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RESUMO

Peptideos antimicrobianos sdo um grupo diverso de moléculas bioativas
produzidas naturalmente por uma variedade de organismos procariotos e
eucariotos, e que tem atividade antimicrobiana. Tendo em vista que o Brasil
representa o pais de maior incidéncia de leishmaniose no continente americano e a
inexisténcia de peptideos bacterianos com atividade neste parasito, o objetivo
desde trabalho foi a prospeccao de peptideos produzidos por bactérias com énfase
na atividade anti-Leishmania. Foram utilizadas 466 amostras bacterianas para a
obtencdo de extratos brutos extracelulares, investigados quanto a atividade
antimicrobiana total, utilizando como células-alvo culturas de bactérias (Gram-
positivas e negativas), leveduras (Candida sp) e Leishmania sp. Esta avaliagdo da
atividade antimicrobiana total permitiu definir as amostras produtoras de
substancias bioativas, bem como a caracterizacdo do espectro de acdo da
substancia antimicrobiana. E somente o0s extratos que tiveram atividade anti-
Leishmania foram submetidos a precipitacdo protéica para avaliagcdo da producdo
de peptideos antimicrobianos. Quanto a caracterizacdo da amostra produtora,
foram realizados testes morfo-tintoriais, genéticos e metabdlicos para garantia da
pureza da cultura e determinacdo do melhor momento fisiolégico de producdo da
substancia antimicrobiana. Em relacdo ao espectro de acéo, 222 extratos tiveram
atividade antagOnica ao crescimento bacteriano; 05 extratos tiveram atividade
antagbnica a Candida sp.; e 20 extratos tiveram atividade antagbnica ao
crescimento de Leishmania sp., totalizando 51 % de amostras positivas para
producdo de substancias antimicrobianas. Quanto a atividade anti-Leishmania, os
valores médios de inibicdo de extratos a 20 mg/mL em formas promastigotas do
parasito pelo método do MTT foi de 33 % em L. braziliensis e L. chagasi, 30,7 %
em L. major e 29 % em L. amazonensis. A reducdo da viabilidade de formas
amastigotas também foi observada para o extrato bruto a 40 mg/mL de
Staphylococcus edpidermidis (CGP360), com valor de 60 %. E esse mesmo extrato
nao apresentou toxicidade para macrofagos peritoneais, resultado importante para
novas drogas de uso sistémico. Quanto a caracterizacdo da amostra produtora,
observou-se que a producdo da substancia antagonista com maior atividade anti-
Leishmania ocorreu em extratos advindos de culturas crescidas em meios TSB e
BHI e provenientes da fase estacionaria de crescimento. Estudos adicionais devem
ser realizados para uma melhor compreensdo da interacdo dos extratos
bacterianos em espécies de Leishmania, mas os resultados descritos neste
trabalho s@o promissores e inéditos na literatura cientifica.

Palavras-chave: peptideos antimicrobianos, AMPs, Leishmania sp., antagonismo,
relacdo ecoldgica.



ABSTRACT

Antimicrobial peptides are a diverse group of bioactive molecules naturally
produced by a variety of prokaryotic and eukaryotic organisms with antimicrobial
activity. Brazil represents the highest incidence country of leishmaniasis in the
American continent, so the objective of this work was prospect bacteria peptides
with anti-Leishmania activity. A total of 466 bacterial samples were used to produce
extracellular crude extracts to evaluate antimicrobial activity against bacterial cells
(Gram-positive and negative bacteria), yeast (Candida sp) and Leishmania sp. and
characterize antimicrobial spectrum of action. Only Leishmania activity extracts
were submitted to protein precipitation and tested to peptides production. The
producing sample were characterized by genetic, morphologic and metabolic tests,
and the best physiological moment of peptides production was determinate. The
results showed that 222 extracts had bacterial activity, 05 extracts had Candida
activity, and 20 extracts had Leishmania activity, summarizing 51 % of positive
samples to antimicrobial substances production. For promastigote Leishmania
activity, 20 mg/ mL extracts showed inhibition values by MTT method of 33 % in L.
braziliensis and L. chagasi, 30.7 % in L. major and 29 % in L. amazonensis. The
amastigote forms viability was observed for 40 mg/mL crude extract of
Staphylococcus edpidermidis (CGP360), with a reduction value of 60 %. And this
same extract did not have toxicity to peritoneal macrophages, an important result for
new drugs of systemic use. Concerning the characterization of the producing
sample, it was observed that the production of the antagonistic substance with the
highest anti-Leishmania activity occurred in TSB and BHI media extracts coming
from stationary phase. Additional studies should be performed to better understand
the interaction of bacterial extracts in Leishmania species, but the results described
in this paper are promising and unpublished in the scientific literature.

Key-words: antimicrobial peptides, AMPs, Leishmania spp., antagonism, ecological
relationship.
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1 INTRODUCAO

O fenbmeno da resisténcia microbiana associada as terapias
convencionalmente utilizadas na prética clinica tem despertado preocupacao na
comunidade cientifica. Sem duavida, os antibiéticos foram a grande conquista do
século XX e mudaram a forma de lidar com as doencas infecciosas graves,
melhorando a qualidade de vida dos pacientes e sua sobrevivéncia. No entanto, o
uso abusivo dos mesmos na saude humana e animal, contribuiu para a
disseminagdo de genes de resisténcia no ambiente e entre 0s organismos.
Atualmente, segundo a Organizacdo Mundial de Saude, estamos entrando na
chamada era pos-antibidtica, onde infeccbes comuns, de pouca injdria, que foram
tratadas com sucesso por décadas, podem novamente vir a causar mortes.

Associado a isso, o arsenal terapéutico utilizado no tratamento de algumas
patologias é considerado caro, de tempo prolongado e com elevada toxicidade
celular, o que impulsiona cada vez mais a busca por novos agentes
antimicrobianos. Nos Ultimos anos, estudos globais de prospeccao de moléculas
bioativas em organismos procariotos e eucariotos tém sido realizados, com relatos
na literatura cientifica sobre o isolamento e caracterizacao de substancias de acéo
antimicrobiana diversa.

Dentre as moléculas bioativas os peptideos antimicrobianos vém ganhando
destaque, por serem considerados uma forma altamente organizada de sistema
de defesa de organismos procariotos e eucariotos, unicelulares e pluricelulares,
como fungos, plantas, invertebrados, anfibios, peixes, aves e mamiferos, incluindo
o0 homem.

No que se refere a microbiologia, existe na literatura cientifica uma
diversidade de trabalhos sobre peptideos antimicrobianos produzidos por
bactérias, com atividade contra espécies bacterianas filogeneticamente
relacionadas ou nédo, substéncias estas chamadas bacteriocinas. O estudo destas
substancias mostra a possibilidade do seu uso na medicina como antibidticos
topicos, além do uso como conservadores de alimentos, o que ja € uma realidade.

No entanto, estudos que avaliem o potencial antagonista destes e de outros



peptideos bacterianos frente a organismos como fungos e protozoarios ainda séo
escassos.

Programas de incentivo e fomento a pesquisas nacionais vem sendo
conduzidos no sentido de se estudar doencas que sdo consideradas pela
Organizacdo Mundial de Saude "negligenciadas”, devido ao grande numero de
pessoas infectadas vivendo principalmente em &reas tropicais e regibes de
pobreza. Entretanto, muitas vezes, ndo existe 0 interesse das grandes
corporacOes farmacéuticas na pesquisa e desenvolvimento de novas drogas, visto
gue as mesmas nhao representam retorno financeiro. Ressalta-se que menos de
1% do arsenal terapéutico dos ultimos 30 anos foi direcionado para o tratamento
das doencas tropicais negligenciadas. As leishmanioses, incluidas neste cenério,
tém como reflexo o nimero limitado de drogas disponiveis para tratamento e
falhas de politicas publicas sitio-dirigidas.

O tratamento de primeira linha para leishmaniose, o0s antimoniais
pentavalentes, sdo utilizados ha mais de 60 anos e apresentam uma série de
inconvenientes, 0s quais incluem a via parenteral, tempo longo de tratamento,
eficacia diminuida, pelo aparecimento de protozoarios resistentes isolados de
espécimes clinicos, somado ao fato destes compostos causarem efeitos colaterais
severos ao longo do tratamento.

Assim, considerando-se: (i) a importancia de novas estratégias terapéuticas
dirigidas ao tratamento de doencas infecto-parasitarias, em especial as
leishmanioses, pelo limitado arsenal de drogas disponiveis; (i) e a crescente
resisténcia as drogas e estratégias terapéuticas disponiveis, observada em
algumas regibes geogréficas, foi proposto a prospeccdo de compostos
antagonistas produzidas por bactérias, com acdo anti-Leishmania, em uma
parceria entre os Laboratorios de Fisiologia e Genética Molecular Bacteriana e o
Nucleo de Pesquisa em Parasitologia (NUPEP) do ICB/UFJF.
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2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 Peptideos Antimicrobianos

Os peptideos antimicrobianos (antimicrobial peptides - AMPS) sdo um grupo
diverso de moléculas biolégicas produzidas por uma variedade de organismos,
tais como bactérias, fungos, plantas e animais (REDDY, YEDERY e ARANHA,
2004; JENSSEN, HAMILL e HANCOCK, 2006; BROGDEN e BROGDEN, 2011;
HASSAN et al., 2012; GURALP et al., 2013; TAVARES et al., 2013).

Apresentam extrema diversidade em relacdo ao tamanho, estrutura e
mecanismo de ac¢do, mas no geral sdo moléculas pequenas (<10 KDa), que
contém de 20 a 50 residuos de aminodcidos, carregados positivamente e com alta
anfipaticidade (BROWN e HANCOCK, 2006; TAVARES et al., 2008; SANG e
BLECHA, 2012; PUSHPANATHAN, GUNASEKARAN e RAJENDHRAN, 2013;
PAIVA et al., 2013). Podem ser expressos constitutivamente ou de forma induzida,
endégena ou heteréloga, o que desperta o interesse biotecnolégico desta
molécula e a promessa de serem utilizados como alternativa aos antibiéticos
(SACHETTO-MARTINS et al., 2000; GUANI-GUERRA et al., 2010; HASSAN et al.,
2012).

Alguns desses peptideos tém acdo antimicrobiana, o que pode sugerir que
eles fazem parte da primeira linha de defesa de organismos, como animais e
plantas, ou que conferem uma vantagem adaptativa a célula produtora, como em
bactérias (ZASLOFF, 2002; MARSHALL e ARENAS, 2003; COX e WRIGHT,
2013). O principal mecanismo de agdo dos AMPs é a formacdo de poros na
membrana plasmatica, apesar de ja ter sido demonstrado outras formas de
interacdo com a célula-alvo (CARVALHO, 2011; SANG e BLECHA, 2012).

Desde que Zasloff (1987) relatou a descoberta do primeiro AMP extraido da
secrecdo da pele do sapo africano Xenopus laevis, peptideo este chamado de
magainina, diversos outros peptideos vem sendo relatados na literatura, e
aproximadamente 2730 AMPs de diferentes origens podem ser encontrados na
base de dados http://aps.unmc.edu/AP/main.php/ (WANG, LI e WANG, 2009;



GUANI-GUERRA et al., 2010; PUSHPANATHAN, GUNASEKARAN e
RAJENDHRAN, 2013), mais de 5547 sequéncias de AMPs na base de dados
Lamp, do termo em inglés Linking Antimicrobials Peptides,
http://biotechlab.fudan.edu.cn/database/lamp/, sendo destes 3904 peptideos
naturais e 1643 peptideos sintéticos (ZHAO et al., 2013; LAMP, 2016), e mais de
8164 sequéncias depositadas na base de dados http://www.camp.bicnirrh.res.in/
(WAGHU et al., 2015) .

2.2 Caracteristicas e classificacdo dos peptideos antimicrobianos

Os AMPs podem ser agrupados considerando-se diferentes caracteristicas,
tais como: o organismo produtor; o mecanismo de acgdo; caracteristicas fisico-
guimicas, como o tamanho, a estrutura secundaria, hidrofobicidade e carga
liguida; atividade antimicrobiana, dentre outras (Tabela 1) (BROGDEN, 2005;
JENSSEN, HAMILL e HANCOCK, 2006; PUSHPANATHAN, GUNASEKARAN e
RAJENDHRAN, 2013).

Apesar de varias caracteristicas serem usadas na descricdo dos AMPs,
existem alguns trabalhos que consideram que as duas mais importantes seriam
aquelas baseada na estrutura secundaria do peptideo e na carga liquida,
caracteristicas que afetam diretamente sua ligacdo a célula alvo e sugere seu
mecanismo de acdo (TAVARES et al., 2013).

Em relacdo a estrutura secundaria, os peptideos podem conter ou nao
pontes dissulfeto entre as cadeias polipeptidicas, que € o que vai defini-lo como
sendo de estrutura estendida (estrutura primaria linear), linear com a-hélice (onde
uma cadeia polipeptidica se enrola sobre ela mesma formando uma estrutura
secundaria), em formas de folhas B ou em alga (formas tridimensionais com
pontes dissulfeto entre as cadeias polipeptidicas) (Figura 1) (JENSSEN, HAMILL e
HANCOCK, 2006).



Tabela 1. Divisdo dos peptideos antimicrobianos

Caracteristica Classificacéao

Exemplos

Fonte

Estrutura da a-hélice Magainina, cecropina Zheng e Zheng, 2002
Molécula Folhas 3 B-defensinas, Zasloff, 2002
Estrutura em alga Dermaseptina Vizioli e Salzet, 2003
Peptideo estendido Tanatina, gramicidina Andreu e Rivas, 1998
Indolicidina, histatina Rokitskaya et al., 2011
Carga liquida Catidnicos Defensinas, Catelicidina Nakajima et al., 2001
N&o- catibnicos Secretolitina, dermicidina Schittek et al., 2001
Organismo Procariotos Nisina, microcina Brumfitt et al., 2002
produtor Insetos Drosomicina, melitina Kamysz, Okréj e Lukasiak, 2003
Plantas Tionina Castro e Fontes, 2005
Humanos a e B-Defensinas Jensen, Hamill e Hancock, 2006
Sapos Magainina, dermaseptina Rinaldi et al., 2002

Mecanismo de Ac¢do na membrana

acéo Acéo intracelular

Defensinas, magainina

Histatina, lactoferrina

Brown e Hancock, 2006
Chen e Harrison, 2007

Atividade

antimicrobiana

Antibacteriana
Antiparasitaria
Antifingica

Antiviral

Mersacidina, nisina

Bombina, temporina A e B

Calipeltina A, discodermina

Lactoferrina, dermaseptina

Brogden, 2005
Alberola et al., 2004
Barbault et al., 2003

Belaid et al., 2002

Adaptado de PUSHPANATHAN, GUNASEKARAN e RAJENDHRAN, 2013

Em relacdo a carga liquida do peptideo, os residuos de aminoéacidos

presentes na molécula caracterizam o peptideo como catibnico ou aniénico

(MARSHALL e ARENAS, 2003).

A determinacdo das caracteristicas fisico-quimicas dos AMPs permite nao

s6 uma compreensdo das suas propriedades bioquimicas, mas também o

delineamento de sua especificidade celular,

onde sua capacidade de

permeabilizar seletivamente as membranas ira sugerir 0 seu mecanismo de acéo

(ZASLOFF, 2002).



Figura 1. Estrutura dos peptideos antimicrobianos segundo conformacédo da
molécula. (A) e (D)- peptideo em folha B; (B) e (C)- peptideo em algca ou grampos;
(E)- a-hélice e (F)-estendido. Fonte: JENSSEN, HAMILL e HANCOCK, 2006.

Quando o peptideo tem estrutura catiénica, com residuos de aminoacidos
como arginina e prolina, por exemplo, sabe-se que a interacdo com a membrana
plasmatica de células procariotas torna-se mais facil, uma vez que esta é
carregada negativamente. J& a membrana de organismos multicelulares se ligue

com interac@es fracas aos lipidios de membrana (figura 2) (ZASLOFF, 2002).

Peptideo antimicrobiano

M Interacdes eletrostaticas

InteracBes hidrofébicas
¢ e hidrofébicas

A

Fraca Forte B

Camada externa
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de animal multicelular (eritrdcito)
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Figura 2. Interacdo dos peptideos antimicrobianos segundo composicéo lipidica
da membrana celular. (A) organismos multicelulares eucariotos e (B) organismo
procarionte. Fonte: ZASLOFF, 2002.



2.3 Mecanismos de acéo dos peptideos antimicrobianos

O principal mecanismo de acdo descrito para os AMPs € a a¢do na
membrana plasmatica (JENSSEN, HAMILL e HANCOCK, 2006; BROGDEN e
BROGDEN, 2011; PUSHPANATHAN, GUNASEKARAN e RAJENDHRAN, 2013).
Os AMPs podem interagir com as membranas de trés diferentes maneiras: modelo
carpete, modelo em barril e modelo de poro toroidal (Figura 3) (BROGDEN, 2011;
PAIVA et al., 2012; PUSHPANATHAN, GUNASEKARAN e RAJENDHRAN, 2013;
BAHAR e REN, 2013; TAVARES et al., 2013).

Membrana celular AMP’s em solucdo aquosa

Ligacdo dos AMP’s a membrana e
formacao da estrutura em a-hélice

LA o) A,

(o (gﬁ‘

{5 "
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’ N %X &
= (X0, o & Lo b
2 4 AL AL
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Figura 3. Mecanismo de acdo dos peptideos antimicrobianos na membrana
plasmatica. Em azul a parte hidrofébica do peptideo e em vermelho a parte
hidrofilica do peptideo. (A)- modelo em barril; (B)- modelo carpete; (C)- modelo de
poro toroidal. Fonte: BAHAR e REN, 2013.

e Modelo carpete: Este modelo é usado para definir o mecanismo de acao
onde os peptideos se acumulam na superficie da membrana, de maneira tal
que, quando observados, se assemelham a um carpete (TAVARES et al.,
2013). Os peptideos interagem eletrostaticamente com grupos aniénicos



cobrindo a superficie da membrana e, dependendo da concentracao, isto €,
em altas concentracdes de peptideo, eles podem romper a membrana
lipidica de uma forma semelhante a um detergente, eventualmente levando
a formacéo de micelas (DE PAULA, 2010).

Modelo em Barril: O modelo tipo barril descreve o0 mecanismo de acao
onde os peptideos se ligam e agregam a membrana pelas regibes
hidrofébicas do peptideo que interagem com o nudcleo lipidico da
membrana. A face hidrofilica fica voltada para o Iimen do poro, formando
uma estrutura parecida com um barril, onde o centro do barril é formado
pelas regides hidrofilicas do peptideo (ZHANG, ROZEK e HANCOCK,
2001).

Modelo de Poro Toroidal: No modelo de poro toroidal, os peptideos
antimicrobianos se alinham perpendicularmente a estrutura da bicamada e
a parte polar do peptideo se associa com as cabecas polares dos lipidios, e
suas regides hidrofilicas ficam voltadas para o poro (BROGDEN, 2005). O
modelo de poro toroidal difere do modelo em barril, porque os peptideos
estdo sempre associados com as cabecas polares dos lipidios de
membrana e ndo pela parte apolar, mesmo quando eles estéo

perpendicularmente inseridos na bicamada (DE PAULA, 2010).

De maneira geral, estes mecanismos propostos nao interferem somente na

permeabilidade seletiva e no transporte de nutrientes da célula. Em procariotos,

onde a membrana desempenha varias funcdes, como a respiracdo celular,

biossintese da parede celular, de acidos nucléicos e a secrecao de proteinas,

danos gerados nesta estrutura podem comprometer todo o metabolismo celular, a

forca préton motora, a cadeia transportadora de elétrons e por consequéncia a

geracdo de ATP, resultando muitas vezes na morte da célula alvo (figura 4)
(BAHAR e REN, 2013; FALICO, 2014).
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Difusdo da membrana para
alvos intracelulares

P
S
Figura 4. Modelo Shai-Matsuzaki-Huang de mecanismo de acdo dos peptideos
antimicrobianos. A, B, C, F- interacdo com danos na membrana; D, E- interacdo

na membrana com danos intracelulares. Fonte: ZASLOFF, 2002.

Segundo Cézard e colaboradores (2011), os mecanismos de acao
propostos vao se diferenciar, em suma, pela etapa de ligacdo e insercao do
peptideo, onde ligagBes eletrostéticas iniciais ndo especificas direcionam a
ancoragem do AMP. Os autores citam como exemplo a ligagdo de um peptideo
catibnico na membrana de uma bactéria Gram-negativa, onde a ligacao vai ocorrer
via grupamentos fosfatos anionicos da camada de lipopolissacarideos da
membrana externa (LPS). Ja em bactérias Gram-positivas a ligagcdo ocorreria a
partir da superficie do grupo de acidos teicdicos presentes no peptidioglicano.

Alguns autores sugerem que mesmo se 0 mecanismo de a¢édo do peptideo

for um alvo intracelular, uma interacdo inicial com a membrana da célula é
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requerida para a atividade antimicrobiana do peptideo, de maneira que esta
interacdo determina o espectro de alvos celulares (Figura 4). Além disto, a
interacdo eletrostatica ndo termina na fase inicial de ligacdo. A parte hidrofébica
do AMP ajuda a inserir a molécula dentro da membrana celular, como ja mostrado
na Figura 3 (BAHAR e REN, 2013).

Além destes mecanismos de acdo para os AMPs ja descritos, com acao na
superficie celular, foram relatados também outros mecanismos de interacao
destas substancias com estruturas intracelulares, tanto em procariotos quanto em
eucariotos. Neste sentido, acredita-se que os AMPs possam interagir também com
proteinas, DNA, RNA, mitocdndria, peptidioglicano, glicocélice, lisossomo, dentre
outros (BROGDEN, 2005; JENSSEN, HAMILL e HANCOCK, 2006; CHEN e
HARRISON, 2007; TORRENT et al., 2012; BAHAR e REN, 2013).

Peptideos antimicrobianos, como buforinas, dermaseptinas, HNP-1,
pleurocidina, indolicidina, pirrocidina e mersacidina, sdo exemplos de moléculas
que atravessam a membrana celular e inibem processos celulares essenciais,
enguanto peptideos como a melitina, histatina, papiliocina e lactoferrina exercem o
seu papel antimicrobiano pela formacdo de espécies reativas de oxigénio
(PUSHPANATHAN, GUNASEKARAN e RAJENDHRAN, 2013).

Outro peptideo encontrado na saliva humana, a histatina 5 (Hst5), tem
como alvo a mitocondria fungos e de parasitos, como Leishmania sp., induzindo a
alteracbes mitocondriais e colapso bioenergético (ORTEGA et al.,, 2008).
Trabalhos realizados com AMPs catibnicos a-hélice mostraram-se efetivos na
ligacdo e destruicdo da membrana de lisossomos celulares (TORRENT et al.,
2012). Este mesmo grupo de pesquisa também j& evidenciou ativagdo da via das
caspases e morte do organismo por apoptose.

Danos intracelulares como a inibicdo do DNA e da sintese proteica foram
pesquisados por Nicolas (2009) que concluiu que mesmo quando o dano é
intracelular € mediado ou passa pela membrana citoplasmatica, que pode levar a
maior ou menor translocacdo do peptideo dependendo dos residuos de
aminoacidos presentes nele. Outros alvos intracelulares, como a inibicdo de

proteases do hospedeiro, ja tinham sido evidenciados em 1991 por Nishikata e

12



colaboradores para o peptideo histatina de saliva humana. Em 2005, Brogden

relatou a interacdo de diferentes peptideos em alvos bacterianos de Escherichia

coli, Yersinia, Pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus aureus, entre outros,

com acdo em autolisinas e fosfolipases, alteracdo na formacao do septo, inibicdo

da sintese protéica e de acidos nucléicos (Figura 5).

Inibicao da parede celular:
Mersacidina

Alteracdes na membrana citoplasmatica:
PR-39, PR-26, indolicidina, microcina 25

Traducgéo

o
T T T T T T T T TR s

/ Ativacéo de autolisinas:
N-acetilmuramil-L-alanina amidase

-

Ligacdo ao DNA:
Bufarina Il, taquiplesina

Inibicdo do DNA, RNa e
proteinas:
Dermaseptina, pleurocidina,
PR-39, HNP-1, HNP-2,
indolicina

Inibicdo enzimética:
Histatinas, pirrocoricina, drosocina e
apidaecina

Figura 5. Modo de acgéo extracelular e intracelular de peptideos antimicrobianos

usando Escherichia coli como célula alvo. Fonte: BROGDEN, 2005.

Segundo Reddy e colaboradores (2004), além da formacé&o de canal i6nico,

peptideos como a seminalplasmina, isolada a partir do plasma seminal de bovinos,

levam a ativacdo de moléculas da cascata de autdlise celular em bactérias.

Segundo estes autores, outros peptideos como PP-39 e apidaecina mostraram-se

efetivos na morte bacteriana pela degradacdo de proteinas requeridas no

processo de replicacdo do DNA, bem como no transporte e metabolismo

energético da célula bacteriana.
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2.4 Peptideos antimicrobianos como ferramentas terapéuticas potenciais

O comportamento de microrganismos frente as drogas antimicrobianas tem
despertado o interesse de pesquisadores em todo o mundo a compreender melhor
este fendbmeno, e muitos trabalhos sédo publicados na literatura cientifica sobre a
interagdo droga- microrganismo- resisténcia (WRIGHT, 2010; COX e WRIGHT,
2013; MISHRA et al., 2013; ANDERSSON, HUGHES E KUBICEK-SUTHERLAND,
2016).

Estudos sobre o resistoma microbriano tem contribuido para uma melhor
compreensao da interacdo do ambiente e da pressao seletiva sobre a modulacao
da expresséo génica e manutencdo desses genes de resisténcia nos reservatorios
naturais, tais como o solo (TAVARES et al., 2013).

Mesmo com o0s avancos da biologia molecular na compreensdo do
fendmeno da resisténcia microbiana, o desenvolvimento de novas drogas
antimicrobianas ainda se faz necessario. Substancias que tenham novos sitios-
alvo, diferentes mecanismos de acéo e que sejam menos toxicas para a célula do
hospedeiro, diminuindo assim alguns efeitos colaterais indesejados, vem sendo
desenvolvidas (DENNISON, HARRIS e PHOENIX, 2007). E € neste cenario que
surgem os estudos de prospeccao de peptideos antimicrobianos.

Uma ferramenta molecular que otimizou o estudo do resistoma microbiano
foi 0 uso da metagendmica, que mostra uma relacéo direta e indireta da presenca
de cassetes de genes de resisténcia em bactérias ndo patogénicas do solo
(RIESENFELD et al., 2004). Além disso, estudos metagendmicos tem sido usado
para identificacdo de genes que codificam AMPs e também para predi¢cdo, por
programas como o AMPPred, que fazem inferéncias baseadas em similaridade
(CASTRO, FERNANDES e FRANCO, 2014).

Varios AMPs tém se mostrado eficientes contra microrganismos
multirresistentes, os chamados MDRs, sigla do termo em inglés multi-drug
resistant, e com menor propensdo ao desenvolvimento de resisténcia,

provavelmente em fungdo do peculiar mecanismo de acdo a que eles estdo
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envolvidos, que € diferente daqueles amplamente conhecidos das drogas
utilizadas no tratamento de doencas infecciosas (TAVARES et al., 2013).

De modo geral, varios trabalhos vem relatando o potencial de uso dos
AMPs como uma nova opcao terapéutica, destacando seu papel antiviral,
antifangico, antibacteriano e antiparasitario (BROGDEN, 2005; JENSSEN,
HAMILL e HANCOCK, 2006; SANG e BLECHA, 2008; McGWIRE e KULKARNI,
2010; COBB e DENNY, 2010; GUANI-GUERRA et al., 2010; SILVA e MACHADO,
2012; TORRENT et al.,, 2012; BAHAR e REN, 2013; FARUCK, YUSOF e
CHOWDHURY, 2015).

2.4.1 Atividade Antibacteriana

Véarios AMPs produzidos por células eucariotas também tem como alvo
células bacterianas. Magainina, cepropina A, melitina, indolicidina, buforina Il, PR-
39, LL-37, polifemusina sdo exemplos de peptideos produzidos por anfibios,
abelhas, células da imunidade inata do homem e por suinos, que atuam induzindo
a desestabilizacdo da membrana, conexdo aos acidos nucléicos, o que pode levar
a inibicdo do DNA, RNA e proteinas, e afeta 0 metabolismo do célcio (JENSSEN
et al., 2006, TAVARES et al., 2013).

De particular importancia sao as interacdes competitivas entre os membros
de uma comunidade microbiana, por meio da producéo de substancias que inibem
0 crescimento de outros microrganismos (JACK et al., 1995; PESCHEL e SAHL,
2006). Estas substéancias incluem produtos finais do metabolismo, como acidos e
peréxido de hidrogénio, antibibticos classicos, como bacitracina e polimixina B,
gue sao sintetizadas por complexos multienziméticos, enzimas bacterioliticas
semelhantes a lisozima, e um grupo de substancias antagonistas conhecidas
como bacteriocinas (JENSSEN, HAMILL e HANCOCK, 2006).

O primeiro relato documentado sobre a producédo de um agente antibiotico
por bactéria foi publicado em 1925, por Gratia, ao observar que uma amostra de
Escherichia coli produzia, em meio liquido de cultura, uma substancia

termoestavel e dializavel, capaz de inibir, em baixas concentracdes, o crescimento
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de outra amostra da mesma espécie. Em 1946, este agente antibiético recebeu de
Gratia e Frederic, o nome genérico de “colicina” (MAYR-HARTING et al., 1972).

Assim surgiu o termo “bacteriocina”, para designar AMPs produzidos por
bactérias e que atuam contra outras bactérias, inibindo ou interagindo com
espécies correlacionadas (curto espectro de acdo) ou ndo (amplo espectro de
acao) (SANG e BLECHA, 2008).

Desde entdo, novas bacteriocinas e substéncias bacteriocina-like foram
relatadas na literatura (CLEVELAND et al., 2001; GILLOR et al., 2005; APOLONIO
et al.,, 2008). Embora ja tenha sido descrita a producdo de bacteriocinas por
muitas bactérias tanto Gram-negativas quanto Gram-positivas, as mais estudadas
sdo bacteriocinas produzidas por bactérias acido-lacticas (LAB) e as colicinas, as
quais ja estdo bem caracterizadas em relacdo as propriedades bioquimicas e
modo de acdo (GILLOR et al., 2005; CASCALES et al.,, 2007). Peptideos
catidnicos lineares em a-hélice e em folhas B também tem sido relatado na
literatura, e exibem efeito tanto contra bactérias Gram-positivas, quanto Gram-
negativas (JENSSEN, HAMILL e HANCOCK, 2006).

A maioria das bacteriocinas apresenta em comum uma fracdo protéica em
sua molécula, sintetizada no ribossomo (PAIVA et al., 2012). Estas substancias
sdo geralmente codificadas por genes localizados em plasmidios, que podem ser
transferidos para outros microrganismos por mecanismos de recombinacao
bacterianos. Entretanto, jA foram descritas algumas bacteriocinas que tem seus
genes localizados no cromossomo, como, por exemplo, a produzida por Serratia
marcencens. Geralmente, o operon das bacteriocinas codifica trés proteinas: a
bacteriocina, a proteina imune e a proteina liberadora de bacteriocina (VAN DER
WAL et al., 1995).

