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Resumo

Infeccbes bacterianas ameacam a salde humana, revelando uma necessidade mundial
associada a pesquisa e ao desenvolvimento de compostos com propriedades
antibacterianas para tratar infeccdes, principalmente aquelas causadas por patdégenos
multi-resistentes, visto que o crescente numero de organismos resistentes é uma das
grandes ameacas a humanidade no século XXI. Estudos estimam que nos proximos
30 anos, 300 milhdes de pessoas morrerdo no mundo devido a doencgas causadas por
organismos resistentes, gerando um enorme impacto econémico. A primeira linha de
defesa imunitéria de varios seres vivos € composta por peptideos antimicrobianos
(PAMs). Peptideos antimicrobianos sdo compostos que demonstram eficiéncia contra
microrganismos  resistentes a varias drogas comercialmente disponiveis.
Os PAMs possuem mecanismos de atuacdo na membrana plasmatica das bactérias
(motivo que dificulta a selecdo de mecanismos de resisténcia a esses compostos) e
também mecanismos de atuacdo em nivel intracelular, pela inativacao de determinados
processos celulares. O presente trabalho teve como objetivo identificar, purificar e
caracterizar componentes da secrecdo cutanea do anuro Physalaemus centralis com
énfase na prospeccdo de peptideos antimicrobianos para aplicacfes terapéuticas.
No presente estudo, foram isolados e caracterizados quatro peptideos, denominados
PEP1 N4, PEP2_ N5, PEP4 N6 e PEP5 N7, que apresentaram atividade antimicrobiana
sobre bactérias patogénicas Gram-negativas e Gram-positivas e também sobre a
levedura Candida albicans. Os peptideos antimicrobianos isolados de P. centralis
apresentam similaridades com peptideos da familia das nattererinas, peptideos
antimicrobianos isolados de espécie do mesmo género, Physalaemus nattereri. Ao se
comparar as propriedades antimicrobianas desses dois grupos de peptideos, os peptideos
de P.centralis, em alguns casos, mostraram-se mais eficientes, reduzindo a
concentracdo necessaria para inibir completamente o crescimento bacteriano pela
metade. Analises de dicroismo circular mostraram que um dos peptideos ja se apresenta
estruturado em meio aquoso e que todos adotam conformagdo em a-hélice na presenca
do surfactante SDS. A elaboragdo de analogos usando tais peptideos como modelo
podem aprimorar sua eficiéncia contra patdgenos e melhorar suas especificidades a fim
de reduzir os possiveis efeitos adversos observados.

Palavras-chave: Anuros; Physalaemus centralis; secrecdo cutdnea; peptideos
antimicrobianos; purificacdo; efeitos antimicrobianos.



Abstract

Bacterial infections threaten human health revealing a worldwide need associated with
research and development of compounds with antibacterial properties to treat infections,
especially those caused by multidrug-resistant pathogens, as the growing number of
resistant organisms is one of the greatest threats to humanity in the century XXI.
Studies estimate that in the next 30 years, 300 million people will die worldwide due to
diseases caused by resistant organisms, under a huge economic impact. The first line of
immune defense for several living beings is composed of antimicrobial peptides (AMPS).
Antimicrobial peptides are compounds that demonstrate efficiency against
microorganisms resistant to various commercially available drugs. AMPs have
mechanisms of action on the plasma membrane of bacteria (which make it difficult to
select mechanisms of resistance to these compounds) and also mechanisms of action at
the intracellular level, due to the inactivation of certain cellular processes.
The present work aimed to identify and characterize components of the cutaneous
secretions of the anuran Physalaemus centralis with emphasis on prospecting
antimicrobial peptides for therapeutic applications. Four peptides were isolated and
characterized, named PEP1 N4, PEP2 N5, PEP4 N6 and PEP5 N7, which showed
antimicrobial activity on Gram-negative and Gram-positive pathogenic bacteria and also
on Candida albicans yeast cells. The antimicrobial peptides isolated from P. centralis are
similar to peptides of the nattererin family, antimicrobial peptides isolated from a species
of the same genus, Physalaemus nattereri. Comparing the antimicrobial properties of the
peptides from both groups, the peptides from P. centralis, in some cases, proved to be
more efficient, reducing the concentration needed to completely inhibit bacterial growth
in half. Analysis of circular dichroism showed that one of the peptides was already
structured in aqueous medium, and all of them adopt a-helical conformation in the
presence of SDS surfactant. The production of analogues using such peptides as a model
can improve their efficiency and specificities against pathogens in order to reduce the
possible side effects observed.

Keywords: Anurans; Physalaemus centralis; skin secretion; antimicrobial peptides;
purification; antimicrobial effects.
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1. Introducéo
1.1. Anfibios

Com numero aproximado de 8.121 espécies, a classe Amphibia possui trés ordens
(Anura, Caudata e Gymnophiona), sendo os Anuros os mais diversos, contendo
7.166 espécies (Frost, 2020). A Sociedade Brasileira de Herpetologia cita, no ano de
2016, 1.080 espécies de anfibios presentes no territdrio legal brasileiro, sendo dessas,
1.039 pertencentes a ordem Anura (Segalla et al., 2016).

A priori, anfibios podem parecer criaturas indefesas, fazendo parte da alimentagdo de
varios predadores, porém, o processo evolutivo a qual esse grupo foi submetido
selecionou diferentes recursos fisioldgicos, morfolégicos e comportamentais, que
auxiliam a sobrevivéncia dos individuos desse grupo. Culturas humanas ao redor do
globo acreditam nas propriedades medicinais das secrecdes dos anfibios, desde a
prevencao de doencas até como uso afrodisiaco (Gomes et al., 2007).

Os anfibios sdo considerados um grupo ancestral, representantes dos primeiros
vertebrados terrestres e que sobreviveram a extingdo em massa ocorrida no final do
Periodo Cretaceo, mas podem se encontrar atualmente em riscos de extingdo.
Estudos de 2004 e 2008 mostram riscos de extin¢do de 40% das espécies de todos 0s
anfibios e indicativos de uma sexta extincdo em massa. As trés ordens da classe
Amphibia sdo morfologicamente distintas, porém elas compartilham uma
caracteristica em comum muito importante, sua pele é seu principal 6rgdo respiratorio
e produz extensa gama de biomoléculas em suas secre¢des (Wake & Koo, 2018).

Existem dois tipos de glandulas cutaneas nos anfibios: 1) glandulas mucosas, onde
é produzido e secretado 0 muco que auxilia na regulacdo térmica, na reproducdo, na
respiracdo, na defesa, entre outras funcdes e 2) glandulas granulosas, responsaveis pela
producdo de toxinas e substéncias repelentes, sendo também um dos principais
elementos de sua defesa. VVarios compostos ativos como peptideos, alcaloides, aminas
biogénicas e esteroides sdo encontrados no tecido cutaneo de muitos anfibios podendo
exibir diversas propriedades farmacologicas: cardiotoxica, hemotoxica, miotdxica,
anestésica, neuroativa, dentre outras (Toledo & Jared, 1995; Nascimento, 2007;

Guimaraes et al., 2016).

1.2. Physalaemus centralis

Physalaemus centralis € um anfibio representante da ordem Anura que esta
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associado ao Bioma Cerrado, Pantanal e Mata-Atlantica tendo sua distribuicdo
geogréfica mapeada nas regiGes Sudeste, Centro-Oeste e Norte do Brasil, habitando
altitudes maiores que 1.000 metros em relacdo ao nivel do mar. Essa espécie também é
encontradaem outros paises da Américado Sul como Paraguai e Bolivia (Brandaoet al.,
1997; Kokubum & Menin, 2002; Brusquetti & Lavilla, 2006; Brasileiro et al., 2008).

A espécie P. centralis tem coloragdo padrdo cinza, porém podendo variar entre
tons de vermelho ¢ “creme” (Bokermann, 1962). Outras caracteristicas descritas para
esse organismo foram a cabeca larga, timpano com aproximadamente metade do
tamanho do didmetro ocular, bracos fortes e saco vocal largo (Bokermann, 1962)
(Figura 1).
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Figura 1. (A) Area de distribuicdo de P. centralis segundo IUCN (2008). (B) Vista lateral de exemplar
adulto de P. centralis, Estancia Laguna Blanca, Departamento San Pedro (Helen Pheasey, 2012).
http://www.faunaparaguay.com/physalaemuscentralis.html (acesso em fevereiro de 2019).

1.3. Peptideos Antimicrobianos

Peptideos antimicrobianos ou PAMSs, como também s@o conhecidos, estdo
presentes em animais, plantas, fungos, insetos e até mesmo em microrganismos.
Esses peptideos de defesa do hospedeiro podem ser considerados como elementos
ancestrais da imunidade, derivados do processo evolutivo e universais, por terem sido
encontrados em todas as plantas e animais nos quais ja foram procurados tais
compostos (Tossi et al., 1997). Essa classe de moléculas demonstrou eficiéncia contra
microrganismos resistentes a varias drogas devido ao seu diferenciado mecanismo de
atuacdo na membrana plasmaética das bactérias, exibindo uma interacdo distinta da

maioria dos antibidticos comercialmente disponiveis (Tavares et al., 2013).

Peptideos antimicrobianos sdo uma classe diversa, com mais de 2.800 exemplares

descritos até o ano de 2018. Podem ser classificados de diferentes formas como por
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suas estruturas tridimensionais (Figura 2), estruturas primarias ou mecanismos de acdo
(Kumar et al., 2018). A classificagdo baseada na organizagdo estrutural desses

peptideos resulta em trés subclasses:

a) peptideos com estrutura em a-hélice — esses peptideos geralmente ndo possuem
estrutura em meio aquoso, porém, adquirem essa conformacéo quando em contato com
membranas celulares ou em contato com agentes indutores de a-hélice com TFE
(2,2,2-trifluoretanol) ou surfactantes como SDS (Dodecil sulfato de so6dio)
(Blondelle et al., 1999).

b) peptideos com estrutura em folhas f — esse grupo inclui peptideos como as
defensinas e protegrinas. Grande parte dos peptideos estruturados em folhas  contém
residuos de cisteina, o que acaba gerando pontes dissulfeto, garantido estabilidade

estrutural e reduz possiveis degradacGes por proteases (Dhople et al., 2006).

C) peptideos com estrutura em espiral extendido ou random coils — a maioria dos
PAMSs com essa estruturacdo sao da familia das catelicidinas e possuem dois ou mais
residuos de prolina, reconhecidas por quebrar estruturas secundarias como a-hélice e
folhas  (Nelson et al., 2013).

(a) 7 (b)
A

N

Figura 2. Diferentes estruturas adotadas por PAMs. Em (a) temos uma magainina com estrutura em
a-hélice; (b) uma defensina-5 humana em conformacéo de folhas § e em (c) uma indolicidina em espiral
extendido. Regides indicadas pela cor vermelha indicam areas hidrofébicas dos peptideos enquanto
regides em azul, porcGes carregadas positivamente. Imagens geradas com o uso do software CHIMERA
(Retirado de Kumar et al., 2018).

