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RESUMO
As InfecgOes intestinais causadas por Salmonellas tém sido uma preocupacdo em
inUmeras partes do mundo, podendo ocorrer a partir do consumo de alimentos e/ou
agua contaminados com bactérias patogénicas. Em contrapartida, o uso de
antibiéticos tem sido preconizado para o tratamento tanto em humanos como em
animais, que por muito tempo foi usado de forma irresponsavel, possibilitando
bactérias se tornar resistentes a multiplos farmacos. Uma possibilidade eficaz tem
sido a busca de peptideos antimicrobianos para ao tratamento. Estes peptideos
apresentam mecanismo de agdo amplo, podendo ser uma alternativa inclusive para
prevenir a formacdo de biofilmes que podem estar associados aos surtos de
contaminacdao alimentar. Desta forma, o objetivo deste trabalho consistiu em analisar
oito peptideos contra trés estirpes de Salmonella enterides, proveniente de isolados
de alimentos, responsaveis por surtos humanos. Os peptideos usados neste estudo
foram elaborados com base em desenho racional de peptideos antimicrobianos
(PAMSs), levando em consideracéo, suas estruturas fisico-quimicas, hidrofobicidade e
estruturacdo em hélice. Diante disso, 0 experimento pdde mostrar que os resultados
foram de grande valia, visto que o0s oito peptideos apresentaram atividade
antimicrobiana e também atividade antibiofiime para uma das estirpes de
Salmonella. Em suma os peptideos PcCDBS1R3F5 e PaDBS1R3F10 podem agir
como antibacteriano promissor podendo contribuir no desenvolvimento de produtos

bioativos.

Palavras Chave: Bioensaio, Biofilme bacteriano, Infeccdo intestinal, Peptideo

antimicrobiano.
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ABSTRACT

Intestinal infections caused by Salmonellas have been a concern in numerous parts
of the world and may occur from the consumption of pathogenic bacteria
contaminated food and / or water otherwise, the use of antibiotics has been
preconized for treatment in both humans and animals, which has been irresponsibly
for a long time , allowing bacteria to become resistant to multiple drugs. An effective
alternative has been the search for antimicrobial peptides as an alternative to
antibiotic treatment. These peptides have a wide mechanism of action and may be
an alternative to prevent the biofilms formation that may be associated with food
contamination outbreaks. This study aims to analyze eight peptides against three S.
enterides strains isolated from food isolates responsible for human outbreaks. The
peptides used in this study were elaborated based on the rational AMPs design of,
taking into account their physico-chemical structures, hydrophobicity and helix
structuring. Therefore, the results were relevant, since all peptides presented
antimicrobial activity and also antibiofilm activity against at least one of the
Salmonella strains. In summary the peptides PcDBS1R3F5 and PaDBS1R3F10

could be utilized as a promising antibacterial on development of bioactive products.

Keywords: bioassay, biofilm, Intestinal infection
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1 REVISAO BIBLIOGRAFICA

1.1. Infecg¢des Intestinais

O intestino humano tem sua superficie estimada em aproximadamente 200
m2, uma amplitude extensa que pode representar uma superficie muito promissora
para a colonizagdo, principalmente devido a disponibilidade de moléculas que
podem ser usadas como nutrientes, podendo tornar este local um ambiente propicio
para bactérias (SEKIROV et al, 2010). Uma comunidade complexa de
microrganismos que habita o trato gastrointestinal de mamiferos tem sido
denominada microbiota, que apresenta importancia substancial na composicdo do
sistema imunoldgico do hospedeiro (YURIST-DOUTSCH, 2014). Além das bactérias,
o trato gastrointestinal pode abrigar leveduras, helmintos, protozodrios e virus,
sendo que a maior parte das bactérias presentes no intestino pode ser anaerébica
(PASCHOAL, 2013). Ademais, a microbiota pode ser composta por mais de 200
espécies bacterianas. Pode-se dizer assim que ha quase dez vezes mais células
bacterianas do que células humanas em um individuo. Essa coexisténcia tem
acontecido de forma pacifica na relacdo direta do hospedeiro com a microbiota
(SEKIRQV et al., 2010). Este conjunto de microrganismos que reside no ser humano
tende a estabelecer uma relacdo de simbiose (GONCALVES, 2014).

Além disso, diferentes tipos de microrganismos que integram a microbiota
podem exercer funcdes indispensaveis para a saude humana, melhorando inclusive
0s mecanismos de defesa do sistema imunoldgico contra a patogenos bacterianos
(GONCALVES, 2014). A microbiota saudavel tende a proteger o hospedeiro de
muitos tipos de patologias. Dentre os varios aspectos da fisiologia, a microbiota
intestinal pode influenciar o hospedeiro, abrangendo metabolismo, digestao,
imunidade e inclusive o comportamento, podendo exercer funcdo fundamental na
resisténcia de colonizacdo ao hospedeiro e na capacidade de prevenir a entrada de
microrganismos patogénicos no intestino humano, protegendo-o contra doengas
diarreicas (VOGT, 2017). A colonizacado das bactérias pertencentes a microbiota
intestinal normalmente ndo se da de maneira uniforme, e pode apresentar diferentes
atividades ao longo do mesmo. Sendo assim, pode ser possivel que alteracdes nas
funcbes ou nas estruturas das cepas presentes no trato gastrointestinal possam
levar a disbiose (BOREWICZ, 2015). A disbiose pode ser caracterizada pelo
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desequilibrio na organizacdo do microbioma em seu local proprio (BOREWICZ,

2015), como pode ser visto na Figura 1.
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Figura 1. Microbiota acometida pela infeccao intestinal. Imagem demonstrando as
células da membrana da mucosa intestinal que mediante ao processo de infeccao,
formam fissuras entre as células e permitem a entrada de patdgenos, que ao
adentrarem a corrente sanguinea, acionam 0s receptores da resposta imune e
podem causar danos absortivos, de intolerancia alimentar, alergias e inclusive
ocasionando a inflamacéo do organismo como um todo.

Fonte: https://greateacher.files.wordpress.com/2014/12/figura-4-trad.jpg

Os microrganismos patogénicos podem penetrar nha mucosa intestinal
formando col6nias no individuo e por processos diretos (corrente sanguinea) ou
indiretos proporcionar o inicio de uma infeccdo gerando danos ao corpo humano
(MADIGAN et al., 2010). Existem varios mecanismos de protecdo mediados pela
microbiota intestinal, tais como, inibicdo de crescimento virulento, manutencdo da
mucosa intestinal de modo a impedir a penetragdo de patégenos e com o estimulo
da imunidade inatae adaptativa, incluindo producdo de citocina, para aumentar a
producado de peptideos antimicrobianos (PAMs) (VOGT, 2017).

A vida sem estes seres simbioticos que compdem a microbiota poderia ter um

impacto nocivo no sistema imunolégico do hospedeiro, visto qgue muitos compostos
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deste sistema podem permanecer subdesenvolvidos até que surja uma colonizacéo
bacteriana (YURIST-DOUTSCH, 2014).

A estruturagcdo da microbiota gastrointestinal difere muito de um individuo
para outro, sendo que alguma modificacdo tem sido associada a doenca inflamatoria
intestinal, obesidade e vulnerabilidade as infec¢cdes (YURIST-DOUTSCH, 2014).
Contudo, Cameron e colaboradores (2017), relatam que ainda ndo esta totalmente
elucidado o amplo papel da microbiota intestinal na manutencdo da saude. As
mudancas que ocorrem na microbiota devido os quadros de infec¢des intestinais
podem desencadear no individuo um quadro de ma digestéo, diarreias, aumento da
liberacdo de interleucinas e linfécitos intraepiteliais (GUPTA, 2017). A Organizacao
Mundial de Saude (OMS) em 2010 apontou que doengas transmitidas por alimentos
contaminados (Doencas Infecciosas Intestinais-DIl) podem ter causado mais de um
milhdo de 6bitos no mundo (DE LUSIGNAN et al., 2017). A Infeccéo intestinal tem
sido caracterizada pela diminuicdo da consisténcia das fezes e/ou 0 aumento na
frequéncia das evacuacdes por mais de trés episddios em 24 h, com ou sem febre e
vomitos e com duracdo de 3 a 14 dias (LIMA, 2010). A desidratacéo e a desnutricdo
apontam agravos importantes no resultado fisioldgico da infeccéo intestinal, sendo
gue a sua cronicidade pode afetar o desenvolvimento infantil (BUHLER et al., 2014).
Pacientes com sindrome do intestino irritavel (SIl) podem apresentar um crescimento
excessivo de bactérias no intestino delgado (SIBO).Sendo queesse aumento da
composicado bacteriana patoldgica induz o agravo da doenca (GUPTA, 2017). O
maior fardo das infecgbes intestinais tem sido a alta letalidade em criangas
pequenas de paises com baixa renda, em areas empobrecidas e com problemas
com saneamentobasico, fatores de riscos nutricionais, como 0 ndo estimulo a
amamentacao materna e deficiéncias de micronutrientes como zinco e vitamina A
(WALKER et al., 2012).

Desta forma, tem sido evidente a necessidade da realizacdo de estudos para
desenvolvimento de drogas que combatam a infeccdo causadora, de modo a
ocasionar pouco ou nenhum dano na microbiota intestinal, para assim evitar
reincidéncias e debilidade funcional. Estudos apontam que os agentes patogénicos
mais relatados na saude publica para diagnéstico das DIl consistem nas
Salmonellas e Helicobacter pilory (DE LUSIGNAN et al., 2017). No Brasil, depois de
campanhas feitas na década de 1980, com terapia de reidratacao oral e incentivo a

imunizacdo, o quadro de diarreia infecciosa no pais diminuiu significativamente,
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mostrando que um trabalho preventivo pode ser a forma mais eficaz de tratamento
da doenca (VICTORA, 2009).

A diarreia pode ser muito comum na infancia, até o 3° ano de vida onde a
meédia consiste em dois episddios por ano e altera conforme a localizacdo de
moradia, sendo mais comum nas areas subdesenvolvidas, onde ainda ndo se tem
agua potavel e saneamento basico (LIMA, 2010). As DIl estdo entre as doencgas que
causam principais danos, inclusive a morte em criangas menores de cinco anos em
todo o mundo, podendo ser esta doenca uma das responsaveis pelo ainda alto
indice da taxa de mortalidade infantil (LOPES OLIVEIRA et al., 2017). Segundo o
estudo de De Lusignan e colaboradores (2017), muitos casos deixam de entrar nas
estatisticas devido a amplitude de diagnésticos atribuidos a DIl, como
gastroenterites, disenterias, enterocolites, diarreias do viajante entre outros, ou por
nao ter o exame com 0 agente patogénico especifico. Além disso, no Brasil e em
outros lugares do mundo, ocorre uma dificuldade em realizar estatisticas assertivas.
Fato este ocorrido dado a que o individuo prioriza tratamentos caseiros e sO se
dirige a uma unidade de saude ou hospital apos agravo da doenca (LOPES
OLIVEIRA et al., 2017).