Pouco se conhece sobre os fatores que influenciam a producdo de
bacteriocinas na natureza. Em alguns casos, ndo ha bacteriocina detectavel antes
da indugcdo e, em outros casos, a inducdo aumenta o nivel de substancia
produzida (MAYR-HARTING et al.,1972). Konisky, em 1978, observou que, apesar

de muitos estudos descreverem condi¢coes para otimizacdo da producdo de
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bacteriocinas em culturas puras, estes eram muito empiricos e pouco esclareciam
sobre a biossintese destas substancias.

Alguns dos fatores que, reconhecidamente, podem influenciar na producéo
de bacteriocinas in vitro sdo: pH, potencial de oxi-reducdo, temperatura,
composicdo do meio de cultivo e fase de crescimento do microrganismo. Com
relacdo a composicdo do meio de cultura, geralmente a producdo € maior em
meios complexos que em meios mais simples, havendo, contudo, excegdes. No
entanto, as proteinas presentes nestes meios podem apresentar caracteristicas
semelhantes as bacteriocinas, confundindo-se com estas. Alem disso, as
bacteriocinas produzidas em meio sélido podem ndo o serem em meios liquidos, e
a producéo pode nao ser constante (MAYR-HARTING et al.,1972).

O mecanismo de acao das bacteriocinas, de modo geral, pode ser dividido
em trés etapas: a de ligacdo a receptores especificos no envelope celular; o
transporte das moléculas de bacteriocinas através da membrana externa, ou, em
alguns casos, via membrana citoplasmatica; e a morte celular, via alteracdes
bioquimicas especificas (RILEY e WERTZ, 2002). No entanto ja foram verificados
mecanismos de ligacfes dessas substancias a membrana de modo inespecifico e

sem ligacdo a receptores (PAIVA et al., 2012).

2.4.1.1 Bacteriocinas de bactérias Gram-negativas

Bacteriocinas de bactérias Gram-negativas foram as primeiras
caracterizadas em detalhe. As mais conhecidas destas sdo as colicinas,
produzidas por E. coli (RILEY e WERTZ, 2002; GILLOR et al., 2005; CASCALES
et al., 2007). As colicinas constituem um grupo diverso de proteinas
antibacterianas. S&o proteinas grandes e complexas, de 29-90 kDa, com dominios
estruturais caracteristicos envolvidos no ataque as células-alvo, translocacéo e
atividade reconhecidamente bactericida (RILEY e GORDON, 1999; RILEY e
WERTZ, 2002; KIM, TARR e PENFOLD, 2014) e, geralmente, ndo sofrem nenhum
processamento pos-tradugcdo, com excecdo daquelas que perdem o residuo de

metionina N-terminal.
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De acordo com o mecanismo de liberacdo da célula produtora, as colicinas
sao divididas em dois grupos, A e B. Em geral, colicinas do grupo A séo liberadas
no meio, enquanto as colicinas do grupo B ndo sao secretadas. Entretanto,
algumas colicinas que normalmente pertencem a um grupo podem apresentar
homologia com colicinas do outro grupo, como € o caso das colicinas 5 e 10.
Existem duas classes de plasmideos colicinogénicos (pCol): tipo | e tipo Il. Os
plamideos tipo | sdo pequenos, de 6 a 10kb, presentes nas células em numero de
aproximadamente 20 copias. Estes podem ser amplificados e sdo mobilizaveis na
presenca de plasmideos conjugativos. Codificam, principalmente, colicinas do
grupo A e tém sido largamente utilizados na engenharia genética e biotecnologia
(CASCALES et al., 2007).

Os plasmideos tipo Il sdo grandes plasmideos de copia Unica, de,
aproximadamente, 40kb, e codificam, usualmente, colicinas do grupo B. S&o
conjugativos e promovem a transferéncia horizontal do material genético entre a
célula doadora e receptora (CASCALES et al., 2007; GILLOR et al., 2005).

De modo geral, a acdo das colicinas pode acontecer por dois mecanismos:
formacdo de poros na membrana, provocando a dissipacdo do seu potencial
eletroquimico, perda de ions e outros componentes celulares, e por atividade
enzimatica de endonucleases, degradando DNA cromossdmico (DNAses), ou
RNA (RNAses), com consequente inibicdo da sintese protéica (CASCALES et al.,
2007).

A proteina de imunidade das colicinas formadoras de poros esta localizada
na membrana interna da célula produtora, bloqueando a ac&o de colicina, sendo
secretada de forma independente da colicina. Em contraste, a proteina de
imunidade das colicinas com mecanismo de agdo de nucleases € sintetizada no
citoplasma e forma complexos com a colicina, neutralizando sua atividade
catalitica. E este complexo que € liberado e s6 se dissocia durante a acdo da
colicina na célula sensivel (BRAUN et al., 1994; KIM, TARR e PENFOLD, 2014).

Os genes envolvidos na producgao das colicinas estdo organizados em um
operon gue contem, em geral, trés genes: o gene estrutural, um gene que codifica

a proteina de imunidade e um gene que codifica a proteina responsavel pela
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secrecdo da colicina. A sintese da maioria das colicinas € controlada pelo sistema
“SOS” de regulagao, responsavel pelo controle dos genes envolvidos em sua
regulacéo e sua expressao pode ser induzida por situacdes de estresse celular
(SANTOS, 2001).

Colicina codificada por cromossomos ja foi relatada em Serratia
marcenscens, sendo umacolicina com bastante homologia a colicinas formadoras
de poros. Neste caso, 0 gene estrutural da colicina ndo estd associado aos genes
das proteinas de imunidade e liberagcdo, em contraste ao observado para as
colicinas codificadas por plasmideos (SOUSA et al., 2013).

Segundo Cotter e colaboradores (2013), o sistema de classificacéo para as
bacteriocinas de Gram-negativos esta dividido em dois grupos: o gupo das
bacteriocinas pequenas, as microcinas, e 0 grupo das bacteriocinas grandes, as

colicinas.

2.4.1.2 Bacteriocinas de bactérias Gram-positivas

Bacteriocinas de bactérias Gram-positivas sdo abundantes e mais
diversificadas quando comparadas aquelas encontradas em bactérias Gram-
negativas (TAGG et al., 1976; GILLOR et al., 2005; PAIVA, 2007).

Por definicdo, como mencionado, as bacteriocinas tem como componente
essencial para sua atividade uma proteina ou um peptideo. Embora as
bacteriocinas de algumas bactérias Gram-positivas sejam de alto peso molecular e
termolabeis, as descritas até o momento sdo, em sua maioria, pequenos
peptideos catibnicos, termoestaveis, estruturalmente bem diferentes das colicinas
(GILLOR et al., 2005).

As bacteriocinas de bactérias Gram-positivas melhor estudadas pertencem
ao grupo de bactérias de acido lactico (LAB). Estas moléculas sdo formadas,
inicialmente, como pré-peptideos que, apdés sofrerem processamento e serem
separados do peptideo lider, formam a molécula biologicamente ativa. Parece que

a funcdo da sequéncia lider N-teminal é impedir que a bacteriocina tenha atividade
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dentro da célula produtora, além de ser um sinal de reconhecimento para o
sistema de transporte (NES et al., 1996; OGAKI, FURLANETO e MAIA, 2015).

Assim como relatado para classificacdo de bacteriocinas de Gram-
negativos, o sistema de classificacdo dessas moléculas bioativas em Gram-
positivos também mudou. Na classificacdo mais atual, de Cotter et al. (2013), as
bacteriocinas de Gram-positivos foram separadas das bacteriocinas de Gram-
negativos, sendo que as bacteriocinas de Gram-positivos foram agrupadas apenas
nas classes | e Il, sendo excluidas as classes Ill e IV. Na classe |, ficaram os
peptideos modificados, isto é, peptideos que sofrem extensas modificacées pos-
traducionais. Na classe IlI, temos os chamados peptideos n&o-modificados/
ciclicos, isto €, as bacteriocinas que ndo sofrem modificacdes e também as que
sofrem modificacbes modestas, como a formacdo de pontes dissulfeto, a
circularizacdo ou a adicdo de N-formilmetionina. Neste grupo temos a subclasse
lla- tipo pediocina, a subclasse Ilb- bacteriocinas de dois peptideos, a subclasse
llc- peptideos ciclicos e a subclasse Ild- as bacteriocinas de Unico peptideo, que
contém serina (s) na regido C-terminal, modificacdo pos-traducional tipo
sideroforo, além dos peptideos lineares e tipo nao-pediocina (OGAKI,
FURLANETO e MAIA, 2015).

Dentre as bacteriocinas produzidas por bactérias Gram-positivas,
destacam-se a nisina (Lactococcus lactis subsp lactis), as estafilococcinas
(Staphylococcus sp) e as enterococcinas (Enterococcus sp).

A producdo de bacteriocinas em bactérias Gram-positivas €, geralmente,
associada com a transi¢cdo de crescimento do microrganismo da fase logaritmica
para a estacionaria, ndo sendo necessario induzir sua producdo (JACK et al.,
1995; RILEY e WERTZ, 2002).

2.4.2 Atividade Antifunqgica

A incidéncia de infec¢Bes oportunistas por leveduras tem se tornado cada
vez mais crescente. Isso pode estar relacionado a fatores como a maior

agressividade no tratamento de neoplasias, transplante de 6rgaos, sindrome da
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imunodeficiéncia adquirida (AIDS), tuberculose e antibioticoterapia prolongada. O
género Candida se destaca neste contexto por se tratar de uma levedura
pertencente a microbiota residente do ser humano e, uma vez instalada uma
situacdo de desequilibrio da microbiota, Candida pode causar infeccbes
oportunistas de dificil tratamento (MACEDO et al., 2009).

O desenvolvimento de novos farmacos para o tratamento de micoses
graves causadas por Candida sp. busca moléculas que possam interagir com a
célula fungica de forma seletiva, sem interferéncias a célula do hospedeiro. Neste
sentido, a parede celular fungica € um bom alvo de acéo, ja que é essencial para a
sobrevivéncia do fungo e ndo esta presente nas células humanas (PEREZ e
RIBAS, 2004).

A parede celular do fungo é constituida de residuos de N-acetilglucosamina
B1-4 ligados, formando a quitina, estrutura responsavel pela rigidez e forma da
célula. Quando a sintese da quitina € interrompida, a parede celular torna-se
desorganizada e a célula fungica sofre deformacdes e instabilidade osmética
(FALICO, 2013).

Nos ultimos anos, o conhecimento sobre os peptideos antifingicos vem
aumentando e varios mecanismos de acdo tem sido proposto além da
interferéncia em membrana. O uso do peptideo Pn-AMP1, por exemplo, leva a
despolarizacdo da actina do citoesqueleto e a lise da parede celular. Danos na
mitocondria também ja foram relatados com o uso de histatina. A acdo da
cecropina leva a sua ligagdo ao ergosterol/ colesterol de membrana e sua
desestabilizacdo e a lise desta ja foi relatada pela magainina e brevinina-1

(JESSEN et al., 2006).

2.4.3 Atividade Antiparasitaria

Dentre as infeccBes parasitarias, as leishmanioses, que s&o doencas
causadas pelo parasita protozoario Leishmania sp., sdo responsaveis por um

grande problema de saude publica mundial (OPAS, 2008).
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Acredita-se que mais de 20 espécies de Leishmania podem infectar o
homem e uma das caracteristicas marcantes para estas doencas é a grande
variedade de sinais clinicos. Classicamente, elas podem ser sub-divididas em
duas manifestacdes clinicas: leishmaniose tegumentar e leishmaniose visceral. A
primeira inclui manifestacdes cutaneas ou de mucosa; a segunda acomete 0rgaos
como baco, figado e medula 6ssea e é considerada como a forma mais grave da
doenca, sendo fatal se ndo tratada (SANTOS et al., 2008; CRUZ et al., 2009). A
patogénese das leishmanioses, suas manifestacdes clinicas e o curso da infeccao
sdo dependentes de complexas interacbes entre a viruléncia das diferentes
espécies do género e a resposta imunoldgica mediada por células do hospedeiro
(DEANE, 1985; GRIMALDI et al., 1993).

Estima-se que aproximadamente 12 milhfes de individuos estejam
infectados com esta parasitose e a incidéncia anual € de 2 milhdes de novos
casos, com 350 milhdes vivendo em areas de risco (WHO, 2010). No continente
americano, o Brasil constitui o pais de maior incidéncia da doenca, e dados
recentes mostram que nos ultimos 20 anos estas doencas vém apresentando
franco crescimento em todas as regifes do Brasil, tanto no nimero de casos como
em expansdo geogréafica, observando-se um aumento no ndmero de surtos
epidémicos (BRASIL 2013a, b).

A partir de 2003, foi confirmada a autoctonia da leishmaniose tegumentar
em todos os estados brasileiros, e 0 numero de casos confirmados tem variado de
20.000 a 30.000 anuais, sendo que no ano de 2015 foram registrados 20.187
casos (Ministério da Saude, DATASUS 2016a).

No caso da leishmaniose visceral, os dados epidemiolégicos dos ultimos
dez anos revelam a periurbanizacdo e a urbanizacdo da doenca, destacando
surtos ocorridos em varias capitais brasileiras, incluindo Belo Horizonte (MG) e
outras cidades de médio a grande porte nas varias regides brasileiras (BRASIL
2013a, b). O numero de casos tem variado entre 2.000 a 4.000 novos casos
anualmente, sendo que em 2015 foram notificados 3.319 casos de leishmaniose
visceral (Ministério da Saude, DATASUS 2016b). Estes dados alarmantes

reforcam o grande desafio ainda a ser vencido para o controle destas doencas.
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Apesar do grande numero de espécies de Leishmania que podem infectar o
homem, todas tém um ciclo similar, consistindo de uma forma imovel do parasito,
amastigota, encontrada no hospedeiro mamifero (parasitando células do sistema
fagocitico) e a forma promastigota flagelada no inseto vetor (trato digestivo), as
quais sdo transmitidas durante o repasto sanguineo por espécies de
flebotomineos, principalmente aqueles pertencentes ao subgénero Lutzomyia nas
Américas (Figura 6) (LAINSON e SHAWI., 1992; MONZOTE, 2009).
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Figura 6. Ciclo de vida do parasito Leishmania, com fase promastigota no inseto
vetor e fase amastigota intracelular em células fogociticas do hospedeiro
vertebrado. Fonte: Adaptado de CDC, 1998.

Desde 1940, os antimoniais pentavalentes vém sendo os medicamentos de
primeira escolha para o tratamento de todas as manifestacdes clinicas das
leishmanioses (SANTOS et al., 2008; CRUZ et al., 2009; FREZARD et al., 2000,
ELMAHALLAWY e AGIL 2015, WHO, 2016). Os antimoniais usados na clinica sdo
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complexos de Sb+5 com N-metil- D glucamina (antimoniato de meglumina ou
Glucantime®) ou com gluconato de sddio (estibogluconato de so6dio ou
Pentostam®) (FREZARD et al., 2000). Estas drogas apresentam efeitos
indesejaveis, tais como longo periodo de terapia, efetividade diminuida em alguns
casos, sendo que a unica forma de administracdo € a parenteral (SANTOS et al.,
2008; CRUZ et al., 2009; FREZARD et al., 2000, ELMAHALLAWY e AGIL, 2015).
A ineficicia deste tratamento é observada particularmente na co-infecgcdo HIV-
Leishmania (MONZOTE, 2009). Além disto, os antimoniais apresentam alto custo,
girando em torno de 200 US$ por paciente, o que é altamente dispendioso para o
sistema de saude publica de paises em desenvolvimento (SUNDAR e RAI, 2002).
E interessante também ressaltar que, apesar do longo tempo de uso clinico dos
antimoniais e do avanco de técnicas para caracterizacdo molecular, a estrutura
exata destes compostos, 0 metabolismo e 0 mecanismo de acdo ainda ndo estao
bem esclarecidos (FREZARD et al., 2000).

Pentamidina e anfotericina B constituem as drogas de segunda escolha
para o0 tratamento das leishmanioses, entretanto, ambas sdo muito toxicas
(MONZOTE, 2009, WHO 2016). Formulacdes lipidicas de anfotericina ou de
antimoniais tém sido desenvolvidas no intuito de minimizar os efeitos toxicos
(SANTOS et al., 2008; RIBEIRO et al., 2008; MONZOTE, 2009). Contudo, o alto
custo limita o uso deste medicamento, principalmente em paises mais pobres
(SANTOS et al., 2008). Miltefosina, utilizado inicialmente como anticancerigeno,
tem sido apresentado como 0 mais novo tratamento alternativo por via oral,
utilizado com sucesso em pacientes imunocompetentes e imunossuprimidos
(RICHARD e WERBOVETZ, 2010).

Além dos efeitos adversos, incluindo o potencial teratogénico, pesquisas
realizadas na América Central e do Sul apontam variacbes de sensibilidade de
espécies de Leishmania do Novo Mundo (TEMPONE et al. 2011).

Nas ultimas duas décadas, varios trabalhos vém sendo realizados na busca
por AMPs com atividade leishmanicida (ALBEROLA et al., 2004; COBB e DENNY,
2010; McGWIRE e KULKARNI, 2010; TELLERIA et al., 2013; SOUZA et al., 2013).
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O primeiro AMP descrito para Leishmania com implicacdo terapéutica foi a
temporina A e B, um AMP com 13 aminiacidos, isolado da secre¢éo cutanea de
Rana temporaria, rd vermelha da Europa. Por ser um peptideo pequeno e com o
menor numero de aminoacidos carregados positivamente (uma Gnica lisina/
arginina), Mangoni e colaboradores (2005) mostraram um efeito leishmanicida
consideravel pela acdo do peptideo que mantinha sua funcéo biolégica no soro. O
mecanismo envolvido no efeito inibitério envolvia a permeacdo da membrana
plasmatica, o que levava ao rapido colapso do potencial de membrana, bem como
a reducdo dos niveis de ATP intracelular e danos morfolégicos ha membrana do
parasito (MANGONI et al., 2005).

Antes disso outros peptideos ja haviam sido isolados de anfibios com efeito
anti-parasitario, como a dermaseptina (FEDER, DAGAN e MOR, 2000),
dermatoxina (AMICHE et al., 2000) e filoxina (PIERRE et al., 2000), da secrec¢ao
cutanea da perereca Phyllomedusa sp., bombininas (MANGONI et al., 2007)
isoladas de Bombina sp e mangainina (ZASLOFF, 1987) da secrecao cutanea do
anfibio africano Xenopus laevis, todos demonstrando interacdes com a membrana
do parasito. Além de anfibios, AMPs com acao lesihmanicida ja foram extraidos de
outros animais, como a gomesina extraida de hemdécitos da aranha tarantula
Acanthoscurria gomesiana (SILVA, DAFFRE e BULET, 2000).

Peptideos sintéticos também vém sendo estudados para leishmaniose
canina, como o peptideo acilado Oct-CA(1-7)-M(2-9), pesquisado por JENSSEN et
al. (2006) e que tem acdo na membrana do parasito de forma promissora.

Mais recentemente, Torrent e colaboradores (2012) mostrou 0 mecanismo
de acao de diferentes peptideos antimicrobianos contra os parasitos Leishmania e
Plasmodium. A revisao realizada pelos autores evidencia ndo s6 o mecanismo de
acdo na membrana do parasito com dissipacdo do potencial de membrana e
danos celulares, mas também o papel da proteases de membrana como a Gp63,
no efeito protetivo conta AMPs.

Diante do exposto, e frente aos desafios atuais de contencédo e tratamento
de doencgas infecto-parasitarias, percebe-se a necessidade de buscar por novas

tecnologias ou opcbes para a terapéutica destes patdogenos. A prospeccado de
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AMPs pode resultar em moléculas promissoras com potencial utilizacéo na terapia
destas doencgas, em especial as leishmanioses, pelo limitado arsenal de drogas

disponiveis.
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3 OBJETIVOS

3.10bjetivo Geral

e Prospeccdo de peptideos bacterianos extracelulares obtidos do extrato
bruto com atividade anti- Leishmania.

3.2 Objetivos especificos

e Avaliar a producdo de compostos bacterianos com atividade antagonista
contra bactérias Gram-positivas e Gram-negativas pertencentes a colecao
de culturas do Laboratério de Fisiologia e Genética Molecular Bacteriana do
ICB/ UFJF;

e Avaliar a producdo de compostos bacterianos com atividade antagonista

contra o crescimento do fungo leveduriforme, Candida sp.;

e Avaliar a producdo de compostos no extrato bruto bacteriano com atividade
antagonista contra formas promastigotas de Leishmania amazonensis,

Leishmania braziliensis, Leishmania major e Leishmania chagasi;

e Avaliar o espectro de acdo dos compostos bacterianos que mostraram

atividade antagonista contra bactérias, Candida e Leishmania;

e Selecionar amostras bacterianas que produziram compostos com atividade

anti-Leishmania exclusivamente para caracterizagao parcial;
e Definir a fase de crescimento bacteriano na qual sdo produzidas compostos

com a maior atividade antagonista contra formas promastigotas de L.

amazonensis;
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Avaliar a influéncia da composicao do meio de cultura sobre a producao de

compostos antagonistas contra formas promastigotas de L. amazonensis;

Determinar a natureza proteica e purificar parcialmente os compostos
bacterianos com antagonismo contra formas promastigotas de L.

amazonensis;

Comparar o efeito inibitério do composto bacteriano do extrato bruto e da

fracdo precipitada (peptideos) em formas amastigotas de L. amazonenis;

Avaliar a toxicidade do composto bacteriano do extrato bruto e da fracao

precipitada (peptideos) em macréfagos peritoneais de camundongos.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 Desenho experimental

Obtencao de extratos brutos extracelulares de
bactérias Gram-positivas e Gram-negativas
pertencentes a colecdo de culturas do LFGMB/ICB

Avaliagao do Avaliagao do
antagonismo em bactérias antagonismo
Gram-positivas e negativas em Candida sp

Amostras negativas
nos ensaios de antagonismo

|

Avaliacdo da atividade antagonista a Leishmania sp.

l

Avaliacdo do meio de
Selecao das amostras cultura e da fase de
com melhor atividade ——> | crescimento na producao
antagonista a L. amazonensis do composto antagonista

l

Caracterizacao e purificacdo parcial do extrato
e avaliacdo dos peptideos fracionados

l

Avaliagdo dos extratos e fragdes precipitadas em formas promastigostas e
amastigostas de L. amazonensis

Fluxograma 1. Esquema representativo dos passos experimentais no estudo de

prospeccado de peptideos bacterianos.
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4.2 Amostras bacterianas para avaliacdo da atividade antagonista

Um total de 466 amostras bacterianas pertencentes a cole¢do de culturas
do Laboratorio de Genética e Fisiologia Molecular Bacteriana do ICB/ UFJF foi
utilizado na prospeccdo de compostos antagonistas, sendo 368 cocos Gram-
positivos (CGP), pertencentes aos géneros Staphylococcus (fezes de pombo,
gueijo minas frescal e leite humano) e Enterococcus (fezes de pombos) (Apéndice
2); e 98 bastonetes Gram-negativos (BGN) entre representantes da familia
Enterobacteriaceae e BGN né&o-fermentadores, de origem animal (fezes de
pombos), secrecdo humana (leite materno) e de alimento (queijo minas frescal)
(Apéndice 3).

Dentre as amostras testadas, foram utilizadas ainda linhagens bacterianas
de referéncia de Escherichia coli (ATCC 11229 e ATCC 35218), Klebsiella
pneumoniae (ATCC 13866), Serratia marcences (CDC 4133), Salmonella enterica
Tiphy (CFP/ 1AL 1472), Pseudomonas aeruginosa (ATCC 27853), Enterobacter
aerogenes (CDC 1680), Staphylococcus aureus (ATCC 33591, ATCC 25923 e
ATCC 29213), Staphylococcus epidermidis (ATCC 12228), Enterococcus faecium
(ATCC 35667), Enterococcus faecalis (ATCC 51299), Kocuria rhizophila (ATTC
9341) e Micrococcus luteus (ATCC 10240) (Apéndices 2 e 3).

Os microrganismos foram rotineiramente cultivados em caldo BHI (Caldo
infusdo de cérebro e coracdo, Himedia, Mumbai, India) a partir de estoques
mantidos criopreservados no laboratorio. Todos 0s microrganismos repicados
foram submetidos a testes bioquimicos fisioldgicos para confirmacéo da identidade

bacteriana (Apéndice 4).
4.3 Avaliacéo da atividade antagonista ao crescimento de bactérias
A investigacao da atividade antagonista frente a linhagens bacterianas foi

realizada pelo método da sobrecamada, segundo metodologia proposta por

Romeiro (1989), que consiste em confrontar uma amostra bacteriana teste,
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chamada de produtora, com amostras possivelmente sensiveis, chamadas de
reveladoras.

Para isso, as 466 amostras testes (368 CGP e 98 BGN) foram estriadas em
agar peptona de caseina e soja (TSA- Tryptic Soy Agar, Himedia, Mumbai, India) e
incubadas a 36 °C por 24 horas, para obtencdo de massa celular. Com auxilio de
uma alga bacteriologica, parte da massa celular obtida foi solubilizada em 1 mL de
solucdo salina 0,9 % estéril, para obtencdo de padrdo de suspensao
correspondente a 0,5 na escala MacFarland, e a partir desta diluicdo, 200pL foram
distribuidos nos pocos do Replicador de Steers (STEERS, 1959) e carimbadas na
superficie do TSA. As placas foram incubadas a 36 °C por 24 horas.

Passado o periodo de incubacao, foi adicionado 1 mL de cloroférmio P.A.
(Vetec, Duque de Caxias, Rio de Janeiro) na face interior da tampa da placa de
Petri, e estas foram deixadas fechadas e com a tampa para baixo, por 30 minutos,
a temperatura ambiente, com intuito de gerar a morte bacteriana por vapor de
cloroférmio. Apés este periodo, as placas foram deixadas por 30 minutos
entreabertas em capela de fluxo laminar para evaporacédo do cloroférmio residual.

Paralelamente, 200 pL de cultura da amostra reveladora (Tabela 2) foram
adicionados e homogeneizados a 4 mL de caldo infusdo de cérebro e coracéo
(BHI, Himedia, Mumbai, india) acrescido de 0,7 % de agar-agar, previamente
deixados no banho-maria a 70 °C e homogeneizados. A mistura entdo foi vertida
sobre as amostras carimbadas em TSA, de forma que todas as colbnias das
produtoras tivessem uma sobrecamada com a amostra reveladora. As placas
foram incubadas por 24 horas a 36 °C. Com o auxilio do replicador de Steers, foi
possivel a avaliacdo de pelo menos 32 amostras bacterianas contra uma amostra
de bactéria reveladora por experimento.

A atividade antagonista foi avaliada pela presenca de halos de inibicdo do
crescimento da amostra reveladora ao redor do in6culo da amostra produtora
carimbada, sendo o valor do diametro do halo medido em milimetros (Figura 7).
De acordo com o tipo de bactéria inibida, o antagonismo foi classificado em amplo
espectro de acgao (inibicdo de microrganismos filogeneticamente nao relacionados

a amostra produtora) ou de estreito espectro de acéo (inibicdo de microrganismos
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filogeneticamente relacionados a amostra produtora). Como controle negativo, foi
utilizado o meio BHI (Himedia) sem in6culo, contendo 0,7 % de agar-agar. Todos
os testes foram realizados com uma duplicata técnica e uma duplicata biologica.

Tabela 2. Amostras bacterianas usadas como reveladoras no antagonismo
bacteriano. BGN (bastonetes Gram-negativos) e CGP (cocos Gram-positivos).

CODIGO
AMOSTRA IDENTIFICACAO ORIGEM
CGP1 Staphylococcus sp. Fezes de pombo
CGP6 Staphylococcus sp. Fezes de pombo
CGP11 Staphylococcus sp. Fezes de pombo
CGP19 Staphylococcus sp. Fezes de pombo
CGP23 Staphylococcus sp. Fezes de pombo
CGP27 Staphylococcus sp. Fezes de pombo
CGP162 Enterococcus sp. Fezes de pombo
CGP165 Enterococcus sp. Fezes de pombo
CGP183 Enterococcus sp. Fezes de pombo
CGP235 Enterococcus sp. Fezes de pombo
CGP248 Staphylococcus sp. Queijo minas
CGP269 Staphylococcus sp. Queijo minas
CGP289 Staphylococcus sp. Queijo minas
CGP302 Staphylococcus sp. Leite humano
CGP313 Staphylococcus sp. Leite humano
CGP329 Staphylococcus sp. Leite humano
CGP337 Staphylococcus sp. Leite humano
CGP360 Staphylococcus epidermidis ATCC 12228 ATCC
CGP362 Staphylococcus aureus ATCC 25923 ATCC
BGN1 Pseudomonas putida Leite humano
BGN3 Pseudomonas sp. Leite humano
BGNS A. baumaniicalcoaceticus Queijo minas
BGN9 Enterobacter amnigenus Queijo minas
BGN10 Enterobacter sp. Queijo minas
BGN93 P. aeruginosa ATCC 27853 ATCC
BGN94 E. coli ATCC35218 ATCC
BGN95 Salmonella Typhi CFP/IAL 1472 ATCC
BGN96 Enterobacter aerogenes CDC 1680 CDC
BGN97 E. coli ATCC 11229 ATCC
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Figura 7. Esquema representativo do teste de antagonismo bacteriano pelo

meétodo da sobrecamada, segundo ROMEIRO (1989). Fonte: arquivo pessoal.

4.4 Avaliacao da atividade antagonista ao crescimento de Candida sp

Foram utilizadas oito linhagens de Candida na investigacdo da atividade
antagonista, as quais foram gentilmente cedidas pelo laboratério de Micologia do
Departamento de Parasitologia, Microbiologia e Imunologia da Universidade
Federal de Juiz de Fora (Tabela 3).

Tabela 3. Amostras de Candida sp. usadas como reveladoras no teste de

antagonismo.

CODIGO AMOSTRA IDENTIFICACAO ORIGEM
CAl Candida albicans ATCC 18804 ATCC
CA2 Candida albicans ATCC 10231 ATCC
CA3 Candida albicans Isolado clinico
CP Candida parapsilosis ATCC 22019 ATCC
CK Candida krusei ATCC 20228 ATCC
CT Candida tropicalis ATCC 750 ATCC
CD Candida dubliniensis ATCC 28 ATCC
CG Candida glabrata ATCC 90030 ATCC
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A investigacdo da atividade antagonista foi realizada pelo método da
sobrecamada, segundo metodologia descrita por Mayr-Hartin (1972), que consiste
em confrontar uma amostra bacteriana teste, designada produtora, com amostras
de leveduras designadas reveladoras.

As amostras de Candida foram avaliadas quanto a pureza de acordo com a
caracteristica macroscopica das colonias e pela caracteristica morfotintorial, pelo
método de Gram. Assim, cada amostra foi inoculada em placas contendo agar
Sabouraud 4 % (Himedia, Mumbai, India) por meio de al¢ca bacteriolégica e, em
seguida, as placas foram incubadas a 36 °C por até 48 horas.

