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“Muitas hipéteses propostas por cientistas bem como por néao-

cientistas demonstraram ser erradas, mas a ciéncia € um empreendimento
autocorretivo. Para serem aceitas, todas as ideias novas devem suplantar
padrdes rigorosos de evidéncia. [...] A ciéncia é gerada por e devotada a uma
livre inquisicdo: qualquer hipétese, ndo importa quao estranha ela seja,
merece ser considerada em seu mérito.” [...]

Carl Sagan

Cosmos. 2 ed. Rio de Janeiro: Francisco Alves; 1982. p.91.
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FORMATO DA DISSERTACAO

A presente dissertacdo € composta por capitulos. O Capitulo 1 apresenta uma
introducé@o geral, a contextualizacdo do tema, o estado da arte e 0s objetivos da
pesquisa. O Capitulo 2 relata os experimentos de uma primeira abordagem deste
projeto, que consistiu no estabelecimento de um sistema bacteriano para expresséo
de peptideos anfipaticos derivados da enzima RuBisCO de soja. O Capitulo 3 relata
0s experimentos da segunda abordagem, que buscou avaliar a atividade
antimicrobiana de peptideos anfipaticos de cadeia curta derivados de proteinas de
soro de leite. O Capitulo 4 completa esta dissertacao com conclusdes e consideracdes

finais deste trabalho.



RESUMO GERAL

A demanda por alternativas naturais as substancias antimicrobianas tradicionalmente
utilizadas na indastria de alimentos vem aumentando. A aplicacdo de peptideos
antimicrobianos se mostra como uma abordagem eficiente para este fim, devido,
sobretudo ao forte carater anfipatico dessas moléculas, responsavel por interacdes
com membranas das células que podem levar a inibicdo do crescimento e de func¢des
e a morte de microrganismos. A pesquisa de peptideos pode ser realizada in silico em
sequéncias proteicas, sendo o potencial antimicrobiano da substancia posteriormente
verificado através de ensaios experimentais. Estudos in silico com peptideos de
cadeia curta tém obtido resultados promissores quanto a capacidade antimicrobiana.
Contudo, os métodos de obtencdo desses peptideos — que se baseiam atualmente
em hidrolise quimica ou enzimatica de matrizes proteicas — ndo sdo economicamente
viaveis em escala industrial. Como matriz de obtenc&o desses peptideos, destacam-
se 0 soro de leite e a biomassa vegetal, por seu baixo custo e pela geracéo de extratos
com alta atividade antimicrobiana. O objetivo do presente estudo foi estabelecer um
sistema bacteriano de expressdo heteréloga de peptideos derivados da enzima
vegetal ribulose-1,5-bisfosfato carboxilase oxigenase (RuBisCO), visando viabilizar
um método vidvel para aplicacdo industrial. Paralelamente, a atividade antimicrobiana
de peptideos anfipaticos derivados de proteinas do soro de leite foi avaliada frente a
importantes microrganismos patogénicos e toxigénicos de interesse da industria de
alimentos. Para isso, plasmideos contendo o inserto codificante da sequéncia
peptidica GSIKAFKEATKVDKVVVLWTALVPR derivada da RuBisCO foram
propagados. Esse material foi extraido e transformado em células de alto rendimento
Escherichia coli Rosetta™(DE3)pLysS, e a producédo dos peptideos foi comprovada,
confirmando o estabelecimento de um sistema de expressao viavel. Na sequéncia, 0s
peptideos HQPHQPLPPTVMFPPQ e KIPAVF, derivados de soro de leite, foram
avaliados frente a bactérias patogénicas e fungos micotoxigénicos. Contudo, as
concentracdes inibitérias minimas (CIMs) ndo puderam ser determinadas em doses
de até 5000 mg.L?, divergindo das previsGes in silico obtidas. Concentracées
superiores inviabilizariam a aplicacdo industrial devido aos custos de obtencédo dos
compostos. Diferentes peptideos, contudo, poderdo ser testados com a mesma
finalidade.

Palavras-chave: alternativas antimicrobianas, sistema de expressédo, soro de leite,
RuBIisCO.



ABSTRACT

The demand for natural alternatives to antimicrobial substances traditionally used in
the food industry has been increasing. Application of antimicrobial peptides represents
an interesting approach for this purpose, mainly due to the strong amphipathic
character of these molecules, which is responsible for interactions with cell membranes
that may lead to growth and metabolism inhibition and death of microorganisms. The
search for these peptides can be performed in silico using protein sequences, and the
antimicrobial potential is subsequently verified by experimental analyses. In silico
studies with short chain peptides have found promising results regarding their
antimicrobial capacity. However, production of such peptides — currently based on
chemical or enzymatic hydrolysis of protein matrices — are still inapplicable at industrial
scale. As matrices for this production, whey and plant biomass show great interest due
to their low cost and high antimicrobial activity of the generated extracts. The objective
of the present study was to establish a bacterial system for the heterologous
expression of peptides derived from the simulated in silico proteolysis of the plant
enzyme ribulose-1,5-bisphosphate carboxylase oxygenase (RuBisCO), in order to
obtain a viable method for industrial application. In parallel, the antimicrobial activity of
amphipathic peptides derived from whey proteins was evaluated against pathogenic
and toxigenic microorganisms of interest to the food industry. Hereby, plasmids
containing the coding insert of the peptidic sequence
GSIKAFKEATKVDKVVVLWTALVPR derived from RuBisCO were cloned into a
competent strain. The material was extracted and transformed into high-efficiency
Escherichia coli Rosetta™(DE3)pLysS cells. Peptide production was obtained,
confirming the establishment of a viable expression system. Subsequently, whey-
derived peptides HQPHQPLPPTVMFPPQ and KIPAVF were evaluated against
pathogenic bacteria and mycotoxigenic fungi. However, the minimum inhibitory
concentrations (MICs) could not be determined at doses up to 5000 mg.L, unlike the
in silico predictions. Higher concentrations would make industrial application unviable
due to compounds obtainment costs. Nevertheless, different peptides can be further
tested for the same purpose.

Keywords: antimicrobial substitutes, expression system, whey, RuBisCO.
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CAPITULO 1

INTRODUCAO E CONTEXTUALIZACAO GERAL

Peptideos antimicrobianos (PAMs) sdo pequenos compostos formados por
aminoacidos que apresentam atividade biologica, usualmente compondo a primeira
linha de defesa de diversos organismos (Brogden, 2005). A atividade antimicrobiana
pode ser explorada pelo préprio organismo produtor do peptideo em suas funcdes
imunes inatas ou, a partir do isolamento dessas moléculas, na aplicacdo em diferentes
ramos da industria (Keymanesh, Soltani e Sardari, 2009).

Basicamente, essas moléculas se combinam com componentes de membranas
e/ou citoplasmaticos dos microrganismos, alterando suas fun¢des celulares, o que
pode levar a morte destes ou a alteracdo de seus metabolismos. Isso é possibilitado
por diversas caracteristicas dessas moléculas, incluindo suas composi¢cdes em
aminoacidos, anfipaticidade, cargas e tamanho reduzido, o que facilita a insercéo
deles em bicamadas lipidicas e consequente formacdo de poros e extravasamento
celular (Brogden, 2005; Epand e Vogel, 1999). Embora tal mecanismo geral seja
altamente difundido, vem sendo proposto que a formacdo de poros ndo € o Unico
mecanismo de acao dos PAMs. Um numero cada vez maior de observacdes sustenta
gue esses peptideos também podem inibir os processos de sintese de parede celular,
de acidos nucleicos e de proteinas, além de inibir diversas outras funcfes enziméaticas
das células-alvo (Brogden, 2005; Hale e Hancock, 2007).