Em um estudo realizado no Reino Unido, foi possivel observar erros de
diagndsticos e estatisticos, ainda que o pais seja portador de um sistema de dados
totalmente informatizado e classificado como “padréo ouro” de diagndstico, podendo
desta forma, prever que em paises subdesenvolvidos os resultados possam ser
ainda mais alarmantes (DE LUSIGNAN et al., 2017). Tem sido possivel identificar
gue alguns tratamentos com antibiéticos possam resolver problemas das DIl. Porém
esses tratamentos podem afetar as atividades metabdlicas da microbiota, alterando
a resisténcia da colonizacdo bacteriana protetora, evidenciando uma suscetibilidade
maior a outras infeccdes que se oportunizam do ambiente debilitado, como a
Salmonella (VOGT, 2017).

Os tratamentos com antibiéticos para a DIl podem ser aliados quando o uso
se der de forma responsavel, porém se assim ndo ocorrer pode se tornar fator
complicante, devido ao surgimento de cepas resistentes a multiplos farmacos
(SALERNO-GONCALVES, 2017). Algumas diretrizes abordam que o tratamento com
antibiéticos concomitante ao tratamento com uso de probidticos (microrganismos
vivos, como o0s Lactobacillos) para manutencdo da microbiota intestinal, podem

conferir beneficios a saude e diminuicdo dos danos principalmente aos que estdo
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em remissdo (CAMERON et al., 2017). As infec¢cdes bacterianas tem influenciado
consideravelmente no periodo de internacdo hospitalar, e quanto mais estendido o
tempo de internagdo, maiores o0s custos financeiros haja vista 0s gastos com

isolamentos, exames e uso de antibioticos (CASTRO, 2013).

1.2. Samonelose

O consumo de alimentos e ou agua contaminados com bactérias patogénicas,
gue sao capazes de se desenvolver no interior do trato gastro intestinal, podem ser
caracterizadas como infec¢cGes alimentares bacterianas, como a salmonelose
(ALVES, 2012). A Salmonella consiste em uma bactéria Gram-negativa, da familia
Enterobacteriaceae, ndo produtora de esporos, anaerObia facultativa, sendo que
algumas estirpes sdo resistentes ao ph acido e costumam crescer em ph 7,0
conforme demonstrada na figura 2 (MURRAY, 2014).

Figura 2: Alinhamento da bactéria Salmonella, ao ser isolado de uma cultura pura.
Sendo visualizada em microscépio de alta resolugdo, aumentada em 8000 vezes.
Fonte: https://www.pritzkerlaw.com/wp-content/uploads/2017/12/salmonella-cdc-10989.jpg

O quadro clinico da infeccdo por Salmonella pode variar conforme o agente
etiologico. Os que mais acometem humanos tem sido Salmonella typhi (febre
tifdide), Salmonella paratyphi (Febre entérica), Salmonella enteritides e Salmonella


https://www.pritzkerlaw.com/wp-content/uploads/2017/12/salmonella-cdc-10989.jpg
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typhimurium (salmonelose) (MURRAY, 2014). Segundo Heithoff e colaboradores
(2012), podem existir mais de 2500 sorotipos de Salmonella, sendo que alguns
tendem a ser patogénicos apenas em hospedeiros humanos, como a S. typhi e S.
parathypi, que geralmente ocasionam a febre entérica. Existem outros tipos de
sorotipos de Salmonella, como S. dublin e S. choleraesuis, esses microrganismos se
adaptaram em hospedeiros ndo humanos. (HEITHOFF et al., 2012).

Entretanto, ainda existem sorotipos de Salmonella que ndo costumam se
adaptar em hospedeiros especificos, como S. enterides. Estes microrganismos
podem causar gastroenterites (HEITHOFF et al., 2012). Adicionalmente alguns
sorotipos de Salmonella podem ter a capacidade de sobreviver a acidez estomacal e
chegar até o intestino (FATICA et al., 2011). A alta adaptabilidade da Salmonella tem
facilitado sua disseminacdo no ambiente, como em reservatorios de agua, bancadas
de preparo de alimentos e muitas outras superficies (ALVES, 2012). Segundo Alves
(2012) a Salmonella tem sido uma das zoonoses de destaque em todo o mundo,
sendo frequentemente associada ao consumo de alimentos contaminados,
principalmente os de origem animal e in natura, como leite, ovos, carnes, aves e até
frutas e vegetais frescos. A febre entérica, ocasionada pela bactéria S. paratyphi,
tem sido uma das fontes mais comuns de diarreias originadas por alimentos
contaminados (BOREWICZ, 2015). Dados fornecidos pela OMS apontam que as
vitimas mais afetadas pela febre tifoide (S. typhi) sdo criancas de até cinco anos,
gestantes, idosos e imunodeprimidos, sendo que 90% das mortes ocorridas por esta
doenca ocorrem na Asia (SALERNO-GONCALVES, 2017).

A infeccdo por Salmonella pode eventualmente acarretar a letalidade,
dependendo especialmente da populagéo afetada, apresentando maiores riscos, em
criancas, idosos e imunodeprimidos (ARNEDO PENA et al.,, 2017). Uma das
complicacbes mais severas causadas pela salmonelose consiste nas hemorragias
gastrointestinais, podendo gerar outros agravantes como pancreatite, hepatite,
colecistite e outras co-morbidades extra intestinais (SHU-KEE et al., 2015).

Os animais podem ser reservatorios tao propicios para o desenvolvimento da
Salmonella quanto os humanos. Tem sido importante ressaltar que muitos destes
animais enriquecem o cardapio diario de individuos de todo o mundo. A
preocupacao com o controle e garantia de alimentos seguros pode diminuir as
inimeras doencas que séo veiculadas por alimentos (SHINOHARA et al., 2008).

Com o diagnéstico ascendente de animais contaminados por Salmonellas, tornou-se
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comum o0 uso preventivo de antibidticos em animais, bem como em vegetais
destinados a alimentacdo humana (ALVES, 2012). Diante disso, 0 uso desenfreado
de antibidticos oferecidos a animais destinados a alimentacdo pode colocar em risco
toda populacdo (KONINGSTEIN, 2010).

Segundo Lopes de Oliveira e seus colaboradores (2017), nos ultimos 25 anos
houve uma diminuicdo importante na taxa de mortalidade infantil. Entretanto, a
diarreia ainda tem sido um dos maiores agravos, que atualmente ocasiona o 6bito
em criancas. Ja para Arnedo Pena e colaboradores (2017), alguns alimentos como
ovos e carne suina podem ter sido responsaveis por infecgées por S. typhimuriun
terem se tornados comuns na Espanha.

Os casos de infecgOes intestinais por Salmonella que ocasionam o Obito em
criancas poderiam ser evitados através de cuidados simples, como o preparo
alimentar seguro e a higiene basica (LOPES DE OLIVEIRA et al., 2017). Reforca-se
a ideia que o uso de medidas de controle preventivos se fardo necessarias, a fim de
combater a contaminagdo, 0s cuidados com saneamento basico, higiene e
imunizacdo podem ser recursos poderosos nesse processo (SALERNO-
GONCALVES, 2017). O uso de vacinas continua sendo uma das fontes mais
eficientes no controle de infecBes bacterianas, como as ocasionadas por Salmonella,
atribuindo a vacinagdo um valor incontestavel, que visa melhorar o atendimento da
populacao de risco (MEIRING, 2016).

A busca para que ocorra melhor compreensdo da resposta imune do
hospedeiro contra o S. typhi e também outros tipos de Salmonellas, ainda
dependera de muitas pesquisas, pois existem algumas deficiéncias no processo,
tanto que atualmente existem apenas duas vacinas licenciadas nos Estados Unidos
da Ameérica -EUA (SALERNO-GONCALVES, 2017). A febre tifoide, ocasionada pela
S. typhi e as outras doencas causadas pela Salmonella, continuam sendo um
grande problema de saude publica (MEIRING, 2016). Diante da realidade, a
salmonelose tem contribuido para gastos econbmicos altissimos em paises
industrializados ou em desenvolvimento, custos estes associados ndo s6 a
prevencao e vigilancia, mas também com o tratamento da doenca (SHU-KEE et al.,
2015).

O uso da antibioticoterapia para o tratamento das infecgbes causadas pela
Salmonella no individuo pode esgotar a microbiota saudavel do intestino, sendo

capaz de trazer outros danos a saude (BOREWICS, 2015). Pesquisas apontam que
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0S aumentos das prescricdes antibidticas tendem a potencializar a incidéncia das
infeccdes clinicas por Salmonellas resistentes (KONINGSTEIN, 2010). Os individuos
qgue fizeram uso de antibiéticos nos ultimos doze meses, de forma nao assistida,
indicavam ser mais vulneraveis a desenvolver salmonelose ao consumirem
alimentos contaminados. Isto pode ocorrer devido a microbiota intestinal ainda estar
danificada no pés-tratamento com antibiéticos e necessitar de um tempo mais longo
para ser restabelecida (KONINGSTEIN, 2010).

Os antibioticos mais comumente utilizados para a salmonelose tem sido as
fluoroquinolonas (ciprofloxacina e acido nalidixilico), cefalosporinas (ceftaizidima e
cefotaxamina) e os anfenicois (cloranfenicol). Atualmente uma preocupacao publica,
tem sido o surgimento de agentes patogénicos de alimentos resistentes aos
antibioticos, principalmente da classe das fluroquinolonas e de uso comum em
salmonelose (SHU-KEE et al., 2015). A diminuicdo do registro de novos antibioticos,
com modificados mecanismos de agdo, e 0 aumento das taxas de resisténcia
bacteriana, aumentam a necessidade emergencial de uma busca constante pelos
cientistas de novos antimicrobianos (GUIMARAES et al., 2010).

1.3. Antibi6ticos

Os antibidticos sé@o substancias naturais ou sintéticas que atingem bactérias e
fungos, podendo ser um bactericida, que causa a morte da bactéria ou um
bacteriostéatico, que causa a inibicdo do crescimento bacteriano (GUIMARAES et al.,
2010). A invengéo dos antibidticos foi um ato revolucionario, sua descoberta ha mais
de um século, pode ter sido responsavel pela diminuicdo da mortalidade no
tratamento das infec¢des bacterianas (LEONG et al., 2017).