Para serem utilizadas como reveladoras, as amostras de Candida crescidas
no agar Sabouraud 4% tiveram parte da sua massa celular coletada com auxilio
de uma alca bacteriolégica e solubilizadas em 1 mL de solu¢do salina 0,9 %,
estéril, para obtencdo de um padrdo de suspensao correspondente a 0,5 na
escala MacFarland.

As 466 amostras testes de bactéria (Apéndices 2 e 3) foram estriadas em
agar TSA - peptona de caseina e soja (Himedia, Mumbai, India) e incubadas a 36
°C por 24 horas, para obtencdo de massa celular. Com auxilio de uma alca
bacterioldgica, parte da massa celular obtida foi solubilizada em 1 mL de solucao
salina 0,9% estéril, para obtencdo de padréo de suspensédo correspondente a 0,5
na escala MacFarland e, a partir desta diluicdo, 200 puL foram distribuidos nos
pocos do Replicador de Steers (STEERS, 1959) e carimbadas na superficie do
TSA. Foram utilizados também um controle positivo (Anfotericina B a 5 mg/mL) e
um controle negativo (salina 0,9 %). As placas foram incubadas a 36 °C por 24
horas.

Passado o periodo de incubacéo, foi adicionado um 1 mL de cloroférmio
P.A. (Vetec, Dugue de Caxias, Rio de Janeiro) na face interior da tampa da placa
de Petri, e estas foram deixadas fechadas e com a tampa para baixo, por 30
minutos, a temperatura ambiente, com intuito de gerar a morte bacteriana por
vapor de cloroformio. Apos este periodo, as placas foram deixadas por 30 minutos

entreabertas em capela de fluxo laminar para evaporagao do cloroférmio residual.
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Paralelamente, 200 uL das amostras reveladoras de Candida padronizadas
a 0,5 da escala de MacFarland foram adicionadas e homogeneizadas em 4 mL de
caldo Sabouraud acrescido de 0,7 % de &gar-agar (Himedia), previamente
deixadas no banho-maria a 70 °C. A mistura entédo foi vertida sobre as amostras
carimbadas em TSA, de forma que todas as colbnias das produtoras tivessem
uma sobrecamada com a amostra reveladora. As placas foram incubadas por 24
horas a 36 °C. Com o auxilio do Replicador de Steers, foi possivel a avaliacdo de
pelo menos 32 amostras bacterianas produtoras contra uma levedura reveladora
por experimento.

A atividade antagonista foi avaliada pela presenca de halos de inibicdo do
crescimento da amostra reveladora ao redor do inéculo da amostra teste
carimbada, sendo o valor do diametro do halo medido em milimetros (Figura 8).
Como controle negativo, foi utilizado o caldo Sabouraud contendo apenas 0,7 %
de agar- agar. Todos os testes foram realizados com uma duplicata técnica e uma

duplicata bioldgica.

Carimbo com Replicador de Steers

Amostra
produtora - '

Mac Farland 0,5

Amostra T |
reveladora .~
+ @ + | l

Evaporagéo do Cloroférmio Tratamento com

| Cloroférmio

— Medigao do halo de

Sobrecamada com inibicéo
reveladora

Figura 8. Esquema representativo do teste de antagonismo em fungo
leveduriforme pelo método da sobrecamada segundo MAYR-HARTIN (1972). As
setas indicam halos de inibicdo Fonte: arquivo pessoal.
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4.5 Avaliacéo da atividade antagonista ao crescimento de Leishmania sp

Apos a realizagéo dos testes de avaliagcdo da atividade antagonista contra
bactérias e Candida sp., as 466 amostras bacterianas foram divididas em dois
grupos: (i) amostras positivas para a producdo de composto antagonista; (ii)
amostras negativas nos ensaios de antagonismo. Esta separacédo inicial teve
objetivo de comparar se as amostras produtoras de compostos antagonistas ao
crescimento de bactérias e/ou Candida também seriam capazes de inibir o
crescimento de Leishmania, verificando assim uma possivel sobreposicdo do
espectro de acado da substancia antagonista.

Neste estudo, foram utlizadas quatro espécies de Leishmania, gentilmente
cedidas pelo Nucleo de Estudos e Pesquisa em Parasitologia, do Departamento
de Parasitologia, Microbiologia e Imunologia da Universidade Federal de Juiz de
Fora (Tabela 4).

Tabela 4. Espécies de Leishmania utilizadas no teste de antagonismo.

CODIGO IDENTIFICACAO ORIGEM
AMOSTRA
AMA L. amazonensis L. amazonensis IFLA/Br/67/PH8
BRA L. braziliensis L. braziliensis MHOM/Br/75/M2903
CHA L. chagasi L. chagasi MHOM/Br/PP75
MAJ L. major L. major MRHO/Su/59/P

Considerando-se as particularidades de condi¢des de cultivo de parasitos
em relagéo ao cultivo de bactérias, as metodologias tradicionalmente descritas na
literatura e utilizadas para investigacdo de antagonismo leveduriforme e bacteriano
por compostos produzidos por bactérias durante seu crescimento em meios de
cultura, ndo puderam ser aplicadas para Leishmania, para se ter uma

padronizacdo do método.
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A metodologia padrdo-ouro na pesquisa da atividade antagonista de
compostos bioativos em parasitos é a descrita por Mossman (1983), onde se
utiliza a cultura do parasito em meio liquido, soro bovino fetal, 0 composto bioativo
e um indicador de oxido-reducdo, geralmente o 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2-5 difenil
tetrazélico (MTT). Outra diferenca no método é a utilizacdo de microplacas de
poliestireno com 96 poc¢os ao invés de placas de meio de cultura solidos.

Em relagéo a atividade antagonista, as amostras bacterianas crescidas em
meio de cultura liquido tiveram que ser centrifugadas e filtradas em filtros
bacteriol6gicos para obtencdo de um extrato bruto livre de células, para que entéo
somente 0s compostos advindos do seu crescimento, antimicrobianos em

potencial, pudessem ser acrescidos ao sistema teste (Fluxograma 2).

4.5.1 Obtencao de extratos brutos bacterianos

As 466 amostras bacterianas foram cultivadas em 50 mL de caldo BHI
(Himedia), em estufa bacterioldgica a 36 °C, por 24 horas. Apos o periodo de
incubacédo, esfregacos foram realizados em lamina e coloracdo de Gram foi
realizada para confirmacgao da pureza das culturas. A seguir, 0 extrato extracelular
foi obtido pela precipitacdo da cultura por centrifugacdo a 4500x g (Centrifuga
Marca Eppendorff 5804R) por 15 minutos, a 4 °C, para separacdo do
sobrenadante das massas celulares.

Os extratos brutos extracelulares foram filtrados em membranas de 0,22 ym
(TPP, Zurich, Switzerland), para remocgéo de células bacterianas remanescentes,
congelados em biofreezer a -80 °C por 72 h, e liofilizados por até 72 h, condi¢cbes
finais 60 pHg, -51 °C (Liofilizador Liotop L101, Sao Paulo, Brasil).

Para a avaliacdo da atividade anti-Leishmania, os extratos liofilizados foram
pesados, e suspensdes de concentracdes de 300 e 600 mg/mL foram obtidas

utilizando-se agua destilada estéril.
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Fluxograma 2. Esquema representativo dos passos experimentais no estudo de

prospeccao de compostos bacterianos com atividade anti-Leishmania.
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4.5.2 Teste de atividade anti-Leishmania em formas promastigotas

O teste anti-Leishmania foi realizado inicialmente em formas promastigotas
e a atividade leishmanicida foi analisada pelo método colorimétrico do MTT (3-
(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2-5 difenil tetrazélico; Sigma-Aldrich) em diferentes espécies
do parasito (L. amazonensis, L. braziliensis, L. major e L. chagasi) (MOSSMAN,
1983). O método do MTT consiste na avaliagdo da atividade das enzimas
desidrogenases encontradas nas mitocondrias metabolicamente ativas (células
viaveis), as quais convertem o MTT, um sal de cor amarela e solivel em agua em
formazan, um produto insoltvel e de cor purpura (MOSMMAN, 1983). As amostras
gue se destacaram no teste de forma promastigota foram investigadas quanto ao
indice de toxicidade em macréfagos peritoneais e também em formas
amastigotas.

Formas promastigotas de Leishmania foram cultivadas em diferentes meios
de cultura, dependendo da espécie, conforme rotina estabelecida no NUPEP/ ICB/
UFJF: para L. amazonensis, meio Warren; para L. major e L. braziliensis, meio
BHI e para L. chagasi, meio LIT (Liver Infusion Triptose- Infusdo de figado e
triptose), todos suplementados com 10 % de soro bovino fetal (SBF), e antibiético
(penicilina 10.000UI/MI e estreptomicina 10 mg/MI, Cf= 10 ug/mL) a 24 °C (BRAGA
et al. 2007, MACHADO et al. 2012). Para os testes anti-promastigotas, 0s
parasitos, em fase exponencial de crescimento, foram contados em camara de
Newbauer e inoculados & razdo de 2x10° células/ mL (L. amazonensis) e de 3x10°
células/ mL (L. braziliensis, L. major e L. chagasi), em placa de 96 pocos estéreis,
na presenca de 10 pL dos extratos bacterianos, em duplicata, e incubados a 24 °C.
O experimento foi feito em triplicata para que se pudesse tirar uma placa apés 24
horas de interacéo, apos 48 horas e apos até 72 horas. Os extratos brutos usados
neste ensaio nas concentracbes de 300 e 600 mg/mL assumiam como
concentragoes finais 20 e 40 mg/mL, respectivamente, nos pog¢os da microplaca.

Como controles negativos, foram utilizados os meios de cultura
suplementados com SBF, o diluente dos extratos bacterianos, e o0 meio de cultura

utilizado para o crescimento das bactérias, concentrado da mesma maneira como
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na preparacdo dos extratos bacterianos. Como controle positivo, foi utilizado
anfotericina B (Cristalia-Produtos Quimicos Farmacéuticos Ltda, Brasil), droga de
referéncia para tratamento das leishmanioses.

Apoés 24, 48 e 72 h de incubacao foi adicionado 10 pL do MTT (5 mg/mL)
em cada poco da placa, e incubado durante quatro horas. A reacado foi
interrompida pela adicdo de isopropanol/acido cloridrico (0,7 % v/v), e a leitura
realizada em espectrofotometro & 570 nm (Termo Multiskan EX- Vantaa, Finland).
A atividade antagonista dos extratos foi expressa em porcentagem de inibicdo do
crescimento de Leishmania em relacdo ao controle, sem extrato. A partir deste
ensaio, foi determinada a concentracdo inibitéria minima de cada extrato proteico.
Os ensaios foram realizados em duplicatas e os resultados representam a média
de trés experimentos em dias diferentes.

Para a visualizacdo morfolégica de formas promastigotas na presenca ou
auséncia do extrato bacteriano, apds 24 horas de incubacao, foram coletados 5 pL
do meio de interacdo para confeccdo de esfregaco em lamina de vidro. Apds
secos, os esfregacos foram cobertos por alcool etilico absoluto (VETEC) e
deixados por 20 minutos para fixagdo dos mesmos. Passado este periodo, as
laminas foram cobertas por Giemsa e deixadas por 20 minutos. Apés secas, as
laminas de promastigotas representativas foram observadas em microscopia de
luz em microscopio com captura de imagem (OLYMPUS, DP73, UTVO05X0-
3,Tokyo, Japan).

4.6 Avaliacdo da composicdo do meio de cultura e tempo de crescimento na

producao de compostos com atividade em Leishmania amazonensis

As amostras bacterianas cujos extratos tiveram os melhores valores de
inibicdo de formas promastigotas de L. amazonensis foram avaliadas quanto ao
tempo de crescimento e meio de cultivo, para a produgcédo de compostos anti-

Leishmania.
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4.6.1 Obtencdo de extratos brutos apods cultivo bacteriano em diferentes

meios de cultura

As bactérias produtoras foram cultivadas nos meios: caldo BHI (Himedia),
caldo TSB (Tryptic Soy Broth- Himedia), caldo Brucela (Merck), caldo Nutriente
(Biolab) e 4gua peptonada. As amostras foram incubadas a 36 °C por 24 horas, e
em seguida foram centrifugadas a 20800 g (Centrifuga Marca Eppendorff 5804R),
4 °C, por 15 min. O sobrenadante livre de células foi coletado por filtracdo em
membrana de 0,22 uym (TPP), e o extrato extracelular de cada amostra foi
congelado em biofreezer -80 °C por 72 horas e liofilizado nas mesmas condi¢des
relatadas no item 4.5.1 para obtencao dos extratos a 600 mg/mL.

A atividade antagonista contra formas promastigotas foi avaliada pela
porcentagem de inibicdo do crescimento da mesma, pelo método do MTT.

Os meios que permitiram as maiores porcentagens de inibicdo foram
selecionados para avaliacdo da producdo da substancia antagonista e
porcentagem de inibicho de Leishmania ao longo da curva de crescimento

bacteriano in vitro.

4.6.2 Obtencao de extratos brutos ao longo do crescimento bacteriano in

vitro

As amostras bacterianas candidatas foram cultivadas em 50 mL de caldo
BHI, a 36 °C, por 24 h. Posteriormente, os 50 mL foram transferidos para 450 mL
do mesmo meio de cultivo, e incubados nas mesmas condi¢des por até 30 h.

A densidade dptica da cultura foi avaliada em intervalos de 6 h (DO=600nm
em Espectrofotometro AJX-3002 PC Micronal) a partir de aliquotas de 3 mL da
cultura. Aléem disso, foi retirado nos intervalos de tempo, um mililitro da amostra
para plagueamento e contagem de UFC/mL e cerca de 50 mL para obtencdo dos
extratos brutos extracelulares de cada tempo, usados para determinacdo da

atividade anti-Leishmania pelo composto bioativo produzido pela bactéria ao longo
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do seu crescimento. Os dados obtidos foram utilizados para a construgdo da curva

de crescimento bacteriano (Apéndice 5 e 7).

4.7 Precipitacdo protéica dos extratos provenientes da melhor condicao

experimental

Na melhor condi¢do de cultivo determinada (tempo e meio), as bactérias
candidatas foram repicadas em volumes de 1000 mL e, logo em seguida,
submetidas a centrifugacdo para coleta do sobrenadante (5500 RPM, a 4 °C, por
20 min). O sobrenadante foi entdo filtrado em membrana de 0,22 um (TPP), com
auxilio da bomba de vacuo, e o sobrenadante livre de células foi medido em
proveta para determinacao do volume e calculo do sulfato de amoénio (VETEC) a
ser utilizado para a precipitacdo protéica.

O extrato bruto extracelular de cada bactéria selecionada foi precipitado em
trés concentracdes de sulfato de amoénio (0-40 %, 40-70 % e de 70-100 % p/v),
sob agitacdo constante e lenta em banho de gelo. Os precipitados de cada fracdo
foram coletados apo6s centrifugacdo a 10.000g, a 4 °C, por 20 minutos e
dissolvidos em PBS, pH 7,4. As fracdes obtidas foram exaustivamente dialisadas
contra 0 mesmo tamp&o em baixa temperatura (7 °C) por 24 horas. Desta forma,
foram obtidas fracdes extracelulares E40, E70 e E100. Estas fracdes foram
avaliadas quanto ao potencial inibitério das formas promastigotas de Leishmania

amazonensis.

4.8 Avaliacdo da toxicidade sobre macrofagos peritoneais

Para a avaliacdo da citotoxicidade dos extratos bacterianos, macrofagos
peritoneais foram obtidos de camundongos BALB/c previamente estimulados com
2 mL de meio tioglicolato (Sigma-Aldrich, USA) a 3 % estéril para inducdo de uma
resposta inflamatdria e recrutamento dos macrofagos para a cavidade peritoneal.
Apés 72 horas, os animais foram eutanasiados por asfixia em camara de CO,

(Insight, Sdo Paulo) e injetou-se 5 mL de solucdo de Hank's fria (Sigma-Aldrich,
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USA) na regido abdominal dos camundongos. O aspirado contendo as células
residentes do peritonio foi centrifugado por 10 minutos a 1000 rpm (Thermo
Scientific, USA), o precipitado foi ressuspendido em 2 mL de meio RPMI-1640
(Sigma-Aldrich, USA) e as células foram contadas em camara de Neubauer.

Em seguida, em cada poco da placa de 96 pocos, adicionou-se 100 uL de
uma suspensdo de 2x10° células/mL (2x10° células/poco) em meio RPMI-1640
suplementado com 10 % de SBF e 0,5 % de penicilina/estreptomicina, e as placas
permaneceram por 1 hora em estufa com 5 % de CO; a 37 °C para que 0s
macrofagos aderissem. Em seguida cada poco foi lavado com PBS estéril para a
retirada de macréfagos ndo aderidos e mantidos por 24 horas, em estufa com 5 %
de CO; a 37 °C, em meio RPMI-1640 contendo 10 % de SBF. Apds este periodo,
foram adicionados os extratos bacterianos, nas mesmas concentragdes usadas no
teste anti-promastigota (extratos brutos com concentracéo inicial de 300 e 600
mg/mL concentracdes finais de 19.0 e 38.0 mg/mL, respectivamente), e a placa
novamente incubada em estufa com 5 % de CO, a 37 °C por 48 horas.

Posteriormente, foi adicionado 10 pL de MTT a 5 mg/mL e, apés 2 horas, a
reacao foi interrompida com adicdo de 100 pyL de isopropanol/HCI (0,4 %) e a
leitura realizada em espectrofotbmetro a 570 nm (Spectramax 190, Molecular
Devices). Os testes foram realizados em duplicatas e pocos sem extrato foram
utiizados como controle negativo. Os resultados foram expressos em
porcentagem de inibicAo em relacdo ao controle a partir da média de dois
experimentos realizados em dias diferentes. Os procedimentos foram realizados
de acordo com os principios de ética no uso animal e aprovado previamente pela
Comissdo de Etica no Uso Animal (CEUA) da UFJF (CEUA 054/2013). O
protocolo foi anexado ao final deste trabalho (Anexo 2).

Os extratos bacterianos que mostraram baixa toxicidade para estas células
foram utilizados nos testes de atividade em formas amastigotas de L.

amazonensis.
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4.9 Teste de atividade em formas amastigotas de L. amazonensis

Os ensaios de inibicdo amastigota foram realizados de acordo com a rotina
ja previamente estabelecida no NUPEP/ ICB/ UFJF. Macrofagos peritoneais foram
obtidos, como descrito no item 4.8, ap0s obtencdo do lavado peritoneal de
camundongos.

Posteriormente, essas ceélulas foram distribuidas sobre laminulas de vidro
de 13 milimetros de diametro, em placas de 24 pocos, onde em cada poco foram
adicionados 300 pL de suspensdo celular, na concentracdo de 2x10° células/mL,
em meio RPMI-1640 contendo 10 % SBF e 0,5 % de penicilina/estreptomicina. A
placa foi incubada por 1 hora a 37 °C em estufa com 5 % de CO, para que 0s
macréfagos aderissem a laminula. Apds este tempo, as células foram lavadas com
PBS estéril para a retirada das células ndo aderidas.

Apos 16 horas, as células foram lavadas com PBS estéril e foram
infectadas com promastigotas de L. amazonensis em fase estacionaria de
crescimento (razdo de 5 promastigotas: 1 macrofago) em meio RPMI-1640
contendo 10 % SBF e deixadas interagir por 3 horas a 37 °C com células
hospedeiras. Em seguida, cada poco foi lavado com PBS estéril para retirar os
parasitos que nao foram fagocitados e os compostos foram adicionados nas
mesmas concentracdes do teste anti-promastigota.

ApGs 72 horas de tratamento, em estufa de CO, a 33 °C, as células foram
fixadas com alcool absoluto e coradas com Giemsa, e observadas em microscopio
Optico com captura de imagem (OLYMPUS, DP73, UTV05X0-3,Tokyo, Japan). Os
testes foram realizados em duplicatas e pogcos sem extrato foram utilizados como
controle negativo. Os resultados foram expressos em porcentagem de inibicdo em
relacdo ao controle a partir da média de dois experimentos realizados em dias
diferentes. Como controle positivo, foi utilizada a anfotericina B (Cristalia-Produtos
Quimicos Farmacéuticos Ltda, Brasil), droga de referéncia para tratamento das
leishmanioses.

O efeito antiparasitario dos extratos bacterianos foi avaliado a partir da
contagem de amastigotas dentro dos macrofagos, com a contagem de 500
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macrofagos/ laminula. Os procedimentos foram realizados de acordo com os

principios de ética no uso animal e aprovado previamente (Anexo 1).

4.10 Analise estatistica

A analise estatistica dos dados obtidos nos ensaios promastigotas foi
realizada por meio da andlise de variancia (one-way-ANOVA).

Para comparacdo dos valores médios de inibicdo das amostras,
considerando o extrato precipitado proveniente da melhor condicdo experimental,

foi utilizado o teste T de Student.
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Resultados e Discussao
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Producdo de compostos antimicrobianos por bactérias

A producédo de compostos antimicrobianos pelas 466 amostras bacterianas

pesquisadas levou a 20.038 ensaios de antagonismo, como mostrado na figura 9.

PROSPECCAO

20.038
testes de inibicédo

14.446 testes de 3.728 testes de 1.864 testes de
Atividade antagonista Atividade antagonista Atividade antagonista
contra bactérias contra Candida sp. contra Leishmania sp.

Figura 9. Organograma representativo da prospeccdo de peptidios

antimicrobianos in vitro.

A avaliacdo da producédo de compostos com atividade antagonista contra
bactérias totalizou 14.446 ensaios dos quais 6.744 foram realizados entre
bactérias filogeneticamente néo-relacionadas (BGN x CGP), e 7.702 entre
bactérias filogeneticamente relacionadas (BGN x BGN ou CGP x CGP). Nao foram
observados eventos de auto-inibigdo, com os reveladores testados.

Para avaliacdo da producdo de compostos com atividade antagonista
contra amostras de Candida sp., 3.728 testes foram realizados, no entanto, devido
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a perda de viabilidade de 23 amostras durante a prospeccdo, consideramos
apenas 3.544 eventos de inibigdo confirmados.

A avaliacdo da produgcdo de compostos com atividade antagonista contra
espécies de Leishmania resultou em 1.864 testes de inibicdo, considerando as
466 amostras bacterianas testadas frente 4 amostras do parasito usadas como
reveladoras. Dos testes preliminares, apenas 472 apresentaram homonegeidade
nos resultados de inibicdo e puderam ser confirmados, onde 51 ensaios foram
referentes a inibicdo de L. braziliensis, 36 referentes a inibicdo de L. major, 24
referentes a inibicdo de L. chagasi e 361 referentes a inibicdo de L. amazonensis.

A prospeccdo de substancias bioativas muitas vezes é exaustiva,
dispendiosa, necessita de muitas repeticbes técnicas e bioldgicas, e cuja
padronizacdo da metodologia e dos observadores depende de muitas etapas de
treinamento e andlise. Especialmente, considerando-se 0s objetivos propostos
neste estudo, é de se levar em conta que Leishmania sédo parasitos que exigem
constantes passagens em camundongos para verificar sua infecciosidade, e
também da cultura de macrofagos, para a avaliacdo das formas amastigotas, o
gue demanda uma atencéo especial as passagens celulares nas fontes de cultivo
utilizadas (ROCHA, 2009). Além disso, devido a impossibilidade de cultivo desses
parasitos em meios de cultura sélidos, como rotineiramente realizado para
bactérias e fungos, e o ineditismo da proposta sem relatos metodoldgicos prévios
na literatura disponivel, optou-se por fazer a investigacdo da atividade anti-
Leishmania inicialmente em formas promastigotas do parasito. Ambas as formas
do parasito sdo consideradas ferramentas essenciais para avaliagdo do potencial
de novas drogas em Leishmania (COBB e DENNY, 2010) e, assim, 0S ensaios em
promastigotas serviram como triagem para selecdo dos compostos bioativos
(TEZUKA, 2015).

Outro fator importante na prospeccao é busca pela compreensédo de fatores
internos e externos, quimicos e fisicos, que influenciam na producéo natural de
substancias bioativas por diferentes tipos celulares. Na literatura cientifica séo
encontrados trabalhos de prospecgdo de substancias bioativas a partir de

organismos muito diversos, tais como plantas (BESSA et al.,, 2013; PORCU e
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XAVIER, 2014), fungos (GUBIANI, 2015), bactérias (LEAES, 2012), anuros
(SOUZA, 2008), carrapatos (SILVA, 2007), dentre outros, sendo relatados
diferentes fatores interferentes para cada perfil celular, o que culmina em
diferentes problemas metodolégicos.

A que se considerar também que apesar dos microrganimos terem
contribuido muito nesta busca por novas drogas, sabe-se que apenas 1% deles
sdo cultivhveis por técnicas tradicionalmente utilizadas nos laboratorios de
microbiologia. Assim, alguns autores tém considerado que abordagens como a
metagenbmica apareceriam como uma ferramenta alternativa de prospeccao, uma
vez que permitiiam a geragdo de cole¢cdes de compostos bioativos naturais e
sintéticos por estes microrganimos nao cultivaveis e o acesso a clusters de genes
associados a vias biossintéticas silenciadas (BERDY, 2005; GUIMARAES,
MOMESSO e PUPO, 2010).

Assim, além de ser uma solucdo para a prospeccdo de substancias
bioativas em microrganismos viaveis, porém nao cultivaveis, a analise in silico vem
sendo relatada como uma alternativa também a reducdo de custos e ensaios
laboratoriais, ja que inicialmente utiliza-se de técnicas de sequenciamento de nova
geracao para varredura de genomas de amostras candidatas, buscando-se assim
a presenca de regides codificadoras para substancias bioativas (BELARMINO et
al., 2010; SALLES, 2012; TAVARES et al., 2013; TAVARES, 2015).

A andlise transcriptdmica (MATULOVA et al., 2013) e protedmica (LUNA-
RAMIREZ et al., 2013) para predicdo de aminoacidos e peptideos de interesse
também ja € uma realidade na prospeccdo de AMPs. Isso sem considerar a

prospeccao de compostos lipidicos e fenodlicos (SILVA et al., 2010).
5.1.1 Atividade antagonista contra bactérias
Um total de 222 amostras bacterianas mostraram-se capazes de inibir o

crescimento bacteriano, perfazendo 47,6 % de casos positivos, dos quais 17,1 %
(n=38) associados a BGN e 82 % (n=184) associados a CGP.
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Dentre os isolados que produziram compostos antagonistas, observou-se a
presenca de espécies clinicamente relevantes, como Escherichia coli,

Staphylococcus sp. e Enterococcus sp. (Tabela 5).

Tabela 5. Amostras bacterianas produtoras de compostos antagonistas contra as
bactérias testadas. BGN (bastonetes Gram-negativos) e CGP (cocos Gram-

positivos).

Amostras de BGN produtores Amostras de CGP produtores
(n=38) (n=184)

E. coli (n=32) Staphylococcus sp. (n=108)
Pseudomonas sp.(n=4) Enterococcus sp. (n=76)

Acinetobacter sp.(n=1)

Serratia marcenscens (n=1)

Dos 38 BGN produtores de compostos antagonistas, 84 % (n=32)
corresponderam a Escherichia coli, seguidos de membros do género
Pseudomonas, que representaram 10,5 % das amostras (n=4) (Tabela 4). A
porcentagem elevada de E. coli dentre as linhagens produtoras de antagonismo
bacteriano ja era esperado, uma vez que, na literatura, diferentes trabalhos
relatam a producdo de substancia antagonista por representantes dessa espécie
(CURSINO et al., 2002; GORDON e O’'BRIEN, 2006; MAJEED et al., 2011).

Dentre as substancias antagonistas produzidas por bactérias Gram-
negativas, e mais especificamente por E. coli, as bacteriocinas colicinas e
microcinas sao as mais estudadas, sendo isoladas com frequéncia de amostras
provenientes da microbiota intestinal (O'SHEA et al., 2012). Flach, Vecchia e
Corgdo (2001) analisando amostras de agua de abastecimento no municipio de
Porto Alegre observaram a producao de colicina por E. coli numa frequéncia de 10

%. Em nosso estudo, a frequéncia observada de producdo de substancia

52



antagonista por E. coli foi de 41 % (n=32, de 78 amostras), o que reafirma a
importancia do estudo desta espécie, dentre as bactérias Gram-negativas, como
eficiente produtora de compostos bioativos.

Em relacdo a origem, a maioria das amostras positivas para o antagonismo
bacteriano foram isoladas de fonte animal (79 %), seguidas daquelas de fonte
alimentar (13 %) e das linhagens de referéncia (8 %). N&o foi observada a
producdo de substancia antagonista por bactérias isoladas de leite humano.

Acredita-se que bactérias associadas a ecossistemas altamente
competitivos, tais com como o trato gastrintestinal de pombos urbanos, possam
estar relacionadas, mais frequentemente, com a expressdo de atividade
antagonista (BARBOSA et al., 2011). Essa capacidade poderia atuar como
vantagem importante para controlar os niveis populacionais de outras espécies no
ecossistema, bem como evitar o crescimento exacerbado da microbiota do
hospedeiro (COX e WRIGHT, 2013).

Ao se analisar apenas as amostras bacterianas Gram-negativas como
produtoras, foram observados 84 % de eventos de inibicdo frente a espécies nédo
relacionadas filogeneticamente com a amostra produtora, como a inibicdo de
amostras do género Enterococcus. Essa relagcdo antagbnica sugere um
mecanismo de acdo de amplo espectro. A producao de bacteriocinas por bactérias
Gram-negativas é muito estudada, principalmente colicinas de E. coli, e evidencia
gue nessas moléculas a producdo geralmente € mediada por resposta do sistema
SOS a estresse, envolvendo genes plasmidiais que codificam a proteina de
inibicdo (colicina), a proteina de imunidade e algumas vezes a proteina de lise
(CURSINO et al., 2002; GORDON e O’'BRIEN, 2006; BENITEZ, 2010; O'SHEA et
al., 2012). Além de E. coli, o presente estudo também evidenciou a producdo de
substancia antagonista por amostras de Serratia marcescens (BGN98) e
Pseudomonas sp. (BGN4, BGN11 e BGN93, Apéndice 3), que também encontra
respaldo na literatura cientifica, onde trabalhos como o de Rebuffat (2011)
relataram a producdo de piocinas por P. aeruginosa e marcescinas por S.
marcescens. O mecanismo de acdo de bacteriocinas de Gram-negativos

geralmente envolve a ligacdo da proteina a um receptor de superficie da célula
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alvo seguido de inibicdo da sintese de proteinas, degradacdo do DNA ou
formacdo de poros na membrana citoplasmética (SMAJS et al., 1997; RILEY e
WERTZ, 2002, CASCALES et al., 2007).