O estudo de PAMs apresenta crescente relevancia no meio cientifico e
importancia na induUstria, especialmente devido a busca por alternativas
antimicrobianas naturais, visando a substituicdo de substancias convencionalmente
utilizadas (Keymanesh, Soltani e Sardari, 2009). A utilizacéo de peptideos cripticos de
proteinas alimentares tem grande potencial de aplicacdo com esse fim, ja que sdo
considerados como sendo de grau alimenticio (Korhonen, 2009). Muitos estudos com
peptideos cripticos vém sendo desenvolvidos na area da nutracéutica, visto que eles
podem ser gerados da protedlise promovida por enzimas especificas durante a
digestdo alimentar, por fermentagcdo microbiana, ou por tratamentos por protease
exégena, originando compostos com atividade anti-hipertensiva, antioxidativa

(Sanjukta e Rai, 2016), antitumoral, hipocolesterolémica (Pal, Vij e Hati, 2014),
1



neuroprotetiva, hipoglicémica e/ou anti-inflamatoria (Udenigwe e Aluko, 2012).
Contudo, estudos aplicados a area de microbiologia sdo escassos, e ainda ndo ha um
entendimento claro dos mecanismos de acao desses peptideos e dos efeitos obtidos
com sua aplicagéo em alimentos (Udenigwe et al., 2017).

A atividade antimicrobiana de peptideos pode ser verificada in silico através
de ferramentas de bioinformatica (Udenigwe, 2014) que podem, por exemplo, analisar
a sequéncia de proteinas alimentares em busca de peptideos cripticos que adquiram
esse potencial quando liberados da cadeia que os comporta (Udenigwe e Aluko,
2012). Essa foi a estratégia de Udenigwe, Gong e Wu (2013), que analisaram in silico
a sequéncia proteica da ribulose-1,5-bisfosfato carboxilase oxigenase (RuBisCO) de
cereais através das ferramentas de bioinformética ExXPASy (Gasteiger et al., 2003),
BIOPEP (Minkiewicz et al., 2008) e Bioware (Mooney et al., 2012). Os resultados
obtidos mostraram um alto potencial da enzima gerar PAMs por hidrélise, relacionado
ao forte carater anfipatico dos fragmentos liberados.

Além da RuBisCO, lisados proteicos de soro de leite apresentam efeitos
antimicrobianos promissores (Abdel-Hamid et al., 2016; Demers-Mathieu et al., 2013;
Osman et al., 2016; Théolier et al., 2013), sendo que analises preliminares in silico
(dados néo publicados) relacionam essas propriedades também ao carater anfipatico
das porcdes peptidicas liberadas enzimaticamente. Dados como esses exibem a
potencialidade de aplicacdo de peptideos de cadeia curta, derivados de proteinas
alimentares, na industria de alimentos, a serem aplicados como aditivos, coadjuvantes
de tecnologia ou compondo embalagens bioativas (Appendini e Hotchkiss, 2002;
Brasil, 1997).

O objetivo do presente estudo foi estabelecer um sistema bacteriano para
expressao de repeticbes em tandem de peptideos anfipaticos derivados da RuBisCO
proveniente de soja, visando futura producéo voltada a aplicagéo industrial. A escolha
desta proteina deve-se — além do fato de esta ser considerada a mais abundante do
planeta — a resultados promissores obtidos a partir de analises por bioinforméatica
(Udenigwe, Gong e Wu, 2013; Udenigwe et al., 2017). Além disso, foram também
avaliados in vitro a atividade antimicrobiana de dois peptideos anfipaticos de cadeia
curta (de 6 e 16 aminoacidos) derivados das proteinas beta-lactoglobulina e beta-
caseina presentes em soro de leite bovino contra importantes patdégenos e

contaminantes alimentares de interesse da industria.



Desta forma, as hipdteses que este estudo propde sédo que, primeiro, é possivel
estabelecer um sistema bacteriano de expressao de peptideos industrialmente viavel,
e, segundo, que peptideos derivados de proteinas do soro de leite possuem atividade

antimicrobiana embasando suas aplica¢des na industria de alimentos.



CAPITULO 2
(Artigo cientifico a ser submetido para publicacdo na Revista Académica: Ciéncia
Animal)

Estabelecimento de sistema bacteriano de expressao de peptideos

derivados da enzima vegetal RuBisCO

Bacterial expression system establishment for peptides derived from the vegetal

enzyme RuBisCO

Resumo

O objetivo do presente estudo foi de estabelecer um sistema bacteriano de expressao
de peptideos derivados da protedlise simulada in silico da enzima ribulose-1,5-
bisfosfato carboxilase oxigenase (RuBisCO) proveniente de soja, visando viabilizar
um método sustentavel de producdo dessas moléculas para futura aplicacédo
industrial. Inicialmente foi conferida a cepa Escherichia coli S17-1 calcio-competéncia
para propagacdo do plasmideo de expressao pET-30a(+) contendo o inserto
codificante da sequéncia peptidica GSIKAFKEATKVDKVVVLWTALVPR. Apés
extracdo de DNA plasmidial, o material foi transformado em células de alto rendimento
E. coli Rosetta™(DE3)pLysS. As células Rosetta portando o plasmideo de expresséo
foram induzidas e a producao dos peptideos foi verificada através de eletroforese em
gel vertical, confirmando o estabelecimento de um sistema de expresséo viavel para
peptideos heterdlogos. Assim, a producdo em maior escala de peptideos derivados
de RuBisCO — associando-se futuramente etapas de purificacéo e ativacéo — torna-se
possivel. Além disso, 0 método aqui estabelecido pode também ser aplicado utilizando

diferentes sequéncias peptidicas com atividade antimicrobiana.

Palavras-chave: Sistema de expressédo. Alternativas antimicrobianas. Transformacéao.



Abstract

The objective of this research was to establish a bacterial expression system for
peptides derived from the in silico simulated proteolysis of the enzyme ribulose-1,5-
bisphosphate carboxylase/oxygenase from soy, aiming to make feasible a sustainable
method of production of these molecules for future industrial application. Firstly, the
Escherichia coli S17-1 strain was made calcium-competent for the propagation of the
expression plasmid pET-30a(+) carrying the coding insert for the peptide sequence
GSIKAFKEATKVDKVVVLWTALVPR. After plasmid DNA extraction, the collected
material was transformed into high-efficient cells E. coli Rosetta™(DE3)pLysS.
Rosetta cells carrying the expression plasmid were then induced and the peptide
production was verified through vertical gel electrophoresis, confirming the
establishment of a viable expression system for heterologous peptides. Thus, the
larger scale production of RuBisCO-derived peptides — along with the future steps of
purification and activation — becomes possible. In addition, the method set forth herein

may also be applied for different peptidic sequences with antimicrobial activity.

Keywords: Expression system. Antimicrobial alternatives. Transformation.

1. Introducéao

A busca por alternativas naturais para substancias antimicrobianas tem
aumentado consideravelmente visto a crescente preocupacdo com O USO
indiscriminado de produtos sintéticos. Além de uma crescente parcela da sociedade
manifestar objecdo ao consumo de formulas contendo essas substancias (Nielsen
Europe, 2015), muitos microrganismos tém se tornado resistentes a compostos
tradicionalmente utilizados (Hyldgaard et al., 2012), sendo que essa situagdo €
considerada um dos maiores desafios na saude publica e na indUstria mundial nos
dias de hoje (Luepke et al., 2017).

