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RESUMO

Os peptideos antimicrobianos sao moléculas produzidas naturalmente por uma variedade de
organismos, incluindo anfibios como sapos e ras que os secretam na pele como uma forma de
defesa contra patdgenos. Esses peptideos atuam contra uma ampla gama de bactérias, fungos e
virus e possuem potencial terapéutico significativo devido a sua capacidade de matar
microrganismos sem causar danos as células humanas. A aplicacdo desses peptideos €
promissora em diversas areas, como no desenvolvimento de novos antibidticos e no tratamento
de infeccbes. Além disso, eles estdo sendo estudados como uma alternativa aos antibioticos
tradicionais que sdo cada vez mais ineficazes devido a selecdo de genes de resisténcia
microbiana. No entanto, apesar do potencial promissor desses peptideos, ainda ha muita
pesquisa a ser feita para entender melhor sua eficacia em diferentes contextos e a viabilidade
de sua aplicacdo em grande escala. Além da atividade antimicrobiana, os peptideos presentes
na secrecdo cutanea de anuros também podem exibir atividade imunomodulatéria, o que
significa que eles podem afetar a funcdo do sistema imunoldgico. Esses peptideos podem agir
como agentes pro-inflamatdrios ou anti-inflamatdrios, regulando a resposta imunoldgica do
organismo. O presente trabalho teve como objetivo avaliar o efeito antibacteriano e sinérgico
dos peptideos antimicrobianos Pentadactilina e Falaxina em bactéria multirresistente Klebsiella
pneumoniae carbapenemase (KPC). Adicionalmente, foi avaliada a resposta de neutréfilos
humanos expostos a essas moléculas. A purificacdo por RP-HPLC e a andlise por
espectrometria de massas revelou um alto grau de homogeneidade desses peptideos para a
realizacdo dos ensaios propostos. Ambos o0s peptideos apresentaram atividade antibacteriana
contra bactéria KPC (Concentracdo Inibitoria Minima, CIM = 128 uM para os dois peptideos),
e 0s danos promovidos foram avaliados por microscopia eletronica de varredura (MEV), em
que se evidenciou deformacdes na membrana dessa bactéria, 0 que possivelmente leva a
desestruturacdo da parede e lise do microrganismo. Os testes de combinacgdo de drogas entre 0s
peptideos e o antibidtico polimixina B indicaram que ambos apresentam efeitos sinergicos,
diminuindo a CIM quando testados contra a bactéria KPC. Na avaliacdo de seus efeitos
imunomodulatérios, ambos os peptideos ndo apresentaram resultados significativos quando
modularam a resposta fagocitaria dos neutrofilos. A Falaxina promoveu uma diminuicdo na
producdo de Espécies Reativas de Oxigénio (EROs). Ambos os peptideos ndo exibiram
potencial quimiotatico. Os efeitos sinérgicos e imunomodulatérios sobre neutréfilos dos
peptideos Pentadactilina e Falaxina demonstram outras possibilidades de aplicacdo terapéutica
para esses peptideos.
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ABSTRACT

Antimicrobial peptides are molecules produced naturally by a variety of organisms, including
amphibians such as toads and frogs that secrete them into their skin as a form of defense against
pathogens. These peptides act against a wide range of bacteria, fungi and viruses and have
significant therapeutic potential due to their ability to kill microorganisms without causing harm
to human cells. The application of these peptides is promising in several areas, such as the
development of new antibiotics and the treatment of infections. Furthermore, they are being
studied as an alternative to traditional antibiotics that are increasingly ineffective due to the
selection of microbial resistance genes. However, despite the promising potential of these
peptides, there is still much research to be done to better understand their effectiveness in
different contexts and the feasibility of their large-scale application. In addition to antimicrobial
activity, peptides present in anuran skin secretions can also exhibit immunomodulatory activity,
which means they can affect the function of the immune system. These peptides can act as pro-
inflammatory or anti-inflammatory agents, regulating the body's immune response. The present
project aimed to evaluate the antibacterial and synergistic effect of the antimicrobial peptides
pentadactylin and fallaxin on multidrug-resistant bacteria Klebsiella pneumoniae
carbapenemase (KPC). Additionally, the response of human neutrophils exposed to these
molecules was evaluated. Purification by RP-HPLC and mass spectrometry analysis revealed a
high degree of homogeneity of these peptides for carrying out the proposed assays. Both
peptides showed antibacterial activity against KPC bacteria (Minimum Inhibitory
Concentration, MIC = 128 uM for both peptides), and the damage caused was evaluated by
scanning electron microscopy (SEM), which showed deformations in the membrane of this
bacterium, which which possibly leads to the destruction of the wall and lysis of the
microorganism. Drug combination tests between the peptides and the antibiotic polymyxin B
indicated that both have synergistic effects, reducing the MIC when tested against KPC
bacteria. When evaluating their immunomodulatory effects, both peptides did not show
significant results when modulating the phagocytic response of neutrophils. Fallaxin promoted
a decrease in the production of Reactive Oxygen Species (ROS). Both peptides did not exhibit
chemotactic potential. The synergistic and immunomodulatory effects of the peptides
pentadactylin and fallaxin on neutrophils demonstrate other possibilities of therapeutic
application for these peptides.

Keywords: L. labyrinthicus, Pentadactylin, Fallaxin, Neutrophils, Synergism, KPC.
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1. INTRODUCAO

A classe Amphibia contém 8652 espécies descritas distribuidas em 3 diferentes ordens:
Gymnophiona, Caudata e Anura, sendo a ordem Anura a de maior ocorréncia global de
espécies, com aproximadamente 7617 espécies (Frost, 2023). De acordo com a Sociedade
Brasileira de Herpetologia, a fauna de anfibios brasileira € composta por 1188 espécies, sendo
também sua grande maioria de anuros — 1144 espécies (Segalla et al., 2021).

Apesar de sua inofensiva aparéncia, esses organismos apresentam diversos mecanismos
fisiolégicos, morfologicos e comportamentais de sobrevivéncia que foram adquiridos diante da
pressdo seletiva do ambiente, uma vez que apresentam um ciclo de vida bifésico, ou seja,
metade aquatico e metade terrestre. Dentre esses mecanismos, podemos citar: camuflagem;
mimetismo; e caracteristicas cutaneas com diferentes funcdes, como cores chamativas
indicando presenca de veneno, respiracdo, osmorregulacdo, protecdo e liberacdo de secrecdo
pelas glandulas (Duellman; Trueb, 1986).

As glandulas cutaneas dos anfibios se dividem em dois tipos: as glandulas mucosas, que
sdo mais abundantes e tém funcdo umidificante e lubrificante, auxiliando também na respiracéo
cuténea, termorregulacdo e protecdo contra predacdo; e as glandulas granulosas, menos
numerosas, mas responsaveis por sintetizar e armazenar grande parte das substancias toxicas
encontradas nas secrec¢des cutaneas dos anfibios (Rollins-Smith et al., 2005; Nascimento et al.,
2003). As substancias toxicas encontradas nas secre¢des das glandulas granulosas revestem a
pele dos anfibios, sendo capazes de promover defesa contra organismos patogénicos, auxiliar
na cicatrizacao e ser desagradavel ao paladar dos predadores, favorecendo a sua sobrevivéncia
(Duellman; Trueb, 1986).

Algumas populacdes ao redor do mundo, por questdes culturais, acreditam no uso
medicinal dessas secrecfes e as utilizam desde a prevencdo de doencas até em seu uso
afrodisiaco (Gomes et al., 2007). Véarios compostos biologicamente ativos sdo encontrados na
secrecdo granulosa, tais como: peptideos, proteinas, esteroides e alcaloides. Esses compostos
podem apresentar diversas propriedades farmacoldgicas como: neurotoxicidade,
vasoconstritor, alucindgeno, antimicrobiano, citotdxico, entre outros (Toledo; Jared, 1995;
Nascimento et al., 2007).

Um dos grupos mais estudados sdo os peptideos com atividade antimicrobiana, por
apresentarem um importante papel na imunidade inata, que constitui a primeira linha de defesa

contra organismos invasores, e por serem capazes de atuar no processo inflamatorio e na
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quimiotaxia (lzadpanah; Gallo, 2005). Tendo em vista 0 aumento crescente de bactérias
resistentes aos antibidticos presentes no mercado, inumeros peptideos foram isolados da
secrecdo cutanea dos anuros e tém sido estudados quanto a sua atividade antibacteriana
(Libério, 2008).

1.1. ADVENTO DA RESISTENCIA BACTERIANA

As bactérias apresentam formas de se adaptarem e sobreviverem no meio em que vivem,
tendo uma grande capacidade de resposta as ameacgas ambientais, ao sistema imune e aos
medicamentos, 0 que afeta de forma negativa a eficacia das terapias antibacterianas (Jolivet-
Gougeon; Bonnaure-Mallet, 2014). Essa resisténcia adquirida aos medicamentos ocorre de
forma natural como mecanismo de sobrevivéncia, explicadas pela selecdo natural de Charles
Darwin por meio da transferéncia de genes, mutacgdes e formacao de biofilmes (Hopman et al.,
2019; Oliveira; Silveira, 2021).

A sociedade globalizada enfrenta atualmente uma crise em larga escala com relacao a
resisténcia bacteriana aos antibidticos. Clinicamente, essa resisténcia promove o desequilibrio
da flora bacteriana do paciente e a proliferagdo de microrganismos oportunistas com o
surgimento de novas infec¢es (Mcgowan Junior, 1983). Além disso, quando um mecanismo
de resisténcia aos efeitos de um antibiotico é selecionado, isso acaba por favorecer resisténcia
também contra todos os outros antibidticos que fazem parte da mesma classe (Guardabassi et
al., 2018; Guardabassi; Prescott, 2015).

O uso indiscriminado e a prescricdo excessiva de antibioticos, desde os tempos da
descoberta dos antibidticos, promoveu essa crise, gerando o surgimento de microrganismos
chamados de superbactérias, sendo um grande problema de salde publica. As pesquisas € 0
desenvolvimento de novos antibiéticos € um processo que requer muito tempo, além de seu alto
custo, comprometendo assim o controle das infec¢des na sociedade (Luepke et al., 2017).
Diante desse panorama, € urgente a necessidade de desenvolver novas metodologias contra as
infeccBes causadas por essas superbactérias. Na busca por novos agentes antimicrobianos se
destacam os peptideos antimicrobianos (PAMs) (Bahar; Ren, 2013).

Os PAMs apresentam uma potente atividade antimicrobiana com diferentes alvos de
acao, podendo ser utilizados na neutralizacdo de diversos patdgenos como virus, bactérias,
protozoarios e fungos (Berglund et al., 2015; Cardoso et al., 2020). Os PAMs agem sem alta
especificidade em relagdo a um alvo proteico, reduzindo a probabilidade de resisténcia dos

microrganismos, sendo considerados excelentes alternativas a utilizagdo excessiva da
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farmacologia convencional (Wimley; Hristova, 2011). Com isso, convém desenvolver e
aprofundar os estudos sobre o0s mecanismos exercidos pelos PAMs, facilitando novas
abordagens terapéuticas e o desenvolvimento de novos agentes farmacologicos (Peters;
Shirtliff; Jabra-Rizk, 2010).

1.1.1. Antibioticos e mecanismos de resisténcia bacteriana

Os antibi6ticos sdo compostos que podem ser naturais ou sintéticos, e que sao capazes
de inibir o crescimento ou causar a morte de organismos como bactérias e fungos. Possuem
uma classificacdo, sendo bactericidas quando causam a morte de uma bactéria, ou
bacteriostaticos quando inibem o crescimento microbiano (Guimardes; Momesso; Pupo, 2010).

Dentre as diversas classes de antibioticos, podemos citar os B-lactamicos (penicilinas,
cefalosporinas, carbapeninas, e monobactamas) que atuam inibindo a correta formacdo das
cadeias de peptideoglicano e com isso, impedindo a formacdo correta da parece celular
bacteriana; tetraciclinas, aminoglicosideos e macrolideos que atuam na inibicdo de sintese
proteica bacteriana; peptidicos ciclicos (glicopeptideos, lipodepsipeptideos) que afetam a
permeabilidade da membrana bacteriana; entre outros (Guimaraes; Momesso; Pupo, 2010).

A classe de antibioticos conhecida como polimixinas, composta por cinco substancias
semelhantes denominadas de polimixinas A, B, C, D e E, sdo potentes polipeptidios catiénicos
que atuam sobre vérias bactérias Gram-Negativas, através da interacdo desses polipeptidios
com os lipopolissacarideos e fosfolipideos da superficie externa bacteriana, desestabilizando a
parede celular e promovendo um aumento da permeabilidade da membrana (Lima et al., 2021).
No entanto, seu uso foi abandonado nos anos 1970 e 1980 devido sua toxicidade e o surgimento
de drogas menos toxicas. Com o surgimento de bactérias resistentes, renovou-se o interesse de
uso por essa classe de antibidticos. Atualmente, somente as polimixinas B e E sdo utilizadas na
clinica contra bactérias resistentes, devido a toxicidade elevada das demais (Mendes;
Burdmann, 2009). A poliminixa B, utilizada por administracdo intravenosa, apresenta efeitos
adversos como nefrotoxicidade e neurotoxicidade, sendo um antibidtico utilizado como ultimo
recurso (Lima et al., 2021).

As bacterias apresentam diversos mecanismos para resistirem aos antibioticos que sao
utilizados para combaté-los. Podemos citar dois tipos fundamentais de resisténcia inerentes a
esses organismos: resisténcia constitutiva e resisténcia induzida (Libério, 2008).