Os resultados obtidos aqui corroboram com os de Cavalcante e
colaboradores (2013), que testaram amostras bacterianas de diferentes ambientes
e observaram a capacidade antagonista de um isolado de P. aeruginosa contra
bactérias Gram-positivas, como Staphylococcus aureus e Bacillus cereus.
Apolbnio e colaboradores (2007) também observaram atividade antagonista de
amplo espectro de agdo em isolados de Eikenella corrodens, da cavidade bucal
humana, com perfil de inibicdo contra linhagens como Porphyromonas gingivalis,
Staphylococcus aureus e Peptostreptococcus anaerobius.

Em nosso estudo, foram observados também eventos de antagonismo mais
restritos, que totalizaram 16 % dos casos positivos, cujo efeito de inibicdo foi sobre
espécies mais proximamente relacionadas as células produtoras, como amostras
de Salmonella sp. e Pseudomonas sp.

Dos 368 cocos Gram-positivos avaliados, 184 amostras (50 %) foram
capazes de inibir o crescimento de pelo menos uma das amostras reveladoras
testadas. O tamanho dos halos de inibicdo foi bastante variavel, destacando-se
algumas amostras de Staphylococcus isolado de fezes de pombo (CGP60 e
CGP64, Apéndice 2), que foram capazes de inibir 21 amostras reveladoras, com
halos de inibicdo que chegaram a 29 mm de diametro. Halos maiores indicam
maior efeito do composto sobre o crescimento da amostra reveladora, mostrando
que o tamanho de 29 mm indica a maior reducédo observada. Dentre as amostras
qgue tiveram o seu crescimento inibido, encontram-se amostras de Enterococcus
sp., Staphylococcus sp., Staphylococcus MRSA, Pseudomonas e E. coli.

As bacteriocinas de bactérias Gram-positivas sao relatadas na literatura
como mais abundantes e diversificadas que as de Gram-negativas, sd0 menores
(até 8 kDa) e cujo mecanismo de liberacdo envolve sistema especifico de
transporte, ndo envolvendo assim dano a célula produtora, como ocorre nas
Gram-negativas (FERREIRA, 2007).
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Quanto a origem, as amostras provenientes de fonte animal foram as que
mostraram mais atividade antagonista (80 %), seguidas daquelas isoladas de
secrecdo humana (16 %), e de origem alimentar (2 %).

Em relacdo ao espectro de acado, 41,5 % dos testes relacionaram-se com
antagonismo a espécies ndo relacionadas filogeneticamente, como E. coli,
Pseudomonas sp., Salmonella sp. e Shigella sp., sugerindo um espectro de acao
mais abrangente. Por outro lado, 58,5 % dos eventos mostraram um espectro de
acao mais restrito, agindo sobre espécies mais proximamente relacionadas, como
Enterococcus sp. e Staphylococcus sp.

Das amostras produtoras, houve uma prevaléncia na producdo de
substancia antagonista contra representantes do género Staphylococcus, que
somaram 58,7 % das amostras posivitas, seguidos de 41,3 % por amostras do
género Enterococcus. Os representantes do grupo de Micrococcus sp. e Kokuria
sp. ndo produziram substancia antagonista ativas contra as bactérias reveladoras
testadas neste trabalho.

A capacidade de producéo de bacteriocinas por Staphylococcus foi avaliada
por Nascimento e colaboradores (2005), que obtiveram um percentual de 5,8% de
linhagens produtoras, valor muito inferior ao encontrado neste trabalho. O trabalho
nao deixou claro a quantidade de amostras reveladoras usadas, 0 que pode ter
influenciado no resultado da pesquisa.

Na literatura cientifica existem relatos de varias substancias antagonistas
produzidas por estes dois géneros, destacando-se a producao de estafilococcinas,
aureocina A53, A70, 4185 e hyicina 3682 por estafilococos (CEOTO et al., 2012) e
enterococcinas por enterococos (NASCIMENTO et al., 2010).

5.1.2 Atividade antagonista contra Candida sp.

O resultado da avaliacdo da producédo de compostos antagonistas contra

Candida esta apresentado na tabela 6.
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Tabela 6. Amostras bacterianas produtoras de compostos antagonistas contra

Candida sp. BGN (bastonetes Gram-negativos) e CGP (cocos Gram-positivos).

Amostras de BGN produtores Amostras de CGP produtores
(n=1) (n=4)
E. coli (BGN54) Staphylococcus sp. (CGP31)

Staphylococcus sp. (CGP41)
Staphylococcus sp. (CGP60)
Staphylococcus sp. (CGP259)

Um total de 443 amostras bacterianas foram confrontadas as 8 linhagens
de Candida usadas como reveladoras e 5 amostras bacterianas foram capazes de
inibir o crescimento de Candida sp. (Tabela 7).

Tabela 7: Eventos de inibicdo das amostras produtoras de compostos
antagonistas contra Candida sp. BGN (bastonetes Gram-negativos) e CGP (cocos
Gram-positivos).

Amostras CAl CD CG CK CT
CGP31 - - + - -
CGP41 - + + + +
CGP60 + + - + -
CGP259 - - + - -
BGN54 - - + - -

CA1=C. albicans; CD= C. dubliniensis; CG= C. glabrata; CK= C. krusei; CT= C. tropicalis

(+) positivo: presenca de halo de inibicdo; (-) negativo: auséncia de halo de inibicédo

As amostras reveladoras CA2 (Candida albicans ATCC10231), CAS3
(Candida albicans de isolado clinico) e CP (Candida parapsilosis ATCC 22019)

nao foram inibidas por nenhuma amostra produtora testada neste estudo.
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Os testes de atividade antagonista revelaram a inibicdo de cinco espécies
de Candida por quatro cocos Gram-positivos e um bastonete Gram-negativo. Em
estudo semelhante, Yadav e colaboradores em 2006 demostraram a inibicdo de
Candida albicans e de Aspergillus sp. por uma linhagem bacteriana pertencente a
familia Enterobacteriaceae, no entanto, o método utilizado foi disco difusdo e
microdiluicdo. O resultado apresentado no nosso trabalho corrobora também com
o obtido por Hasslof et al. (2010) que demonstraram pelo método da sobrecamada
a inibicdo de Candida albicans por linhagens de Lactobacillus sp., bactéria Gram-
positiva, e que compartiha o mesmo perfil de producdo de substancias
antagonistas.

Dentre as espécies produtoras, destaca-se a amostra CGP41, um
estafilococo isolado de fonte animal, que foi capaz de inibir o crescimento de
quatro espécies de Candida. A inibicdo do crescimento fingico por peptideos
bacterianos vem sendo relatada na literatura cientifica desde o surgimento dos
primeiros antibioticos. De Lucca e Walsh (1999) relataram a inibicdo do
crescimento de Candida sp. pelos peptideos iturina A e syringomicina E,
produzidos respectivamente por Bacillus subtilis e Pseudomonas syringae. O
mecanismo de acdo da iturina A esta associado a alteracdes na tenséo superficial
da membrana celular, o que causa a formagéo de poros com perda de K* eoutros
fons vitais, levando a morte da célula. J& syringomicina E aumenta o fluxo de K",
H*, Ca®" e do potencial de membrana em leveduras, o que resulta na alteracéo da
fosforilac&o proteica e atividade da H'ATPase (De Lucca e Walsh,1999).

Shekh e colaboradores (2011) evidenciaram que linhagens de
Enterococcus faecium isolados de pinguim foram capazes de inibir o crescimento
de seis linhagens de Candida albicans. Os mesmos autores, em 2012, mostraram
a capacidade de linhagens de Enterococcus faecalis em produzir fator anti-
Candida.

Em nosso trabalho ndo foram identificadas amostras de enterococos e nem
de Pseudomonas sp. produtores de substancia antagonista contra as amostras

testadas.
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A expressdo e producdo de compostos bioativos por bactérias € bastante
variavel segundo a literatura cientifica, uma vez que atuam como estratégia de
defesa e podem ser expressos constantemente ou apds a exposicéo a algum fator
externo, como por exemplo, outros microrganismos (O'DRISCOLL et al., 2013).
Estes compostos podem ser codificados por genes presentes em plasmideos, que
poderiam ser facilmente transferidos entre microrganismos, ou muitas vezes
perdidos no ambiente (FORTES et al., 2012).

Assim, o fato de algumas linhagens bacterianas ndo terem mostrado
resultados positivos de inibicdo sugere a possibilidade de que talvez fosse
necessario um contato prévio com outros microrganismos para ativacdo da
cascata transcricional de seus metabolitos via indutiva, de forma que uma bactéria
poderia tanto deixar de produzir compostos antifUngicos, como comecar a produzi-
los apds o contato com outros microrganismos (YADAV et al., 2010).

As leveduras do género Candida séo responsaveis por cerca de 80 % das
infeccbes por fungos em hospitais e podem se apresentar como superficiais ou
invasivas, sendo que as superficiais acometem pele e mucosas inclusive de
individuos saudaveis, diferente das invasivas, que estdo associadas a pacientes
criticos (COLOMBO et al., 2003). Outro dado importante € que de acordo com o
CDC (2015), linhagens de Candida estdo ficando cada vez mais resistentes aos
medicamentos de primeira e segunda escolha, o que reforca ainda mais a
necessidade e importancia da pesquisa de substancias bioativas contra este
grupo.

Trabalhos mostram a producéo de peptideos antifungicos produzidos por
insetos, plantas, anfibios e bactérias com atividade antimicrobiana (DAFFRE et al.,
2001; YADAV et al., 2010; O'BRIEN e WRIGHT, 2011; DEUS et al., 2011). Stom e
colaboradores (2002) investigaram um isolado de Lactobacillus plantarum quanto
a producdo de substancias bioativas e observaram uma ampla atividade
antagOnica contra Aspergillus fumigatus e Candida albicans, assim como Hasslof
e colaboradores (2010) demostraram pelo método da sobrecamada que isolados
de Lactobacillus sp. foram capazes de inibir diferentes linhagens de Candida

albicans.
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E importante salientar que o principal fator de viruléncia das linhagens de
Candida sp. € a sua capacidade de formar biofiime quando em processo de
candidiase invasiva (NASCIMENTO, 2013). Estudos realizados por Bhattacharyya
e colaboradores (2014) observaram a capacidade reduzida de linhagens de
Candida sp. para formagé&o de biofilme quando tratadas com filtrados de cultura de
Staphylococcus epidermidis.

Levando em conta que o numero de infec¢cdes causadas por fungos tem
aumentado consideravelmente nos ultimos anos, e, neste contexto, as infeccdes
por Candida figuram como as mais prevalentes (KAUR et al., 2015), a busca por
substancias bioativas merece ser destacada como uma possivel alternativa para

0s tratamentos convencionais nestes microrganismos eucariotos.

5.1.3 Atividade antagonista contra Leishmania sp.

Inicialmente, foram ultizadas quatro espécies de Leishmania: L. braziliensis,
L. amazonensis, L. major e L. chagasi, sendo as trés primeiras relacionadas a
leishmaniose cutédnea e L. chagasi (sinonimia de L. infantum) responséavel pela
forma visceral da doenca nas Américas, considerada de manifestacdo clinica mais
grave e fatal quando ndo tratada (SANTOS et al. 2008). Dos 1.864 testes
realizados para avaliacdo da producéo de substancia antagonista pelas amostras
bacterianas, foram observados 472 eventos de inibicdo confirmados (25,3 %)
sendo destes: 51 (10,8 %) contra formas promastigotas de L. braziliensis, 36 (7,6
%) contra formas promastigotas de L. major, 24 (5 %) contra formas promastigotas
de L. chagasi e 361 (76,5 %) contra formas promastigotas de L. amazonensis,
considerando as réplicas técnicas e biologicas. Observa-se com estes resultados
gue a L. amazonensis foi a espécie mais sensivel aos compostos bacterianos e L.
braziliensis a menos sensivel. Estes resultados jA eram esperados, visto que
diferencas de sensibilidade entre as espécies de Leishmania tém sido previamente
reportado para varias drogas, incluindo as de referéncia para o tratamento das
leishmanioses, tais como o0s antimoniais pentavalentes, anfotericina B e
miltefosina (MINODIER e PAROLA 2007; DE MORAIS-TEIXEIRA et al., 2011).
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As leishmanioses, doencas causadas pelas espécies acima relatadas do
parasito, sdo doencas tropicais negligenciadas, o que significa dizer que menos de
1 % das novas drogas produzidas séao destinadas ao tratamento desta parasitose
(OPAS, 2008). Os resultados aqui apresentados com esses primeiros eventos de
inibicdo do crescimento de Leishmania pelas amostras candidatas investigadas
refor¢a a hipotese do nosso trabalho em se considerar a produgcéo de substancias
bioativas de amplo espectro de acdo produzidas por bactérias, provenientes de
diferentes origens, contra parasitos tripanossomatideos.

Diferentemente do que foi realizado para bactérias e fungos, 0os ensaios de
prospeccao com Leishmania necessitaram de varios ajustes metodoldgicos, como
a concentracado dos sobrenadantes das culturas bacterianas, antes testadas em
unidades arbitrarias/mL e apOs a concentracdo por liofilizacdo, em extratos
extracelulares de 300 e 600 mg/mL com a concentracdo final nos testes de
Leishmania sp. de 20 e 40 mg/mL.

A escolha destes valores levou em consideracdo a concentragao de uso de
bacteriocinas em testes de prospeccdo com uso da técnica da sobrecamada, uma
vez que ndo existe na literatura cientifica o relato de substancias bioativas
produzidas por bactérias com acdo em Leishmania (COBB e DENNY, 2010).

Assim, considerando o exposto sobre as dificuldades de cultivo do parasito
e a necessidade de concentracdo das amostras, um total de 20 bactérias
candidatas (Tabela 8), dos 472 casos positivos, foram selecionadas para 0s
eventos seguintes de inibicdo de Leishmania, o que resultou em 38 eventos de

antagonismao.
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Tabela 8. Amostras bacterianas produtoras de compostos antagonistas contra
espécies de Leishmania sp. BGN (bastonetes Gram-negativos) e CGP (cocos

Gram-positivos).

Amostras de BGN produtores Amostras de CGP produtores
(n=7) (n=13)

E. coli (n=3) Staphylococcus sp. (n=7)
Pseudomonas sp. (n=2) Enterococcus sp. (n=5)
Salmonella Typhi (n=1) Micrococcus luteus (n=1)

A. baumaniicalcoaceticus Typhi (n=1)

Quanto a origem, sete amostras (35 %) vieram de fonte animal, duas (10 %)
de fonte humana, trés (15 %) de fonte alimentar e oito (40 %) amostras de
referéncia (Apéndice 1, 2 e 8). Das sete amostras de BGN que mostraram
atividade contra Leishmania apenas duas amostras de E. coli (BGN68 e BGN69)
também apresentaram atividade contra bactérias. Dos 13 CGP produtores de
compostos antagonistas, trés amostras de estafilococos (CGP363, CGP364 e
CGP27) e uma amostras de enterococos (CGP183) também inibiram o
crescimento bacteriano. Nenhuma das amostras testadas que apresentaram
inibicdo ao crescimento de Leishmania mostrou inibigdo em Candida.

Quanto a linhagem de Leishmania que sofreu inibicdo, 15 das 20 amostras
bacterianas testadas apresentaram atividade contra L. braziliensis, 11 contra L.
major, 13 contra L. amazonensis e 8 contra L. chagasi.

Assim como para o descrito em relagdo ao potencial de inibicdo de
bactérias, as amostras que se mostraram positivas nos testes com Leishmania
poderiam sugerir a aleatoriedade do fenbmeno considerando-se a ubiquidade
bacteriana e sua habilidade de colonizar diferentes ambientes, nos quais, muitas
vezes, a expressdo de antagonismo poderia garantir vantagens ecoldgicas as

bactérias produtoras, o que garantiria sua sobrevivénvia (RELMAN et al., 2009).
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Por exemplo, o trabalho realizado por Cavalcanti e colaboradores (2004)
mostraram infecgéo fungica e bacteriana em lesb6es de cdes diagnosticados com
leishmaniose visceral canina, tendo sido isolado das lesbes cutaneas desses
animais Staphylococcus sp. e Aspergillus sp. Os autores consideraram que a
presenca de estafilococos esta associada ao fato dele fazer parte da microbiota
residente da pele do animal. J& a presenca do bolor foi considerada como
contaminacdo, uma vez que este é um fungo ambiental e sapréfita e que pode
fazer parte da microbiota transitéria da pele. No entanto, os autores concluiram
que a simples presenca destes microrganismos nas lesGes da leishmaniose
indicariam que, quando em condicbes favoraveis, estes poderiam tornar-se
agentes etioldgicos de dermatites e agravar o quadro do animal.

Vera e colaboradores (2001) reforcaram o fato de que a prevaléncia de
bactérias nas Ulceras leishmanidticas € bastante comum, mas pouco relatada, e
que dados clinicos (EDRISSIAN et al.,, 1990) mostraram que esta associacado
chega a 35,7 % das lesGes de pacientes com suspeita clinica de leishmaniose
cutanea. Dentre os observados, a presenca de S. aureus é a mais relatada, o que
corrobora com os dados de Oster e colaboradores (1985), Fontes e colaboradores
(2005) e Gongalves et al. (2009).

A andlise de 31 pacientes com diagnéstico de leishmaniose tegumentar
americana para investigacdo de microrganismos nas lesfes leishmanidticas
revelou a presenca de S. aureus em 95,2 % dos pacientes (FONTES et al., 2005).
Esses mesmos autores detectaram a presenca de E. coli (4,8 %), Pseudomonas
sp. (4,8 %) e Candida sp. (14,3 %) nas les@es, e concluiram que a presenga da
Leishmania nas lesbes induz a um efeito supressivo local que permitiria a
sobrevivéncia de ambos, mas sugeriram que a relagdo entre 0s microrganismos
pode ndo ser sempre sinérgica.

Estudos semelhantes foram realizados por Gongalves e colaboradores
(2009), que detectaram uma prevaléncia de 60 % de estafilococos nas lesdes
leishmanioticas e Layegh e colaboradores (2015), que observaram a presenca de
S. aureus em 52,3 % das amostras e S. epidermidis em 9,5 %. Estes ultimos

autores enfatizaram que uma das maiores complicagbes nos casos de
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leishmaniose cutanea € a infeccdo bacteriana secundaria, que pode prolongar a
duracédo da doenca, aumentar a destruicdo do tecido e resultar em cicatrizes. No
estudo de Ziaei et al. (2008), a presenca de S. aureus foi relatada em 69,3 % das
amostras e indicaram uma incidéncia elevada de lesdes ulceradas em relacéo as

nao-ulceradas nos pacientes com infeccéo bacteriana secundaria.

5.1.4 Sobreposicao do espectro de acéo e perfil antagonista

Analisando os trés ensaios de antagonismo (bacteriano, fangico e
parasitario) para caracterizacao inicial do espectro de acdo das amostras testadas,
foi possivel observar um total de 252 amostras positivas, o equivalente a 54% do
que foi investigado, sendo que duas amostras de CGP (CGP41 e CGP60)
produziram antagonismo tanto para bactérias como para Candida; outras trés
amostras de cocos (CGP27, CGP363 e CGP364) mostraram-se antagonistas ao
crescimento bacteriano e a Leishmania sp. Ndo observamos amostras de CGP
com espectro de acédo contra Candida e Leishmania ao mesmo tempo. Dentre os
BGN, ndo observamos amostras capazes de inibir bactérias e fungos ao mesmo
tempo, assim como também nao observamos antagonismo combinado em
Candida e Leishmania. No entanto, duas amostras de BGN (BGN68 e BGNG69)
foram capazes de inibir tanto o crescimento de bactérias quanto o do parasito.
N&o foram observadas amostras com perfil antagdnico aos trés grupos de células-
alvo testadas (Figura 10).

Um total de 226 amostras foram negativas quanto a producdo de

substancia antagonista nas condi¢des experimentais utilizadas.
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Figura 10. Diagrama representativo de espécimes produtoras de compostos
antagonistas que resultaram em testes positivos de inibicdo frente ao grupo de

células alvo avaliadas.

Trabalhos na literatura também evidenciam a producdo de compostos
inibitorios produzidos por células com antagonismo a mais de um microrganismo
alvo, corroborando aos achados do nosso estudo e mostrados na figura 10. A
interacdo do AMP pode variar conforme tamanho da molécula, anfipaticidade e
mecanismo de acdo (McGUIRE e KULKARNI, 2010).

5.2 Avaliacédo da inibicdo de formas promastigotas de Leishmania sp.
Os resultados de inibicdo dos extratos brutos provenientes das 20 amostras

bacterianas selecionadas em formas promastigotas das quatro espécies de

Leishmania estao apresentados no Apéndice 8 e compilados na Figura 11.
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Figura 11. Potencial anti-Leishmania de extratos bacterianos brutos extracelulares
(Cf= 20.0 mg/mL) em promastigotas de L. amazonensis (AMA), L. braziliensis
(BRA), L. chagasi (CHA), L. major (MAJ), apds 72 horas de tratamento. p=0,6071
(one-way-ANOVA).

N&o foram observadas diferencas significativas entre a comparacao dos
valores médios da porcentagem de inibicdo de Leishmania pelos extratos
bacterianos testados (p= 0,6071). O valor médio de inibicdo para BRA foi de 33 %,
assim como para CHA, seguidos de MAJ (30,7 %) e AMA (29 %).

Dentre as amostras bacterianas testadas, os extratos provenientes das
amostras CGP162, CGP360 e BGN97 (Apéndices 2 e 3) se destacaram por
apresentar valores médios de inibicAo mais satisfatorios que as demais amostras
testadas (Apéndice 8). Refere-se como satisfatorio a amostra bacteriana que
gerou antagonismo ao crescimento de Leishmania nos ensaios de inibicdo, bem
como aquelas que tiveram uma producdo constitutiva da substancia antagobnica,
isto &, aquelas que durante todo o ensaio de prospeccao foram capazes de manter
a atividade anti-Leishmania nas réplicas bioldgicas independente de fatores de

inducdo.
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Os valores médios de inibicdo em formas promastigotas de Leishmania
estdo apresentados na Tabela 9.

Tabela 9. Valores de inibicdo das amostras bacterianas escolhidas para os

ensaios contra formas promastigotas de Leishmania sp.

. % de Inibicdo do crescimento de Leishmania sp. pelos extratos
Espécies de

_ _ bacterianos ” ¢ apds 72 horas de incubacéo
Leishmania
CGP162? CGP360° BGN97°?
AMA 28,0 24,00 24,12
BRA 26,68 32,57 s/a’
CHA 12,34 13,47 14,14
MAJ 13,85 24,32 18,16

AMA= L. amazonensis; BRA= L. braziliensis; CHA= L. chagasi; MAJ= L. major
Os testes foram feitos em duplicata em dias diferentes

"Teste de inibicdo sem atividade detectada pelo método MTT- s/a

# concentragéo dos extratos- 20 mg/mL

® controle positivo — anfotericina B- 0,01 mg/ml (IC50)

¢ controle negativo — meio de cultura Warren

O isolado CGP162 refere-se a uma amostra de Enterococcus sp. isolada de
fezes de pombo (SILVA et al.,, 2012). A candidata CGP360 refere-se a uma
amostra de reférencia de Staphylococcus epidermidis ATCC 12228 e o BGN97 é
uma amostra de referéncia de Escherichia coli ATCC 11229. Embora essas
amostras bacterianas nédo tenham apresentado atividade antagonista contra outras
bactérias e Candida sp., existem relatos na literatura da atividade
bacteriocinogénica por outras amostras destas mesmas espécies (NETZ et al.,
2001; NASCIMENTO et al., 2010; CEOTTO et al., 2012).

Em nosso estudo, a frequéncia de producédo de substancia antagonista por
Enterococcus apresentou percentual de inibicdo contra L. amazonensis com um
indice médio de 33 % (n=2), quando testado o extrato na concentracdo de 20
mg/mL e 27,6 % (n=2) quando testada a 40 mg/mL.
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Os enterococos sdo bactérias encontradas principalmente associadas ao
trato gastrintestinal do homem e de animais (SILVA et al., 2012). Sao patdgenos
oportunistas com importancia consideravel em pacientes imunodeprimidos e de
unidades de tratamento intensivo, cujo fenbmeno da resisténcia intrinseca aos
antimicrobianos gera preocupacao na comunidade cientifica (ANVISA, 2007). Na
literatura jA foram relatados peptideos antimicrobianos produzidos por este
género, como as enterococcinas com acdo em linhagens bacterianas né&o
correlacionadas (NASCIMENTO et al.,, 2010). Assim, em nosso trabalho, a
observacdo de um indice médio de inibicdo de 30% reforca a importancia destes
microrganismos como potenciais veiculos na produc¢do de substancias bioativas.

Dentre as substancias bioativas produzidas por enterococos destaca-se a
producdo de enterococcinas, cuja atividade antagonista contra diferentes bactérias
€ bastante conhecida, principalmente em Listeria sp. (ANANOU et al., 2005; NES
et al., 2007; TULINI, GOMES e DE MARTINIS, 2011). No entanto, n&do foi
encontrado na literatura nenhum trabalho que descreva a produgcdo de
substancias bioativas por este género com perfil de acdo em parasitos.

A candidata BGN97 refere-se a uma amostra de referéncia de Escherichia
coli. Representante da familia Enterobacteriaceae, a E. coli talvez seja a bactéria
mais bem estudada no mundo todo. Encontrada no trato gastrintestinal do ser
humano e de outros animais, € responsavel por varios quadros infecciosos e se
destaca por produzir um arsenal de substancias antagonistas, como as colicinas,
as primeiras bacteriocinas descobertas. Trabalhos mostram que dentre uma
populacao de E. coli, pelo menos 30 % produz algum tipo de colicina (CURSINO
et al.,, 2002; GORDON e O’BRIEN, 2006). No nosso estudo a frequéncia de
observacdo de producdo de substancia antagonista por E. coli com atividade
contra Leishmania variou de 5 a 27 % (n=2) quando utilizada a concentracéo de
20 mg/mL (apéndice 6) e indices de inibicdo de 52 % (n=2) quando concentrados
a 40 mg/mL.

A candidata CGP360 é uma amostra de referéncia de S. epidermidis. Os
estafilococos sdo um grupo de bactérias de interesse clinico-microbioldgico

(NASCIMENTO et al.,, 2009) cuja producdo de bacteriocinas e substancias
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antagonistas esta geralmente associada a presenca de plasmideos
(NASCIMENTO et al.,, 2005). Dentre as linhagens de Leishmania, o maior
percentual de inibicdo foi observado para L. braziliensis (32%, n=2), seguidas de
L. amazonensis e L. major com 24 % (n=2), quando testados os extratos a 20
mg/mL, e de 27,8 % (n=2) em L. amazonensis quando testados os extratos a 40
mg/mL.

Quando analisado os valores médios de inibicdo, por tipo de Leishmania,
independente do extrato, o valor de p foi igual a 0,5798 e, portanto, n&o
significativo, o que justifica e enfatiza a analise de prospeccdo nas diferentes
linhagens de Leishmania. Quando analisado cada extrato quanto ao seu perfil
antagonista, a analise de variancia mostrou valores de p= 0,044431,
demonstrando que houve diferenca significativa dos valores médios de inibicdo
entre os extratos das trés candidatas, o que nos fez pensar na escolha de um
Unico extrato para as proximas etapas de prospeccao.

Considerando o potencial de aplicacdo biotecnolégica das substancias
antimicrobianas no tratamento das leishmanioses e levando em consideracdo a
facilidade de cultivo e crescimento do parasito de forma satisfatoria na maioria das
passagens em meio de cultivo, optou-se por dar segmento aos experimentos de

inibicdo com a espécie de L. amazonensis.

5.3 Avaliacdo do meio de cultivo na producdo do composto antagonista

Foram avaliados cinco diferentes meios de cultivo bacteriano para verificar
a influéncia de seus componentes na producdo da substancia antagonista ao
crescimento da espécie L. amazonensis. Os resultados referentes ao crescimento
bacteriano nos diferentes meios de cultivo estdo apresentados no Apéndice 5 e 0s
dados de inibicdo de formas promastigotas de L. amazonensis nos respectivos

meios na Tabela 10.
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Tabela 10. Valores médios de inibicdo de L. amazonensis por extratos bacterianos

obtidos apds crescimento da bactéria produtora em diferentes meios de cultura

Meios de % de Inibicdo de crescimento de L. amazonensis IFLA/Br/67/PH8" ¢
cultivo apos 72 horas de incubacgéo
CGP162° CGP360° BGN97?

BHI 23,80 31,62 25,53
TSB 32,97 21,45 36,20
NUT 0,33 4,25 10,27
BRU s/a* s/a 3,92
APT s/a s/a s/a

BHI (Caldo infuséo cérebro coragéo); TSB (Caldo triptose e soja); NUT (Caldo nutriente); BRU
(Caldo Brucella); APT (Agua peptonada)

Os testes foram feitos em duplicata em diferentes dias.

‘Teste de inibicdo sem atividade detectada pelo método do MTT- s/a

# concentragéo dos extratos- 40 mg/mL

® controle positivo — anfotericina B- 0,01 mg/ml (IC50)

¢ controle negativo — meio de cultura Warren

Diante dos resultados, foi possivel verificar que os meios que ofereceram as
melhores condi¢des nutricionais para producdo da substancia antagonista ao
crescimento de L. amazonensis foi o caldo BHI, com taxas de inibicdo que
variaram de 23,8 a 31,62 %, e o caldo TSB, com taxas de 21,45 a 36,20 %. Ja na
agua peptonada (APT) ndo se observou crescimento bacteriano, sendo a
densidade o6ptica a 600 nm neste meio constante durante todo o periodo de
investigagdo (dados ndo mostrados).

A producdo de AMPs por bactérias € dependente de varios fatores, tais
como meios de cultivo, metabolismo celular, método de deteccdo, entre outros
(KRIER et al., 1998; NASCIMENTO, MORENO e KUAYE, 2008), o que pode levar
a oscilacdes na cinética de producéo desses peptideos (SCHULZ et al., 2003) e a
nao deteccdo de atividade antagonista nos ensaios iniciais. Além disso, a
estabilidade do AMP pode ser influenciada pelo pH, temperatura e a presenca de
proteases (DAVIES et al., 1998; KRIER et al., 1998; SCHULZ et al., 2003).
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Em estudo realizado por Aasen e colaboradores (2000), a producdo da
bacteriocina sakacina por Lactobacillus sakei CCUG 42687 se mostrou altamente
dependente do tipo e da suplementacdo utilizada para crescimento do
microrganismo, tendo sua produtividade aumentada em 0,1mg I t* quando se
utilizou suplementacdo com farelo de soja em comparacdo com o0 meio de
referéncia. Esses dados corroboram com o nosso trabalho, que observou uma
maior atividade antagonista quando as células sao crescidas em meios ricos como
o caldo BHI, em comparacdo com meios mais pobres como o caldo nutriente e
diluentes, como a agua peptonada.