Esses peptideos apresentam caracteristicas comuns como pequena cadeia peptidica,
contendo de 10 a 50 residuos de aminoécidos, anfipaticidade, aproximadamente 50%
dos residuos de aminoacidos que os compdem sdo hidrofdbicos, e cationicidade, com
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cargas variando de +2 até +11, o que favorece a acdo antimicrobiana visto que bactérias
possuem membranas plasmaticas negativamente carregadas, facilitando a interagéo
eletroestatica com os PAMSs. Peptideos antimicrobianos possuem uma extensa gama
de propriedades distintas e sdo pesquisados ndo apenas como antibidticos, mas também
como drogas antitumorais, antivirais, imunomoduladoras e antiparasitarias
(Yeaman et al., 2003; Hancock & Sahl, 2006; Tempone et al., 2007; Melo et al., 2009;
Pasupuleti et al., 2012; Guimardes et al., 2016).

Nas Ultimas décadas, pesquisadores tém realizado intensas buscas por compostos
que possuem potencial antimicrobiano oriundos de secrecGes cutaneas de anuros para
utiliza-los em aplicacdes terapéuticas, como os peptideos antimicrobianos isolados das
espécies Rana okinavana (Conlon et al., 2005) e Rana dybowskii (Xiao et al., 2014).
Vérias espécies de anuros tém sido exploradas na busca por solu¢des mais eficientes
no combate a infeccBes por patdgenos humanos e, principalmente, em fungdo da

crescente resisténcia aos antibioticos convencionais.

1.3.1. Mecanismos de Acao

Como descrito por Zasloff (2002), os PAMs possuem mecanismos de acdo na
membrana plasmatica das bactérias, motivo que dificulta a selecdo de mecanismos de
resisténcia a esses compostos, apesar da exposi¢do constante ao longo da evolucdo.
Peptideos antimicrobianos tém sido foco de investigacdo nos Gltimos anos como uma
possivel nova classe de antibidticos usados contra organismos multirresistentes.
Apesar de certos mecanismos de atuacdo serem bem elucidados, ainda existe um baixo
entendimento sobre os principios fundamentais das acdes de PAMs (Wimley &
Hristova, 2011).

E importante compreenter os mecanismos de atuacdo dos PAMs para facilitar o
futuro desenvolvimento de agentes terapéuticos. Acreditava-se que o0 (nico mecanismo
de atuacéo dos peptideos antimicrobianos eram sobre as membranas plasmaticas dos
patogenos, porem, atualmente sabe-se que PAMs ndo atuam apenas na membrana
plasmatica de bactérias, mas também possuem efeitos intracelulares como na
inativacdo de &cidos nucleicos e proteinas citoplasmaticas. Microscopia confocal
mostrou que a magainina 2 biotinilada adere a membrana celular enquanto buforina Il
biotinilada acumula-se no citoplasma bacteriano (Park et al., 1998).

O modelo de Shai-Matsuzaki-Huang explica a atuacdo da maioria dos PAMs
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(Figura 3) (Zasloff, 2002; Brogden, 2005).
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Figura 3. Modelo de Shai-Matsuzaki-Huang, ilustrando o mecanismo de atuacdo de PAMs.
a) Formagdo do “carpete” na regido externa da célula. b) Integracdo dos peptideos afinando a camada
externa por expansdo (representado pelas setas irregulares). ¢) Formagdo de poros transitorios na
membrana. d) Transporte de lipideos e peptideos para a camada interna. e) Difusdo dos peptideos para
alvos intracelulares (em alguns casos). f) Colapso da membrana e fragmentacgdo celular (Retirado de
Zasloff, 2002, com adaptacdes).

Os modelos mais simples de permeacdo de membranas envolvem a formacéo de
poros. O processo inicia-se com a adsorcdo dos peptideos na membrana celular,
adiquirindo sua estrutura secundaria, gerando a expansao da membrana e o afinamento
do nacleo lipidico hidrofobico.

No modelo barrel-stave (Figura 4a), os peptideos antimicrobianos orientam-se
paralelamente a membrana e, em seguida, perpendicularmente a mesma, em pequenos
agregados formando os poros. Regifes hidrofdbidas dos peptideos permanecem na
regido externa do poro, interagindo com as cadeias hidrofobicas dos fosfolipidios,
enquanto o limem do poro é revestido pelas regides hidrofilicas (Toke, 2005).
Outro modelo de formacao de poros nas membranas bacterianas sdo os poros toroidais
(Figura 4c). O acumulo dos peptideos na membrana bacteriana induze uma curvatura

da bicamada lipidica e o poro formado é feito parcialmente dos peptideos e parte pelos
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proprios fosfolipidios da membrana, ndo havendo interacéo direta entre os peptideos
(Wimley, 2010; Kumar et al., 2018).

Outro mecanismos de a¢do dos PAMs nas membranas bacterianas séo a formacao
do modelo conhecido como carpet-like (Figura 4b). Nesse caso, quando o acimulo de
PAMs nas superficies dos fosfolipideos atinge um limiar critico de concentracdo a o
processo de permeacdo € disparado, ocorrendo a perda da integridade da membrana,
causando sua disrupgdo e desintegracdo em micelas. A formagdo das micelas também
fica reconhecida como modelo detergente ou detergent-like model (Toke, 2005; Kumar
et al., 2018).

Figura 4. llustracio demonstrando os modelos de permeabilizacdo de membrana por PAMs formadores
de a-hélice. A) Formacdo de poro tipo barrel-stave. B) Disrupcdo da membrana por interacdo
carpet-like. C) Formac&o de poro toroidal. Regifes azuis dos PAMs representam por¢des hidrofilicas,
enquanto regides cinzas representam as hidrofébicas (Retirado de Toke, 2005).
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1.4. Resisténcia Antimicrobiana

InfecgBes bacterianas ameagam a saude humana, revelando uma necessidade
mundial associada a pesquisa e ao desenvolvimento de compostos com propriedades
antibacterianas para tratar infeccGes, principalmente aquelas causadas por patégenos
multirresistentes, visto que o crescente nimero de organismos resistentes € uma das
grandes ameacas a humanidade no século XXI (Hernandez-Aponte et al., 2011;
Vikesland et al., 2019). Estudos apontam que entre os anos de 2014 e 2016,
aproximadamente um milhdo de pessoas morreram devido a infeccdes causadas por
organismos multirresistentes e projecdes apontam que, até o ano de 2050, esse nuUmero
sera aproximadamente de 300 milhGes de mortes (Vikesland et al., 2019).
Outros estudos estimam que nos préximos 30 anos, 2,4 milhGes de pessoas morrerao
por infeccBes bacterianas resistentes aos antibioticos convencionais na América do
Norte, Europa e Australia a um custo de 3,5 bilhdes de dblares por ano nessas regides
segundo a OECD (The Organisation for Economic Co-Operation and Development).
Na Europa, estudos mostram que 39% das infeccBes bacterianas causadas por
organismos resistentes sdo promovidas por organismos resistentes a Gltima linha de
antibiodticos, sendo muito dificil ou praticamente impossivel o tratamento. O quadro
torna-se ainda mais grave em regides menos desenvolvidas, como no Brasil, onde as
taxas de crescimento de organismos resistentes sdo mais altas e enfrentam nimeros

ainda maiores de infec¢des causadas por organismos resistentes (Hofer, 2019).

O aumento de resisténcia antimicrobiana resulta em maiores dificuldades no
tratamento de infeccdes bacterianas. Com isso, sao empregadas no tratamento drogas
cada vez mais caras, menos eficientes e mais toxicas (French, 2005). Nos Gltimos
30 anos, a pesquisa e desenvolvimento de novos antibiéticos ndo tém acompanhado o
risco atrelado a doencas causadas por infec¢des bacterianas. Combinando o alto custo,
risco financeiro e redugdo dos investimentos, desenvolver uma nova classe de
antibidticos tem se mostrado cada vez mais dificil, fazendo com que companhias
farmacéuticas acabem por deixar este campo de pesquisa voluntariamente ou por

necessidades econdmicas (Singer et al., 2019).

Os fatores que levam a propagacdo global de microrganismos resistentes e genes
de resisténcia a antibidticos (ARGs) sdo complexos e ainda pouco entendidos

(Figura 5), mas sdo atribuidos primeiramente ao uso excessivo de antibioticos no meio
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clinico e na agricultura (Vikesland et al., 2019), assim como na producéo de alimentos,
aos fracos sistemas de prevengdo e controle de infeccGes e a distribuicdo de
medicamentos de baixa qualidade. Essa conjuncdo de fatores tem levado a niveis
alarmantes no numero de bactérias resistentes a antibioticos (Theuretzbacher & Toney,
2006; Ardal et al., 2019).

Clinical Biological Social Political Economic Environmental

— =N

Antimicrobial Resistance

Development

Humans Domestic Natural
Animals Fauna

Figura 5. Fatores que levam a disseminacéo de microrganismos resistentes e de genes de resisténcia a
antibidticos. A resisténcia antimicrobiana ¢ um fendmeno impulsionado por aspectos clinicos,
bioldgicos, sociais, politicos, econdmicos e ambientais e afeta ndo apenas os seres humanos, mas
também animais e ecossistemas. (Retirado de Vikesland et al., 2019).

1.5. Sintese de Compostos Bioativos

O estudo de peptideos biologicamente ativos esta condicionado a disponibilidade
do material para analise. Por vezes, fontes naturais sdo muitas vezes pobres em
compostos bioativos de interesse terapéutico, fato que dificulta seu isolamento e a
obtencdo de quantidades satisfatorias para a execucdo de estudos envolvendo a
caracterizacdo de suas propriedades biolégicas. Para exemplificar melhor, de 3,4 g de
pele seca do anuro Rana ornativentris, é possivel isolar apenas 37 nmol de

brevinina-20a e 580 nmol de brevinina-20b, dois peptideos antimicrobianos presentes
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na pele dessa espécie (Kim et al., 2001).

Tendo em vista que peptideos sintéticos exibem propriedades bioldgicas
equivalentes aos peptideos naturais, a estratégia de sintese quimica de peptideos em
fase solida torna-se bastante atraente para a sua producdo em quantidades suficientes
para que estudos aprofundados de caracterizacdo bioldgica e funcional possam ser
conduzidos (Machado et al., 2004).