Na resisténcia constitutiva, 0S mecanismos sao inerentes ao organismo e normalmente

expressos, podendo citar a alteracdo da polaridade da membrana das bactérias (ex: reducdo do
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potencial transmembrana). Na resisténcia induzida, as respostas séo causadas pelo estresse do
ambiente rico em moléculas usadas para a destruicdo desses organismos, na qual a bactéria
apresenta respostas adaptativas, tais como: modificacdes de alvos intracelulares; alteracdo da
permeabilidade da membrana plasmatica; inativacdo enzimatica; bombas de efluxo
dependentes de energia (eliminando das células os antibidticos); producdo de biofilmes
(impedindo a permeabilizagdo de moléculas antibacterianas) (Libério, 2008; Yeaman; Yount,
2003).

Os farmacos adentram na membrana bacteriana por difusdo simples na bicamada
fosfolipidica e difusdo facilitada por meio de proteinas transmembranares como as porinas.
Todos esses mecanismos induzem a ruptura da membrana bacteriana e promovem a entrada
facilitada do farmaco. Logo, alguns mecanismos de alteracdo da permeabilidade promovido
pelas bactérias estdo relacionados com a alteracdo de funcdes, quantidade e/ou tamanho das
porinas, fazendo com que os antibidticos atravessem a membrana em menor quantidade e
tenham uma reducéo de seus efeitos (Toleman, 2011; Costa; Janior, 2017).

A inativacdo enzimatica consiste em um processo em que as bactérias produzem
enzimas que se ligam aos farmacos e que os degradam e/ou inativam por meio de reacdes
quimicas como hidrolise, transferéncia de grupos ou oxirreducdo. Podemos citar a producao
pelas bactérias da enzima B-lactamase que promove a hidrélise do anel de B-lactamico nos
farmacos que possuem essa estrutura, como as penicilinas, cefalosporinas e carbapenémicos
(Kumar; Singh, 2013).

Um outro mecanismo de resisténcia das bactérias sdo as bombas de efluxo que
consistem em proteinas presentes em suas membranas, que transferem o farmaco para o meio
extracelular (através de sistema antiporte - forca proton-motriz). Um aumento no sistema de
efluxo dessas bombas promove essa resisténcia, diminuindo a concentragdo e atividade dos
farmacos. (Dzidic et al., 2008).

A presenca de biofilmes é um mecanismo de resisténcia, sendo um agregado
multicelular microbioldgico aderido a uma superficie e € composto por varias moléculas como
proteinas, vitaminas, lipidios, etc., que promovem uma espécie de crosta, debaixo da qual, as
bactérias continuam seu crescimento em associagdo com outros microrganismos. NoS
biofilmes, essas bactérias estdo mais resistentes a acdo de agentes quimicos, fisicos e bioldgicos
como os antibioticos (Macédo, 2000).

Os PAMs apresentam menores taxas de evasdo desses mecanismos de resisténcia das

bactérias em comparacgdo aos antibioticos convencionais, devido ao mecanismo de a¢do nao
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especifico. Alguns estudos apresentam a eficacia dos PAMs mesmo na presencga de mecanismos
de resisténcia citados anteriormente (ex: inibicdo de biofilmes), continuando a ser uma 6tima

alternativa contra as bactérias multirresistentes (Pletzer; Coleman; Hancock, 2016).

1.2. PEPTIDEOS ANTIMICROBIANOS (PAMs)

A superficie de células eucariontes como plantas, vertebrados e invertebrados, na qual
incluimos os humanos produzem, como uma forma de protecéo, os peptideos antimicrobianos
Sua producdo e regulada geneticamente e sdo sintetizados no ribossomo, influenciados por
fatores ambientais e hormonais (Libério, 2008).

Os PAMs sdo uma classe unica de compostos muito conservados e no geral possuem
uma regido hidrofilica e outra hidrofobica bem definida (isto é, sdo moléculas anfipéticas), o
que permite solubilidade em ambientes aquosos (Moretta et al., 2021). Além disso, sdo
constituidos por aminoacidos e apresentam diferentes comprimentos, podendo ter até 100
residuos de aminoacidos (Jenssen; Hamill; Hancock, 2006). Em sua maioria, apresentam carga
liquida positiva, resultante da presenca de residuos de lisina, arginina e histidina em sua
estrutura (Kumar; Kizhakkedathu; Straus, 2018). Os PAMs séo produzidos por todas as formas
de vida e sdo encontrados naturalmente em animais e plantas, desempenhando um papel crucial
na resposta imune desses organismos e auxiliando em sua evolugdo (Huan et al., 2020).

Dentre as fungdes dos PAMs podemos destacar seu papel pro-apoptotico, sua atuacgao
na defesa inata, no combate a microrganismos invasores, no processo de cicatrizagdo, e suas
atividades antifungicas, antivirais e anticancer (Huan et al., 2020). Os PAMSs apresentam
também funcdo de sinalizacdo, promovem protecdo através de quimiocinas, inibem e estimulam
a producdo de citocinas pro-inflamatorias e induzem a modulagéo das atividades do sistema
imune humano, como as células T e as células dendriticas (Kumar; Kizhakkedathu; Straus,
2018).

Os PAMs podem adotar diferentes estruturas que estdo diretamente relacionadas com
seu mecanismo de agdo. A classificacdo usualmente utilizada é baseada em sua estrutura
secundaria, sendo divididos em quatro grupos principais: a-hélice, folhas-B, mista
(a-hélice/B-folha) e estendida (Figura 1) (Buytiikkiraz; Kesmen, 2021).

Os PAMSs com uma estrutura em a-hélice sdo os mais estudados e sua presenca € um
fator primordial nas intera¢fes dos peptideos com a membrana alvo das bactérias, permitindo
a ruptura dessas membranas por meio de poros (Blykkiraz; Kesmen, 2021). J4 os PAMs que

apresentam estruturas em folhas-p atuam de diversas maneiras, por exemplo, na inibigdo de
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componentes lipidicos na membrana alvo e na inibigdo da sintese da parede celular (Wang,
2017).

a-hélice

folhas-f3

Estendida

Mista

Figura 1. Diversidade estrutural dos peptideos antimicrobianos (PAMs). Fonte: Blyiikkiraz e Kesmen (2021),
com modificacoes.

Os parametros fisico-quimicos dos PAMs tais como comprimento da cadeia peptidica,
cationicidade, hidrofobicidade, anfipaticidade e tipo de estruturas secundarias adotadas sao de
extrema importancia para a sua atividade bioldgica e esses fatores interagem de modo a

proporcionar uma melhor resposta antimicrobiana (Li et al., 2021).

1.2.1. Mecanismos de agao

Os componentes das membranas bioldgicas, constituidas principalmente de
fosfolipidios e proteinas, se diferenciam entre 0s organismos eucariotos e procariotos.
Os fosfolipidios anidnicos, que possuem eletronegatividade, sdo o0s principais constituintes das
membranas bacterianas patogénicas. Além disso, outros componentes com carga negativa como
0 &cido teicoico, o acido lipoteicoico e os lipopolissacarideos (LPS) estdo presentes na
superficie celular bacteriana e sdo considerados alvos potenciais para os PAMs (Zasloff, 2002;
Blykkiraz; Kesmen, 2021). Ja as membranas celulares de mamiferos apresentam fosfolipidios

com carga neutra e possuem colesterol que estabiliza a membrana e bloqueia a interacdo dos
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PAMs (Gaspar; Veiga; Castanho, 2013). Essa compreensdo é necessaria para entender a
seletividade e 0 modo de interagdo dos PAMs com as membranas (Zasloff, 2002).

A capacidade dos PAMs de interagir com a membrana das bactérias ou com as paredes
celulares definira sua capacidade de destruir esses organismos. Como os PAMs apresentam
carga liquida positiva e uma porcdo de aminoacidos hidrofobicos, eles se ligam de forma
seletiva aos fosfolipidios das membranas bacterianas com cargas negativas, e essas interacdes
eletrostaticas prejudicam a integridade estrutural da membrana bacteriana (Zhang; Gallo,
2016). Alguns peptideos apresentam também a capacidade de atravessar a camada lipidica
bacteriana sem causar danos e atuam inibindo fungdes intracelulares, como bloqueio da
atividade enzimatica ou inibicdo da sintese de proteinas e &cidos nucléicos (Zhang; Gallo, 2016)
(Figura 2).

Peptideos antimicrobianos

¥ e ¥

Acdo direta nos microrganismos

Interacéo K = )i
eletrostatica
Johda dhdda

W " o (&)

Ruptura da Inibicéo da funcéo

Membrana intracelular

N/

Lise bacteriana

Figura 2. Mecanismos de acdo dos peptideos antimicrobianos. Os PAMs interagem eletrostaticamente com a
membrana bacteriana promovendo a ruptura de membrana ou inibindo fun¢des celulares, resultando na lise

bacteriana. Fonte: Zhang e Gallo (2016), com modificaces.

Baseado nessas informacgfes, alguns modelos de interagdes dos PAMs com as
membranas bacterianas foram propostos para explicar como essas interacGes, apés a fixacdo
inicial dos PAMs, promovem a perturbacdo da membrana e sua consequente permeabilizacdo
(Figuras 3 e 4) (Jenssen; Hamill; Hancock, 2006).
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No modelo barrel-stave (Figura 3C), os peptideos se agregam paralelamente a
membrana e inserem-se perpendicularmente ao plano da bicamada movida pela combinagéo
hidrofobica, formando poros ou canais transmembranares. A estrutura anfipatica dos peptideos
é extremamente importante nesse modelo, tendo uma interacdo inicial da parte hidrofilica com
a cabeca polar dos lipidios da membrana e, apds isso, as regides hidrofdbicas interagem com
esses mesmos lipidios membranares, formando um poro com a regido hidrofilica revestindo o
Iimen do canal transmembranar (Toke, 2005).

No modelo do poro toroidal (Figura 3D), os peptideos se inserem perpendicularmente
na bicamada, semelhante ao modelo barrel-stave, mas dessa vez formam um complexo
composto em parte por peptideo e parte pelos proprios fosfolipidios da membrana, promovendo
a curvatura da membrana e resultando na formacéo do poro (Hazam; Goyal; Ramakrishnanet,
2019).

Figura 3. Modelos de agdo dos PAMs. (A) Os PAMs (cilindros vermelhos) se associam paralelamente & superficie
da membrana e (B) se acumulam na superficie, desorganizando o empacotamento lipidico. (C) Os PAMs se
inserem na membrana como um canal tipo barril ou (D) induzem a formac&o localizada de poros toroidais. Fonte:
Sato e Feix (2006).

Outro modelo conhecido é o carpet-like (Figura 4), onde os peptideos se ligam

paralelamente a superficie da membrana gracas a interacdes eletrostaticas dos componentes

catibnicos dos peptideos e anidnico dos fosfolipidios. Ao atingir uma concentracédo critica de
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peptideos eles se reorientam e causam a desintegracdo da membrana ao formarem micelas

(Hazam; Goyal; Ramakrishnanet, 2019).

Figura 4. llustracdo do modelo carpet-like. (A) Os PAMs (cilindros vermelhos) se associam paralelamente a
superficie da membrana e (B) se acumulam na superficie, desorganizando o empacotamento lipidico. (C)
Revestimento de toda superficie da membrana (D) e desintegracédo por meio da formacédo de micelas. Fonte: Sato
e Feix (2006).

Um outro mecanismo que envolve inicialmente o modelo carpet-like é denominado
Shai-Matsuzaki-Huang, onde os peptideos ndo atuam diretamente na membrana bacteriana,
mas no seu meio intracelular. Esse modelo envolve a formacdo dos carpetes e dos poros por
meio da ligagdo dos PAMs a membrana. A bicamada € esticada, permitindo a difusdo dos PAMs
para o citoplasma celular, atingindo alvos intracelulares da bactéria (Zasloff, 2002). Uma vez
no citoplasma, esses PAMSs podem inibir a biossintese de proteinas e de acidos nucléicos, inibir
a atividade das proteases e inibir a divisdo celular, dentre outros mecanismos (Huan et al.,

2020). Assim 0os PAMs séo capazes de eliminar seus alvos por mecanismos distintos.
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1.2.2. Uso combinado de PAMs como alternativa terapéutica a infeccdes
bacterianas multirresistentes

A resisténcia adquirida por muitas cepas bacterianas como a K. pneumoniae e 0
Staphylococcus aureus diante da maioria das classes de antimicrobianos desenvolvidos tem
causado dificuldades nos tratamentos terapéuticos. A resisténcia bacteriana promovida pelo uso
continuo de medicamentos acaba sendo algo inevitavel, ocasionando assim num baixo
investimento para desenvolvimento de farmacos pela inddstria farmacéutica (Golkar; Bagasra;
Pace, 2014). Esse desinteresse pela descoberta de novas drogas é ocasionado por fatores como
0 alto custo de ensaios clinicos e o longo periodo para concluséo de testes pré-clinicos e clinicos
(Martens; Demain, 2017).

A utilizacdo de PAMs em conjunto com outros antibioticos pode ser usada como uma
forma de reduzir a resisténcia bacteriana, ja que os antibidticos sdo moléculas bastante
estudadas. Propor estudar combinacgdes que levem a sinergias antimicrobianas eficazes pode
ser uma alternativa contra bactérias resistentes, uma vez que esse mecanismo possui Varios
alvos em vias independentes, sendo mais letal e diminuindo a probabilidade das bactérias
escaparem e adquirirem resisténcia (Zhu et al., 2022).