Na investigacdo realizada por Ribeiro-Ribas et al. (2009), foi avaliada a
estabilidade da bacteriocina produzida por um isolado de Fusobacterium
nucleatum, e os resultados evidenciaram melhor estabilidade da atividade
antagonista em pH 7 e 8 (37 °C por 2 horas) e as temperaturas de 37 °C por 48
horas e 4 °C por 72 horas. Mas, ainda assim, observou-se uma queda de 4 e 8
vezes, respectivamente, na atividade da bacteriocina em unidades arbitrarias por
mililitro quando comparadas ao controle. Estes mesmos autores avaliaram
também o efeito da bacteriocina apds tratamento com as proteases papaina,
quimio-tripsina, tripsina e proteinase K, e em todas as avaliagbes observaram a
perda da atividade antagonista. Em estudo semelhante, Sousa e colaboradores
(2013) avaliaram a expressao de uma bacteriocina produzida por Shigella sonnei,
e encontraram estabilidade da fracéo intracelular precipitada a 75 % com sulfato
de amoénio por até 25 dias em pH 5 e 6 (37 °C) e por um periodo de tempo
superior a 24 meses quando a mesma foi armazenada a -80 °C. Lima et al. (2009)
também inferiram sobre a estabilidade de uma bacteriocina produzida por
Aggregatibacter (Actinobacillus) actinomycetemcomitans em funcdo do pH,
temperatura e proteases e observaram a manutencdo da atividade antagonista
guando submetida a tratamento com pH 7 e 8 e a 37 °C por 48 horas.

Além dos fatores relatados acima (disponibilidade de nutrientes, pH e
temperatura), Alves e colaboradores (2005) mostraram a influéncia de enzimas
produzidas por L. amazonensis durante fase inicial de crescimento promastigota,

como as proteinases cisteina-proteinases, metalo-proteinases, aspartico-
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proteinases e serina-proteinases. Assim, a presenca de proteinases sollUveis de L.
amazonensis no meio de interacdo com o0s extratos bacterianos testados,
considerando que a atividade antagonista é proveniente de possiveis peptideos,
poderia explicar a sua degradacdo e a falta de atividade em alguns ensaios
realizados.

Dentre as proteases produzidas por Leishmaniasp., destaca-se a metalo-
protease zinco dependente gp63, uma leishmanolisina de 63 kDa produzida por
todas as espécies de Leishmania, principalmente na forma promastigota e que
totaliza 1 % da proteina total produzida por esse parasito (SILVA-LOPES, 2010).
Olivier e colaboradores (2012) afirmaram que gp63 € um importante fator de
viruléncia de Leishmania e que esta envolvida na protecdo do parasito contra
resposta de macréfagos e a proteinas do sistema complemento como ¢3b. Lynn et
al. (2011) avaliaram o efeito do peptideo sintético BMAP-28 em promastigotas e
amastigotas de L. major e o papel da leishmaniolisina na sobrevivéncia do
parasito, e observaram que o peptideo na isoforma D-BMAP-28 reduziu em 30 %
a viabilidade das células quando usados a 0,5 uM, se comparado ao BMAP-28,
gue nao interferiu na viabilidade celular. Além disso, os autores concluiram que o
peptideo e suas isoformas ndo foram afetados pela atividade proteolitica da
leishmanolisina de Leishmania.

A concentracdo da substancia antagonista € outro fator que influencia na
prospeccao de substancias bioativas (SCHULZ et al.,, 2003). A literatura relata
diferentes concentracdes de uso dos AMPSs, incluindo aqueles antiparasitarios,
mas em quase todos os relatos, o peptideo antimicrobiano ja se encontra
purificado ou semi-purificado (ALBEROLA et al., 2004; BROGDEN, 2005; BRAND
et al., 2006; SANG e BLECHA, 2008; KUCKELHAUS et al., 2009; KULKARNI et
al., 2009). Possivelmente um AMP presente, mas em concentracdes diferentes a
cada cultivo microbiano, poderia resultar em falta de homogeneidade dos
resultados. As amostras bacterianas testadas nestes ensaios foram submetidas a
liofilizacdo, o que poderia resultar na concentracdo do peptideo e uma melhor
observacgéo da atividade antagonista. Entretanto, a alta concentracdo dos extratos

pode também ter uma influéncia negativa, pois com a liofilizacdo outras
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substéancias interferentes também podem ser concentradas, o que poderia reduzir
seu efeito biolégico (SCHULZ et al., 2003).

5.4 Efeito inibitério do extrato bacteriano proveniente da melhor condicdo de

cultivo

De maneira geral, entre todas as amostras bacterianas avaliadas em
relacdo a producdo de compostos antagonistas contra Leishmania, trés linhagens
mostraram maior potencial inibitério, com medidas de indice de inibicdo de
crescimento promastigota de 58,95 % (BGN97) a 300 mg/mL, 48,75 % (CGP162)
a 300 mg/mL e 32,99 % (CGP360) a 600 mg/mL (Apéndice 9). A facilidade de usar
as amostras provenientes de linhagens de referéncia é que as informacfes
genéticas e fisiologicas ja foram bem descritas na literatura. Para estas linhagens
de bactérias com potencial anti-Leishmania, extratos extracelulares foram obtidos
ao longo da curva de crescimento bacteriano. Vérios trabalhos mostram a
producao diferencial de AMPs produzidos por bactérias no fim da fase logaritimica
e no inicio da fase estacionaria de crescimento (RILEY e WERTZ, 2002).

Os extratos obtidos ao longo da curva de crescimento da BGN97 foram
capazes de inibir o crescimento de L. amazonensis, em taxas que variaram entre 5
e 38 %, sendo os melhores valores obtidos para o tempo de 3 e 6 horas de
crescimento, que coincide com o final da fase logaritmica de crescimento da
bactéria analisada (Figura 12). Esses dados corroboram com os relatados na
literatura cientifica sobre a producdo de bacteriocinas por bactérias Gram-
negativas ativamente reguladas pelo operon SOS em resposta a escassez
nutricional (KIM, TARR e PENFOLD, 2014).
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Inibigao de Leishmania amazonensis ao longo da curva de
crescimento do BGN97
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Figura 12. Avaliacdo da producdo de substancias antagonistas com atividade em
formas promastigotas de L. amazonensis, a partir de extratos brutos livres de
células obtidos de cultura de E. coli (BGN97) em meio TSB, ao longo da curva de
crescimento bacteriano. As barras indicam os valores médios referentes as taxas
de morte da populacédo de Leishmania (%); a linha indica os valores log UFC/mL

de crescimento bacteriano.

Os extratos obtidos ao longo da curva de crescimento da amostra CGP162
foram capazes de levar a morte L. amazonensis, em taxas que variaram entre 13
e 48 %, sendo o melhor valor obtido para o tempo de 6 horas de crescimento
(Figura 13).
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Inibicao de Leishmania amazonensis ao longo da curva de
crescimento do CGP162
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Figura 13. Avaliacdo da producdo de substancias antagonistas com atividade em
formas promastigotas de L. amazonensis, a partir de extratos brutos livres de
células obtidos de cultura de Enterococcus sp. (CGP162) em meio TSB, ao longo
da curva de crescimento. As barras indicam os valores médios referentes as taxas
de morte da populacédo de Leishmania (%); a linha indica os valores log UFC/mL

de crescimento bacteriano.

Esses dados corroboram com a literatura sobre uma possivel mudanga na
expressao de genes que estdo associados a escassez nutricional e producéo de
substancias antagonistas no final da fase logaritmica e na fase estacionaria de
crescimento (BHUGALOO-VIAL et al., 1996; PAPAGIANNI, 2003; SALEEM et al.,
20009).

Os extratos obtidos ao longo da curva de crescimento do CGP360 foram
capazes de inibir o crescimento de L. amazonensis, em taxas que variaram entre 2
e 45 %, sendo o melhor valor obtido para o tempo de 6 horas de crescimento
(Figura 14).
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Inibigdo de Leishmania amazonensis ao longo da curva de
crescimento do CGP360
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Figura 14. Avaliacdo da producao de substancias antagonistas com atividade em
formas promastigotas de L. amazonensis, a partir de extratos brutos livres de
células obtidos de cultura de Staphylococcus epidermidis (CGP360) em meio BHI,
ao longo da curva de crescimento. As barras indicam os valores médios referentes
as taxas de morte da populacédo de Leishmania (%); a linha indica os valores log

UFC/mL de crescimento bacteriano.

5.5 Precipitagao proteica das amostras na melhor condigdo de cultivo

As trés amostras bacterianas selecionadas foram cultivadas nas melhores
condi¢gbes (meio de cultura e tempo de crescimento) e fracionadas com sulfato de
amonio em trés faixas consecutivas de precipitacdo (40, 70 e 100%) e avaliadas
guanto a atividade em formas promastigotas de L. amazonensis pela técnica do
MTT em diferentes tempos de incubacgao (24, 48 e 72 horas).

A precipitacdo de proteinas com o sulfato de aménio é uma metodologia

classica e amplamente utilizada como purificacdo parcial de extratos proteicos
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complexos (BALCIUNAS et al., 2013; WINGFIELD, 2016), como é o caso de um
extrato bacteriano. A comparacdo da atividade do extrato bruto de amostras
bacterianas e suas fracdes precipitadas em sulfato de amonio estdo apresentados
na tabela 10 e os resultados representam a média de inibicdo de trés
experimentos independentes, realizados em duplicata, apos 24, 48 e 72 horas de
tratamento. Como pode ser obervado, a capacidade de inibicdo ao crescimento de
L. amazonensis dos extratos precipitados e concentrados das amostras CGP162,
CGP360 e BGN97 permaneceu ativa, apesar de parcial, apdés a etapa de
precipitacdo, sugerindo que a substancia inibidora tem caréater proteico. No geral,
houve variacdo da atividade anti-Leishmania das amostras em todos os tempos e
fracGes analisados, ndo sendo possivel estabelecer padrfes, tais como tempo ou

precipitacdo dependentes.

Tabela 11. Comparacdo da atividade do extrato bruto de amostras bacterianas
selecionadas e suas fracBes precipitadas em sulfato de aménio em formas

promastigotas de L. amazonensis em diferentes tempos de tratamento.

Faixa de % de Inibicdo de crescimento de L. amazonensis IFLA/Br/67/PH8”®
precipitacao CGP162 CGP360 BGN97
(fracéo) 24h  48h 72h 24h 48h  72h | 24h 48h  72h

0-40% (E-40)° 25,66 28,43 21,61 | 60,66 27,08 14,0 14,93 32,96 15,06
40-70% (E-70)* 21,22 16,31 21,10 | 29,94 1577 1566 | 6,38 29,27 14,82
70-100% (E-100)® 11,67 31,24 26,21 | 31,39 3925 2,79 | 863 34,03 22,89
Extrato Bruto @ 41,92 67,7 70,68 | 2839 30,53 27,76 | 54,37 66,90 41,60

% concentrag&o dos extratos- 20 e 40 mg/mL

® controle positivo — anfotericina B - 0,01 mg/ml (IC50 apés 72 horas de tratamento)
¢ controle negativo — meio de cultura Warren

Os valores representam a média de trés experimentos realizados em duplicata.

O fracionamento das amostras em faixas de precipitacdo graduais nao

conferiu as fracBes valores de inibicdo superiores aos relatados anteriormente
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para formas promastigotas, com excec¢ao do valor de inibicdo da fracdo E-40 da
amostra CGP360 com leitura apés 24 horas (60,66 %), cujo valor de inibicao foi
mais do que o dobro do observado anteriormente (28,39 %). Isso pode ser
explicado em funcdo de uma mesma proteina poder ser precipitada em diferentes
faixas de concentracdo com este sal, como ja descrito por Lopes e Fernandes
(2006). Outro fator que poderia justificar menores taxas de inibicdo do extrato
precipitado em relacdo ao extrato bruto é o fato de que algumas proteinas
poderiam atuar de forma sinérgica (LIMA, 2010), ou trabalhar em sinergismo com
outros componentes do metabolismo bacteriano, como os acidos graxos, por
exemplo, e cuja etapa de fracionamento com sulfato de amdénio poderia inferir na
reducgéo da atividade antagonista.

A concentracdo da substancia antagonista apds o fracionamento proteico
também pode ter influenciado nas taxas de inibicdo encontradas, uma vez que a
substancia bioativa pode néo estar presente na mesma concentracao nas faixas
de precipitacdo, se comparado ao extrato bruto total.

Classicamente, os testes de avaliacdo de atividade antagonista bacteriana
envolvem testes iniciais em substratos sélidos de avaliacdo qualitativa onde halos
de inibicdo bacteriana ou fungica sao observados (ROMEIRO, 1989). A natureza
do sistema (meios de cultura sélidos) permite a caracterizacao inicial da natureza
guimica da ou das substancias relacionadas ao fendmeno, bem como a
modulacdo do efeito pela variagdo nos tamanhos dos halos de inibicdo e
condicbes de cultivo das amostras produtoras (FURTADO,2010). Esse tipo de
controle experimental pode néo ter sido alcancado pela natureza dos sistemas de
teste anti-Leishmania que envolvem solubilidade, estabilidade das moléculas
bioativas, fatores interferentes de origem bacteriana e de culturas de Leishmania,
dentre outros. Todos esses fatores interferentes, ndo avaliados neste estudo
preliminar, poderiam contribuir para a variabilidade nos resultados observados.

De qualquer forma, apesar de notada uma variagdo nas taxas de inibigao
de Leishmania, em todas as repeticdes temporais do ensaio de prospeccao foi

percebida a reducdo do crescimento do parasito na presenca dos trés extratos
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bacterianos candidatos (CGP162, CGP360 e BGN97) em relacdo ao controle, o
que confirma o seu carater antagonista de acao.

Diante do panorama de inibicdo apresentado nas Tabelas 8 e 10 e levando
em consideracdo que a candidata CGP360 € uma amostra de referéncia, isto €,
com fisiologia bem caraterizada, sequéncia do genoma ja descrito na literatura
(ZHANG et al., 2003), e boa reprodutibilidade nos testes anti-Leishmania, optou-se
por dar segmento aos experimentos de inibicdo com esta amostra. O que facilitaria
futuros ensaios de predicdo do peptideo em bancos de dados e sua
caracterizagao total, como realizado por Amaral et al., 2012.

O efeito inibitorio das fracdes precipitadas sobre formas promastigotas de L.
amazonensis também foi obsevado por microscopia de luz, em paralelo ao teste
do MTT (Figuras 15 e 16). Quando as formas promastigotas do parasito foram
crescidas na presenca do extrato bruto bacteriano (40 mg/ml) observou-se uma
arredondamento das células (setas nas Figuras 15 B e 16 B), com perda de
morfologia caracteristica e a presenca de muitos debrids celulares, em todas as
triplicatas e réplicas realizadas. Sugere-se que essas alteracdes sejam em funcéo
da atividade antagonista do composto bacteriano, uma vez que nao foram
observadas no controle néo tratado (Figura 15 A e Figura 16 A).

A literatura descreve que a principal acao de peptideos bacterianos ocorre
na membrana plasmatica das células (TEMPONE et al.,, 2011), levando ao
rompimento da mesma ou a perda intensa do gradiente eletrolitico. Nossos dados
sao preliminares e sem a caracterizacdo total do peptideo bacteriano ndo é
possivel afirmar tal mecanismo de acédo, mas ensaios posteriores com marcadores
fluorescentes tais como iodeto de propideo ou por microscopia eletrbnica de
transmissao poderdo fornecer maiores informacdes sobre o efeito do composto
bacteriano neste parasito.

Dentre as fracOes precipitadas (Figuras 15 C-E, Figuras 16 C-E), as
alteracdes morfologicas, apesar de existirem, foram menos evidentes em
comparacdo com o0s parasitos tratados com o extrato bruto, mas é possivel
observar ligeira turgidez nas formas promastigotas em relagdo ao controle

negativo.
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Figura 15. Fotografias representativas do tratamento de promastigotas de L.
amazonensis com extrato bacteriano da amostra Staphylococcus epidermidis
ATCC 12228 (CGP360) a 40 mg/ml e fracdes precipitadas com sulfato de amonio
(40 mg/ml), ap6s 24 horas de tratamento, corados com Giemsa e observados em
microscopia de luz (aumento 40x). A- representa o controle negativo (sem adicéo
de extratos ou fragcdes precipitadas); B- tratamento com extrato bruto (seta indica
arredondamento da forma promastigota); C- tratamento com a fracédo precipitada
E-40; D-tratamento com a fragdo precipitada E-70 e E-tratamento com a fracéo
precipitada E-100.
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Figura 16. Fotografias representativas do tratamento de promastigotas de
Leishmania amazonensis com extrato bacteriano da amostra de Staphylococcus
epidermidis ATCC 12228 (CGP360) a 40 mg/ml e fragcdes precipitadas com sulfato de
amonio (40 mg/ml), apos 24 horas de tratamento, corados com Giemsa e observados
em microscopia de luz (aumento 100x, barra=10 pm). A- representa o controle
negativo (sem adicdo de extratos ou fracdes precipitadas); B- tratamento com extrato
bruto (seta indica arredondamento da forma promastigota); C- tratamento com a
fracdo precipitada E-40; D-tratamento com a fracdo precipitada E-70 e E-tratamento
com a fracao precipitada E-100.
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5.6 Avaliacdo datoxicidade em macréofagos e testes em amastigotas

Visto que a fracdo precipatada E-40 da amostra CGP360 apresentou a
melhor atividade anti-Leishmania em formas promastigotas de L. amazonensis, a
mesma foi submetida para avaliacdo da toxicidade em macréfagos peritoneais e
avaliacdo de inibicdo de formas amastigotas. Os resultados preliminares estao
apresentados na Tabela 12.

Tabela 12. Efeito do extrato bruto e precipitado (fracdo E-40) de CGP360 em
macrofagos peritoneais de camundongos e em formas amastigotas de L.

amazonensis

Extrato % toxicidade a macréfagos % inibicao de formas
CGP360 peritoneais (N=2) amastigotas (N=2)
E-40°2 31,05 62,79 0 0
E-40° 0 0 0 0
Bruto ? 25,27 0 55,8 69,90
Bruto ° 0 0 52,24 28,77

?Extrato a 40 mg/mL; "Extrato a 20 mg/mL (concentracéo final)

N=2 refere-se as réplicas biol6gicas do experimento

Como pode ser obervado, o extrato bruto da amostra CGP360 apresentou
elevado percentual de inibicdo das formas amastigotas de L. amazonensis, além
de apresentar uma toxicidade diminuida ou nenhuma em macrofagos peritoneais.
Isto aponta para a seletividade do extrato bruto, sendo muito mais toxico para 0s
parasitos intracelulares do que para os macréfagos, consideradas as principais
células hospedeiras para Leishmania (SEIFERT et al. 2010).

Entretanto, a fragdo E-40 n&o apresentou atividade de inibi¢cdo das formas
amastigotas, e, além disso, apresentou alta toxicidade em macréfagos. Convém

ressaltar que no caso dos ensaios em formas amastigotas de L. amazonensis,
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foram observadas diferencas de niveis de infeccdo entre os dois experimentos
aqui relatados, sendo que no segundo, houve um maior nimero de macréfagos
infectados quando comparados com o primeiro teste. Niveis de infec¢do e cargas
parasitarias podem influenciar o efeito de novos compostos sobre os amastigotas
intracelulares de Leishmania (NEAL e CROFT 1984; SEIFERT et al. 2010).

Testes em formas amastigotas de Leishmania sdo muito mais arduos e
laboriosos, pois os parasitos séo intracelulares obrigatorios e requerem uma célula
hospedeira (MONTE-ALEGRE et al. 2006). Entretanto, ensaios com estas formas
do parasito sado considerados como modelo-ouro para a pesquisa in vitro de novos
compostos biologicamente ativos em Leishmania (VERMEERSCH et al. 2009).

Sao0 necessarios experimentos adicionais no intuito de melhor definir o
efeito do extrato extracelular de Staphylococcus epidermidis ATCC 12228
(CGP360) e da fracdo E-40 em formas amastigotas de L. amazonensis, mas 0s
resultados aqui obtidos demonstram o potencial efeito inibitério de compostos
bacterianos neste protozoario, abrindo perspectivas para novos estudos.

A observacao das laminas de formas amastigotas ao microscépio de luz
(Figura 17) permitiu evidenciar um numero reduzido de amastigotas nos
macréfagos quando tratados com o extrato bruto, tanto na concentracdo de 40
quanto de 20 mg/mL (Figura 17- B, com setas indicando formas amastigotas fora
dos macrofagos), se comparado ao controle positivo (Figura 17- A, com setas
indicando os macrofagos infectados). No entanto, o tratamento com a fracdo E-40
nas duas concentracdes testadas, evidenciou muitos amastigotas por campo e
com alteracdo parcial da morfologia dos macrofagos peritoneais, sugerindo
toxicidade celular (fotos ndo mostradas).

No trabalho de revisédo apresentado por Cobb e Denny (2010), 20 peptideos
antimicrobianos com acgdo em Leishmania sp. foram descritos pelos autores,
sendo que destes, apenas sete foram testados também em formas amastigotas,
evidenciando que o perfil de acdo dos AMPs pode atuar sobre uma forma e n&o

necessariamente sobre a outra.
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Figura 17. Fotografias representativas do tratamento de amastigotas de
Leishmania amazonensis com extrato bacteriano da amostra CGP360, apos
coloragdo com Giemsa e observados em microscopia de luz (aumento 100x,
barra=10 um). A- representa o controle negativo (macréfago infectado, nédo
tratado, com setas indicando a presenga de formas amastigotas); B- tratamento
com extrato bruto a 20 mg/mL (setas indicando a presenca de formas amastigotas
fora dos macrofagos).
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Diante do exposto, € notéria a capacidade antagonista de peptideos
antimicrobianos isolados de diferentes fontes frente a parasitos como Leishmania
sp., destacando-se principalmente aqueles isolados de secrecdo de anfibios,
crustaceos, insetos, plantas e de células humanas (ALBEROLA et al., 2004). Mas
até o presente trabalho ndo existe na literatura cientifica a descricdo de peptideos
antimicrobianos produzidos por bactérias com acdo anti-parasitaria, o0 que
confirma que os achados encontrados até o momento merecem continuidade e

novas investigacoes, a fim de elucidar melhor o fendmeno antagonista.
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Consideracoes Finais
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6 CONSIDERACOES FINAIS

Atualmente, diante do desafio no tratamento de doencas infecto-
parasitarias, mediante o fendmeno cada vez mais crescente da resisténcia
microbiana, somado ao fato dos farmacos disponiveis serem altamente toxicos ou
apresentarem efeito teratogénico, faz-se necesséria a busca por substéncias
bioativas de diferentes origens que possam oferecer alternativas no futuro, como
moléculas antibidticas de interesse clinico-microbioldgico.

Sabendo-se que menos de 1% dos novos farmacos desenvolvidos no
mundo € destinado ao tratamento das doencas negligenciadas, onde as
leishmanioses se enquadram, e a observacgéo da atividade antagonista bacteriana,
relacionada a producao de peptideos antimicrobianos com potencial de inibicdo do
crescimento de formas promastigotas do parasito vem sustentar 0 compromisso
deste trabalho em demonstrar um potencial biotecnolégico ainda néo relatado na
literatura cientifica, e que apesar de preliminar, alavanca a busca pela
compreensao desse fenbmeno antagonista.

Considerando-se também que os ensaios de prospeccao foram realizados
com amostras bacterianas provenientes de diferentes ambientes, com diferentes
pressodes seletivas, a observacao da producao de substancias antagonistas in vitro
demonstra uma enorme plasticidade fenotipica que esses microrganismos tém
para se adaptar a ambientes competitivos e diversos.

Assim, novos trabalhos devem ser realizados para caracterizacéo detalhada
destes peptideos bacterianos com potencial atividade antagonista contra

Leishmania, bem como determinacdo de seu mecanismo de acéo.
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Conclusoes

87



7 CONCLUSOES

O ensaio de prospeccao de substancias antagonistas evidenciou 242
amostras com potencial atividade inibitéria ao crescimento de bactérias
Gram-positivas e Gram-negativas, 10 amostras com potencial atividade em
Candida sp. e 20 amostras com potencial atividade em Leishmania sp.;
Nenhuma das amostras demonstrou antagonismo simultaneo para os trés
grupos de células alvo testadas. No entanto, observou-se que duas
amostras tiveram inibicdo em espécimes bacterianos e Candida sp. e cinco
amostras tiveram inibicdo em espécimes bacterianos e Leishmania sp.
Dentre as espécies produtoras de substancia antagonista estao
representantes dos géneros Staphylococcus e Enterococcus e da espécie
Escherichia coli.

Candida glabrata foi a espécie que teve mais inibicdes observadas no perfil
antifiingico, assim como Leishmania amazonensis no perfil anti-parasitario.
N&do houve diferenca significativa no perfil inibitério dos extratos de
amostras bacterianas contra espécies de Leishmania quando comparados
a porcentagens médias de inibicdo de extratos a 20 mg/mL.

A precipitacdo de proteinas com sulfato de aménio a partir do extrato bruto
extracelular e a manutencéo do percentual inibitério de promastigotas de L.
amazonensis sugere o carater proteico da substancia antagonista.

Dentre as fracbes precipitadas obtidas a partir das trés amostras
bacterianas selecionadas (CGP162, CGP360 E BGN97), a que teve a faixa
de inibicdo do crescimento de formas promastigotas de L. amazonensis
mais constante e com valores médios mais altos foi a fracdo E40, seguida
da E100 e da E70 de CGP360. O extrato bruto destas amostas inibiu em
meédia 47,76 % de L. amazonensis.

A fracdo do extrato bruto obtido a partir de CGP360 e precipitada a 40 % da
amostra CGP360 apresentou valor de inibicdo duas vezes superior nas
formas promastigotas de L. amazonensis ap0s 24 horas de tratamento

guando comparada ao extrato bruto.
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Os ensaios de citotoxicidade em macrofagos mostraram que apesar de
promissora atividade anti-Leishmania em formas promastigotas de L.
amazonensis, a fracdo E-40 nado inibiu o crescimento de formas
amastigotas nas concentracdes de 20 e 40 mg/mL, e, ainda, se mostraram
toxicas a macréfagos peritoneais na maior concentracdo de uso, com média
de toxicidade de 47 %. No entanto, o extrato bruto da amostra CGP360
concentrado a 40 mg/mL mostrou-se promissor em formas amastigotas,
uma vez que ndo apresentou toxicidade para macrofagos peritoneais e
ainda apresentou media de inibicdo de 60 % nas formas intracelulares do

parasito.
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INTRODUCTION

The increasing number of antibiotic resiztant bacteria motivates prospective research
toward discovery of new antimicrobial active substances. There are, however,
controversies concerning the costeffectiveness of such research with regards to the
description of new substances with novel cellular interactions, or description of new
uses of existing substances to owvercome resistance. Although examination of bacteria
isolated from remote locations with limited exposure to hurmans has revealed an absence
of antibictic resistance genes, it is accepted that these genes were both abundant and
diverse in ancient living organisms, as detected in DMA recovered from Pleistocene
deposits {30,000 vears agol. Indeed, even before the first clinical use of antibiotics
more than 60 years ago, resistant organisms had been isolated. Bacteria can exhibit
different strategies for resistance against antibiotics. Mew genetic information may lead
to the modification of protein structure affecting the antibiotic carriage into the cell,
enzymatic inactivation of drugs, or even modification of cellular structure interfering in the
drugHbacteria interaction. There are still plenty of new genes out there in the environment
that can be appropriated by putative pathogenic bacteria to resist antimicrobial agents.
On the other hand, there are several natural compounds with antibiotic activity that
may be used 1o oppose them. Antimicrobial peptides (ANMPs) are molecules which are
wride-spread in all forms of life, from rmulti-cellular organisms to bacterial cells used to
interfere with ricrobial growth. Several AMPs have been shown 1o be effective againat
multi-drug resistant bacteria and have low propensity to resistance development, probably
due 1o their unigue mode of action, different from wrell-known antimicrobial drugs. These
substances may interact in different ways with bacterial cell membrane, protein synthesis,
protein modulation, and protein folding. The analysis of bacterial transcriptome may
contribute 1o the understanding of microbial strategies under different environmental
stresses and allows the understanding of their interaction with nowvel ANPs.

Keywrords: resistome, tRnscription, genetic, mo kecular modeling. antimicrobial peptides, NGS applications

use and rrdsuse, these drugs have stimulated bacterial evolution

According to our recent history, human activity has markedly
enhanced the evolution and distribution of resistant bacteria
worldwide both in hospitals, human, and animal commmnities,
and in the open environrment, althongh this hurman activity is not
necessarily the only, or even the proximate, cause for antimicro-
bial resistance phenomeneon (Josephson, 2006, Wright, 2010). In
this regard, most of the scientific research in antibiotic resistance
over the past six to seven decades has been focused on association
of drug-resistance with pathogenic bacteria, Given what we now
know about the dispersal of resistance genes in nonpathogenic
bacteria, this focus on pathogens actually neglects the majority
of genes associated with resistance (D’Costa et al,, 2008).

Since its use as a therapeutic tool to fight infections diseases
was proposed, antimicrobial drugs have reduced the mortal-
ity, but not the persistency of infectious diseases. Due to their

toward the development of resistance, as an adaptive mecha-
nism to the environment. While the selective pressure is rmain-
tained, adaptive mechanisms are transmitted to new generations,
through the genetic flow. The phenomenon has acquired consid-
erable importance in public health {Levy, 1998). The resistance
rmay be assoclated with chromosormal rmutations or irmported
genes through genetic recornbination. In antimicrobial resistant
rmicroorganisrns, resistance genes such as plasmids, transposons,
and integrons can be inserted into the chromosome or extra-
chromosomal genorme. Resistance may also be associated with a
general impermeability of the bacterial cell envelope (El-Halfawy
and Valvano, 2012).

The development of microbial resistance to antimicrobials had
been going on in nature long before antibiotics were made avail-
able to chemotherapy. It is recognized that bacteria, including
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human pathogens, may acquire resistance genes in natural envi-
rontments, particularly in soils (Josephson, 2008, Wright, 2007),
Taking the recent methodological approaches, the concept of the
antibiotic resistorme has been advanced to serve as a framework
for understanding the ecology of resistance on a global scale
{(Wright, 2007),

The resistome consists of a collection of all antibiotic resistance
genes including those circulating in pathogenic bacteria, antibi-
ofic producers, and benign non-pathogenic organisms found
either free living in the environment or as commensals of other
organisms (D'Costa et al, 2006). Most of the so called antibi-
ofic producers live in soils, and as an ecological consequence,
most of the susceptible bacteria in their wicinity, including human
pathogens, die off, but some dewvelop resistance to these natural
products thought of control the microbial population (Wright,
2010, Cox and Wright, 2013}

The lirnited nurrber of antibacterial classes and the cormmon
occurrence of cross-resistance within and between classes have
also reinforced the urgent need to discover new compounds tar-
geting novel cellular functions not yet targeted by currently used
drugs (Chung et al,, 2013). Bacteria are known to employ differ-
entstrategies for antibiotic resistance. Resistance may be acquired
by spontanesus rutation in the coding gene of the target protein
resulting in no or reduced affinity to the antibiotic or by hori-
zontal transfer of antibiotic resistance genes from other bacteria
(Hassan et al, 2012,

An antibiotic-resistance gene product may act by enzymatic
depradation of the antibiotic, by altering the antibiotic target
site or by pumping the incoming antibiotic out of the cell by
a transport mechanistn Such processes make infection treat-
ment very difficult as we face sophisticated, highly resistant and
often multi-resistant pathogens such as Fsewdomonas aeruginosa
(Paterson, 2008), Escherichin coli (Overbye and Barrett, 2005),
methicillin-resistant Staphplococcus awrens (MERSA) (Reynolds
et al, 2004) and penicillin-resistant Streptococcus prewmonia
(Karchmer, 2004).

