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Resumo
O interesse pelos peptideos antimicrobianos tem crescido significativamente na medida
em que diversas bactérias tém-se tornado resistentes a antibidticos classicos. A
aplicabilidade desses peptideos também tem despertado interesse em areas variadas, tais
como a producgdo de plantas transgénicas para expressa-los e a aplicacdo em industria de
alimentos como conservantes ou como aditivos de embalagens. A maior parte dos
peptideos antimicrobianos causa um tipo de perturbacdo na membrana bacteriana, que
leva a lise e a morte celular. Como os peptideos antimicrobianos possuem uma cadeia
relativamente curta, eles podem ser obtidos por sintese quimica. Em uma etapa inicial da
obtencdo de nanoestruturas de peptideos antimicrobianos, os peptideos H-
GILEAIKATAKAAG-NH,, H-FFFDTLKNLAGKVIGALT-NH, e H-
FFSMIPKIATGIASLVKNL-NH, foram sintetizados pelo método da fase solida,
purificados por cromatografia de fase reversa e caracterizados por espectrometria de

massa.
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Introduciao

Peptideos antimicrobianos sdo uma ferramenta
importante da defesa de animais, plantas e outras
bactérias contra microorganismos e patogenos " .
Uma importante fonte de peptideos
antimicrobianos ¢ a secregdo da pele de anfibios °.
Uma grande diversidade estrutural e funcional de
peptideos antimicrobianos € secretada em pele de

anfibios E importante ainda destacar que
aplicacdes terapéuticas de peptideos
antimicrobianos originalmente secretados em

peles de anfibios tém sido propostas °.

Uma aplicagdo importante, que envolve o campo
da bionanotecnologia, ¢ a incorporacdo de
peptideos antimicrobianos a embalagens de
alimentos, com o objetivo de reduzir o risco de

contaminac¢do microbiana do produto e da propria
embalagem, assim como aumentar o tempo de
prateleira do produto °.

Para algumas dessas aplicagdes ¢ necessaria a
utilizacdo de peptideos sintéticos ou de peptideos
obtidos por expressdo heterologa . A sintese em
fase solida ¢ atualmente o método de escolha para
a producdo de pepideos de cinco a trinta residuos
de aminoacidos, na escala de miligramas ou
gramas. A sintese inicia-se no residuo C-terminal,
que ¢ ligado ao suporte sélido, e prossegue até o
ultimo residuo N-terminal. Embora o custo da
sintese em fase solida ainda seja relativamente
elevado, a producdo de varios peptideos sintéticos
na escala de toneladas tem sido relatada ®. Uma
vantagem da sintese em fase solida € que se pode,
por  exemplo, investigar a  atividade
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antimicrobiana de peptideos ligados a propria
resina utilizada para a sintese °, normalmente um
co-polimero de poliestireno e divinilbenzeno que
pode ainda ser modificado com polietilenoglicol °.

O desenvolvimento de nanoestruturas contendo
peptideos sintéticos pode, portanto, ser uma
estratégia valiosa para a criagdio de novos
materiais poliméricos com atividade
antimicrobiana, cuja  aplicagdo  comercial
dependera de avangos que ja estdo ocorrendo na
producio de peptideos em grande escala ®.

Como uma estratégia inicial para a insercdo na
Rede de Nanotecnologia Aplicada ao Agronécio,
a Embrapa - Recursos Genéticos e Biotecnologia
implementou a tecnologia de sintese de peptideos
para a incorporacdo em nanoestruturas metalicas
por meio de ligacdo covalente ou em particulas
vitreas por meio de encapsulamento.

Material e métodos

Os peptideos antimicrobianos, cujas seqiiéncias
estdo mostradas na Tabela 1, foram sintetizados
manualmente pela técnica da fase solida ° por

meio da estratégia quimica Fmoc (9-
fluorenilmetoxicarbonila).  Os  acoplamentos
foram conduzidos com NN -

diisopropiletilcarbodiimida/1-
hidroxibenzotriazola (DIC/HOBt) durante 2-3h
utilizando-se N, N-dimetilformamida (DMF) como
solvente. A desprotecdo do grupo Fmoc foi
realizada com uma solucdo de piperidina a 20%
em DMF durante 30min. A clivagem ¢ a
desprotegdo final foram conduzidas com acido
trifluoroacético (TFA) a 90% em volume na
presenca de seqiiestradores de carbocations (agua,
tioanisol e triisopropilsilano). Os produtos
sintetizados foram purificados por meio de
cromatografia liquida de alta eficiéncia em fase
reversa (RP-HPLC) e a identidade e a pureza
foram confirmadas por espectrometria de massa
(MALDI-ToF-ToF, Bruker Ultraflex 2).

Tabela 1. Seqiiencias e massas moleculares
[M+H]" dos  peptideos antimicrobianos
sintetizados.

Seqiiéncia [M+H]"
H-GILEAIKATAKAAG-NH, 13249
H-FFFDTLKNLAGKVIGALT-NH, | 1954,2
H-FFSMIPKIATGIASLVKNL-NH, | 2049,2

Resultados e discussao

Peptideos antimicrobianos podem ser ferramantas
importantes para diversas aplicagoes
biotecnologicas. Na area de nanobiotecnologia,

tais moléculas podem ser incorporadas em
embalagens de alimentos.
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Figura 1. Espetro de massa dos peptideos
sintéticos apresentados na Tabela 1, antes da
purificagao.
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Com o objetivo de obter peptideos
antimicrobianos para a incorporagdo em particulas
vitreas ou em nanoparticulas de alumina, a
tecnologia para sintese de peptideos em fase
solida foi implementada na EMBRAPA-Recursos
Genéticos e Biotecnologia. Foram sintetizados e
caracterizados por espectrometria de massa os
peptideos apresentados na Tabela 1. Os trés
produtos foram obtidos com grau elevado de
pureza, conforme mostra a analise dos espectros
de massa dos mesmos (Figura 1). Os peptideos
brutos foram analisados por cromatografia de fase
reversa. A Figura 2 mostra o cromatograma
analitico do peptideo H-GILEAIKAIAKAAG-
NH, e a Figura 3 mostra a confirmacdo de sua
seqiiéncia por espectrometria de massa in tandem
(MALDI-ToF-ToF). Os resultados foram
semelhantes para os outros dois peptideos, sendo
que o produto principal do cromatograma
analitico sempre correspondeu ao peptideo
esperado, cuja seqiiéncia foi confirmada por
espectrometria de massa (MALDI-ToF-ToF).
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Figura 2. Cromatograma analitico do peptideo
sintético bruto H-GILEAIKAIAKAAG-NH,. O
traco rosa indica a concentragdo de acetonitrila.
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Figura 3. Espectro de massa de seqiienciamento
do peptideo purificado H-GILEAIKAIAKAAG-
NH..

Conclusoes

Os resultados obtidos neste trabalho indicam que
a primeira etapa da producdo de materiais
nanoestruturados contendo peptideos
antimicrobianos, que ¢é a obtencdo das
biomoléculas sintéticas com pureza elevada
(superior a 95%), foi alcancada.
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