O sinergismo pode ser definido como uma resposta farmacoldgica que é obtida através
da combinacdo de dois ou mais farmacos cujo resultado ¢ maior do que a soma dos efeitos
isolados de cada um deles (Porcino, 2018). Cada farmaco pode apresentar um mecanismo de
acdo distinto, favorecendo o uso dessa metodologia e com o intuito de aumentar a agdo
bactericida (Langeveld; Veldhuizen; Burt, 2014). Com isso, os beneficios do uso combinado
desses compostos consistem na reducdo das doses administradas; reducéo de possiveis efeitos
toxicos desses farmacos; diminuicdo dos gastos com medicamentos e reducdo da resisténcia

desenvolvida pelo microrganismo (Porcino, 2018).

1.3. PEPTIDEOS ANTIMICROBIANOS IMUNOMODULATORIOS

Além da acdo direta contra os microrganismos, 0s PAMs possuem mecanismos indiretos
de defesa ao modular o sistema imune. As células do sistema imunoldgico, como os neutréfilos
e 0s macrofagos que sdo células de defesa inicial do organismo, produzem uma variedade de
PAMs. Curiosamente, alguns PAMSs possuem a capacidade de induzir a respostas imune, como
ativacdo de ceélulas, quimiotaxia e diferenciacdo de globulos brancos; atividade anti-

inflamatoria; controle da expressdo de quimiocinas e de espécies reativas de oxigénio; e
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também estdo envolvidos na modulagdo do sistema imune adaptativo (Kumar; Kizhakkedathu;
Straus, 2018; Zhang; Gallo, 2016).

Denominamos de catelicidinas e defensinas os peptideos mais abundantes e bem
caracterizados, que sao essenciais na resposta imune inata e na defesa do hospedeiro. Os PAMs
humanos, como o LL-37 e B-defensinas sdo responsdveis por modular a quimiotaxia de
leucdcitos, induzir ou suprimir mediadores pré-inflamatorios, alterar a cascata de sinalizacéo,
entre outros (Kumar; Kizhakkedathu; Straus, 2018; Alford et al., 2020). Todos esses
mecanismos podem ser usados para atividade anti-inflamatdria, antisséptica, anticancer e
cicatrizante (Alford et al., 2020).

E necessario entender o funcionamento bésico do sistema imune e suas células para uma

melhor compreensdo dos mecanismos de acao dos PAMs com atividade imunomodulatoria.

1.3.1. Imunidade inata e adaptativa

O sistema imunologico dos vertebrados € dividido em imunidade inata e adaptativa.
A imunidade inata é a primeira linha de defesa do organismo, composta por células epiteliais,
macrofagos, neutrofilos, eosindfilos, células dendriticas e células natural killer (NK).
Essas células reconhecem danos nos tecidos e a presenca de patdgenos por meio de receptores
de reconhecimento padrédo, detectando padrdes moleculares associados aos patdgenos e ao
dano. Os processos que sucedem esse reconhecimento sdo rapidos, inespecificos, eficientes e
incluem respostas como morte dos patdgenos ou células, producdo de citocinas, fagocitose e
locomogéo celular (Netea et al.,, 2020). A imunidade inata conta também com outros
componentes como PAMSs, proteinas do sistema complemento, colectinas e pentraxinas (Kaur;
Secord, 2019).

As primeiras barreiras do sistema imune inato s&o as barreiras anatdmicas e fisiologicas.
O tecido epitelial atua na blindagem contra agentes invasores, auxiliado pelos cilios e pela
producdo de muco. A barreira fisioldgica atua com a producdo de proteinas secretadas pelas
mucosas que agem contra 0s microrganismos invasores (Abbas, 2012).

Uma outra barreira, que é a fagocitica, consiste na atuacdo de células como os
macrofagos, que atuam na eliminacao de restos celulares e na apresentagéo de antigenos; células
dendriticas que atuam na apresentacdo de antigenos e na modulacdo do sistema imune
adaptativo (Clark et al., 2000); e por neutrofilos que fagocitam corpos estranhos e liberam
mecanismos de acdo microbicida como Espécies Reativas de Oxigénio (EROs) e liberacdo de

armadilhas extracelulares de neutrofilos (do inglés, NETs) (Kolaczkowska; Kubes, 2013).
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Por fim, a barreira inflamatéria atua na presenca de danos nos tecidos ativando o
recrutamento de fagdcitos pela producgdo de citocinas, as quais sdo proteinas sinalizadoras da
inflamacdo (Quinn; Gauss, 2004). Esse recrutamento de células pelas citocinas induz uma
sequéncia de eventos conhecida como resposta inflamatoria. Esse processo é modulado
principalmente pelos neutréfilos, que se locomovem em direcdo ao local que ocorreu o dano e,
por meio da liberacdo de proteinas, proteases e de seus mecanismos de acdo (EROs e NETS),
atenuam os danos causados pela agressao inicial (Fonseca, 2017).

Algumas respostas imunes adaptativas sdo induzidas simultaneamente com as respostas
inatas por meio de células dendriticas, células T e B. No entanto, s&o mecanismos de resposta
com um desenvolvimento mais lento, mas séo antigenos-especificas e promovem uma memoria
imunolodgica a longo prazo (Netea et al., 2020). Os linfocitos T se diferenciam em trés tipos:
linfécitos T auxiliares (ou helpers) com funcéo de ativar e auxiliar as células B na producéo de
anticorpos; linfocitos T citotoxicos que, ao reconhecerem antigenos especificos, eliminam
células estranhas ao organismo; e linfocitos T supressores que possuem a funcgéo de finalizagéo

da resposta humoral (producéo de anticorpos) (Abbas, 2012).

1.3.2. Neutrofilos

Os neutrofilos sdo os leucdcitos polimorfonucleares (PMNs) mais abundantes na
circulagdo sanguinea, compondo a principal barreira do sistema imune inato e apresentam um
curto periodo de vida, com duragdo de 8 a 12 horas na circulacdo antes de migrarem para o
tecido. Sdo formados durante a hematopoiese, através da proliferacdo e diferenciacdo das
células precursoras da medula dssea a partir da estimulacdo de citocinas, principalmente o fator
estimulador de colénias de granuldcitos (G-CSF) (Amulic et al., 2012; Mayadas et al., 2013).

ApoOs sua maturacdo, os neutrdfilos sdo liberados da medula e entram na circulacao.
Quando ocorre um dano mecénico ou fisico no hospedeiro, sinais quimicos inflamatorios sdo
produzidos pelas células e quando ocorre alguma infeccdo, ha secrecdo de compostos pelos
patdgenos. Esses fatores irdo desencadear uma serie de respostas de sinalizacdo que irdo
recrutar células imunes ao local especifico, processo esse denominado de quimiotaxia
(Mayadas et al., 2013). Durante esse recrutamento, os neutrofilos séo ativados por meio de
receptores transmembranares acoplados a proteina G, como o receptor de quimiocina FPR1 e
membros da familia de receptores semelhantes a Toll-like (TLR) (Kolaczkowska; Kubes, 2013).

Um potente quimioatraente e ativador de neutr6filos conhecido € o fMLP (n-formil-

metionil-leucil-fenilalanina), um peptideo composto por trés aminoacidos isolado de bactérias
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Gram-positivas. Esse peptideo € reconhecido por meio de receptores de peptideos formilados
acoplados a proteina G (Marasco et al., 1984; Panaro; Mitolo, 1999).

Os neutrofilos, quando ativados, apresentam uma ampla gama de mecanismos utilizados
na defesa contra os patdgenos, sendo as principais: fagocitose, liberacdo de EROs e de NETSs
(Kolaczkowska; Kubes, 2013).

FAGOCITOSE: A fagocitose consiste em um mecanismo na qual o neutrofilo
neutraliza seu alvo ao envolvé-lo com todo seu contetdo celular e elimina-o por mecanismos
desencadeados em seu interior. Nesse processo, inicialmente, temos o reconhecimento do
microrganismo pelos receptores do neutrofilo, a extensao de pseuddpodes em todo o alvo e o
completo engolfamento, resultando na formacdo do fagossomo (Van Kesse; Bestebroer; Van
Strijp, 2014). A fagocitose é mediada por receptores, onde 0s microrganismos sdo reconhecidos
diretamente como polissacarideos pelos receptores de manose, por dectina-1 ou por
opsonizacdo de particulas (Flannagan; Jaumouillé; Grinstein, 2012). Importantes opsoninas
como IgG e fragmentos gerados pela ativacdo do Sistema Complemento (iC3b e C3b) se
agregam na superficie de antigenos e se ligam aos receptores especificos presentes na superficie
dos neutréfilos, induzindo a fagocitose (Flannagan; Jaumouillé; Grinstein, 2012). Apds a
internalizacdo, inicia-se a maturacao do fagossomo dando origem ao fagolisossomo que assume
capacidade microbicida, degradando o alvo engolfado por meio de granulos citoplasmaticos ou

pela formacdo de EROs (Mayadas et al., 2013).

PRODUGAO DE ESPECIES REATIVAS DE OXIGENIO: Consideradas um dos
principais mecanismos de acdo dos neutrofilos, as EROs sdo formadas a partir da reducédo
parcial do oxigénio molecular, em uma reagdo catalisada pelo complexo enziméatico NADPH
oxidase, resultando em uma “explosdo respiratdria” ou “explosdo oxidativa”, ocorrendo dentro
dos fagossomos e auxiliando na eliminacdo de microrganismos fagocitados ou no meio
extracelular, quando por exemplo, o organismo é muito grande para ser fagocitado (Dupré-
Crochet; Erard; Niife, 2013).

A deficiéncia dos mecanismos de EROs permite a colonizacdo dos patdgenos nos
tecidos, enquanto sua producdo em excesso prejudica os tecidos e células imunes saudaveis,
incluindo o préprio neutréfilo, prolongando a inflamacéo (Mittal et al., 2014).

A acdo das EROs e sua toxicidade inerente ndo é direcionada exclusivamente contra 0s
patégenos que induziram a explosdo respiratoria, sendo afetadas todas as células do sitio
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inflamatorio. Seu subproduto radical hidroxila (OH®) reage com muitas macromoléculas
bioldgicas como lipideos, proteinas e DNA (Glennon-alty et al., 2018). Durante a explosao
respiratoria, um outro subproduto se torna abundante: o peroxido de hidrogénio (H202), que
possui meia vida longa e participa da formacéo de HOCI e ambos se difundem livremente pelas
membranas por ndo possuirem carga. Com isso, os proprios neutrofilos estdo sujeitos a acdo
desses subprodutos das EROs os quais, ao adentrarem no seu citoplasma, podem induzir
oxidacdo proteica, dano em acidos nucleicos e por fim, inducéo de apoptose (Ulfig; Leichert,
2021).

ARMADILHAS EXTRACELULARES DE NEUTROFILOS (NETs): as NETs
podem ser induzidas por diversos fatores como fungos, bactérias, protozoarios, virus e alguns
compostos como citocinas e anticorpos (Silva; Finotti, 2019). E um dos mecanismos utilizados
para aprisionar, eliminar e prevenir a disseminacdo dos microrganismos (Brinkmann;
Zychlinsky, 2012). Os neutréfilos expelem para o meio extracelular seu contetdo nuclear em
estruturas com formato de rede, compostas por granulos citoplasmaticos que apresentam em
seu interior elastase, lactoferrina, gelatinase, e 0 DNA (histonas e cromatina) como 0 maior
componente estrutural das NETs (Brinkmann; Zychlinsky, 2012). A liberacdo das NETs pode
ocorrer de forma lenta, dependente de EROs e tem como consequéncia a morte da célula que

liberou esse mecanismo, processo conhecido como netose. (Costa, 2022).

1.4. PEPTIDEOS ANTIMICROBIANOS EXTRAIDOS DE ANFIBIOS

Distribuidos por todo o planeta (exceto Antéartica), os anfibios representam o grupo de
vertebrados terrestres mais antigos, e essa persisténcia continua na biosfera é, em parte,
atribuida as suas secrecOes cutaneas que tém potencial defensivo contra predadores e
microrganismos invasores (Ge, et al., 2014). Como descrito anteriormente, as glandulas
cutaneas (mucosas e granulares) presentes nesses anfibios produzem uma grande diversidade
de compostos que sdo responsaveis por diversas atividades que permitem a sobrevivéncia
desses organismos.

Essas secrecOes sdo muito utilizadas e pesquisadas por muitos anos, sendo que muitas
moléculas extraidas desses animais, isoladas e caracterizadas, atuam nos organismos Vivos
como compostos imunomodulatérios, antibidticos e anti-inflamatérios. Com isso, a pele dos
anfibios tem sido considerada como um depoésito de moléculas bioativas com potencial

terapéutico (Barros et al., 2022).
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Os PAMs bioativos séo liberados por mecanismo holdcrino, onde alguns PAMs sdo
expressos naturalmente e outros sdo induzidos pela presenga de algum microrganismo ou por
citocinas enddgenas em situacdes de estresse ou injuria (Schroder, 1999; Mangoni et al., 2001).
Esses PAMs derivam do processamento de um precursor, que contém uma sequéncia
sinalizadora e uma pro-regido acidica bastante semelhantes. Nos anfibios, essa porcéo
sinalizadora direciona os PAMs para um local apropriado na gléandula, e quando ocorre um
estimulo, esse composto é liberado (Libério, 2008).