Os antibiéticos foram também um marco de fundamental importancia na
melhora da qualidade de vida (KYANG, 2014). Segundo Rocha e colaboradores
(2011), o éxito dos primeiros antibioticos na cura de doencas fatais produziu uma
busca frenética por novas drogas. As décadas de 1940 a 1960 ficaram sinalizadas
por uma infinidade de antibiéticos gerados e introduzidos rapidamente as praticas
clinicas. Depois dessa fase aurea dos antibioticos, houve um grande declinio na
elaboracdo de novos compostos, sendo caracterizada por uma fase de pouca
inovacdo e a introducdo de novas classes de antibioticos que rapidamente se

tornavam arcaica, devido ao surgimento de cepas resistentes (ROCHA et al., 2011).
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A classificacdo dos antibioticos pode variar de acordo com seu mecanismo de
acdo: os farmacos que interferem na sintese proteica ou acdo dos folatos
(sulfonamidas), os B-lactamicos (penicilina, cefamicinas e outros); os que afetam a
sintese bacteriana (tetraciclinas, clorofenicol entre outros); os que afetam a
topoisomerase Il (fluoroquinolonas) e os outros farmacos bacterianos diversos
(vancomicina, teicoplanina) (RANG et al., 2011).

Desde os anos 1990 a Salmonella tem se mostrado resistente a varios
antimicrobianos. Dentre estes compostos estédo a cefalosporina, que consiste em um
agente de primeira linha no tratamento de salmonelose (EUROPEAN CENTRE FOR
DISEASE CONTROL, 2012). Um surto de salmonelose, em Washington (EUA) em
2015 alarmou a populacao e obrigou o Departamento de Saude a buscar respostas
para determinar os fatores de risco e fazer recomendacéo de prevencéo. Identificou-
se que a maioria das infeccbes se deu por consumo de carne suina contaminada.
Nesse episodio, dez isolados clinicos de cepas de Salmonella foram submetidos ao
sistema de monitoramento, inclusive para testes de resisténcia antimicrobiana e
todos os dez apresentaram resisténcia a ampicilina, estreptomicina, sulfisoxasol e
tetraciclina (KAWAKAMI et al., 2015).

No entanto, no Brasil, no estado do Para ocorreu um surto em 2009, de febre
tifoide, salmonelose que contribuiu para uso exagerado e errbneo de
antimicrobianos. Fato este levou Souza e colaboradores (2010) a testarem a
sensibilidade de 44 amostras de Salmonella a 11 tipos de antimicrobianos de
classes variadas e geralmente utilizados nos tratamentos da salmonelose, onde
22,7% foram resistentes a pelo menos um antimicrobiano. Normalmente quando se
detecta que a doenca foi causada por uma bactéria, torna-se necessario um estudo
associado da resisténcia antibacteriana. Entretanto no Brasil existem poucos
estudos relatando a resisténcia antibacteriana da Salmonella e seus sorotipos,
diferente de outros paises (SOUZA et al., 2010).

O cloranfenicol, por muitas décadas, foi a Unica droga realmente eficaz no
tratamento da salmonelose; porém, o seu uso atual foi restrito apenas para
pacientes em estado grave devido ao seu alto efeito toxico; O baixo custo deste
medicamento propiciou seu uso de forma indiscriminada e irresponsével (SOUZA et
al., 2010). Desta maneira torna-se imprescindivel a atencdo a nova lista da OMS,
que define o uso de antimicrobianos em caso de salmonelose, pois drogas como as

fluoroquinolonas (ciprofloxacina) e cefalosporinas, de terceira geracéo (ceftazidima,
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cefotaxamina), estas devem ser vetadas a utilizacdo no tratamento animal,
destinado a alimentacdo para que néo faca resisténcia de forma indireta (ANGULO
et al., 2009). A ciprofloxacina, pode ser classificada como uma fluoroquinolona de
amplo espectro de acdo, tem sido muito prospera no tratamento de diversas
infeccbes, Essa quinolona de acido carboxilico derivada do acido nalidixico, age
principalmente em infec¢cbes causadas por patdogenos Gram-negativo, como a
Salmonella, e pode ser encontrada na forma oral ( com boa absor¢éo pelo trato
gastrointestinal) ou intravenosa, motivos estes que a torna uma prescricdo
frequente contra bactérias Gram-negativo (CARVALHO,2018)

MilhGes de vidas sédo salvas devido ao uso de antibidticos. Os pacientes
podem ter seu sofrimento amenizado com seu uso. Porém com o passar dos anos
pode ser inevitavel que as bactérias desenvolvam resisténcia aos antibidticos ja
existentes (CASTRO, 2013). A continuidade da eficacia no tratamento antibacteriano
pode depender da criagdo de novos medicamentos sintéticos ou naturais
biotecnicamente formulados baseados em novas concepgoes.

Drogas como a cefalosporina, comumente indicada para a salmonelose,
apresentam um mecanismo de acdo essencialmente semelhante aos da
benzilpenicilina, cefamicinas e outros [p-lactamicos. Estes antibidticos agem
interferindo na formacédo da parede celular das bactérias e variam em suas geragdes
(13,22 e 3?), mediante seu espectro de atuacdo com maior ou menor estabilidade
(GREKO, 2009). Existe certa preocupacdo com o uso de cefalosporina, pois 0s
paises da Unido Européia (UE), tem utilizado esse farmaco de modo amplo para
tratamento de animais produtores de alimentos, incluindo todas as espécies de
mamiferos (bovino, suino, caprino e outros), ignorando a lista da OMS que afirma
ser proibido utilizar o mesmo medicamento para animais., € aumentando o risco da

resisténcia bacteriana a este medicamento (GREKO, 2009).

1.4 Peptideos antimicrobianos (PAMSs)

Os peptideos antimicrobianos (PAMs) tém sido isolados a partir de varios
seres vivos incluindo plantas, invertebrados, anfibios, peixes, aves e até mesmo de
seres humanos. Esses PAMs podem ser uma alternativa estratégica para o
tratamentos de infeccbes bacterianas, uma boa opg¢do aos antibidticos
convencionais (SILVA et al., 2011). Os PAMs consistem em serem componentes
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importantes inerentes do sistema de defesa de animais, plantas, microrganismos,
fungos e bactérias, baseando em pequenas moléculas que podem apresentar
atividade antibacteriana, antifingica, antiviral e antiparasitaria (NGUYEN et al.,
2011). Os peptideos podem ser classificados de acordo com suas propriedades
fisico-quimicas, como anfipaticos, hidrofilicos e catiénicos (LIMA et al., 2013).

Em geral os peptideos podem apresentar cargas positivas, grande quantidade
de residuos hidrofébicos e uma estrutura onde esses dois itens se organizam
especialmente em pontos contrarios (anfipaticos) (SILVA, 2011)

Os peptideos em geral tém sido componentes muito promissores no
desenvolvimento de novos medicamentos e em muitas outras formulacdes
(RIBEIRO et al., 2014). Os PAMs podem ser catidnicos, hidrofobicos e agem no
nivel de membrana ou parede celular hidrolisando-a, sua classificacdo baseia-se na
composicao de residuos de aminoacidos, no tamanho (em média de até 50 kDa) e
em suas estruturas conformacionais. Atualmente os PAMs tém sido apontados como
mecanismo de acdo com alto potencial terapéutico de aplicagéo clinica, onde podem
se observar exaustivas pesquisas em relacdo sua biossintese e atividade
antimicrobiana (NGUYEN et al., 2011).

Segundo Leweu e colaboradores (2010), os PAMs podem ter muitos
mecanismos de ac¢ao, que podem ocorrer simultaneamente causando a morte do
microrganismo alvo. Algumas caracteristicas dos PAMs podem ser essenciais para
que ocorra a atividade antimicrobiana, como as cargas dos peptideos (catidnicos ou
anibnicos), porém existem outras atividades com muita relevancia, como o tamanho,
a sequéncia primaria, a conformacao, a estrutura, hidrofobicidade e anfipaticidade
(GUILHELMELLI et al., 2013). Cada grupo de PAMs tem um grande espectro de
acdo especifica mesmo que sua modulacdo a resposta imune seja conservada
estruturalmente (LIMA et al., 2013). Alguns PAMs sé&o atraidos pela carga negativa
encontrada na membrana das bactérias Gram-negativas, que contém
lipolissacarideos (LPS) com mecanismos de acdo diferenciados, parecendo
depender das propriedades moleculares de ambos para ser induzida a atividade
antimicrobiana desses peptideos (GUILHELMELLI et al., 2013). A interacdo com a
célula alvo vai depender muito da superficie celular, e também com a formacé&o de
aminoacidos desses peptideos. No mais, a estrutura secundaria pode ser
imprescindivel para que os compostos carregados negativamente se liguem na
membrana alvo (GUILHELMELLI et al.,, 2013). Algumas irregularidades de
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membrana podem ser incitadas pelos PAMs como a formacdo de poros, separacao
de fases, promocdo de estrutura lipidica ndo lamear ou ruptura da bicamada da
membrana. Dos modelos que podem explicar a interrup¢do da membrana por PAMSs,
0S propostos mais utilizados foram: barril, polo toroidal e carpete (GUILHELMELLI et
al., 2013).

Segundo Brogden (2005), o modelo barril propde que os peptideos, por meio
de introducao direta no nucleo lipidico da membrana alvo e os PAMs se liguem na
superficie da membrana, permitindo o extravasamento do liquido citoplasmatico,
tendo como consequéncia a apoptose celular, onde as estruturas de peptideos
secundérias (a-hélice e B-folha) podem ser fundamentais para a formacéo dos poros
(BROGDEN, 2005). J& no modelo toroidal pode ocorrer a formacdo de um feixe na
membrana pelas moléculas peptidicas, induzindo as camadas lipidicas a se
dobrarem continuadamente através do poro, intercalando os PAMs com 0 poro (ex.
protegrinas) (BROGDEN, 2005). Diferente dos modelos barril e toroidal, no modelo
carpete os PAMs afetam a arquitetura da membrana ao cobrirem a superficie agindo
como um detergente, onde o PAMs inicialmente atraem a membrana de forma
elétrica, se espalha por toda a superficie da membrana podendo atingir uma
concentracéo limiar pode permear a membrana onde esta se desintegra levando a a
guebra celular (GUILHELMELLI et al., 2013).

Um mesmo PAM pode ter varias funcbes diferentes, atuando em diversos
alvos; denomina-se este conceito como “promiscuidade”. Esta promiscuidade pode
ocorrer de forma pura, quando diferem de sua estrutura fisico-quimica, relacionada
com uma proteina Unica ou familiar, quando tem a modificagdo de aminoacidos.
Sendo que essas caracteristicas agregam aos PAMs muitos beneficios fisioldgicos
vantajosos frente as outras moléculas para aplicacdo no desenvolvimento de novos
farmacos (FRANCO, 2011).

Segundo Kang (2014), h& alguns importantes problemas que limitam o estudo
mais ostensivo para certificagcdo do alto potencial terapéutico dos PAMSs, pois
mesmo com seu amplo espectro de acdo, mecanismos de ag¢ao Unicos e variaveis
raras resistentes aos antibioticos. Os PAMs ainda podem apresentar altas
toxicidades, pouca estabilidade e alto custo de fabricacdo, sendo estes problemas
de dificil resolugcdo (KANG, 2014). Peptideos sintéticos podem apresentar um
biocontrole mais rapido ou mesmo uma capacidade bioestatica em relacdo a varios

patdogenos bacterianos e fangicos, diferentes dos naturais, os PAMs sintéticos
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podem ser projetados para diminuir a toxicidade para uso em humanos (HAO et al.,
2017).