1.5.1. Sintese Quimica de Peptideos em Fase Solida

A sintese quimica de peptideos em fase sélida (SPFS) ocorre da direcédo
C-terminal para a N-terminal da cadeia polipeptidica. Uma das estratégias usadas € a
Fmoc (9-fluorenilmetoxicarbonila) como protecdo das por¢des N-terminais, que é
estdvel ao TFA, porém labil a bases organicas. Ndo apenas a regido N-terminal é
protegida pelo grupo Fmoc, como as cadeias laterais dos aminoacidos sdo protegidas
por diferentes grupos estaveis como a t-butiloxicarbonila, o tritil e a t-butila.
A construcdo da cadeia peptidica pode ser feita adicionando-se aminoécidos
individuais ou fragmentos de peptideos menores com suas cadeias laterais ainda
protegidas. A técnica de SPFS é muito bem estabelecida e aplicavel a qualquer
sequéncia e pela sua proposicdo e aperfeicoamento, Robert Bruce Merrifield foi
contemplado com o prémio Nobel de Quimica em 1984, com a sintese da bradicinina
(Machado et al., 2004).

Partindo desses primeiros estudos, ao longo dos anos, o campo da sintese de
biomoléculas em suportes fisicos tém evoluido e se aprimorado cada vez mais.
Com pesquisas cada vez mais frequentes nesse campo, o volume de trabalhos
publicados e 0 conhecimento acerca desse assunto vém se tornando vasto e sendo
aplicado a diferentes classes de moléculas como nucleotideos (Gordon & Kerwin,
1998) e sacarideos (Rademann & Schimidt, 1996).

Um dos suportes para SPFS bastante utilizado € a resina Wang. As resinas séo
estruturas complexas, formadas por polimeros retilineos com ligagbes cruzadas
(cross-linking) feitas por um mondmero bifuncional (Carey, 1996), resultando
geralmente em uma estrutura esférica (beads) (Figura 6). A composicdo da resina
Wang ¢é feita por polivinilbenzeno/poliestireno (PVB/PS), tendo como ligante um
grupamento —CH>OH (Marquardt & Lima, 2004).
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Figura 6. Modelo de uma resina e ilustracdo simplificada de modelo resina-aminoécido. A) Modelo
com visualizacdo progressiva de uma resina. Partindo de uma vista macroscopica até a composicao
molecular de um polimero. Com destaque para a hidroxila como parte fundamental do ligante (Retirado
de Marquardt & Lima, 2004, com modifica¢fes). B) Representacdo simplificada de um aminoécido
genérico acoplado a resina, onde o disco cinza representa a resina Wang, que possui como ligante uma
hidroxila e o disco vermelho representa uma protecdo de cadeia lateral. Na estratégia Fmoc essas
protecBes geralmente sdo t-butiloxicarbonila, tritil ou a t-butila.
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2. Justificativa

InfeccBes bacterianas ameagam a salde humana, intensificando a demanda por
pesquisas Vvoltadas ao desenvolvimento de compostos com propriedades
antibacterianas para tratar infeccGes, principalmente aquelas causadas por patdgenos
multirresistentes (Hernandez-Aponte et al., 2011). Paises subdesenvolvidos sdo os
mais afetados por doengas infecciosas, sendo tal situacdo agravada pelo uso abusivo
de antibidticos (Oliveira & Lacerda, 2014).

O Brasil possui a maior riqueza do mundo em espécies de anfibios (Segalla et al.,
2016), o que torna o pais um interessante territorio para bioprospeccdo de PAMs com
possiveis aplicacdes no tratamento de doencas infecciosas. Até o ano de 2007, o banco
de dados Uniprot continha 679 registros de peptideos oriundos de pele ou secrecfes
cuténeas de anfibios, onde 94% de todos os peptideos isolados de anfibios eram
restritos a apenas trés familias: Bombinatoridae, Hylidae e Ranidae (Nascimento,
2007). Com o passar dos anos, outras familias de anuros passaram a ser estudadas,
porém, como € evidenciado na revisao realizada por Ladram & Nicolas (2016), dos
mais de mil peptideos antimicrobianos identificados (banco de dados APD) da
secrecdo cutanea de anfibios, apenas 16 pertencem a familia Leptodactylidae,
descontando as nattererinas e 0s peptideos recentemente isolados da espécie
Physalaemus cicada (Baptista, 2019). Isso revela que estudos sobre os PAMs da
familia Leptodactylidae ainda s@o pouco explorados e o presente projeto representa
uma oportunidade de aumentar os conhecimentos sobre 0s recursos genéticos dessa
familia de anuros, sendo que Physalaemus centralis € um dos seus representantes,

tornando-o alvo potencial de novas descobertas.
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3. Objetivo Geral
Identificar, isolar e caracterizar componentes das secre¢Ges cutaneas do anuro
Physalaemus centralis (Bokermann, 1962) com énfase na prospeccdo de peptideos

antimicrobianos com potencial terapéutico.

3.1. Metas Estabelecidas

1. Coleta de animais e extracdo da secrecdo cutanea de P. centralis por
estimulacao elétrica.

2. Fracionamento cromatogréfico da secrecdo cutanea do anuro P. centralis por
RP-HPLC.

3. Identificacdo das fracGes cromatograficas com atividades antimicrobianas.

4.  Purificacdo cromatogréafica dos peptideos com atividades antimicrobianas.

5. Determinacdo das massas moleculares dos peptideos antimicrobianos de
P. centralis por espectrometria de massas tipo MALDI-TOF.

6. Determinagdo das estruturas primarias dos peptideos antimicrobianos de
P. centralis por sequenciamento automatico empregando-se degradacdo de Edman.

7. Anaélises de similaridades dos peptideos antimicrobianos de P. centralis com
outros peptideos antimicrobianos ja caracterizados.

8. Sintese quimica dos peptideos antimicrobianos de P. centralis.

9. Determinacgdo das concentrac@es inibitérias minimas (MIC) dos peptideos
antimicrobianos de P. centralis sobre bactérias e fungos patogénicos.

10. Avaliacdo dos efeitos citoliticos dos peptideos antimicrobianos de
P. centralis sobre eritrocitos humanos.

11. Analise dos peptideos antimicrobianos de P. centralis por métodos de
bioinformaética.

12. Determinacdo dos componentes de estrutura secundaria dos peptideos

antimicrobianos de P. centralis por dicroismo circular.
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4. Materiais e Métodos
4.1. Obtencéo da Secre¢ao Cutanea de P. centralis

Exemplares adultos de Physalaemus centralis foram coletados na Fazenda Nossa
Senhora Aparecida, municipio de Monte Alegre de Goias, Goias, regido de divisa com
Tocantins, durante o periodo noturno. A identificacdo da espécie foi baseada em sua
vocalizacdo e no reconhecimento visual. A secrecéo foi obtida por meio de estimulagéo
com corrente elétrica branda, incapaz de ferir os animais, respeitando as normas
estabelecidas pelo Instituto Brasileiro de Meio Ambiente e dos Recursos Renovaveis
(IBAMA\) sob licenca cadastrada no SISBIO n° 65370-1.

A secrecdo foi lavada de seus corpos com agua deionizada e foram congeladas,
liofilizadas e armazenadas a -20°C até o momento do fracionamento por RP-HPLC.
4.2. Fracionamento Cromatografico da Secrecdo Cutanea de P. centralis

Aliquotas de 10 mg de secrec¢do bruta de Physalaemus centralis liofilizada foram
solubilizadas em 1 mL de fase moével A (TFA 0,1% (v/v) em agua deionizada) com a
ajuda de um agitador de tubos tipo vortex e centrifugadas por 10 minutos a 16.000 ¢
para a separacao de fases. Em seguida, o sobrenadante foi filtrado em filtros Millex
0,22 pym. Um volume de 200 pL foi aplicado em uma coluna de fase-reversa Cig
(Vydac 218TP54, 5um, 4,6 x 250 mm), previamente equilibrada com fase movel A,
com fluxo de 1ImL/min e deteccdo espectrofotométrica em 216 nm. A eluicdo foi
realizada com o emprego de um gradiente de incremento linear de acetonitrila (fase
movel B: TFA 0,1% (v/v) em acetonitrila) de 0 a 60% em 60 min e de 60 a 100% em
10 min, totalizando 70 min. As frac6es eluidas foram coletadas manualmente em tubos
de polipropileno de 1,5 mL, secas em concentrador a vacuo e armazenadas a -20°C para
uso futuro.
4.3.Ensaio de Varredura para Deteccdo de Atividade Antimicrobiana

Para identificar possiveis componentes da secrecdo de P. centralis com atividade
antimicrobiana, foram realizados ensaios preliminares de varredura com as fragoes
cromatogréficas eluidas durante o fracionamento da secrecdo bruta. Nesses ensaios
foram utilizadas as bactérias Escherichia coli ATCC 25922 (Gram-negativa) e
Staphylococcus aureus ATCC 25923 (Gram-positiva). Aliquotoas de 200 pL de
suspensdo bacteriana do Banco de Culturas do Laboratorio de Toxinologia da
Universidade de Brasilia foram cultivadas em meio Muller Hinton em tubos de 15 mL

sob agitacdo e temperatura (37°C) constantes por 24h. A densidade Optica da cultura
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apos as 24h foi avaliada em espectrofotémetro (UV-M51, Bel Photonics, Brasil) com
leituraa 625 nm e com ajuste da densidade celular tendo como referéncia a absorvancia
proxima de 0,1. Apds o ajuste, foi realizada diluicdo de 1:200 das culturas bacterianas,
seguindo o protocolo de ensaio antibacteriano definido pelo CLSI (Clinical &
Laboratory Standards Institute).
Cada fracdo cromatogréfica obtida com o fracionamento da secrecdo cutanea de

P. centralis (62 frac6es) foi ressuspendida em 60 pL de dgua deionizada e agitada em
agitador tipo vortex. Aliquotas de 50 pL de cada fragdo foram transferidas para os pocos
de placas de 96 pocos de fundo chato. Em seguida, foram adicionados 50 pL do indculo
bacteriano, que foi mantido em estufa microbiol6gica por 22h com temperatura de 37°C.
Para controle positivo usou-se 50 pL de &gua deionizada com 50 pL de cultura
bacteriana e como controle negativo 50 pL de formaldeido 0,8% (v/v) com 50 uL de
cultura bacteriana. Apos o periodo de 22h, a taxa de inibicdo de crescimento bacteriano
foi avaliada em leitora de microplacas (Multiskan FC, Thermo Scientific, San Jose, CA)
por densidade Optica a 620 nm.
4.4.Purificacdo dos Peptideos Antimicrobianos de P. centralis

Tendo identificado as fracBes cromatograficas com capacidade inibitoria sobre o
crescimento das bactérias utilizadas, tais fragdes foram submetidas ao procedimento
de recromatografia para a remogéo de quaisquer contaminantes presentes nas amostras.
A recromatografia foi realizada em coluna Cas (Kinetex 54 XB-Cis, 100 A, 4,6 x 250
mm) previamente equilibrada com fase movel A. A elui¢do da amostra foi feita com
fluxo de ImL/min e deteccdo espectrofotométrica em 216 nm utilizando gradiente de
incremento da fase mdvel B, onde nos cinco primeiros minutos a concentracdo de
solucéo B era igual a 0%, nos proximos 10 minutos ocorre o aumento de 0 a 40%,
sendo que a partir desse ponto a concentracdo do solvente B se manteve constante até
0 término da corrida cromatografica de duracdo de 30 min. O procedimento foi
repetido diversas vezes a fim de acumular material suficiente para os experimentos
subsequentes. As fragdes eluidas foram coletadas manualmente em tubos de
polipropileno de 1,5 mL, secas em concentrador a vacuo e armazenadas a -20°C para
uso futuro.
4.5. Andlise por Espectrometria de Massas tipo MALDI-TOF dos Peptideos

Antimicrobianos de P. centralis

As fragbes cromatograficas que exibiram atividade antimicrobiana foram
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analisadas em espectrometro de massas do tipo MALDI-TOF modelo Autoflex II
(Bruker Daltonics, Bremen, Alemanha) operado no modo positivo e com emprego do
refletor para determinar as massas moleculares dos componentes presentes e avaliar o
seu grau de pureza para realizacdo das etapas subsequentes.

