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Resumo



A pele dos anfibios € um tecido especializado na producdo de diversas
moléculas como peptideos antimicrobianos, imunomoduladores, aminas
biogénicas e horménios. Esses compostos bioativos podem ser considerados de
interesse biotecnoldgico e alternativas terapéuticas.

O objetivo do presente estudo foi identificar e caracterizar peptideos e
proteinas presentes na secrecdo cutanea do anfibio Dendropsophus columbianus
(Boettger, 1892), relacionados aos mecanismos de defesa contra patdogenos.

A primeira abordagem consistiu no fracionamento classico da secregéo
cutanea por RP-HPLC. Todas as frac6es cromatogréaficas obtidas foram avaliadas
guanto a capacidade de inibir a proliferacdo bacteriana e analisadas por MALDI-
TOF/TOF. Um dnico e novo (sem similaridade de sequéncia com peptideos
anotados) peptideo antimicrobiano neutro foi assim isolado e denominado
Dendropsofina 1 (Dc 1). Posteriormente, foram desenhados dois analogos
cationicos (Dc 1.1 e Dc 1.2) que mantiveram a estrutura anfipatica de Dc 1. Dc 1 e
seus dois analogos exibiram atividades antibacterianas moderadas e sem efeitos
hemoliticos e citotoxicos em células de mamifero. O Analogo Dc 1.2 exibiu uma
maior atividade antibacteriana, o que pode estar relacionado ao seu maior teor de
a-hélice e estabilidade térmica em condicdo experimental hidrofdbica,
comparando com Dc 1 e Dc 1.1. O peptideo nativo Dcl poderia ser usado como
um modelo alternativo para desenvolver novos AMPs.

Numa segunda abordagem, mais moderna e de alta acuracia, foi realizado
o primeiro estudo prote6mico e peptiddmico abrangente da secrecdo cutanea
utilizando nanoLC-MS/MS do tipo Orbitrap Elite™. Os dados foram processados
através dos softwares PEAKS e Blast2GO. Foram identificadas 1248 proteinas
presentes na secrecdo cutdnea de D. columbianus, 127 proteinas foram
categorizadas como associadas ao sistema de defesa e 19 relacionadas a
resposta contra microrganismos. Mediante zimografia foram detectadas e
posteriormente identificadas trés hidrolases ativas na secrecdo total, as quais
podem estar relacionadas com o processamento de peptideos de defesa. Os
resultados do peptidoma permitiram determinar um novo grupo de peptideos
enddgenos a D. columbianus, com alta similaridade de sequéncia com Dc 1, que
foram nomeados como dendropsofinas. As dendropsofinas Dc2, Dc7, DC13, Dc
17, Dc 18 e Dc 19 nao apresentaram atividade contra bactérias nem fungos. No
entanto, Dc 2 e Dc 18 foram capazes de ativar neutrofilos humanos. Essa
atividade poderia estar associada a uma modulacdo do sistema imune em D.
columbianus. Esta via de defesa altamente conservada em vertebrados, abre
perspectivas quanto ao uso dessas novas moléculas na terapia de doencas
infecciosas.



Palavras-chave

Anuros; Dendropsophus columbianus; secrecao cutanea; peptideo antimicrobiano;
analogos; peptidoma; proteoma; dendropsofinas e ativadores de neutrofilos.



Abstract



Amphibian skin is a tissue specialized in the production of various molecules
such as antimicrobial peptides, immunomodulators, biogenic amines and
hormones. These bioactives compounds could be considered of biotechnological
interest and new therapeutic alternatives.

The aim of the present study was to identify and characterize peptides and
proteins present in the cutaneous secretion of the amphibian Dendropsophus
columbianus (Boettger, 1892), related to pathogen defense mechanisms.

The first approach consisted of the classical fractionation of cutaneous
secretion by RP-HPLC. All chromatographic fractions obtained were evaluated for
their ability to inhibit bacterial proliferation and analyzed by MALDI-TOF / TOF. A
single new antimicrobial neutral peptide was thus isolated and named
Dendropsophin 1 (Dc 1), with no sequence similarity with annotated peptides.
Subsequently, two cationic analogues (Dc 1.1 and Dc 1.2) keeping the amphipathic
structure of Dc 1 were designed. Dc 1 and its two analogues exhibited moderate
antibacterial activities and no hemolytic and cytotoxic effects in mammalian cells.
Dc 1.2 exhibited slightly improved antibacterial properties that could be related to
the higher content of a-helix and thermal stability compared to Dc 1 and Dc 1.1 in
hydrophobic experimental condition. The native peptide Dc 1 could be used as an
alternative model to develop new AMPs.