Alguns PAMs tém sido muito estudados e, dentre os testados, alguns
apontaram atividades antibacterianas contra a Salmonella, como a clavanina e a
taquilepsina I. A clavanina, provenientes de células da Styela clava, apresentou
também atividade contra Staphylococcus aureus, bactérias Gram-negativas
(Salmonella) e até mesmo fungos, mostrando maiores atividades em ambientes com
pH mais acidos (VAN-KAN et al., 2003). A clavanina apresentou um potencial
peculiar para o tratamento de infeccOes e feridas devido ter baixa toxicidade em
células humanas (SILVA et al., 2015). J& a taquilepsina |, isolados de um caranguejo
de agua gelada Tachypleus tridentatus, mostrou inibicdo no crescimento de
Salmonella apontando como uma alternativa no tratamento de infecc¢des intestinais
(LIMA e DIAS, 2016). Alguns PAMs ja estdo sendo utilizados com fins clinicos e
comerciais, dentre eles a ambicina (nisina) e gramicidinas S (PORTO, 2013). Ja
outros peptideos podem ser conhecidos como modelo para estruturacdo de
desenhos de PAMs como a bactenecina e indolicidina (FJELL et al., 2012). Embora
os PAMs perfagam a primeira linha de defesa contra o patdégeno, 0 seu uso como
agente terapéutico tem ainda muitas limitagdes, a estabilidade limitada (devida a
vulnerabilidade a degradacdo proteolitica), a toxicidade (precisa a investigacao
qguanto a toxicidade hemolitica) e também pela quantidade de aminoacidos que deve
ser pequena para que seja mais acessivel (PORTO, 2013).

Novas fronteiras entre a pesquisa estdo sendo abertas para novos PAMs,
tornando os muito mais uteis e com grandes impactos na area da saude, com novas
preparacdes mais resistentes que multiplos farmacos, porém com o desafio de lidar
com a grande variedade de estrutura e funcéo (RIBEIRO et al., 2014).

Desta forma, compreender as particularidades moleculares que determinam o
mecanismo de acdo dos PAMs pode ser imprescindivel para a elaboragdo da
proxima geracdo de antibioticos (MARIA-NETO et al., 2012).

1.5. Biofilme

Os Biofilmes tém sido caracterizados por serem comunidades multicelulares
formadas por bactérias. Eles sdo capazes de demostrarem um aumento de até 100
vezes na resisténcia ao molde de antibidticos habituais (FUENTE-NUNEZ et al.,
2014). Ainda ndo se tém encontrado antibiéticos com acgéo direcionada ao combate
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do biofilme e alguns peptideos tem se mostrado bastante habeis impedindo sua
formacdo e algumas vezes até a erradicacdo (FUENTE-NUNEZ et al., 2014).
Existem algumas bactérias que se destacam por ativar a resposta rigorosa devido as
situagcbes ambientais estressantes (fome), assim provocadas, podem induzir a
formacao do biofilme (PORTYKUS e CASHEL, 2008).

Esse complexo ecossistema microbiolégico que consiste o biofilme pode ser
construido a partir de uma ou muitas espécies (KASNOWSKI et al., 2010). Pode ser
uma estratégia de sobrevivéncia das bactérias, que ao se agruparem em biofilmes
podem se tornar mais resistente a acdo de antimicrobianos (SANTOS,2017). O
biofilme pode ser descrito em etapas, onde primeiramente ocorre a agregacao das
células bacterianas nas superficie bidtica (pulméao) ou abidtica (talheres, utensilios e
bancadas), em seguidas as células vao se agrupando em camadas, onde ocorre a
liberacdo de componentes microbianos de adeséo intercelular e de formacédo da
matriz EPS, Ap0s ocorre a maturacdo do biofiime e seu desenvolvimento, em
seguida algumas células sdo dispersas retomam a forma planctbnica e inicia um
novo ciclo (ARCIOLA, 2012).

A resisténcia antibidtica pode ser aumentada devido a mudanca da expresséo
dos genes responsaveis nos biofilmes. Pode ser um fendmeno natural como o
mecanismo da evolugdo da espécie da célula bacteriana a resisténcia
antimicrobiana pelo biofilme (SANTOS, 2017). Varias particulas formam uma
espécie de crosta, chamada matriz expopolissacaridea (EPS). Sob ela os
microrganismos podem continuar crescendo e podem também aumentar sua
protecdo (KASNOWSKI et al.,, 2010). Biofilmes podem aderir fortemente a
superficies bidticas (viva) e abidticas (inertes). Quando uma superficie abibtica
(como um utensilio de cozinha) apresenta formacao de biofilme, pode contaminar os
alimentos expostos, biofilmes bacterianos podem ser mais resistentes a
antimicrobianos, podendo persistir mesmo depois de feito a sanitizacdo (OLIVEIRA
et al., 2010). Embora os biofilmes possam ser formados por virus e bactérias, as
bactérias tem sido frequentemente mais encontradas na formacdo do biofilme,
devido suas altas taxas de reproducdo e a capacidade de adaptagcéo, e a S.
thyphimuriun aparece como exemplo de biofilmes patogénicos (KASNOWSKI et al.,
2010).

Alguns especialistas apontam que muitos surtos causados por transmissao

alimentar podem estar associados ao biofiime (KASNOWSKI et al., 2010). Na
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industria de alimentos existe uma variedade de substratos que podem acumular o
biofime, como aco inoxidavel, ferro, polipropileno, formica, entre outros.
(KASNOWSKI et al., 2010). Contudo, a geracéo de fatores negativos por incidéncia
dos surtos e contaminacdes associados a dificil remocdo do problema, coloca a
indUstria alimenticia em uma posicdo de fragilidade mediante ao biofilme
(BERGAMIN et al., 2015).

Estudos apontam que concentragbes mais baixas do que as que matam ou
inibbem o crescimento bacteriano podem atuar na prevencdo da formacédo de
biofilme, como acontece com o LL-37 (peptideo de defesa do hospedeiro catiénico
humano), que além de atuar na modulagdo da resposta imune, pode ser capaz a
formacéao de biofilme bacteriano in vitro (OVERHAGE et al., 2008)

Ao aderir as superficies as bactérias Salmonellas entéricas produzem uma
matriz extracelular para a formacdo do biofiime, que pode conter fatores de
viruléncia associado e expressa patogenicidade. Deste modo € preciso atencao as
industrias alimenticias com o perigo de contaminacao alimentar (MILAN et al., 2015).
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2. JUSTIFICATIVA:

As doengas infecciosas intestinais (DIl) transmitidas por alimentos
(Intoxicacdo e infeccbes alimentares) como a salmonelose, tém sido apontadas
como uma das principais patologias que aumenta o indice de mortalidade em
criangcas menores que cinco anos em todo o mundo. Esta doenca desnutre e
desidrata o individuo, podendo leva-lo a morte, e ainda contribui para um gasto
orcamentério muito maior aos cofres publicos. As bactérias patogénicas como a
Salmonella podem causar infe¢cdo e destruir a microbiota intestinal, causando danos
a saude humana. Os males agravados como a diarreia, diarreia hemorragica e a
infeccéo intestinal podem danificar a estrutura da microbiota, a ponto de permitirem
gue patdgenos adentrem em outros 0rgaos (sangue e peritdnio). Na atualidade a
sintese de novos antibidticos tem se passado por uma decadéncia. Desta forma,
justifica-se a busca por alternativas viaveis de novos farmacos, que possam atuar
nessa linha antimicrobiana e com a vantagem de diminuir os danos ao individuo. Os
peptideos antimicrobianos (PAMs) tém respondido positivamente neste ambito
tecnoldgico, sua carga positiva (catibnicos) e sua hidrofobicidade podem aumentar
seu alto potencial terapéutico em, seu mecanismo de acao diferenciado e poderem
exercer reagles rapidas contra os invasores patdgenos. Isto chama a atencdo dos
pesquisadores podendo ser o marco da medicina moderna. Uma vez que a
letalidade pela Salmonella se torna tdo ameacadora. Diante desse fato, buscou se
testar oito peptideos catibnicos que dispunhamos no banco de reservas bioldgicas
do biolab, que haviam apresentado propriedade antimicrobiana porém nunca haviam
sido testados contra Salmonellas, usamos estirpes de um ensaio clinico, visando
encontrar uma nova proposta de tratamento que pudesse tratar a infec¢ao intestinal,
ou o desenvolvimento de um insumo de biopreservacdo que impedisse que 0sS

alimentos, grandes vetores de contaminacao, fossem acometidos por Salmonellas.
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3 OBJETIVOS
3.1 Objetivo geral

Avaliar a atividade antibacteriana de peptideos catidnicos contra isolados

clinicos de Salmonella.

3.2 Objetivos especificos

1. Avaliar a sintese dos peptideos PaDBS1R2F3, PaDBS1R3FS8,
PaDBS1R3F10, PcDBS1R3F5, EcDBS1R4F6, guavanina 12, guavanina 14 e
clavanina A.

2. Analisar a atividade antimicrobiana dos peptideos contra trés estirpes de
Salmonella;

3. Comparar a atividade antibacteriana dos peptideos em relacéo a inibicdo do
crecimento obtida pelo antibiético;

4. Investigar a atividade antibiofilme dos peptideos testados;
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4 MATERIAL E METODOS
4.1 Sintese dos peptideos

Os peptideos utilizados foram selecionados no banco de reservas do biolab-
UCDB, sendo elencado os oito peptideos da primeira geracao sintetizadas e que ja
haviam apresentado propriedades antimicrobianas.