Das fracOes de interesse, foi coletado 1 L apos reconstituicdo em acetonitrila
50% (v/v) em agua deionizada, aplicadas em placa de aco inoxidavel prépria do
equipamento, em duplicata, para analise com diferentes matrizes ionizantes (1 pL),
acido a-ciano-4-hidroxicinamico (HCCA) e acido sinapinico (SA). Antes das analises,
0 espectrdmetro de massas foi previamente calibrado utilizando-se o padrao Peptide
Calibration Standard Il (Bruker, Alemanha). As analises foram realizadas na faixa de
m/z de 750 a 4000.

4.6. Determinacdo das Estruturas Primarias dos Peptideos Antimicrobianos de

P. centralis

As estruturas primarias dos peptideos antimicrobianos isolados a partir da
secrecdo cutanea de P. centralis foram determinadas em sequenciador automatico
PPSQ-31A/33A (Shimadzu, Japdo) por degradacdo de Edman seguindo o protocolo do
fabricante.

4.7. Sintese Quimica dos Peptideos Antimicrobianos de P. centralis

De modo a viabilizar a execuc¢do das etapas de caracterizacao estrutural e bioldgica
dos peptideos antimicrobianos de P. centralis, foi realizada a sintese quimica em fase
solida (SPPS) dos peptideos empregando o0 método Fmoc/tBu (Chan & White, 2000).
Os fluxogramas apresentados nas figuras 7 e 8 ilustram passo a passo a metodologia
aplicada na sintese dos peptideos de interesse.

4.7.1. Inicio da Sintese

A sintese foi realizada em escala de concentragdo de 0,15 mmol.L™. Trezentos e
noventa e quatro miligramas (394 mg) de resina Wang previamente acoplada com o
residuo de aminoécido Alanina (residuo C-terminal de cada peptideo a ser sintetizado)
foram pesados para cada peptideo.

A resina passou pelo processo de inchamento, adicionando-se aproximadamente
3 mL de diclorometano (DCM) ao vaso de reacdo contendo resina Wang, mantendo-o
sob agitacdo constante (200 rpm) por 30 minutos.

Decorrido esse intervalo de tempo, a resina foi lavada com dimetilformamida
(DMF) e diclorometano (DCM).
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4.7.2. Desprotecéo

O residuo de aminoécido presente na resina encontra-se com sua regiao N-terminal
protegida por um grupamento Fmoc (9-fluorenilmetoxicarbonil), o qual impede o
acoplamento de outros residuos de aminoacidos. A desprotecdo ou remocdo desse
grupamento foi feita com 4-metilpiperidina a 20% (v/v) em DMF em dois ciclos
independentes de 15 minutos cada, sob agitacdo contante (200 rpm) e, ao final, a resina
foi lavada novamente com DMF e DCM.

4.7.3. Teste de Kaiser

A efetividade da etapa de desprotecdo (tanto quanto a de acoplamento tratada a
seguir) foi avaliada por meio do teste de Kaiser.

O teste de Kaiser € um teste qualitativo colorimétrico que permite observar a
presenca de aminas livres no meio. Caso o procedimento de desprotecdo tenha sido
feito com sucesso, a resina testada apresentard coloracdo escura (azul escuro/preto).
Ao contrario, a coloracdo observada sera transparente (pode indicar desprotecdo sem
sucesso e acoplamento com sucesso).

O teste de Kaiser foi realizado com o emprego de trés solucdes: ninidrina 5% (m/v)
em etanol, fenol 80% (m/v) em etanol e cianeto de potassio (KCN) em piridina (2 mL
de KCN 0,001 M em 98 mL de piridina), nas proporcfes 1:1:1, com uma pequena
quantidade da resina a ser testada.

4.7.4. Acoplamento de Aminoacidos

O acoplamento dos aminoacidos durante a sintese é feita no sentido C-terminal
para a regido N-terminal do peptideo a ser sintetizado. Ap6s a desprotecdo do residuo
de Alanina, 276 mg de reagente de acoplamento HBTU (2-(1H-benzotriazol- 1-il)-
1,1,3,3 — tetrametiluréniohexafluorofofatato) foi adicionado ao vaso de reacéo junto
ao aminoacido (massa variavel para cada aminoacido - vide Tabela 1) subsequente no
procedimento. Dois mililitros de DMF foi adicionado ao meio para a solubilizacéo dos
reagentes. DIPEA (N,N’-diisopropiletilamina) foi o reagente responsavel por criar o
intermediério ativo para a formacgéo da ligacéo peptidica. Foram adicionados 139 pL
de DIPEA ao meio, que foi submetido a agitacdo a 200 rpm por 1h. A efetividade da
reacao de acoplamento foi verificada pelo teste de Kaiser.

O ciclos de desprotecdo e acoplamento foi repetido para cada aminoacido a ser
inserido na cadeia peptidica, intercalando com testes de Kaiser para avaliar a
efetividade dos passos.
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4.7.5. Clivagem

Apos o acoplamento do ultimo residuo de aminodcido na cadeia peptidica (regido
N-terminal), foi feita mais uma etapa de desprotecdo seguindo os passos apresentados
em 4.8.2.

Um coquetel de clivagem foi preparado com o0s seguintes reagentes:
TFA/tioanisol/dgua/fenol/etanoditiol nas proporgdes 82,5:5:5:2,5 (V/v).

A resina conjugada com o peptideo sintetizado foi inserida no coquetel e mantida
sob agitacdo constante (200 rpm) por 90 min. Apds esse intervalo, o excesso de TFA
foi evaporado com ajuda de fluxo de argdnio. Apds a remoc¢édo de grande parte do
coquetel, foi feita a precipitacdo do peptideo em éter diisopropilico gelado e mantido
em congelador por 10 min. O material foi filtrado e a fase etérea descartada.
Os peptideo sintetizados foram entdo ressuspedidos em agua/acetronitrila, 1:1 (v/v),
liofilizados e purificados por meio de técnicas cromatogréaficas utilizando coluna Cis
(Vydac 218TPC Cis, 5 um, 4,6 x 250 mm). Analises por espectrometria de massas tipo
MALDI-TOF como descrito em 4.5 permitiram avaliar a homogeneidade dos
peptideos apos a etapa de recromatografia assim como a confirmacéo do sucesso do

processo de sintese com a analise dos produtos obtidos.
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Figura 7.
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Aminoacido Simbolo Massa Quantidade
monoisotopica (mg) utilizada
(Da) para sintese
(0,215 mmol.L™Y)

Acido aspartico D 115,026 246,9
Acido glutamico E 129,042 255,3
Alanina A 71,037 186,8
Arginina R 156,101 389,3
Asparagina N 114,042 358,0
Cisteina Cc 103,009 3514
Fenilalanina F 147,068 232,5
Glicina G 57,021 178,4
Glutamina Q 128,058 366,4
Histidina H 137,058 371,8
Isoleucina | 113,084 212,1
Leucina L 113,084 212,0
Lisina K 128,096 281,1
Metionina M 131,040 2229
Prolina P 97,052 202,4
Serina S 87,032 230,1
Tirosina Y 163,063 275,7
Treonina T 101,047 238,5
Triptofano w 186,079 316,0
Valina Y, 99,068 203,6

Tabela 1. Lista de aminoécidos e suas quantidades utilizadas na sintese em escala de concentracdo de
0,15 mmol.L%.
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4.8. Quantificacdo das Versdes Sintéticas dos Peptideos Antimicrobianos de

P. centralis

Os peptideos sintéticos foram quantificados em espectrofotémetro (Bel Photonics
UV/Vis M51), com leituras nos comprimentos de onda de 205, 215 e 225 nm (Aitken
& Learmonth, 2002).

Os peptideos liofilizados obtidos apds o processo de sintese quimica foram
ressuspendidos em 10 mL de &gua deionizada resultando na solucdo estoque.
Aliquotas de 700 pL foram feitas misturando-se 35 pL de solugéo estoque em 665 pL
de agua deionizada (1:20, v/v) e transferidas para cubetas de quartzo para as leituras
espectrofotométricas.

As equagdes abaixo descrevem o céalculo que permitiu obter a estimativa da

concentragdo dos peptideos em pg/mL a partir das medidas de absorvéancia.

(Abs205nm x 1000)
31

Concentracaol =

Concentracdo2 = 144 x [Abs215nm — Abs225nm]

Concentragao 1 + Concentragao 2

pug/mL = > x 20

4.9. Analise por Dicroismo Circular dos Componentes de Estrutura Secundéria

dos Peptideos Antimicrobianos de P. centralis

A anéalise da composicdo dos elementos de estrutura secundaria presentes nos
peptideos antimicrobianos de P. centralis foram realizadas com o emprego da técnica
de dicroismo circular (DC) utilizando um espectropolarimetro do tipo Jasco, modelo
J-815 (Jasco Corporation, Japdo), equipado com sistema de controle de temperatura do
tipo Peltier (Jasco Corporation, Japdo), e uma bomba de agua (Jasco Corporation,
Japdo). Os peptideos foram analisados em uma cubeta de quartzo de 0,05 cm, na
presenca de agua ou SDS 35 mM a 25°C. Dez espectros dicroicos foram coletados
consecutivamente na regido distante da UV visivel (190-260 nm). A média final entre
o0s espectros foi calculada e desta média foi subtraida a contribui¢do da linha de base

dos espectros, tendo como referéncia os espectros gerados em agua e em SDS 35 mM
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isolados. A elipticidade observada foi convertida em elipticidade molar ([6])
(grau.cm?.dmol™?) baseada na massa molecular por residuo de 112 Da (Pace et al., 1989).