Os primeiros PAMs isolados sao datados de 1987 nos experimentos de Zasloff (Zasloff,
1987), extraindo esses compostos da espécie Xenopus laevis. Desde entdo, nas Ultimas décadas,
um grande nimero de PAMs extraidos da pele de anfibios foram relatados, tal como descreve
Xu e Lai (2015) em sua revisao sobre PAMs, onde existem aproximadamente 1900 PAMs de
anfibios encontrados em 178 espécies, distribuidas em 28 géneros. Esses PAMs sdo
classificados em aproximadamente 26 familias distintas, como as Dermaseptinas, Temporinas,
Bombininas, Ocelatinas, entre outros, sendo componentes Unicos de acordo com a espécie da
qual foram extraidas (Carvalho, 2011; Ladram; Nicolas, 2016). Esses PAMs apresentam
diferentes sequéncias, tamanhos e mecanismos de acdo e podem ter efeitos imunomodulatérios,

antibacterianos, antifingicos, antitumoral e antiviral (Carvalho, 2011; Ladram; Nicolas, 2016).

1.4.1. Peptideos antimicrobianos do género Leptodactylus

Como descrito anteriormente, a ordem Anura possui 0 maior nimero de representantes
dentro da classe de anfibios. A familia Leptodactilidae tem descrito 233 espécies, das quais 84
delas se encontram incluidas dentro do género Leptodactylus, distribuidas no continente
Americano e na Asia (Frost, 2023). De acordo com Pedroca (2018), diversos PAMs foram
isolados dentro deste género, das secre¢des cutaneas das espécies L. ocellatus (Nascimento et
al., 2004; Nascimento et al., 2007; Leite et al., 2010), L. pentadactylus (King et al., 2005), L.
fallax (Rollins-Smith et al., 2005), L. laticeps (Conlon et al., 2006), L. syphax (Dourado et al.,
2007), L. validus (King et al., 2008), L. labyrinthicus (Libério et al., 2011; Gusmao et al., 2017)
e L. pustulatus (Marani et al., 2015).

Os peptideos isolados dessas especies foram denominados inicialmente de acordo com
as respectivas espécies das quais foram extraidos. No entanto, Conlon (2008) propde uma
mudanga de nomenclatura, na qual os PAMs sejam denominados de “Ocelatinas”, uma vez que

as Ocelatinas de L. ocellatus foram os primeiros peptideos desse tipo a serem caracterizados.
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Alguns PAMs que fazem parte da familia das Ocelatinas apresentam atividades que
variam de acordo com a composi¢do de seus aminoécidos. Entre as atividades, podemos citar a
antimicrobiana e citotdxica contra bactérias Gram-positivas e Gram-negativas, atividades

antifangicas e baixa atividade citolitica contra células sanguineas (Pedroca, 2018).

1.4.2. Leptodactylus labyrinthicus

O anuro Leptodactylus labyrinthicus (Figura 5), popularmente conhecido como
rd-pimenta, é uma espécie pertencente a familia Leptodactylidae, e que pode ser encontrada em
biomas do Brasil como Cerrado e Caatinga, e outros paises sul-americanos como Argentina,
Venezuela, Bolivia e leste do Paraguai, sendo capaz de ocupar bosques tropicais e areas de

assentamento humanos (Pedroca, 2018; Frost, 2023).

Figura 5. Espécime adulto de L. labyrinthicus. Fonte: https://www.flickr.com/photos/pedrohmartins/9530015903.

S&o animais de grande porte que podem atingir 1800 g e apresentam uma coloracao
avermelhada com marrom, dispostos como uma espécie de labirinto. Possuem habitos noturnos,
sdo carnivoros e podem se alimentar de pequenos passaros, serpentes e outros anfibios (Alves,
2012). Essa espécie possui um longo periodo de acasalamento relacionados com a chuva, onde
os machos vocalizam as margens de corpos d’agua, e seus ovos sao encontrados em ninhos de
espuma (Libério, 2008).

Os PAMs alvo do presente estudo foram isolados da pele da ra L. labyrinthicus: peptideo
Ocelatina-P1, também conhecido como Pentadactilina, e o peptideo Ocelatina-F1, conhecido

como Falaxina. Ambos apresentam atividade antimicrobiana.
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PENTADACTILINA: Inicialmente isolado e caracterizado na secrecdo cutanea de
L. pentadactylus (King et al., 2005), e posteriormente isolado e caracterizado na secregéo de
L. labyrinthicus (Libério, 2008), consiste num PAM a-hélice de 25 aminoacidos (Tabela 1).
No trabalho de King et al. (2005), esse PAM apresentou atividade antibacteriana, inibindo o
crescimento de bactérias Gram-negativas Escherichia coli, K. pneumoniae ndo resistente e
Pseudomonas aeruginosa em concentracdes abaixo de 200 uM; e atividade em bactérias
Gram-positivas, como Staphylococcus aureus e Staphylococcus epidermidis (Tabela 2).
No trabalho de Libério (2008), esse PAM apresentou atividades citotdxica contra linhagens
tumorais MCF-7, HeLa e B16F10, no entanto se mostrou pouco seletiva, atingindo células de

fibroblastos humanos.

FALAXINA: Esse PAM com uma estrutura em a-hélice consiste em 25 aminoacidos
de comprimento e foi originalmente isolado e caracterizado na secrecdo da pele da ra-da-
montanha L. fallax (Rollins-Smith et al., 2005) e posteriormente de L. pentadactylus (King et
al., 2005), espécie da qual também foi isolado o peptideo Pentadactilina (Tabela 1). No trabalho
de Rollins-Smith (2005), esse peptideo apresentou atividade antibacteriana em bactérias
Gram-negativas como E. coli, K. pneumoniae e P. aeruginosa. Em concentragdes abaixo de
160 uM, esse PAM ndo apresentou atividade contra bactéria Gram-positiva S. aureus
(Tabela 2). A Falaxina apresentou concentracdes de toxicidade em eritrécitos humanos, com
uma atividade hemolitica de HCso > 200 uM (sigla HCso representa a concentracdo capaz de
promover 50% de hemdlise), ndo apresentado essa atividade em concentragdes inferiores.
Posteriormente, um outro trabalho isolou e caracterizou a Falaxina a partir da secrecao cutanea
da ra-pimenta L. labyrinthicus (Libério, 2008). Nesse trabalho, se opondo aos resultados de
Rollins-Smith, o peptideo obteve atividade inibindo o crescimento das bactérias Gram-positivas
Bacillus subtilis e S. aureus (Tabela 2) (Rollins-Smith et al., 2005). Nesse mesmo trabalho, tal
como o PAM Pentadactilina, a Falaxina apresentou atividades citotoxica contra linhagens
tumorais MCF-7, HelLa e B16F10.

32



Tabela 1. Informacges dos peptideos Pentadactilina e Falaxina isolados da secrecdo cutanea de L. labyrinthicus.

Fonte: Chagas (2014), com modificacdes.

Massa L .
Nome Estrutura primaria Referéncias
Molecular

King et al., 2005
2.540,5 Da GLLDTLKGAAKNVVGSLASKVMEKL-NH; Libério. 2008

Pentadactilina
(Ocelatina-P1)

Rollins-Smith et al.,

2005
Falaxina
) 2.546,5 Da GVVDILKGAAKDIAGHLASKVMNKL-NH; .
(Ocelatina-F1) King et al., 2005
Libério, 2008

Tabela 2. Comparagdo das ConcentracBes Inibitérias Minimas (CIMs) dos PAMs Pentadactilina e Falaxina.

Os valores das CIMs foram obtidos por meio de ensaios contra bactérias Gram-positivas e Gram-negativas.

Peptideo CIM (1M) Referéncias
E. coli K. pneumoniae  P. aeruginosa S.aureus  S. epidermidis  B. subtilis
King et al.
25 100 100 200 100 - (2005)
Pentadactilina
32 - >128 >128 - 2 Libério (2008)
Rollins-Smith
40 80 80 >160 - - et al. (2005)
Falaxina
Libério (2008)
32 - 64 32 - 16
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2. JUSTIFICATIVA

Os organismos Vvivos estdo em constante exposi¢cao a microrganismos que apresentam
patogenicidade, sendo necessaria a acdo de seu sistema imunoldgico que, muitas vezes, é
ineficaz, acarretando assim a susceptibilidade a infec¢Ges e progressdo de doencas responsaveis
pelo aumento da mortalidade (Machado et al., 2004). Em vista disso, ocorreu um grande avango
na salde com a criacdo de antibidticos, proporcionando tratamento e cura de infecgdes,
aumentando assim a expectativa da vida humana (Aoki; Ueda, 2013). Porém, a emergéncia de
microrganismos resistentes a esses antibioticos tem gerado um alerta para a necessidade urgente
de se estudar e desenvolver novas metodologias e farmacos que sejam capazes de combater as
infeccdes de modo eficiente, visto que o lancamento desses antimicrobianos ndo tem
acompanhado o indice de resisténcia dos patdgenos (Aponte et al., 2011).

Nessa perspectiva, 0s peptideos antimicrobianos (PAMS) surgem como alternativa
eficaz no combate a infeccBes e resisténcia desses patdgenos, ja que possuem um amplo
espectro de atividades associadas a baixas chances de selecdo de resisténcia, devido ao fato de
apresentarem mdaltiplos mecanismos de acdo (Patocka, 2019). Os PAMs podem ser utilizados
também como alternativa em esquemas de monoterapia ou em associagdo com outros
antibioticos, podendo diminuir a dosagem e possiveis efeitos colaterais desses medicamentos,
sem prejudicar os efeitos sobre as bactérias (Leon-Buitimea et al., 2020)

Os anfibios da ordem Anura representam uma rica fonte de compostos biologicamente
ativos. Nas células que revestem as paredes de glandulas granulosas presentes em suas peles,
ha a producéo de uma variedade de principios ativos que compreendem moléculas de diversos
grupos quimicos, destacando-se, dentre os compostos com atividade antimicrobiana, os PAMs.

Existem muitos estudos em desenvolvimento a fim de elucidar o potencial de novos
peptideos para o auxilio de terapias existentes. Alguns peptideos da secrecdo cuténea de anuros
apresentam efeitos imunomodulatérios, como descreve Xu e Lai (2015), com a produgéo de
citocinas, liberacdo de pro-inflamatorio TNF-a de macrofagos peritoneais de camundongos e
anti-inflamatorios de células linfoides. Dentre outros mecanismos de acdo dos PAMSs de anuros
encontramos atividades bactericidas de amplo espectro e contra determinados microrganismos;
peptideos letais contra células tumorais; atividade antibi6tica ou anticancerigena (Honorato,
2009). Todas essas funcdes destacadas mostram a importancia da atividade imunomodulatoria
desses peptideos para a potencializacdo da resposta imune. Tais estudos sdo de extrema
importancia, uma vez que 0S microrganismos apresentam uma crescente resisténcia diante dos
tratamentos atualmente disponiveis.
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A secrecdo de anuros podem conter um arsenal de peptideos bioativos, entre eles a
Pentadactilina e a Falaxina, com atividades antimicrobianas contra microrganismos invasores,
0 que as tornam importantes sujeitos de investigacdes. Alinhando a importancia desses dois
peptideos com os efeitos antimicrobianos e imunomodulatérios apresentados pelos PAMs, esse
trabalho visa avaliar os efeitos antibacterianos e sinérgicos em K. pneumoniae carbapenemase
e 0 possivel efeito imunomodulatorio da Pentadactilina e da Falaxina sobre neutréfilos humanos

quanto a resposta do sistema imune contra microrganismos invasores.
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3. OBJETIVOS

3.1. OBJETIVO GERAL

Purificar os peptideos antimicrobianos Pentadactilina e Falaxina extraidos da secrecao

cutanea do anuro Leptodactylus labyrinthicus e avaliar seus efeitos antibacteriano e sinérgico

em associacdo com polimixina B sobre a bactéria resistente Klebsiella pneumoniae

carbapenemase e seus efeitos imunomodulatdrios sobre neutréfilos humanos.

3.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

3.2.1.

3.2.2.

3.2.3.

3.2.4.

3.2.5.

3.2.6.

Identificar e purificar os peptideos Pentadactilina e Falaxina por
cromatografia liquida de alta eficiéncia em coluna de fase reversa
(RP-HPLC);

Analisar o0s peptideos por espectrometria de massas do tipo
MALDI-TOF;

Determinar seus efeitos antibacterianos sobre a bactéria multirresistente
K. pneumoniae carbapenemase (KPC) por meio da determinagdo das
concentracdes inibitérias minimas (CIMs);

Avaliar os efeitos dos peptideos sobre a morfologia celular da bactéria
KPC por meio da Microscopia Eletronica de Varredura (MEV);

Avaliar os possiveis efeitos sinérgicos dos peptideos em associagcdo com
0 antibiotico polimixina B;

Avaliar possiveis efeitos imunomodulatérios dos peptideos sobre

neutrofilos humanos.
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4. MATERIAL E METODOS

4.1. PURIFICACAO DOS PEPTIDEOS POR CROMATOGRAFIA LIQUIDA DE
ALTA EFICIENCIA (HPLC)

Os peptideos Pentadactilina e Falaxina foram purificados a partir da secrecao cutanea
da espécie L. labyrinthicus, retiradas do banco de secre¢fes do Laboratdrio de Toxinologia da
Universidade de Brasilia. Aliquotas de 10 mg da secrecdo bruta foram dissolvidas em 1 mL de
TFA 0,10% (v/v) em agua deionizada (solvente A) e centrifugadas a 10.000 g durante 10 min.
Aliquotas de 200 pL do sobrenadante foram injetadas no aparelho de HPLC com detector UV,
monitorados nas faixas de comprimento de 216 nm e 218 nm. A fase estacionaria utilizada foi
uma coluna de fase reversa Cis (Shim-pack VP-ODS, 150 x 6.0 mm). A fase mével foi realizada
em um tempo de 27 min, com fluxo de 1 mL/min com o seguinte gradiente: de 0% até 39% de
TFA 0,10% (v/v) em acetonitrila (solvente B) em 5 min e de 39% até 50% de solvente B em 22
min.