Os peptideos utilizados foram elaborados com base no desenho racional de
peptideos antimicrobianos, levando-se em consideragdo o tamanho (quantidades de
residuos de aminoacidos), as estruturas fisico-quimicas, hidrofobicidade e
estruturacdo em hélice. Os peptideos pertencentes a este trabalho foram elencados
de grupos distintos, sendo o0s peptideos PaDBS1R2F3, PaDBS1R3F8 e
PaDBS1R3F10 selecionados em uma busca de dados n&o redundantes com auxilio
de uma ferramenta (Script Perl). Esta ferramenta busca expressdes regulares em
banco de dados espectral de massa peptidica, onde foi detectado um fragmento
derivado de Pyrobaculum aerophilum. Este fragmento foi submetido a um algoritmo
denominado janela deslizante, que gerou dez sequéncias analogas com 10 residuos
de aminoacidos. A mesma ferramenta (Script Perl) foi utilizada para a elaboracdo do
peptideo PcDBS1R3F5.Entretanto, o que diferenciou este peptideo foi o fragmento
derivado de Plasmodium chabaudi. Ademais, o EcDBS1R4F6 obteve seus
fragmentos derivados de Escherichia coli. O outro grupo utilizado foram as
guavaninas 12 e 14, que foram construidas como uma versao customizada a partir
do Fragmento do peptideo Pg AMP-P1 do originados da goiaba (Psidium guajava),
tendo a inclusdo de novas sequéncias com um numero limitado de aminoacidos. A
sequéncia das guavaninas foram aplicadas a uma equacdo (funcéo fitness) e
obtiveram a inclusdo de residuos de arginina. Por fim, este desenho racional gerou
15 novas sequéncias, sendo que oito tiveram classificacdo antimicrobiana e todos
mais potentes que o fragmento utilizado (Pg AMP-P1). O ultimo grupo utilizado foi a
clavanina A, um peptideo com atividade antimicrobiana, sendo isolado dos
hemacitos de tunicado marinho da Stelya clava. Este peptideo apresenta sequéncia
com vinte e trés residuos de aminoacidos, tendo conformacdo em a-hélice, bem
como caracteristicas cationica e anfipatica., Quando testada, a clavanina A
apresentou atividade contra bactérias Gram- negativas. Todos os PAMs foram
sintetizados pela empresa Peptide 2.0 Incorporated (USA), com 95% de pureza, pela

técnica de fase sdlida por meio da estratégia de Fmoc (9-fluorenilmetoxicarbonila). A
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resina utilizada para a acoplagem dos residuos de aminoacidos foi ao RINK amide.
Para a separacao da acoplagem de Fmoc foi utilizado uma solucéo de piperidina em
DMF por cerca de 30 min, e a separacao final e da clivagem, foi utilizada uma
solucdo de agua deidoizada, acido trifluoroacético (EDT) e Triisopropilsilano (TIS).
Posteriormente a solucdo contendo os peptideos foi liofilizada. Para investigacao do
grau de pureza, os peptideos foram solubilizados em agua Milli-Q, centrifugados e
filtrados. Posteriormente, foram aplicados em high performace liquid cromatography
(HPLC). Sendo que, a leitura dos peptideos foi realizada com densidade 6ptica de
216 nm. Em seguida incluidos em uma solucdo saturada de matriz constituida por
acido alfa-ciano-4-hidroxicinamico (1:3), colocados em placa do tipo MTP 384
massive e secos a temperatura ambiente. Com um espectrometro de massa do tipo
MALDI-ToF/ToF Ultraflex Il (Bruker Daltonics) foi determinada a massa molecular
exata dos peptideos, utilizando o Peptide calibration standard Il (Bruker Daltonics)
para realizar a calibragdo, como padrbes de massa molecular e os valores obtidos

foramcomparados com valores adquiridos.

4.2 Padronizacao das coldnias

Foram utilizadas trés estirpes de Salmonella entérica enterides (AL80/02)
isoladas de alimentos responsaveis por surtos humanos no estado do Parana,
cedidas pelo Departamento de Ciéncia e Tecnologia de Alimentos de
microrganismos da Universidade Estadual de Londrina (UEL). As trés estipes de
Salmonellas foram plaqueadas em meio Agar BHI (Brain heart infusion) e
acondicionadas em estufa a 37° C (Nova ética-411D), por 12-16 h no laboratério de
microbiologia da UCDB (biolab). Apos a incubacdo foram selecionadas trés colonias
de cada isolado de Salmonella, sendo essas réplicas bioldgicas. Para o pré-inéculo
foi realizada, em tubos Falcon, a inoculacdo de cada colénia das réplicas biolégicas
de cada bactéria, contendo 5 mL de meio liquido BHI, sendo colocadas,
posteriormente, no shaker (Nova Etica) a 200 rpm a 37° C por 12 h. Foi realizado,
primeiramente, a padronizacdo de crescimento utilizando espectrofotdmetro (Thermo
Fisher Scientific) com comprimento de onda de 600 nm, adicionado do indéculo
bacteriano 100 uyL em microtubo graduado, sendo que as leituras foram realizadas

de 30 em 30 min por 8 h, bem como das réplicas técnicas e assim obtendo um
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grafico do crescimento das bactérias utilizadas no experimento, bem como a fase
exponencial. Apos a repeticdo da fase de incubacdo e inoculacdo em overnight,
subsequentemente, foram inoculados apdés atingir a densidade ética (DO) adequada
(0,8) e estacionado o crescimento em ambiente gelado, foi entdo depositado 100 pL
do inoculo padrdo em 900 uL de solugdo salina, sendo realizadas 8 dilui¢gdes
seriadas de cada réplica biol6gica, conforme demonstrado na figura 3. Todas as
réplicas biolégicas e suas diluicdes foram plagueadas em meio BHI divididas em
quatro quadrantes, sendo cada quadrante inoculado com trés microgotas de 10 pL,
com sua respectiva diluicdo. Todas as placas foram acondicionadas em estufa a 37°
C por 24 h, para que apés esse periodo fosse realizada a contagem das unidades

formadoras de colbnias (UFC).
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Figura 3: Representacdo do esquema de diluicho para contagem de colbnias
bacterianas a partir das diluicbes seriadas. A placa pode dividida em quatro
quadrantes, onde cada quadrante deve ser identificado e recebe 3 microgotas (10 pl)
de sua diluicao correspondente.

Fonte: https://bacilosnasopa.files.wordpress.com/2012/08/tecnica-diluic3a7c3a30-
seriada.jpg

4.4 Andlise da atividade antimicrobiana

As trés estirpes de Salmonella entérica enterides (AL80/02) isoladas de
alimentos cedidas pela Universidade Estadual de Londrina (UEL) foram plaqueadas
em meio BHI, a 37° C por 12 h. O pré-inéculo foi realizado de forma a retirar uma

colbnia isolada e inocular em 5 mL de meio liquido BHI, para posterior incubacéo no
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shaker (Nova Etica) a 200 rpm, 37° C, overnight. Para o inoculo padrdo foram
utilizados 4,9 mL de meio liquido BHI adicionado de 100 uL da cultura bacteriana
overnight. Este in6culo foi novamente incubado no shaker a 200 rpm e 37° C, com
leituras de DO realizadas de 30 em 30 min, até o crescimento bacteriano atingir
absorbancia de 0,8 unidade de absorbancia (UA) (102 UFC.mL™). As bactérias foram
ajustadas para que no fim do bioensaio a concentracdo bacteriana estivesse com
10° UFC.mL™. A sintese, purificacéo e grau de pureza foram feitos conforme descrito
anteriormente. Os seus numeros, nomes e sequéncias estdo detalhados na Tabela

1. Os PAMs selecionados ndo haviam sido testados contra Salmonellas.

Tabela 1. Classificacdo dos peptideos segundo sua humeracdo nome e sequencia
de aminoacido apresentado.

Numero Nome do peptideo Sequéncia

1 PaDBS1R2F3 AKLLPRIKKK

2 PaDBS1R3F8 LLKKLRLKIA

4 PaDBS1R3F10 KKLRLKIAFK

7 Guavaninal4 RSFMKCYEQASRYGNRILRR
8 PcDBS1R3F5 IKLLCRVHKK

9 EcDBS1R4F6 FKLLARIAVK

12 Guavaninal2 RKLMELYEQAIRYGKRSYRR
15 Clavanina A VFQFLGKIIHVGNFVHGFSHVE

Apds esse processo, as concentragdes de 128 pg.mL™* das amostras de
peptideos PaDBS1R2F3, PaDBS1R3F8, PaDBS1R3F10, guavanina 14,
PcDBS1R3F5, EcDBS1R4F6, guavanina 12 foram plaqueadas juntamente com 50
uL da suspensdo bacteriana (10° UFC.mL™). Essa concentragdo de 128 pg.mL™ dos
peptideos foi utilizada baseada no volume de 50%, pois quando adicionado o inoculo
bacteriano (50 pg.ml?), a mesma caird pela metade- 64 ug.mL™?). Para o grupo
controle positivo, foram plaqueados 50 uL de inéculo padréo e 50 yL de meio liquido
BHI, sendo que para o controle negativo, foram plaqueados 100 yL de meio liquido,
ja para o controle de antibiotico foram plagueados 50 pL de ciprofloxacina com a
concentracdo de 128 pyg.mL™* e 50 pL do indculo bacteriano. As amostras e os
controles foram plaqueados em triplicatas, contendo réplicas técnicas e bioldgicas,
completando um volume final de 100 yL em cada poco. Foi entdo realizada no
aparelho PR2100 Reader (Sanofi Diagnostics Pasteur) a leitura da microplaca de
uma em uma hora, até completar 12 h de experimento As placas com as amostras

foram mantidas sob incubacgéo a 37° C em estufa bacterioldgica (Nova ética 411D).
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4.5 Formacao de biofilme

Os ensaios de biofilme foram realizados no laboratério S-Inova Biotech da
Universidade Catélica Dom Bosco (UCDB). As trés estirpes de Salmonella entérica
enterides (AL80/02) isoladas de alimentos, foram plagueadas em meio agar BHI
(Brain heart infusion) e acondicionadas em estufa a 37 °C (Nova ética 411D), por 12-
16 h. As trés estirpes de Salmonella entérica enterides (AL80/02) isoladas de
alimentos, usado nesse experimento para a formacéao do biofilme, cada bactéria foi
inoculada separadamente em meio de cultura BHI por 24 h. Apds a encubacéo de
24 h, foi efetuado o inéculo padrédo, foram utilizados 4,9 mL de meio liquido BHI
adicionado de 100 pL da cultura bacteriana (overnight). Este indculo, foi novamente
incubado a shaker a 200 rpm e 37° C por 12 h. Apés esse periodo, foi realizado um
novo inéculo para padronizacdo de colénias em 10° UFC.mL™. O plaqueamento foi
realizado em microplaca com 96 pocos de polipropileno de fundo U, estéreis.
Primeiramente foi depositado na placa as amostras dos peptideos PaDBS1R2F3,
PaDBS1R3F8, PaDBS1R3F10, guavanina 14, PcDBS1R3F5, EcDBS1R4F6,
guavanina 12 e clavanina previamente calculados, juntamente com o0s controles,
sendo o antibiético escolhido a ciprofloxacina em igual concentracdo e diluidos em
meio BM2 (fosfato de potassio 62 mM, sulfato de aménia 7 mM, sulfato de magnésio
2 mM, sulfato ferroso 10 uM e glicose 0,5%), na quantidade de 50 uL para que fosse
obtido a concentracdo de 128 pg.mL™ e 50 pL do inéculo bacteriano, incubado por
24h a 37 °C. Apos 24 h utilizando leitura a 600 nm no espectrofotdmetro (Thermo
Scientific Multiskcan GO), foram realizadas as leituras de quantificacdo da atividade
metabdlica para as bactérias consideradas fortes formadoras de biofilme, as células
planctdnicas, por meio de absorbancia, foram realizadas a quantificacdo de células
vidveis pela contagem de UFC. Seguidamente, para avaliacdo da formacdo dos
biofilmes, realizou-se a lavagem da placa com agua destilada estéril, para remocéo
de células planctonicas, cuidadosamente por duas vezes, ap0s 0 momento de
secagem da microplaca em temperatura ambiente foram adicionados 100 pL de
solugdo de cristais violeta 1% em cada poc¢o, deixado em repouso por 20 min,
posteriormente foi realizada nova lavagem da placa, para retirada do cristal violeta,
por duas vezes com agua destilada. Em seguida apds secagem de todo o liquido, foi

pipetado com pipeta multicanal, 100 uL de &lcool 60% em cada pocgo para
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resuspensdo. Posteriormente, foi realizada a leitura das microplacas no
espectrofotometro (Thermo Scientific Multiskcan GO) com auxilio do programa
(Skanit Softwere 3.2) onde foi reajustado para absorbéancia a 595 nm, para leitura de

biofilme.