A industria de alimentos utiliza substéncias antimicrobianas para evitar
contaminacgao dos produtos e prolongar sua vida de prateleira. Diferentes alternativas
naturais para aplicagdo em alimentos vém sendo estudadas e aplicadas, tais como
6leos essenciais (Calo et al., 2015), componentes de 6leos essenciais (Lopes et al.,

2017), extratos vegetais (Abdollahzadeh et al., 2014), acidos fendlicos (Meira et al.,
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2017), bacteriocinas (Johnson et al., 2017), bem como enzimas e peptideos obtidos
de fontes alimentares, tais como a lisozima, obtida do ovo, e lactoferrina, obtida do
leite (Pellegrini, 2003; Udenigwe e Aluko, 2012).

Os peptideos antimicrobianos (PAMs) estdo amplamente distribuidos na
natureza e apresentam relativa estabilidade quando comparados a outras moléculas
antimicrobianas, tal como os 6leos essenciais volateis (Calo et al., 2015; Rigotti et al.,
2017). Quando comparados entre si, os PAMs de cadeia curta se destacam por
apresentarem maior estabilidade (Udenigwe e Aluko, 2012). A atividade
antimicrobiana de peptideos de cadeia curta pode ser pesquisada in silico através de
ferramentas de bioinformatica que avaliam a estrutura primaria de uma proteina-
origem (Udenigwe, 2014). Mais especificamente, s&o verificados os potenciais de
bioatividade de peptideos cripticos contidos na sequéncia da proteina, indicando a
possibilidade de passarem a apresentar propriedades diferenciadas apos liberados.
Essa avaliacdo pode ser baseada em provaveis reacdes proteoliticas e/ou interacdes
entre amino&cidos da sequéncia que o programa simula, ou em comparacdes com
banco de dados, variando de acordo com o software utilizado (Udenigwe, 2014;
Udenigwe e Aluko, 2012).

Udenigwe et al. (2013), utilizando as ferramentas de bioinformatica EXPASy
(Gasteiger et al., 2003), BIOPEP (Minkiewicz et al., 2008) e Bioware (Mooney et al.,
2012), avaliaram as subunidades da ribulose-1,5-bisfosfato carboxilase oxigenase
(RuBisCO) de cereais, visando verificar in silico a bioatividade de peptideos obtidos
por digestdo proteolitica simulada. Os resultados foram altamente promissores,
indicando alta bioatividade (>90%) dos peptideos derivados das subunidades da
enzima, especificamente relacionada ao forte carater anfipatico desses fragmentos.
Essa caracteristica confere funcédo antimicrobiana a inUmeros peptideos ja avaliados
in vitro (Oren e Shai, 1998; Tossi et al., 2000), uma vez que permite a molécula
interagir com a membrana da célula alvo, causando desestabilizacdo, extravasamento
e conseguinte morte (Pellegrini, 2003).

O presente estudo objetivou estabelecer um sistema bacteriano para expressao
de peptideos com potencial antimicrobiano — verificado previamente in vitro —
derivados da RuBisCO de soja (Glycine max L.), visando futura producéo voltada a

aplicacao industrial.



2. Material e métodos

2.1 Reagentes, plasmideos e microrganismos

O plasmideo pET-30a(+) (Figura 1) para expressao foi adquirido da GenScript
Inc. (Piscataway, NJ) ja contendo 12 repeticBes em tandem da sequéncia codificadora
do peptideo criptico da RuBisCO GSIKAFKEATKVDKVVVLWTALVPR (Figura 2,
inserto genericamente denominado Soy IPS_12) — clonadas em BamHI / EcoRI —

seguidas da etiqueta de poli-histidina (His-tag).
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Figura 1. Representacdo do plasmideo pET-30a(+). Indicacdo dos sitios de clonagem e
regides reguladoras (figura retirada de GenScript, s.d.).



Inzerto: Soy IPS 12, Comprimento: 3933 pb, Vetor pET-30a (+)
Inicio: GGATCC,

Sequéncia:
CIGGTICCGCGIGGTAGCATCAAGGCGTTCARAGAGGCGACCARGLTGEATALAGCTTGTTGTTCTGTGGAC
CECGCIGGEIGCCGCGTI GG TAGCATTAAAGCGTTTAAAGAGGCGACCARARGTTGACARARAGTGGTGGTTTTAT
GEACTGCGCTI GG TCCGC I GECAGCAT TAAGGCGT T TARAGAAGCGACCARAGTTGACARGGTTGTIGETC
TTATGGACCGCGTTAGTGCCGCGTGETAGCATTARAGCTTTTARAGAGGCGACCALGETTGACARLGT GGT
CeITTTATGGACCGCTTITAGTGCCGCGTGLCAGCAT CARALGCGTICARAGRAGCGACCARRGTGLEACADAG
TTGIGGETCCT T IGGACCGCG T TAGTCCCGOGTIGGETAGCATTAAGGCTTTTAALAGAGGCGACTARGGT GGAC
AR GTEE TG T ICT I TGGAC TGO GC T GG T GCCGCGTGECAGCATTARAGCTTTCARAGAAGCGACCARGGT
TGEACAAGGTTGTGETAT TATGGACCGCGT TAGTACCGCGTGETAGCATCARAGCCTTTARRAGAGGCGACAR
AT TGAC ARG T GETAGT T TTATGLACCGCICTIGTGCCTCGTGECAGCAT CAAGGCTTTCARAGRAAGCG
ACTAAGETEEATAL ARG T TGTGGTCCTCTGGACCGCGTTAGTTCCTICGTIGGTAGCATTARRAGCCTTCARAGR
GECGACTARAGTTGACARAG TG T TGT T TTATGGACTGCTTTAGTTCCGCGT GGCAGCATCARGECCTTCA
AAGARGCGACA R AT TGAT AR A GTTGTGETCCTATGGACCGCGTITAGTTCCCCGIGETAGCATTARAGCS
TTCARRGAGGCGACCAR ARG T TGATAAAGTTGTIGIGCIGTGGACCGCGCTGETGCCGCGTGETAGT

Terminagdo: TGAGAATTC

Figura 2. Sequéncia nucleotidica inserida no plasmideo. Cada letra representa um
nucleotideo (A — adenina; T — timina; G — guanina; C - citosina).

A cepa utilizada para propagacao dos plasmideos Escherichia coli S17-1, assim
como a cepa Sinorhizobium meliloti 1021, transformada previamente com plasmideo
pET-30a(+) sem inserto (denominado genericamente aqui de plasmideo teste), foram
cedidas pelo Molecular Microbiology Laboratory da Dalhousie University Agricultural
Campus (Truro, Canada). A cepa escolhida para estabelecer o sistema de expressao
foi E. coli Rosetta™(DE3)pLysS (Rosetta), fornecida pela Novagen (EMD Biosciences,
Darmstadt, Alemanha).

Quando nao especificados, os reagentes utilizados nos procedimentos foram
de grau analitico e fornecidos pela Sigma-Aldrich Co. (St. Louis, MO). O meio utilizado
para manipulacdo e manutencdo das culturas bacterianas foi o0 meio complexo
Lysogeny Broth Lennox (LB-L), composto por triptona 10 g.L* (BD Biosciences,
Franklin Lakes, NJ), extrato de levedura 5 g.L"! (BD Biosciences), cloreto de sédio 5
g.L't (Fisher BioReagents, Fair Lawn, NJ) e, quando sélido, com adicdo de agar 15
g.Lt (Fisher Chemical, Fair Lawn, NJ). O antibiético para selecdo de coldnias
transformantes com plasmideos pET-30a(+) foi canamicina 40 pg.mLt (Fisher

Scientific, Fair Lawn, NJ).