Os peptideos que foram empregados no método anterior e que ndo apresentaram pureza
foram recromatografados aplicando aliquotas de 50 uL em coluna de fase reversa Cis (Vydac,
218TP54 4,6 x 250 nm). A fase mdvel foi realizada em um tempo de 35 min, com fluxo de
1 mL/min com o seguinte gradiente: de 0% ate 40% de TFA 0,10% (v/v) em acetonitrila
(solvente B) em 10 min e de 40% até 50% de solvente B em 25 min. As fracdes cromatograficas
eluidas correspondentes aos peptideos foram coletadas manualmente, secadas em concentrador
a vacuo (SpeedVac Modelo SC100, Savant) e armazenadas a -20 °C.

Os ensaios realizados com os peptideos extraidos da secrecdo bruta de L. labyrinthicus
séo os descritos no topico 4.8.

4.2. SINTESE QUIMICA DE PEPTIDEOS

Devido a insuficiéncia de peptideos adquiridos por meio da metodologia apresentada no
topico 4.1, foi necessario realizar a sintese quimica desses peptideos.

Os peptideos foram produzidos por sintese quimica em fase solida por estratégia Fmoc
pela empresa especializada Genone (https://www.genone.com.br/).

Os peptideos sintetizados foram usados nos ensaios descritos nos topicos 4.5, 4.6 e 4.7.

4.3. ANALISE POR ESPECTROMETRIA DE MASSAS DO TIPO MALDI-TOF
As fracdes correspondentes aos peptideos foram analisadas em espetrémetro de massas

do tipo MALDI-TOF/MS modelo Autoflex 11 (Bruker, Alemanha) de modo a confirmar seu
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grau de pureza. Cada fracdo cromatogréafica foi ressuspendida em TFA 0,1% (v/v) em agua
deionizada e 1 uL. de amostra foi aplicada em placa de aco inoxidavel juntamente com 1 uL de
matriz de acido a-ciano-4- hidroxicinamico (HCCA 20 pg/uL), ressuspendida em 0,1% de TFA
(v/iv) em 50% (v/v) de acetonitrila. O equipamento foi previamente calibrado com o padréo
Peptide Calibration Standard Il (Bruker, Alemanha) e as analises realizadas no modo positivo
com uso do refletor na faixa m/z de 500 a 4000.

4.4. QUANTIFICACAO DOS PEPTIDEOS

Os peptideos Pentadactilina e Falaxina foram quantificados com o emprego de
espectroscopia UV nos comprimentos de onda 205, 215 e 225 nm como descrito por Aitken e
Learmonth (1996) em espectrofotometro (Bel Photonics UV/Vis M51).

4.5. ATIVIDADE ANTIBACTERIANA

Os experimentos para determinacdo da Concentragdo Inibitéria Minima (CIM) foram
realizados baseados no protocolo de inibi¢do por microdiluicdo em caldo padronizadas pela
Clinical and Laboratory Standards Institute — CLSI (M07-A9, 2018).

Para determinacgdo da CIM, os efeitos antimicrobianos foram avaliados com a bactéria
multirresistente K. pneumoniae carbapenemase (KPC) de um isolado clinico do Hospital
Universitario de Brasilia (HUB). Inicialmente, para cultivar os microrganismos, 200 pL. do
inoculo mencionado foram adicionados a 7 mL de caldo Muller-Hinton. A solucao foi incubada
por 24 h a 37 °C sob agitacdo constante.

Passado este periodo, a densidade Optica foi avaliada e ajustada para uma faixa entre
0,08-0,1 utilizando um espectrofotometro a 625 nm. Posteriormente, foram realizadas duas
diluicbes: a primeira de 1:10 a partir do inéculo com a densidade Optica ajustada, e a segunda
de 1:20 a partir do in6culo diluido (CLSI, 2018).

Todo o experimento foi realizado em placas de 96 pocos de fundo chato contendo os
peptideos em diferentes concentragdes, iniciando na concentragao de 256 uM no primeiro pogo,
sendo esse volume diluido seriadamente até a concentracdo de 0,125 uM no ultimo pogo.
Posteriormente a diluigdo, foram adicionados aos pogos 50 puL do inéculo diluido (dilui¢ao
1:20) da bactéria, obtendo-se uma concentracio final de 5x10° células/mL e um volume de 100
uL por pogo. Os controles para auséncia de crescimento e crescimento pleno foram,
respectivamente, formaldeido 0,8% (v/v) e agua deionizada, ambos incubados com as

suspensdes bacterianas. As placas foram incubadas a 37 °C por 22 h. A leitura foi realizada a
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620 nm em leitora de placas Multiskan® FC (Thermo Scientific, USA) ap6s o tratamento.
A CIM foi assumida como sendo a menor concentragdo na qual ndo houve crescimento

espectrofotometricamente detectavel.

4.6. AVALIAC}AO DOS EFEITOS DOS PEPTIDEOS SOBRE A MORFOLOGIA
CELULAR DA BACTERIA KPC POR MEIO DE MICROSCOPIA ELETRONICA DE
VARREDURA (MEV)

As bactérias foram retiradas diretamente da placa de cultura bacteriana, com o auxilio
de uma alca calibrada de 10 pL, e colocadas em tubos de poliprolpileno contendo 7 mL de
tampdo PBS 1x. Em seguida, foram centrifugadas a 1000 g por 10 min, lavadas trés vezes com
PBS 10 mM e ressuspensas para uma DOsoo = 0.3. Aliquotas de 200 uL da suspenséo celular
foram incubadas a 37 °C por 45 min com 200 uL dos peptideos na CIM. Apo6s a incubacéo, as
células foram centrifugadas e lavadas com PBS trés vezes a 5000 g por 5 min. Os sedimentos
das bactérias foram fixados durante a noite com glutaraldeido 2,5% (v/v) em PBS a 4 °C.
Apbs a fixacdo, as amostras foram lavadas duas vezes com PBS. Logo apos, foi adicionado o
reagente tetroxido de dsmio 1 (p/v) e, ap6s 1 h de incubacdo, foi realizada a lavagem com
tampé&o cacodilato de sodio 0,1 M e as amostras foram inseridas em uma laminula, onde
adicionou-se 1 gota da solug¢do de poli- L-lisina, que foi entdo espalhada pela superficie. O
material resultante foi reservado por 5 min para secagem e, posteriormente, foi retirado o
excesso de reagente. A amostra passou entdo por uma série de lavagens com acetona em
diferentes concentracfes (50%, 70%, 90% e duas vezes a 100%) por 10 min cada. Apds a
desidratacdo, a amostra foi inserida em cdmara de ponto critico por 40 min, para que toda a
agua fosse retirada. Por fim, a amostra foi submetida ao processo de metalizacdo com ouro. As
imagens foram geradas no equipamento Quanta 450 — FEI (Philips/FEI), com um aumento de
10.000 vezes no Laboratorio de Microscopia e Microanalise (LMM) da UnB.

4.7. ENSAIO DE SINERGISMO PELO METODO DE CHECKERBOARD

A avaliagdo de sinergismo foi realizada por ensaio de checkerboard. Esse metodo
permite avaliar concentragdes combinadas dos agentes antimicrobianos, sendo possivel
observar se as concentracGes e as combinagGes resultam em atividades sinérgicas, aditiva,
antagonicas ou indiferentes, comparadas as concentracdes isoladas de cada agente (Orhan et
al., 2005; Karaoglan et al., 2013).
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Em um primeiro momento, foi realizado o ensaio antibacteriano em triplicata com o
antibidtico Polimixina B contra K. pneumoniae carbapenemase (KPC) seguindo a metodologia
do topico 4.5, com o objetivo de se obter a CIM do antibiotico contra a cepa resistente avaliada.

Seguido o esquema de plagueamento apresentado na figura 6, a Polimixina B e os
peptideos foram filtrados em filtro Millex GV 0,22 um e, logo ap6s, foram inseridos 100 pL da
solugéo de Polimixina B a 369,50 uM no poc¢o A12 e 100 uL a 184,75 uM na coluna 12, da
linha B a F de uma placa de 96 pocos (uma placa para cada peptideo). Foi entdo realizada uma
diluicdo seriada do antibiotico da coluna 12 até a 2. Apds a diluicdo do antibi6tico, foram
inseridos 50 pL dos peptideos na concentracao de 256 uM do pogo 2A até o poco 12A, e dessa
vez foi feita uma diluicdo de cima para baixo, da linha A — F, sendo possivel obter diferentes
combinagbes dos agentes antimicrobianos em uma solucdo final de 100 pL. Ao finalizar as
dilui¢des, 50 pL da suspensdo bacteriana (aproximadamente 5x10° células/mL) foram
inseridos. Os respectivos controles foram: solugdo de Polimixina B 5,77 uM + KPC para
inibicdo do crescimento, dgua + KPC para crescimento pleno, Peptideo + KPC para CIM do
peptideo e agua deionizada + meio Mueller Hinton como branco. A leitura foi realizada a 625
nm em leitora de placas (Multiskan® FC, Thermo Scientific, EUA) apds 22 h de incubacéo a
37°C.

Ao fim da tripla diluicdo, a concentracdo inicial da Polimixina B e dos peptideos

passaram a ser 92,38 uM e 64 uM respectivamente.
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Figura 6. Esquema de plaqueamento da Polimixina B e dos peptideos para avaliagdo do possivel sinergismo entre
as duas drogas. Fonte: Santos (2023), com modifica¢des.

A anélise foi realizada por meio das concentracfes inibitorias fracionadas (CIF) em
relacdo as concentragdes inibitérias minima (CIM) isoladas, que foram comparadas a partir da

férmula:
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CIF A= CIM (peptideo em combinacdo / CIM (peptideo isolado) (Eql)
CIF B= CIM (Polimixina B em combinacéo / CIM (Polimixina B isolada) (Eq2)
ICIF=CIF A + CIF B (Eq3)

Os resultados considerados sinérgicos, aditivos, antagbnicos e indiferentes sdo
analisados de acordo com Azzam, (2020), como mostrado abaixo (Tabela 3).

Tabela 3. Valores de ICIF e relagdo com atividade sinérgica, aditiva, indiferente ou antagbnica.

ICIF =CIF A+ CIFB

ICIF <0,5 Sinergismo
ICIF 0,5-<1,0 Aditivo
ICIF1,0-4,0 Indiferente

ICIF>4,0 Antagénico

CIF: Concentragdo Inibitdria Fracionada
ICIF: Indice de Concentra¢do Inibitoria Fracionada

4.8. ENSAIOS IMUNOMODULATORIOS SOBRE NEUTROFILOS HUMANOS

4.8.1. Selecdo de doadores e coleta de sangue

Sangue utilizado para obtencdo dos neutrofilos foi coletado de 7 doadores voluntarios
entre 18 e 35 anos, do sexo masculino.

Todos os doadores preencheram uma ficha de anamnese. Os critérios de higidez foram:
ndo apresentar historico de doencas cronicas, alérgicas ou inflamatdrias; ndo estar fazendo uso
de nenhum tipo de medicamento; ndo fumantes; ndo ter ingerido bebidas alcodlicas nas 48 horas
anteriores a coleta e em jejum no momento da coleta por pelo menos oito horas.

A coleta do sangue foi realizada pelos doutorandos do laborat6rio com experiéncia, por
puncédo venosa periférica, utilizando seringa heparinizada, e 20 mL de sangue foram coletados
de cada doador. 12 mL de sangue foram destinados a separacdo de PMNs e o restante foi
centrifugado a 1600 rpm por 5 min para obtencdo de plasma autdlogo e utilizado na ativacao

celular.
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4.8.2. Separacdo dos neutrofilos

Os neutréfilos foram isolados do sangue periférico por meio de centrifugacdo em
gradiente de densidade de Percoll em tubo de polipropileno de 50 mL (60% sobre 70% de
Percoll) durante 15 min a 1300 rpm em temperatura ambiente. O gradiente inclui Percoll como
agente de separacdo por densidade e Hank's Balanced Salt Solution (HBSS) como solucéo
mantenedora de pH 7.35-7.45, pressdao osmotica e demais condicdes fisioldgicas das células
(Aquino et al., 2016). Ao final da centrifugacédo, foram realizadas duas lavagens com HBSS e
duas etapas de lise hipotbnica para eliminar completamente Percoll e hemacias,
respectivamente (Teles et al., 2012). O sedimento de células foi ressuspendido em HBSS e duas
aliquotas foram retiradas. A primeira (6 pL) foi dividida em 3 pogos de uma lamina, secados
com ar quente e corados com Kit Pandtico para avaliacdo da morfologia e da pureza da amostra.
A segunda aliquota (1 pL) foi ressuspendida em 49 pulL de azul de tripan 0,2% (v/v) para
avaliacdo da viabilidade celular e da quantidade de células.

4.8.3. Ativacao dos neutrofilos

Antes da ativagao celular, foram adicionados HBSS com Ca?*e Mg?* e plasma aut6logo
a suspensao de células, de modo que a concentragdo final da suspensdo fosse 6667 células/pL
e para restauracdo de ions e fatores plasmaticos necessarios durante a ativacdo. O volume total
foi entdo dividido igualmente em seis condigdes, sendo quatro delas estimulos simples
(controle, 100 nM fMLP, 16 uM peptideo (Falaxina) e 16 uM peptideo (Pentadactilina)) e duas
condicéo de estimulo duplo (fMLP + Falaxina, fMLP + Pentadactilina). A concentracdo de
peptideo utilizada se baseia em uma aproximacédo dos valores de CIM de 4 uM e 8 uM dos
peptideos contra bactérias. Todas as condigdes foram incubadas em Thermomixer a 37 °C
durante 1 h. Na condicdo de estimulo duplo, os peptideos foram adicionados ap6s 20 min de

incubacdo com o fMLP, com o intuito de avaliar a interferéncia deles nos neutrofilos ativados.