5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Anélise da Atividade antimicrobiana

Todos os peptideos testados apresentaram alguma atividade contra as
estirpes de Salmonella. E possivel verificar a comparac&o da inibicdo das bactérias
por peptideos em relacdo ao antibidtico. Na tabela 5 estdo demonstrado a avaliacao

da inibic&o efetuada pelos peptideos contra a estirpe de Salmonella.

Tabela 5: Comparacdo da inibicdo das bactérias por peptideos em relacdo ao
antibiético. Onde expressa a avaliacdo da inibicdo efetuada pelos peptideos contra a
estirpe de Salmonella, utilizando a concentragdo de 64 pg.mL?, as leituras foram
realizadas e comparadas com a inibi¢cdo do controle antibidtico no tempo de 8 h e 12
h, utilizando o comprimento de onda de 600 nm, posteriormente calculados com
base no valor do crescimento ocorrido e em seguida transformado em porcentagem.

% inibicdo
Peptideos controle Salmonella | Salmonella ll Salmonella lll S]eér;}g
82hora 122hora 8hora 12%hora 8%*hora 12%2hora %
PaDBS1R2F3 22,1 0,6 26,5 77,8 26,6 76,8 384
PaDBS1R3F8 27,2 40,5 26,7 42,4 26,9 41,0 34,1
PaDBS1R3F10 75,6 28,9 52,0 27,2 52,0 25,4 43,5
Guavaninl4 14,5 14,1 17,6 34,0 17,8 28,3 21,0
PcDBS1R3F5 24,8 25,0 43,4 50,5 43,0 50,7 39,6
EcDBS1R4F6 24,8 0,0 22,5 9,5 22,7 72 144
Guavaninl2 15,7 0,0 18,4 314 18,5 30,0 19,0
Clavanina A 16,4 0,0 18,8 32,3 19,0 30,6 19,2

As Salmonellas podem ser consideradas as principais bactérias causadoras
de doencas intestinais, podendo causar letalidade, especialmente se a populacéo
afetada apresentar maior risco, como criangas, idosos ou individuos acometidos por
outras patologias (ARNEDO PENA et al., 2017). Desta forma existe uma

necessidade urgente de desenvolver novos farmacos que ajudem a combater essas
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infecdes bacterianas, pois as bactérias estdo se adaptando rapidamente aos ja
existentes no mercado. O uso dos antibidticos segue um protocolo medicamentoso
para tratamento de doencgas infeciosas, tem sido aplicado em intervalos de 8h ou
12h, por um periodo de aproximadamente 5 dias (NOGUEIRA et al., 2015). A
ciprofloxacina, por apresentar um amplo espectro de acédo e elevada eficiéncia
contra Salmonella, foi aqui utilizada como controle de antibiotico (NOGUEIRA et al.,
2015). A escolha da ciprofloxacina para controle de antibiético também se deve a
este antibidtico ser muito utilizado em quadros infecciosos, por sua acao bactericida
e inibicdo da topoisomerase, necessaria para a replicacdo da bactéria (ANGULO et
al.,, 2009). A crescente preocupacdo da adaptacdo bacteriana, diante da
disponibilidade de antibacterianos, tem motivado a pesquisa de novos farmacos
aptos a exercer algum tipo de atividade contra microrganismos patogénicos (CHU et
al., 2017).

O peptideo EcDBS1R4F6 entre os oito peptideos analisados foi o que
apresentou a menor atividade antibacteriana entre as trés estirpes de Salmonella,
com uma inibicdo média de 14,4%. Este peptideo apresentou 24,8% de inibicdo na
oitava hora contra a estirpe de Salmonella I, na concentragdo de 64 pg.mL?,
comparado ao controle do antibiético ha mesma concentragdo, jA para o decimo
segundo horario o peptideo ECDBS1R4F6 ndo apresentou inibicdo. Para Salmonella
II, o peptideo EcCDBS1R4F6 apresentou inibicdo de 22,5% e 9,5% na oitava e
decima segunda hora, respectivamente, comparado ao controle antibiético na
concentracéo igual de 64 ug.mL™. Na Salmonella Il as inibicdes da oitava e décima
segunda hora seguidamente foram 14,9 e 14,4%, ambos na mesma concentragéo
dita anteriormente, assim como o controle antibiético com o qual foram comparados.
Os valores de inibicdo do peptideo ECDBS1R4F6 nao foram muito relevantes,
embora ficasse evidente que a atividade antibacteriana fosse mais presente na
oitava hora. Porém em estudos anteriores, o peptideo EcDBS1R4F6 mostrou-se
promissor contra Peseudomonas aeurginosa com concentracao inibitéria minima de
12,5 ug.mL* (PORTO, 2017).

O peptideo guavanina 12 foi capaz de inibir em 15,7% a atividade bacteriana
da Salmonella | na oitava hora, comparada com o controle antibiético, ja na décima
segunda hora nao apresentou inibicdo contra esta estirpe bacteriana. A guavanina
12 foi capaz de inibir 31,4% na décima segunda hora e 18,4% na oitava hora contra

a estirpe de Salmonella Il, ambos com concentracdo de 64 uyg.mL?, com a mesma
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concentracdo do controle antibidtico. A inibicdo da atividade bacteriana obtida pela
guavanina 12 foi 30% na décima segunda hora, contra a estirpe de Salmonella lll,
comparada com o controle antibiético. Entre os oito peptideos analisados, a
guavanina 12 teve um percentual médio de inibicdo bacteriana de 19% em relacéo
ao controle de antibiético, Embora tenha apresentado uma atividade antibacteriana,
os valores foram muito baixos para ser considerado eficiente. Dados esses que nao
corroboram com a pesquisa de Cardoso et al. (2014), onde peptideos de mesma
origem tiveram uma atuacdo antimicrobiana muito eficiente com bactérias Gram-
negativas.

Na sequéncia o peptideo clavanina A apresentou inibicdo de 16,4% contra a
estirpe de Salmonella I, comparado ao controle de antibidtico, porém sua atividade
foi cessada apoOs esse horario, chegando na décima segunda hora sem apresentar
percentual de inibicdo. Todavia, contra a estirpe de Salmonella I, a clavanina A
apresentou 32,3% de inibicdo, em comparagdo ao controle antibiético na mesma
concentracdo. Na estirpe de Salmonella Ill o desempenho da clavanina A foi capaz
de inibir 30,6% o0 crescimento bacteriano na décima segunda hora. Em suma, na
avaliagdo entre as trés estirpes de Salmonella, a clavanina A apresentou uma média
de atividade antibacteriana de 19,5%, na concentracdo de 64 ug.mL?, comparada
ao antibidtico na mesma concentragao.

Os dados apresentados acima corroboram com os de Silva e colaboradores
(2015), que relatam que a clavanina A foi eficaz contra bactérias Gram-negativas
como a Salmonella, apresentando um desempenho superior ao controle antibiétioco
(gentamicina). Ja Silva (2011) destaca que em seu estudo a clavanina A nao
apresentou atividade hemolitica nas concentracdes de 1 a 512 ug.mL?, resultado
que enguadra a concentracdo utilizada neste trabalho (64 ug.mL?), o que pode
garantir um peptideo sem atividade hemolitica. Os estudos de Silva (2011)relataram
que a clavanina A desestabilizou a bicamada lipidica agindo como detergente
semelhante ao modelo carpete. Seus residuos de glicina promoveram a flexibilidade
da estrutura, garantindo um amplo espectro de atuacdo antibacteriana. Nos testes
antibacterianos contra KPC a clavanina A foi eficaz , porém a concentracao utilizada
foi duas vezes maior que a do presente estudo. A clavanina A estimulou a
viabilidade da proliferacdo celular de citocinas, nas primeiras 24h de células RAW
264,7 (SILVA, 2011).
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A guavanina 14 apresentou 14,5% e 14,1% de inibicdo na atividade
antimicrobiana, com 8 h e 12 h, respectivamente, contra a estirpe de Salmonella I,
na concentracdo de 64 pg.mL?, padronizada neste estudo e comparada com o
controle antibiotico. A guavanina 14 foi capaz de inibir 17,6% na oitava hora e 34%
na décima segunda hora, contra atividade microbiana da estirpe de Salmonella II,
em comparacdo ao controle antibidtico. A guavanina 14 se manteve constante em
seus resultados, apresentando inibicdo de 17,8% na oitava hora contra a estirpe de
Salmonella Ill, comparada ao antibiético na mesma concentracdo (64 ug.mL7?), na
décima segunda hora a inibicdo foi de 28,3% contra a Salmonella Ill. Na estirpe de
Salmonella lll, a guavanina 14 foi capaz de inibir em 17,8% a atividade bacteriana na
oitava hora, com concentragdo de 64 ug.mL?®, comparado ao controle antibiético na
mesma concentracdo e na décima segunda hora a guavanina 14 apresentou 28,3%
de atividade antibacteriana com a mesma concentracdo. Na classificacdo geral da
atividade antibacteriana dos oito peptideos utilizados, a guavanina 14 ficou
classificada em quinto lugar. Em estudos anteriores a atividade antimicrobiana da
guavanina 14 foi testada contra Escherichia coli e apresentou a concentracdo de
inibicdo minima (CIM) de 128 ug.mL™, assim como outros analogos (PORTO,2017).

O quarto peptideo de maior atividade antibacteriana, foi o PaDBSR1R3F8. O
peptideo PaDBSR1R3F8 apresentou 40,5% inibicdo na décima segunda hora contra
a estirpe de Salmonella I, com concentracdo de 64 ug.mL?, ja na oitava hora a
inibicdo foi de 27,2%, contra a estirpe de Salmonella I, comparado ao controle
antibiético na mesma concentragdo. O peptideo PaDBSR1R3F8 foi capaz de inibir
26,7% e 42,4%, respectivamente, na oitava e décima segunda hora, o crescimento
bacteriano da estirpe de Salmonella I, em comparacdo com o controle antibidtico,
ambos com concentracdo de 64ug.mL™. O peptideo PaDBSR1R3F8 foi capaz de
inibir 41% na décima segunda hora o crescimento bacteriano contra a estirpe de
Salmonella Ill, em igual concentracdo quando comparado ao antibiético (64 ug.mL7).