The antimicrobial peptides (AMPs) is a class of molecules
that may be used to overcome the bacterial resistance challenge.
Their oconrrence is a wide-spread phenormencn in all forms of
life, from romlti-cellular organisms to bacterial cells. In higher
organisms, AMPs contribute to innate irrmunity and are part
of the first defense line against harrmful micro-organisms, In
bacteria, production of AMPs provides a competitive advantage
for the producer in certain ecological niches because the pep-
tide mediates the killing of other bacteria (Hassan et al, 2012),
They are constitutively expressed or induced by endogenoms or
exogenous elicitors, such as developrental stage or pathogen pre-
dation {3achetto-Martins et al., 2000}, AMPs are small proteins
20-50 amino acid residues long, often having cormmon proper-
ties such as the small number of amino acid residues, cationicity,
and amphipathicity (Tavares et al, 2008). The AMPs interact
with membranes in different ways, but in general three differ-
ent models have been used to define their mode of actions in
model membrane systermns, In the barrel-stave mechanism, pep-
tides integrate into the mermbrane and formmembrane-spanning
pores. In the toroidal-pore mechanism, AMPs form membrane-
spanning pores togetherwith intercalated lipids. And in the carpet

mechanism, peptides accurnulate on the membrane surface in a
carpet-like manner and at a threshold density so that they dis-
solve the membrane without forming transmernbrane channels
(Pietiainen et al, 2009; Brogden, 2011). However, membrane
darnage is not the single mechanism whereby AMPs cause cell
death. They may also affect functions of several other cell com-
ponents and act as metabolic inhibitors of cellular processes
including biosynthesis of the cell wall, nucleic-acids and pro-
teins, In these cases, the cell death can be the result of multiple
inhibitory effects (Brogden, 2005),

AMPs show broad-spectrurn antimicrobial activities against
varions microorganismms, including Grame-positive and Gram-
negative bacteria, fungi, and viruses, Many AMPs are effective
against rmulti-drug resistant (MDR) bacteria and possess low
propensity for developing resistance probably due to their dis-
tinguished mode of action (Seo et al, 2012} AMPs conld be
very diverse in sequence and structure but rmost of them are
positively charged, allowing their interaction with the bacterial
envelope, These peptides are active at very low concentrations
{(micromelar to nanomolar range) and most of themn kill their
target microorganism via a non-receptor mediated mechanism
involving permeation of the target mernbrane (Guralp et al,
2013).

AMPs can be classified into four groups based on their
structures: o-helical peptides, f-sheet peptides, extended pep-
tides, and loop peptides (Mguyen et al, 2011, Fjell et al,
2012}, Understanding the structure-activity relationships (SAR)
of AMPs is essential for the design and deweloprnent of novel
antirnicrobial agents with improved properties. In particular, the
atornic level structures of AMPs can provide versatile informa-
tion for all stages of drug development, including the peptide
design and modification for pharmaceutical application (Seo
et al, 2012),

Microbial pathogens have evolved different systerns to resist
the effect of antimicrobial peptides. These rmechanisms can
involve the destruction of antimicrobial peptides (by proteclytic
digestion), change of antimicrobial peptide target (i.e,, the micro-
bial membrane}, and remowval of antimicrobial peptides from
their site of action (through efflux puraps or by alteration of
the cell surface composition) (Rio-Alvarez et al, 2012). The
medifications of lipopolysaccharide (LPS) to mask the negative
charges that allow interaction with AMP are cne of the main
responses to these compounds in many Gram-negative bacteria
{(Costechareyre et al., 2013).

sotne bacteria such a3 Staphylococcus  enterica serovar
typhimurium exhibit a regulatory systern controls wirulence
that is involved in the regulation of Mg®t uptake systems,
survival in macrophages and resistance to antimicrobial
peptides (AMP). Several enzymes, encoded by pagh pagO,
prC, prrG, lpx0, prerHEIJRLA, modify LPS, mostly by
adding or modifying palmitate, phosphoethanolamine or
4-aminoarabinose to mask negative charges that allow inter-
action with cationic AMPs (Costechareyre et al, 2013),
Costechareyre et al. (2013) using Dickeya dadartid, which is
an insect and plant pathogen, to understand the regulation of
genes involved in response to AMPs, observed that through
transcriptome different genes are involved in response to AMPs
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when the bacteria infect the aphid (Asprtheosiphor piswm) and
plant.

Antimicrobial peptides (AMPs), particularly the so-called bac-
teriocins produced by bacteria, may be an important contributor
in this context as they often have a relatively narrow killing
spectrumn which comprises mostly bacteria closely related to the
producers (Hassan et al, 2012),

Many hundreds of different peptides, differing in size, charge,
hydrophobicity, conformation, primary structure, as well as in
post-translational modifications, have been demaonstrated in frog
defensive skin secretions (Evaristo et al, 2013,

The knowledge abont AMP action mode and resistance mech-
anisms shared by different microorganisms may peint the direc-
tion for discovery and design of new drugs.

NEW APPROACHES TO AMPs RESISTANCE

The knowledge acquired in the last two decades concerning the
evolution of antimicrobial resistance to widely prescribed drugs,
and the search for new antimicrobial candidates such as AMPs,
thought to be natural barriers against bacteria, eukaryotic para-
sites, viruses, and fungi, has resulted in a better understanding
of how microorganisms have become resistant to these proteins
(Marshall and Arenas, 2003 Wilcox, 2004 Hancock and Sahl,
2006, Perron et al, 20087,

The variety of already described antimicrobial peptides related
to the different sequences, shows that the same peptide sequence
is rarely associated with two different species, even closely related.
Several multicellular organisms express a collection of peptides of
different chernical structures, as a local defensin {(Zasloff, 2002).
Howewver, despite the structural diversity, most of the already
sequenced antimicrobial peptides show at least 50% hydropho-
bic amino acid residues and a low proportion of both neutral
polar and negatively charged amino acids (Hancock and Chapple,
1999). It is accepted that this structural skeleton may explain
why the majority of AMPs persists at water-lipid interfaces and
then disturb microbial mermbrane cornponents {Ruissen et al,
2001}, Merrbrane darmage is considered the primary antimi-
crobial mechanism of the so called cationic antimicrobial pep-
tides (CAMPs) or ribosornally synthesized antimicrobial peptides
(RAMPs) (Perron et al, 2006), and requires interaction with
microbial mernbrane lipids and hydrophobic properties to enable
integration of the peptide into the hydrophobic core of the
mermbrane (Peschel and Sahl, 2008},

Studies with CAMPs thrombociding, defensins, and cathe-
licidins show a potential use as skin and epithelia protectors
against invading microorganisms, such as Staphylococcus aureus
and Sabmonella enterica, by reducing the net negative charge of the
bacterial cell envelope through covalent modification of anionic
molecules (e.g., teichole acids, phospholipids, and lipid A) result-
ing in repulsion of CAMPs, Other mechanisms have also been
reported such as expelling CAMPs through energy-dependent
pumps, altering mernbrane flnidity and CAMPs cleavage with
proteases (Peschel, 2002, Marshall and Arenas, 2003),

Althongh nonspecific targets led researchers to smggest that
it would be difficult for the bacteria to develop resistance to
some peptides (Ge et al, 1999a,b; Schroder, 1999, Zasloff, 2002,
Bornan, 2003; Jenssen et al, 2008), molecular mechanisms of

resistance to CAMPs have been suggested in several groups
(Zasloff, 2002). In S awrews. changes in the cell wall appear to
involve the operon AifABCD, which results in carriage of posi-
tively charged D-alanine from the cytoplasm to anionic teichoic
acids (Peschel et al, 1999; Kristian et al, 2003; Mizet, 2008).
Perron et al. (2006) have studied the effects of resistance to pex-
iganan, CAMP analog of magainin, in different bacterial strains
(rrutants for setS and mwl genes—Pseudmuonas fluorescens
and Escherichia coli) and observed MICS0 incressed in both
mutant strains. They also observed a reduction in the lag phase
after subsequent growth in pexiganan presence. The contribu-
tion of these resistance mechanisms in bacterial pathogenesis may
be confirmed by studies with mutants. It is accepted that such
prospective investigations are of extrerme relevance, since these
potential AMPs are thought tobe an alternative to well established
antibiotics used in chemotherapy against multiresistant bacteria
(Mizet, 2006; Brogden and Brodgen, 2011, Mardti et al, 2011).
Mechanisms such as peptidases production, down regulation of
host AMP production, and cellular filarmmentation have also been
related (Nizet, 2008; Mardti et al, 2011}

AMPs rnay interact with intracellular targets, binding to DNA,
ENA and protein, or even interfering with the characterized FesZ
gene, responsible for bacterial cell division septurn or with pro-
tein synthesis such as DNA gyrase and Dnakl (Brogden, 2005,
Chanhan et al, 2006; Handler et al,, 2008 Mardti et al,, 2011}
Genetic markers related to the defensins and cathelicidin medi-
ated AMPs resistance include kasE in Mysobactericen marinmn
(Gaoetal, 2003), sak in S awreas (Jin et al,, 2004)—for defensins
and emwnl in Group A Streptosoccus (Lauth et al., 2009).

Additionally, some AMPs have non-protein targets such as the
peptidoglycan precursor lipid II and ATP (Hilpert et al, 2010,
Sassetal, 2010), Modifications on cell surface have alsobeen cor-
related with the AMPs resistance and several genetic markers have
already been described, such as mprF/ysS in S awreus (Peschel
etal,, 2001; Mishietal,2004), diz operon in Group B Streptocossus
and Listeria monocytogenes (Abachin et al,, 2002; Poypart et al,
2003}, h#rP in Haemnaphilus influsnzas (Starner et al, 2002), prew
in Pseudomornas aeruginosa (Moskowitz et al,, 2004,

The active efflux of AMPs has already been observed and might
be related to different genetic markers in various bacteria species,
such as mir in Neisserin gonorrhoene (Jerse et al,, 2003), sap/sapA
operan in S, emterica and H. influerzas (Parra-Loper et al, 1994
Mason et al, 2005) and gacd in 5. awrews (Kuplkrwasser et al,
1999},

Moreover, the degradation of AMPs has being correlated to
several genetic markers: {asB in P aerugincsa (Schmidtchen et al,
2002), gelE in Ewterococcns Faecalis (Schrmidtchen et al, 20023,
zapA In Frotews wirabilis (Schrnidichen et al, 2002), speBiides
in Group A Streptococcus (Schrnidtchen et al, 2002), aur gene
in S awrews (Sleprawska-Lupa et al, 2004), degP in Escherichia
coli (Ulvatne etal,, 2002), and rgpA/B in Porphyromonas gingivalis
(Devine etal., 1999),

The use of AMPs as pharmaceuticals will promote selective
pressure for bacterial strains that are resistant also to the reper-
toire of host-defense peptides in the human body (Bell and
Gouyon, 2003; Nizet, 2006), In this context, the bacterial resis-
tomme must also consider endogenous housekeeping genes which
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may interact with the AMPs, To select genetic markers related to
the bacterial resistome in this holistic point of view remains as
an important challenge (Islamn et al, 2001 Taggart et al, 2003;
Wright, 2007}, To illustrate the role of the housekeeping genes
in the AMPs resistance, several authors have reported the impor-
tance of repulatory genes such as phoPiphoQ in S enteriza and
P asruginesa, prwl in P aeraginesa, and rpeE in S emterica
{MacParlane et al, 2000, Ernst et al, 2001; McPhee et al, 2003,
Crouch et al,, 2005),

Considering different organisms, such as fungi, a lot is known
about the mechanism of resistance to antimicrobial drugs, but
there are few rports on AMPs resistance, So far, AMPs in these
organisms include modification of ergllimdrl gene and pdrd
locus, over expression of specific drug efflux pumps, alteration
in sterol biosynthesis and alteration in AMP target, AMP inacti-
vation and reduction in the intracellular concentration of target
enzymes (Ghannourn and Rice, 1999; Balkis et al,, 2002; Gulshan
and Moye-Rowley, 2007), As observed for bacteria, antifungal
drug resistance is quickly becoming a major problem, especially
considering the expanding population of immunocompromised
patients who hawe contributed to an increased incidence of
opportunistic and systernic fungal infections,

With regards to the antifungal drug resistance mechanisms, the
genetic markers codifying for multidrug efflux pumps and their
upregnlation have been highlighted ({Balkis et al, 2002; Gulshan
and Moye-Rowley, 2007, Jabra-Rizk et al (2004) described two
different types of efflux pumnps in C albicans and C. dublinien-
sis; adenosine triphosphate-binding cassette (ABC) transporters
encoded by the adr genes (CDRI and CDR2) and major facilita-
tors encoded by the smdr genes.

Crverall, it i accepted that further prospective studies on
antimicrobial resistance are needed toenable a better understand-
ing of the microbial genetic diversity that underlies resistance,
Such knowledge will help and guide our efforts to develop new
potential drugs to overcorme the resistance phenomenon (Wright,
2007).

NEXT GENERATION SEQUENCING AND AMP PREDICTION

The next generation sequencing technologies have opened the
opportunity to access genomes and transcriptormes at high
throughput level allowing the researchers to understand a wide
variety of physiological response of various types of organism
As a consequence new tools are available for antimicrobial dis-
covery and design (Figure 1). The knowledge of host resistance
mechanisms vs. susceptibility is important to the developrment
of new approaches to prevent and/for treat human infectious dis-
eases (Teles etal,, 2013), The innate immune response in different
organistns has the potential to reveal new and/for novel molecules
for antimicrobial purpose. During transcriptome analysis of the
oral chicken Sabmonella infection four steps were observed and
none of the genes was directly involved in bacterial infection, but
associated with inflammatory response (Matulova et al, 2013},
On the other hand persistence of Saémowella in several other
niches is observed by resistance to AMPs and its sensibility is
increased by adrenaline, down regulating the promoter of the
prar operon that controls resistance genes to AMPs (Karavolos
et al,, 2008). The combination of transcriptome and proteomic

Antibiotic Resistance Genes :\§: Spentaneus mutation (n coding gene
affinity antibictic reduction - Herizantal

| |

AMPs
multifunctional melecules

e
Y .

- generation sequencing
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FIGURE 1 | Schematic antimicrobial peptices prospecting from the in
silice analysis of sequences obtained by next generation sequencing.
The demand for nevr antimicrobials to prevent microbial resistance from
multifunctional action encourages the search for AMPS through prediction
for next-genaration sequencing followed by anabysis of hicinformatics and
computational modeling in order to produce effective peptides after
antimictobial thals. DB IDs 3GPG; TTHO 20500 3HUNM, 2124, 2KUS;
ZLBY, IS,

strategies were used to study the Australian scorpion, revealing
that the molecular weight found for proteomics analysis was not
completely adjusted to aminoacid sequence deduced from cDMNA
cloned genes, Some reasons are pointed out by the authors the
level of gene expression is not necessarily the same informa-
tion obtained from the cDMNA, postiranslational modifications,
or sample preparation (Luna-Ramirez et al, 2013), Regardless of
problems encountered, some potential therapeutically peptides
were identified in those samples. In ladybird Harmomia axyridis
the successful invasive behavior was revealed by 454 sequencing.
The two layer innate immune systemn & cormnposed of a cherni-
cal weapon, mediated by the secondary metabolite harmonine,
associated with a wide range of AMPs resulting from multi-
ple gene duplication and divergence events (Vilcinskas et al,
2013). In the scorpion Hetermetrus petersii its venon showed
four famnilies of antimicrobial and cytolyc peptides identified
by 454 sequencing platform (Ma et al, 2010} In Spodoptera
exigua larvae upon AcMNPV infection the 454 analysis demon-
strated that some genes, including genes encoding for AMPs, are
down regulated (Choi et al, 2012). Surnrparizing, the associa-
tion of transcriptome and proteomnics technologies offers new
points of view for AMP mode of action in different organisms,
showing different potential and different strategies for prospec-
tion. In the bivalve mollusk Ruditapes philippinaren, for exarmple
the nse of 454 platforms allowed the identification of 36 AMP
sequences (Moreira et al, 2012), The analysis of transcriptome
of the American dog tick infected with different microorganisms
allowed the researcher to identify a novel elicited defensin in the
Arachnids frmrmmne spstern response transcripts (Jaworskl et al,
2010}, Pacing up to the high diversity of organisros, various tis-
sues and physiological approaches, the number of novel and new
AMPs derived from biodiversity is a vast field for research,
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PREDICTION OF ANTIMICROBIAL PEPTIDE FROM DNA/RNA
LIBRARY

ANTIMICROBIAL PEPTIDES SEARCH TOOLS

The antimicrobial peptides are directly related to the innate and
acquired irrmune response of organisims, and their potential to
kill microorganisms resistant to many antibiotics has attracted
the interest of the pharmaceutical industry, In this aspect tools
to find and produce antimicrobial peptides have created a revo-
lution in research for new drugs According to Belarmino et al
{2010), the development of bicinformatics toocls for predicting
patterns in biological sequences has already allowed a routine
search in databases of ESTs (Expressed Sequence Thgs) of plants
by defensins and asubsequent validation by antimicrobial testing,

The APD2 (Antimicrobial Peptide Database Second “ersion)
is one of the main databases of antimicrobial peptides, allow-
ing users to search for families of peptides, post translational
modified peptides, among other options (Wang et al., 2009).
APD provides an option to calculate and to predict AMPs in
order to extract important information about peptides such
as total charge, hydrophobic rate, in addition to providing an
alignrment with deposited sequences (http/fapsunme edufAPy
main.php). The information provided can be linked to the data
on the hydrophobic meoment calculated by the web-program
Hydrobcale (Tossi et al, 2002} available at http:/fwnne. bberm,
univ.trieste.it/~tossi/HydroCale/HydrohM Cale. html, allowing the
prediction of antimicrobial peptides,

In addition to the APD, another database of AMPs is
the CAMP (Collection of Antimicrobial Peptides) awailable
at http:/fwwna bicnirrh res.infantimicrobial. Such tools provide
information related to the sequence, definition of protein
biological activity, taxonomy of the source organism, target
organisms—indicating the MIC (minirmm inhibitory concen-
tration), hemolytic activity of the peptide and links to exter-
nal databases such as SwissProt, FDB, Publied and the MNCEI
Tazonorny (Thornas et al, 2010). The iAMP-2L, awailable at
http:/forerw joi-bioinfo.cnflAMP-2L, is a web-server used for
the prediction of uncharacterized sequences as antimicrobial
Onee the subject sequence is identified as an antimicrobial, the
server indicates to which class (antibacterial, anticancer, antifun-
gal, anti-HIV and anti-viral) the peptide belongs. Peptides are
promiscuous molecules (Franco, 20117 and are invariably clas-
sified in more than one class and family (¥iao et al, 2013), All
of these characteristics reinforce how these new technologies can
make available an unlimited source for new drugs and biologi-
cally active molecules, Tools of bioinformatics for modeling are
fundamental for developrment of this research area

TYPES OF MODELING AND PREDIGTING STRUGTURES APPLIED TO
ANTIMICROBIAL PEPTIDE

In the following steps we present a surmmary of a method to
develop such peptides that can predict the structure of peptides
and proteins in two ways: experimentally, through methods such
as nuclear magnetic resonance (MMR), X-ray diffraction and
crystallography, and theoretically, by computational modeling
methods, which involve conparative modeling, threading (folding)
wmodeling and ab initio (de nove). Experimental methods of pep-
tide prediction and modeling have typical difficulties, The lack

of structural conformation of plant bactericidal peptides prevents
rnare detailed classification of AMEs (Porto and Franco, 2013,
The use of computational tools and methods has become an
important strategy in the search for bioactive peptides. However,
there are still sorne limitations in this prediction method, such as
the difficulty of developing a general method for predicting the
nature and activity of antimicrobial peptides, due to low homaol-
ogy sequences that can occur (Lata et al, 2007 Torrent et al,
2012),

Comparatrve modeling

Comparative homology modeling is a method based on the struc-
tures sirnilarity, ie., similar amino acid sequences tend to hawve
a very similar secondary structure. Thus, it is possible to use as
a ternplate structures solved by experimental means, in order to
predict the 3D conformation of peptides and proteins using corn-
putational algorithms, In comparative modeling, the alignment
of the sequence to be predicted and the temnplate must present an
identity of at least 30% (Baker and Sali, 2001}, a large number of
cases with alignments with low identity between target and termn-
plate can lead to better models of 3D structure (Rayan, 2009}, In
fact the identity of the alignment can be put aside when we are
in a situation of functionality, For example, imagine a protein A
having 90% identity to another protein B, but a different func-
tion, and also a protein C that has 70% identity and the same
function as B. In this case protein Cwould be the best ternplate
and B is not the shape desired. The alignment score shonld also
be considered when working with whole proteins, since in certain
progrars, such as BLAST, alignments may appear above 30%, but
still low coverage,

The im siice prediction method by homology modeling is
divided into four main steps: (1) identification of structures and
selection of termplates, (2) alignment of the target sequence with
the chosen model structure, (3) generation of models for the
target structure, using information about the structure of the
ternplate; (4) validation of the models generated for the target
(Marti-Renom et al,, 2000). It can also be interesting to imple-
ment a fifth step which is the model of refinement by energy
minirmization, which is important in the context that during the
production of the geometric errors can ocenr in regions of the
main chain {Vyas et al, 2012).

The first two steps to create and predict a three-dimensional
maodel of a protein or peptide inveolve query of database struc-
tures experimentally determined by crystallography techniques,
H-ray diffraction or nuclear magnetic resonance (Kiefer, 2012
First, research tools in the databases such as BLAST (Basic Local
Alignments Search Tool) that allow local alignment, Searching
sequence of regions similar to other regions of sequence is
an essential step to find sequence ternplates, The BLAST min-
imizes the time spent on research, discarding alignments in
which regions between the query and subject sequences have few
chances to exceed a pre-determined score (Altschul et al, 19900,
During the search for similar sequences in databases, attention
should be given to the best method, ie., one that is both sensi-
tive (able to identify sequences related bit) and selective (relations
between the query and subject sequences are true). At this point it
is worth mentioning one of the most used tocls in the search for
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similar sequences, PSI-BLAST (Position-Specific Iterated Basic
Local Alignment Tool) from MCEIL, which differs from conven-
tional BLAST due to its higher accuracy and greater statistical
sensitivity (Lietal, 2011),

After choosing sequences of ternplates that will be used in
the second stage, the optimal alignment between this sequence
and the target is required to build three-dimensional models
(Centeno et al, 2005). The main strategies used are: progres-
sive alionment between the sequences using the software Clustal
W (Larkin et al., 2007), the sequence-profile alignment, HMM-
based method (HIDDEN MARKOVY MODEL) between query and
profile of families of ternplates, using up the database profiles
Pfamm (Finn et al, 2010) and HMMER web server (Finn et al,
20117 one can still perform profile-profile alignment, from build-
inga profile for the target and matching with the profile temnplates
in adatabase of profiles (Centenoet al,, 2005; Ramachandran and
Daokholyan, 2012; Wenclovas, 2012).

The models are generated based on the structural information
provided by the ternplate and the sequence alignrment between
thern and predicted (Kiefer, 2012}, Currently there are several
programs and web servers that can be used to build models of
proteins and peptides, the main one is Modeler, developed by
Sali and Blundell {1993}, The Modeler is used to compare the
target structure by satisfaction of spatial constraints involving
restrictions on atormic distances, angles dihedral, and stereochermn-
istry. The information modeler generated is also combined with
the statistical calculation preferences of constraints derived from
the sequence temnplate hormology (Eswar et al,, 2003, Wpas et al,
2012). Another tool also used in model building by homology is
Swisshodel, which unlike the modeler searches in a homologous
target database with the BLAST protein and then determines a
three dimensional model, finding the core backbone and model-
ing loops and chain laterals (Schwede etal, 2003),

In homology modeling each step is directly linked to the previ-
ons, 50 in the event of accidental errors, these can be propagated.
Thus, it becomes necessary to validate the final model and inter-
pretation of the target. The generated model can be validated as a
whole or for individual regions (Marti-Eenom et al,, 2000), the
basic need is for a good model built on good stereochernistry
(Hillisch et al., 2004), The main tools for analysis and valida-
tion of models generated by comnparative modeling are: Procheck
(Laskowski, 1993} and Molprobity (Chen et al, 2009}, both for
quality analysis stereochernistry; Whatchek (Hooft et al, 1996)
and Qrmean (Benkert etal, 2009) used to evaluate the quality of
the model, and the ProsaWeb (Wiederstein and Sippl, 2007) used
in the analysis of interaction energy between the model residuals.
According to barti-Renom et al. (20007, the most cornmen errors
that may occur during modeling are positioning errors of side
chain distortions in regions aligned, regions with an inefficient
mold alignment and wrong choice of termplate,

The refinement of the model in general uses methods of
molecular dynamics caloulations of force fields, the most com-
mon being the CHARMM (Brooks et al, 1983) and GROMOS
(Schuler et al,, 2001), A refinement process can be defined as
walking on the surface of covalent and hydrogen bonds in the
model, the search for a better minirmum energy than the energy
of departure, therefore, a difficult task {Gront et al., 2012}, The

energy minimization can prormote excessive deviation of the
model structure, compared to the original, which actually is
not ideal, therefore, you should keep the number of cycles of
minimization to a minirmum, which is sufficlent for improved
stereochernistry of the model ( Peitsch, 2002,

h-Threading modeling

The modeling threading or by folding pattern recognition is a
method of predicting three dimensional structures by looking
for folding patterns, applying the combination-linear alignrments
profile and adjusting the profile structure of the target reference
frames (obtained from folding profile libraries).

The LOMENTS is a meta-server which includes nine major
servers threading (PPA-I, 3P3, PPA-II, sparks?, PROSPECTZ,
FUGUE, HHSEARCH, PAINT, SAM-T02), allowing the selection
of models throngh research for 30 models for each of the indi-
vidual servers, excluding short alignments, and defining models
of greater structural sirnilarity (Wu and Zhang, 2007, It is an
important tool for the study of structures in modeling ternplate
folding, Among commonly used tools in modeling protein fold-
ingare the ROSETTA (Kaufrmann et al, 20100 and I-TASSER (W
et al, 2007, Roy et al, 2010} Such tocls have their operation
based on either amino acid sequence of the target and informa-
tion about structures in the template experimentally resolved, or
using predictors of secondary structure and folding as mentioned
above, with libraries of fragrments.

e-Ab initro rodeling
This method of predicting three-dimensional structures ignores
in principle the use of reference structures solved experimentally.
Prediction ab initio (de novo) makes use of the energy minimized
functions and research of spatial conformations that the target
can take, and this is important for the use of force fields and meth-
ods of molecular dynamics and Monte Carlo simmlations (Lee
et al, 2009). According to Helles (2008]), the three factors that
make ab imitic interesting for homology modeling, are that this
does not provide accurate information about how a given pro-
tein or peptide acquires structure, many proteins and peptides
do not have sufficient (> 30%) experimentally solved homol-
ogy molecules, and even if the target presents high similarity with
ternplates, it does not mean they will present the same structural
profile,

ab initio Software such as ROSETTA and [-Thsser, cited above,
have been used as de nove prediction progrars (Wu et al, 2007,
Kaufimann et al, 2010}, However, by considering information
frames of reference they are not actnally ab instio techniques, A
tool that is comnpletely is LINUS (Local Independently Nucleated
Units of Structure), which does not make use of structures or ref-
erence sequences, initiating the construction of the target from
the extended chain as a result The simulation performed by the
software promotes the disruption of conformations of three ran-
domly chosen residues, and evaluates the energy, using Monte
Carlo procedure to validate the favorable conformation predicted
(Srinivasan and Rose, 2002), Another tool also used currently is
the QUARK (http://zhanglab camnb. med nrnich edu/QUARKS), a
tool that builds models from small fragments (residues 1-20)
using Monte Carlo simulations (2{u and Zhang, 2012).

Frentiers in Micrebiclegy | Antimicrobials, Resistance and Chamatherapy

Decemmber 2013 | Volurne 4 | Article 412 | &

114



Tavates et al.

Transcription of antimicrobial peptides and resistome

The intensive growth of research of AMPs and development
of robust databases the discovering of novel and new biological
active peptides (Armaral et al,, 2012). The development of antimi-
crobial peptides from genomic and transcriptome databases can
be an alternative strategy to the studies with research and devel-
oprnent of AMPs,

MODIFICATION MEDICINES

As long as antimicrobials were made available in the 1940s, there
Were O cOncerns related to the antimicrobial resistance mech-
anisms. However, the discovery of other antimicrobial agents
and even the modification of those already described were not
able to stop microbial evolution, such as the rapid emergence of
p-lactarnase-producing Staphylocoscus awrews strains (Spellberg,
2009 Theuretzbacher, 2009, Choffnes etal,, 2010),

The accelerated increase and global expansion of bacterial
resistance made it necessary the search for new fighting agents
(Spellberg, 2009; Choffnes et al., 20100, One of the main factors
associated with this increasing antimicrobial resistance was the
misuse of antimicrobials { Gwynn etal, 2010),

Driven by high profitability, the pharmacentical industry has
focused its production on blockbuster drugs (or global FMCG)-
such as those used in the treatment of chronic diseases such as
cancer or sexual dysfunction, for example—rather than the devel-
oprnent of antimicrobial drugs used for short term treatment of
acute infections diseases (Theuretzbacher, 2009,

The economic advantages offered by blockbuster drugs cou-
pled with the high cost of production and the low economical
income related to the antimicrobial production, if compared to
the profitability of other drug production, led to a lack of invest-
mentin the development of new antimicrobial agents in the 1990s
{ Spellberg, 2009 Theuretzbacher, 2009). In this regard, the pro-
duction of new antibiotics becornes, now, wery expensive due to
the rationale and steps of manufacturing and preclinical testing
and clinical trials, up to their insertion in the market, The searches
for new agents has to overcomme the mechanisirs of bacterial resis-
tance, and therefore, are based on the search for new routes of
administration, new targets or mechanisrms of action toward the
sarmne target, which ends up limiting the production of effective
potential agents (Gwynn et al,, 20107 Add to that the availabil-
ity of generic formulations and the development of drugs kept to
treat only severe diseases to avold quick bacteria resistance devel-
oprnent, further also contritmted to the economical failure related
to new antimicrobial releases (Spellberg, 2009). In this point of
view the i silice prediction of antimicrobial peptides becomes an
advantage for industry due to low cost and time consumption,

Furthermore, the wide use of broad-spectrum antimicrobials
has contributed to the need for new drugs given the emergence
of the so called multi-drug resistant bacteria (MDR) (Choffnes
etal,2010; Gwynn etal, 2010} The decline in production of new
agents was compounded by the loss of effectiveness of existing
antimicrobials without a concormnitant replacernent by new ther-
apentic options. In a study by Shlaes and Moellering (2002}, the
medical cormmunity was alerted to the lack in new drug discovery,
and the authors concluded that the developrment of new antibac-
terial agents was even lower than that related to hyperactivity
disorder and male erectile dysfunction (Spellberg, 2009),

Within the current scenario of increasing bacterial resistance,
however, it becomes necessary to resurne production of new
antimicrobial agents, or discussion of new strategies for the
use of the available drugs. This discussion has motivated and
encouraged scientific research on the subject, in order to decrease
the cost of production within large pharmacentical companies
(Spellberg, 2009). Far exarnple, while other drugs require 15 can-
didates to yield one FDA-approved product, antibiotics require
72 candidates to yield an FDA-approved product, which currently
costs 400-% 800 million per approved agent { Spellberg etal, 2008;
Forsyth, 2013; IDSA, 2013). The production of antimicrobials is
not profitable also because: the drugs are used for a short period
of time (7-14 days), sold for low price and prescription con-
trolled rmarket (Forsyth, 2013). As a result, it is estimated that
about two million Americans per year develop hospital infections,
mostly caused by multidrug-resistant bacteria pathogens, which
increases treatment costs in about UF 21 million to U3 34 bil-
lion, compared to antibictic-susceptible pathogens (Roberts etal
2009; Spellberg etal, 2011}, Mosocornial infections such as pneu-
menia and sepsis, killed about 50,000 Americans in 2006 and cost
to the US health care systern motre than U3 8 billion (Eber et al,
2010).

