAS et al., 2004). Os gréficos
gerados pela ferramenta diferenciam por cor os valores relacionados a estruturas
originadas por NMR (ressonancia nuclear magnética) e estuturas originadas por
difracdo de raio-x disponiveis no PBD, de forma que, as regides em azul escuro e
azul claro englobam todos os valores de z-score registrados para estruturas NMR e
difracdo de raio-x com tamanho entre 0 e 1.000 residuos, respectivamente. A partir
da observacdo da Figura 12, foi possivel verificar que estruturas com z-score
positivo possuem menos propabilidade de permanecer dentro do escopo de
estruturas ja registradas e, desta forma, podem indicar a presenca de erros

estruturais.

Tabela 12 — Valores de z-score dos peptideos modelados

Peptideo Tamanho (aa) | Z-score

lactof01 12 1,16
lactof02 12 -1,43
A_lactD1 10 -0,97
serumAQ01 10 0.47

serumAl? 17 -1.11
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Figura 12 - Trama de z-scores para avaliagdo dos peptideos lactof01 (A), lactof02 (B), A_lactO1 (C),
serumAOl (D) e serumA02 (E). Regides em azul escuro representam todos os valores de z-score
registrados para estruturas obtidas por NMR e regiées em azul claro representam todos os valores de
z-score registrados no PDB para estruturas obtidas por raio-x, com tamanho entre 0 e 1.000 residuos.
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4.4 Sintese dos peptideos e determinacdo de sua mas sa e
pureza

Apés suspender as amostras liofilizadas em 250 uL, o procedimento de
analise da massa molecular dos peptideos confirmou a disponibilidade de

compostos equivalentes aos peptideos encomendados (Tabela 13).

Tabela 13 — Andlise de massa dos peptideos através da utilizagdo de um espectrédmetro de massa do
tipo MALDI-ToF

. Massa Molecular
Peptideo (KDa)
lactof01 1198
lactofD2 13813
A lact01 11999
serumAD1 1237 8
serumAl? 2002.8

4.5 Testes in vitro para avaliacdo de atividade antimicrobiana

A concentracdo das amostras foi aferida utilizando os métodos descritos
anteriormente e, em seguida, foi padronizada para a realizacdo dos ensaios. A partir
do calculo destas concentracdes, foi possivel seguir na organizacdo dos testes in
vitro para a avaliacdo de atividade antimicrobiana dos peptideos em estudo. Estes
foram testados em bioensaios contra 02 bactérias Gram-negativas (E. coli e K.
pneumoniae) e 01 Gram-positiva (S. aureus) e exibiram, em sua maioria, uma baixa
atividade antimicrobiana. Foi verificado que a atividade dos peptideos tornou-se
mais evidente nas maiores concentracdes (512 mg.mL™) e apés a terceira hora de
leitura (Figura 13), a partir da qual a atividade pouco se alterou. O peptideo lactof01
(512), durante a terceira de ensaio, exibiu inibicio de crescimento em,
aproximadamente, 23 % em relacéo a E.coli, 25 % em relacéo a K. pneumoniae e 20
% em relacdo a S. aureus. O peptideo lactof02 (512), apos 120 minutos de ensaio,
exibiu inibicdo de crescimento em, aproximadamente, 25 % em relacdo a E.coli, 35

% em relacdo a K. pneumoniae e 21 % em relacdo a S. aureus. O peptideo A_lactO1
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(512), apdés 120 minutos de ensaio, exibiu inibicdo de crescimento em,
aproximadamente, 16 % em relacéo a E.coli, 21 % em relacéo a K. pneumoniae e 24
% em relacdo a S. aureus. Enquanto o peptideo serumAO1 (512) exibiu semelhante
inibicdo de, aproximadamente, 18 % apos 120 minutos de ensaio somente em
relacdo a K. pneumoniae e S. aureus. Ja o peptideo serumAQ2, apresentou uma
pequena atividade antimicrobiana somente em relagdo a S. aureus, com percentual
em aproximadamente 19 %, apos 120 minutos de ensaio. Em suma, a atividade
exibida pelo peptideo lactof02 pode ser considerada relativamente superior aos
demais peptideos em relacdo as bactérias Gram-negativas testadas; sendo este
seguido por lactof01, A _lactO1 e serumAOLl. e serumAQ2. Mas, em relacdo a bactéria
Gram-positiva testada, o peptideo A _lactO1 mostrou relativamente mais ativo, sendo

seguido por lactof02, lactof01, serumAQ02 e serumAO01.
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Figura 13 — Avaliagdo da atividade antimicrobiana dos peptideos lactofOl1, lactof02, A_lactO1,
serumAO1l e serumAOQ2 sobre as bactérias E. coli (ATCC 8739)(A), K. pneumoniae (ATCC 13883) (B)
e S. aureus (ATCC 29213) (C) apd6s 120 minutos de ensaio na concentracdo de 512 mg.L'l. Os
valores representam as médias de triplicatas e as barras verticais o0 desvio padrdao. C+ representa o
controle positivo (cloranfenicol 40 ug.mL™) e C- representa o controle negativo (dgua destilada

estéril).
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4.6 Ensaios hemoliticos