O peptideo PaDBS1R2F3 foi capaz de inibir em 22,1% a atividade
bacteriana na oitava hora da estirpe de Salmonella I, comparado a inibi¢céo feita pelo
controle antibiotico, diferente da décima segunda hora, onde o peptideo findou sua
atividade e apresentou baixa inibicdo (0,6%) em comparacdo ao antibiotico. Na
estirpe de Salmonella Il o peptideo PaDBS1R2F3 foi capaz de inibir 77,8% contra a
estirpe bacteriana na décima segunda hora, em comparacédo ao controle antibiético

nessa mesma concentracdo e manteve a alta inibicdo, sendo esta 76,8%, na décima
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segunda hora da estirpe de Salmonella Ill, com a concentragdo de 64 uyg mL?, em
comparacdo ao controle antibidtico. O peptideo PaDBS1R2F3 obteve um bom
desempenho entre as trés estirpes de Salmonella, apresentando inibicao de 50,4%
em comparagcdo ao antibiotico, ficando classificado como terceiro em desempenho
antimicrobiano, apresentando maior atividade antibacteriana entre as estirpes de
Salmonella Il e 111

O peptideo PcDBS1R3F5 apresentou inibicAo contra o crescimento
bacteriano da estirpe de Salmonella I, de 24,8 e 25% nos horéarios de 8 h e 12 h,
respectivamente, ambos na concentracdo de 64 upg.mL?, em comparacdo ao
controle antibidtico. A atividade antibacteriana do peptideo PcDBS1R3F5 foi maior
nas estirpes de Salmonella Il (46,9%) e Salmonella Il (46,8%). O peptideo
PcDBS1R3F5 foi capaz de inibir o crescimento bacteriano em 50,7% e 46,8% nas
leituras de 8 h e 12 h respectivamente, na concentracao de 64 ug.mL?, comparado
com a mesma concentracdo do controle antibiotico. Este peptideo apresentou um
desempenho promissor antibacteriano.

Entretanto, o estudo de Ferre e colaboradores (2006) aponta que alguns dos
peptideos catidnicos apresentaram atividade hemolitica na concentracdo de
64ug.mL?, fato que indica a necessidade da realizacdo do teste hemolitico para
certificacdo do uso dos peptideos. ApoOs varios bionesaios realizados, o peptideo
que apresentou com maior atividade bacteriana, foi o PaDBS1R3F10, que foi capaz
de inibir o crescimento da Salmonella | em 75,6% na oitava hora contra, na
concentracdo de 64 ug.mL™. Entretanto, na décima segunda hora, a porcentagem
de inibicdo foi reduzida, sendo esta de 28,9%. Ao realizar a comparagdo com o
controle do antibiotico, este peptideo apresentou uma inibicdo média na estirpe de
Salmonella | de 52%, sendo esta a melhor porcentagem de inibigcdo para esta estirpe
bacteriana. Na estirpe de Salmonella Il, o percentual de inibicdo do peptideo
PaDBS1R3F10, foi de 52% na oitava hora e 27% na décima segunda hora,
comparado a inibicdo do controle antibiético de igual concentracdo. O peptideo
PaDBS1R3F10 foi capaz de inibir 25,4% na décima segunda hora contra a estirpe
bacteriana de Salmonella Ill e na oitava hora, e apresentou inibicdo média de 52%
contra a estirpe de Salmonela Ill, comparado ao controle do antibiético em igual
concentragdo. A média da acéo antibacteriana do peptideo PaDBS1R3F10 entre as
trés estirpes de Salmonella foi de 43,4% de inibicdo, comparado ao crescimento do

controle do antibiotico com igual concentracdo. Diante dos resultados obtidos foi
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possivel identificar que o tempo de acéo deste peptideo permaneceu até sua oitava
hora, para testes posteriores, seria consideravel a utilizacdo de um protocolo de
tratamento de 8 em 8h.

Nos estudos de Rodriguez—Hernandez (2006), foi analisada a atividade
antibacteriana de peptideos catidnicos contra isolados clinicos de Salmonella. Sendo
que seus resultados apontam indices de inibicdo em uma concentracdo entre 4-
64ug.mL*. Esses dados corroboram com o presente estudo, onde foi utilizada
concentracéo de (64 ug.mL™) para os peptideos e para os isolados de Salmonellas.

Embora nos estudos de Moghaddam e colaboradores (2014), a atividade
antibacteriana de um peptideo catibnico, o CM11, contra isolados clinicos de
Salmonella, foram efetivas na concentracdo de 1 e 16 uyg.mL?, com resultado
diferente deste estudo onde a concentracéo utililizada foi com 64 ug.mL?, ou seja
quatro vezes maior. No estudo de Li e colaboradores (2017), foi utilizado como
controle antibiotico a ciprofloxacina e o crescimento bacteriano foi determinado apos
a décima hora. Esses dados ndo corroboram com o0s apresentados no presente
estudo, onde o mesmo antibidtico foi utilizado como controle, porém analisando em
dois horarios respectivos, a oitava e décima segunda hora para determinacdo do
crescimento bacteriano. Mesmo diante da diferenca do tempo, os dados de Li e
colaboradores (2017) corroboram com o fato de que as Salmonellas mostraram
sobrevivéncia mesmo depois de tratados com a ciprofloxacina, evidenciando uma
possivel resisténcia, que torna necessario estudo de novas opcdes que haja como
antibacterianos como os PAMs.

Alguns peptideos e também antibiéticos podem ter dificuldade em eliminar
patégenos intracelulares devido sua permeabilidade fraca, porém ao serem
acoplados com outros peptideos acabam por ter eficacia terapéutica (Li et,al., 2017).

Neste estudo em especifico, alguns peptideos como T11N2 e B6N2,
conseguiram aumentar a permeabilidade, bem como a atividade bactericida. Deste
modo, os peptideos T11N2 e BG6N2, erradicaram efetivamente a Salmonella
typhimurium (Li et,al., 2017). Goto e colaboradores (2017), relataram que o0s
peptideos utilizados [(PagP- ugtL(T230) e PMrA(T141)] foram capazes de inibir em
50% o crescimento bacteriano de Salmonella. Este dado corrobora com este
trabalho, especialmente por ter utilizado o mesmo protocolo, com mesma
temperatura de 37 °C e concentracdo de 64 pg.mL™. Nos estudos de Fusco e

colaboradores (2017) foram utilizados dois PAMs, sendo eles B-defensinas 2 (hBD-
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2) e a B -defensina 3 (hBD-3). Esses peptideos podem ser produzidos por células
epiteliais, que podem ser capazes de atrair células inflamatdrias, como neutrofilos,
macréfagos e outros, de modo a mediar a resposta inflamatoéria, remodelando os
tecidos. Os peptideos hBD-2 e hBD-3 atuaram na microbiota intestinal reduzindo o
namero de coldnias de Salmonellas, apontando uma atividade microbicida contra o
patégeno, além de, na presenca do peptideos hBD-2 e hBD-3 pode diminuir a
resposta inflamatéria (FUSCO et, al., 2017). As preocupagdes com surtos de
Salmonellas acabam por incitar cientistas em busca de novos antimicrobianos, na
tentativa de tornar o alimento mais seguro, ou seja, desenvolvendo acdes que
possam destruir as cepas de Salmonella que contaminam os alimentos, como
também tratar de modo eficaz, porém ndo agressivo o individuo ja contaminado.
Assim como nos estudos de Lu e Wu (2010), onde tomates contaminados com
Salmonellla enterides foram tratados com antimicrobianos naturais (6leo de tomilho
e tymol) a 2 mg e houve a reducado das bactérias com a vantagem de ndo causarem
alteracdes no sabor, cor, aroma e qualidade visual dos tomates.

5.2 Anélise da formacéao de biofilme
As estirpes de Salmonella entérica enterides apresentaram formacao de

biofilme e podemos verificar essa atividade dos peptideos contra a estirpe de

Salmonella I, 1l e lll na Figura 4.
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Figura 4: Avaliacdo da atividade antibiofiime. As amostras de peptideos foram
testadas na concentracdo 64 uyg mL™?, contra a estirpe de Salmonella | (A), Il (B) e Il
(C), as leituras foram realizadas ap6s 24 h, utilizando o comprimento de onda de
595nm, com base nos controles positivo (meio+ bactéria), negativos (meio) e o
controle do antibidtico (bactéria + antibiético ciprofloxaxina), para determinar a
atividade antibiofilme, expressa em colunas e as barras verticais representam o
desvio padrédo de cada peptideo.
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Os biofilmes podem ser muito encontrados em industrias alimenticias,
trazendo muitos fatores negativos. Ao atingirem o estdgio maduro pode ser de dificil
remocao (BERGAMIN et al., 2015).

A clavanina A apresentou a menor porcentagem de inibicdo para a estirpe
da Salmonella | (7,7%), usando a concentracdo de 64 ug.mL?, a mesma
concentracdo foi usada pelo controle positivo. O peptideo guavanina 14 apresentou
guavanina 12 apresentou 18,3% de inibicdo a formacéo de biofilme em comparacéo
13,2% de inibicdo a formacdo de biofiime em comparacdo ao controle positivo. O
peptideo PaDBS1R2F3 foi capaz de inibir a formacgéo do biofilme em 16,7%, contra
a estirpe de Salmonella I, na concentracdo de 64 ug.mL?™, assim como o controle
positivo usado para comparacdo. O peptideo ECDBS1R4F6 que foi capaz de inibir
em 16,9% contra a Salmonella | em comparagédo com o controle positivo, enquanto o
peptideo ao controle positivo. O peptideo PaDBS1R3F8 foi capaz de inibir a
formacdo de biofilme na estirpe bacteriana da Salmonella | em 55,9%, na
concentracdo de 64 ug.mL?, em comparacdo ao controle positivo. O antibiético
utilizado neste experimento foi a ciprofloxacina, sendo considerado como controle
antibiético na concentracdo de 64 ug.mL?, em todas as trés estirpes bacterianas.
Destacamos que, contra a estirpe de Salmonella I, nenhum peptideo superou a
inibicdo do antibiético. O peptideo PaDBS1R3F10 apresentou 75,83% de inibicdo a
formacdo de biofilme, na mesma concentracdo de 64 ug.mL?, que o controle
positivo. O peptideo PcDBS1R4F6 apresentou maior capacidade de inibir o biofilme
81,3%, contra a estirpe de Salmonella I, comparado ao controle positivo.