To encourage the production of new antimicrobials,
Government policies have been issued, such as the GAIN
{Generating Antibiotics Incentives Now) Act, which states: (i)
warranty for new approved drugs protection from competition in
the marketplace by limiting FDA approval of similar drugs during
the a certain exclusivity period; (i} review and fast-rack approval
priority for qualified antimicrobial drugs, antibiotic applications
will be eligible for both priority review and fast-track approwal
through the FDIA new drug application process; and (iii) study of
incentives for Qualified Infectious Diseases Biological Products,
to encourage research, developrnent, and marketing for qualified
infectious disease biological products (Forsyth, 2013). Besides
this, proposals have been discussed for new ways of using drugs
already known and established for the microorganisms which
have been made resistant (Spellberg, 2009),

In this regard, considering the evolution of bacterial pathogens
associated with infectious diseases today, the need to develop
new agents to control rmmltiresistant bacteria is presurmned, or
to prospect new ways of using the inefficient well-established
antimicrobial arsenal, aiming to overlap the existing limitation
in antibacterial chemnotherapy (Ral et al, 2009, Spellberg, 2009,
Choffnes et al, 20107,

With regards to the AMPs and their eventual modifications as
an alternative strategy to overcome the need of new drugs, it is
important to undergo a retrospective analysis of the co-evolution
of antimicrobial peptides and bacterial resistance. Initially sev-
eral peptides had been reported in the scientific literature and
among them, cationic peptides called attention by their mecha-
nisms of action: using positively charged molecules, amphiphilic,
with affinity to bacterial membranes However, during initial i
vitre and in preclinical trials, resistant strains have been noticed.
Overall, variations in the peptide sequences are proposed leading
to conjugate molecules (Peschel and Sahl, 2008).

Obtaining AWPs can be performed in three different waps:
direct isclation of the producer, by chemical synthesis or
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recornbinant expression (Li et al., 2010; Parachin et al, 2012},
Modifications in AMP compasition, structure and function are
being used to create more stable malecules, Six distinctive new
classes of AMPs have already been reported (Brogden, 2011,
Brogden and Brodgen, 2011; Tosst, 2011 The first class includes
mimetic peptides, which are non-peptidic, synthetic molecules,
which mimic the natural properties of AMPs, Its structure
requires a different compesition such as peptoids, arylamides
oligomers, p-peptides, or phenylene ethynylenes (Rotern and
Mor, 2009), The second class includes hybrid peptides, AMPs
constructed of the active regions of two to three peptides, such
as cecropinA-melittin (CEMES CEMAS CP26/7 CP29) (Piers and
Hancock, 1994), The potential benefits of each individual frag-
ment are combined to increase antimicrobial activity, reduce
antirmicrobial spectrum of activity or reduce cytotoxicity for host
cells, The third class includes peptide congeners, a chemical
cormnpound closely related to another in corpeosition, such as con-
geners of CAP18, LL-37, SMAP2E, ovispirin, and Q25 They may
contain changes in tertiary structure, change of specific amino
acids in the sequence to load change, among other characteris-
tics, The fourth class includes cyclotides and stabilized AMPs,
Cylotides are cyclopeptides with a head-to-tail cyclic backbone,
containing 30 amino acid residues with three conserved disul-
fide bonds (i, e, cyclized angiotensin and cyclic diastereomeric
Iysine ring) (Ireland et al,, 2010}, The fifth class includes peptide
conjugates which is connected to rmicelles, liposormes, antibodies,
sterolds or fatty acids, such as lactoferrin—lauric acid (Chu-Kung
et al, 2010}, and the sixth class includes immobilized peptides
via incorporation into distinct materials or absorbed to a vari-
ety of surfaces where they still retain their ability to bind and kill
bacteria. These groups of new peptides have a variety of poten-
tial medical and industrial applications in many different areas
(medicine, weterinary, agriculture, pharmaceutical, food) (Costa
etal, 20113,

In conclusion, the misuse of anticrobials lasting recent decades
has increased the spread of rmutations allowing the dewvelop-
ment of multidrug resistant microbes, The antimicrobials were
neglected due to economic interest. Thus, for infections diseases
the development of new antimicrobial with low cost and broad
spectrum of action becormnes of great importance, because the life-
time of such molecules is very short and awide range of molecules
is important to overcome the novel resistant pathogens. The
molecnlar modeling of AMPs from transcriptorme has arisen in
current times as an important alternative for drug development.
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Apéndice 02. Distribuicdo das amostras de bactérias Gram-positivas utilizadas nos experimentos de antagonismo.

COCOS GRAM-POSITIVOS

cODIGO

ESPECIMES

ANTAGONISMO-

ANTAGONISMO-

ANTAGONISMO-

TESE TESTADOS IDENTIFICAGAO ORIGEM BACTERIANO CANDIDA sp LEISHMANIA sp
CGP1* Al1C1 Staphylococcus sp. Fezes de pombo Nado N3do N3do
CGP2 Al1C10 Staphylococcus sp. Fezes de pombo Nao Nao Nao
CGP3 Al1C11 Staphylococcus sp. Fezes de pombo Sim N3do Nado
CGP4 AlC14 Staphylococcus sp. Fezes de pombo Sim Nao Nao
CGP5 Al1C17 Staphylococcus sp. Fezes de pombo Sim Nao Nao
CGP6* A1C18 Staphylococcus sp. Fezes de pombo Sim N3o Nado
CGP7 Al1C21 Staphylococcus sp. Fezes de pombo Sim Nao Nao
CGP8 A1C22 Staphylococcus sp. Fezes de pombo N3do N3o Nado
CGP9 A1C23 Staphylococcus sp. Fezes de pombo Sim Nao Nao
CGP10 A1C25 Staphylococcus sp. Fezes de pombo N3o N3o N3o
CGP11* A1C26 Staphylococcus sp. Fezes de pombo Sim N3o N3o
CGP12 A1C27 Staphylococcus sp. Fezes de pombo Sim Nao Nao
CGP13 A1C28 Staphylococcus sp. Fezes de pombo Sim N3o N3o
CGP14 A1C3 Staphylococcus sp. Fezes de pombo Sim Nao Nao
CGP15 A1C31 Staphylococcus sp. Fezes de pombo N3o N3o N3o
CGP16 A1C32 Staphylococcus sp. Fezes de pombo Nao Nao Nao
CGP17 A1C33 Staphylococcus sp. Fezes de pombo Sim Nao Nao
CGP18 A1C34 Staphylococcus sp. Fezes de pombo Sim N3o N3o
CGP19* A1C35 Staphylococcus sp. Fezes de pombo Sim N3do Nao
CGP20 A1C36 Staphylococcus sp. Fezes de pombo N3o N3o N3o
CGP21 A1C37 Staphylococcus sp. Fezes de pombo Nao Nao Nao
CGP22 A1C38 Staphylococcus sp. Fezes de pombo Sim N3o N3o
CGP23* A1C39 Staphylococcus sp. Fezes de pombo N3o N3o N3o
CGP24 Al1C40 Staphylococcus sp. Fezes de pombo Sim Nao Nao
CGP25 Al1C41 Staphylococcus sp. Fezes de pombo SIm N3o N3o
CGP26 Al1C42 Staphylococcus sp. Fezes de pombo Nao Nao Nao
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CGP27* A1C46 Staphylococcus sp. Fezes de pombo Sim Nao Sim
CGP28 Al1C47 Staphylococcus sp. Fezes de pombo Nado Nado N3do
CGP29 A1C48 Staphylococcus sp. Fezes de pombo Sim Nao Nao
CGP30 A1C5 Staphylococcus sp. Fezes de pombo Sim Nado N3do
CGP31 A1C51 Staphylococcus sp. Fezes de pombo Nado Sim N3do
CGP32 A1C52 Staphylococcus sp. Fezes de pombo Sim Nao Nao
CGP33 A1C53 Staphylococcus sp. Fezes de pombo Sim N3o Nado
CGP34 A1C54 Staphylococcus sp. Fezes de pombo Nao Nao Nao
CGP35 A1C57 Staphylococcus sp. Fezes de pombo Sim N3do Nado
CGP36 A1C58 Staphylococcus sp. Fezes de pombo Nao Nao Nao
CGP37 A1C6 Staphylococcus sp. Fezes de pombo Sim Nao Nao
CGP38 A1C60 Staphylococcus sp. Fezes de pombo N3do N3o Nado
CGP39 Al1C61 Staphylococcus sp. Fezes de pombo Nao Nao Nao
CGP40 A1C62 Staphylococcus sp. Fezes de pombo N3do N3o Nado
CGP41 A1C63 Staphylococcus sp. Fezes de pombo Sim Sim Nao
CGP42 Al1C64 Staphylococcus sp. Fezes de pombo Sim N3o N3o
CGP43 A1C65 Staphylococcus sp. Fezes de pombo Sim N3o N3o
CGP44 A1C66 Staphylococcus sp. Fezes de pombo Sim Nao Nao
CGP45 A1C67 Staphylococcus sp. Fezes de pombo Sim N3o N3o
CGP46 A1C69 Staphylococcus sp. Fezes de pombo Sim Nao Nao
CGP47 A1C7 Staphylococcus sp. Fezes de pombo N3o N3o N3o
CGP48 A1C70 Staphylococcus sp. Fezes de pombo Nao Nao Nao
CGP49 A1C71 Staphylococcus sp. Fezes de pombo N3do Nao Nao
CGP50 A1C72 Staphylococcus sp. Fezes de pombo Sim N3o N3o
CGP51 A1C73 Staphylococcus sp. Fezes de pombo Nao N3do Nao
CGP52 A1C74 Staphylococcus sp. Fezes de pombo Sim N3o N3o
CGP53 A1C75 Staphylococcus sp. Fezes de pombo Nao Nao Nao
CGP54 A1C76 Staphylococcus sp. Fezes de pombo N3o N3o N3o
CGP55 A1C77 Staphylococcus sp. Fezes de pombo N3o N3o N3o
CGP56 A1C78 Staphylococcus sp. Fezes de pombo Nado Nado N3do
CGP57 A1C79 Staphylococcus sp. Fezes de pombo N3o N3o N3o
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CGP58 A1C8 Staphylococcus sp. Fezes de pombo Sim Nao Nao
CGP59 A1C80 Staphylococcus sp. Fezes de pombo Sim Nado N3do
CGP60 A1C81 Staphylococcus sp. Fezes de pombo Sim Sim Nao
CGP61 A1C82 Staphylococcus sp. Fezes de pombo Sim Nado N3do
CGP62 A1C84 Staphylococcus sp. Fezes de pombo Nado Nado N3do
CGP63 A1C87 Staphylococcus sp. Fezes de pombo Nao Nao Nao
CGP64 A1C90 Staphylococcus sp. Fezes de pombo Sim N3o Nado
CGP65 A1C91 Staphylococcus sp. Fezes de pombo Nao Nao Nao
CGP66 A4C10 Enterococcus sp. Fezes de pombo N3o N3do Nado
CGP67 A4C100 Enterococcus sp. Fezes de pombo Nao Nao Nao
CGP68 A4C101 Enterococcus sp. Fezes de pombo Nao Nao Nao
CGP69 A4C102 Enterococcus sp. Fezes de pombo N3do N3o Nado
CGP70 A4C103 Enterococcus sp. Fezes de pombo Nao Nao Nao
CGP71 A4C104 Enterococcus sp. Fezes de pombo N3do N3o Nado
CGP72 A4C105 Enterococcus sp. Fezes de pombo Nao Nao Nao
CGP73 A4C106 Enterococcus sp. Fezes de pombo Sim N3o N3o
CGP74 A4C107 Enterococcus sp. Fezes de pombo N3o N3o N3o
CGP75 A4C108 Enterococcus sp. Fezes de pombo Sim Nao Nao
CGP76 A4C109 Enterococcus sp. Fezes de pombo N3o N3o N3o
CGP77 A4C11 Enterococcus sp. Fezes de pombo Nao Nao Nao
CGP78 A4C110 Enterococcus sp. Fezes de pombo Sim N3o N3o
CGP79 A4C111 Enterococcus sp. Fezes de pombo Nao Nao Nao
CGP80 A4C112 Enterococcus sp. Fezes de pombo Sim Nao Nao
CGP81 A4C113 Enterococcus sp. Fezes de pombo Sim N3o N3o
CGP82 A4C114 Enterococcus sp. Fezes de pombo Nao N3do Nao
CGP83 A4C115 Enterococcus sp. Fezes de pombo Sim N3o N3o
CGP84 A4Cl116 Enterococcus sp. Fezes de pombo Nao Nao Nao
CGP85 A4C117 Enterococcus sp. Fezes de pombo Sim N3o N3o
CGP86 A4C118 Enterococcus sp. Fezes de pombo N3o N3o N3o
CGP87 A4C119 Enterococcus sp. Fezes de pombo Nado Nado N3do
CGP88 A4C12 Enterococcus sp. Fezes de pombo Sim Nao Nao
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CGP89 A4C120 Enterococcus sp. Fezes de pombo Nao Nao Nao
CGP90 A4C121 Enterococcus sp. Fezes de pombo Sim Nado N3do
CGPI1 A4C122 Enterococcus sp. Fezes de pombo Nao Nao Nao
CGP92 A4C123 Enterococcus sp. Fezes de pombo Nado Nado N3do
CGP93 A4C124 Enterococcus sp. Fezes de pombo Sim Nado N3do
CGP94 A4C125 Enterococcus sp. Fezes de pombo Sim Nao Nao
CGP95 A4C126 Enterococcus sp. Fezes de pombo Sim N3o Nado
CGP9%6 A4C127 Enterococcus sp. Fezes de pombo Sim Nao Nao
CGP97 A4C128 Enterococcus sp. Fezes de pombo N3o N3do Nado
CGP98 A4C129 Enterococcus sp. Fezes de pombo Nao Nao Nao
CGP99 A4C13 Enterococcus sp. Fezes de pombo Nao Nao Nao
CGP100 A4C130 Enterococcus sp. Fezes de pombo Sim N3o Nado
CGP101 A4C131 Enterococcus sp. Fezes de pombo Sim Nao Nao
CGP102 A4C132 Enterococcus sp. Fezes de pombo N3do N3o Nado
CGP103 A4C133 Enterococcus sp. Fezes de pombo Sim Nao Nao
CGP104 A4C134 Enterococcus sp. Fezes de pombo N3o N3o N3o
CGP105 A4C135 Enterococcus sp. Fezes de pombo Sim N3o N3o
CGP106 A4C136 Enterococcus sp. Fezes de pombo Sim Nao Nao
CGP107 A4C137 Enterococcus sp. Fezes de pombo Sim N3o N3o
CGP108 A4C138 Enterococcus sp. Fezes de pombo Sim Nao Nao
CGP109 A4C139 Enterococcus sp. Fezes de pombo N3o N3o N3o
CGP110 A4C14 Enterococcus sp. Fezes de pombo Nao Nao Nao
CGP111 A4C140 Enterococcus sp. Fezes de pombo N3do Nao Nao
CGP112 A4C141 Enterococcus sp. Fezes de pombo N3o N3o N3o
CGP113 A4C142 Enterococcus sp. Fezes de pombo Nao N3do Nao
CGP114 A4C143 Enterococcus sp. Fezes de pombo N3o N3o N3o
CGP115 A4Cl144 Enterococcus sp. Fezes de pombo Nao Nao Nao
CGP116 A4C145 Enterococcus sp. Fezes de pombo Sim N3o N3o
CGP117 A4Cl146 Enterococcus sp. Fezes de pombo N3o N3o N3o
CGP118 A4C147 Enterococcus sp. Fezes de pombo Nao Nao Nao
CGP119 A4C148 Enterococcus sp. Fezes de pombo Nao Nao Nao
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CGP120 A4C149 Enterococcus sp. Fezes de pombo Nao Nao Nao
CGP121 A4C15 Enterococcus sp. Fezes de pombo Nado Nado N3do
CGP122 A4C150 Enterococcus sp. Fezes de pombo Sim Nao Nao
CGP123 A4C151 Enterococcus sp. Fezes de pombo Nado Nado N3do
CGP124 A4C152 Enterococcus sp. Fezes de pombo Nado Nado N3do
CGP125 A4C153 Enterococcus sp. Fezes de pombo Nao Nao Nao
CGP126 A4C154 Enterococcus sp. Fezes de pombo N3o N3o N3o
CGP127 A4C155 Enterococcus sp. Fezes de pombo Nao Nao Nao
CGP128 A4C156 Enterococcus sp. Fezes de pombo N3o N3do Nado
CGP129 A4C157 Enterococcus sp. Fezes de pombo Sim Nao Nao
CGP130 A4C158 Enterococcus sp. Fezes de pombo Sim Nao Nao
CGP131 A4C159 Enterococcus sp. Fezes de pombo Sim N3o Nado
CGP132 A4C16 Enterococcus sp. Fezes de pombo Sim Nao Nao
CGP133 A4C160 Enterococcus sp. Fezes de pombo Sim N3o Nado
CGP134 A4Cl61l Enterococcus sp. Fezes de pombo Sim Nao Nao
CGP135 A4C162 Enterococcus sp. Fezes de pombo Sim N3o N3o
CGP136 A4C163 Enterococcus sp. Fezes de pombo Sim N3o N3o
CGP137 A4Cl64 Enterococcus sp. Fezes de pombo Sim Nao Nao
CGP138 A4C165 Enterococcus sp. Fezes de pombo Sim N3o N3o
CGP139 A4C166 Enterococcus sp. Fezes de pombo Sim Nao Nao
CGP140 A4C167 Enterococcus sp. Fezes de pombo Sim N3o N3o
CGP141 A4C168 Enterococcus sp. Fezes de pombo Sim Nao Nao
CGP142 A4C169 Enterococcus sp. Fezes de pombo Sim Nao Nao
CGP143 A4C17 Enterococcus sp. Fezes de pombo Sim N3o N3o
CGP144 A4C170 Enterococcus sp. Fezes de pombo Sim N3do Nao
CGP145 A4C171 Enterococcus sp. Fezes de pombo Sim N3o N3o
CGP146 A4C172 Enterococcus sp. Fezes de pombo Sim Nao Nao
CGP147 A4C173 Enterococcus sp. Fezes de pombo Sim N3o N3o
CGP148 A4C174 Enterococcus sp. Fezes de pombo Sim N3o N3o
CGP149 A4C175 Enterococcus sp. Fezes de pombo Sim Nao Nao
CGP150 A4C176 Enterococcus sp. Fezes de pombo Sim Nao Nao
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CGP151 A4C177 Enterococcus sp. Fezes de pombo Sim Nao Nao
CGP152 A4C178 Enterococcus sp. Fezes de pombo Nado Nado N3do
CGP153 A4C179 Enterococcus sp. Fezes de pombo Sim Nao Nao
CGP154 A4C18 Enterococcus sp. Fezes de pombo Sim Nado N3do
CGP155 A4C180 Enterococcus sp. Fezes de pombo Nado Nado N3do
CGP156 A4C181 Enterococcus sp. Fezes de pombo Sim Nao Nao
CGP157 A4C182 Enterococcus sp. Fezes de pombo Sim N3o Nado
CGP158 A4C183 Enterococcus sp. Fezes de pombo Sim Nao Nao
CGP159 A4C184 Enterococcus sp. Fezes de pombo N3o N3do Nado
CGP160 A4C185 Enterococcus sp. Fezes de pombo Nao Nao Nao
CGP161 A4C19 Enterococcus sp. Fezes de pombo Sim Nao Nao
CGP162* A4C2 Enterococcus sp. Fezes de pombo N3do N3o Sim
CGP163 A4C20 Enterococcus sp. Fezes de pombo Nao Nao Nao
CGP164 A4C21 Enterococcus sp. Fezes de pombo Sim N3o Nado
CGP165* A4C22 Enterococcus sp. Fezes de pombo Nao Nao Nao
CGP166 A4C23 Enterococcus sp. Fezes de pombo Sim N3o N3o
CGP167 A4C24 Enterococcus sp. Fezes de pombo N3o N3o N3o
CGP168 A4C25 Enterococcus sp. Fezes de pombo Nao Nao Nao
CGP169 A4C26 Enterococcus sp. Fezes de pombo N3o N3o N3o
CGP170 A4C27 Enterococcus sp. Fezes de pombo Nao Nao Nao
CGP171 A4C28 Enterococcus sp. Fezes de pombo Sim N3o N3o
CGP172 A4C29 Enterococcus sp. Fezes de pombo Sim Nao Nao
CGP173 A4C3 Enterococcus sp. Fezes de pombo N3do Nao Nao
CGP174 A4C30 Enterococcus sp. Fezes de pombo Sim N3o N3o
CGP175 A4C31 Enterococcus sp. Fezes de pombo Sim N3do Nao
CGP176 A4C32 Enterococcus sp. Fezes de pombo Sim NR N3o
CGP177 A4C33 Enterococcus sp. Fezes de pombo Sim NR Nao
CGP178 A4C34 Enterococcus sp. Fezes de pombo Sim NR N3o
CGP179 A4C35 Enterococcus sp. Fezes de pombo Sim NR N3o
CGP180 A4C36 Enterococcus sp. Fezes de pombo Nado NR N3do
CGP181 A4C37 Enterococcus sp. Fezes de pombo Sim NR Nao

125




CGP182 A4C38 Enterococcus sp. Fezes de pombo Sim Nao Sim
CGP183* A4C39 Enterococcus sp. Fezes de pombo Nado Nado Sim
CGP184 A4C4 Enterococcus sp. Fezes de pombo Nao Nao Nao
CGP185 A4C40 Enterococcus sp. Fezes de pombo Sim Nado N3do
CGP186 A4C41 Enterococcus sp. Fezes de pombo Sim Nado N3do
CGP187 A4C42 Enterococcus sp. Fezes de pombo Sim Nao Nao
CGP188 A4C43 Enterococcus sp. Fezes de pombo Sim N3o Nado
CGP189 A4C44 Enterococcus sp. Fezes de pombo Sim Nao Nao
CGP190 A4C45 Enterococcus sp. Fezes de pombo Sim N3do Nado
CGP191 A4C46 Enterococcus sp. Fezes de pombo Sim Nao Nao
CGP192 A4C4a7 Enterococcus sp. Fezes de pombo Sim Nao Nao
CGP193 A4C48 Enterococcus sp. Fezes de pombo Sim N3o Nado
CGP194 A4C49 Enterococcus sp. Fezes de pombo Sim Nao Nao
CGP195 A4C5 Enterococcus sp. Fezes de pombo N3do N3o Nado
CGP196 A4C50 Enterococcus sp. Fezes de pombo Nao Nao Nao
CGP197 A4C51 Enterococcus sp. Fezes de pombo N3o N3o N3o
CGP198 A4C52 Enterococcus sp. Fezes de pombo N3o N3o N3o
CGP199 A4C53 Enterococcus sp. Fezes de pombo Sim Nao Nao
CGP200 A4C54 Enterococcus sp. Fezes de pombo Sim N3o N3o
CGP201 A4C55 Enterococcus sp. Fezes de pombo Sim Nao Nao
CGP202 A4C56 Enterococcus sp. Fezes de pombo Sim N3o N3o
CGP203 A4C57 Enterococcus sp. Fezes de pombo Sim Nao Nao
CGP204 A4C58 Enterococcus sp. Fezes de pombo Sim Nao Nao
CGP205 A4C59 Enterococcus sp. Fezes de pombo Sim N3o N3o
CGP206 A4C6 Enterococcus sp. Fezes de pombo Sim N3do Nao
CGP207 A4C60 Enterococcus sp. Fezes de pombo Sim N3o N3o
CGP208 A4C61 Enterococcus sp. Fezes de pombo Sim Nao Nao
CGP209 A4C62 Enterococcus sp. Fezes de pombo Sim N3o N3o
CGP210 A4C63 Enterococcus sp. Fezes de pombo Sim N3o N3o
CGP211 A4C64 Enterococcus sp. Fezes de pombo Sim Nao Nao
CGP212 A4C65 Enterococcus sp. Fezes de pombo Sim Nao Nao
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CGP213 A4C66 Enterococcus sp. Fezes de pombo Sim Nao Nao
CGP214 A4C67 Enterococcus sp. Fezes de pombo Sim Nado N3do
CGP215 A4C68 Enterococcus sp. Fezes de pombo Sim Nao Nao
CGP216 A4C69 Enterococcus sp. Fezes de pombo Sim Nado N3do
CGP217 A4C7 Enterococcus sp. Fezes de pombo Sim Nado N3do
CGP218 A4C70 Enterococcus sp. Fezes de pombo Sim Nao Nao
CGP219 A4C71 Enterococcus sp. Fezes de pombo Sim N3o Nado
CGP220 A4C72 Enterococcus sp. Fezes de pombo Sim Nao Nao
CGP221 A4C73 Enterococcus sp. Fezes de pombo Sim N3do Nado
CGP222 A4C74 Enterococcus sp. Fezes de pombo Sim NR Nao
CGP223 A4C77 Enterococcus sp. Fezes de pombo Sim NR Nao
CGP224 A4C78 Enterococcus sp. Fezes de pombo N3do NR Nado
CGP225 A4C79 Enterococcus sp. Fezes de pombo Nao NR Nao
CGP226 A4C8 Enterococcus sp. Fezes de pombo Sim NR Nado
CGP227 A4C80 Enterococcus sp. Fezes de pombo Nao NR Nao
CGP228 A4C81 Enterococcus sp. Fezes de pombo Sim NR N3o
CGP229 A4C82 Enterococcus sp. Fezes de pombo N3o NR N3o
CGP230 A4C83 Enterococcus sp. Fezes de pombo Sim Nao Nao
CGP231 A4C84 Enterococcus sp. Fezes de pombo Sim N3o N3o
CGP232 A4C85 Enterococcus sp. Fezes de pombo Nao Nao Nao
CGP233 A4C86 Enterococcus sp. Fezes de pombo Sim N3o N3o
CGP234 A4C87 Enterococcus sp. Fezes de pombo Nao Nao Nao
CGP235* A4C88 Enterococcus sp. Fezes de pombo N3do Nao Sim
CGP236 A4C89 Enterococcus sp. Fezes de pombo Sim N3o N3o
CGP237 A4C9 Enterococcus sp. Fezes de pombo Sim N3do Nao
CGP238 A4C90 Enterococcus sp. Fezes de pombo Sim N3o N3o
CGP239 A4C91 Enterococcus sp. Fezes de pombo Nao Nao Nao
CGP240 A4C92 Enterococcus sp. Fezes de pombo N3o N3o N3o
CGP241 A4C93 Enterococcus sp. Fezes de pombo N3o N3o N3o
CGP242 A4C94 Enterococcus sp. Fezes de pombo Nado Nado N3do
CGP243 A4C95 Enterococcus sp. Fezes de pombo Nao Nao Nao
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CGP244 A4C96 Enterococcus sp. Fezes de pombo Nao Nao Nao
CGP245 A4C97 Enterococcus sp. Fezes de pombo Sim Nado N3do
CGP246 A4C98 Enterococcus sp. Fezes de pombo Nao Nao Nao
CGP247 A4C99 Enterococcus sp. Fezes de pombo Sim Nado N3do
CGP248* AL1C1 Staphylococcus sp. Queijo minas Nado Nado Sim
CGP249 AL1C10 Staphylococcus sp. Queijo minas Nao Nao Nao
CGP250 AL1C11 Staphylococcus sp. Queijo minas N3o N3o Nado
CGP251 AL1C12 Staphylococcus sp. Queijo minas Nao Nao Nao
CGP252 AL1C13 Staphylococcus sp. Queijo minas N3o N3do Nado
CGP253 AL1C14 Staphylococcus sp. Queijo minas Nao Nao Nao
CGP254 AL1C15 Staphylococcus sp. Queijo minas Nao NR Nao
CGP255 AL1C18 Staphylococcus sp. Queijo minas N3do NR Nado
CGP256 AL1C19 Staphylococcus sp. Queijo minas Nao NR Nao
CGP257 AL1C2 Staphylococcus sp. Queijo minas N3do NR Nado
CGP258 AL1C20 Staphylococcus sp. Queijo minas Nao NR Nao
CGP259 AL1C21 Staphylococcus sp. Queijo minas N3o Sim N3o
CGP260 AL1C25 Staphylococcus sp. Queijo minas N3o N3o N3o
CGP261 AL1C26 Staphylococcus sp. Queijo minas Nao Nao Nao
CGP262 AL1C27 Staphylococcus sp. Queijo minas N3o N3o N3o
CGP263 AL1C28 Staphylococcus sp. Queijo minas Nao Nao Nao
CGP264 AL1C3 Staphylococcus sp. Queijo minas N3o N3o N3o
CGP265 AL1C30 Staphylococcus sp. Queijo minas Nao Nao Nao
CGP266 AL1C32 Staphylococcus sp. Queijo minas N3do Nao Nao
CGP267 AL1C33 Staphylococcus sp. Queijo minas N3o N3o N3o
CGP268 AL1C34 Staphylococcus sp. Queijo minas Nao N3do Nao
CGP269* AL1C35 Staphylococcus sp. Queijo minas N3o NR N3o
CGP270 AL1C36 Staphylococcus sp. Queijo minas Nao NR Nao
CGP271 AL1C37 Staphylococcus sp. Queijo minas N3o NR N3o
CGP272 AL1C38 Staphylococcus sp. Queijo minas N3o NR N3o
CGP273 AL1C39 Staphylococcus sp. Queijo minas Nao Nao Nao
CGP274 AL1C4 Staphylococcus sp. Queijo minas N3o N3o N3o
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CGP275 AL1C40 Staphylococcus sp. Queijo minas Nao Nao Nao
CGP276 AL1C41 Staphylococcus sp. Queijo minas Nado Nado N3do
CGP277 AL1C42 Staphylococcus sp. Queijo minas Nao Nao Nao
CGP278 AL1C45 Staphylococcus sp. Queijo minas Sim Nado N3do
CGP279 AL1C46 Staphylococcus sp. Queijo minas Nado Nado N3do
CGP280 AL1C47 Staphylococcus sp. Queijo minas Nao Nao Nao
CGP281 AL1C48 Staphylococcus sp. Queijo minas N3o N3o Nado
CGP282 AL1C49 Staphylococcus sp. Queijo minas Nao Nao Nao
CGP283 AL1C50 Staphylococcus sp. Queijo minas N3o N3do Nado
CGP284 AL1C50 Staphylococcus sp. Queijo minas Nao Nao Nao
CGP285 AL1C52 Staphylococcus sp. Queijo minas Nao Nao Nao
CGP286 AL1C53 Staphylococcus sp. Queijo minas N3do N3o Nado
CGP287 AL1C55 Staphylococcus sp. Queijo minas Nao Nao Nao
CGP288 AL1C57 Staphylococcus sp. Queijo minas N3do N3o Nado
CGP289* AL1C58 Staphylococcus sp. Queijo minas Nao Nao Nao
CGP290 AL1C6 Staphylococcus sp. Queijo minas N3o N3o N3o
CGP291 AL1C60 Staphylococcus sp. Queijo minas N3o N3o N3o
CGP293 AL1C62 Staphylococcus sp. Queijo minas Sim Nao Nao
CGP294 AL1C63 Staphylococcus sp. Queijo minas Sim N3o N3o
CGP295 AL1C64 Staphylococcus sp. Queijo minas Nao Nao Nao
CGP296 AL1C65 Staphylococcus sp. Queijo minas N3o N3o N3o
CGP297 AL1C66 Staphylococcus sp. Queijo minas Nao Nao Nao
CGP298 AL1C7 Staphylococcus sp. Queijo minas N3do Nao Nao
CGP299 AL1C8 Staphylococcus sp. Queijo minas N3o N3o N3o
CGP300 AL1CO Staphylococcus sp. Queijo minas Nao N3do Nao
CGP301 H1C1 Staphylococcus sp. Leite humano Sim N3o N3o
CGP302* H1C10 Staphylococcus sp. Leite humano Sim Nao Nao
CGP303 H1C11 Staphylococcus sp. Leite humano N3o N3o N3o
CGP304 H1C12 Staphylococcus sp. Leite humano Sim N3o N3o
CGP305 H1C13 Staphylococcus sp. Leite humano Nao Nao Nao
CGP306 H1C14 Staphylococcus sp. Leite humano N3o N3o N3o
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CGP307 H1C15 Staphylococcus sp. Leite humano Nao Nao Nao
CGP308 H1C16 Staphylococcus sp. Leite humano Sim Nado N3do
CGP309 H1C17 Staphylococcus sp. Leite humano Sim Nao Nao
CGP310 H1C18 Staphylococcus sp. Leite humano Nado Nado N3do
CGP311 H1C19 Staphylococcus sp. Leite humano Sim Nado N3do
CGP312 H1C2 Staphylococcus sp. Leite humano Nao Nao Nao
CGP313* H1C20 Staphylococcus sp. Leite humano Sim N3o Nado
CGP314 H1C21 Staphylococcus sp. Leite humano Sim Nao Nao
CGP315 H1C22 Staphylococcus sp. Leite humano N3o N3do Nado
CGP316 H1C23 Staphylococcus sp. Leite humano Nao Nao Nao
CGP317 H1C24 Staphylococcus sp. Leite humano Sim Nao Nao
CGP318 H1C25 Staphylococcus sp. Leite humano Sim N3o Nado
CGP319 H1C26 Staphylococcus sp. Leite humano Nao Nao Nao
CGP320 H1C27 Staphylococcus sp. Leite humano Sim N3o Nado
CGP321 H1C28 Staphylococcus sp. Leite humano Nao Nao Nao
CGP322 H1C29 Staphylococcus sp. Leite humano Sim N3o N3o
CGP323 H1C3 Staphylococcus sp. Leite humano Sim N3o N3o
CGP324 H1C30 Staphylococcus sp. Leite humano Sim Nao Nao
CGP325 H1C31 Staphylococcus sp. Leite humano N3o N3o N3o
CGP326 H1C32 Staphylococcus sp. Leite humano Nao Nao Nao
CGP327 H1C33 Staphylococcus sp. Leite humano N3o N3o N3o
CGP328 H1C34 Staphylococcus sp. Leite humano Nao Nao Nao
CGP329* H1C35 Staphylococcus sp. Leite humano Sim Nao Nao
CGP330 H1C36 Staphylococcus sp. Leite humano N3o N3o N3o
CGP331 H1C37 Staphylococcus sp. Leite humano Nao N3do Nao
CGP332 H1C38 Staphylococcus sp. Leite humano N3o N3o N3o
CGP333 H1C39 Staphylococcus sp. Leite humano Nao Nao Nao
CGP334 H1C4 Staphylococcus sp. Leite humano Sim N3o N3o
CGP335 H1C40 Staphylococcus sp. Leite humano Sim N3o N3o
CGP336 H1C41 Staphylococcus sp. Leite humano Sim Nao Nao
CGP337* H1C42 Staphylococcus sp. Leite humano N3o N3o Sim
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CGP338 H1C43 Staphylococcus sp. Leite humano Nao Nao Nao
CGP339 H1C44 Staphylococcus sp. Leite humano Nado Nado N3do
CGP340 H1C45 Staphylococcus sp. Leite humano Nao Nao Nao
CGP341 H1C47 Staphylococcus sp. Leite humano Nado Nado N3do
CGP342 H1C49 Staphylococcus sp. Leite humano Nado Nado N3do
CGP343 H1C5 Staphylococcus sp. Leite humano Sim Nao Nao
CGP344 H1C50 Staphylococcus sp. Leite humano N3o N3o Nado
CGP345 H1C51 Staphylococcus sp. Leite humano Sim Nao Nao
CGP346 H1C52 Staphylococcus sp. Leite humano Sim N3do N3o
CGP347 H1C53 Staphylococcus sp. Leite humano Sim Nao Nao
CGP348 H1C54 Staphylococcus sp. Leite humano Sim Nao Nao
CGP349 H1C55 Staphylococcus sp. Leite humano N3do N3o Nado
CGP350 H1C56 Staphylococcus sp. Leite humano Sim Nao Nao
CGP351 H1C57 Staphylococcus sp. Leite humano Sim N3o Nado
CGP352 H1C58 Staphylococcus sp. Leite humano Sim Nao Nao
CGP353 H1C59 Staphylococcus sp. Leite humano Sim N3o N3o
CGP354 H1C6 Staphylococcus sp. Leite humano Sim N3o N3o
CGP355 H1C60 Staphylococcus sp. Leite humano Sim Nao Nao
CGP356 H1C7 Staphylococcus sp. Leite humano Sim N3o N3o
CGP357 H1C8 Staphylococcus sp. Leite humano Sim Nao Nao
CGP358 H1C9 Staphylococcus sp. Leite humano Sim N3o N3o
CGP359 H1C48 Staphylococcus sp. Leite humano Sim Nao Nao
CGP360* ATCC3 Staphylococcus epidermidis ATCC 12228 ATCC N3do Nao Sim
CGP361 ATCC4 Micrococcus luteus ATCC 10240 ATCC N3o N3o Sim
CGP362* ATCCS Staphylococcus aureus ATCC 25923 ATCC Nao Nao Sim
CGP363 ATCC®6 Staphylococcus aureus ATCC 29213 ATCC Sim N3o Sim
CGP364 ATCC7 Staphylococcus aureus ATCC 33591 ATCC Sim Nao Sim
CGP365 ATCC 8 Enterococcus faecalis ATCC 51299 ATCC Sim N3o N3o
CGP367 ATCC 19 Kokuria rhizophila ATCC 9341 ATCC N3o N3o N3o
CGP368 ATCC 22 Enterococcus faecium ATCC 35667 ATCC Nao Nao Sim

