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RESUMO

O ntmero de microrganismos patogénicos multirresistentes vem crescendo nos ultimos anos
devido ao uso inadequado dos antibioticos comerciais atualmente disponiveis, sendo assim
necessaria a busca de novas drogas que possam atuar como agentes antimicrobianos. Os peptideos
antimicrobianos (PAMs) tém se mostrado como uma alternativa promissora para o
desenvolvimento de novas drogas antimicrobianas. As glandulas serosas da pele dos anuros sao
uma rica fonte de peptideos antimicrobianos e antiparasitarios. O presente projeto teve como
objetivo isolar, purificar e caracterizar quimica e biologicamente peptideos antimicrobianos
presentes na secre¢dao cutanea do anuro Boana raniceps. A secreg¢do cutanea de B. raniceps foi
fracionada por RP-HPLC empregando coluna Cis onde foram identificados e purificados sete
peptideos antimicrobianos. Os peptideos isolados foram submetidos a sequenciamento quimico
por degradagdo de Edman e analises de similaridade revelaram que o peptideo Brl8 corresponde
a um fragmento da Figainina 2 e os demais correspondem as Ranaseptinas 3, 6, 7 e 8 previamente
identificadas a partir de uma biblioteca de cDNAs gerada para essa espécie. Finalmente, o peptideo
Br17 corresponde a uma nova Raniseptina com alta similaridade com as Raniseptinas 10 e 6, sendo
que o peptideo Brl7 apresenta uma delecdo dos dois residuos de aminoacidos da por¢do N-
terminal em relagdo as Raniseptinas citadas. Ap6s uma avalia¢do preliminar, as Raniseptinas 3 e
6 foram sintetizadas quimicamente e suas propriedades antimicrobianas e hemoliticas foram
avaliadas. As duas Raniseptinas sintetizadas mostraram-se bastante ativas exibindo mesmos
valores de MIC sobre as bactérias Gram-negativas: E. coli (MIC =2 uM) e K. pneumoniae (MIC
=1 uM). No caso das bactérias Gram-positivas testadas, os peptideos mostraram-se menos ativos,
sendo que a Rsp-3 exibiu valores de MIC iguais a 4 ¢ 8 uM para S. aureus ¢ S. epidermidis,
respectivamente, enquanto a Rsp-6 mostrou-se menos efetiva sobre a bactéria S. aureus exibindo
um valor de MIC igual a 32 uM. Ambos os peptideos nao foram capazes de inibir completamente
o crescimento da levedura C. albicans, mesmo na maior concentragdo empregada (128 uM). As
Raniseptinas 3 e 6 revelaram-se pouco hemoliticas, promovendo menos de 5% de hemolise nas
concentragdes onde a atividade antibacteriana foi relevante (entre 2 e 8 uM). O presente estudo
refor¢a o potencial terapéutico dos peptideos antimicrobianos presentes nas secrecdes cutaneas
dos anuros que, quando explorados adequadamente, podem ser tteis no desenvolvimento de novos

agentes antimicrobianos.

Palavras-chave: anuros; Boana raniceps, secre¢do cutanea; purificacdo; propriedades

antimicrobianas.
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ABSTRACT

The number of multidrug-resistant pathogenic microorganisms has been growing in recent years
due to the inadequate use of currently available commercial antibiotics, making it necessary to
search for new drugs that can act as antimicrobial agents. Antimicrobial peptides (AMPs) have
been shown to be a promising alternative for the development of new antimicrobial drugs.
The serous glands in the skin of anurans are a rich source of antimicrobial and antiparasitic
peptides. This project aimed to isolate, purify and characterize chemically and biologically
antimicrobial peptides present in the cutancous secretion of the anuran Boana raniceps.
The skin secretion of B. raniceps was fractionated by RP-HPLC using a Cis column where seven
antimicrobial peptides were identified and purified. The isolated peptides were subjected to
chemical sequencing by Edman degradation and similarity searches revealed that the peptide Br18
corresponds to a fragment of Figainin 2 and the others correspond to Ranaseptins 3, 6, 7 and 8
previously identified from a library of cDNAs generated for that species. Finally, the Br17 peptide
corresponds to a new Raniseptin with high similarity to the Raniseptins 10 and 6, with the Br17
peptide showing a deletion of the two amino acid residues of the N-terminal portion in relation to
the aforementioned Raniseptins. After a preliminary evaluation, Raniseptins 3 and 6 were
chemically synthesized and their antimicrobial and hemolytic properties were evaluated. The two
Raniseptins synthesized were shown to be very active exhibiting the same MIC values on
Gram-negative bacteria: E. coli (MIC =2 uM) and K. pneumoniae (MIC = 1 uM). In the case of
the Gram-positive bacteria tested, the peptides were less active, with Rsp-3 showing MIC values
of 4 and 8 uM on S. aureus and S. epidermidis, respectively, while Rsp-6 is less effective on
S. aureus exhibiting a MIC value of 32 uM. Both peptides were not able to completely inhibit the
growth of the yeast C. albicans, even at the highest concentration used (128 pM). Raniseptins 3
and 6 proved to be low hemolytic, promoting less than 5% of hemolysis at concentrations where
antibacterial activity was relevant (between 2 and 8 puM). The present study reinforces the
therapeutic potential of antimicrobial peptides present in the skin secretions of anurans which,

when properly explored, can be useful in the development of new antimicrobial agents.

Keywords: anurans; Boana raniceps; skin secretion; purification; antimicrobial properties.
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1. INTRODUCAO
1.1.  Anfibios

A classe Amphibia ¢ composta por trés ordens distintas, a Anura com representantes
conhecidos como ras, pererecas € sapos com aproximadamente 7.173 espécimes descritas, a
ordem Caudata conhecida por ter como representantes as salamandras e os tritdes, com
aproximadamente 741 espécies, ¢ a ordem Gymnophiona, as cecilias e as cobras-cegas, com
aproximadamente 214 espécies descritas, totalizando 7.960 espécimes descritos como indicado
por Frost (2020). O Brasil apresenta o maior nimero de espécimes de anfibios e sua fauna
compreende cerca de 1.080 individuos, divididas em 1.039 espécies de anuros, 36 espécies de
gymnophionas e 5 espécies conhecidas de caudatas (AmphibiaWeb, [IUCN 2019).

A classe Amphibia constitui um grupo de animais com capacidade limitada de defesa,
tornando-se vulnerdveis tanto ao meio ambiente quanto a predadores. Assim, esses animais
evoluiram apresentando adaptagdes morfoldgicas, fisioldgicas e comportamentais voltadas para
a defesa (Gomes et al., 2007; Nacif-Margal et al., 2015). Uma das principais caracteristicas
dos anfibios € seu tegumento epitelial especializado, que realiza grande parte das trocas gasosas
de oxigénio e gas carbdnico com o meio ambiente e devido a isso dependem de habitat muito
umido. Além disso, seu tegumento ainda € capaz de realizar trocas de solutos, osmorregulagdo,
regulagdo de temperatura corporal e defesa contra predadores e microrganismos (Sebben et al.,
1993; Konig et al., 2015).

Esses animais possuem duas fases em seu ciclo de vida, sendo uma delas
obrigatoriamente na agua, denominada fase larval, onde os girinos realizam a respiragdo
branquial, pulmonar e cutinea, que pode ser realizada em conjunto ou separadamente;
ja durante a fase adulta, os anfibios podem ocupar tanto o meio terrestre quanto o aquatico,
porém durante sua fase de reproducao eles necessitam obrigatoriamente da agua (Storer, 1974;
Sebben et al., 1993; Duellman & Trueb, 1994).

Os anuros apresentam dois tipos distintos de glandulas, sendo elas as glandulas mucosas
que sdo responsaveis pela producdo do muco que por sua vez mantém o tegumento imido e
escorregadio através da producdo de mucinas e as glandulas granulosas ou serosas, que sao
responsaveis pela producdo, armazenamento e excre¢do das substincias tdxicas e nocivas,
(Figura 1). Essas substancias apresentam fungdes fisiologicas de protegdo contra
microrganismos ¢ predadores. Na auséncia desta protecdo, sua pele ¢ facilmente infectada por

fungos e bactérias (Sebben et al., 1993; Toledo & Jared, 1995; Popov et al., 2019).
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Figura 1. Ilustrag@o de um corte vertical do tegumento de um anuro. A epiderme ¢ composta pelo Stratum corneum
seguida por uma camada mais basal, o Stratum germinativum. A derme é composta pelos Stratum spongiosum e
Stratum compactum,sendo que é no Stratum spongiosum que ficam localizados os cromatdforos, responsaveis pela

coloragdo dos anfibios, e as glandulas granulosas e mucosas (Demori et al., 2019).

As glandulas mucosas estdo distribuidas em toda a superficie da pele dos anuros.
Produzem e secretam substancias ricas em compostos mucopolissacaridicos, denominadas
mucinas, que se espalham por toda superficie da pele, mantendo-a umida, permeével tanto a
agua quanto a troca de gases. Tais compostos ainda regulam a temperatura corporal.
As glandulas mucosas sdo anatomicamente menores € numericamente maiores, cerca de dez
glandulas mucosas para cada glandula granulosa (Toledo & Jared, 1995).

As glandulas granulosas ou serosas s30 menos numerosas, porém sintetizam,
armazenam e expelem grande parte das substancias toxicas e nocivas encontradas na secre¢ao
cutanea dos anfibios. A liberagdo do contetdo ocorre através da contragdo dos midcitos
inervados por fibras simpdticas que envolvem as glandulas. Essa liberagdo ¢ ocasionada por
estresse e/ou injuria (lesdo) do tegumento dos anfibios. As glandulas serosas sdo capazes de
produzir substancias com efeitos fisiologicos diversos, como aminas biogénicas, esteroides,
alcaloides, bufodienolideos, além de peptideos e proteinas, com acdo vasoconstritora,
cardiotdxica, neurotdxica, miotdxica, alucindgena ou anestésica, dentre outras. Um dos grupos
de compostos mais estudados sdo os peptideos com agao antimicrobiana (Simmaco et al., 1998;

Toledo & Jared, 1995; Nascimento et al., 2003; Nacif-Margal et al., 2015).
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As glandulas granulosas sao divididas em trés grupos e sdo classificadas de acordo com
a regido em que se localizam como, por exemplo, as parotoides que se localizam no dorso do
animal logo apds aos ouvidos, as lombares que se localizam na regido inguinal do animal e as
peitorais. A distribuicdo dessas glandulas estd relacionada com a necessidade de defesa do
animal contra possiveis predadores e inimigos naturais que tentam mordé-los ou engoli-los,
sendo que essa distingdo ¢ bastante perceptivel nos Bufonidae (Duellman & Trueb, 1994;

Toledo & Jared, 1995).