4.8.4. Fagocitose de Saccharomyces cerevisae

Apds 20 minutos de incubagdo, uma aliquota de 5 uLL de suspenséo de células (6667
células/pL) de cada condigdo foi incubada com 5 plL de uma suspensao de S. cerevisae (33000
leveduras/uL), na proporcdo de 1:5 (neutrofilos: leveduras), divididas em 3 pocos de 1amina e
colocada para incubagdo em banho maria por mais 40 min. Finalizada a incubacéo, as laminas
foram secas com ar quente e coradas utilizando o kit Pandtico rapido. Para analise, 100 células

de cada poco foram avaliadas quanto a presenca de leveduras no interior ou na membrana dos
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neutréfilos e quanto a quantidade de leveduras em cada fagécito. Para essa etapa, a S. cerevisae
utilizada foi extraida de fermento biol6gico de uso comercial.

4.8.5. Avaliacéo da producédo de EROS (NBT)

A avaliacdo da producdo de EROs foi realizada através do teste de cloreto azul de
nitrotetrazdlio (NBT), que indica a formacdo de cristais de formazan resultante da reacdo do
NBT com as EROs geradas pelos neutrofilos (Afzal; Jeshtadi; Mohmmed, 2014). Para cada
aliquota, uma solucdo de NBT 6 mM foi preparada primeiramente diluindo 0,5 mg de NBT em
10 uLL. de DMSO e deixada em vortex por, pelo menos, 15 min. O volume foi ajustado para 100
uL com HBSS 1X Ca?" e Mg?" e o respectivo ativador nas concentragdes estudadas. Todo

procedimento envolvendo NBT foi feito ao abrigo da luz.

4.8.5.1. Teste de NBT em lamina

Para avaliagdo por microscopia, apés 20 min de ativagdo, uma aliquota de células de
cada condicao foi retirada do sistema de ativacdo e transferida para uma lamina limpa (3 pocos
de 3,6 uL cada) e incubadas em camara imida por 20 min. Apos o periodo de incubacgao, 2 pL
da solugdo de NBT foram adicionados em cada pogo e as laminas foram incubadas por mais 20
min, totalizando 60 min de ativagdo. As células foram fixadas com 1 gota de metanol em cada
poco apds secagem com ar quente e coradas com Safranina 0,03 %. Para analise, 100 células

de cada poco foram avaliadas quanto a presenca ou nao de cristais de formazan.

4.8.5.2. Teste de NBT colorimétrico

Para avaliacdo por espectrofotometria, apds 40 min de ativacdo, uma aliquota de cada
condicao de 90 pL de células foi transferida para um novo microtubo contendo 20 puL da solugao
de NBT e incubado a 37 °C por 20 min. Para liberacdo e solubilizagéo dos cristais de formazan,
apos a incubagdo, 100 uL de SDS 10% (p/v) foram adicionados a cada microtubo e as aliquotas
foram sonicadas em tip-sonicador por 1 min e 15 seg com 15 seg de intervalo a uma poténcia
de 70%. Apds solubilizagdo, as solugdes foram centrifugadas a 12000 g por 5 min. Um total de
60 uL do sobrenadante foram transferidos para uma placa limpa de 96 pogos e lidas a 560 nm
no equipamento CLARIOStar BMG Labtech, a fim de detectar a formacdo dos cristais de

formazan.

43



4.8.6. Migracao de neutrofilos em tempo real por RTCA

A avaliagéo da capacidade de migracédo foi feita em RTCA (do inglés, Real Time Cell
Analyzer) como descrito em (Cano; Vargas; Lavoie, 2016). A placa de invasao celular e
migragdo (“cell invasion and migration”) foi preparada 1 h antes da adi¢do das células e da
anélise no instrumento XCELLigence RTCA-DP (Agilent, USA). A placa foi montada na
seguinte ordem: 160 uLL. de HBSS foram adicionados ao poco inferior para o controle negativo,
160 uL de fMLP 100 nM foram adicionados aos pogos inferiores para avaliagdo da migracgéo,
e 160 pL dos peptideos 16 pM para avaliar seu potencial quimiotatico. A camara superior foi
encaixada sobre a cAmara contendo os pogos inferiores e 25 ul. de HBSS foram adicionados a
todos 0s pocos superiores e a placa foi incubada a temperatura ambiente por pelo menos 1 h,
antes dos neutrofilos serem adicionados, para formacdo do gradiente quimiotatico entres as
camaras. Imediatamente apos a ativacao celular descrita no tépico 4.8.3, uma aliquota de 60 puL
de células do sistema de ativacdo foi adicionada aos pogos superiores da placa da seguinte
forma: 60 puL de neutrdfilos quiescentes migrando para o poco contendo HBSS (controle
negativo); 60 uL de neutrofilos quiescentes migrando para o poco contendo fMLP (controle
positivo); 60 puL de neutréfilos quiescentes migrando para o pogo contendo os peptideos para
avaliar seu potencial quimiotatico; e 60 puL de neutréfilos ativados com os peptideos migrando
para um pogo contendo fMLP no intuito de avaliar o efeito competitivo quimiotatico do
peptideo em relagdo ao fMLP.

A andlise programada para medicdo do indice celular foi feita a cada 60 seg durante o
periodo de 3 h. A placa foi lavada em fluxo sem qualquer contato com os eletrodos 2 vezes com
PBS e 2 vezes com agua deionizada, deixada montada com 100 mL de tripsina 0,25% em EDTA

por 40 min e posteriormente lavada 3 vezes com agua deionizada.

4.9. ANALISE ESTATISTICA

Os ensaios com neutrofilos foram analisados estatisticamente pelo programa GraphPed
Prism 7.03® a partir das leituras de laminas, em triplicata, e dos valores obtidos pelo
espectrofotdbmetro. Foi realizado o teste ANOVA seguido de pos-teste de Tukey para

comparagao entre todos os valores obtidos adotando um valor de significancia de p<0,05.
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5. RESULTADOS

5.1. FRACIONAMENTO CROMATOGRAFICO DA SECREC}AO BRUTADEL.
labyrinthicus E ANALISE POR ESPECTROMETRIA DE MASSAS

Aliguotas de 10 mg da secrecdo bruta de L. labyrinthicus foram ressuspendidas em 1 mL
de 4gua deionizada e 200 pL dessa suspensdo foram fracionadas por RP-HPLC em coluna Cis
em fluxo de 1 mL/min, obtendo o perfil cromatogréafico abaixo (Figura 7). Cada corrida
cromatografica resultou, em média, em 20 fracdes. Na primeira corrida realizada, todas as
fracOes foram coletadas, secas e analisadas por espectrometria de massas do tipo MALDI-TOF

a fim de verificar quais fracGes correspondiam aos peptideos Pentadactilina e Falaxina.
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Figura 7. Perfil cromatografico tipico do fracionamento da secre¢do bruta de L. labyrinthicus em coluna Cig
(Shim-pack VP-ODS, 150 x 6.0 mm) com fluxo de 1 mL/min. As fra¢des de interesse estéo identificadas com as

setas vermelhas.

As analises por espectrometria de massas do tipo MALDI-TOF/MS das fracdes
correspondentes aos peptideos Falaxina e Pentadactilina exibiram massas monoisotopicas

protonadas (M+H") de 2547.0 Da e 2541.6 Da, respectivamente. Essa analise permitiu constatar
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que a fracdo do peptideo Falaxina encontra-se com elevado grau de pureza, sem a presenca de
contaminantes (Figura 8).
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Figura 8. Espectro de massas, em sistema do tipo MALDI-TOF, da fracdo correspondente ao peptideo Falaxina.

Os espectros foram obtidos plaqueando-se as amostras com matriz HCCA (20 ug/ul) e analisadas no modo
refletido positivo.

46



A fracdo correspondente ao peptideo Pentadactilina (Figura 9) apresentou a presenca de
contaminantes, sendo entdo submetida a recromatografia em coluna de fase reversa Cis (Vydac,
218TP54 4,6 x 250 nm) com fluxo de 1 mL/min, resultando no perfil cromatografico

apresentado na Figura 10.
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Figura 9. Espectro de massas, em sistema do tipo MALDI-TOF, da fracdo correspondente ao peptideo
Pentadactilina, com a presenca de contaminantes. Os espectros foram obtidos plaqueando-se as amostras com

matriz HCCA (20 pg/pL) e analisadas no modo refletido positivo.
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Figura 10. Perfil cromatografico resultante da recromatografia da fracdo correspondente ao peptideo

Pentadactilina em coluna de fase reversa Cis (Vydac, 218TP54 4,6 x 250 nm) com fluxo de 1 mL/min. A fracdo

de interesse esta identificada com seta vermelha.
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ApOs a recromatografia, a fragdo correspondente ao peptideo Pentadactilina foi
novamente analisada por espectrometria de massas, a fim de verificar a homogeneidade dessa

fracdo (Figura 11).
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Figura 11. Espectro de massas, em sistema tipo MALDI-TOF, da fracdo correspondente ao peptideo Pentadactilina. Os

espectros foram obtidos plaqueando as amostras com matriz HCCA (20 pg/uL) e analisadas no modo refletido positivo.

49



5.2. ATIVIDADE ANTIBACTERIANA DOS PEPTIDEOS PENTADACTILINA
E FALAXINA

Os peptideos Pentadactilina e Falaxina foram testados em ensaio antibacteriano
realizado contra a bactéria Gram-negativa multirresistente K. pneumoniae carbapenemase
(KPC) a fim de avaliar sua atividade a partir da determinagdo das CIMs. Os valores obtidos
estdo apresentados na Tabela 4, onde ambos os peptideos exibiram um valor de CIM igual a
128 um.

Tabela 4. Atividade antimicrobiana dos peptideos Pentadactilina e Falaxina.

Peptideo CIM (uM)

K. pneumoniae carbapenemase (KPC)

Pentadactilina 128

Falaxina 128

As alteracGes morfoldgicas que foram sofridas pela bactéria KPC foram analisadas por
microscopia eletrénica de varredura (MEV) ap6s a bactéria sofrer tratamento com os peptideos
na concentracdo equivalente as CIMs, porém em um tempo de incubacdo menor, possibilitando
que algumas células estariam disponiveis para analise. A figura 12 apresenta esse resultado,

onde a figura 12A corresponde as bactérias ndo tratadas (controle); 12B e 12C exibem as

bactérias tratadas com o peptideo Pentadactilina e Falaxina, respectivamente, na concentracdo
de 128 uM (valores das CIMs).

g L — o
X 10,000 5.0kV SEI SEM WD 15. 2rm)] % 10,000 15.0kV SET SEM WD 14 . T

Figura 12. Microscopia eletronica de varredura da bactéria KPC apds 45 min de incubagdo com os peptideos
Pentadactilina e Falaxina, avaliado seu comportamento morfologico. (A) Controle sem tratamento (auséncia dos
peptideos); (B) Incubacéo da bactéria com a Pentadactilina a 128 uM; (C) Incubacéo da bactéria com a Falaxina
a 128 uM.
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Os peptideos foram avaliados em ensaio de combinacgéo de drogas sobre a bactéria KPC,
com o objetivo de identificar atividades sinérgicas em associacdo com o antibidtico
polimixina B.

Previamente foram realizados testes antibacterianos para definir o valor da CIM da
Polimixina B sobre a KPC, tendo sido obtido o resultado de 5,77 uM (8 pg/mL). Apds isso, foi
realizado o ensaio de combinacéo entre os peptideos e 0 antibiodtico, observando-se uma reducéo
dos valores das CIMs combinadas em comparacdo aos valores das CIMs isoladas (Tabela 5).
A atividade resultante desse ensaio consistiu em um efeito sinérgico, seguindo os calculos
obtidos pela formula apresentada no topico 4.7 e da tabela 3 (ICIF < 0,5 = Sinergismo).
Para esse resultado, foi avaliado o poco na placa de 96 pocos em que continha 0 menor valor
de concentracdo de Polimixina B e dos peptideos (poco 6E para ambos 0s peptideos). Com isso,

foi possivel observar uma reducdo da dose dos peptideos em 32X e do antibiotico em 4X.

Tabela 5. Avaliacdo dos efeitos dos peptideos Pentadactilina e Falaxina em associacdo com

Polimixina B contra bactéria KPC.

) ) Efeito
Microrganismo Droga CIM (uM) CIF ICIF
observado

Combinado Sozinho

Polimixina B 1,44 577 0,25

) 0,281 Sinérgico
K. pneumoniae

Pentadactilina 4 128 0,031
carbapenemase
Polimixina B 1,44 5,77 0,25
0,281 Sinérgico
Falaxina 4 128 0,031
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5.3. ENSAIOS IMUNOMODULATORIOS SOBRE NEUTROFILOS HUMANOS

5.3.1. Separacao dos neutrofilos
Ap0s a separacdo, os neutrofilos foram avaliados quanto a pureza, obtendo um resultado
de 97,4% (Figura 13), garantindo assim um adequado grau de homogeneidade necessario para

a execugéo dos experimentos propostos.