*Amostras testadas como reveladoras também
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Apéndice 03. Distribuicdo das amostras de bactérias Gram negativas utilizadas nos experimentos de antagonismo.

BASTONETES GRAM NEGATIVOS

CODIGO | ESPECIMES ~ ANTAGONISMO- | ANTAGONISMO- | ANTAGONISMO-

TESE TESTADOS IDENTIFICAGAO ORIGEM BACTERIA FUNGO LEISHMANIA
BGN1* H3C5 Pseudomonas putida Leite humano Nao Nao Sim

BGN2 H3C13 Pseudomonas sp. Leite humano Nado N3do N3do
BGN3* H3C23 Pseudomonas sp. Leite humano Nao Nao Nao

BGN4 AL3C13 Pseudomonas sp. Queijo minas Sim Nao Nao

BGN5 AL3C20 Aeromonas sp. Queijo minas Nao Nao Nao

BGNG6 AL3C22 Enterobacter sp. Queijo minas Nao Nao Nao

BGN7 AL3C24 A. baumaniicalcoaceticus Queijo minas Sim N3o Nado
BGN8* AL3C25 A. baumaniicalcoaceticus Queijo minas Nao Nao Sim
BGN9* AL3C40 Enterobacter amnigenus Queijo minas N3o N3o Nado
BGN10* AL3C52 Enterobacter sp. Queijo minas Nao Nao Nao
BGN11 AL3C61 Pseudomonas sp. Queijo minas Sim Nao Nao
BGN12 AL3C66 Pseudomonas sp. Queijo minas Nao Nao Nao
BGN13 AL3C77 Pseudomonas sp. Queijo minas Nao Nao Nao
BGN14 AL3C79 Pseudomonas sp. Queijo minas Nao Nao Nao
BGN15 AL3C98 Pseudomonas putida Queijo minas Nao Nao Nao
BGN16 AL3C99 E. coli Queijo minas Sim Nao Nao
BGN17 AL3C108 E. coli Queijo minas Nao Nao Nao
BGN18 AL3C118 E. coli Queijo minas Sim Nao Nao
BGN19 A3C2 E.coli Fezes de pombo N3o N3o N3o
BGN20 A3C3 E.coli Fezes de pombo Sim Nao Nao
BGN21 A3C4 E.coli Fezes de pombo N3o N3o N3o
BGN22 A3C5 E.coli Fezes de pombo Nao Nao Nao
BGN23 A3C6 E.coli Fezes de pombo N3o N3o N3o
BGN24 A3C7 E.coli Fezes de pombo N3o N3o N3o
BGN25 A3C8 E.coli Fezes de pombo Sim Nado N3do
BGN26 A3C9 E.coli Fezes de pombo Sim N3o N3o
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BGN27 A3C10 E.coli Fezes de pombo Nao Nao Nao
BGN28 A3C11 E.coli Fezes de pombo Nado N3do N3do
BGN29 A3C12 E.coli Fezes de pombo Nao Nao Nao
BGN30 A3C13 E.coli Fezes de pombo Nado N3do N3do
BGN31 A3C14 E.coli Fezes de pombo Nado N3do N3do
BGN32 A3C15 E.coli Fezes de pombo Nao Nao Nao
BGN33 A3C16 E.coli Fezes de pombo N3do N3o Nado
BGN34 A3C17 E.coli Fezes de pombo Sim Nao Nao
BGN35 A3C18 E.coli Fezes de pombo N3o N3o Nado
BGN36 A3C19 E.coli Fezes de pombo Nao Nao Nao
BGN37 A3C20 E.coli Fezes de pombo Nao Nao Nao
BGN38 A3C21 E.coli Fezes de pombo N3o N3o Nado
BGN39 A3C22 E.coli Fezes de pombo Nao Nao Nao
BGN40 A3C23 E.coli Fezes de pombo N3do N3o Nado
BGN41 A3C24 E.coli Fezes de pombo Nao Nao Nao
BGN42 A3C25 E.coli Fezes de pombo Sim N3o N3o
BGN43 A3C26 E.coli Fezes de pombo N3o N3o N3o
BGN44 A3C27 E.coli Fezes de pombo Nao Nao Nao
BGN45 A3C28 E.coli Fezes de pombo N3o N3o N3o
BGN46 A3C29 E.coli Fezes de pombo Sim Nao Nao
BGN47 A3C30 E.coli Fezes de pombo N3o N3o N3o
BGN48 A3C31 Lecrercia adecarboxylata Fezes de pombo N3do Nao Nao
BGN49 A3C32 E.coli Fezes de pombo Nao Nao Nao
BGN50 A3C33 E.coli Fezes de pombo N3o N3o N3o
BGN51 A3C34 E.coli Fezes de pombo N3do Nao Nao
BGN52 A3C35 E.coli Fezes de pombo N3o N3o N3o
BGN53 A3C36 E.coli Fezes de pombo N3do Nao Nao
BGN54 A3C37 E.coli Fezes de pombo N3o Sim N3o
BGN55 A3C38 E.coli Fezes de pombo Sim N3o N3o
BGN56 A3C39 E.coli Fezes de pombo Nado Nado N3do
BGN57 A3C40 E.coli Fezes de pombo Sim N3o N3o

133




BGN58 A3C41 E.coli Fezes de pombo Nao Nao Nao
BGN59 A3C42 E.coli Fezes de pombo Nado N3do N3do
BGN60 A3C43 E.coli Fezes de pombo Nao Nao Nao
BGN61 A3C44 E. coli Fezes de pombo Sim N3do N3do
BGN62 A3C45 E. coli Fezes de pombo Nado N3do N3do
BGN63 A3C46 E. coli Fezes de pombo Nao Nao Nao
BGN64 A3C47 E.coli Fezes de pombo N3do N3o Nado
BGN65 A3C48 E.coli Fezes de pombo Nao Nao Nao
BGN66 A3C49 E.coli Fezes de pombo N3o N3o Nado
BGN67 A3C50 E.coli Fezes de pombo Nao Nao Nao
BGN68 A3C51 E.coli Fezes de pombo Sim Nao Sim
BGN69 A3C52 E.coli Fezes de pombo Sim Nao Sim
BGN70 A3C53 E.coli Fezes de pombo Sim Nao Nao
BGN71 A3C54 E.coli Fezes de pombo Sim N3o Nado
BGN72 A3C55 E.coli Fezes de pombo Sim Nao Nao
BGN73 A3C56 E.coli Fezes de pombo Sim N3o N3o
BGN74 A3C57 E.coli Fezes de pombo Sim N3o N3o
BGN75 A3C58 E.coli Fezes de pombo Sim Nao Nao
BGN76 A3C59 E.coli Fezes de pombo Sim N3o N3o
BGN77 A3C60 E.coli Fezes de pombo Sim Nao Nao
BGN78 A3C61 E.coli Fezes de pombo Sim N3o N3o
BGN79 A3C62 E.coli Fezes de pombo Sim Nao Nao
BGNS8O A3C63 E.coli Fezes de pombo Sim Nao Nao
BGNS81 A3C64 E.coli Fezes de pombo Sim N3o N3o
BGN82 A3C65 E.coli Fezes de pombo Sim Nao Nao
BGNS83 A3C66 E.coli Fezes de pombo N3o N3o N3o
BGN84 A3C67 E.coli Fezes de pombo Sim Nao Nao
BGNS85 A3C68 E.coli Fezes de pombo Sim N3o N3o
BGN86 A3C69 E.coli Fezes de pombo Sim N3o N3o
BGN87 A3C70 E.coli Fezes de pombo Sim Nado N3do
BGNS8S8 A3C71 E.coli Fezes de pombo Sim N3o N3o
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BGNS89 A3C72 E.coli Fezes de pombo Sim Nao Nao
BGN90O A3C73 E.coli Fezes de pombo Nado N3do N3do
BGNI91 A3C74 E.coli Fezes de pombo Nao Nao Nao
BGN92 A3C75 E.coli Fezes de pombo Nado N3do N3do
BGN93* ATCC1 P. aeruginosa ATCC 27853 ATCC Sim N3o N3o
BGN94* ATCC2 E. coli ATCC35218 ATCC Nao Nao Nao
BGN95* ATCC 14 Salmonella Typhi CFP/IAL 1472 ATCC N3o N3o Sim
BGN96* ATCC 13 Enterobacter aerogenes CDC 1680 CDC Nao Nao Nao
BGN97* ATCC 15 E. coli ATCC 11229 ATCC Nao Nao Sim
BGN98 ATCC 18 Serratia marcescensCDC 4133 CDC Sim Nao Nao
BGN99 AL3C47 Pseudomonas sp. Queijo minas Nao Nao Sim

*Amostras testadas como reveladoras também.
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Apéndice 04. Fluxograma utilizado na confirmacdo da identidade dos
microrganismos pertencentes a colecdo de cultura do laboratorio e utilizados

como amostras produtoras.

Bacilos Gram negativos

! !

Amostras previamente
identificados como Escherichia coli

! !

Amostras sem identificacdo prévia

Cultivo em meio seletivo EMB ' Tgste de fermentag.éo da
(Eosin Metylen Blue) (Acumedia) glicose em galdo glicosado,
* crescimento com formacao de * Prova da oxidase,
brilho metdlico. * Coloracao de Gram,
* Sistema automatizado de
identificagcdo bioquimica
l Bactray (Laborclin)

* Teste da fermentacdo da
glicose em caldo glicosado,

* Prova da oxidase,

* Coloracdo de Gram

Cocos Gram-positivos

! !

Amostras previamente identificadas Amostras previamente identificadas
como Staphylococcus sp. como espécies de Enterococcus.
* Crescimento e fermentagdo * Crescimento em dagar bile
em agar manitol salgado, esculina, com hidrdlise da
* Coloracao de Gram, esculina,
* Prova da catalase, * Coloracao de Gram.
* Prova da coagulase.
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Apéndice 05. Dados do crescimento bacteriano (contagem UFC/mL e log da
contagem) das amostras com melhor atividade antagonista contra Leishmania

amazonensisno teste de inibicdo do crescimento desta pelo método do MTT.

tempo crescimento

(hs) Contagem* log % INIBICAO

0 6,6X105 5,8 0

3 3,4X106 6,5 24,2

6 8,6X106 6,9 48,5

12 1,7X107 7,2 27,4

18 9,4X106 7,2 21,4

24 1,5X107 7,2 22

30 7,3X106 6,9 14,02

tempo crescimento -
Contagem** log % INIBICAO

0 1,9x105 5,3 0

3 9,7X105 6 2,13

6 6,4x106 6,8 42,5

12 1,6x107 7,2 25,7

18 2,2x107 7,2 22,8

24 1,7x107 7,2 31,05

30 8,8x106 7 14,66

tempo crescimento ~
Contagem™** log % INIBICAO

0 3x105 5,5 2,2

3 8,9x106 7 38,13

6 1,2x107 7,1 37,78

12 1,1x107 7 31,11

18 5,6x107 7,2 27,66
24 1,7x107 7,2 17,5

30 1,2x107 7,1 6,79

*Enterococcus sp. (CGP162) em meio TSB
**S. epidermidis ATCC 11228 (CGP360) em meio BHI
**¥*F. coli ATCC12229 (BGN97) em meio TSB

137



Apéndice 06. Dados do crescimento bacteriano ao longo de 30 horas de
cultivo, no melhor meio de cultura para producéo de substancia antagonista

contra Leishmania amazonensis avaliada pelo método do MTT.

% de Inibicdo de crescimento de L. amazonensis IFLA/Br/67/PH8Y*

Meiode  Tempo

cultura (h) g CGP162° CGP360° BGN97°
24 48 72 24 48 72 24 48 72

BHI 0 - - - s/a s/a s/a - - -
3 - - - 2,13 057 2,75 - - -
6 - - - 42,50 19,57 4,38 - - -
12 - - - 25,7 s/a s/a - - -
18 - - - 22,8 2,45 0,54 - - -
24 - - - 31,05 s/a 14,09 - - -
30 - - - 14,66 4,23 s/a - - -

TSB 0 s/a 1,2 0,13 - - - 2,20 0,67 S/a
3 24,2 13,40 s/a - - - 38,13 46,45 2,27
6 48,5 17,48 0,27 - - - 37,78 27,5 s/a
12 27,4 10,2 1,3 - - - 31,11 4,03 0,29
18 21,4 9,20 s/a - - - 27,66 s/a s/a
24 22,0 4,33 s/a - - - 17,5 4,20 0,46
30 14,02 s/a 29,4 - - - 6,79 s/a s/a

"Teste de inibicdo sem atividade detectada pelo método do MTT na concentracdo de uso- s/a
& concentragéo dos extratos- 40 mg/mL

® controle positivo — anfotericina B 0,01 mg/ml (IC50)

¢ controle negativo — meio de cultura Warren

138



Apéndice 07. Curva de crescimento bacteriano no melhor meio de cultura para

avaliacdo da producéo de substancia antagonista ao longo do tempo.

Curvacrescimento CGP 162
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Apéndice 08. Valores brutos de Inibicdo do crescimento de Leishmania sp. por

amostras bacterianas na prospecc¢éao para selecao de candidatas.

PROSPECCAO DE PEPTIDEOS BACTERIANOS COM AGAO EM Leishmania sp.

L. braziliensis L. chagasi L. major L. amazonensis

LINHAGENS

TESTADAS LEITURA MTT % (FAIXA DE INIBICAO APOS 72 HORAS)
CGP363 20,17 NR 0,00 s/a
CGP364 23,40 NR 0,00 s/a
CGP361 2,27 NR 0,00 5,06
BGN97 0,56 0,11-14,14 0,78 -18,16 13,12—- 58,95
CGP360 15,82 - 49,32 0-26,95 18,07 - 30,57 14,47 - 32,99
CGP368 0,12-11,35 0-5,0 0-2,83 s/a
CGP337 0-12,38 0-10,54 0-22,83 0-4,36

BGN1 25,49 NR 23,56 0-30,75
BGN68 10,97 NR 0,00 24,20
BGN69 17,50 NR 8,98 32,13
CGP235 24,34 NR 11,44 s/a
CGP183 0-6,81 0-24,19 15,7-30,13 8,55-19,19
CGP162 25,27 -28,10 0-24,68 9,34 -18,38 17,38 - 48,75
CGP182 5,33 NR 0,00 s/a
CGP248 0-5,74 0-8,29 0-1,84 0,44 - 14,50
BGN8 18,81 NR 0,00 s/a

BGN99 s/a 0-28,24 0-12,34 5,66
CGP27 s/a s/a s/a 14,39-17,3
CGP362 s/a s/a s/a 5,84 - 25,47
BGN95 s/a s/a s/a s/a

*s/a = sem atividade
** NR= teste néo realizado
*** Todos 0s extratos bacterianos testados estavam a 300 mg/mL (Cf=20 mg/mL)
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Apéndice 09. Valores de Inibicdo do crescimento de Leishmania amazonensis

pelas amostras bacterianas candidatas ao longo do tempo de crescimento do

parasito.

AMOSTRA CONCENTRACAO DE %INIBICAO DESVIO TEMPO DE
BACTERIANA USO (CIm) (N=2) PADRAO CONTATO (HS)
CGP162- EB 40 mg/mL 33,5 2,4466 72 hs
CGP162- EB 40 mg/mL 27,6 8,3226 72 hs
CGP162- EB 20 mg/mL 48,8 1,2374 72 hs
CGP162- EB 20 mg/mL 33,0 22,1819 72 hs
CGP162- EB 40 mg/mL 51,9 20,3647 24 hs
CGP162- EB 40 mg/mL 59,4 0,9687 48 hs
CGP162- EB 40 mg/mL 52,8 17,1544 72 hs
CGP162- E40 40 mg/mL 38,9 5,8478 24 hs
CGP162- E40 40 mg/mL 35,1 9,4257 48 hs
CGP162- E40 40 mg/mL 25,4 10,6561 72 hs
CGP162-E70 40 mg/mL s/a 0,0000 24 hs
CGP162-E70 40 mg/mL 25,2 7,1064 48 hs
CGP162-E70 40 mg/mL 22,4 11,2006 72 hs
CGP162- E100 40 mg/mL 17,6 6,8307 24 hs
CGP162- E100 40 mg/mL 31,3 3,7595 48 hs
CGP162- E100 40 mg/mL 42,9 24,0770 72 hs
CGP360- EB 40 mg/mL 37,2 5,7558 24 hs
CGP360- EB 40 mg/mL 36,4 5,3245 48 hs
CGP360- EB 40 mg/mL 27,8 12,5653 72 hs
CGP360- E40 40 mg/mL 32,7 1,3930 24 hs
CGP360- E40 40 mg/mL 36,1 14,5805 48 hs
CGP360- E40 40 mg/mL 26,2 15,9382 72 hs
CGP360- E70 40 mg/mL 40,1 7,5802 24 hs
CGP360- E70 40 mg/mL 28,9 26,1135 48 hs
CGP360- E70 40 mg/mL 23,4 14,8280 72 hs
CGP360- E100 40 mg/mL 56,5 46,3084 24 hs
CGP360- E100 40 mg/mL 55,6 52,3047 48 hs
CGP360- E100 40 mg/mL 52,2 61,9284 72 hs
BGN97- EB 40 mg/mL 60,1 6,9084 24 hs
BGN97- EB 40 mg/mL 70,3 6,0953 48 hs
BGN97- EB 40 mg/mL 48,9 8,7893 72 hs
BGN97- E40 40 mg/mL 22,4 2,7860 24 hs
BGN97- E40 40 mg/mL 34,1 1,6617 48 hs
BGN97- E40 40 mg/mL 16,3 2,2698 72 hs
BGN97- E70 40 mg/mL 9,6 13,5411 24 hs
BGN97- E70 40 mg/mL 33,9 7,4741 48 hs
BGN97- E70 40 mg/mL 10,7 1,7183 72 hs
BGN97- E100 40 mg/mL 13,0 5,0912 24 hs
BGN97- E100 40 mg/mL 42,0 30,8440 48 hs
BGN97- E100 40 mg/mL 25,0 0,2192 72 hs

*EB= extrato bruto

**E40= extrato precipitado a 40 % com sulfato de amonio
***E70= extrato precipitado a 70 % com sulfato de aménio
****E100= extrato precipitado a 100 % com sulfato de ambnio
s/a= sem atividade
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Anexo 01. Parecer do Comité de ética para uso de formas amastigotas.

UNIVERSIDADE FEDERAL DE JUIZ DE FORA

PRO-REITORIA DE PESQUISA
Comissdo de Etica no Uso de Animais

CERTIFICADO

Centificamos gue o Protocolo ='. 0562013 - CEUA scobre “Awaliagho da  anividode
leishmanicida v vivo de compossos sionédticos cu nuturs om macrdfagzos infectados com
Leishwania sp - lotes 2014.2015%, peodeto de pesquisa sob a respoasabilidade do ELAINE
SOARFS COIMBRA, com a colborssio de PATRICIA DE ALMEIDA MACHADO,
LANTIANA MARIA RIBEIRO ANTINARELLI ¢ DANIELA TRIVELATO DA SILVEIRA DE
PALLA. estd de acordo com os Primciplos Frcos na Experimensagdo Animal, adotados pelo
Corseiho Nacional de Controlo de Experimentacdo Ammmad (CONCEA L ¢ foi aprovado peds
COMISSAD DE ETICA NO USO DE ANIMAIS (CEUA) da PRO-REITORIA DE
PESOINSAUFIF, em reunilo rendizads om 03122013, Para o desenvolvimento da pesguisa
scrdo liberados S76 camundongos [ 3TH Rmeas), da linkegem Baly'c, confoome solicitadn ¢ gue
serfio cntregues no periodo de V1V L20IS 2a 31712722018

CERTIFICATE

We cortify that the prosccol m”. 056231 ) - CEUA about “Avalischo da atividede lashmanicida
i viro de composios siméticos oo naturals em macrofages infoctados com Ledohwsanmia Sp -
lotes 2014-201 57 under respoasibility of ELAINE SOARES COIMEBRA. with collaboration of
PATRICIA DE ALMEIDA MACHADO, LUCIANA MARLA RIBEIRO ANTINARELLY and
DANIELA TRIVELATO DA SILVEIRA DE PAULA - & in agreemest with the Ethacal
Principies in Animal Rescarch adopeed by Beazilian Couscil for Conwol of Animad
Experimemnation {OONCEA) and was approved by the PROREITORIA DE PESQUISAUEIE
~ ETHICAL COMMITTEE FOR ANIMAL HANDLING (CEUA) @n 037122013, For the
development ol thiz rescarch S76 sce (ST6 fanade) of the Balbic lincage, will Be relessnd as
regquessed and they will be deliverad in the period of 01012013 10 51122015,

Juiz de Fora, 03 de dezcmbiro de 2015

( D0 p

Presiden Vice-presidenic
CEU CEUA
/
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Anexo 02. Parecer do Comité de ética para uso de macrofagos peritoneais.

UNIVERSIDADE FEDERAL DE JUIZ DE FORA
PRO-REITORIA DE PESQUISA
Comisséio de Etica mo Uso de Animais

CERTYTIFICADO

Certilicamos gqee o Protocolo 1", 0542013 - CEUA sobre “Avalisgio da Giotoxicidade in wiro
de compostin SimEons ou Naumts N macrOligos pergoncais & canundonioes Baibh'c - loles
2014-2015%, projeto de pesquisa sob a responsabilidade do ELAINE SOARES COIMBRA, com
u colsborwdo de PATRICIA DE ALMEIDA MACHADO, LUCIANA MARIA RIBEIRO
ANTINARELLL ¢ DANIELA TRIVELATO DA SILVEIRA DE PAULA, i de acondo com
s Principios Fxicos na Experimentogdo Animal, adotados pelo Consclho Naclonad de Controle
de Experomentacio Animal (OONCEA), o foi aprovado pela COMISSAO DE ETICA NO USO
DE ANIMAILS (CELA) & PRO-REITORIA DE PESQUISAUFIF, em seunilo realizads em
037122013 Paea o desenvolvimeaso da pesgalsa serfo liberados 124 camundongos (144
fémens), da linhkagen Balbs, conforme solicitado ¢ gue =cro enfrogues no periado de
OLN22014 5 3171272015,

CERTIFICATE

We certify that the peotocol 0. 0S4 201 3- CEUA ot “Avalinglo da citoaccichdade in wirn de
Compasion Satdéioos oo natunks o macedligos poriscosals de cammdosgos Balbve - lotes
2014-201 57, under respoasibility of £ LAINE SOARES COIMBRA, wirh collabocation of
PATRICIA DE ALMEIDA MACHADO, LUCIANA MARIA RIBEIRO ANTINARFILY sand
DANIELA TRIVELATO DA SILVEIRA DE PAULA - is = agreamene with the Ethécal
Princplos in Animal Resgarch sdopeed by DBrilisn Council for Compul of Animal
Exporimentsion (CONCEA) and was spproved by the PRO-REITORIA DE PESQUISAUFIF
« ETHICAL COMMITTEE FOR ANIMAL HANDLING (CEUA) in 03122013, For the
development of this rescesch | 84 mice (144 fomale) of the Balb'o lincege, will be released as
rajuesial and Siey willl be delivered in the penod of OLO22004 10 1112015,

duix de Fora, 04 de dezembro de 2015,

2ep

Vice-presidente
CEUA
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