A obtencdo da helicidade dos peptideos foi estimada considerando os valores de
elipticidade molar ([0]) (grau.cm?dmol™®) em Xzsnm baseado na equacgio abaixo
(Morriset et al., 1973).

fH = ([0]208 — 4,000)/(-33,000 — 4,000)

4.10. Determinacdo da Atividade Antimicrobiana dos Peptideos de P. centralis

As atividades antimicrobianas dos peptideos de P. centralis foram avaliadas
sobre os seguintes microrganismos patogénicos: Escherichia coli ATCC 25922 e
Klebsiella pneumoniae ATCC 13883 (bactérias Gram-negativas), Staphylococcus aureus
ATCC 25923 e Staphylococcus epidermidis ATCC 12228 (bactérias Gram-positivas) e
Candida albicans ATCC 14053 (levedura).

As bactérias foram cultivadas em meio Muller-Hinton e a levedura C. albicans foi
cultivada em meio BHI (brain-heart infusion), seguindo o protocolo CLSI descrito em
4.3. Aliquotas de 50 puLL em dilui¢des seriadas de cada peptideo puro, feitas a partir de
uma solucéo-estoque de 256 uM previamente esterilizada em filtro Millex 0,22 um,
foram incubadas com 50 pL da suspensdo de fungos ou bactérias em placas de 96 pogos
em estufa microbioldgica a 37°C por 22h. Em seguida, as placas foram lidas em leitora
de placas Multiskan FC (Thermo Scientific, San Jose, CA) nos comprimentos de onda
de 620 nm para bactérias e 550 nm para fungos, adaptado do protocolo CLSI devido as
limitagdes do aparelho. Os ensaios foram realizados em triplicata com duplicata
bioldgica, eWuxceto para o peptideo PCP5_N7 sobre K. pneumoniae que, por falta de
material disponivel, foi realizado apenas em triplicata.

4.11. Avaliacdo da Atividade Hemolitica dos Peptideos Antimicrobianos de

P. centralis

Para realizagdo do ensaio hemolitico, seguiu-se a metodologia apresentada por Wu
et al. (2014) com adaptacdes. Eritrocitos humanos coletados de doador voluntario
saudavel (10 mL de sangue coletado) foram separados do plasma sanguineo por
sedimentacdo em centrifuga a 735 g por 5 min e lavados trés vezes com tampao
Tris-HCI 20 mM pH 7,4 e NaCl 150 mM (tampé&o-salina) para remocdo completa do

plasma sanguineo. Os eritrdcitos foram reconstituidos em tampéao-salina até o volume
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de 10 mL. Para o preparo das aliquotas de eritrocitos utilizadas no ensaio, 10 pL da
solucdo estoque de eritrdcitos foram adicionadas a 990 pL de tampé&o, na razdo 1:100.
As amostras analisadas foram resuspendidas no mesmo tampdo mantendo as
concentragdes de 256 uM dos peptideos e diluidas em série em placa de 96 pogos com
volume de 100 pL em cada pogo. Cem microlitros de eritrécitos ressuspendidos em
tampdo-salina foram adicionados a cada poco a ser testado e para controles foram
empregados: 100 uL da suspensao de eritrOcitos com 100 pL de Triton X-100 1% (v/v)
correspondendo a 100% de hemdlise (controle positivo) e 100 puL de suspensdo
eritrocitos com 100 pL de solugdo tampao-salina como referéncia para 0% de hemolise
(controle negativo). A incubacéo foi feita por 1h em temperatura ambiente.

As placas foram centrifugadas a 735 g por 2 min para a sedimentacdo das células
gue se manteram intactas ou dos debris celulares ap6s o periodo de incubacao.

Para avaliacdo da atividade hemolitica dos peptideos de P. centralis, 100 puL do
sobrenadante dos pogos foram transferidos para novas placas de 96 pocos e foi
realizada leitura espectrofotométrica no comprimento de onda de 405 nm em leitora de
placas Multiskan FC (Thermo Scientific, San Jose, CA). A conversdo para % de
hemodlise foi feita aplicando-se a equacao abaixo:

(A405peptideos — A405tampio)
(405triton — A405tampio)

x 100

4.12. Analises de Bioinformética

A ferramenta online BLASTp (https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi?PAGE=
Proteins) (Altschul et al., 1990) foi utilizada para identificar similaridades com outros
peptideos ja identificados depositados em banco de dados; Clustal Omega
(http://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalo/) (Sieverset et al., 2011) foi utilizado para
realizacdo de alinhamentos de multiplas sequéncias e e para o alinhamento de apenas
duas sequéncias foi empregado EMBOSS Needle Pairwise Sequence Alignment) (Rice
et al., 2000); Expasy pl/Mw tool (http://web.expasy.org/compute_pi/) (Gasteiger et al.,
2005) foi usado para calcular a massa tedrica monoisotopica dos peptideos; o software
Heliquest (http://heliquest.ipmc.cnrs.fr/cgi-bin/ComputParamsV2.py) (Gautier et al.,
2008) determinou as cargas liquidas dos peptideos e os residuos de aminoacidos
carregados; e, por ultimo, o software online NetWheels (http://Ibgp.unb.br/NetWheels/)

(M0l et al., 2018) foi usado para a projecdo em roda helicoidal dos peptideos.
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5. Resultados

O fracionamento cromatografico da secrecdo cutédnea do anuro P. centralis
resultou na eluicdo de 62 fragGes cromatogréaficas (Figura 9), evidenciando tratar-se de
uma secrecdo bastante complexa como observado para as secre¢des de outros anuros
da familia Leptodactylidae (Nascimento et al., 2004; Dourado et al., 2007; Libério
et al., 2011; Cruz e Carvalho et al., 2015) . Os ensaios de varredura para identificagdo
de componentes com atividade antimicrobiana presentes na secrecdo de P. centralis
revelaram quatro fracdes com atividade antimicrobiana como indicado na Figura 9.
As fragdes em destaque apresentaram atividade inibitoria somente sobre a bactéria
Gram-negativa E. coli em ensaio preliminar e foram nomeadas como PEP1_N4,
PEP2_N5, PEP4 N6 e PEP5_N7 (Figura 9), de acordo com sua ordem de elui¢cdo
durante o processo cromatografico. O pico mais intenso observado no inserto da Figura
9 também exibiu atividade antimicrobiana, mas ndo foi possivel a purificacdo dos

componentes presentes nessa fracao.
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Figura 9. Perfil cromatografico tipico do fracionamento da secre¢do bruta de P. centralis em RP-HPLC
com coluna Cyg (Vydac 218TPC Cig, 5 pm, 4,6 x 250 mm) com fluxo de 1 mL/min durante 70 min.
O inserto exibe a regido magnificada correspondente as fragfes cromatograficas com atividade
antimicrobiana.
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As fracbes que apresentaram atividade antimicrobiana foram acumuladas e
recromatografadas (Figura 10). O seu grau de homogeneidade, assim como, as massas
moleculares dos principais componentes presentes nessas fracoes foram analisados por
espectrometria de massas do tipo MALDI-TOF (Figura 11, A-D). De posse dos
peptideos purificados, foi realizado o sequenciamento quimico por degradacéo de
Edman em sistema automatizado para a elucidacdo das estruturas priméarias dos

peptideos de P. centralis (Tabela 2).
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Figura 10. Perfis cromatogréficos resultantes das recromatografias das fragbes identificadas como:
A) PEP1_N4; B) PEP2_N5; C) PEP4_N6 e D) PEP5_N7. Foi empregada coluna Cis (Kinetex 5u
XB-Cis, 100 A, 4,6 x 250 mm) e a eluicdo foi realizada com fluxo de 1mL/min e detecgdo
espectrofotométrica em 216 nm utilizando gradiente de incremento da fase mével B, onde nos cinco
primeiros minutos a concentragdo de solugdo B era igual a 0%, nos proximos 5 minutos ocorreu o
aumento de 0 a 40%, sendo que a partir desse ponto a concentracdo do solvente B se manteve constante
até o término da corrida cromatografica de duracdo de 30 min. As fracOes indicadas por setas
representam os peptideos de interesse.
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Figura 11. Espectros de massas dos peptideos purificados que apresentaram atividade inibitdria inicial
sobre a bactéria E. coli. Os principais componentes moleculares observados exibiram as seguintes
massas moleculares protonadas, [M+H]*: A) PEP1_N4, 2269,041 Da; B) PEP2_N5, 2260,165 Da;
C) PEP4_N6, 2242,355 Da e PEP5_N7, 2332,253 Da. Os componentes moleculares de menor
intensidade evidenciados nos insertos correspondem a adutos de sddio e potéassio.
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Os quatro peptideos isolados a partir da secrecao de P. centralis possuem muitas
semelhangas entre si (Figura 12). Todos eles apresentam cadeia peptidica formada por
22 residuos de aminoacidos e, visto que ndo houve diferenca entre as massas
moleculares observadas experimentalmente por espectrometria de massas e 0s valores
tedricos determinados com base na estrutura primaria de cada peptideo, foi descartada
a possibilidade de amidag&o da por¢do C-terminal dos peptideos, modificagdo bastante
comum em PAMs de anuros (Nascimento et al., 2003; Baptista, 2019). O software
Heliquest foi utilizado para calcular as cargas liquidas dos peptideos, sendo que
o0s peptideos PEP2_N5 e PEP4_N6 apresentaram-se duplamente carregados (+2) por
conterem mais residuos de lisina (K) enquanto PEP1_N4 e PEP5_ N7 apresentaram
apenas uma carga positiva (+1). Apesar de PEP5 N7 abarcar o mesmo numero de
lisinas (K) comparado aos peptideos duplamente carregados, este apresenta também
mais residuos negativamente carregados (glutamina e acido aspartico), o que resultou

em sua carga liquida menor (Tabela 2).

PEP1 N4 GLKEFMKGLAKTALEHIAGALA 22
PEP2 N5 GLKEFMKGLAKTALEKIAGALA 22
PEP4 N6 GLKEFIKGLAKTALEKIAGALA 22
PEP5 N7 GLKEFMKDLAKTVVEKIAGALA 22
kkkdkk -k kkkk -k:kkkkkk

Figura 12. Alinhamento multiplo das sequéncias dos peptideos antimicrobianos de P. centralis.
Os simbolos: (*) indica residuos idénticos e (:) indica substitui¢fes conservativas.

Tabela 2. Estruturas primarias e caracteristicas fisico-quimicas dos peptideos antimicrobianos
de P. centralis.

Peptideo Estrutura primaria Massa Massa Carga Razao
molecular molecular | liquida | hidrofébica
tedrica experimental (%)
(Da) (Da)

PEP1 N4 | GLKEFMKGLAKTALEHIAGALA 2268,27 2268,04 +1 54

PEP2 N5 | GLKEFMKGLAKTALEKIAGALA 2259,30 2259,16 +2 54

PEP4 N6 | GLKEFIKGLAKTALEKIAGALA 2241,32 2241,35 +2 54

PEP5 N7 | GLKEFMKDLAKTVVEKIAGALA 2331,32 2331,25 +1 54
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Tendo em vista a baixa disponibilidade de material purificado a partir de fontes
naturais, o processo de sintese quimica de peptideos foi empregado para a produgédo
dos peptideos em quantidades suficientes para a realizagdo dos ensaios propostos.

