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RESUMO: Os peptideos antimicrobianos (PAMSs) podem exibir atividade contra bactérias Gram-positivas
ou Gram-negativas, fungos, protozoarios, virus e as préprias células de mamiferos, sejam elas tumorais ou
ndo, 0 que os torna alvo de desenvolvimento de possiveis drogas terapéuticas. Para o estudo da funcéo de
PAMSs, é crucial entender a estrutura destas biomoléculas. Para tanto, a area de bioinformatica e dindmica
molecular vem acrescentando muito conhecimento a area. Neste trabalho, fizemos a andlise da estrutura do
peptideo antimicrobiano casocidina-l, um PAM derivado da osp-caseina do leite bovino, e de seus
fragmentos. Foram utilizadas ferramentas disponibilizadas pelos sitios The Antimicrobial Peptide Database
e PEP-FOLD, onde pudemos verificar que o efeito hidrofébico ndo é o efeito preponderante para a interagdo
peptideo-membrana. Além disso, pudemos verificar que o peptideo casocidina-l e seus fragmentos
apresentam alta propensdo a adotar uma estrutura secundaria a-helicoidal.
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INTRODUCAO

Peptideos antimicrobianos (PAMSs) sédo
peptideos que apresentam atividade contra
bactérias Gram-positivas ou Gram-negativas,
fungos, protozoarios, virus e as proprias células
de mamiferos, sejam elas tumorais ou ndo, o que
os torna alvo de desenvolvimento de possiveis
drogas terapéuticas (REDDY et al., 2004).
Existem diferentes mecanismos de ac¢do descritos
para PAMs, sendo que na maior parte deles a
interacdo com a bicamada lipidica é um evento
crucial para que o PAM possa exercer sua funcao.
Assim sendo, a membrana plasmatica é o
principal alvo dos PAMs, sendo que estes podem
formar poros na membrana, permitindo o
extravasamento do  conteudo intracelular
(JENSSEN et al., 2006). A casocidina-l ¢ um
peptideo de 39 aminoacidos derivado da caseina-
a5, proteina abundante no leite bovino, que
apresenta atividade antimicrobiana (ZUCHT et
al., 1995). Entretanto, ndo had dados estruturais
nem sobre seu mecanismo de acgdo. A
bioinformética tem contribuido de forma decisiva
no que se refere aos estudos sobre 0s mecanismos
de acdo de PAMS. Este trabalho teve por objetivo
caracterizar o peptideo casocidina utilizando
principalmente duas ferramentas de
bioinformatica de acesso livre, The Antimicrobial
Peptide Database (APD) e o PEP-FOLD.

MATERIAL E METODOS
Foram escolhidos o peptideo casocidina-I
e seus fragmentos derivados (tabela ).

Tabela | — Estrutura primaria da casocidina-I
e de seus fragmentos.

Peptideo Estrutura Primaria
Casocidina-| KTKLTEEEKNRLNFLKKISQRYQKFALFPQYLKTVYQHQK

Casocidina-l com N-
terminal truncacdo
Casocidina-l com C-
terminal truncado
Hélice N-terminal

LTEEEEKNRLNFLEKISQRYQKFALPQYLETVYQHQK

KTELTEEEKNRLNFLEKISQRYQKFALPQYLETVYQ

KTELTEEEENRLNFLERISQRY

Hélice N-terminal + loop KTELTEEEKNRLNFLKKISQRYQKFA

Heélice C-terminal LPQYLKTVYQHQK

Heélice C-terminal + loop YQKFALPQYLKTVYQHQE

Para as analises, 0 APD permitiu a busca
do PAM em estudo, uma vez que o banco de
dados permite também a busca de peptideos
guimicamente modificados e os alvos moleculares
destas biomoléculas (WANG et al., 2009). A
ferramenta PEP-FOLD possibilita prever a
estrutura secundaria de um peptideo a partir das
informacGes de uma estrutura  primaria
(THEVENET et al., 2012).

RESULTADOS E DISCUSSAO

Utilizando-se o APD, foram calculados
diferentes parametros, mostrados na tabela Il.
Tabela Il — Resultados da determinacdo do
grau de hidrofobicidade e carga de casocidina
I e seus fragmentos.

% de AG de transferéncia

Peptideo aminoacidos H;0 > POPC Carga (pH 7,0)
apolares (kcal/mol)

Casocidina-l 25 12,56 +7
Casc.:mdlna-l com N- 27 10,44 +5
terminal truncado

Casc.:mdlna-l com C- 57 1082 +6
terminal truncado

Hélice N-terminal 22 10,40 +4
Hélice N-terminal + foop 26 11.01 +5
Hélice C-terminal 23 1,55 +2
Hélice C-terminal + loop 27 1,22 +3




Apesar da variacdo de energia livre ser
positiva, sabe-se, a partir de dados da literatura,
que levar em conta apenas eventos como o efeito
hidrofébico para determinar a particdo de uma
molécula em uma membrana pode levar a erros,
uma vez que ndo estdo sendo levados em conta
eventos como formagdo de ligacdes eletrostaticas
entre a molécula e a membrana, nem a formacgéo
de ligacOes de hidrogénio intramoleculares (BEN-
TAL et al.,, 1996). Em estudos mais recentes,
sabe-se que a superficie da membrana possui
propriedades  fisico-quimicas diferentes da
solucdo aquosa como um todo, e esse fato é
decisivo para a interacdo peptideo-membrana,
sendo observado também para interacdes
proteina-membrana (DYSZY et al., 2013). Além
disso, a simulacdo trabalha com um lipideo
zwitteridnico, ndo refletindo a condicéo ideal para
a interacdo peptideo-membrana.

Os resultados acima mostram que a
porcao C-terminal do peptideo possui melhores
chances para interagir com membranas, devido a
sua menor energia livre de transferéncia. Apds as
analises com o APD, usou-se o PEP-FOLD para
predizer a estrutura secundaria do peptideo. Apds
analise, o banco de dados do PEP-FOLD mostra
como resultado cinco estruturas secundarias mais
estdveis para cada fragmento. As estruturas
secundarias foram salvas em formato PDB para
serem manipulados posteriormente. Como o
programa simula peptideos com 36 aminoécidos,
e a casocidina-l possui 39 residuos, fez-se
analises com o N-terminal e C-terminal truncado.
Com a regido C-terminal truncada (figura 1), uma
das hélices aparenta ser mais instavel quando
comparadas as hélices presentes no N-terminal
e/ou no o C-terminal integro.

I n i v v

Figura 1 — As cinco conformacdes de menor
energia do peptideo casocidina-l com o C-
terminal truncado.

Estudos mostram que a bicamada lipidica
possui espessura de cerca de 30 A (SMITH,
2012). Foi usado o programa PDB Viewer para se
medir o comprimento das hélices, e observou-se
que nem todas as a-hélices apresentam esse
comprimento. No entanto, esse requisito ndo é
primordial para a acdo de um PAM, uma vez que
ja foram descritos peptideos menores que 30 A
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que permeabilizam a membrana (KELKAR et al.,
2007).

CONCLUSAO

Analisando os resultados dos programas
de simulacdo, pode-se dizer que a casocidina-I
apresenta alta tendéncia a formar a-hélices e sua
forma truncada pode alterar a estabilidade do
peptideo. Os célculos realizados mostram também
que o efeito hidrofébico ndo é a principal forca
que governa a interacdo do peptideo com a
membrana, sendo que forcas eletrostaticas bem
como efeitos de adocdo de estrutura secundéria
tem um importante papel nessa interagao.
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