Durante a analise da citotoxicidade dos peptideos através dos ensaios
hemoliticos (Figura 14) foi observado que o peptideo lactof02 possui uma taxa de
hemodlise de, aproximadamente, 27 % na concentracdo de 512 mg.mL™ . Esta taxa
de hemodlise diminui a medida que a concentracdo do peptideo foi reduzida,
entretanto, a atividade hemolitica ndo se extinguiu completamente. Os peptideos
lactofO1, A_lact01l e serumAO2 exibiram taxa de hemdlise de, aproximadamente,
5 %, 10 % e 7 %, respectivamente, na concentracdo de 512 mg.mL™*; mas, em
relacdo a estes peptideos, as taxas foram drasticamente reduzidas e eliminadas a
medida que a concentracdo diminuiu. O peptideo serumAOl n&do apresentou

atividade hemolitica em qualquer das concentracdes testadas.
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Figura 14 — Andlise da taxa hemolitica dos peptideos lactofO1, lactof02, A lact0l, serumAOl e
serumAQ2. Os valores representam as médias de triplicatas e as barras verticais o desvio padrédo. C+
representa o controle positivo (Triton X-100 0,2 %) e C- (tampé&o PBS - pH 7.4) representa o controle
negativo.
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5. Discussao

Nas ultimas décadas, inUumeros estudos indicaram que a importancia das
proteinas em uma dieta ultrapassa a disponibilidade de aminoacidos essenciais para
a manutencao/promocédo das func¢des organicas basicas (SHIMIZU e SON, 2007).
Peptideos bioativos presentes na sequéncia primaria de proteinas alimentares sao
capazes de exercer variadas funcionalidades benéficas, dentre elas, a atividade
antimicrobiana; e podem ser liberados durante o transito gastrointestinal mediante a
acdo de enzimas (KORHONEN e PIHLANTO, 2007). Peptideos antimicrobianos
(PAMs) sao considerados promissores no desenvolvimento de novas classes de
antibidticos com novos mecanismos de acédo, baixo indice de resisténcia e amplo
espectro de atividade (LOHNER, 2009; LOHNER e BLONDELLE, 2005). O leite
bovino tem sido considerado uma importante fonte destes peptideos e, sendo este
um alimento de ampla producdo e consumo mundial, a possibilidade de identificar
novos peptideos antimicrobianos contidos em suas proteinas representa um avango
na obtencdo de substancias naturais, acessiveis e potentes no combate a
microrganismos patogénicos resistentes a antibioticos comuns (BENKERROUM,
2010; CLARE, CATIGNANI e SWAISGOOD, 2003).

A analise qualitativa de fatores fisioquimicos e estabilidade estrutural das
sequéncias protéicas baseado no uso de ferramentas computacionais se apresenta
como uma alternativa rapida, de baixo custo e eficaz para identificar possiveis PAMs
internalizados em proteinas (TIAN et al., 2009; ZELEZETSKY e TOSSI, 2006).
Parametros fisioquimicos (carga, hidrofobicidade global, propensédo helicoidal,
anfipaticidade, etc.) sdo os principais moduladores efetivos para que ocorra a lise
membranar por meio de PAMs e, com base nas propriedades da membrana alvo, a
atividade antimicrobiana pode ser melhorada pela otimizacdo destes parametros
(TIAN et al., 2009). Um bom equilibrio entre os parametros fisioquimicos pode ser
necessario para que exista uma eficiente atividade antimicrobiana. Entretanto isto
nao é uma garantia de que realmente seja exibida tal atividade (GIANGASPERO et
al., 2001).

As sequéncias primarias das proteinas constitutivas do leite bovino (Tabela 7)