A técnica de RP-HPLC foi novamente empregada em etapa Unica para a
purificacdo dos peptideos obtidos apds o processo de sintese em fase sélida
(Figura 13). A pureza do material obtido e a confirmacdo das massas moleculares dos
peptideos sintéticos foi avaliada por espectrometria de massas tipo MALDI/TOF

(resultados ndo apresentados).
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Figura 13. Perfis cromatogréaficos resultantes do processo de purificacdo dos peptideos sintéticos.
A) PEP1_N4; B) PEP2_N5; C) PEP4_6 e D) PEP5_N7. A purificagéo foi realizada em coluna Cis
(Vydac 218TP54 Cyg, 5pm, 4,6 x 250 mm) e a eluicéo foi realizada com fluxo de ImL/min e deteccéo
espectrofotométrica em 216 nmm utilizando gradiente de incremento da fase mével B. As fracOes
indicadas por setas representam os peptideos de interesse. Outras fracdes presentes nas figuras podem
corresponder a subprodutos e resquicios como protecdes de cadeia lateral do procedimento de sintese
manual.

ProjecBes em roda helicoidal dos peptideos foram realizadas com o auxilio do
software online NetWheels (Figura 14), revelando a presenca de faces hidrofdbicas e
hidrofilicas nos peptideos, sendo que a face apolar em todos o0s peptideos mostrou-se

relativamente pequena.
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Figura 14. Projecdes em roda helicoidal dos peptideos antimicrobianos de P. centralis geradas pelo
software online NetWheels.

As sequéncias dos peptideos foram confrontadas com bancos de dados, com o
emprego da ferramenta de busca BLASTp, com a finalidade de identificar possiveis
similaridades com outros peptideos ja descritos. O principal resultado das buscas foram
com os PAMs da familia das nattererinas isoladas do anuro Physalaemus nattereri
(Figuras 15, 16, 17 e 18). Os valores de identidade ao se comparar as nattererinas com
os peptideos de P. centralis ficaram entre 36,7 e 46,7% e os valores de similaridade

variaram entre 50 e 56,7%.
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A

Nattererina 1 1 GLKDMIKNLAKEAAVKLAGAVINKFSPQPQ 30
[ I - O I O I e
PEP17N4 1 GLKEFMKGLAKTALEHIAGALA--—-——-—-—-— 22
Identidade: 11/30 (36.7%)
Similaridade: 15/30 (50.0%)
B
Nattererina 2 1 GLKDMIKNLAKEAAVKLAGAVINRFSPQPQ 30
[ I - I O I il
PEPl_N4 1 GLKEFMKGLAKTALEHIAGALA-—-—-——-——-— 22
Identidade: 11/30 (36.7%)
Similaridade: 15/30 (50.0%)
C
Nattererina 3 1 GLKDIIKNLAKDALVKVAGAVINKLSPQPQ 30
[ S I T O O O B Y B
PEPl_N4 1 GLKEFMKGLAKTALEHIAGALA-————--——- 22
Identidade: 12/30 (40.0%)
Similaridade: 16/30 (53.3%)

Figura 15. Alinhamento entre a sequéncia do peptideo PEP1_N4, isolado da secrecdo cutanea
de P.centralis, com as sequéncias dos peptideos (A) nattererina 1, (B) nattererina 2 e
(C) nattererina 3 de P. nattereri. Os simbolos: (|) indica residuos idénticos e (:) indica
substituicdes conservativas. Pairwise Sequence Alignment: EMBOSS Needle; Matrix:
EBLOSUMG62; Gap penalty: 10,0; Extend penalty: 0,5.
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A
Nattererina 1 1 GLKDMIKNLAKEAAVKLAGAVINKFSPQPQ 30
[ RS I N [« 11:
PEPZ_N5 1 GLKEFMKGLAKTALEKIAGALA-—-—-——-—-—-— 22
Identidade: 12/30 (40,0%)
Similaridade: 16/30 (53,3%)
B
Nattererina 2 1 GLKDMIKNLAKEAAVKLAGAVINRFSPQPQ 30
[ I - I O I [ 1]:
PEP27N5 1 GLKEFMKGLAKTALEKIAGALA-————-—-—- 22
Identidade: 12/30 (40,0%)
Similaridade: 16/30 (53,3%)
C
Nattererina 3 1 GLKDIIKNLAKDALVKVAGAVINKLSPQPQ 30
T T O A O I B O
PEP2_N5 1 GLKEFMKGLAKTALEKIAGALA-—-—-——-——-— 22
Identidade: 13/30 (43,3%)
Similaridade: 17/30 (56,7%)

Figura 16. Alinhamento entre a sequéncia do peptideo PEP2_ NS5, isolado da secre¢do cutnea
de P. centralis, com as sequéncias dos peptideos (A) nattererina 1, (B) nattererina 2 e (C) nattererina
3 de P. nattereri. Os simbolos: (]) indica residuos idénticos e (:) indica substituicfes conservativas.
Pairwise Sequence Alignment: EMBOSS Needle; Matrix: EBLOSUMG62; Gap penalty: 10,0;
Extend penalty: 0,5.
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A
Nattererina 1 1 GLKDMIKNLAKEAAVKLAGAVINKFSPQPQ 30
0 O B O O [ ]1]:
PEP4_N6 1 GLKEFIKGLAKTALEKIAGALA-——-————-— 22
Identidade: 13/30 (43,3%
Similaridade: 16/30 (53,3%
B
Nattererina 2 1 GLKDMIKNLAKEAAVKLAGAVINRFSPQPQ 30
I O A O [<11]:
PEP4_N6 1 GLKEFIKGLAKTALEKIAGALA-—-—————-— 22
Identidade: 13/30 (43,3%
Similaridade: 16/30 (53,3%
C
Nattererina 3 1 GLKDIIKNLAKDALVKVAGAVINKLSPQPQ 30
S T A N B I
PEP4_N6 1 GLKEFIKGLAKTALEKIAGALA-—-—————- 22
Identidade: 14/30 (46,7%
Similaridade: 17/30 (56,7%

Figura 17. Alinhamento entre a sequéncia do peptideo PEP4_ N6, isolado da secrecdo cutdnea de
P. centralis, com as sequéncias dos peptideos (A) nattererina 1, (B) nattererina 2 e (C) nattererina 3 de
P. nattereri. Os simbolos: (|) indica residuos idénticos e (:) indica substituicdes conservativas. Pairwise
Sequence Alignment: EMBOSS Needle; Matrix: EBLOSUMG62; Gap penalty: 10,0;
Extend penalty: 0,5.



A
Nattererina 1

PEP5 N7

B
Nattererina 2

PEP5 N7

C
Nattererina 3

PEP5 N7

GLKDMIKNLAKEAAVKLAGAVINKFSPQPQ 30
A [ 1]:
GLKEFMKDLAKTVVEKIAGALA-——-————— 22

Identidade: 11/30
Similaridade: 16/30

GLKDMIKNLAKEAAVKLAGAVINRESPQPQ 30
[ I - T S - I B
GLKEFMKDLAKTVVEKIAGALA-—-—-————-— 22

Identidade: 11/30
Similaridade: 16/30

GLKDIIKNLAKDALVKVAGAVINKLSPQPQ 30
[T =01 ol

GLKEFMKDLAKTVVEKIAGALA-—-—-————-— 22
Identidade: 11/30
Similaridade: 17/30

Figura 18. Alinhamento entre a sequéncia do peptideo PEP5_N7, isolado da secre¢do cutanea de
P. centralis, com as sequéncias dos peptideos (A) nattererina 1, (B) nattererina 2 e (C) nattererina 3 de
P. nattereri. Os simbolos: (|) indica residuos idénticos e (:) indica substituicdes conservativas. Pairwise

Sequence  Alignment:
Extend penalty: 0,5.

EMBOSS Needle; Matrix: EBLOSUMG62; Gap penalty: 10,0;
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Também foram realizadas comparagdes com outros PAMSs recentemente isolados

pelo nosso grupo de pesquisa. As sequéncias dos peptideos Pc24 e Pc28 isolados de

Physalaemus cicada (Baptista, 2019), espécie do mesmo género de P. centralis, foram

comparadas a fim de se avaliar seus graus de identidade e de similaridade (Figuras 19,

20, 21 e 22).
A
Pc24 1 GFRDNLKKIAKDMLGQIAGAVAEKLKPSQ 29
(S - O A B O B O
PEPl_N4 1 GLKEFMKGLAKTALEHIAGALA--—-——--—- 22
Identidade: 10/29 (34,5%)
Similaridade: 15/29 (51,7%)
B
Pc28 1 GL---VSGIANT-LSGLLGRL- 17
| ol s
PEPl_N4 1 GLKEFMKGLAKTALEHIAGALA 22
Identidade: 8/22 (36,4%)
Similaridade: 11/22 (50,0%)

Figura 19. Alinhamento entre a sequéncia do peptideo PEP1_N4, isolado da secre¢do cutanea de
P. centralis, com as sequéncias dos peptideos (A) Pc24 e (B) Pc28 de P. cicada. Os simbolos: (|) indica
residuos idénticos e (:) indica substituicbes conservativas. Pairwise Sequence Alignment: EMBOSS

Needle; Matrix: EBLOSUMG62; Gap penalty: 10,0; Extend penalty: 0,5.

A
Pc24 1 GFRDNLKKIAKDMLGQIAGAVAEKLKPSQ
I -
PEP27N5 1 GLKEFMKGLAKTALEKIAGALA--—-——--—-—
Identidade:
Similaridade:
B
Pc28 1 GL---VSGIANT-LSGLLGRL- 17
[ A
PEP27N5 1 GLKEFMKGLAKTALEKIAGALA 22
Identidade:
Similaridade:

29

10/29

16/29

8/22
11/22

Figura 20. Alinhamento entre a sequéncia do peptideo PEP2_N5, isolado da secre¢do cutanea de
P. centralis, com as sequéncias dos peptideos (A) Pc24 e (B) Pc28 de P. cicada. Os simbolos: (|) indica
residuos idénticos e (:) indica substituicGes conservativas. Pairwise Sequence Alignment: EMBOSS

Needle; Matrix: EBLOSUMG62; Gap penalty: 10,0; Extend penalty: 0,5.
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A

Pc24 1 GFRDNLKKIAKDMLGQIAGAVAEKLKPSQ 29
N
PEP4_N6 1 GLKEFMKGLAKTALEHIAGALA--—-——---— 22
Identidade: 10/29 (34,5%)
Similaridade: 15/29 (51,7%)
B
Pc28 1 GL---VSGIANT-LSGLLGRL- 17
| ol o
PEP47N6 1 GLKEFMKGLAKTALEHIAGALA 22
Identidade: 8/22 (36,4%)
Similaridade: 11/22 (50,0%)

Figura 21. Alinhamento entre a sequéncia do peptideo PEP4_NB6, isolado da secre¢do cutanea de
P. centralis, com as sequéncias dos peptideos (A) Pc24 e (B) Pc28 de P. cicada. Os simbolos: (]) indica
residuos idénticos e (:) indica substituicbes conservativas. Pairwise Sequence Alignment: EMBOSS
Needle; Matrix: EBLOSUMG62; Gap penalty: 10,0; Extend penalty: 0,5.