2.2 Atribuicdo de competéncia a E. coli S17-1

Inicialmente, o plasmideo contendo o inserto foi propagado, visto que é
fornecido em pequenas quantidades. Para isso, optou-se por atribuir competéncia
quimica para transformacdo molecular com uso de cloreto de célcio a células
Escherichia coli S17-1. Essa cepa apresenta boa eficiéncia na propagacdo de
plasmideos (Kristensen et al., 1995). As células foram submetidas ao procedimento
de competéncia quimica com cloreto de calcio de acordo com a metodologia adaptada
de Krantz [s.d.] (Department of Molecular & Cell Biology, University of California,
Berkeley, CA). As células S17-1 foram incubadas por 18 h a 28 °C (Heratherm
Incubator 1GS180, Thermo Scientific, Waltham, MA) em placas de meio LB-L. Na
sequéncia, uma colbnia isolada foi inoculada em 10 mL de LB-L liquido e incubada a
28 °C e 110 rpm (MaxQ HP 480 Digital Shaker, VWR, Radnor, PA). A cultura total foi
entdo inoculada em 1 L de LB-L e incubada sob as mesmas condi¢des anteriores,
sendo a densidade 6tica a 600 nm (DOeoo) Vverificada periodicamente até atingir 0,35-
0,4, quando foi transferida para banho de gelo e resfriada por aproximadamente 30
min. A cultura foi centrifugada a 3000xg por 15 min a 4 °C (Sorvall ST 16R, Thermo
Scientific), sendo entdo o sobrenadante descartado e o precipitado ressuspendido
com cerca de 100 mL de MgCl2 100 mM. Centrifugou-se novamente a suspensao de
células a 2000xg por 15 min a 4 °C e descartou-se o sobrenadante. O precipitado foi
novamente ressuspendido com 200 mL de CaClz 100 mM, deixando-se reagir em
banho de gelo por 25 min. Apds esse periodo, as células foram colhidas (2000xg, 15
min, 4 °C), ressuspendidas em 2 mL de CaClz2 85 mM em glicerol 15% e aliquotadas
em microtubos estéreis no volume de 50 pyL. Os microtubos foram entdo congelados
com nitrogénio liquido e estocados a -80 °C, até utilizacdo nos procedimentos de
propagacédo. Todas as solugdes e frascos foram mantidos e manipulados em banho

de gelo.

2.2.1Verificagcdo de calcio-competéncia adquirida

A competéncia adquirida pelas células E. coli S17-1 foi testada a partir da
transformacdo com o plasmideo teste (pET-30a(+) sem inserto, selecdo por
canamicina), previamente extraido com kit QIAprep® Spin Miniprep (QIAGEN, Hilden,
Alemanha) da cepa S. meliloti portadora. A concentragédo da solucao plasmidial foi
determinada previamente utilizando Take3 Micro-Volume Plate (Biotek, Winooski, VT)

em leitor de microplacas Hybrid Multi-Mode Synergy H1™ (Biotek).
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A transformacéo com o plasmideo teste foi realizada de acordo com o protocolo
da GenScript Inc., em que um microtubo contendo as células S17-1 submetidas ao
procedimento de conferéncia de calcio-competéncia foi descongelado em banho de
gelo por 25 min e incubado com cerca de 300 ng do plasmideo. O microtubo foi entdo
submetido a um choque térmico de curta duracdo (42 °C, 120 s) em bloco de
aguecimento (VWR Heat Block, VWR), retornado ao banho de gelo por 2 min e
acrescido de 800 uL de LB-L, sendo entéo transferido para incubadora tipo shaker (28
°C, 110 rpm) por 40 min. Na sequéncia, o conteudo do tubo foi semeado em placas
LB-L suplementadas com canamicina, sendo essas incubadas em estufa (28 °C, 48
h). A verificacdo do sucesso do procedimento consistiu na selecéo das coldnias pelo
antibiético. Além disso, o DNA plasmidial das colénias selecionadas foi também
extraido e verificado por eletroforese em gel horizontal comparando com amostras das
extracOes anteriores da cultura de S. melitoti.

Controles negativos da transformacédo também foram preparados de acordo
com esse protocolo para assegurar que a cepa S17-1 ndo era originalmente

competente e/ou ndo estava contaminada.

2.3 Propagacao de plasmideos em S17-1 competente

Uma vez provada a eficiéncia na transformacao das células S17-1, foi iniciada
a propagacao do plasmideo pET-30a(+) contendo o inserto Soy IPS_12. O protocolo
de transformacdo utilizado foi 0 mesmo da verificacao de competéncia da S17-1. Apés
crescimento das colbnias selecionadas em meio LB-L contendo antibiotico, foi
realizada a extracdo do DNA plasmidial e o material coletado foi armazenado a -20 °C

até utilizacao.

2.4 Transformacgédo em E. coli Rosetta™(DE3)pLysS

A partir da propagacédo e coleta dos plasmideos pET-30a(+), foi iniciada a
transformacao em células competentes Rosetta™(DE3)pLysS, de acordo com o
protocolo da GenScript Inc.. Além da transformacdo com os plasmideos pET-30a(+)
propagados, o procedimento foi também executado com o plasmideo teste.

As colbnias transformadas com o plasmideo pET-30a(+) contendo Soy IPS_12
e selecionadas por canamicina foram mantidas continuamente em placas com o

antibiético e estocadas a -80 °C em glicerol 25%.
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2.5 Inducao da expresséo e verificacao

A verificacdo do sucesso da transformacao dos plasmideos em células Rosetta
consiste, além de nos procedimentos de verificagdo por extracdo de DNA plasmidial
e eletroforese, na inducao da expressao dos peptideos em tandem pelas células. Esse
procedimento consiste em estimular quimicamente as células Rosetta transformadas
visando a producéo do multimero codificado pela sequéncia inserida atraveés do vetor.
Para isso, uma colbnia selecionada foi inoculada em 1 L de meio LB-L e incubada sob
agitacdo (28 °C, 110 rpm), sendo realizadas medicdes periddicas de sua DOsoo até
atingir 0,5, quando entdo foram adicionados 250 pL de isopropil [B-D-1-
tiogalactopiranosida (IPTG) 400 mM. O frasco foi transferido para banho Dubnoff
(VWR Shaking Water Bath, VWR) a 4 °C e 150 rpm por 18 h.

A cultura foi centrifugada (5000xg, 10 min, 4 °C) e o precipitado ressuspendido
em 6 mL de tampdo fosfato-salino 1000 mM (PBS). Aliquotas de 1 mL foram
transferidas para tubos para lise contendo microesferas de vidro de 0,1 mm (Micro-
Organism Lysing Mix Nuclease Free, OMNI Inc., Kennesaw, GA) e homogeneizadas
por 60 s no Bead Ruptor 4 Homogenizer (OMNI Inc.). Os tubos foram entéo
centrifugados por 30 s para sedimentacdo das particulas (Eppendorf Centrifuge 5424,
Eppendorf, Hamburgo, Alemanha). O precipitado foi descartado e o sobrenadante
transferido para microtubos para verificacdo por eletroforese de proteinas utilizando
Mini Gel Bolt™ 4-12% Bis-Tris (Invitrogen, Carlsbad, CA). Antes da aplicagéo no gel,
as amostras foram preparadas com adi¢gdo de Bolt™ LDS Sample Buffer (Life
Technologies, Carlsbad, CA) na proporcdo 4:1, e transferidas para bloco de
aquecimento (70 °C, 10 min) (VWR Heat Block, VWR). Foram aplicados 20 uL por
poco, e a corrida eletroforética foi realizada em cuba Bolt™ Mini Gel (165 V, 20 min)
(Thermo Scientific). O tampéo de corrida utilizado foi Bolt™ MES SDS (Life
Technologies). Na sequéncia, o gel foi fixado e corado com Coomassie Blue G250
0,1% (Sigma-Aldrich Co., St. Louis, MO) e visualizado em Molecular Imager® Gel
Doc™ XR (Bio-Rad Laboratories Inc., Hercules, CA). O marcador molecular utilizado
foi SeeBlue™ Plus2 Pre-stained Protein Standard (Life Technologies), com

marcacgodes de 3 a 198 kDa.
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3. Resultados e discussao