1.2. Hylidae

A familia Hylidae popularmente conhecida como hilideos, treefrogs ou pererecas (do
termo em tupi: pere’reg, “ir aos saltos™) € composta por 726 espécies, que foram agrupadas em
sete subfamilias distintas. Esses animais ocorrem em dareas temperadas, principalmente nas
Américas, Australia, Asia e Europa (Duellman et al., 1997; Frost 2020). Os hilideos
representam uma das familias mais diversas em numeros de espécies e grande parte desses
animais sao arboricolas, mas alguns individuos sdo aquaticos ou até fossoriais. Esses animais
possuem certas caracteristicas morfoldgicas como, por exemplo, cintura peitoral com o formato
arcifero, esterno desenvolvido, maxilas e pré-maxilas com odontdides e uma cartilagem entre a
ultima e a pentultima falanges dos dedos e, principalmente, as ventosas arredondadas nas pontas
dos digitos. Algumas dessas caracteristicas podem ser bastante reduzidas ou ausentes no caso
dos hilideos ndo arboricolas (Caramaschi & Cruz, 2002; Wiens et al., 2010; Dornelles et al.,
2010; Almeida et al., 2015). Porém certas caracteristicas sdo determinantes para sua
identificagdo, como cabeca ligeiramente grande, olhos localizados lateralmente e direcionados
para frente, patas posteriores longas que lhes permitem saltar grandes distancias, ja o tamanho
do corpo pode variar de 17 a 140 mm (Vieira, 2004).

Em 2005, Faivovich e colaboradores fizeram uma reavaliagdo de alguns grupos
taxondmicos da familia Hylidae e, baseando-se em dados moleculares, eles propuseram a
revalidagdo do género Hypsiboas, a criacdo de novos géneros e o rearranjo de espécies
existentes (Faivovich et al., 2005). Algumas espécies do grupo fenético Hyla foramrealocadas
para o género Hypsiboas, tais como os grupos Hyla geographica e Hyla albopunctatus, sendo
que nesse ultimo encontra-se incluida a espécie Hypsiboas raniceps (Faivovich et al., 2005).
Mais recentemente, Dubois e colaboradores avaliaram que tanto o género Hypsiboas quanto o
género Boana representam grupos plenos e ndo sinénimos de Hyla e que, de acordo com as
normas taxondmicas, Hyla encontra-se dentro do subgrupo Boana, logo as espécies foram
realocadas no género Boana (Dubois et al., 2017).
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1.3. Hilideos e seus compostos ativos

Os hilideos sdo conhecidos como importante fonte de diversos tipos de peptideos
antimicrobianos (PAMs), com caracteristicas bastante conservadas (Almeida et al., 2015;
Nacif-Margal et al., 2015). Os peptideos antimicrobianos encontrados nas familias Hylidae e
Ranidae sdo sintetizados a partir de uma Unica familia de polipeptidios precursores, que sao
expressos por um RNA mensageiro caracteristico, com regides extremamente conservadas.
Tais caracteristicas sugerem que os individuos dentro dessas familias apresentam um ancestral
em comum (Vanhoye et al., 2003, Nicolas & El Amri, 2009; Nacif-Margal et al., 2015).

Na secregdo cutanea das espécies da familia Hylidae também podem ser encontradas
aminas biogénicas, tais como histamina e serotonina. Dentre os PAMs encontrados no
tegumento dos hilideos, encontram-se peptideos pertencentes ao grupo das Figaininas (Fng),
que apresentam alta similaridade com os peptideos do grupo das Hylinas (Castro et al., 2009;
Barbosa, 2010). Estas moléculas apresentam a regido N-terminal de seus peptideos maduros
bastante conservada e compostas por Phe, Ile, Gly, Ala e Ile. Outra caracteristica interessante é
fato de ambos os grupos de PAMs apresentarem uma elevada atividade antimicrobiana, como
demonstrado para o peptideo Raniseptina-Bl 1 da secre¢do de B. lundii descrita por Aratjo
(2018) e para a Hylina-al descrita por Castro e colaboradores (2009).

Outros PAMs de hilideos sdo as Pseudinas, quatros peptideos isolados da secrecao do
perereca sul-americana Pseudis paradoxa, os quais apresentam uma elevada similaridade com
as Magaininas ¢ as Dermaseptinas (Olson III et al., 2001; Park et al., 2011). Essa familia de
peptideos exibiu uma maior atividade sobre bactérias Gram-negativas como E. coli,
P. aeruginosa, S. typhimurium e K. pneumoniae, incluindo linhagens resistentes. Entretanto foi
observado que o peptideo Pseudina-2 estimula a secre¢@o de insulina da linha de células beta
clonais e nesta atividade estd envolvido um mecanismo independente de Ca™ (Abdel-Wahab
et al., 2008).

No grupo das Frenatinas foram encontrados cincos peptideos antimicrobianos descritos
nas espécies Litoria infrafrenata e Sphaenorhynchus lacteus, ambas pertencentes ao grupo dos
hilideos. Esses peptideos apresentam alta similaridade com outros seis grupos de peptideos
antimicrobianos descritos para a subfamilia Pelodryadinae como as Aureinas, Caerinas,
Citropinas e Maculatinas, todas descritas para anfibios da regido Australo-Papua (Conlon et al.,
2014). Outro grupo de peptideos antimicrobianos sdo as Hylaseptinas (Hsp) presentes na pele
da perereca amazonica Boana punctatus, sendo descritas nove sequéncias ao todo, entretanto
até o presente momento apenas a Hylaseptin P1 (HSP1) foi identificada e isolada da secre¢ao

bruta por Prates e colaboradores (2004).
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Os PAMs de anuros sofrem modificagdes pos-traducionais. Uma das modificagdes mais
comuns em peptideos antimicrobianos (PAMs) é a presenca do grupo amida na regido
C-terminal (amidagdo). A presenca do grupamento amida na regido C-terminal influencia
diretamente na carga liquida positiva dos peptideos, o que provavelmente tem um efeito direto
em sua atividade bioldgica, aumentando seu efeito citolitico. Algumas modifica¢des que
também s3o encontrados nos peptideos antimicrobianos sao a fosforilagcdo que ¢ a inser¢do de
um grupamento de fosfato e a glicosilacdo que ¢ a inser¢ao de um sacarideo nas cadeias de
aminoacidos (Castro et al., 2009; Konig et al., 2015) (Figura 2).

Devido a diversidade de atividades bioldgicas, os peptideos secretados por anfibios tem
sido amplamente estudados durante os ultimos anos, tanto por grupos académicos quanto por

farmacéuticos, devido seu grande potencial como farmacos (Chen et al., 2005).

Pré-propeptideo

Espacador

|

Propeptideo

\J/

Peptideo ativo
/ Modificagdo

Nio modificado Pés-transducional

Figura 2. Biossintese de peptideos provenientes da secre¢o cutdnea de anuros. Alguns exemplos de modificagdes

pés-transducionais sdo a piroglutaminagdo da regido N-terminal e a amidagdo da regido C-terminal (Konig et al.,

2015).

1.4. Boana raniceps

A espécie Boana raniceps (Cope, 1862) ¢ um hilideo neotropical de porte moderado, de
aproximadamente 10 centimetros. Esses animais podem ser comumente encontrados na regidao
do Cerrado e da Caatinga, e sua distribui¢do ocorre desde o sul da Coldombia e norte da Guiana
Francesa até o nordeste da Argentina (Figura 3). Essa espécie ¢ tipicamente de habitats de mata

densa, podendo ser observadas e encontradas embaixo de folhagens e galhos, ou até mesmo
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vegetacgOes rasteiras perto de lagos e lagoas, incluindo bancos de areias nas margens de grandes
rios (Popov et al., 2019; AmphibiaWeb). Apresenta corpo e membros esguios, com um padrao
de coloracdo amarelo-claro e listras escuras, porém pode apresentar outras coloracdes
dependendo da regido. Uma de suas caracteristicas morfoldgicas mais marcantes ¢ a presenca

de listra nas coxas e regido inguinal (Faivovich et al., 2005).

Figura 3. Distribuicdo geografica da espécie Boana raniceps e, em vermelho, esta indicada a localizagdo de
Brasilia/DF (IUCN 2019) (a esquerda). Padrao de coloragdo mais comum na espécie (A) e as listras na parte interna

das coxas e regido inguinal (B). Fotos: Robson W. Avila e Paul Smith, respectivamente.

1.5. Resisténcia antimicrobiana e peptideos antimicrobianos

Nos ultimos anos tem se visto o surgimento de bactérias resistentes a varios antibioticos,
e dentre os fatores responsaveis por tal fendmeno esta o uso indiscriminados dos antibidticos
naturais quanto de seus derivados (Nascimento et al., 2003). Alguns microrganismos
apresentam mecanismos para evitar a penetracdo dos antimicrobianos, além de enzimas que
degradam os farmacos (Figura 4). Pode-se perceber a acdo desse mecanismos de resisténcias aos
antibioticos em infec¢des que antigamente eram trataveis e que atualmente sdo refratarias ao
tratamento, como as infec¢des causadas por cepas de Staphylococcus aureus resistentes a
meticilina e, até mesmo, linhagens de Klebsiella pneumoniae resistentes a todos os
26 carbapenémicos conhecidos (Spellberg et al.,2004; Lee etal., 2016).

Sabe-se que a atividade biologica ¢ determinada pela caracteristicas fisico-quimicas
tanto das membranas microbianas quanto dos peptideos. A compreensdo desses fatores ¢
bastante relevante para o desenho de peptideos com maior poténcia e especificidade (Lee et al.,

2016). A combinagdo das multiplas vias de atividade bactericida ou a potencializagdo dos
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efeitos bactericidas diminuiria a chance de sele¢do de resisténcia aos peptideos antimicrobianos

em bactérias (Le et al., 2017).

Figura 4. Mecanismos de resisténcia bacteriana as drogas. A) Inibi¢ao ou alteracdo da permeabilidade ou formagao
de poros da membrana; B) Inibicdo da agdo genotdxica; C) Alteragdo do farmaco por agdo enzimatica; D) Agdo

de bomba de efluxo e E) Degradacéo do farmaco por a¢do enzimatica (Imagem de Gabriel G. de Freitas).

Os peptideos antimicrobianos (PAMs) derivados de animais e plantas tém chamado
bastante atencdo dos pesquisadores, pois esses peptideos fazem parte do sistema imune inato
dos organismos e representam a primeira linha de defesa contra os microrganismos patogénicos
(Nacif-Margal et al., 2015). Os anuros apresentam uma pele com uma gama de peptideos
antimicrobiano de amplo espectro, incluindo peptideos ativos sobre bactérias multirresistentes
aos antibioticos convencionais, sendo considerados como uma das mais ricas e diversificadas
fontes naturais de peptideos antimicrobianos (Nacif-Margal et al., 2015; Nizet, 2006).