foram obtidas em um banco de dados de grande abrangéncia e confiabilidade,
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chamado Protein Database, disponibilizado pelo NCBI. Através da utilizacdo da
ferramenta PeptideMass, foram obtidos 1158 peptideos com grande variedade de
massa, tamanho e composicdo. Isto refletiu basicamente a boa distribuicdo dos
aminoacidos essenciais que compdem as proteinas do leite bovino, reforcando ainda
mais a importancia de seu consumo para o bom funcionamento do organismo. Os
fragmentos foram analisados individualmente para que apenas aqueles com
tamanho entre 10 a 20 residuos de aminoacidos passassem para as etapas
posteriores, considerando-se o fato de que peptideos menores possuam maior
facilidade de serem absorvidos no intestino e exercer fungdes fisiolégicas em nivel
tecidual (ROBERTS et al.,, 1999). A observacdo deste parametro equivale ao
primério critério seletivo de todo o processo de prospec¢do, uma vez que, alguns
registros na literatura relatam a provavel influéncia do tamanho (£ 20) na
seletividade, poténcia e espectro da atividade antimicrobiana em peptideos
(ZELEZETSKY e TOSSI, 2006). Além do tamanho, a observacdo de outras
caracteristicas dos fragmentos pode auxiliar na identificacdo daqueles com maior
propensdo em ser um PAM. Dentre estas caracteristicas, destaca-se a carga,
hidrofobicidade, grau de estruturacdo e momento hidrofébico (KIM, KIM e LEE,
2005). Peptideos catibnicos com a-hélices anfipaticas representam uma classe
particularmente abundante e bem caracterizada entre PAMs que ocorrem
naturalmente (LEE et al., 2011). Por esta razdo, aos avaliar os fatores fisioquimicos,
buscou-se selecionar aqueles com maior probabilidade de apresentar essas
caracteristicas.

O processo de prospecgdo teve inicio na utilizacdo do banco de dados APD,
que possibilitou a analise dos valores de percentual de hidrofobicidade e
cationicidade. A carga positiva pode influenciar diretamente na interacao inicial do
peptideo e a superficie anidnica de microrganismos; além disso, alguns
pesquisadores observaram que alteragcdes em seu valor podem reduzir a poténcia
da atividade exibida, bem como, influenciar nos valores dos demais parametros
(ZELEZETSKY e TOSSI, 2006). Ao realizar a selecdo dos fragmentos que
apresentaram carga positiva, notou-se uma consideravel reducdo na quantidade dos
fragmentos selecionados pelo tamanho (total = 209), de forma que apenas 83
seguiram no processo de andlise (Tabela 8). Esta reducdo indica uma ampla
disponibilidade de peptideos anibnicos que, embora ainda envolvam

guestionamentos e controvérsias, a possibilidade destes exibirem atividade
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antimicrobiana ndo deve ser descartada; entretanto, sua analise deve ser feita de
maneira diferenciada (HARRIS, DENNISON e PHOENIX, 2009; KHANDELIA e
KAZNESSIS, 2006).

A observacdo dos parametros seguiu com foco no percentual de
hidrofobicidade, para o qual foram considerados valores entre 30 % - 60 %
(GIANGASPERO, SANDRI e TOSSI, 2001). Esta informacédo pode refletir a
capacidade intrinseca do peptideo de se mover entre a fase aquosa e a fase
hidrofébica da membrana do microrganismo. Assim como outras forcas
eletrostaticas, as interacdes hidrofobicas desempenham um importante papel na
separacdo dos PAMs dentro da bicamada lipidica, de forma que, seu valor ndo deve
ser muito alto e nem muito baixo, para que o peptideo possa interagir e perturbar
(alta hidrofobicdade) a integridade da membrana e ao mesmo tempo, ser
rapidamente transportado (baixa hidrofobicidade) para atuar em alvos intracelulares
(DATHE e WIEPRECHT, 1999).

Ao eliminar fragmentos que continham residuos de prolina e cisteina,
buscamos evitar peptideos que poderiam interferir na formacao/estabilizacdo de a-
hélices, uma vez que, a reducdo da propensdo na formacdo helicoidal, devido a
existéncia de alguns residuos de aminoacidos podem reduzir, mesmo que
moderadamente, a poténcia e estreitar o espectro de acdo de peptideos
antimicrobianos (ZELEZETSKY e TOSSI, 2006; GIANGASPERO, SANDRI e TOSSI,
2001). A excluséo de fragmentos contendo tais residuos reduziu o0 montante em 21
peptideos (Tabela 8), os quais tiveram seu perfil hidrofébico analisado, uma vez que,
a observacdo do momento hidrofébico em conjunto com a hidrofobicidade média (H)
equivale a um método muito utilizado para classificar estruturas anfipaticas que
podem interagir com a membrana de forma superficial ou transmembranar
(PHOENIX e HARRIS, 2003).

Ao analisar todos os fatores fisioquimicos citados anteriormente, foram
selecionados 05 peptideos que se enquadraram dentro de todos paramentros
seletivos (Tabela 9). Todos estes peptideos tiveram origem a partir de proteinas do
soro de leite bovino, o que confirmaria a tendéncia destas em exibirem maior
hidrofobicidade e grau de estruturacdo em relagdo ao grupo das caseinas. Dois
peptideos foram obtidos por meio da fragmentacédo da proteina lactoferrina, sendo
essa a fonte de alguns potentes peptideos antimicrobianos em leite bovino descritos
na literatura (GIFFORD, HUNTER e VOGEL, 2005; AIMUTIS, 2004; FLORISA et al.,
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2003; WAKABAYASHI, TAKASE e TOMITA, 2003). Entre os 05 peptideos
selecionados para as etapas posteriores, ndo foram observados fragmentos gerados
pela clivagem com quimotripsina. Este fato pode ter ocorrido em razao de pepsina e
quimotripsina apresentarem alguns sitios de corte em comum (apds a ocorréncia
dos residuos de triptofano, fenilalanina, tirosina e leucina), além disso, por possuir
maior especificidade, a quimotripsina poderia gerar maior quantidade de peptideos
pequenos a ponto de ndo estarem dentro do escopo determinado.