Foi conferida competéncia as células E. coli S17-1, afirmacdo essa que se
baseia em i) presenca de crescimento nas placas seletivas (contendo canamicina)
apos semeadura da cultura resultante do procedimento de transformacéo utilizando o
plasmideo teste pET-30a(+) extraido de S. melitoti (Figura 3a); ii) auséncia de
crescimento nas placas do controle negativo, que confirmam a ndo-competéncia e/ou
contaminacgao da cepa original (Figura 3c); iii) comparacdo do DNA plasmidial extraido
por kit QIAprep® Spin Miniprep das culturas de S17-1 transformada e de S. melitoti,

mostrando correspondéncia entre as bandas obtidas.

Figura 3. Culturas obtidas ap6s procedimento de transformacdo. a: Placa seletiva (LB-L
+ canamicina) da cultura de S17-1 competente. b: Placa nédo-seletiva (auséncia de
antibiéticos) da cultura de S17-1 competente. c: Placa seletiva da cultura de S17-1 nao-
competente. d: Placa ndo-seletiva da cultura de S17-1 ndo-competente.

A propagacdo do plasmideo pET-30a(+) foi realizada em E. coli S17-1
competente. A selecédo das col6nias transformantes e a verificacdo por eletroforese

confirmaram a aquisicdo dos plasmideos nas células, de maneira analoga ao
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explicitada anteriormente na verificacdo da atribuicdo de competéncia. O DNA
plasmidial foi extraido e armazenado a -20 °C.

Os plasmideos teste e pET-30a(+) foram entdo transformados nas células
Rosetta. As placas obtidas a partir desse procedimento podem ser visualizadas na

Figura 4.

Figura 4. Culturas obtidas ap6s procedimento de transformagédo em células Rosetta. a:
Placa seletiva (LB-L + canamicina) da cultura de células Rosetta transformadas com o
plasmideo teste. b: Placa ndo-seletiva (sem antibidticos) da cultura de células Rosetta
transformadas com o plasmideo teste. c: Placa seletiva (LB-L + canamicina) da cultura de
células Rosetta transformadas com o plasmideo pET-30a(+) contendo o inserto. d: Placa néo-
seletiva (sem antibioticos) da cultura de células Rosetta transformadas com o plasmideo pET-
30a(+) contendo o inserto.

A partir da comparacdao das imagens dos géis proteicos obtidos através da
eletroforese em gel vertical dos lisados das células Rosetta transformadas pelos
plasmideos pET-30a(+) (Figura 5bc) e teste (Figura 5ef), pode-se observar a presenca
de uma banda de alta massa molecular exclusivamente nas culturas de Rosetta
transformadas com pET-30a(+). Isso condiz com o fato da sequéncia inserida nas

células através do vetor codificar um multimero de aproximadamente 33 kDa. Além
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disso, a adicdo de IPTG intensifica a cor da banda, embora a expresséo ja seja bem

evidente na cultura ndo induzida.

Figura 5. Matrizes de gel obtidos por eletroforese vertical de proteinas. a,d: Marcadores
moleculares. Os nimeros ao lado de a indicam a massa em kDa correspondente b,c: Extratos
do cultivo de Rosetta transformadas com o plasmideo pET-30a(+), sendo b induzido com
IPTG e c ndo-induzido. e,f: Extratos do cultivo de Rosetta transformadas com o plasmideo
teste, sendo e induzido com IPTG e f ndo-induzido. A seta indica a posicdo do multimero
peptidico em tandem.

O estabelecimento do sistema de expressdo para o plasmideo pET-30a(+)
contendo o inserto Soy_IPS_12 em células Rosetta foi comprovado. Estas células séo
indicadas pelo fabricante para expressao de proteinas eucarioticas e/ou que possuem
potencial de toxicidade a célula hospedeira (Novagen, 2004), ambas caracteristicas
do multimero que sera expresso — sequéncia original proveniente da RuBisCO de soja
e com atividade antimicrobiana prevista in silico. A cepa Rosetta vem sendo utilizada
nos ultimos anos no estabelecimento de sistemas de expressao de genes codificantes
de proteinas de organismos eucariéticos, apresentando rendimento elevado (Toufiq

et al., 2017; Yedahalli et al., 2016).
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Em relacdo ao multimero expresso com o sistema aqui estabelecido, a
configuracdo do inserto Soy IPS 12 baseou-se nas etapas de processamento
posteriores a sua expressao. Primeiramente, tendo em vista que o0s multimeros
deveréo ser isolados do restante do cultivo, a presencga da His-tag contida no final do
multimero desempenha importante papel. Por ela apresentar afinidade por sais de
niquel, a purificacdo dos multimeros expressos pelas células podera ser realizada por
cromatografia de afinidade por metal imobilizado (IMAC — Immobilized Metal-Affinity
Chromatography) (Bewley et al., 2017). Além disso, as 12 repeticdes em tandem —
que auxiiam no maior rendimento da producdo do peptideo
GSIKAFKEATKVDKVVVLWTALVPR de RuBisCO, sem prejudicar a incorporacéo do
plasmideo as células — possuem entre si sitios de clivagem especificos para enzimas
proteoliticas, visando a liberacdo dos peptideos do multimero. Acredita-se que a
trombina, proteinase sérica de baixo custo, possa ser usada nesse processamento,
por possuir a caracteristica de clivar entre os aminoacidos arginina (R) e glicina (G)
adjacentes (Magnusson, 1968), configuracdo que o multimero apresenta entre as
repeticdes. Apos liberacdo dos peptideos, as enzimas poderéo ser recuperadas para
reutilizacdo, e os peptideos liberados estardo ativos para aplicacdo na industria.
Ressalta-se que testes antimicrobianos deverdo ser conduzidos para averiguar a
eficiéncia destes peptideos frente a patdgenos.

Em relagcdo a aplicabilidade de um sistema bacteriano de expressédo de
peptideos derivados de RuBisCO na industria, € destacavel que se trate de um
processo sustentavel, rapido e relativamente barato, uma vez estabelecido. Kobbi et
al. (2017) propuseram um método de recuperacao e purificacdo de RuBisCO a partir
de suco verde de alfafa, visando aliar um método de hidrélise quimica da enzima para
liberacdo de fracbes peptidicas bioativas e dessa forma estabelecer um método de
potencial aplicagcdo na industria. O mesmo grupo também estudou a atividade
antibacteriana de fracbes do hidrolisado de RuBisCO, obtendo resultados bastante
promissores contra Bacillus subtilis, Listeria innocua, Micrococcus luteus, Escherichia
coli, Staphylococcus aureus, Salmonella enterica e Enterococcus faecalis (Kobbi et
al., 2015). A atividade antimicrobiana encontrada foi atribuida & alta concentragéo de
peptideos bioativos nas fragdes do hidrolisado, corroborando com o potencial dessa

enzima em gera-los, ressaltada no trabalho de Udenigwe et al. (2017).
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Outro estudo com hidrolisados proteicos foi conduzido por Beaulieu et al.
(2015), no qual foi avaliada a atividade antibacteriana do hidrolisado proteico da
macroalga Saccharina longicruris. Os peptideos responsaveis por essa atividade séo
originarios de diferentes proteinas da alga, com destaque para RuBisCO.