As secregoes dos anfibios sdo constituidas de grandes quantidades de peptideos
biologicamente ativos que sdo armazenados e secretados por glandulas granulosas, que as
expelem quando ocorre a lesdo ou injuria do tegumento (Barra & Simmaco, 2005). Os anuros
possuem um sistema imune inato que proporciona uma resposta rapida de liberacao de peptideos
presentes em suas glandulas, que atuam contra uma gama de microrganismos oportunistas
presentes em seu tegumento e, de certa forma, contra alguns predadores devido a sua atividade
citolitica sobre células normais de mamiferos (Duellman & Trueb, 1994; Barra & Simmaco,
2005; Conlon, 2011).

Os peptideos antimicrobianos sao moléculas que podem variar em tamanho, sequéncia,
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carga liquida, hidrofobicidade, estrutura tridimensional e espectro de agdo (Duda Jr. etal., 2002;
Juarez et al., 2003; Brand, 2007). Sdo moléculas pequenas com massa molecular variando de
1 a3 kDa e que, em sua grande maioria, sdo carregados positivamente (cationicos) (Brand, 2007;
Conlon, 2011).

Esses peptideos sdo capazes de induzir suas atividades diretamente nos “alvos” através
da interagdo com a membrana bioldgica dos patogenos ou, de maneira indireta, agindo sobre o
sistema imune por meio da modulagao de citocinas (Figura 5). Geralmente, os PAMs possuem
carga liquida positiva entre +2 e +6 em pH 7,0 e cerca de 50% dos residuos de aminoacidos
presentes em suas cadeias peptidicas sdo hidrofobicos (Duda Jr et al., 2002; Juarez et al., 2003;
Brand, 2007; Conlon, 2011).

Peptideo antimicrobiano
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Figura 5. Efeitos biologicos dos PAMs. Os PAMs ligam-se as membranas bacterianas através de interagdes
eletrostaticas, tanto para romper a membrana quanto para entrar na bactéria para inibir alguma fung¢@o intracelular.
Alguns PAMs também modulam a imunidade do hospedeiro através do recrutamento / ativagdo de imunocitos ou
mediando o reconhecimento de receptores do tipo Toll (TLR) a produtos microbianos e acidos nucleicos liberados
com dano tecidual. DC, células dendriticas; LPS, lipopolissacarideo; LTA, acido lipoteicoico; MAVS, proteina

mitocondrial de sinalizagdo antiviral (Figura modificada de Zhang & Gallo, 2016).

Vérios mecanismos de acdo ja foram propostos para explicar suas atividades e suas
especificidades sobre os microrganismos (Brogden, 2005; Jenssen et al., 2006; Hale &
Hancock, 2007; Travkova et al., 2017). Devido a sua composi¢do e a sua estrutura secundaria,
os PAMs podem ser agrupados de acordo com tais caracteristicas, como por exemplo, as
Magaininas e as Dermaseptinas, que apresentam estruturas lineares; outros PAMs podem ser

ricos em cisteinas como a Esculentina, ou ricos em aminoacidos especificos, como glicina,
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prolina, arginina e histidina. Alguns PAMs podem apresentar estruturas em forma de a-hélice,
folhas-p ou podem apresentar ambas as conformacdes, além de formas estendidas (Figura 6)

(Mojsoska & Jenssen, 2015).

A B C D

/

Figura 6. Tipos de estruturas secundarias observadas em peptideos antimicrobianos. A) a-hélice, exemplo:
Catelicidina humana LL-37, B) folhas-P, exemplo: Polifemusina, C) estendida, exemplo: Indolicidina e D) mista,

exemplo: B-defensina-2 humana (Mojsoska & Jenssen, 2015).

Os peptideos antimicrobianos, de forma geral, atuam produzindo perturbacdes na
membrana bacteriana por meio de interagdes eletrostaticas e hidrofobicas, levando a formagao
de poros e desestabilizagdo de membranas biologicas. Os aminoacidos com anéis aromaticos
como o Trp também podem auxiliar o peptideo a ancorar na membrana além de promoverem a
curvatura da membrana (Kim & Cha, 2010; Wang, 2017). Essa interacdo ¢ devido a presenca
de fosfolipidios que proporcionam uma carga negativa & membrana das bactérias, como o
fosfatidilglicerol, fosfaditilserina e a cardiolipina. As bactérias ainda possuem outros tipos de
fosfolipidios, tais como os lipopolissacarideos para as Gram-negativas, e acidos teicoicos e
teicurdnicos para as Gram-positivas, ocasionando um aumento da carga negativa.
Assim, peptideos antimicrobianos cationicos interagem com a membrana das bactérias causando
sua desestabilizagdo e ocasionando a morte do organismo (Matsuzaki et al., 1991; Mojsoska &
Jenssen, 2015). Alguns desses peptideos antimicrobianos somente adquirem estruturagdo como,
por exemplo, em a-hélice, quando em contato com a membrana bacteriana (Bechinger &
Lohner, 2006).

Vérios modelos de interacdes peptideo/membrana ja foram propostos para explicar
como, apds a fixacdo inicial, os peptideos antimicrobianos interagem com a membrana
bacteriana induzindo seus efeitos deletérios (Jenssen et al., 2006). Em todos os modelos até
agora postulados, os peptideos antimicrobianos interagem com as “cabegas lipidicas” ou grupo

hidrofilico carregado negativamente na superficie da membrana bacteriana (Jenssen et al.,
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2006). Os peptideos interagem paralelamente a bicamada lipidica, quando em baixa razio
peptideo/membrana, porém quando a razdo peptideo/membrana comega a aumentar os
peptideos se orientam perpendicularmente & membrana e se inserem na bicamada, formando
poros transmembranares (Brogden, 2005).

Quando avaliamos as estruturas secundarias apresentadas pelos PAMs, pode-se
identificar quatro familias: a-hélices, folhas-B, misturas entre estruturas off (aleatorias) e
estruturas nao of (estendidas), como ja demonstrado na Figura 6 (Mojsoska & Jenssen, 2015).
Os peptideos que apresentam estruturas em o-hélices interagem com a membrana e a degradam
através da formagdo de poros ou por meio de carpete, entretanto os peptideos ricos em Prolina
inibem a sintese proteica por meio da interagdo com os ribossomos (Wang, 2017). Os peptideos
antimicrobianos que apresentam estruturas em folhas- podem atuar de diversas maneiras,
promovendo a inibi¢do da sintese da parede celular e inibi¢do de componentes lipidicos na
membrana (Wang, 2017).

Um dos modelos postulados para a agdo dos PAMs ¢ conhecido como barrel-stave.
Este modelo sugere que, apos a interacdo dos peptideos antimicrobianos com a membrana
bacteriana, ocorre o alinhamento perpendicular dos peptideos ocasionando a formacao de poros
ou canais transmembranares. Os peptideos antimicrobianos inserem suas cadeias hidrofobicas
em direcdo ao centro hidrofébico da membrana, enquanto que as cadeias hidrofilicas se voltam
para dentro (Brogden, 2005; Jenssen et al., 2006; Hale & Hancock, 2007; Travkova et al., 2017)
(Figura 7). O modelo barrel-stave prevé que a formagdo do poro ou canal tera um tamanho
consistente, porém isso nao ¢ verdade para maior parte dos peptideos antimicrobianos, devido
ao fato quea formacdo dos poros ¢ irregular tanto para tamanho quanto para seletividade.
Outro fator que altera a formagdo dos poros ¢ a composi¢do lipidica, podendo modular o
equilibrio da agregacdo peptidica e o numero de peptideos agregados (Brogden, 2005;

Jenssen et al., 2006; Hale & Hancock, 2007; Travkova et al., 2017).
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No modelo do poro toroidal, as interag
da membrana bacteriana para a formagao dos poros, bastante semelhante a formagao do poro

atingirem o limiar de concentragdo, até entdo eles ficam dispersos perpendicularmente na

para dentro do poro. Os peptideos antimicrobianos s6 se inserem na membrana logo apos
membrana (Brogden, 2005; Travkova et al., 2017) (Figura 8).

Figura 7. Modelo de barrel-stave. Os peptideos agregados se inserem na membrana bacteriana de modo que as
faces hidrofébicas se alinham com a regido hidrofoébica da membrana e as faces hidrofilicas formam a regido
Nesse modelo, os peptideos antimicrobianos agregam-se ¢ se inserem em dire¢ao perpendicular

interior, resultando na formacdo dos poros (Figura modificada de Brogden

barrel-stave

Figura 8. Modelo do poro toroidal. Neste modelo, os peptideos agregados se inserem e induzem a membrana

bacteriana a se curvar em dire¢ao ao centro (Figura modificada de Brogden, 2005).



O modelo carpete (carpet-like) foi primeiramente postulado por Pouny e colaboradores
(1992) ao estudarem as Dermaseptinas. Os peptideos antimicrobianos que atuam por esse
mecanismo se acumulam e cobrem a superficie da membrana bacteriana, de modo semelhante
a um tapete. Quando em altas concentragdes, os peptideos causam a permeabilizacdo e
desintegracdo da membrana levando a formagdo de micelas, de maneira semelhante aos

detergentes (Shai & Oren, 2001; Brogden, 2005; Travkova et al., 2017) (Figura 9).

Figura 9. Modelo carpet-like. Neste modelo, os peptideos se agrupam sobre a membrana bacteriana e, quando em
concentragdes elevadas, eles rompem a membrana ocasionando a formagdo de micelas (Figura modificada de

Brogden, 2005).

O modelo Shai-Matsuzaki-Huang (SMH) leva a formagao do carpete ¢ de poro através
da adesdo dos peptideos na membrana bacteriana e a formagao dos poros leva os peptideos a
interagirem com alvos intracelulares (Shai, 1999) (Figura 10). Acredita-se que esse modelo seja
o tipo de interacao da maior parte dos peptideos antimicrobianos, uma das razdes que levam os
pesquisadores a acreditarem no modelo SMH ¢ o fato dele favorecer a entrada de peptideos

dentro da célula alvo (Zasloff, 2002; Rinaldi, 2002).
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Figura 10. Modelo Shai-Matsuzaki-Huang (SMH). a) formagdo do carpete na membrana externa, b) integracdo
do peptideo na membrana levando a diminui¢do da membrana externa, resultando em tensdo dentro na bicamada,
¢) formacdo de poros transitorios, d) transporte dos peptideos antimicrobianos para dentro da célula alvo, e) difusdo
dos peptideos para alvos intracelulares e f) colapso e fragmentagdo da membrana bacteriana levando a lise

(Zasloff, 2002).
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2. JUSTIFICATIVA

O uso indiscriminado ou inadequado dos antibidticos comerciais existentes promoveu a
emergéncia de resisténcia microbiana em diferentes patégenos até¢ entdo de facil tratamento.
Pesquisadores tem buscado substincias com ag@o antibidtica que possam atuar como novos
medicamentos ou auxiliar os j& existentes contra os patdgenos multiressistentes.

As secregdes cutaneas dos anfibios apresentam grandes quantidades de substancias com
as mais diversas atividades bioldgicas, dentre as quais encontra-se aminas biogénicas,
alcaloides e peptideos com a¢do antimicrobiana, sendo que esses animais tém demonstrado
grande potencial para busca de novas moléculas biologicamente ativas.

