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INTRODUGAO:

Desde a introducdo clinica dos antibiticos em meados de 1930, esses compostos tém
influenciado positivamente na salude humana e animal. Por mais de 80 anos, essa classe de
medicamentos evitou bilhdes de mortes e possibilitou grandes avangos na medicina moderna
(PENDLETON; GORMAN; GILMORE, 2013). No entanto, a evolugdo e a sele¢cdo natural bacteriana
foram inevitaveis devido ao uso excessivo e indiscriminado desses remédios, contribuindo para um
aumento global de resisténcias e multirresisténcia de diversos patégenos

Fagos ou bacteri6fagos séo virus que infectam bactérias e desempenham papéis importantes na
ecologia e evolugdo das comunidades microbianas (KOSKELLA; MEADEN, 2013; POULLAIN et al.,
2008) e com um nimero estimado de 103! organismos, eles sdo a entidade bioldgica mais abundante e
diversa do planeta (SUTTLE, 2005). A fagoterapia, técnica que usa virus bacterianos, apresentou-se no
contexto de declinio da eficacia dos antibidticos como uma forma de tratar infecgbes bacterianas.
Convencionalmente, a terapia fagica depende da interagdo patdégeno-hospedeiro (fagos e bactérias,
respectivamente), que ocorre durante o ciclo de infeccéo.

Os fagos normalmente se ligam a receptores especificos na superficie da célula bacteriana e
injetam seu material genético na célula hospedeira, que pode se integrar ao genoma bacteriano,
constituindo o ciclo lisogénico. E também podem utilizar a maquinaria de replicagdo para producgéo de
novos virus, que ao atingir um grande nimero de novos fagos, ocorrerd a lise da célula bacteriana,
através de enzimas que hidrolisam a parede celular peptidoglicana, liberando novos fagos,
estabelecendo, assim, o ciclo litico (LIN; KOSKELLA; AND LIN 2017).

As enzimas liticas fagicas, conhecidas como endolisinas, despertam, dessa maneira, interesse
para producdo de novos agentes antimicrobianos, visto que sua acéo resulta na lise celular bacteriana,
ou seja, a sua morte.

Algumas endolisinas contém dominios signal-anchor-release (SAR) na porcdo N-terminal,
descritas pela primeira vez por Xu et al. (2004), que permite ancoramento na membrana. Endolisinas
contendo peptideo sinal clivavel (PS), por exemplo, possuem um peptideo sinal que controla a liberagcéo
de endolisinas no periplasma através da maquinaria Sec do hospedeiro (FRIAS; MELOCRISTINO;
RAMIREZ, 2013; ESCOBEDO et al., 2019). Alguns estudos apontam certa preservacdo do grau de
hidrofobicidade dentro desses dominio, assim como as de peptideo sinal (PS). Pesquisas recentes
demonstraram que algumas dessas endolisinas s&o capazes de permear a membrana externa de
bactérias Gram-negativas (LIM et al., 2014). Dessa forma, endolisinas peptideo sinal e SAR representam
uma fonte promissora de proteinas antimicrobianas que atuam exogenamente em bactérias Gram-
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negativas (GONTIJO; JORGE; BROCCHI, 2021; MURRAY et al.,, 2021). Assim, este estudo tenta
expandir o banco de dados de SAR-endolisinas por meio de triagens de genomas completo de fagos.

METODOLOGIA:

Base de dados

O banco de dados de sequéncias foi construido reunindo genomas de bacteriéfagos completamente
montados do banco de dados de genoma do NCBI (SAYERS et al., 2019) em julho de 2022, que continham um
sequéncia de proteina endolisina associada. O banco de dados era composto por 3.777 genomas de
bacteriéfagos e 4826 endolisinas, pois um fago pode produzir mais que uma enzima litica. Selecionamos
sequéncias representativas usando CD-HIT Suite (HUANG et al., 2010) empregando parametros padrdo para
reduzir o nimero de genomas para um conjunto final de 1764 endolisinas e seus respectivos genomas.