Comparando os métodos de obtencao de peptideos de RuBisCO, a producao
em biorreatores em sistema bacteriano apresenta vantagens em relacdo aos meétodos
de purificagdo da enzima de fontes vegetais e posterior hidrélise. O baixissimo
rendimento, o elevado custo e a extensdo desses métodos inviabilizam a utilizagdo
em larga escala, essencial a industria (Kobbi et al., 2017; Udenigwe e Aluko, 2012).
Ja a producdo a partir do sistema de expressao permite a obtencdo de fracdes
peptidicas especificas, sabidamente bioativas, e de configuracdo determinada
visando a facilidade da purificacdo, demandando menor tempo de processamento
com custo reduzido. Além disso, esse sistema pode também ser aplicado em outros
ramos da industria, tal como a nutracéutica, considerando os resultados promissores
dos peptideos e lisados da enzima RuBisCO aplicados na saude humana e animal
(Agirbasli e Cavas, 2017; Mohan et al., 2015; Udenigwe et al., 2017).

4. Concluséo

A partir da inducdo do sistema de expressdo heter6logo estabelecido, sera
possivel a producdo do peptideo codificado pela sequéncia inserida. Além disso, as
metodologias aqui aplicadas poderéo ser utilizadas visando a expressao de outras
sequéncias peptidicas. Como neste sistema, os peptideos poderdo obtidos em
tandem — ou seja, em sequéncia — intercalados com sitios de clivagem especificos
para proteases, ja que o inserto os codifica assim —, além da His-tag no final da cadeia.
Essas caracteristicas sdo essenciais para as etapas de purificacao e ativacao, etapas
gue se baseiam na possibilidade de coletar a cadeia dos peptideos em tandem a partir
de IMAC (pela afinidade a His-tag), e na conseguinte digestdo proteolitica por
trombina, que cliva os sitios especificos presentes entre os peptideos, liberando-os
da cadeia e, assim, conferindo a caracteristica anfipatica aos mesmos. Estudos
futuros deverao ser conduzidos visando a verificagcdo de tais etapas e a atividade

antimicrobiana in vitro da molécula.
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CAPITULO 3
(Artigo cientifico a ser submetido para publicacdo na Revista Académica: Ciéncia

Animal)

Avaliacdo in vitro de atividade antimicrobiana de peptideos

anfipaticos derivados de proteinas do soro de leite

In vitro evaluation of antimicrobial activity of amphipathic peptides derived from whey

proteins

Resumo

O objetivo deste estudo foi avaliar in vitro a atividade antimicrobiana de peptideos
anfipaticos derivados de proteinas do soro de leite contra importantes microrganismos
patogénicos e toxigénicos. Para isto, foram testados dois peptideos de 16 e 6
aminoacidos, de sequéncias HQPHQPLPPTVMFPPQ e KIPAVF respectivamente,
frente as bactérias Salmonella Typhimurium, Staphylococcus aureus, Listeria
monocytogenes, e Escherichia coli, e frente aos fungos Aspergillus parasiticus,
Fusarium verticillioides, e Fusarium graminearum. Buscou-se determinar as
concentracbes inibitérias minimas (CIMs) dos dois peptideos contra o0s
microrganismos utilizando o método de microdiluicdo em placas de 96 pocos. Foram
testadas doses de até 5000 mg.L! de cada peptideo, contudo, ndo foi possivel
determinar suas CIMs frente aos patdgenos e contaminantes testados. Analisando
trabalhos similares com peptideos e/ou lisados proteicos de soro de leite, percebe-se
uma variacdo muito grande entre os resultados. Isso demonstra a divergéncia de
bioatividade de peptideos com diferentes sequéncias, além das possiveis diferentes
respostas celulares a estas moléculas, tais como metabolizacdo e alteracdes nao-
letais. Assim, conclui-se que os peptideos aqui testados ndo sao bons candidatos para
aplicacdo na industria de alimentos. Doses mais elevadas dos peptideos ndo foram
testadas pois inviabilizaria sua aplicagdo em alimentos devido ao alto custo de

obtencao.

Palavras-chave: Antimicrobianos naturais. Patégenos. Contaminantes.
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Abstract

The objective of this research was to evaluate the antimicrobial activity of
amphipathic peptides derived from whey protein against important pathogenic and
contaminant microorganisms. Two peptides, of 16 and 6 amino acids, composed
respectively by the sequences HQPHQPLPPTVMFPPQ and KIPAVF, were tested
against the pathogenic bacteria Salmonella Typhimurium, Staphylococcus aureus,
Listeria monocytogenes, and Escherichia coli, and against the mycotoxigenic fungi
Aspergillus parasiticus, Fusarium verticillioides, and Fusarium graminearum. The 96-
well plate microdilution method was performed in order to determine the minimum
inhibitory concentrations (MICs) of the two peptides against each microorganism.
Doses up to 5000 mg.L* of the peptides were applied, however it was not possible to
determine their MICs against the pathogens and contaminants tested. Analyzing
similar work with peptides and/or whey protein lysates in the literature, a severe
variation is observed among the results. This denotes a bioactivity divergence of
peptides with distinct sequences, in addition to the possible different cellular responses
to these molecules, such as metabolism and non-lethal changes. Thus, we conclude
that the peptides tested herein are not good candidates for application in the food
industry. Higher doses were not tested because their use in food would not be feasible

due to high costs of obtainment.

Keywords: Natural antimicrobials. Pathogens. Contaminants.

1. Introducéao

A aplicacdo de peptideos antimicrobianos na agricultura e na indastria de
alimentos tem ganhado forca visto que essas moléculas apresentam boa eficiéncia
contra microrganismos sem apresentar os riscos da utilizacdo de substancias
empregadas na clinica humana e animal (Blair et al., 2015; Keymanesh et al., 2009).
Esses peptideos podem ser aplicados diretamente nos alimentos ou como
constituintes de embalagens bioativas (Appendini e Hotchkiss, 2002; Neris et al.,
2013; Quintavalla e Vicini, 2002).

Peptideos antimicrobianos podem ser obtidos a partir de diferentes fontes,
vegetais, animais e microbianas (Epand e Vogel, 1999). Uma matriz com crescente
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interesse € o soro de leite que, por se tratar de um residuo rico em proteinas (Oliveira
et al., 2012), apresenta baixo custo e consequente potencial para geracdo de
subprodutos de alto valor agregado. Lisados proteicos de soro de leite tém
apresentado efeitos promissores (Abdel-Hamid et al., 2016; Demers-Mathieu et al.,
2013; Osman et al.,, 2016; Théolier et al., 2013), com fracdes peptidicas de alta
atividade antimicrobiana. Além disso, peptideos derivados de proteinas do soro de
leite tém demonstrado atividade quelante, o que leva a perturbacdo do metabolismo
de metais e de processos dependentes de metais em microrganismos (Udechukwu et
al., 2016; Mohan et al., 2015).

A utilizacdo de substancias para controle microbiolégico na industria é
essencial para manutencdo da seguranca e integridade de alimentos susceptiveis a
contaminagdo. Os microrganismos que mais causam problemas de recall de
alimentos, levando a significantes perdas econdmicas para as industrias atualmente
sao as bactérias e fungos (Greig et al., 2015). Além da deterioracédo do alimento e da
alteracdo de seu valor nutricional, o crescimento desses microrganismos pode afetar
a seguranca do produto, quando ha proliferacdo de espécies patogénicas e/ou
toxigénicas (Umesha et al., 2017).