Os peptideos antimicrobianos (PAMs) sdo provenientes do sistema imune inato de
diversos tipos de animais e atuam como a primeira linha de defesa contra microrganismos
invasores. Devido a essa atividade sdo potenciais candidatos para desenvolvimentos de novos
farmacos para o combate a patdgenos comuns e até multirresistentes.

O Brasil possui a maior fauna de anfibios existente que, no entanto, ¢ pouco explorada.
Diante desse cenario, o grupo de pesquisa em Toxinologia da Universidade de Brasilia vem se
dedicando a busca de novos peptideos antimicrobianos, principalmente aqueles presentes na
secre¢ao cutanea de anuros da fauna brasileira, visando o desenvolvimento de novos farmacos

com potencial terapéutico.
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3.
3.1.

OBJETIVOS E METAS
Objetivo Geral

Identificar, isolar, purificar e caracterizar quimica e biologicamente peptideos

antimicrobianos inéditos presentes na secre¢do cutanea do anuro Boana raniceps.

3.2
3.2.1.

3.2.2.

3.2.3.
3.24.

3.2.5.
3.2.6.

3.2.7.

3.2.8.

Metas Estabelecidas

Fracionamento da secrecdo bruta e purificagdo dos peptideos antimicrobianos
empregando cromatografia liquida de alta eficiéncia em coluna Cis;

Analise dos peptideos antimicrobianos de B. raniceps por espectrometria de massas do
tipo MALDI-TOF;

Determinagdo das estruturas primarias dos peptideos antimicrobianos de B. raniceps;
Analises de similaridade dos peptideos antimicrobianos de B. raniceps com outros
peptideos antimicrobianos ja identificados;

Sintese quimica dos peptideos antimicrobianos de B. raniceps;

Avaliagdo dos efeitos antimicrobianos dos peptideos antimicrobianos de B. raniceps
sobre diferentes microrganismos patogénicos (Escherichia coli ATCC 25922,
Klebsiella pneumoniae ATCC 13883, Staphylococcus epidermidis ATCC 12228,
Staphylococcus aureus ATCC 25923 e Candida albicans ATCC 14053);

Avaliagdo dos efeitos citoliticos dos peptideos antimicrobianos de B. raniceps sobre
eritrocitos humanos;

Determinagdo dos componentes de estrutura secundaria dos peptideos antimicrobianos

de B. raniceps empregando a técnica de dicroismo circular.
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4. MATERIAIS E METODOS
4.1. Coleta e obtencio da secre¢io cutinea de B. raniceps

A coleta dos espécimes adultos machos foi realizada por meio de busca ativa, durante a
noite com auxilio de lanternas. As coletas foram realizadas no municipio de Monte Alegre de
Goias (Goids, divisa com Tocantins), na fazenda Nossa Senhora Aparecida sob a licenca
SISBIO numero 65054-1. A secrecdo cutanea foi obtida por meio de estimulagdo elétrica
moderada de corrente continua de até 50 V com baixa amperagem, em torno de 500 mA.
A secrecdo liberada foi coletada por meio de lavagem do corpo do animal com agua Milli-Q,

em seguida, congelada, liofilizada e armazenada a -20°C até o momento do uso.

4.2. Fracionamento cromatografico da secrecdo bruta de B. raniceps

A secregdo cutanea bruta de B. raniceps liofilizada foi dissolvida em aliquotas a
10 mg/mL. em TFA 0,12% (v/v). Em seguida, as amostras foram homogeneizadas e
centrifugadas a 13.000 x g durante 5 min. Aliquotas de 100 uL do sobrenadante foram injetadas
em coluna de fase reversa Cis (Shim-pack VP-ODS, No. 2122095, 4,6 x 150 mm, 5 pm), com
fluxo de 1 mL/min.

Inicialmente, a coluna foi equilibrada com TFA 0,12% (v/v) durante 15 min. Apos a
aplica¢do da amostra foi realizada uma corrida padronizada com gradiente crescente de 0-25%
de TFA 0,12% (v/v) em acetonitrila em 5 min, de 25-45% em 25 min e, finalmente, de 45-70%
em 40 min. A eluicdo das fragdes foi monitorada ao ultravioleta (UV) em 216 e 280 nm e as
fragdes manualmente coletadas em tubos de prolipropileno e, em seguida, secas a vacuo e

armazenadas a -20°C.

4.3. Purificacio dos peptideos antimicrobianos de B. raniceps

As fragdes cromatograficas de interesse foram coletadas e recromatografadas para
purificacdo dos peptideos antimicrobianos. Aliquotas (5 mg) foram dissolvidas em 1 mL de
TFA 0,12% (v/v) e centrifugadas a 13.000 x g durante 5 min. O sobrenadante (100 puL) foi
coletado e injetado em coluna de fase reversa Cis (Kinetex Su XB-CI18 100 A,
No. 00G-4605-E0, 4,6 x 250 mm), com fluxo de 1mL/min.

A eluicao foi realizada empregando-se gradiente de 0-35% de TFA 0,12% (v/v) em
acetonitrila em 10 min e de 35-45% de TFA 0,12% (v/v) em acetonitrila em 40 min. A elui¢do
dos peptideos foi monitorada ao ultravioleta (UV) em 216 e 280 nm e e as fracdes manualmente

coletadas em tubos de polipropileno e, em seguida, secas a vacuo e armazenadas a -20°C.
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4.4. Analises por espectrometria de massas

As fragdes cromatograficas resultantes do fracionamento da secre¢do bruta de
B. raniceps e os peptideos purificados foram analisados por espectrometria de massas do tipo
MALDI-TOF em equipamento modelo AutoFlex II, (Bruker, Alemanha). As amostras foram
ressuspendidas em TFA a 0,12% (v/v) em acetonitrila 50% (v/v) e 1 uL. das amostras foram
aplicadas em placa de ago inoxidavel seguido da aplicagdio de 1 pul. de matriz acido
a-ciano-4-hidroxicindmico (20 mg/mL). A matriz foi diluida em TFA a 0,12% (v/v) em
acetonitrila 50% (v/v). As amostras foram analisadas no modo refletido positivo, sendo a faixa
m/z analisada de 1000 a 5000. A calibrag@o foi realizada com o padrao Peptide Calibration
Standard Il, contendo os seguintes peptideos: Bradicinina(1-7) [M+H]" mono (757,399 Da),
Angiotensina I [M+H]" mono  (1.046,5418  Da),  Angiotensina II [M+H]" mono
(1.296,6848 Da), Substancia P [M+H]" mono (1.347,7354 Da), Bombesina[M+H]" mono
(1.619,8223 Da), ACTH clip(1-17) [M+H]" mono (2.093,0862 Da), ACTH_clip(18-
39) [M+H]" mono (2.465,1983 Da) e Somatostatina(28) [M+H]" mono (3.147,4710 Da).

4.5. Sequenciamento quimico dos peptideos antimicrobianos de B. raniceps

Os peptideos purificados foram submetidos a sequenciamento quimico por degradagao
de Edman, utilizando-se um sequenciador de peptideos e proteinas automatico modelo
PSSQ 33A (Shimadzu, Japao). O equipamento foi previamente calibrado com uma mistura

padrao de PTH-aminoacidos.

4.6. Analises computacionais

As estruturas primarias dos peptideos foram analisadas empregando-se Blastp
(https://blast.ncbi.nlm.nih.gov) e o banco APD3 (Antimicrobial Peptide Database,
http://aps.unmc.edu/AP/main.php), com o intuito de se determinar o grau de identidade e
similaridade com outros peptideos ja caracterizados e disponiveis em bancos de dados.

Para a busca via Blastp foi utilizado o banco de dados de sequéncias proteicas
ndo-redundante (nr), com abrangéncia para os organismos Anfibios (taxid:8292).
O alinhamento multiplo das sequéncias dos peptideos foi feito com o emprego da ferramenta
Clustal Omega (https://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalo/). Para predicdes de seus
componentes de estruturas secundaria e de suas caracteristicas fisico-quimicas foram utilizadas
as seguintes ferramentas: SOPMA (https://npsa-prabi.ibcp.fr), NetWheels
(http://tools.alanmol.com.br/NetWheels/), [I-TASSER
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(https://zhanglab.ccmb.med.umich.edu/I- TASSER/) e o programa UCSF Chimera versao 1.13.

4.7.  Analise por dicroismo circular dos peptideos antimicrobianos de B. raniceps

A andlise da conformagdo dos peptideos nativos foi conduzida a partir de medidas de
dicroismo circular (DC) realizadas em um espectropolarimetro do tipo Jasco, modelo J-815
(Jasco instrumentos, Japao), equipado com um sistema que controla a temperatura do tipo
Peltier, acoplado a uma bomba de agua (Jasco instrumentos, Japao). Os peptideos Br17 (0,21
mg/mL), Fng-2 frag (Br18) (0,13 mg/mL), Rsp-1 (0,12 mg/mL), Rsp-8 (0,43 mg/mL), Rsp-7
(0,15 mg/mL), Rsp-6 (0,13 mg/mL) e Rsp-3 (0,13 mg/mL) foram analisados em uma cubeta de
quartzo de 0,05 cm, na presenga de agua ou de dodecil sulfato de sédio (SDS) 35 mM (m/v)
a25 °C. Dez medidas consecutivas foram realizadas na regido distante do UV visivel
(190-260 nm) e a média final entre os espectros coletados foi calculada. Os espectros finais
foram considerados ap6s subtracao dos espectros referentes as linhas de base da dgua e do SDS
35 mM (m/v). A elipticidade observada foi convertida em elipticidade molar ([0])
(grau.cm?.dmol™") baseada na massa molecular por residuo de 112 Da (Pace et al., 1989).

A obtencdo da helicicidade dos peptideos foi estimada considerando os valores de

elipticidade molar (grau.cm?.dmol ™) em A20snm baseado na equagio 1 (Morriset et al., 1973).

([6]208-4,000)

H =
TH = 233000-4.000)

(1)

4.8. Sintese quimica dos peptideos Rsp-3 e Rsp-6

A sintese foi realizada em uma concentragio de 0,15 mmol.L!. Inicialmente, 0,300 mg
de resina Fmoc-GIn(Trt)-Wang (0,5 mmol) (Sigma-ALDRICH), foi pesado ¢ a resina inchada
com diclorometano (DCM). A resina ja imersa em diclorometano foi submetida a agitagao
constante por 30 min, conforme o protocolo postulado por Chan & White (2000) (Figura 11).