A
Pc24 1 GFRDNLKKIAKDMLGQIAGAVAEKLKPSQ 29
e A R
PEP57N7 1 GLKEFMKDLAKTVVEKIAGALA--———---— 22
Identidade: 9/29 (31,0%)
Similaridade: 17/29 (58,6%)
B
Pc28 1 ——————- GLVSGIANTLSGLLGRL 17
| : N
PEP5_N7 1 GLKEFMKDLAKTVVEKIAGALA-- 22
Identidade: 3/24 (12,5%)
Similaridade: 6/24 (25,0%)

Figura 22. Alinhamento entre a sequéncia do peptideo PEP5 N7, isolado da secrecdo cutanea de
P. centralis, com as sequéncias dos peptideos (A) Pc24 e (B) Pc28 de P. cicada. Os simbolos: (]) indica
residuos idénticos e (:) indica substituicBes conservativas. Pairwise Sequence Alignment: EMBOSS
Needle; Matrix: EBLOSUMG62; Gap penalty: 10,0; Extend penalty: 0,5.

Analises por dicroismo celular foram realizadas para os quatro peptideos em meio
aquoso e na presenca de SDS, um detergente que forma micelas mimetizando um
ambiente de membrana. O espectro dicroico do peptideo PEP1_N4 em &gua a 25°C
apresentou bandas dicroicas negativas em 208 e 222 nm (Figura 23A) tipicas da
presenca de estruturas secundarias do tipo helices. J& os espectros dicroicos dos
peptideos Pep2 N5, Pep4d N6 e Pep5 N7 apresentaram banda dicroica negativa em
200 nm em &gua a 25°C (Figuras 23B-D), caracteristica de estrutura secundéria

52




randémica.

Na presenca de dodecil sulfato de sédio (SDS) ou trifluoretanol (TFE) alguns
peptideos tendem a se estruturar, assumindo principalmente uma conformacgdo em
a-hélice (Krittanai & Johnson, 2000). Os espectros dicroicos dos peptideos PEP2_N5,
PEP4 N6 e PEP5_ N7 na presenca de SDS 35 mM mostraram deslocamento da banda
dicroica negativa da regido de 200 nm para as regides de 208 e 222 nm, com valores de
[0]208nm Variando entre -19.000 e -27.000 grau.cm?/dmol, com uma banda dicroica
positiva em 190 nm. O peptideo PEP1_N4 apresentou aumento expressivo de sinal na
regido de 208 nm de -10.000 para -19.000 grau.cm?/dmol e na regido de 222 nm
de -8.000 para -19.000 grau.cm?/dmol. Este resultado indica que, na presenca de SDS,
todos os peptideos assumiram uma conformacao com estrutura secundaria predominante
em o-hélice

Estes resultados sugerem que os peptideos de P. centralis apresentam alta tendéncia
para se organizarem em a-hélice na presenca de modelos de membranas bioldgicas,
podendo, provavelmente serem capazes de atuar sobre as membranas de

microrganismos patogénicos, funcionando como agentes antimicrobianos.
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Figura 23. Espectros dicroicos na regido distante da UV dos peptideos de P. centralis em agua (linha
solida) e em SDS 35 mM (linha pontilhada). (A) PEP1_N4; (B) PEP2_N5; (C) PEP4_NG6 e (D) PEP5_N7.

A helicidade dos peptideos PEP1 N4, PEP2 N5, PEP4 N6 e PEP5 N7 foi
calculada considerando-se o valor da elipticidade molar [0]0snm Na presenca de
SDS 35 mM (Tabela 3). Os peptideos PEP2_N5 e PEP4 N6 apresentaram maior

percentual de helicidade, com valores de 71% e 63%, respectivamente, conforme mostra

a Tabela 3.

Tabela 3. Contetdo estimado de a-hélice (%) para os peptideos antimicrobianos de P. centralis na

presenca de SDS 35 mM a 25°C.

a-Hélice (%)

Peptideos SDS
Pepl N4 55,2
Pep2_N5 71,8
Pepd_NG6 63,4
Pep5_N7 61,3

Os peptideos sintéticos tambem foram empregados em ensaios para avaliagdo de

seus efeitos antimicrobianos e hemoliticos.

Os peptideos mostraram-se bastante promissores, principalmente em se tratando
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dos efeitos antimicrobianos sobre bactérias patogénicas Gram-negativas (Figuras 24,
25, 26, 27 e 28).

As concentragdes inibitorias minimas (MICs) para a bactéria E. coli foram iguais
a8 UM para o peptideo PEP1_N4; 4 uM para o peptideo PEP2_N5; 2 uM para PEP4_NG6
e 32 UM para PEP5_N7 (Tabela 4). Os valores de MICs para o patdégeno K. pneumoniae
para os peptideos PEP1_N4, PEP2_N5 e PEP5_N7 foi igual a 4 uM e de 2 uM para o
peptideo PEP4_N6. Dentre os quatro peptideo, o peptideo PEP4_N6 se mostrou mais
ativo, inibindo o crescimento bacteriano dos dois patdgenos na concentracdo de 2 uM
(Tabela 4). As bactérias Gram-positivas e a levedura C. albicans se mostraram mais
resistentes frente aos PAMs de P. centralis (Tabela 4).

Atividade antimicrobiana E. coli ATCC 25922

-
o
o

M CTRL+

= PEP1_N4
PEP2_N5

B PEP4_N6
PEP5_N7

Crescimento bacteriano (%)
(4]
o

0 I ] I L] L]

T
CTRL+ 128 64 32 16 8 4 2 1

Concentragédo (pM)

Figura 24. Efeito de concentracdes decrescentes dos peptideos isolados da secregdo cutanea de
P. centralis sobre o crescimento da bactéria Gram-negativa Escherichia coli (ATCC 25922).

Atividade antimicrobiana K.pneumoniae ATCC 13883

-
(=1
o

= CTRL+
B PEP1_N4

PEP2_N5
mm PEP4_N6
PEP5_N7

Crescimento bacteriano (%)
(%
[=]

A1

T T T T T T T
CTRL+ 128 64 32 16 8 4 2 1

Concentragao (uM)

Figura 25. Efeito de concentragdes decrescentes dos peptideos isolados da secrecdo cutdnea de
P. centralis sobre o crescimento da bactéria Gram-negativa Klebsiella pneumoniae (ATCC 13882).
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Atividade antimicrobiana S. aureus ATCC 25923
150

mm CTRL+
== PEP1_N4
PEP2_N5

m= PEP4_N6
50 == PEP5 N7
| :
0 T T T T T
32 16 8 4

T
CTRL+ 128 64

100

Crescimento bacteriano (%)

Concentragéao (uM)

Figura 26. Efeito de concentracdes decrescentes dos peptideos isolados da secrecdo cutdnea de
P. centralis sobre o crescimento da bactéria Gram-positiva Staphylococcus aureus (ATCC 25923).

Atividade antimicrobiana S. epidermidis ATCC 12228
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Figura 27. Efeito de concentracGes decrescentes dos peptideos isolados da secre¢do cutanea de P. centralis
sobre o crescimento da bactéria Gram-positiva Staphylococcus epidermidis (ATCC 12228).

Atividade antifungica C. albicans ATCC 14053
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Figura 28. Efeito de concentracGes decrescentes dos peptideos isolados da secre¢do cutanea de P. centralis
sobre o crescimento da levedura Candida albicans (ATCC 14053).
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Tabela 4. Atividade antimicrobiana (MIC, uM) dos peptideos isolados da secrecdo cutanea de
P. centralis sobre microrganismos patogénicos.

Peptideo | Escherichia Klebsiella Staphylococcus | Staphylococcus Candida
coli pneumoniae aureus epidermidis albicans
PEP1 N4 8 4 32 64 >128
PEP2_N5 4 4 64 64 >128
PEP4 N6 2 2 ND? ND? >128
PEP5_N7 32 4 ND? 128 >128

2ND = Nao foi possivel determinar o valor do MIC, em razdo da variacdo da inibicdo do crescimento nas
diferentes concentracdes empregadas dos peptideos.

A avaliacdo da atividade hemolitica dos peptideos (Figura 29) indicou que, mesmo

nas concentracdes mais altas utilizadas nos ensaios, a maioria dos peptideos nao

causou mais que 20% de hemolise, exceto para o peptideo PEP4 N6 que,

na concentracdo de 128 uM (concentracdo maxima empregada), causou hemdlise de

aproximadamente 25%.

Atividade hemolitica

120
100
80 mm CTRL+
= == PEP1_N4
‘q'; GU Y
2 PEP2_N5
g 4071 PEP4_N6
£ PEP5_N7
20 | |
0 I L] I ] — I - 1 ] | 1
CTRL+ 128 64 32 16 8 4 2 1

Concentragao (M)

Figura 29. Efeito de concentragdes decrescentes dos peptideos isolados da secrecdo cutdnea de
P. centralis sobre eritrécitos humanos. O controle positivo corresponde a 100% de hemdlise na presenca

do detergente Triton X-100.
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6. Discusséo

Peptideos antimicrobianos presentes na pele de anuros exercem potente atividade
contra bactérias resistentes a antibioticos, protozoarios e fungos, devido as suas
capacidades de permeabilizar as membranas dos patdgenos ou inativar alvos
intracelulares. A diversidade em compostos bioativos nessas secre¢des tem atraido
muita atencdo na busca por novos agentes terapéuticos (Nascimento et al., 2003;
Patocka et al., 2019).

A secrecdo cutanea de anfibios € amplamente usada na medicina secular chinesa
e tem sido o foco de véarios estudos nos ultimos anos diante da atual crise dos
antibidticos (Xu & Lai, 2015).

A secrecdo cutanea do anuro P. centralis se mostrou promissora ao revelar quatro
novos peptideos com atividade antimicrobiana. A caracterizacdo estrutural de tais
peptideos mostra que essas moléculas seguem um padrdo reconhecido na literatura
para PAMs de anuros, como anfipaticidade e carga liquida positiva (Nascimento et al.,
2003).

Ensaios preliminares com as fracdes isoladas demonstravam atividades apenas
contra a bactéria Gram-negativa E. coli. Ensaios realizados empregando-se
concentracOes decrescentes dessas moléculas revelaram atividade ndo apenas contra
bactérias Gram-negativas, mas também contra Gram-positivas.