O objetivo do presente estudo foi avaliar a atividade antimicrobiana in vitro de
peptideos anfipaticos de cadeia curta derivados de proteinas do soro de leite,
isoladamente, contra importantes microrganismos patogénicos e toxigénicos de

interesse da industria de alimentos.

2. Material e métodos

2.1 Peptideos

Os peptideos utilizados neste estudo foram obtidos a partir de processamento
enzimatico de proteinas isoladas do soro de leite. O isolado proteico foi incubado por
5h a60 °C e pH 8,0 com Esperase® (Novozymes Corp., Bagsveerd, Dinamarca) na
propor¢cdo 100:1, respectivamente, e o hidrolisado resultante foi fracionado por
ultrafiltracdo por membrana com peso molecular de corte de 1 kDa. O conteudo
filtrado, contendo peptideos de massa molecular <1 kDa, foi entdo fracionado por
cromatografia de afinidade por metal imobilizado (IMAC — Immobilized Metal-Affinity

Chromatography) com colunas de 1 mL HiTrap IMAC Sepharose™ 6 Fast Flow (GE
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Healthcare, Little Chalfont, Reino Unido) carregadas com zinco, visando recuperacao
de peptideos quelantes. Apos lavagem da coluna com solugédo-tampéao, os peptideos
ligados a coluna foram eluidos com acetato de sodio 0,02 M (pH 4). Na sequéncia, 0s
peptideos foram liofilizados e analisados por cromatografia liquida associada a
espectrometria de massa em tandem (LC-MS/MS) com analisador Orbitrap (Q-
Exactive, ThermoFisher, San Jose, CA) equipado com nanospray e sistema EASY-
nLC nano-LC (Thermo Fisher), visando identificacdo dos peptideos quelantes
recuperados. Dentre os peptideos identificados na fracdo recuperada, dois foram
selecionados para estudo, um de dezesseis aminoacidos derivado de beta-caseina
bovina (P16), e o segundo de seis aminoacidos derivado de beta-lactoglobulina bovina
(P6). P16 foi selecionado por apresentar fortes ligantes metélicos em sua estrutura,
principalmente histidina e fenilalanina, e P6 foi selecionado por apresentar
caracteristica anfipatica (lisina catiénica seguida de motif hidrofobico). As sequéncias
dos peptideos estdo contidas na Tabela 1. Assim, para avaliar a atividade
antimicrobiana dos peptideos selecionados, P16 e P6 foram quimicamente
sintetizados pela GenScript Inc. (Piscataway, NJ). As caracteristicas técnicas dos

peptideos podem ser observadas na Tabela 1.

Tabela 1. Peptideos derivados de proteinas de soro de leite bovino.

Peptideo Proteina original Sequéncia de NUumero de Massa molar  Pureza
P 9 aminoacidos aminoacidos (g/mol) (%)
Beta-caseina HQPHQPLPP
P16 bovina 145-160 TVMFPPQ 16 1851.14 98,5
pg  Betalactogiobulina —\\p )\ 6 673,85 98,7

bovina 77-82

2.2 Microrganismos e meios de cultura

As cepas bacterianas utilizadas neste estudo foram Salmonella Typhimurium
ATCC 14028, Staphylococcus aureus ATCC 25923, Listeria monocytogenes ATCC
19117 e Escherichia coli O157:H7 02-0304, patégenos alimentares de relevancia. As
cepas fungicas testadas foram Aspergillus parasiticus CECT 2681, Fusarium
verticillioides CECT 2983 e Fusarium graminearum CECT 2150, importantes cepas
micotoxigénicas. Todas as cepas foram obtidas do estoque do Laboratério de
Pesquisa e Inovacdo Agropecudria da Pontificia Universidade Catdlica do Parana
(Curitiba, Brasil).
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Os meios de cultura utilizados nos testes foram caldo e agar Mueller-Hinton
(MH) (Himedia, Paris, Franca) e Caldo Triptona de Soja (TSB) (Kasvi, Sdo José dos
Pinhais, Brasil).

2.3 Determinacédo das concentracdes inibitérias minimas frente a bactérias

Buscou-se inicialmente determinar as concentracoes inibitérias minimas (CIMs)
dos dois peptideos contra as bactérias utilizando o método de microdiluicdo em placas
de microtitulacédo de 96 pocos (CLSI, 2017).

Diluicbes em série (2¥) dos antimicrobianos foram feitas em MH, sendo entéo
realizada a inoculag&o dos microrganismos alvo. As doses testadas foram de 1 a 5000
mg.L? de cada peptideo, sendo cada dose testada em triplicata. Cada poco recebeu
100 pL de caldo MH com tratamento e 100 pL de in6culo bacteriano — equilibrado em
espectrofotobmetro na absorbancia 0,35-0,4 (densidade 6tica lida a 600 nm), que
corresponde a concentracdo de aproximadamente 3 x 108 células.mL? —, com
excecdo dos controles positivos, que ndo receberam tratamento, e negativos, que nao
receberam indculo. As placas foram incubadas por 24 h a 37 °C, sendo entédo avaliada
a turbidez dos pocos e as CIMs determinadas como sendo as menores doses sem

crescimento bacteriano aparente.

2.4 Determinacédo das concentracdes inibitérias minimas frente a fungos

Os fungos micotoxigénicos A. parasiticus, F. verticillioides e F. graminearum
foram testados frente a P16 e P6, isoladamente. A técnica utilizada também foi a de
microdiluicdo em microplacas (CLSI, 2017). As doses testadas foram de 1 a 5000
mg.L? de cada peptideo, sendo cada dose testada em triplicata (n = 3).

Cada poco recebeu 50 pL de caldo TSB com tratamento e 50 pL de in6culo
concentrado, contendo aproximadamente 2 x 10% esporos.mL . Os controles positivo
e negativo ndo receberam tratamento e inéculo, respectivamente. As placas foram
incubadas por 48 h a 25 °C, sendo entdo avaliado o crescimento fungico dos pocos,
sendo as CIMs determinadas como as menores doses com reducédo visual de 50%

dos micélios, em comparagéo ao controle positivo.
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3. Resultados e discussao

Apesar de ambos os peptideos avaliados terem demonstrado alto potencial
antimicrobiano a partir de avaliacbes in silico de suas sequéncias (dados néo
publicados), os testes in vitro aqui desenvolvidos ndo geraram resultados que
comprovassem atividade inibitéria contra as cepas bacterianas Gram-positivas e -
negativas testadas e/ou contra os fungos micotoxigénicos. Concentracdes superiores
a 5000 mg.Lt — maior dose testada no estudo, ja bastante elevada — deixariam de ser
industrialmente viaveis devido ao elevado custo de obtencdo destes peptideos,
considerando suas aplicagdes em formas purificadas.

Osman et al. (2016) trabalharam com hidrolisados proteicos de soro de leite de
cabra e encontraram resultados de inibicdo bacteriana para E. coli ATCC 8739,
Bacillus cereus ATCC 33018 e S. aureus ATCC 25923 em concentracdes de 90, 30 e
20 mg.L*. Esses resultados provavelmente sédo provenientes de possiveis interacoes
sinérgicas entre diferentes peptideos contidos no lisado e/ou presenca de peptideos
com bioatividade superior aos aqui testados. Contudo, no estudo de Abdel-Hamid et
al. (2016), utilizando hidrolisado proteico de soro de leite de camelo, foram
determinados valores de CIMs até 20 vezes superiores aos de Osman e
colaboradores contra as mesmas espécies bacterianas. Isso indica a variacdo de
bioatividade entre peptideos de diferentes origens proteicas e sequéncias.