B Neutrdfilos Outras

Figura 13. Distribuicdo dos neutréfilos apos o procedimento de separagéo celular.

5.3.2. Fagocitose de Saccharomyces cerevisae
Esse ensaio consistiu em avaliar a capacidade do neutr6filo de fagocitar a levedura

S. cerevisae (Figura 14).
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Figura 14. Fagocitose de leveduras S. cerevisae por neutréfilos humanos. As setas verdes indicam neutréfilos; a
seta azul indica uma levedura S. cerevisae; a seta vermelha indica um neutréfilo fagocitando as leveduras.

Aumento de 100x. Fonte: Autor.

Ao analisar os neutrofilos ativados com o peptideo Falaxina (Figura 15), ndo foi
observado uma diferenca estatisticamente significativa em relagcdo ao controle (p = 0,693)
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quanto a fagocitose de levedura S. cerevisae. Com relacdo aos neutrofilos ativados com o
estimulo duplo (fMLP + Falaxina), a Falaxina favoreceu um pequeno aumento no nimero de
neutrofilos fagocitando quando comparada aos neutréfilos ativados apenas com o fMLP.
No entanto, essa diferenca ndo foi significativa (p = 0,605). Quando comparado o estimulo
duplo com o controle, observa-se valores significativos da fagocitose (p = 0,003), uma vez que
ndo houve valores significativos ao comparar o grupo controle e o grupo fMLP (p=0,064).
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Figura 15. Avaliacdo da capacidade fagocitaria de leveduras S. cerevisae por neutrofilos humanos submetidos a
diferentes condic6es. O estimulo duplo (fMLP + Falaxina) promoveu um aumento significativo da fagocitose em

comparacdo com o grupo controle. *p<0,05, n.s.=ndo significativo.

Quanto ao numero de leveduras fagocitadas por cada neutréfilo, ndo houve diferencas
significativas ao comparar o grupo controle com o grupo Falaxina (p = 0,414) e o grupo controle
com o grupo fMLP (p = 0,188). Também n&o houve diferencas significativas ao se comparar 0
grupo fMLP com o grupo submetido a estimulo duplo (p = 0,062). No entanto, houve diferencas
significativas entre o estimulo duplo e o grupo controle (p = 0,013) (Figura 16).
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Figura 16. Quantidade de leveduras por neutréfilos em 100 células contadas. O estimulo duplo (fMLP + Falaxina)
promoveu um aumento significativo em comparagdo com o grupo controle. *p<0,05, n.s.=n&o significativo.
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No caso dos ensaios com a Pentadactilina, os neutréfilos ativados com esse peptideo
ndo apresentaram diferenga estatisticamente significativas em relagdo ao grupo controle (p =
0,567). Os neutréfilos ativados com o estimulo duplo (fMLP + Pentadactilina) apresentaram
um pequeno aumento na fagocitose comparados aos neutréfilos ativados apenas com o fMLP,
mas essas diferencas ndo foram estatisticamente significativas (p = 0,399). Quando comparado
o0 estimulo duplo com o controle, observou-se valores significativos para a fagocitose (p =
0,006), mas nao houve valores significativos ao comparar o grupo controle e o grupo fMLP (p
= 0,064) (Figura 17).
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Figura 17. Avaliacdo da capacidade fagocitéria de leveduras S. cerevisae por neutrofilos humanos submetidos a
diferentes condigdes. O estimulo duplo (fMLP + Pentadactilina) causou um aumento significativo da fagocitose

em comparagdo com o grupo controle. *p<0,05, n.s.=ndo significativo.

Em relacdo ao nimero de leveduras fagocitadas, ndo houve diferencas significativas

entre as condices testadas (Figura 18).
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Figura 18. Quantidade de leveduras por neutréfilos em 100 células contadas. N&o houve diferencas significativas

entre os grupos analisados. n.s.=ndo significativo.
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5.3.3. Avaliacdo da producéo de EROs (NBT)

A avaliacdo da producdo de EROs foi feita com a anélise do teste de NBT em lamina
(Figuras 19, 20 e 22) e dos valores de espectrofotometria do teste de NBT colorimétrico
(Figuras 21 e 23).
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Figura 19. Neutrdfilos resultantes do ensaio de NBT em lamina. A figura 19A consiste nos neutréfilos quiescentes
(controle) tratados com NBT. As figuras 19B e C consistem nos neutréfilos ativados com fMLP e que, quando
tratados com o NBT, reagem com as EROs produzindo os cristais de formazan de coloragéo azul. Aumento de 100x.
Fonte: Autor.

Ao analisar os neutrdfilos ativados com a Falaxina, na contagem de laminas, ndo foram
obtidas diferencas significativas quando comparados ao grupo controle (p= 0,515). No entanto,
analisando-se o estimulo duplo comparado ao grupo dos neutréfilos ativados com o fMLP,
percebe-se uma diminuicdo no namero de neutréfilos ativados, com valor estatisticamente
significante (p= 0,002) (Figura 20).

Esses mesmos resultados se repetem na andlise por espectrofotometria, onde nao foram
obtidas diferencas significativas ao analisar o grupo dos neutréfilos ativados com a Falaxina
em comparacao ao grupo controle (p=0,111); houve uma diminui¢do dos valores de ativacéo,
analisando-se o grupo do estimulo duplo em comparacdo ao grupo ativado apenas com fMLP
(p=0,015) (Figura 21).
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Figura 20. Avaliacdo da producdo de EROs de neutréfilos humanos nos testes de NBT em lamina, submetidos a
diferentes condic@es. O estimulo duplo (fMLP + Falaxina) causou uma reducdo significativa da producdo de EROs

em comparagdo com o grupo ativado com fMLP. *p<0,05 ***p<0,0001, n.s.=nao significativo.
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Figura 21. Avaliagdo da producédo de EROs de neutréfilos humanos nos testes de NBT colorimétrico, submetidos
a diferentes condi¢des. O estimulo duplo (fMLP + Falaxina) causou uma reducao significativa da producdo de

EROs em comparagdo com o grupo dos neutrofilos ativados com fMLP. *p<0,05, n.s.=ndo significativo.

A respeito da Pentadactilina, tanto nos testes de NBT em lamina (Figura 22) quanto nos
testes de NBT colorimétrico (Figura 23), os neutrofilos ativados com esse peptideo nédo
apresentaram diferenca estatisticamente significativa em relacdo ao grupo controle (p = 0,908
para NBT l&mina e p= 0,583 para NBT colorimétrico). O mesmo vale para os neutrdfilos
ativados com o estimulo duplo (fMLP + Pentadactilina), que ndo apresentaram diferencas
significativas quando comparados aos neutrofilos ativados apenas com o fMLP (p = 0,056 para

NBT lamina e p= 0,730 para NBT colorimétrico).
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Figura 22. Avaliacdo da producdo de EROs de neutréfilos humanos nos testes de NBT em lamina, submetidos a
diferentes condi¢es. Nao houve resultados significativos da producéo de EROs quando comparados os grupos de
interesse: Neutréfilos ativados com a Pentadactilina comparados com o grupo controle; neutréfilos ativados com

0 estimulo duplo comparados com o grupo fMLP. ***p<0,0001, n.s.=ndo significativo.
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Figura 23. Avaliacdo da producdo de EROs de neutr6filos humanos nos testes de NBT colorimétrico, submetidos
a diferentes condicBes. N&o houve diferencas significativas na produgdo de EROs quando comparados 0s grupos
de interesse: Neutrdfilos ativados com a Pentadactilina comparados com o grupo controle; neutréfilos ativados

com o estimulo duplo comparados com o grupo fMLP. *p<0,05, n.s.=néo significativo.

5.3.4. Migracao de neutréfilos em tempo real por RTCA

As figuras 24 e 25 apresentam os resultados do potencial quimiotatico dos peptideos
Falaxina e Pentadactilina respectivamente. Em ambos 0s experimentos, os resultados obtidos
indicam que os peptideos ndo possuem atividade quimiotatica, uma vez que as curvas referentes

aos peptideos estdo semelhantes as curvas geradas com o controle negativo.
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Figura 24. Avaliagdo do potencial quimiotatico do peptideo Falaxina. As amostras foram avaliadas por um
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Figura 25. Avaliacdo do potencial quimiotatico do peptideo Pentadactilina. As amostras foram avaliadas por um
periodo de 3 horas, em intervalos de 1 minuto em cada leitura. As medidas sdo realizadas pelo valor da impedancia

(eixo Y) pelo tempo (eixo X).

58



6. DISCUSSAO

A etapa inicial do trabalho consistiu no fracionamento da secre¢do bruta de
L. labyrinthicus e a identificacdo das fracGes correspondentes aos peptideos Pentadactilina e
Falaxina, com o intuito de se obter esses peptideos em alto grau de pureza de modo a se avancar
na caracterizacdo de suas propriedades biologicas na busca por alternativas farmacoldgicas.
A analise do perfil cromatografico dessa espécie revela uma variedade de substancias com alta
complexidade e que, consequentemente, se tornam potenciais alvos de estudos. Diversas
espécies dentro do género Leptodactylus apresentam secrecdes ricas em peptideos bioativos,
dentre as quais podemos citar as espécies L. fallax, L. pentadactylus, L. laticeps, L. syphax,
L. validus e L. pustulatus (Konig; Binindaemonds; Shaw, 2015). Diversos PAMs foram
isolados dessas espécies e constituem uma familia conhecida como Ocelatinas, dos quais a
Pentadactilina e a Falaxina fazem parte e que apresentam semelhancas em sua estrutura.

O PAM Falaxina foi, inicialmente, isolado a partir da secre¢do cutanea de L. fallax
(Rollins-Smith et al., 2005), e isolado da secrecdo de L. pentadactylus (King et al., 2005),
espécie da qual também foi isolado o peptideo Pentadactilina. Posteriormente a esses estudos,
Libério (2008) também isolou esses mesmos dois peptideos a partir da secrecdo de
L. labyrinthicus.

Os parametros utilizados no fracionamento da secrecao bruta de L. labyrinthicus foram
adequados ao comparar com o perfil cromatografico obtido em outros estudos, como o realizado
por Libério (2011). Nosso perfil cromatografico apresentou 20 fracdes e permitiu analisar seu
comportamento hidrofébico sendo eluidas a partir de 40% de acetonitrila (Figura 7), onde todas
as fragdes foram analisadas por espectrometria de massas a fim de identificar as fracoes
correspondentes aos peptideos de interesse. Os espectros resultantes dessa analise (Figuras 8 e
9) permitiram confirmar a presenca dos peptideos nessa secre¢do, comparando a massa
molecular experimental obtida com o referencial citado (2541 Da e 2547 Da para a
Pentadactilina e Falaxina, respectivamente). Em geral, os PAMs sdo bastante hidrofébicos e
esse comportamento estd de acordo com o registrado por Castro et al. (2009) que indicam uma
relacdo de hidrofobicidade das fragcbes que eluem com um maior tempo de retencdo,
apresentando uma carga liquida positiva menor com consequente perda da atividade
antimicrobiana.

O peptideo Pentadactilina ndo apresentou, inicialmente, um grau de pureza aceitavel
(Figura 9), sendo necessério a aplicacdo de novos pardmentos para uma nova etapa de
cromatografia que, por meio desta, resultou em um grau de pureza satisfatorio (Figura 11).
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Esse resultado estd de acordo com o obtido por Libério (2011) que também encontrou o
peptideo Pentadactilina contaminado com outro peptideo na etapa inicial de purificagéo.

O ensaio antibacteriano realizado nesse estudo buscou avaliar o efeito inibitorio dos
peptideos contra a bactéria Gram-negativa resistente KPC. Essa bactéria foi descrita
primeiramente por Carl Friedlander, em 1882, como uma bactéria isolada dos pulmdes de
pacientes que morreram de pneumonia (Martin, 2018), consistindo-se em uma das principais
bactérias que exibiram um dramatico aumento na resisténcia a antibiéticos das ultimas décadas.
E considerada como a Enterobacteriaceae mais comum resistente aos carbapenémicos.
Essa resisténcia € um grave problema de salude publica causando impactado no mundo todo,
devido a altas taxas de mortalidade e ao reduzido arsenal de opcGes terapéuticas (Nordmann;
Cornaglia, 2012). Logo as buscas por novas opcdes terapéuticas eficazes séo necessarias.

Esses peptideos apresentam semelhancgas de massa molecular, carga liquida e de perfil
de atividade antimicrobiana. A CIM de 128 uM para ambos os peptideos contra a bactéria KPC
(Tabela 4) é semelhante as CIMs encontradas nos trabalhos de KING et al. (2005) e
Rollins-Smith et al. (2005) para a bactéria K. pneumoniae (CIMs de 100 uM e 80 uM para a
Pentadactilina e Falaxina, respectivamente). Nesses mesmos trabalhos e no realizado por
Libério (2008), outras bactérias Gram-negativas como E. coli e P. aeruginosa foram sensiveis
a esses peptideos em CIMs menores que 128 uM. A atividade antibacteriana desses peptideos
contra a bactéria resistente KPC é promissor, uma vez que ela possui varios mecanismos de
resisténcia associados e a administracdo de combinacdo de drogas pode ser eficiente, podendo
diminuir a concentracdo desses peptideos ao serem administrados contra essa bacteéria.

Semelhante ao observado no presente trabalho, Costa (2012) demonstrou em seu
trabalho que dois PAMs analogos do PAM Hylina al de Boana albopunctata apresentaram
atividade inibidoraem KPC com CIM de 128 uM. Outro resultado de atividade contra a bactéria
KPC foi obtido por Silva (2018), onde analogos do peptideo Ocelatina 4 (da mesma familia dos
peptideos desse estudo) foram eficientes ao inibir o crescimento dessa bactéria em
concentracfes abaixo de 128 uM. Nesse mesmo trabalho, um peptideo analogo denominado
S5;K7;A10;N12, o qual foi proposto com base no PAM Pentadactilina, foi capaz de inibir o
crescimento da KPC com CIM de 16 uM.