Na realizacdo da modelagem molecular, o primeiro passo envolveu a
identificacdo dos melhores moldes por meio da ferramenta BLASTp. A escolha do
molde baseou-se na busca por proteinas com alto nivel de identidade local
(melhores valores de Max score e Query coverage) e possivel homologia estrutural,
que sao fatores determinantes para que exista também identidade funcional entre as
estruturas protéicas. Os moldes escolhidos (PDB ID: 1BIY, 1HFX e 1N5U) para o
processo de modelagem molecular propriamente dita sdo proteinas que foram
identificadas e registradas como componentes de leite de espécies diferentes
(Bubalus bubalis, Cavia porcellus e Homo sapiens, respectivamente), entretanto, o
alto grau de identidade (Tabela 10) verificado pelo alinhamento feito através da
ferramenta ClustalW, entre os fragmentos e os moldes, indicam que a diferenca
entre espécies pode ndo influenciar nos resultados.

A criacdo dos modelos foi realizada por meio do software Modeller 9v8, no
qual foram geradas 200 estruturas para cada modelo e estas foram selecionadas por
meio da analise dos valores de DOPE (Discrete Optimized Protein Energy) e GA341
score, com o objetivo de determinar quais os modelos mais energicamente estavel e
favoravel (SHEN e SALI, 2006; MELO, SANCHEZ e SALI, 2002). Apos escolher 0s
modelos de acordo com o0s parametros energéticos, suas estruturas foram
visualizadas por meio do software PYMOL 0.99rc6, no qual foi verificada a
predominancia de propensédo para a formacédo de estruturas em a-hélices, exceto o
peptideo lactofO1 (Figura 6) que exibiu uma estrutura estendida. No entanto, essa
estrutura estendida nédo representa indicios que prejudicariam a possivel atividade
antimicrobiana, visto que existem registros na literatura sobre peptideos
antimicrobianos estendidos que podem interagir com a membrana de forma
diferente, em relacdo aos PAMs em a-hélices, e atuar em alvos intracelulares
(NGUYEN, HANEY e VOGEL, 2011; ZHANG, ROZEK e HANCOCK, 2001). Os
demais peptideos (lactof02, A lact01, serumAOl e serumAQ02) exibiram propensédo
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para a formacdo de a-hélices (Figuras 7-10). Tal estrutura pode influenciar na
profundidade de insercdo na membrana e, por sua vez, a atividade antimicrobiana
(NGUYEN, HANEY e VOGEL, 2011).

Foram observados, também, os mapas de potencial eletrostatico gerados dos
modelos através do servidor PDB2PQR, onde foi possivel verificar a distribuicdo de
cargas positivas e negativas na superficie das estruturas modeladas. A partir destes
mapas notou-se que o0 peptideo lactof01 possui dominios bem definidos e
concentrados de carga positiva e negativa (Figura 6B). Essa segregacao de cargas
entre aminoacidos dispostos no peptideo pode estar de acordo com o valor de pH
(0,27) e o percentual de hidrofobicidade (58 %) obtido, uma vez que, lactofOl seria 0
mais anfipatico entre os demais peptideos estudados e teria maior percentual de
residuos de aminoacidos hidrofébicos (predominio da regido em vermelho). Os
peptideos lactof02 (Figura 7B) e A lactl01 (Figura 8B) apresentaram distribuicdo
equilibrada de cargas positivas e negativas; esse equilibrio semelhante entre
residuos de aminoacidos carregados nos dois peptideos estaria de acordo com o
valor de hidrofobicidade global (50 %) obtido para ambos, enquanto a reduzida
definicAo dos dominios carregados na superficie eletrostatica do peptideo A _lact01
pode ser um reflexo de sua baixa anfipaticidade (uH = 0.03). Além disso, 0s
peptideos serumAO1l (Figura 8B) e serumA02 (Figura 10B) exibiram um pequeno
predominio de cargas positivas em sua superficie eletrostatica. Entretanto, este
predominio estaria de acordo somente com os parametros observados em relacao
ao peptideo serumAOl, que exibiu percentual de hidrofobicidade em 30 % e,
portanto, deveria exibir predominio da regido em azul. Baseado nesta informacéo, o
procedimento de modelagem molecular e elaboracdo do mapa eletrostatico do
peptideo serumA02 foram refeitos, mas ndo foram observadas alteracbes em
relacédo ao resultado obtido e descrito anteriormente.