Apds o término da preparacdo da resina, a mesma foi lavada trés vezes com
dimetilformamida (DMF) e diclorometano. O aminoacido acoplado a resina apresenta o seu
N-terminal protegido pelo grupo de prote¢do lateral Fmoc (9-fluorenilmetoxicarbonil).
Para realizar a desprote¢do da cadeia lateral foram realizados dois ciclos de desprotecao
utilizando 4-metilpiperdina e DMF (1:4), cada ciclo com duracdo de 15 min e sob agitacao
constante. Ao término da reagdo de desprotecdo, a resina foi lavada trés vezes com DMF e
DMC, ficando o residuo de aminoécido fixado a resina com seu N-terminal livre para um novo

acoplamento.
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Para se avaliar a efetividade da desprote¢ao foi realizado o teste de Kaiser, que consiste
em avaliar qualitativamente se a resina apresenta um N-terminal livre. Nsse teste sdo usadas
trés solucdes: 5% de ninidrina em etanol (m/v), 80% de fenol em etanol (m/v) e KCN em
piridina (2 ml de KCN 0,001 M em 98 mL de piridina). Graos da resina foram coletados e
imersos em gotas das solugdes e, posteriormente, aquecidos a 120 °C. Apos o procedimento, a
coloragdo resultante azul escuro confirma a desprotecao da por¢ao N-terminal.

Para a acoplamento dos aminoacidos foram utilizados os reagentes de acoplamento
HBTU (2-(1H-benzotriazol-1-il)-1,1,3,3 — tetrametiluroniohexafluorofofatato) e DIPEA (N,N’-
diisopropiletilamina). As quantidades dos aminoéacidos a serem adicionados sequencialmente
foram pesadas ao equivalente de 0,15 mmol de resina. O reagente HBTU foi pesado (227,6 mg)
e acrescentado ao meio de reacdo. Para solubilizagdo dos reagentes foi acrescentado ao meio
2 mL de DMF e, em seguida, 139 uL. de DIPEA. Para cada acoplamento foi necessario um
tempo de reag@o de 1 h sob agitagdo constante. Apos cada acoplamento, o teste de Kaiser foi
novamente realizado para verificagdo da efetividade da desprotegao.

Para a clivagem do peptideo antimicrobiano da resina foi utilizado 9,5 ml TFA
(4cido trifluoroacético), 250 puL TIS (triisopropilsilano) e 250 pL H20 resultanto na propor¢ao
9,5/0,25/0,25 (v/v). A resina foi solubilizada nessa solu¢do durante 1h e 30 min. Em seguida, as

amostras foram filtradas e evaporadas em argdnio.
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Figura 11. Fluxograma do procedimento de sintese quimica de peptideos em fase sélida, de acordo com a metodologia estabelecida por Chan & White (2000).
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4.9. Quantificacdo dos peptideos

Os peptideos foram dosados em espectrofotdometro (UV-MS51, Bel Photonics, Brasil)
com leituras nos comprimentos de onda de 205, 215 e 225 nm (Aitken e Learmonth, 2002) de
acordo com a metodologia de Murphy & Kies, 1960. As concentragdes dos peptideos em pg/mL

foi estimada empregando-se as equagdes descritas abaixo:

Abs(205nm)x1000
31

Concentracao A =

Concentracdo B = 144x[Abs(215nm) — (225nm)]

Concentracgao A + Concentracao B
ug/mL = 5 x 20

As solucdes estoques foram diluidas em uma proporgao de 1:20 e aliquotas de 700 uL
de cada peptideo foram submetidas a leitura por espectrofotdmetro. Apds as leituras, as
amostras foram secas em concentrador a vacuo (SC 100, Thermo Scientific, EUA) ¢

armazenadas a -20 °C até o momento de sua utilizacao.

4.10. Determinacio da atividade antimicrobiana dos peptideos Rsp-3 e Rsp-6 sobre
bactérias patogénicas

Para avaliar a atividade antimicrobiana dos peptideos sintéticos Rspp-3 e Rsp-6 foram
utilizadas duas bactérias Gram-negativas (Escherichia coli ATCC 25922 e Klebsiella
pneumoniae ATCC 13883) e duas Gram-postivas (Staphylococcus epidermidis ATCC 12228
e Staphylococcus aureus ATCC 25923). Foram inoculados 200 pL das linhagens selecionadas
em 6,8 mL de meio liquido Muller-Hinton e incubados, sob agitacdo constante, durante 24 h a
37 °C. Ap6s o periodo de incubagao, foram realizadas leituras a 625 nm em espectrofotdmetro
(UV-VIS SPECTROPHOTOMETER UV-MSI1), para avaliagio da densidade Optica.
As suspencdes foram diluidas e ajustadas entre 0,08-0,1 de absorvancia. Em seguida, os
indculos foram diluidos na proporgdo de 1:200 para todas as bactérias testadas (adaptado da
norma CLSI, 2005). Para avaliagao dos valores de MIC foram empregadas aliquotas de 50 uL
(concentracdo inicial: 256 uM) previamente filtradas em filtros de 0,22 pm (Millex GV,
Millipore, Merck). As amostras foram diluidas em série e incubadas com 50 pL da suspensao
de bactéria (preparadas como descrito acima), durante um periodo de 24 h a 37 °C. Apos a

incubacgao, foi feita a leitura do crescimento bacteriano a 620 nm em leitora de microplacas
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Multiskan FC (Thermo Scientific, San Jose, CA).

4.11. Determinacio da atividade antimicrobiana dos peptideos Rsp-3 e Rsp-6 sobre a
levedura patogénica Candida albicans

Para os teste antifingicos foi utilizada a levedura C. albicans ATCC 14053. Aliquotas
de 200 uL da suspensao fungica foi ressuspensa em 6,8 mL de meio BHI (Brain Heart Infusion)
e mantida sob agitacdo constante durante 20 h a 37 °C em tubo de 15 mL. Apos a incubagdo,
foi realizada a leitura da densidade Optica a 620 nm e ajustada para 0,08 — 0,1. Em seguida, a
suspensao foi diluida em meio BHI na propor¢ao de 1:2000 (adaptado da norma CLSI, 2005).

Aliquotas de 50 uL. (na concentragdo inicial: 256 pM) foram filtradas em filtros de 0,22
um (Millex GV, Millipore, Merck), diluidas em série e misturadas com 50 pL da suspensao
fingica contendo aproximadamente 5 x 10> CFUs em pogos de placas de 96 pogos. Em seguida,
a placa foi incubada por 22 h a 37 °C. Apds o periodo da incubagdo, as placas foram lidas a
620 nm em leitora de microplacas Multiskan FC (Thermo Scientific, San Jose, CA).
Os controles para inibi¢do de crescimento e crescimento pleno foram formaldeido 0,8% (v/v) e

agua Milli Q incubados com a suspensao de C. albicans.

4.12. Determinacio da atividade hemolitica dos peptideos Rsp-3 e Rsp-6

Para o ensaio para avaliagdo da atividade hemolitica foi empregado o método descrito
por Onuma e colaboradores (1999) com modificagdes. Eritrocitos humanos O de um doador
saudavel foram centrifugados e lavados quatro vezes com tampao Tris-HCI 10 mM pH 7,4
contendo NaCl 150 mM (tampao-salina) para remogao total de plasma. Em seguida, foi preparada
uma suspensao a 1% (v/v) de eritrocitos.

Aliquotas de 100 pL dos peptideos foram ressuspensos em tampao-salina na
concentragdo inicial de 256 uM e diluidos em série em tubos de 1,5 mL. Em seguida, 100 pL
da suspensao de eritrocitos foi misturada as amostras e os tubos foram incubados por 60 min a
temperatura ambiente. Apos a incubacgao, os tubos foram centrifugados a 2.000 x g por 3 min.
Aliquotas de 100 pL de cada sobrenadante foram transferidas para os pogos de uma placa de
96 pocos de fundo chato (Kasvi, Brasil) e foi realizada leitura espectrofotométria a 405 nm em
leitora de microplacas Multiskan FC (Thermo Scientific, San Jose, CA). Utilizou-se 100 puL da
suspensdo de eritrocitos a 1% (v/v) incubada com 100 pL de Triton X-100 1% (v/v) como
referéncia de 100% de hemolise e 100 pL de suspensao de eritrocitos a 1% (v/v) incubada com

100 pL de tampao-salina como referéncia de 0% de hemolise.
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5. RESULTADOS
5.1. Purificacao dos peptideos antimicrobianos de B. raniceps

O perfil cromatografico obtido com o fracionamento da secrecéo cutanea de B. raniceps
resultou na eluicao de 32 fracdes cromatograficas, sendo que destas 6 demonstraram atividade

antimicrobiana (Figura 12).
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Figura 12. Perfil cromatografico tipico do fracionamento da secregéo bruta de B. raniceps, empregando-se coluna
Cis (Shim-pack VP-ODS, No. 2122095, 4,6 x 150 mm, 5 um) com fluxo de 1 mL/min e detec¢do ao UV em

216 nm. Em destaque, as fra¢des com atividade antimicrobiana que foram caracterizadas no presente estudo.

5.2. Analises por espectrometria de massas tipo MALDI-TOF

As fragdes que exibiram atividade antimicrobiana foram analisadas por espectrometria
de massas do tipo MALDI-TOF. A fragdao 17 exibiu um componente principal com massa
molecular monoisotopica protonada [M+H]" de 2.936,6 Da (Figura 13); a fragdo 18 apresentou
um componente principal com massa molecular monoisotopica protonada [M+H]" de
2.746,5 Da (Figura 14); ja a fracdo 19 apresentou um componente principal com massa
molecular monoisotdpica protonada [M+H]" de 3.137,5 Da, equivalente 4 massa molecular da
Ranaseptina 1 (Rsp-1) descrita por Magalhaes e colaboradores (2008) (Figura 15). As fragdes
20 e 21 apresentaram componentes semelhantes com alteracdo em apenas um residuo (vide
item 5.3), com massas moleculares de 3.087,5 ¢ 3.087,4 Da, respectivamente (Figura 16 ¢ 17).
A fracdo 22 apresentou em sua composicao dois componentes com massas moleculares
monoisotdpicas distintas, sendo que o componente principal exibiu massa monoisotopica

protonada [M+H]" de 3.120,5 (Figura 18), que foi denominado fragdo 22.1 ¢ o outro
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componente com massa molecular monoisotopica protonada [M+H]™ de 2.959,7 Da,

denominado fracao 22.2 (Figura 19), ap6s procedimento de recromatografia.
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Figura 13. Espectro de massas do tipo MALDI-TOF da frag@o 17 exibindo um componente principal com massa
molecular protonada [M+H]" de 2.936,6 Da. A anélise foi realizada em equipamento modelo AutoFlex II, (Bruker,

Alemanha), aplicando-se 1 pL. de matriz HCCA a 20 mg/mL.
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Figura 14. Espectro de massas do tipo MALDI-TOF da fraggo 18 exibindo um componente principal com massa
molecular protonada [M+H]" de 2.746,5 Da. A anélise foi realizada em equipamento modelo AutoFlex II, (Bruker,

Alemanha), aplicando-se 1 pL de matriz HCCA a 20 mg/mL.
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Figura 15. Espectro de massas do tipo MALDI-TOF da frag@o 19 exibindo um componente principal com massa
molecular protonada [M+H]" de 3.137,5 Da. A analise foi realizada em equipamento modelo AutoFlex II, (Bruker,

Alemanha), aplicando-se 1 pL. de matriz HCCA a 20 mg/mL.
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Figura 16. Espectro de massas do tipo MALDI-TOF da frag@o 20 exibindo um componente principal com massa
molecular protonada [M+H]" de 3.087,5 Da. A analise foi realizada em equipamento modelo AutoFlex II, (Bruker,

Alemanha), aplicando-se 1 pL de matriz HCCA a 20 mg/mL.
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Figura 17. Espectro de massas do tipo MALDI-TOF da frag@o 21 exibindo um componente principal com massa
molecular protonada [M+H]" de 3.087,4 Da. A analise foi realizada em equipamento modelo AutoFlex II, (Bruker,

Alemanha), aplicando-se 1 pL. de matriz HCCA a 20 mg/mL.
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Figura 18. Espectro de massas do tipo MALDI-TOF da fragdo 22.1 exibindo um componente principal com massa
molecular protonada [M+H]" de 3.120,5 Da. A analise foi realizada em equipamento modelo AutoFlex II, (Bruker,

Alemanha), aplicando-se 1 pL de matriz HCCA a 20 mg/mL.
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Figura 19. Espectro de massas do tipo MALDI-TOF da fra¢ao 22.2 exibindo um componente principal com massa
molecular protonada [M+H]" de 2.959,7 Da. A analise foi realizada em equipamento modelo AutoFlex I, (Bruker,

Alemanha), aplicando-se 1 pL. de matriz HCCA a 20 mg/mL.