Ainda no intuito de avaliar os efeitos dos peptideos contra a bactéria KPC, um ensaio
realizado consistiu em avaliar as alteracdes morfologicas que essas bactérias sofreram apos o
tratamento com os peptideos por meio de inspe¢do empregando MEV, que é uma técnica capaz

de avaliar as mudangas morfoldgicas de uma bactéria, com foco principalmente na avaliacdo
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da integridade da parede celular e da membrana plasmatica associada as alteragdes
morfolodgicas das células (Li et al., 2021).

As bactérias que sofreram o tratamento com os dois peptideos na concentracao da CIM
(128 uM) apresentaram deformacoes e irregularidades na superficie celular (Figuras 12B e C)
quando comparadas as bactérias do grupo controle (Figura 12A), que por sua vez apresentaram
integridade morfolégica ao passarem por um processo de incubacdo sem estresse no meio em
que estavam. Esse resultado esta de acordo com o observado por Mangoni et al. (2004) que, em
seu trabalho com MEV, verificaram deformacdes morfologicas da bactéria Gram-Negativa E.
coli quando submetidas ao tratamento com PAMs extraidas de anuros. Gusmao et al. (2017)
realizaram ensaio de ruptura de membrana testando peptideos da familia das Ocelatinas,
incluindo a Falaxina. Os seus efeitos foram investigados por ensaios de vazamento de corante
em vesiculas POPC. Nesse estudo foi possivel observar o efeito disruptivo da Falaxina em
baixas concentragdes (1,57 e 7 uM). As propriedades antimicrobianas da Ocelatinas, em
especial a Falaxina, estdo relacionadas diretamente com suas interacbes de membrana mais
fortes, maiores propensdes helicoidais e capacidade de formacdo de poros (Gusmao et al.,
2017). Esses resultados reforcam a ideia de que os peptideos, devido a sua carga positiva, atuam
no desmembramento da integridade da membrana das bactérias ao se ligarem seletivamente a
membrana carregada negativamente, levando ao consequente extravasamento do seu conteudo
citoplasmatico. (Zhang; Gallo, 2016).

O ensaio de combinagdo de drogas permitiu avaliar o potencial antibacteriano dos
peptideos em conjunto com o antibidtico Polimixina B e avaliar se o efeito foi sinérgico, aditivo,
indiferente ou antagonico (Azzam, 2020). Devido aos mecanismos de resisténcia de bactérias
frente aos antibidticos convencionais, drogas que tiveram seu uso anteriormente abandonado,
voltaram a ser utilizadas. A Polimixina B é um medicamento que tem seu mecanismo de agdo
relacionado com a interagdo com o LPS de bactérias Gram-negativas. No entanto, seu uso causa
efeitos adversos no organismo, devido seu intenso efeito nefrotoxico (Lima et al., 2021).

Ambos o0s peptideos apresentaram valores de CIM de 128 uM isoladamente. A CIM da
Polimixina B foi de 5,77 uM (8 ng/mL) frente a KPC, o que, de acordo com o corte estabelecido
pelo CLSI (2018) caracteriza essa bactéria como resistente a Polimixina B (CIM > 2 ug/mL).

O ensaio de combinacdo de drogas serve para avaliar se é possivel a reducdo na dosagem
de medicamentos, reduzindo consequentemente os efeitos adversos resultantes do emprego de
doses mais altas da(s) droga(s). Ao serem combinados os peptideos Pentadactilina e Falaxina
com a Polimixina B (lembrando que cada peptideo foi testado isoladamente com o antibi6tico),
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observamos um valor de CIM de 4 uM para ambos os peptideos e um valor de CIM de 1,44 uM
(2 ng/mL) para a Polimixina B. Com isso houve uma redugéo de 32x e 4x nas concentragdes
dos peptideos e do antibiotico, respectivamente. Essa variacao indica atividade sinérgica entre
eles e a combinacdo do peptideo com a Polimixina B pode promover uma reducao dos efeitos
nefrotoxicos desse antibiotico, além de reduzir a concentracdo do peptideo a um valor que se
for considerado isoladamente era incapaz de inibir o crescimento da bactéria KPC.

Costa (2015) obteve um resultado similar, onde a associacdo de andlogos da hilina al
com a Polimixina B resultou em efeitos sinérgicos, com inibi¢do do crescimento da bactéria
P. aeruginosa multirresistente em baixas concentracGes. Sabe-se que promover terapias de
combinacBes antimicrobianas, além de melhorar a efetividade, previnem o aparecimento de
microrganismos resistentes (Drago et al., 2007).

Os peptideos também foram analisados quanto aos seus efeitos no sistema imune inato,
por meio da avaliacdo da modulagdo dos mecanismos de agdo dos neutrofilos humanos como
sua capacidade fagocitica, producao de Espécies Reativas de Oxigénio (EROs) e sua capacidade
quimiotatica por meio do ensaio de migracao.

A fagocitose é um dos mecanismos utilizados pelos neutréfilos para neutralizacédo e
destruicdo de organismos invasores que foram capazes de ultrapassar as barreiras epiteliais.
Referente a capacidade fagocitaria, no presente estudo, foram analisados dois parametros:
(1) nimero de neutréfilos realizando fagocitose da levedura S. cerevisae; (2) numero de
leveduras (S. cerevisae) fagocitadas por cada neutréfilo (Figura 14).

Ambos os peptideos, nas concentracdes utilizadas (16 uM), quando usados como
ativadores, ndo promoveram diferencas significativas na atividade fagocitaria dos neutrofilos
guando comparados aos neutrofilos quiescentes (grupo controle) (Figuras 15 e 17). Também se
avaliou a capacidade de modulacdo dos peptideos em neutrofilos ja ativados (nesse caso, 0s
neutréfilos sofreram uma ativacdo prévia com o fMLP e, posteriormente, foi adicionado o
peptideo, como descrito no tépico 4.8.3). Ao analisar os testes realizados com os dois peptideos,
os neutrofilos estimulados com a dupla ativacdo (fMLP+Peptideo) apresentaram um pequeno
aumento de sua atividade fagocitaria quando comparados ao grupo de neutréfilos ativados
apenas com o fMLP, no entanto, esse resultado n&do foi significativo. Ainda nesse mesmo
ensaio, foi realizado um teste estatistico comparativo entre os grupos controle, fMLP e dupla
ativacdo (fMLP+Peptideo). Assim, foi possivel constatar que ndo houve diferencas
estatisticamente significativas ao comparar o grupo controle com o grupo fMLP, apesar da
diferenca dos numeros de neutréfilos fagocitando ser grande entre eles. O grupo de neutréfilos
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com dupla ativagdo apresentou diferencas significativas quando comparados com 0 grupo
controle, porém, ndo se pode atribuir esse resultado aos peptideos Pentadactilina e Falaxina e
sim, que foi possivelmente um efeito ocasionado pelo estimulo do fMLP. Esses resultados sdo
diferentes dos obtidos por Souza (2021) e Silva (2021), onde é possivel observar que a ativacédo
por fMLP foi significativa quando comparada com o grupo controle. No mesmo trabalho
realizado por Souza (2021), com os PAMs Dermaseptina B2 e Dermatoxina isolados da pele
do anuro Phyllomedusa bicolor, foi possivel observar a capacidade imunomodulatoria da
atividade fagocitica promovida por esses PAMs.

Ao se analisar o nimero de leveduras fagocitadas por cada neutrofilo (Figuras 16 e 18),
observa-se ndo ter havido mudancas significativas que podem ser atribuidas aos peptideos,
reforcando a constatacdo de que, nas condicOes realizadas, os peptideos Pentadactilina e
Falaxina ndo possuem capacidade de modular a atividade fagocitaria dos neutrofilos.

A produgdo e liberagdo de Espécies Reativas de Oxigénio (EROs) consiste em um dos
mecanismos de acdo empregados pelos neutrofilos contra organismos invasores. No entanto,
situacGes em que a producdo de EROs ultrapassa a capacidade oxidante das células, acaba
ocasionando um estresse oxidativo que pode causar danos moleculares as estruturas celulares
(Zeng etal., 2017). Essas situacOes de exacerbado acimulo de EROs estdo correlacionadas com
0 aparecimento e progressdo de muitas doencas através de mutacdes de DNA, oxidacdo de
proteinas e perda de fungdes vitais em varios tecidos ou 6rgédos (Sousa et al., 2020).

Os ensaios de NBT foram realizados para avaliar a producdo de EROs, por meio dos
testes de NBT em Ilamina (microscopia Optica) e NBT colorimétrico (analise por
espectrofotometria). Nesses ensaios, foram avaliados os cristais de formazan resultantes da
reacdo do NBT com as EROs gerados pelos neutrofilos (Figura 19). Apesar da microscopia
Optica permitir avaliar detalhes da célula, trata-se de uma metodologia subjetiva estando, assim,
propensa ao Viés do usuario. Por isso, os resultados obtidos pelo teste em microscopia foram
confirmados pela analise por espectrofotometria.

Ao se analisar os efeitos da Pentadactilina na producdo de EROs pelos neutrofilos, foi
constatado que esse PAM ndo promoveu resultados significativos na modulagéo desse
mecanismo de acdo dos neutrofilos (Figuras 22 e 23). Em contrapartida, o PAM Falaxina foi
capaz de reduzir de maneira significativa a producdo de EROs, pois o grupo de neutréfilos
ativados com o estimulo duplo (fMLP + Falaxina) mostrou uma reducdo do nimero de EROs
quando comparado aos neutrofilos ativados apenas com o fMLP (este por sua vez, promoveu
um aumento da produgéo e EROs) (Figuras 20 e 21).
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Sousa et al. (2020) investigaram os efeitos biologicos dos peptideos extraidos da
secrecdo cutanea do anfibio L. vastus e constataram que dois peptideos, denominados
Ocellatin-K1(1-16) e a Ocellatin-K1(1-21), foram eficazes em prejudicar a formacgédo de
espeécies reativas de oxigénio (EROs) induzida por lipopolissacarideo (LPS) e a ativacdo de
NF-kB na microglia viva de camundongos. Eles incubaram neurdnios do hipocampo com meio
microglial tratado com LPS (no qual observaram um aumento significativo na produgéo de
EROs) na presenca de Ocellatin-K1(1-16) e Ocellatin-K1(1-21). Ambos o0s peptideos
reduziram o estresse oxidativo nos neurénios do hipocampo.

Com isso, a existéncia de mecanismos capazes de proteger e manter o equilibrio das
células durantes explosao respiratdria se torna importante, uma vez que promove a manutencao
das funcdes e da vida dos neutrofilos, de outras células imunitarias e do endotélio (Luz, 2021).

O ultimo ensaio realizado nesse estudo consistiu em avaliar o potencial quimiotatico
dos peptideos, por meio do ensaio de RTCA que demonstra a migracdo direcional dos
neutréfilos. Nesse estudo foi possivel avaliar se essa influéncia poderia ser exercida pelos
PAMs Pentadactilina e Falaxina na concentracdo de 16 uM. No entanto nossos resultados
mostraram que ambos 0s peptideos ndo exibiram atividade quimioatraente nas condi¢fes
realizadas (Figuras 24 e 25), uma vez que a migracdo dos neutréfilos para os peptideos se
mostrou similar ao grupo controle.

Alguns estudos mostram a capacidade que peptideos extraidos de anuros tem de
influenciar na atracdo dos neutréfilos para um sitio especifico. Dourado (2021) e Santos (2023)
detectaram potencial quimiotatico dos PAMs Dermaseptina PR-1 e Dermaseptina B2. Outros
trabalhos com resultados semelhantes mostram a atividade quimiotatica de outros PAMs, como
a Temporina A (Radzishevsky et al., 2005) e LL-37 (Bravo, 2016).
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7. CONCLUSAO

A secrecédo cutanea da ra L. labyrinthicus tem se revelado uma rica fonte de PAMs, das
quais a Pentadactilina e Falaxina apresentaram diversas atividades de interesse biologico para
possiveis aplicacdes terapéuticas.

Ambos os peptideos apresentaram resultados promissores frente a bactéria KPC quando
combinados com o antibidtico Polimixina B, onde essa administracdo concomitante de agentes
antibacterianos em baixas concentragfes promoveu uma eficiente inibicdo do crescimento
dessa bactéria. Esta € uma importante ferramenta para estudos envolvendo bactérias resistentes,
ampliando o leque de atividades e os diferentes mecanismos de acéo a serem explorados, além
de promover a reducdo de possiveis efeitos adversos causados por esses medicamentos.

Além disso, os resultados obtidos neste estudo sugerem que o PAM Falaxina possui
atividade antioxidante, reduzindo o estresse oxidativo dos neutréfilos ativados com fMLP.
Essas observacdes sugerem a possibilidade de PAMs da familia das Ocelatinas poderem formar
a base para a descoberta e desenvolvimento de novos agentes que possam controlar a produgéo
de EROs em situacédo de descontrole do sistema imune.

Esses resultados apresentam grandes possibilidades na utilizacdo dos peptideos
Pentadactilina e Falaxina como agentes antibacterianos frente a crescente resisténcia a
antibioticos exibida pelas bactérias; além da possibilidade de estudar esses PAMs como agentes

imunomodulatérios do sistema imune humano.
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