A validagdo dos modelos iniciou-se com sua submissdo ao servidor
PROCHECK, no qual foram obtidos os mapas de Ramachandran (Figura 11). Nestes
mapas foi possivel avaliar o grau de estabilidade energética dos residuos de
aminoacidos que compdem os peptideos e a qualidade dos modelos em estudo.
Todos os peptideos indicaram uma possivel estabilidade energética baseado na
disposicédo da totalidade de seus residuos de aminoacidos em regides favoraveis
e/ou permitidas (LEHNINGER et al., 2000). Além disso, a localizacdo pontual dos

residuos em determinadas regides esteve de acordo com as estruturas
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tridimensionais exibidas; visto que, exceto o peptideo lactof01, os peptideos
apresentaram propensdo em formar estruturas em a-hélices e em seu mapa foi
observada a concentracdo de maioria dos residuos em regides que indicam a
tendéncia na formacéo de estrutura helicoidal (MORAIS, 2010). O peptideo lactofO1
foi 0 Unico a exibir uma estrutura extendida (Figura 6) e, também, exibiu em seu
mapa de Ramachandran (Figura 11A) um equilibrio na distribuicdo de residuos com
tendéncia a formar a-hélices e B-folhas, o que pode confirmar sua propensao em
exibir uma estrutura estendida (MORAIS, 2010).

A ferramenta 3DSS foi utilizada para que fosse obtido o calculo de RMSD, o
gual indica a proximidade das coordenadas atdomicas entre os modelos e os moldes
utilizados na modelagem molecular, indicando o grau de identidade entre eles.
Todos os peptideos (Tabela 11) apresentaram RMSD < 2A, o que representa alta
identidade entre as estruturas e a possivel existéncia de homologia entre moldes e
modelos (FILHO e ALENCASTRO, 2003; KRIEGER et al., 2003). Esses valores
tendem a confirmar o sucesso da escolha dos moldes no inicio do processo de
modelagem molecular por homologia.

Os valores de z-score (Tabela 12) gerados por meio da ferramenta ProSa-
web indicaram que os modelos tridimensionais criados para os peptideos lactof0l e
serumAQ1 poderiam possuir erros em suas coordenadas atdmicas (VENCLOVAS et
al., 2004). Entretanto, o processo de modelagem molecular foi totalmente refeito
para estes peptideos e ndo houve alteracbes em seus z-scores. Desta forma, estes
peptideos ndo foram invalidados pois, ao analisar as tramas de z-scores (Figura 12)
geradas pelo ProSa-web, notou-se que em relacdo a estruturas aleatérias de mesmo
tamanho depositadas no PDB e obtidas por ressonancia magnética nuclear, a
qualidade global da estrutura ndo estaria desapropriada. Outro fator considerado
envolve o0s demais procedimentos de validagcdo, nos quais estes peptideos
obtiveram bons resultados. Os demais peptideos obtiveram valores negativos
(Tabela 14) para z-score e estavam dentro do escopo esperado para estruturas de
mesmo tamanho depositadas no PDB, o0 que indica a existéncia de uma adequada
qualidade global da estrutura tridimensional, bem como, um pequeno desvio
energético dos residuos de formam o peptideo (VENCLOVAS et al., 2004; SIPPL,
1995; SIPPL, 1993).

Os 05 peptideos que passaram pelos processos descritos anteriormente

foram sintetizados artificialmente e preparados de forma adequada para sua
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submissdo aos testes in vitro para averiguacdo de atividade antimicrobiana e
ensaios hemoliticos para observacdo de sua citotoxidade. Apds a realizacdo dos
testes in vitro para avaliacdo da atividade antimicrobiana, foi constatada uma
pequena atividade antimicrobiana em relacéo a todos as bactérias submetidas aos
ensaios (Figura 13), o que foi evidenciado apo6s a terceira hora de incubagédo. Ao
analisar a atividade antimicrobiana exibida, acreditamos que a estruturagcdo dos
peptideos pode ter tido pouca influéncia em comparacdo com os demais
parametros, visto que, o peptideo lactof01 mesmo exibindo propensdo em formar
uma estrutura estendida demonstrou atividade equivalente a alguns dos peptideos
(lactof02 e A_lact01) com propensao para estruturacdo em a-hélices.

A diferenca na organizacdo e composicao da membrana bacteriana de Gram-
negativas e Gram-positivas pode ter implicacbes no modo de acdo dos PAMs e no
grau de susceptibilidade a alguns agentes bactericidas (FLORIS et al.,, 2003;
WIEPRECHT et al., 1997). Além disso, a capacidade de PAMs naturais de atuar de
modo diferenciado em relacdo aos microrganismos comensais que compdem a
microbiota do intestino pode favorecer a integridade intestinal através de sua
atividade antimicrobiano patogénico- seletiva (LING e SCHRYVERS, 2006; YALCIN,
2006; STEIINS, 2001).