O procedimento de purificacdo dos peptideos usando RP-HPLC empregando-se
colunas Cig ocorreu em duas etapas. Inicialmente foi realizado o fracionamento
cromatografico da secrecdo bruta de P. centralis e, em seguida, fez-se necessaria etapa
adicional de recromatografia para a obtencdo dos peptideos purificados.
Tal procedimento é amplamente empregado na literatura para a purificagdo de PAMs
de anuros (Dourado et al., 2007; Libério et al., 2011).

Anélises por espectrometria de massas do tipo MALDI/TOF confirmaram os
niveis de pureza dos peptideos como satisfatorio para a etapa de sequenciamento
quimico. A sintese dos peptideos em fase sélida com estratégia Fmoc ocorreu com
eficiéncia, as massas moleculares dos produtos foram também confirmadas por
espectrometria de massas, ap0s procedimento em etapa Unica de cromatografia para
purificacéo.

As estrututuras primarias dos peptideos de P. centralis foram comparados com

alguns exemplares de PAMs ja descritos na literatura, sendo que os maiores valores de
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identidade e similaridade foram obtidos com os peptideos da familia das nattererinas,
descritas por Martins (2005) e Honorato (2009). As nattererinas sdo PAMs isolados de
Physalaemus nattereri, espécie pertencente ao mesmo género que P. centralis.
Existe alta identidade entre as sequéncias dos quatro novos peptideos descritos com as
nattererinas. Trés regides mostraram-se bastante conservadas, resultando em valores
de identidade entre 37,5 e 40% e de similaridade entre 50 e 53,3% para o
PAM PEP1_N4 e as nattererinas 1, 2 e 3 (Figura 15). Para o peptideo PEP2_N5, os
valores de identidade ficaram entre 40 e 43,3% e de similaridade entre 53,3 e 56,7%
(Figura 16). No caso do PAM PEP 4 N6, os valores de identidade ficaram entre 43,3
e 46,7% e de similaridade entre 53,3 e 56,7% (Figura 17). Finalmente, ao se comparar
0 peptideo PEP5_N7 com as nattererinas, observou-se valores de identidade iguais a
36,7% para todas as comparacdes e de similaridade entre 53,3 e 56,7% (Figura 18).

Os PAMs de P. centralis também foram comparados com outros dois peptideos
antimicrobianos recentemente isolados da espécie P. cicada (Baptista, 2019).
Os valores de identidade ao se comparar o PAM Pc24 com os peptideos de P. centralis
ficaram entre 31 e 34,5% e os valores de similaridade variaram entre 51,7 e 58,6%.
Ja ao se comparar o peptideo Pc28 com os PAMs de P. centralis, os valores de
identidade resultaram em valor igual a 36,4% para 0s peptideos PEP1_N4, PEP2_N5
e PEP4_N6 e 12,5% para o peptideo PEP5_N7. J& os valores de similaridade
corresponderam a 50% para os trés PAMs (PEP1_N4, PEP2_N5 e PEP4_NG6) e igual
a 25% para o peptideo PEP5_N7 (Figuras 19, 20, 21 e 22).

Anélises mais aprofundadas devem ser realizadas de modo a se determinar se 0s
PAMs de P. centralis formam uma nova familia de peptideos antimicrobianos, mas é
indiscutivel que os peptideos isolados das espécies P. centralis, P. cicada e P. nattereri
estdo intimamente relacionados.

As analises por dicroismo circular evidenciaram o comportamento estrutural
desses compostos ao entrar em contato com membranas plasmaticas simulada pela
presenca de SDS no meio. Curiosamente o PEP1_N4 em &gua ja apresentou bandas
dicroicas negativas em 208 e 222 nm, configurando a conformagdo de a-hélice
independente da presenca de SDS. Na presensa do surfactante, os sinais em 208 e
222 nm foram acentuados. Todos peptideos assumiram conformagdo em a-hélice na
presenca de SDS 35 mM. Tal comportamento € bastante comum em PAMSs de anuros,

onde a formacao de estrutura em o-hélice na presenca das membranas bioldgicas dos
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microrganismos esta intimamente relacionada com a capacidade de permeabilizar tais
membranas (Zasloff, 2002; Jenssen et al., 2006).

Os PAMs de P. centralis exibiram efeitos antimicrobianos interessantes e, em
alguns casos, superiores aos promovidos pelas nattererinas. Os PAMs PEP1 N4,
PEP2_N5, PEP4 N6 e PEP5 N7 de P. centralis mostraram-se eficientes em inibir o
crescimento de E. coli (ATCC 25922), exibindo valores de MICs iguais a 8, 4, 2 e
32 uM, respectivamente. Ao se comparar com os valores obtidos para as nattererinas
(nattererina 1 e 2, 8 uM e nattererina 3, 4 uM), observa-se que o peptideo PEP4_ N6
foi mais ativo sobre esse patdgeno (Almeida, 2018).

No caso da bactéria K. pneumoniae (ATCC 13888), o peptideo PEP4_N6 teve
efeito idéntico ao das nattererinas, com valor de MIC igual a 2 uM (Almeida, 2018).

Ao se analisar os efeitos sobre bactérias Gram-positivas, tanto os PAMs de
P. centralis quanto as nattererinas exibiram menor atividade antimicrobiana, sendo que
sobre a bactéria S. aureus (ATCC 25923), 0 PAM de P. centralis PEP1_N4 mostrou-se
mais ativo, exibindo um valor de MIC igual a 32 uM enquando a nattererina 2
apresentou valor de MIC igual a 64 uM e as nattererina 1 e 3 de 128 uM. Ja as
nattererinas mostraram-se mais eficientes sobre S. epidermidis (ATCC 12228) com
valor de MIC igual a 16 uM para a nattererina 2 e 32 uM para as nattererinas 1 e 3.
Tanto as nattererinas quanto os peptideos de P. centralis mostraram-se pouco ativos
sobre a levedura C. albicans (ATCC 14053) (Almeida, 2018).

Os valores de MIC apresentados para 0 peptideo Pc24 sdo: 4, 16, >128, >128 e
>128 uM para E. coli (ATCC 25922), K. pneumoniae (ATCC 13883), S. aureus (ATCC
25923), S. epidermidis (ATCC 12228) e C. albicans (ATCC 14053), respectivamente e
para Pc28: 32, 128,>128, 32 ¢ 64 uM , seguindo a mesma sequéncia de patdgenos acima
descrita (Baptista, 2019). Tais peptideos apresentam cargas +3 e +2, respectivamente,
mostrando maior cationicidade em relacdo aos PAMs de P. centralis. Comparando 0s
valores de MICs, pode-se observar que o peptideo PEP1 N4 inibiu o crescimento em
menores concentracdes que o peptideo Pc24, com excecdo para a atividade sobre E. coli,
onde Pc24 foi mais ativo. O peptideo PEP2_N5 comparado ao PAM Pc24 inibiu o
crescimento dos patégenos K. pneumoniae, S. aureus e S. epidermidis em menores
concentragdes e 0 PAM PEP4_N6 inibiu o crescimento de todos microrganismos,
(exceto C. albicans) em menores concentracdes. Enquanto Pc24 exibiu melhores

resultados sobre E.coli, o peptideo PEP5_N7 teve melhor atuagdo sobre K. pneumoniae.
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Em comparagdo com o peptideo Pc28, os peptideos de P. centralis se destacaram quanto
ao seu efeito sobre a bactéria K. pneumoniae, uma vez que o peptideo Pc28 foi
praticamente inativo sobre esse patdgeno (MIC = 128 uM).

A atividade hemolitica dos peptideos de P. centralis mostrou-se abaixo de 20% para
as concentracfes avaliadas, exceto para o peptideo PEP_N6 que, na concentracao
méxima empregada de 128 pM, causou hemolise de aproximadamente 25%.
As atividades hemoliticas para os PAMs de P. centralis mostraram-se muito baixas,
menores que 5%, na faixa de concentracfes definidas para os MICs obtidos sobre a
maioria dos patdgenos testados.

Concluindo, o presente estudo revelou a presenca de PAMSs na secrecao cutanea do
do anuro P. centralis e evidenciou o possivel potencial terapéutico dessas moléculas no

tratamento de infec¢des por patdgenos Gram-negativos.
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7. Conclusdes

No presente trabalho foram isolados quatro novos peptideos antimicrobianos da
secregédo cutanea do anuro P. centralis, denominados PEP1_N4, PEP2_N5, PEP4 N6 e
PEP5_ N7, que exibiram similaridade com outros PAMSs ja descritos para 0 género
Physalaemus.

Os peptideos de P. centralis apresentaram atividade antimicrobiana com valores de
MIC variando de 2 a 32 uM contra bactérias Gram-negativas, porém revelaram-se menos
ativos sobre bactérias Gram-positivas. Tais peptideos exibiram atividade muito baixa
sobre a levedura C. albicans.

Os peptideos de P. centralis apresentaram baixa atividade hemolitica sobre
eritrécitos humanos, sendo que os quatro exibiram taxa de hemdlise abaixo de 10% até a
concentragdo de 32 pM. Valendo destacar que os peptideos PEP1_N4, PEP2_N5 e
PEP5_N7 inibiram o crescimento da bactéria K. pneumoniae em 4 uM e o peptideo
PEP4_NG6 inibiu o crescimento das bactérias Gram-negativas em 2 puM, concentracdo
onde apresentaram taxa hemolitica proxima de 0%.

Todos 0os PAMs de P. centralis foram capazes de adotar conformacéo em o-hélice

em ambiente membrana-mimético.
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8. Perspectivas

A partir do isolamento de novos peptideos antimicrobianos a partir da secrecéo
cutanea do anuro Physalaemus centralis, pretende-se:

X Realizar ensaios complementares para avaliacdo de seus efeitos sobre
organismos multirresistentes, como Klebsiella pneumoniae carbapenemase (KPC) e
Staphylococcus aureus resistente & meticilina (MRSA);

<> Avaliar os efeitos promovidos por tais peptideos sobre membranas
bacterianas por meio de analises de microscopia eletronica de varredura e microscopia
de forca atdmica;

.

<> Avaliar seus efeitos antiproliferativos e citotoxicos sobre diferentes

linhagens de células de mamiferos, incluindo células tumorais e ndo-tumorais;

X Avaliar suas propriedades antivirais e antiparasitarias;

X Propor a sintese de analogos dos peptideos a fim de aprimorar seus efeitos
bioldgicos;

<> Avaliar seus efeitos terapéuticos associados a outros antibiéticos

comercialmente disponiveis, tanto convencionais quanto antibidticos derivados de
PAMs;

<> Avaliar os efeitos dos PAMs de P. centralis em modelos animais in vivo
de sepse, de infec¢Oes pulmonares e de infeccdes de pele;

X Propor e produzir diferentes sistemas de entrega contendo os PAMs de
P. centralis de modo a otimizar seus efeitos bioldgicos e ampliar sua meia-vida em

sistemas in vivo.
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