Pesquisa de peptideo sinal

As sequéncias de proteinas foram agrupadas utilizando o CD-HIT Suite (HUANG et al., 2010) com
parametros padrdo. A presenca de peptideos sinal nas endolisinas foi determinada conforme descrito por
Oliveira et al. (2013), utilizando as ferramentas SignalP 5.0 (PETERSEN et al., 2011) e PrediSi 1.0 (HILLER et al.,
2006). Dominios transmembranares foram identificados através dos softwares SOSUI 1.1 (HIROKAWA; BOON-
CHIENG; MITAKU, 1998), TMHMM 2.0 (KROGH et al., 2001) e Phobius 1.01 (KALL; KROGH; SONNHAMMER,
2004). Endolisinas putativas contendo dominios transmembranares com composicdo de aminodacidos
caracteristica de dominios SAR (40-60% de glicina ou alanina e no maximo dois residuos basicos) foram anotadas
como possuindo um dominio SAR putativo (XU et al., 2004)

RESULTADOS E DISCUSSAO:

Com o intuito de avaliar o arsenal de endolisinas com agdo exdégena promissora contra bactérias Gram-
negativas, caracterizamos as endolisinas contendo peptideo sinal. Dentre as 1768 endolisinas anotadas nos
genomas analisados, 16,3 % (n = 289) contém peptideo sinal (PS) putativos na regido N-terminal da proteina. Além
disso, 0,9 % (n = 14) contém peptideos de sinal do tipo SAR. As SAR-endolisinas contém dominios
transmembranares localizados na regido N-terminal, um alto teor de Glicina e/ou Alanina e no maximo dois
residuos basicos (XU et al., 2004).

PS-endolisinas foram codificadas principalmente por fagos de Escherichia (n = 56), seguidos por fagos de
Salmonella (n = 47), Lactobacillus (n = 32, Enterococcus (n = 24), Klebsiella (n = 20), Lactococcus (n = 10),
cronobacter (n=9), Peudomonas (n =9) e Bacillus (n = 8) e entre outros (Figura 1). Por outro lado, os bacteriéfagos
que codificam SAR- endolisina sdo Xanthomonas (n = 5) , Pseudomonas (n = 2), Klebsiella (n = 1), Streptococcus (n
= 1), Xylella (n = 2), Enterococcus (n = 1) Stenotrophomonas (n = 1) e houve um com informago6es nao disponiveis
(Figura 2). A razdo pela qual alguns bacteriéfagos codificam SAR-endolisinas permanece desconhecida.
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Figura 1: Grafico de frequéncia de géneros bacterianos infectados por fagos produtores de endolisinas
peptideo sinal.

A crescente resisténcia bacteriana aos antibidticos impulsiona a busca por novas alternativas
terapéuticas. A terapia fagica, que utiliza virus bacteriéfagos como agentes antimicrobianos, e as endolisinas,
enzimas derivadas desses virus, surgem como promissoras op¢oes (KAKASIS; PANITSA, 2019). As endolisinas, em
particular, apresentam diversas vantagens, como amplo espectro de a¢do, dose-dependéncia, atividade em
diferentes fases de crescimento bacteriano e auséncia de relatos de resisténcia bacteriana (GONDIL; HARJAI,
CHHIBBER, 2020). A caracterizagdo genética de bacteriéfagos permite a identificacdo de novas endolisinas com
potencial para combater bactérias Gram-negativas.

A grande diversidade genética observada em bacteriéfagos é resultado de um longo processo evolutivo
gue se estende por cerca de 3 bilhGes de anos. A abundancia desses virus em diversos ambientes, tanto naturais
guanto artificiais, e a constante interagao com bactérias hospedeiras contribuem para essa diversidade. Os
bacteriéfagos possuem a capacidade de adquirir genes de bactérias ou de outros fagos através de mecanismos
de recombinag¢do genética. No entanto, apesar da frequéncia com que ocorrem eventos de transferéncia
horizontal de genes, ndo ha evidéncias de que genes de endolisinas tenham sido adquiridos de bactérias
(OECHSLIN; MOINEAU, 2020). A hipdétese mais aceita é que as endolisinas evoluiram de forma independente,
com o objetivo de degradar as estruturas da parede celular bacteriana, facilitando a libera¢do de novas
particulas virais e, consequentemente, aumentando a aptiddo dos bacteriéfagos (CATALAO et al., 2013;
OLIVEIRA et al., 2013; PIMENTEL, 2014)).

CONCLUSOES:

E fundamental aprofundar as pesquisas sobre o potencial antimicrobiano de endolisinas com
peptideos sinal, especialmente as SAR-endolisinas. A presenca de dominios transmembrana nessas
enzimas sugere uma maior capacidade de penetragdo na membrana externa de bactérias Gram-
negativas. Os resultados obtidos neste estudo indicam que as SAR-endolisinas identificadas sdo
promissoras candidatas para o desenvolvimento de novos antimicrobianos. Um total de 14 endolisinas
foram selecionadas para testes in vitro contra bactérias Gram-negativas.
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