A parede celular de bactérias Gram-negativas possui uma estrutura
complexa, sendo composto por uma membrana interna e outra externa; a membrana
externa contém uma grande quantidade de lipossacarideos carregados
negativamente localizados em sua superficie externa, enquanto a membrana interna
pode ser comparavel com a membrana de células de mamiferos (DATHE et al.,
2002; DATHE et al.,, 1997; WIEPRECHT et al., 1997). Alguns pesquisadores
sugerem que os danos causados por PAMs em bactérias Gram-negativas
relacionam-se com diferentes tipos interacbes entre peptideo e membranas;
indicando que o primeiro passo pode envolver a permeabilizacdo da membrana
externa por peptideos catidnicos concentrados em sua superficie, e em seguida, a
permeabilizacdo da membrana interna pode levar a morte celular. Embora a
afinidade de PAMs catidnicos possa ser menor em relacdo a membrana interna, as
interacdes hidrofébicas tendem a ser determinantes no processo de perfuracdo
nesta membrana, enquanto as interacfes eletrostaticas teriam mais influéncia na
interacdo com a camada externa (DATHE et al., 1997). De acordo com Dathe e

Wieprecht (1999), “com a reduc¢édo das interacdes eletrostaticas devido a diminuicédo
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da carga elétrica, a atividade sera potencialmente modulada pela hidrofobicidade,
momento hidrofobico e tamanho do dominio hidrofébico”. Ao relacionar estas
informacBes com a carga elétrica positiva relativamente baixa e proporcional nos
peptideos em estudo (Tabela 9), acreditamos que a caracteristica hidrofébica destes
pode ser considerada determinante nas interacdes estabelecidas entre os peptideos
e as bactérias testadas. Isto pode ser evidenciado quando sdo comparadas as
atividades exibidas pelos peptideos lactof01 e lactof02, com carga +1 e +2,
respectivamente; o primeiro apresentou perfil hidrofébico superior em comparacao
com o segundo, entretanto, a atividade exibida por eles pouco se divergiu, indicando
que a diferenca em seu potencial eletrostatico pode ser compensada pela diferenca
no perfil hidrofébico. Ao comparar peptideos (lactof02 e A lact01) com carga igual
(+2), também foi observada a influéncia dos parametros hidrofébicos na atividade
exibida por eles; podemos notar que o superior percentual de hidrofobicidade, H e o
menor valor de pH em A_lact01, pode ter realcado sua atividade contra bactérias
Gram-positivas. Dathe et al. (1997) relatou a influéncia de parametros fisioquimicos
dos peptideos em sua seletividade; indicando que maiores valores em H e pH
podem realcar a atividade contra Gram-positivas e reduzir a especificidade por
Gram-negativas; tal como pode ser observado na atividade exibida pelo peptideo
serumAO2. Enquanto a atividade exibida pelo peptideo serumAOl pode ter sido
prejudicada devido ao baixo percentual de hidrofobicidade e H.

A emergente resisténcia multidrogas de bactérias tem se tornado um grande
desafio no tratamento de infec¢cées nosocomiais (GIAMARELLOU e POULAKOU,
2009). Escherichia coli representa o microrganismo bacilar aerébico mais comum no
trato intestinal de mamiferos, exibindo consideravel versatilidade fisioldégica e
metabdlica. E. coli apresenta variantes comensais e variantes patogénicas, que
podem causar inumeros tipos de infec¢des intestinais, extraintestinais e septicemia
(KOHLER e DOBRINDT, 2011; YEN et al., 2011). Klebsiella pneumoniae compde a
familia Enterobacteriaceae e representa um dos principais fatores causadores de
pneumonia; embora a incidéncia de pneumonia atribuida a K. pneumoniae tenha
diminuido ao longo dos anos, sua relagdo com infec¢Bes do trato urinario, corrente
sanguinea e infecc¢des intra-abdominais tornaram-se comuns e contribuem para que
esta bactéria seja considerada um importante patdgeno em ambiente hospitalar e/ou
comum (KEYNAN e RUBINSTEIN, 2007). Dentre os microrganismos testados,