Em relacdo a atividade antibiofilme dos peptideos contra a estirpe de
Salmonella 1l, pode-se visualizar a partir da Figura 4 (B) a acao antibiofilme dos
peptideos, em ordem crescente, onde os peptideos PaDBS1R2F3, guavanina 14 e a
clavanina ndo apresentaram inibicdo contra a estirpe de Salmonella Il. O peptideo
EcDBS1R4F6 e a guavanina 12 foram capazes de inibir em 25,44 e 19,5%
respectivamente, contra a estirpe de Salmonella Il, em concentragcbes iguais
utilziadas por todo o experimento, de 64 ug.mL?, comparados com o controle
positivo de igual concentracdo. O peptideo PaDBS1R3F8, apresentou uma inibi¢cao
de formacédo de biofilme de 53% na concentracdo 64 ug.mL?, contra a estirpe de
Salmonella Il, em comparagdo com o controle positivo de mesma concentragédo. Os

peptideos. Na sequéncia o peptideo PaDBS1R3F10 foi capaz de inibir 86,9% da
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formacao de biofilme, na concentracdo de 64 pg.mL?, contra a Salmonella Il em
comparacao ao controle positivo. E 0 peptideo que apresentou a maior porcentagem
de acdo antibiofiime nesta estirpe foi o peptideo PcDBS1R3F5, que foi capaz de
inibir 88% da atividade de formac&o de biofilme, na concentracdo de 64 ug.mL7?,
contra a estirpe de Salmonella Il em comparagéo ao controle positivo.

A atividade antibiofiime dos peptideos utilizados contra a estirpe de
Salmonella Il pode ser visualizada na Figura 4 (C), onde todos os peptideos
apresentaram atividade antbiofiime. O PaDBS1R3F8 apresentou inibicdo de 43,8%
contra a estirpe de Salmonella Ill, na mesma concentragdo de 64 pg.mL7,
comparado ao controle positivo. O peptideo PaDBS1R2F3 ocupou a sétima posicéo
na classificacdo de inibidores antibiofime com 47,2% de inibigdo contra a
Salmonella Ill. O peptideo guavanina 12 apresentou 75,6% de inibicdo a formacéo
de biofilmes na concentracdo de 64 pg.mL?, sendo esta a mesma concentracdo do
controle positivo. O peptideo ECDBS1R4F6 apresentou 85,1% de inibicdo contra a
estirpe de Salmonella Ill, na concentracdo de 64 ug.mL?, em comparacdo ao
controle positivo. Esse dado corrobora com Santos, 2017 que relata que este
peptideo apresentou atividade especifica antibiofiilme, podendo ser utilizado na.
prevencao de infec¢des por biofilme. O peptideo PaDBS1R3F10 foi capaz de inibir o
crescimento de células formadoras de biofilme em porcentagem equivalente ao
controle do antibiético, ambos na concentracdo de 64ug.mL® em comparacado ao
crescimento positivo. O destaque ficou para os peptideos guavanina 14, clavanina,
PcDBS1R3F5 que apresentaram percentual de inibicdo superior ao antibiotico
ciprofloxacina, caracterizando estes peptideos como muito promissores para uso em
compostos bioativos de funcao antibiofilme.

Os biofilmes tendem a ter diminuicdo a acdo de antibioticos, que podem ser
por resisténcia (permitindo que as bactérias crescam e se tornem mais fortes) ou
tolerdncia que impede o crescimento bacteriano diante do antibiotico, sem causar
dano ou morte a estas células) (SANTOS, 2017) Estudos como de Nesparteck
(2014), apontam que isolados de Klebsiella pneumoniae carbapemase (KPC)
tiveram um aumento de seis vezes na resisténcia quando cultivados em biofilme.
Vérios estudos apontam que o biofilme tera melhor formagdo em meio de cultura
com privagdo de nutrientes, sendo o estresse, o causador da limitacdo responsavel
pelo sucesso de formacéo do biofiime (CARVALHO, 2018). Nesse estudo usamos o

meio BM2 para observacdo de crescimento de biofiimes e este meio de cultura &
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considerado pobre em nutrientes, o que parece ter contribuido com resultados
positivo para o crescimento de biofilme de Salmonella. No estudo de Santos, 2017 o
peptideo ECDBS1R4F6 catidnico, apresentou atividade seletiva na prevencédo do
biofilme de bactérias multirresistentes (KPC) este peptideo bioinspirado apresentou
estrutura instavel em meio hidrofilico e também ndo hemolitico a concentracéo de
200 pyg.mL?*, o que o aponta como uma alternativa promissora e segura para
utilizacdo como antibidtico em casos clinicos.

Segundo Reffuveille e colaboradores (2014), o uso de antibidticos em
infeccbes causadas por biofiime de Salmonellas, ndo obteve sucesso, pois o
antibiotico n&do induziu a morte das células formadoras de biofilme. J4 com o uso de
um peptideo catidnico, o peptideo1018, associado ao antibiético (em menor dose),
nao so foi eficaz contra a célula formadora do biofilme, como também destruiu o
biofilme maduro. Os dados de Reffuveille e colaboradores (2014), corroboram com
este estudo, pois a atuacdo do controle antibiético também né&o foi capaz de impedir
a formacé&o do biofilme e ainda pode ser possivel a realizagdo de testes posteriores
com uso associado de peptideos com antibiéticos que findem na apoptose celular.
Segundo Mataraci e colaboradores (2012), o uso de uma combinacéo de antibioticos
e PAMs pode aumentar rapidamente a atividade antibacteriana e ainda pode atrasar
a 0 aparecimento da resisténcia. No estudo de Li e colaboradores (2018), a atividade
antibacteriana de um peptideo marinho (N2) contra S. typhimurium foi melhorada por
conjugacao de peptideos penetrantes de célula (BLFcin6 e Tatll). Esse estudo
apontou que quando comparado a atividade bactericida do N2 sozinho, o conjugado
foi capaz de aumentar a atividade antibacteriana dos peptideos T11N2 e B6N2,
tornando ambos mais eficaz e candidatos para novos agentes antibacterianos no
tratamento da Salmonella.

Peptideos antibiofilme podem parecer bioquimicamente semelhantes aos
PAMs utilizado em células planctdnicas, mas em geral podem ser especificos para o
combate ao biofilme, com caracteristicas particulares na ag¢do diante o biofilme
(FUENTE-NUNEZ, et al, 2015). Dados esses que corroboram com o presente
estudo, pois a atuacdo dos peptideos cationicos foram mais eficazes contra
biofilmes do que contra as células plancténicas (OVERHAGE, 2008).

Peptideos podem atuar junto com antibiéticos com o intuito de melhorar a
eficacia terapéutica contra microrganismos multirresistentes contra formacédo de

biofilmes e neste estudo foi possivel ver a atuacédo do peptideo pode inibir o biofilme
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mais que o antibidtico. Nos estudos de Makovcova e colaboradores (2017) com
patdogenos de origem alimentar, foram cultivados biofiimes de Salmonellas em
conjunto com Staphylococcus aureus e constatou-se que bactérias Gram-negativas
tem propensdo moderada a agregacao com outras bactérias. Essas duas bactérias
(S. aureus e Salmonellas) tem sido os maiores responsaveis por intoxicacao
alimentar, o biofilme polimicrobiano pode apresentar uma cooperagdo metabdlica ,
permitindo que as bactérias se comuniquem e facam interacdes entre elas, sendo
capazes de formar um sistema organizado onde a troca de nutrientes e residuos
pode ser feita em canais de aguas.

Com a aumento do tempo de incubacdo foi possivel verificar que as
conexdes célula a célula, eram estabelecidas e a matriz EPS podia ser visualizada,
mesmo assim a competicdo existente entre os biofilmes polibacterianos continua a
ocorrer podendo apresentar biofiimes menos espessos e consistentes que dos
biofiilmes monobactérianos, apontando que no estudo feito pode ser possivel
identificar que biofilmes de uma sé bactéria podem ser mais eficaz (Makovcova et
al., 2017).

Outra preocupacdo citada em diversos estudos, relacionam que a
Salmonella pode usar plantas como um hospedeiro alternativo, com viruléncia
diversa e de grande importancia clinica, associando problemas de seguranca
alimentar a produtos que comumente ndo eram associados a surtos de salmonelose.
Isolados bacterianos colhidos nessas plantas foram capazes de invadir e replicar
com eficicia nas células epiteliais da microbiota humana (VERMA et al.,2018).

O presente estudo experimental pdébde mostrar a capacidade que o0s
peptideos podem reduzir a formacédo de biofilme causada pela Salmonella, bem
como melhorar a atividade da microbiota intestinal, de modo a aumentar a resposta
benéfica do organismo (FUSCO et.al., 2017).Estudos cada vez mais aprofundados
sobre as relagbes, estruturas e fungdes dos peptideos, mostram quao atrativo
podem ser o desenvolvimento de novos farmacos, fazendo surgir peptideos mais
seguros com tamanhos reduzidos, maior eficacia e com alta afinidade ao seu alvo,
conseguindo dessa forma, uma diminuicdo de efeitos colaterais (CARDOSO et al.,
2014).

Segundo Marquez e colaboradores (2018), vinte e uma cepas de
Salmonellas provenientes de cascas de ovos, foram testadas contra Varios

antimicrobianos, com o objetivo de correlacionar com o aumento da resisténcia
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bacteriana. Deste modo, foi possivel identificar uma correlagéo positiva a resisténcia
a alguns antibioticos (ciprofloxacina com carvacol e cefotaxamina), assim como em
PAMs, entre eles os peptideos catidnicos polimixina B e combinacdes de lizosima-
EDTA.

Ademais, gerar novos antimicrobianos sera imprescindivel para combater o
aumento da tolerancia a antibiéticos, de modo a garantir um alimento seguro.

O desenvolvimento de outros produtos como sanitizantes e detergentes,
compostos por PAMs em sua formulacdo, pode ser a evolugcdo no processo de
limpeza de locais seguros de producdo de alimentos, pois os PAMs poderdao
interagir com a superficie, deste modo, evitando a agregacdo do patdgeno, bem

como a eliminagdo das bactérias que possam desenvolver o biofilme.
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6 CONCLUSOES

Todos os peptideos testados apresentaram alguma atividade antibacteriana
contra o0s isolados clinicos de Salmonella. Os peptideos PcDBS1R3F5 e
PaDBS1R3F10 apresentaram atividade antibacteriana nas trés estirpes de
Salmonella.

Neste trabalho o0s peptideos testados apresentaram um potencial
antibiofilme e que atuaram positivamente nas trés estirpes de Salmonella.

Os peptideos que obtiveram maior atividade antibiofiime entre as trés
estirpes de Salmonella, foram o0s peptideos PcDBS1R3F5 e o PaDBS1R3F10.

Desempenho promissor para utilizagdo em produtos bioativos.
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