Estudo conduzido por Demers-Mathieu et al. (2013) comparou os efeitos
antimicrobianos de hidrolisados proteicos de soro de leite bovino e de peptideos
derivados de beta-lactoglobulina bovina purificados nas concentracdes 20.000 e
10.000 mg.L?, encontrando diferencas significativas, sendo os peptideos purificados
agueles com maior poder antimicrobiano. Contudo, essas concentracfes nhao
proporcionaram inibicdo completa de Listeria innocua RBL29, L. ivanovii HPB28, S.
aureus ATCC 25923, E. coli MC4100, e E. coli O157:H7 ATCC 35150. Por outro lado,
Théolier et al. (2013) encontraram CIMs de 20-40 mg.L? de peptideos isolados
derivados de soro de leite frente a Listeria ivanovii HPB28 e E. coli MC4100.
Novamente, esses dados divergentes acentuam as diferentes caracteristicas e
conseguintes bioatividades dos peptideos contidos em proteinas de soro de leite.

Um exemplo de peptideo antimicrobiano (PAM) utilizado na indastria de
alimentos atualmente € a nisina, com efeitos inibitorios satisfatérios sob baixas

concentracbes (Punyauppa-path e Phumkhachorn, 2015). A principal diferenca da
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nisina quando comparada aos peptideos derivados de soro de leite reside em a
primeira, por possuir uma maior complexidade devido a sua sequéncia mais longa,
apresentar seu mecanismo de acdo mediado por receptores na membrana de
bactérias, e, por conseguinte, maior especificidade. Esse € também o caso de
peptideos com acdo contra fungos, ja que neste tipo celular a presenca de receptores
especificos na membrana € essencial para atuacédo dessas moléculas, que atuam de
maneira néo litica (Brogden, 2005).

Cabe ressaltar também que PAMs podem sofrer alteragbes pds-traducionais,
em especial aqueles produzidos por organismos eucariotos. No caso de utilizar as
sequéncias génicas codificantes para sintetizar essas moléculas em sistemas
bacterianos de expressao, essas modificacdes provavelmente nédo ocorrerdo devido
a diferenca entre os maquinarios proteicos envolvidos, o que certamente afetara a
bioatividade da sequéncia (Grabsztunowicz et al., 2017; Rosano e Ceccarelli, 2014).
No caso de purificar os peptideos a partir de suas fontes naturais, além do menor
rendimento e maior custo (Kobbi et al., 2017), os processos utilizados podem acarretar
em alteracfes indesejadas nos peptideos diminuindo ou inibindo completamente suas
atividades (Kobbi et al., 2015). Em ambas as situacdes, quanto maior a cadeia do
PAM, mais susceptivel ele sera a esses efeitos (Rosano e Ceccarelli, 2014).

A maioria dos PAMs de cadeia curta atua através de mecanismos nao-
mediados por receptor, com menor especificidade, e demanda assim maiores
concentracdes para produzir o efeito antimicrobiano desejado (Shai, 2002). Outra
caracteristica de PAMs ja caracterizados é a carga liquida positiva que possibilita a
ligacdo da molécula a membrana dos microrganismos, passo inicial de sua acao.
Contudo, é importante que a molécula nao interaja muito fortemente com a cabeca
polar dos fosfolipideos de membrana, o que poderia impedir interagdes subsequentes
necessarias a atividade antimicrobiana (Yeaman e Yount, 2003). Assim, experimentos
avaliando a carga dos peptideos podem elucidar as diferencas de capacidade
antimicrobiana existentes.

Em relacdo aos microrganismos testados, a ndo-susceptibilidade frente aos
peptideos de cadeia curta P16 e P6 pode ser explicada por diferentes mecanismos de
resisténcia constitutiva e induzida. A ativacdo de bombas de efluxo, a alteragédo de
cargas na membrana, a metabolizacdo e degradacdo dos peptideos podem, de

maneira conjunta ou interdependente, evitar a acdo dessas moléculas (Yeaman e
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Yount, 2003). Contudo, ndo deve ser descartada a possibilidade de os peptideos
terem provocado alteracées moleculares nos microrganismos, embora sem resultar
na inibicdo do crescimento (Brogden, 2005).

E sabido que muitos microrganismos podem permanecer viaveis mesmo apos
extensivos danos em suas membranas, sendo que PAMs conhecidamente efetivos se
utilizam de outros mecanismos além da lise de membranas para desempenhar seus
efeitos (Brogden, 2005), que podem néo estar presentes nos peptideos testados neste
estudo.

A partir dos resultados obtidos neste trabalho, € possivel afirmar apenas que
P16 e P6 nao apresentam potencial de aplicacdo na industria de alimentos devido a
nao apresentarem efeito inibitdrio contra patégenos e contaminantes importantes em
concentracfes de até 5000 mg.L. Cabe ressaltar também que métodos de predicdo
in silico ndo sao totalmente precisos (Udenigwe, 2014) e, justamente por isso, ndo
descartam a necessidade de experimentacbes posteriores, tais como as

desenvolvidas neste estudo, para verificacdo de hipoteses.

4. Concluséo

Nas condi¢ces estudadas, ndo foi possivel observar atividade antimicrobiana
in vitro de peptideos anfipaticos de cadeia curta derivados de proteinas do soro de
leite de sequéncias HQPHQPLPPTVMFPPQ e KIPAVF contra bactérias e fungos de
interesse da industria de alimentos. Acredita-se que as moléculas foram
metabolizadas pelos microrganismos, nédo desempenhando a atividade
antimicrobiana correlacionada as suas conformacdes previamente observada in silico.
Contudo, visto que outros peptideos derivados de proteinas de soro de leite de
diferentes sequéncias podem desempenhar funcdo antimicrobiana, o estudo de

sequéncias peptidicas desta fonte mantém seu potencial na elucidacdo de PAMs.
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CAPITULO 4

CONSIDERACOES FINAIS

Este estudo abordou de duas maneiras diferentes o tema de peptideos
antimicrobianos. Primeiramente, foi estabelecido um sistema bacteriano para
expressdo em tandem de peptideos com potencial antimicrobiano, com foco em sua
viabilidade em ser aplicavel sustentavelmente em larga escala. Na sequéncia,
peptideos anfipaticos de cadeia curta derivados de proteinas do soro de leite foram
testados in vitro frente a importantes patdégenos e contaminantes da industria de
alimentos. Embora estes peptideos tenham demonstrado potencial antimicrobiano in
silico, 0s ensaios experimentais ndo comprovaram este efeito predito a partir de
concentracdes viaveis para aplicacdo. De qualquer forma, peptideos de diferentes
sequéncias derivados de proteinas de soro de leite permanecem como fortes
candidatos como substitutos antimicrobianos naturais, visto que ha muita divergéncia
entre as atividades desempenhadas por estes peptideos.

Para estudos futuros, sugere-se a utilizacdo de hidrolisados proteicos contra
patdgenos alimentares e fungos micotoxigénicos, por se tratar se uma abordagem
mais barata e que requer menos recursos tecnoldgicos que a producédo de peptideos
isolados por sistemas de expressdo, além de jA haverem trabalhos demonstrando
resultados promissores. Com os peptideos isolados, poderao ser testadas doses mais
altas ou combinadas, visando averiguar efeitos sinérgicos das moléculas frente aos
microrganismos de grande interesse na industria de alimentos. Em relacdo ao
estabelecimento do sistema de expressdao, os peptideos derivados da enzima
RuBisCO deverdo ser testados frente a patégenos e contaminantes, de maneira
analoga a apresentada no Capitulo 3. Independentemente do resultado a ser obtido,
as técnicas e métodos aqui descritos (Capitulo 2) poderéo ser utilizados para insergcédo

de sequéncias codificantes de outros peptideos.
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