somente a bactéria S. aureus foi a Unica que teve uma pequena inibicdo de
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crescimento (em média, 19 %) quando submetido a todos os 05 peptideos testados.
Na populacdo humana, estima-se que, aproximadamente, 20-25 % possui colonias
persistentes de S. aureus, enquanto 75-80 % apresentam colonizagao intermitente
ou nunca foram expostos; alguns estudos indicam que o transporte nasal desta
bactéria pode causar sua disseminacdo para outras partes do corpo ou serem
levadas para o sistema circulatorio através de violagdes epiteliais (ARCHER et al.,
2011). Dentre as inumeras manifestacfes clinicas de infeccbes causadas por S.
aureus, problemas relacionados a pele e tecidos moles, sistema cardiovascular,
implantes e préteses, sistema neuroldgico e alteracdes gastrointestinais sdo fontes
de grande preocupacédo entre os profissionais em ambientes hospitalar (FRY e
BARIE, 2011). Devido a alta incidéncia de infec¢des por S. aureus e o grande indice
de resisténcia aos tratamentos convencionais, muitos esforcos estdo sendo
realizados para desenvolver medidas terapéuticas e preventivas eficazes em relagcao
a esta bactéria (ARCHER et al., 2011; FRY e BARIE, 2011). O peptideo A_lact01
exibiu o melhor indice de inibicdo em S. aureus quando comparado com os demais;
este resultado demonstra concordancia com as pesquisas realizadas por Pellegrini
et al. (1999), no qual foi descrito maior especificidade em relagdo a bactérias Gram-
positivas (dentre elas, S. aureus) em fragmentos gerados por meio da clivagem de
a-lactalbumina utilizando tripsina. Além disso, relatos sobre a influéncia da alta
hidrofobicidade média sobre a maior especificidade por Gram-positivas confirmam o
comportamento exibido por A lact01 nos testes in vitro (MUHLE e TAM, 2001,
DATHE et al., 1997).

Os ensaios hemoliticos indicaram possivel citotoxidade de alguns dos
peptideos avaliados (Figura 14). Entre eles, lactof02 exibiu taxa maxima de hemolise
de, aproximadamente, 27 % na concentracdo de 512 mg.mLY; embora este
percentual tenha diminuido em relacdo as menores concentra¢cdes do peptideo, a
atividade hemolitica ndo foi extinta. Além deste, os peptideos lactof01, A lactOl e
serumA02, na concentracéo de 512 mg.mL™, exibiram taxa maxima de hemolise de,
aproximadamente, 5 %, 10 % e 7 %, respectivamente; entretanto, estas taxas foram
drasticamente reduzidas e eliminadas a medida que a concentracdo diminuiu. A
partir destes ensaios, observamos que apenas o peptideo serumAQ01 poderia ser
considerado um PAM apto para aplicacbes em humanos. Alguns pesquisadores
relacionam a citotoxidade de peptideos com altos valores de carga, helicidade,
anfipaticidade e hidrofobicidade (ZELEZETSKY e TOSSI, 2006; CHEN et al., 2005;
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JIN et al, 2005; WIEPRECHT et al., 1997)(TIAN et al., 2009; DATHE e
WIEPRECHT, 1999). Mas, ao analisar os resultados obtidos, acreditamos que a
hidrofobicidade (global e intrinseca) pode representar o fator determinante na
atividade hemolitica, visto que, em relacdo aos demais, o peptideo serumAQ01 exibiu
0S menores e mais discrepantes valores em percentual de hidrofobicidade e H
(hidrofobicidade média), sendo também, o Unico peptideo ndo-hemolitico.

Segundo Tian et al. (2009), “a hemolise de eritrocitos € um dos gargalos para
a aplicacdo dos peptideos antimicrobianos no dominio da injecdo intravenosa, mas
ndo é um fator de limitacdo quando utilizado por administracdo oral’. Devemos
considerar que muitos peptideos podem ser degradados e/ou inativados e, desta
forma, a atividade pode ser anulada ou exibida através da acdo de poucos PAMs
que sobrevivem ao processo digestivo (MEISEL, 2004). Além disso, a atividade
antimicrobiana e/ou atividade hemolitica exibida por peptideos em testes in vitro
pode sofrer interferéncias de outros compostos do préprio alimento ou mesmo de
substancias/condicfes presentes em meio organico, de forma que, sua acao pode
ser eliminada, reduzida ou melhorada (MADUREIRA et al., 2010; LING e
SCHRYVERS, 2006; SEVERIN e WENSHUI, 2005).

Substituicbes pontuais de aminoacidos, que podem alterar os parametros
fisioquimicos, sé@o sugeridas como alternativa para que a atividade antimicrobiana
seja realcada em detrimento da atividade hemolitica (ZELEZETSKY e TOSSI, 2006;
GIANGASPERO, SANDRI e TOSSI, 2001; DATHE e WIEPRECHT, 1999;
WIEPRECHT et al.,, 1997). Entretanto, qualquer tipo de interferéncia artificial na
composicdo das proteinas do leite bovino presentes neste trabalho iria contradizer o
objetivo de identificacdo de potenciais PAMs liberados naturalmente durante o
transito gastrointestinal deste alimento potencialmente funcional. Entretanto, a
eliminacdo de peptideos contendo residuos de prolina pode ser revista e
desconsiderada de acordo com o posicionamento deste peptideo na sequéncia
primaria do fragmento.