5.3. Caracterizacio estrutural dos peptideos antimicrobianos de B. raniceps

Os peptideos nativos purificados foram submetidos a sequenciamento quimico por
degradagdo de Edman. O primeiro peptideo, denominado Brl7, apresentou uma sequéncia de
27 residuos de aminoécidos: 'LDKLKSIGKVVGKVAIGVVKNYLNPRQ?’ com correspondéncia
com a massa molecular determinada experimentalmente. O segundo peptideo apresentou uma
sequéncia de 26 residuos de aminoécidos: 'GAILKIGHALAKTVLPMVTNAFKPKQ?® também
exibindo correspondéncia com a massa molecular determinada experimentalmente. Para os
demais peptideos foram obtidas sequéncias parciais, visto que as massas moleculares calculadas
a partir das sequéncias obtidas por degrada¢do de Edman mostraram-se inferiores as massas
moleculares determinadas experimentalmente para cada um desses peptideos. Os peptideos
denominados Br20 e Br21 apresentaram sequéncias parciais com 24 residuos de aminoacidos:
'ALLDKLKSLGKVVGKVAIGVAQHY?** ¢ '"ALLDKLKSLGKVVGKVALGVAQHY?** com uma
unica alteragdo na posicdo 18, com a substitui¢do de um residuo de isoleucina por leucina,
aminodacidos isobdricos, justificando-se as mesmas massas moleculares observadas para esses
dois peptideos por MALDI-TOF MS (Figuras 17 e 18). E, por ultimo, os peptideos

denominados Br22.1 e Br22.2 que apresentaram sequéncias parciais distintas com 25 ¢ 24
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residuos de  aminoacidos  cada: 'ALLDKLKSLGKVVGKVALGVVQNYL?® ¢
'AWLDKLKSIGKVVGKVAIGVAKNL*.

As buscas por similaridade foram realizadas utilizando-se a ferramenta BLASTp e
também o banco de sequéncias APD3. A sequéncia do peptideo Brl7 apresentou valores de
identidade de 82.8% e de similaridade de 93,1% com os PAMs Raniseptina 10 (Rsp-10) e
Raniseptina 6 (Rsp-6), sendo que o peptideo Brl7 apresenta uma delecdo dos dois residuos de
aminoacidos da por¢ao N-terminal.

As sequéncias obtidas para os peptideos Br20 e Br21 exibiram identidade com os
peptideos antimicrobianos Raniseptina 8 e 7 (Rsp-8 e 7), respectivamente, sendo que a
Raniseptina 8 apresenta na posicdo 18 uma isoleucina e a Raniseptina 7 apresenta uma leucina
nessa mesma posi¢ao. Tendo em vista as massas moleculares observadas experimentalmente
para esses dois peptideos, pode-se afirmar que eles correspondem as Raniseptinas 8 e 7,
respectivamente, descritas por Magalhaes e colaboradores (2008).

Ja o peptideo Br22.1 corresponde a Raniseptina 6 (Rsp-6) e o peptideo denominado
Br22.2 a Raniseptina 3 (Rsp-3), considerando-se novamente as massas moleculares
experimentais observados para esses peptideos o que permitiu estabelecer as suas estruturas
primarias por completo (Figura 20).

O peptideo Brl8 corresponde a um fragmento da Figainina 2 (Fgn-2), na qual os dois
residuos da por¢do N-terminal foram removidos (Figura 21). As Figaininas foram descritas por
Barbosa e colaboradores (2010) a partir do banco de cDNAs gerado com RNAs obtidos da pele
de B. raniceps, sendo que a Figainina 2 foi recentemente isolada e caracterizada por Santana e

colaboradores (2020).

Rsp-8 (Br20) ALLDKLKSLGKVVGKVAIGVAQHYLNPQQ 29
Rsp-7 (Br21) ALLDKLKSLGKVVGKVALGVAQHYLNPQQ 29
Rsp-6 (Br22.1) ALLDKLKSLGKVVGKVALGVVQNYLNPRQ 29
Rsp-3 (Br22.2) AWLDKLKS IGKVVGKVAIGVAKNLLNPQ- 28

* FhIkIIAIx-FkFkIxAkkkkikkhk-) Kk - - Fkk-

Figura 20. Alinhamento multiplo das sequéncias dos peptideos de B. raniceps isolados no presente trabalho.
Os asteriscos (*) indicam residuos de aminoécidos idénticos e os dois pontos (:), substituigdes conservativas.
Os residuos de aminoacidos hidrofobicos estdo indicados em vermelho, os acidos em azul, os basicos em , 0S

polares (N, Q, S, T) em verde, prolina em , glicina em preto e aromaticos em bege.
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Bri8 1 —--GAILKIGHALAKTVLFPMVTNAF Q 26

NRRRRRRRRRRRRRRRRRRAINY
Figainina 2 1 FLGAILKIGHALAKTVLPMVTNAFKPKQ 28

Figura 21. Alinhamento da sequéncia do peptideo Brl8 com a sequéncia da Figainina 2. Os residuos de
aminoacidos hidrofobicos estdo indicados em vermelho, os acidos em azul, os basicos em , 0s polares (N, Q,

S, T) em verde, prolina em , glicina em preto e aromaticos em bege.

5.4. Caracteristicas fisico-quimicas dos peptideos antimicrobianos de B. raniceps

As analises computacionais permitiram observar que o peptideo Brl17 possui uma face
hidrofobica relativamente longa composta pelos residuos Val, Ile, Pro, Val, Val, Leu, Tyr e Ala
e seu indice médio de hidropaticidade (GRAVY) mostrou ser igual a 0,011. J& o fragmento da
Figainina 2 (Br18) também exibiu uma face hidrofébica longa composta pelos residuos Ile, Pro,
Met, Leu, Ile, Ala e Val e seu indice médio de hidropaticidade mostrou ser igual a 0,365.
Os peptideos Rsp-8 e 7 apresentaram uma face hidrofobica longa, compostas por Val, Leu, Pro,
Leu, Val, Val, Leu, Tyr e Ala, entretanto quanto avaliamos seu indice médio de hidropaticidade,
observamos que o peptideo Rsp-8 foi igual a 0,155; ja o peptideo Rsp-7 apresentou um indice
médio de hidropaticidade igual a 0,131. O peptideo Rsp-6 apresentou a face hidrofébica
composta pela mesmas sequéncias do peptideos Rsp-8 e 7, entretanto o seu indice médio de
hidropaticidade apresentou diferenciacdo sendo igual a 0,169. O peptideo Rsp-3 apresentou
uma face hidrofébica bastante longa composta por Val, Ile, Pro, Trp, Val, Val, Leu e Ala e um

indice médio de hidropaticidade de 0,300 (Tabela 1).

Tabela 1. Caracteristicas fisico-quimicas dos peptideos antimicrobianos de B. raniceps.

Peptideo Face hidrofébica Carga liquida GRAVY
Brl7 VIPVVLYA +5 0,011
Fng-2 (frag) IPMLIAV +4 0,365
Rsp-8 VLPLVVLYA +3 0,155
Rsp-7 VLPLVVLYA +3 0,131
Rsp-6 VLPLVVLYA +4 0,169
Rsp-3 VIPWVVLLA +4 0,300

GRAVY: Indice médio de hidropaticidade.
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5.5. Analises estruturais por simulacio computacional e por dicroismo circular

As analises das projecdes em roda helicoidal permitiram observar que os peptideos
antimicrobianos de B. raniceps apresentam tendéncia a formagdo de a-hélices anfipaticas
(Figura 22). Os peptideos antimicrobianos isolados apresentaram carga liquida variando de
+3 a+5, onde as Raniseptinas 7 e 8 apresentaram cargas liquidas semelhantes (+3), ja as
Raniseptinas 3 e 6, além do fragmento da Figainina 2 (Br18), apresentaram carga liquida igual

a +4 e, por ultimo, a Raniseptina Br17 que apresentou carga liquida igual a +5.

Figura 22. Projecdes em roda helicoidal (Schiffer-Edmundson) das Raniseptinas Brl7, 3, 6, 7 e 8 e do fragmento
da Figainina 2 (Brl8). Cores: residuos basicos em magenta; ndo-polares (hidrofébicos) em amarelo; acidos em

vermelho e polares/sem carga em verde.
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A predicdo da estrutura secundaria por andlises computacionais, como I-TASSER,
permitiu observar que todos os peptideos antimicrobianos apresentam estruturas secundarias

semelhantes (Figura 23), com tendéncia a formagao de a-hélices.

Br17 Fng 2 (Br18) Rsp-8
o )
N v

Figura 23. Modelos tedricos tridimensionais das Raniseptinas Brl7, 3, 6, 7 e 8 e do fragmento da Figainina 2
(Br18) gerados pelo site I-TASSER. Em azul, a regido mais eletronegativa (N-terminal) e, em vermelho, a regido

eletropositiva (C-terminal).

As andlises experimentais por dicroismo circular revelaram que todas as Raniseptinas
aqui descritas adotam conformacdo em a-hélice, provavelmente pela composi¢dao de sua
estrutura primaria semelhante. O perfil dos espectros dicroicos dos peptideos obtidos em agua
a 25 °C apresentaram majoritariamente uma banda dicroica negativa em 200 nm. Essas analises
revelaram que todos os peptideos estudados apresentaram estruturas do tipo desordenada em
solugdo aquosa (Figura 24), sendo que, na presenga de micelas de SDS (dodecil sulfato de
s0dio), os peptideos tenderam a se estruturar, assumindo principalmente uma conformagao em
a-hélice (Krittanai & Johnson, 2000). Os espectros dicroicos dos peptideos na presenga de
SDS 35 mM mostraram deslocamento expressivo da banda dicroica negativa de 200 nm para
as regides de 208 e 222 nm, com valores de [0]20snm variando entre -16.000 e -31.000
grau.cm?/dmol, e uma banda dicroica positiva em 190 nm. Este resultado mostra que, na

presenca de SDS, os peptideos assumiram conformagao predominantemente em a-hélice.
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Figura 24. Analise da formagdo de estruturas secundarias por meio de dicroismo circular dos peptideos de
B. raniceps isolados no presente trabalho. (A) Br17, (B) Fng-2 frag. (Br18), (C) Rsp-7, (D) Rsp-8, (E) Rsp-6 ¢ (F)

Rsp-3. Os espectros dicroicos foram obtidos de 190 a 260 nm, em meio aquoso e na presencga de SDS 35 mM.

A helicicidade dos peptideos foi calculada considerando o valor da elipticidade molar a

testados como agentes antimicrobianos contra microrganismos patogénicos.

Tabela 2. Conteudo de a-hélice (%) dos peptideos antimicrobianos de B. raniceps na

presenca de SDS 35 mM a 25 °C.

Peptideo o-Hélice (%)
Brl7 71,3
Fng-2 frag (Brl) 90,0
Rsp-8 56,4
Rsp-7 97,0
Rsp-6 84,0
Rsp-3 89,0

208 nm na presenga de SDS 35 mM (Tabela 1). Dos seis peptideos analisados por DC, os
peptideos Fng-2 (Brl8), Rsp-7 e 3 apresentaram maior percentual de helicicidade,
destacando-se a Raniseptina 7 que apresentou maior helicicidade na presenga de SDS com
percentual de a-hélice de 97%, conforme apresentado na Tabela 2. Estes resultados sugerem
que os peptideos Fng-2 frag. (Brl8), Rsp-7 e 3 apresentam alto potencial para assumirem

estruturacdo helicoidal na presenca de membranas biologicas, podendo, portanto, serem
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5.6. Sintese quimica dos peptideos Rsp-3 e Rsp-6

De modo a se avangar na caracterizagao biologica dos peptideos de B. raniceps isolados
no presente trabalho, duas Raniseptinas foram selecionadas para sintese quimica manual apos
uma avalia¢do prévia, onde foram avaliadas algumas caracteristicas fisico-quimica como a
extensdo da face hidrofobica, a carga liquida e valor do indice GRAVY, sendo selecionadas as
Raniseptinas 3 e 6 (Rsp-3 e Rsp-6).

A sintese foi realizada manualmente em fase soélida, utilizando-se resina Wang
(0,5 mmol), com o residuo de Gln previamente acoplado (Fmoc-GIn(Trt)-Wang).

Ap0s a sintese das Raniseptinas, foi realizada uma etapa de clivagem para remogao dos
peptideos da resina, sendo que ao término da clivagem, a solugdo passou por um filtro para
remocao da resina, além de contaminantes como, por exemplo, os reagentes que atuaram como
antioxidantes e os protetores de cadeias laterais tBu (t-butila), Boc (t-butiloxicarbonila) e trt
(tritila).

A andlise dos perfis cromatograficos gerados durante a purificagdo da Raniseptina 6 ndo
evidenciou a presenca de fragmentos peptidicos, uma vez que, observou-se a presenga de
apenas uma fra¢do abundante. Entretanto, alguns componentes utilizados durante a etapa de
clivagem ou subprotudos da sintese ainda se monstraram presentes nas cromatografias, o que €
esperado para esse processo (Figura 25). No caso da Raniseptina 3 foi observada a presenca de
duas fragdes de intensidade alta, sendo que a maior correspondeu ao peptideo de interesse
(Figura 26). O pico de menor intensidade foi considerado um fragmento peptidico devido a sua
massa molecular monoisotopica e essa fracdo também foi coletada manualmente e armazenada
para futura avaliagdo de suas propriedades bioldgicas.

Andlises por espectrometria de massas foram realizadas com os peptideos sintéticos
purificados para confirmagdo da qualidade dos produtos produzidos, por meio da comparagao
das massas moleculares obtidas experimentalmente com as massas moleculares teoricas

esperadas para cada um dos peptideos (insertos nas Figuras 25 e 26).
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Figura 25. Perfil cromatografico tipico resultante da purificagdo do peptideo antimicrobiano sintético Rsp-6,
empregando-se coluna C;s (Shim-pack VP-ODS, No. 2122095, 4,6 x 150 mm, 5 pm) com fluxo de 1 mL/min e
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Figura 26. Perfil cromatografico tipico resultante da purificagdo do peptideo antimicrobiano sintético Rsp-3,
empregando-se coluna C;g (Shim-pack VP-ODS, No. 2122095, 4,6 x 150 mm, 5 pm) com fluxo de 1 mL/min e
detecgdo ao UV em 216 nm. Na parte superior (inserto), observa-se o componente principal com massa molecular
monoisotdpica protonada [M+H]" de 2959.62 Da. A analise foi realizada em equipamento modelo AutoFlex II,

(Bruker, Alemanha), aplicando-se 1 pL. de matriz HCCA a 20 mg/mL.
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5.7. Efeitos antimicrobianos e hemoliticos dos peptideos Rsp-3 e Rsp-6

Os peptideos antimicrobianos sintéticos Rsp-3 e 6 foram testados contra quatro espécies
bacterianas e uma espécie de levedura, além de eritrocitos humanos.

Ambos os peptideos mostraram-se bastante efetivos na inibicdo do crescimento das
bactérias Gram-negativas testadas (E. coli e K. pneumoniae), com valores de MIC iguais a 2 e
1 uM, respectivamente (Tabela 3). A atividade inibitéria foi um pouco menor sobre os
patdégenos Gram-positivos S. aureus e S. epidermidis, sendo que a Rsp-3 exibiu MICs de 4 ¢
8 uM, respectivamente, para tais bactérias (Tabela 3). J4 o peptideo antimicrobiano Rsp-6
mostrou-se também ativo sobre esses microrganismos exibindo valores de MIC iguais a 32 e
8 uM para S. aureus e S. epidermidis, respectivamente (Tabela 3). Ambos os peptideos nio
foram capazes de inibir completamente o crescimento da levedura C. albicans, mesmo na maior
concentragcdo empregada (128 uM). Ainda assim, foi observado que ambos foram capazes de
inibir acentuadamente o crescimento dessa levedura nessa concentragao (Tabela 3).

Os peptideos Rsp-3 e 6 apresentaram alta seletividade sobre bactérias, sendo
preferencialmente ativos sobre bactérias Gram-negativas. O peptideo Rsp-3 demonstrou

também atividade antimicrobiana significativa sobre as bactérias Gram-positivas (Tabela 3).

Tabela 3. Atividade antimicrobiana (MIC, pM) dos peptideos Rsp-3 e Rsp-6 sobre microrganismos patogénicos.

Peptideo
Rsp-3 Rsp-6
E. coli (ATCC 25922) 2 2
K. pneumoniae (ATCC 13883) 1 1
S. aureus (ATCC 25923) 4 32
S. epidermidis (ATCC 1223) 8 8
C. albicans (ATCC 14053) >128 >128

Em relacdo a capacidade de lisar eritrdcitos humanos, os peptideos ndo apresentaram
atividade hemolitica elevada, mesmo quando testados nas maiores concentragdes, ficando
abaixo de 5% de hemolise nas concentragdes onde a atividade antibacteriana foi relevante (entre

2 e 8 uM) (Figura 27).
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6. DISCUSSAO

A secrecdo cutanea dos anfibios apresenta grande variedade de substincias e esses
compostos podem ser mais ou menos expressos de acordo com certas variaveis como, por
exemplo, alimentagdo, época do ano (chuvoso ou seco), ciclo ou fase do desenvolvimento do
individuo e até a localidade dos espécimes coletados. Para o género Boana pouco sdo os
peptideos antimicrobianos isolados e caracterizados até o momento, dentre eles as Hylaseptinas
encontradas na secregdo de B. punctata (Prates et al., 2004), as Cinerascetinas encontradas em
B. cinerascens (Almeida et al., 2015), a Hylina-al isolada de B. albopunctatus (Castro et al.,
2009), os PAMs Raniseptina 1 e Raniseptina-Bl 1 encontradas em B. raniceps e B. lundii,
respectivamente (Magalhaes et al., 2008; Aradjo, 2018) e a Figainina 2 isolada da secre¢io
cutanea de B. raniceps (Santana et al., 2020).

O perfil cromatografico de B. raniceps exibiu alta complexidade em sua composicdo
apresentando 32 fracdes cromatograficas, onde as fracdes de interesse exibiram um
comportamento hidrofobico sendo eluidas a partir de 40% de acetonitrila (Figura 12). Em geral,
peptideos antimicrobianos sao bastante hidrofobicos com apenas poucas excegdes. Geralmente,
fragdes cromatograficas que eluem em tempo de retengdo maior, apresentam carga liquida
positiva menor, o que esta relacionado diretamente com sua perda de atividade hemolitica, além
de perda de atividade antimicrobiana (Castro et al., 2009). As fragdes de interesse apresentaram
uma baixa intensidade na leitura ao ultravioleta em 216 nm, podendo estar relacionado com a
baixa quantidade desses peptideos nessa secrecdo. Esse baixo rendimento dificultou o avango
dos estudos com esses peptideos, o que também foi perceptivel no estudo desenvolvido por
Magalhaes e colaboradores (2008).

A hidrofobicidade dessas moléculas ¢ resultante da presenga de aminoacidos com
caracteristicas bastante apolares como Ile, Val, Phe, Tyr e Trp. Ja a sua e cationicidade esta
relacionada com a presenga de aminoacidos carregados positivamente (Lys e Arg) (Bechinger
& Gorr, 2017). Ao se analisar a estrutura primaria dos peptideos isolados no presente estudo ¢
possivel observar que esses peptideos possuem uma alta porcentagem de residuos hidrofobicos
e bésicos, justificando seus aspectos fisico-quimicos como tempo de retengao elevado, carga
liquida positiva e hidrofobicidade alta. De acordo com Kyte & Doolittle (1982), é possivel
avaliar o grau de hidrofobicidade através da determinagdo do indice médio de hidropaticidade
(GRAVY), que ¢ calculado como a soma dos valores de hidropaticidade de todos os
aminodcidos dividida pelo niimero de residuos na sequéncia, resultando em valores positivos

para moléculas hidrofobicas.
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As estruturas primdrias dos peptideos isolados no presente trabalho apresentaram
similaridade com PAMs das familias das Raniseptinas e Figaininas previamente identificadas
a partir de estudos com bibliotecas de cDNA feitas a partir de RNAs isolados da pele de
B. raniceps (Magalhaes et al., 2008; Barbosa, 2010), onde o peptideo Brl7 exibiu alta taxa de
similaridade com as Raniseptinas 6 e 10, sendo que o peptideo Brl7 ndo apresenta os dois
residuos N-terminais (AL na Raniseptina 6 e AW na Raniseptina 10). Os peptideos Br20, Br21,
Br22.1 e Br22.2 correspondem as Raniseptinas 8, 7, 6 e 3 respectivamente (Figura 20).