Considerando as discussfes realizadas acima, acreditamos que uma maior
flexibilizacdo nos critérios de sele¢cdo baseados em fatores fisioquimicos poderia
determinar outros peptideos com grande propensdo em exibir atividade
antimicrobiana e reduzida citotoxidade. Uma vez que, a prospeccao baseada em
fatores fisioquimicos deve buscar um equilibrio entre todos os parametros utilizados

e, desta forma, a atividade antimicrobiana pode ser favorecida (GIANGASPERO et
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al., 2001). Além disso, um estudo detalhado sobre o perfil fisioquimico de PAMs
derivados de leite bovino e outros alimentos poderia facilitar na determinacao de
caracteristicas importantes a serem utilizadas em prospeccdes futuras de peptideos
derivados de leite e outros alimentos. Neste aspecto, a utilizacdo de técnicas e
ferramentas computacionais tendem a facilitar a busca e anélise destas informacoes,
tornando o processo de prospecc¢do mais rapido, eficaz e menos custoso.

Contudo, conclusbes obtidas a partir de modelos in vitro precisam ser
validadas com dados fisiol6gicos em testes in vivo, de modo que o potencial possa
ser totalmente demonstrado e analisado. De acordo com Madureira et al. (2010),
“para que um peptideo seja rotulado como bioativo, sua resisténcia as condi¢cdes
gastrointestinais deve ser averiguada. Os mecanismos pelos quais 0s peptideos do
soro de leite bovino exercem suas bioatividades ao atingir o intestino necessitam de
maiores explicacdes. Portanto, estudos in vivo sdo essenciais ndo sé para validar os
efeitos fisioloégicos, mas também, confirmar a existéncia de prote¢éo contra enzimas

gastrointestinais quando administrados via oral.”
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6. Conclusao

As proteinas do soro de leite bovino demonstraram ser promissoras fontes de
peptideos bioativos liberados durante o transito gastrointestinal através da acao das
proteases pepsina e quimotripsina.

Os cinco peptideos estudados exibiram atividade antimicrobiana, sendo o
peptideo lactof02 o mais ativo contra as bactérias Gram-negativas testadas
(Escherichia coli e Klebsiella pneumoniae) enquanto o peptideo A_lactOl
demonstrou ser o mais ativo contra a bactéria Gram-positiva testada
(Staphylococcus aureus). A andlise da atividade exibida e dos parametros
fisioquimicos estudados indicou que as interacdes hidrofobicas entre peptideos e
bactérias foram determinantes para a modulagdo da inibicdo do crescimento, como
forma de suprir as reduzidas interagfes eletrostaticas devido a carga elétrica positiva
relativamente baixa e proporcional dos peptideos.

Os peptideos lactof02, lactof01, A lact01 e serumAO2 exibiram atividade
hemolitica decrescente de acordo com a reduc¢do da concentracdo; entretanto, a
citotoxidade do peptideo lactof02 ndo se extinguiu durante a realizacdo dos ensaios
mediante as menores concentracdes. O peptideo serumAOl ndo apresentou
atividade hemolitica em qualquer das concentracdes utilizadas. Mediante a
observacdo destes resultados em comparacdo com o0s parametros fisioquimicos
estudados, acreditamos que a hidrofobicidade global e intrinseca seria o fator
determinante na modulacao da atividade hemolitica.

A prospeccéo in silico representa um método promissor para a identificacéo
de candidatos a peptideos bioativos derivados de proteinas do leite bovino;
entretanto, adaptacbes nos parametros seletivos podem favorecer a atividade

hemolitica em detrimento da citotoxidade.
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. Perspectivas

A continuidade deste trabalho pode objetivar as seguintes etapas:

» Realizacdo de testes in vitro contra outros microrganismos (fungos, virus, etc)
e, também, outros alvos celulares;

* Analise detalhada sobre o perfil fisioquimico de peptideos antimicrobianos
derivados de proteinas do leite bovino registrados na literatura para a
determinacao de caracteristicas importantes a serem utilizadas no processo
de prospeccéo in silico;

» Desenvolvimento de uma ferramenta computacional para automatizar a
prospeccdo de peptideos bioativos derivados de proteinas nativas de
alimentos, utilizando técnicas adequadas para a analise dos parametros
fisioquimicos determinantes para a atividade antimicrobiana, bem como,
outras atividades bioativas desempenhadas por peptideos no organismo;

* Realizacdo de testes in vivo de peptideos com grande propensao em exibir
atividades bioativas, de modo que seja avaliada sua resisténcia as condi¢des
fisiolégicas e seus mecanismos de acdo com o objetivo de validar as

hipoteses sugeridas através dos estudos realizados in silico e in vitro;
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