Finalmente, o peptideo Br18 corresponde a um fragmento da Figainina 2 com perda de
dois residuos da por¢do N-terminal (Figura 21).

Os peptideos antimicrobianos, na sua grande maioria, apresentam variagdes unicas em
suas sequéncias de aminoacidos, com modificagdes na extensao da cadeia peptidica até
modificacdes pos-traducionais. Para a familia Hylidae ¢ comum que os peptideos maduros
variem entre 18 e 34 residuos, assim como ocorre com as Raniseptinas, Figaininas e Hylinas
(Gomes et al., 2007; Nicolas & El Amri, 2009; Nacif-Margal et al., 2015; Wang et al., 2016).
A estrutura geral dos precursores ¢ altamente conservada, estando presente uma regido que
corresponde ao peptideo sinal, sendo essa a mais conservada, principalmente para peptideos
antimicrobianos de anfibios da familia Hylidae, como demonstrado por Nicola e colaboradores
(2003). Outra regido conservada é a regido denominada sinal de intervengdo que apresenta
pouca alteracdo em sua composi¢do, seguida de locais de clivagem compostos por Lys e Arg
(Wang et al., 2016).

Magalhaes e colaboradores (2008), quando analisaram a biblioteca de cDNAs da pele
de B. raniceps, descreveram nove Raniseptinas distintas, sendo cinco pertencentes a familia A
com a por¢ao N-terminal iniciando-se por AWL e quatro pertencentes a familia B com a por¢ao
N-terminal iniciando-se por ALL. Entretanto, apenas a Raniseptina 1 foi isolada e caracterizada
por esse grupo, sendo que devido a quantidade limitada de amostra foi realizada a sintese
quimica da mesma. A Raniseptina 1 apresentou valores de MICs significativamente baixos para
as mesmas bactérias testadas nesse trabalho, sendo que para E. coli (ATCC 25922) o valor do
MIC foi igual a 5 uM e para S. aureus (ATCC 29313) foi igual a 20 uM.

Barbosa e colaboradores (2010) identificaram outros doze precursores de peptideos
antimicrobianos da pele de B. raniceps, dentre eles cinco Raniseptinas pertencentes a familia A
e sete peptideos pertencentes a familia B.

O peptideo Rsp-3 apresentou atividade antimicrobiana similar a Raniseptina-1 descrita
por Magalhdes e colaboradores (2008), sendo também mais efetivo sobre bactérias

Gram-negativas, como E. coli (MIC =2 uM) e K. pneumoniae (MIC = 1 uM). O PAM Rsp-6
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exibiu atividade antimicrobiana idéntica a da Rsp-3 sobre as bactérias Gram-negativas testadas,
embora tenha se mostrado menos efetivo sobre a bactéria Gram-positiva S. aureus. Acredita-se
que tal seletividade observada para os PAMs possa estar relacionada com as diferengas
existentes na constituicdo das membranas de bactérias Gram-negativas e Gram-positivas
(Neelay et al., 2017; Santana et al., 2020). Outro fator que pode ter influéncia na atividade
antimicrobiana observada para as duas Ranisptinas estd associado ao fato da Rsp-3 apresentar
uma face hidrofobica maior que a Rsp-6 o que pode justificar uma a¢ao mais efetiva sobre um
espectro maior de bactérias (Wang, 2017). A cationicidade ndo parece ser um fator
determinante para a seletividade desses dois peptideos, uma vez que apresentam a mesma carga
liquida (+4).

Alguns peptideos descritos para o género Boana apresentam maior efetividade sobre
bactérias Gram-positivas, como S. aureus, como a Hylina al (Castro et al., 2009) que exibiu
MIC igual a 8 uM, Cinerascetina 01 (Almeidaetal., 2015) com MIC igual a 10 uM, a Hylina b3
e a Hylina b4, descritas por Aratjo (2018), com valores de MIC iguais a 8 e 16 uM,
respectivamente. Outros peptideos encontrados em hilideos também demonstram maior acao
contra bactérias Gram-positivas como as Brevininas (MIC = 2,5-10 uM) (Wang et al., 2016) e
as Esculentinas (MIC = 2,5-5 uM) (Wang et al., 2016).

As Raniseptinas testadas promoveram inibi¢do parcial do crescimento da levedura
C. albicans, sendo que no intervalo de concentragdes de 128 a 16 uM inibiram mais de 50%
do crescimento desse fungo. Peptideos com atividade sobre a levedura C. albicans ja foram
descritos como a Raniseptina-Bl 1 descrita por Aratjo e colaborados (2018) que exibiu valor
de MIC igual a 16 uM e a Cinerascetina 01 com 10 pM.

Os efeitos citoliticos dos peptideos antimicrobianos estdo relacionados com suas
propriedades cationicas, sendo esse efeito devido a sua interagdo com as moléculas de acido
sidlico presentes na superficie dos eritrocitos (Blondelle et al., 1999). O acido sialico ¢
carregado negativamente, o que favorece a interagdo com peptideos com carga liquida mais
elevadas. De maneira geral, peptideos antimicrobianos apresentam carga liquida positiva,
variando entre +4 e +7, com poucas excegoes representadas por peptideos com carga liquida
negativa, sendo que apenas 15 foram descritos na secre¢do de anfibios (Helynck et al., 1993;
Blondelle et al., 1995; Dennison et al., 2018). A carga liquida positiva dessas moléculas esta
diretamente relacionada com a propor¢ao entre aminoacidos basicos, como His, Lys e Arg, e
aminoacidos acidos (Asp e Glu) presentes nessas moléculas (Bechinger & Gorr, 2017). No caso
dos peptideos Rsp-3 e 6, ambos apresentam cinco residuos positivos em suas sequéncias

balanceados por um residuo de Asp, resultando em uma carga liquida igual a +4. Embora a
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cationicidade seja um fator importante para a atividade citolitica sobre eritrocitos humanos, os
peptideos Rsp-3 e 6 promoveram menos de 20% de hemdlise mesmo na concentragao mais alta
empregada (128 uM), diferente do observado para a Figainina 2 e a Hylina al, que apresentaram
valores de HCso iguais a 48,9 e 18,6 uM, respectivamente (Santana et al., 2020; Castro et al.,
2009).

Concluindo, os peptideos antimicrobianos isolados da secrecdo cutanea de
Boana raniceps exibiram propriedades antimicrobianas terapeuticamente interessantes,
podendo contribuir para o desenvolvimento de novos agentes antimicrobianos de modo a
combater a atual crise no tratamento de infecgdes por mircorganismos resistentes, reforcando a
necessidade de se avancar na exploragdo, para fins farmacéuticos, da biodiversidade brasileira

de anuros.
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7. CONCLUSAO

No presente estudo foram identificados e isolados sete peptideos com propriedades
antimicrobianas da secre¢do cutanea do anuro Boana raniceps. Os peptideos isolados foram
submetidos a sequenciamento quimico por degradagdo de Edman e andlises de similaridade
revelaram que o peptideo Brl8 corresponde a um fragmento da Figainina 2 e os demais
correspondem as Ranaseptinas 3, 6, 7 ¢ 8 previamente identificadas a partir de uma biblioteca
de cDNAs gerada para essa espécie. Finalmente o peptideo Brl7 corresponde a uma nova
Raniseptina com alta similaridade com os PAMs Raniseptinas 10 e 6, sendo que o peptideo
Brl17 apresenta uma delecdo dos dois residuos de aminoacidos da terminagdo N-terminal em
relagdo as Raniseptinas citadas.

As Raniseptinas 3 e 6 foram sintetizados quimicamente e suas propriedades
antimicrobianas e hemoliticas foram avaliadas.

As duas Raniseptinas sintetizadas mostraram-se bastante ativas exibindo mesmos
valores de MIC sobre as bactérias Gram-negativas: E. coli (MIC = 2 uM) ¢ K. pneumoniae
(MIC =1 uM). No caso das bactérias Gram-positivas testadas, os peptideos mostraram-se
menos ativos, sendo que a Rsp-3 exibiu valores de MIC iguais a 4 e 8 pM para S. aureus e
S. epidermidis, respectivamente, enquanto a Rsp-6 mostrou-se menos efetiva sobre a bactéria
S. aureus exibindo um valor de MIC igual a 32 uM.

Ambos os peptideos ndo foram capazes de inibir completamente o crescimento da
levedura C. albicans, mesmo na maior concentragdo empregada (128 uM).

As Raniseptinas 3 e 6 revelaram-se pouco hemoliticas, promovendo menos de 5% de
hemolise nas concentragdes onde a atividade antibacteriana foi relevante (entre 2 ¢ 8 uM).

O presente estudo reforga o potencial terapéutico dos peptideos antimicrobianos
presentes nas secre¢des cutdneas dos anuros que, quando explorados adequadamente, podem

ser uteis ao desenvolvimento de novos agentes antimicrobianos.
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8. PERSPECTIVAS
Como perspectivas futuras desse trabalho, destacamos:

1. Produzir pos sintese quimica os demais peptideos identificados no presente
estudo para avancgar na caracterizagao de suas propriedades bioldgicas;

2. Avaliar as propriedades antimicrobianas e hemoliticas dos demais peptideos
identificados no presente estudo;

3. Avaliar as propriedades antimicrobianas dos PAMs identificados no presente
estudo por meio da realizacdo de ensaios complementares de inibi¢ao avaliando seus efeitos
sobre microrganismos multirresistentes, como Klebsiella pneumoniae carbapenemase (KPC) e
Staphylococcus aureus resistente a meticilina (MRSA);

4. Avaliar o potencial terapéutico dos peptideos identificados no presente estudo
em combinagdo com outras drogas antibioticas comercialmente disponiveis;

5. Avaliar os efeitos dos peptideos identificados no presente estudo sobre os
microrganismos sensiveis com o emprego de técnicas de microscopia eletronica de varredura e
microscopia de forca atdmica;

6. Avaliar os efeitos antiproliferativos e citotoxicos dos peptideos identificados no
presente estudo sobre linhagens de células tumorais, como linhagens de células de cancer de
mama (MCF-7) e células de melanoma murino (B16F10);

7. Avaliar o potencial antiparasitario dos peptideos identificados no presente estudo
sobre protozoarios de interesse médico e veterinario, como Leishmania sp., Trypanosoma cruzi
¢ Plasmodium falciparum;

8. Avaliar o potencial antiviral dos peptideos identificados no presente estudo sobre
arbovirus emergentes como os virus da febre chikungunya, da febre amarela, da dengue e Zika

virus.
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