In a second modern high-throughput approach, the first comprehensive
proteomic and peptidomic study of cutaneous secretion was performed by nanoLC-
MS/MS using Orbitrap Elite™ mass spectrometer. Data were processed using
PEAKS and Blast2GO programs. 1248 proteins present in the cutaneous secretion
of D. columbianus were identified, 127 proteins were categorized associated with
the defense system and 19 related to the response against microorganisms. Three
hydrolases from the total secretion were detected by zymography and
subsequently identified, which could be related to the processing of peptides of
defense. The peptidome results allowed determining a new group of peptides
endogenous to D. columbianus, with high sequence similarity with Dc 1, which
were named as Dendropsophins. The dendropsophins Dc 2, Dc 7, Dc 13, Dc 17,
Dc 18 and Dc 19 showed no activity against bacteria or fungi. However, Dc 2 and
Dc 18 are able to activate human neutrophils. This activity could be associated to a
modulation of the immune system in D. columbianus. This pathway of defense,
highly conserved in vertebrates, opens further perspectives regarding the use of
these new molecules in the therapy of infectious diseases.



Keywords
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Lista de abreviaturas
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1. Introducao



1.1. Secrecéao cutanea de anfibios

Os anfibios representam o grupo tetrapode mais antigo do planeta. A classe
Amphibia apresenta uma ampla distribuicio em quase todos os continentes,
devido a capacidade de colonizar habitats que se encontram em altitudes desde O
a 3600 metros acima do nivel do mar (Urban, Richardson, & Freidenfelds, 2014).
A maior porcentagem dos anfibios descritos corresponde a ordem anura,
constituido por ras e sapos, 0s quais desenvolveram adaptacdes evolutivas
altamente especificas e conservadas. Neste contexto, podemos citar a pele, um
dos caracteres filogenéticos mais especializados nestes animais, que evoluiu em
resposta aos diferentes ecossistemas e atualmente desempenha funcdes de
respiracdo, termorregulacdo, reproducdo, protecdo contra fatores bidticos,
abioticos e antipredacéo (Rasanen, Laurila, & Merila, 2003; Urban et al., 2014).

A pele dos anfibios € caracterizada por seu aparato exocrino cutaneo. Dois
tipos de glandulas sédo principalmente observadas, as glandulas mucosas e as
granulosas (Konig, Bininda-Emonds, & Shaw, 2015). Estas estruturas estéao
dispersas no dorso do animal e excretam substancias diretamente na superficie
externa. As glandulas mucosas estao envolvidas em processos de manutencéo da
pele como hidratacdo, lubrificacdo e respiracdo; por outro lado as glandulas
granulosas produzem geralmente compostos toxicos tais como aminas biogénicas,
esterdides, alcaldides, bufodienolides, peptideos e proteinas que apresentam uma
série de atividades biologicas, como capacidade neurotdxica, vasoconstritora,

antimicrobiana e citotoxica (Clarke, 1997).

Em anuros, a producdo de diversos compostos bioativos como aminas
biogénicas e peptideos € modulada pelo sistema nervoso central periférico, o que
Ihes permite agir simultaneamente em diferentes fun¢des fisioldgicas (Konig et al.,
2015) e, assim como a maioria dos peptideos antimicrobianos (AMPs) podem ser
encontrados tanto no trato gastrointestinal como na pele. No tegumento agem
como uma defesa quimica dose-dependente contra potenciais predadores,
mostrando geralmente um amplo espectro de atividades biolégicas (Conlon,
2011).
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O primeiro AMP foi encontrado na pele da r& Bombina variegata europeia
h& 30 anos. Ndo obstante, o descobrimento da magainina, um potente peptideo
microbicida, isolado da secrecdo cutanea de Xenopus laevis, foi, de fato, um
impulso para a descoberta de numerosos peptideos com atividade antibacteriana,
antiparasitaria e antifiangica (Conlon, Kolodziejek, & Nowotny, 2004). Os AMPs
sdo sintetizados como um caractere filogenético Unico, geralmente com pouca ou
nenhuma homologia de sequéncia com outros peptideos previamente identificados
em anfibios (Hoffmann, Kafatos, Janeway, & Ezekowitz, 1999). Por exemplo, as
tigerininas isoladas da Rana tigerina apresentam uma ligacdo dissulfeto
intramolecular, que provoca a formacdo de um anel nonapeptidico; enquanto a
temporina 10-d isolada a partir de Rana ornativentris ndo possui residuo basico na

sequéncia.

Esta diversidade estrutural confere a cada peptideo uma especificidade
guanto ao mecanismo de acdo contra diversos patégenos [4], 0 que resulta em
particular interesse para o desenvolvimento de agentes terapéuticos, uma vez que
expbfem caracteristicas importantes como: amplo espectro de atividades
antimicrobianas contra bactéria, leveduras, fungos e protozoarios; seletividade
pela membrana de microrganismos, podendo permeabilizar as membranas
biologicas, atuam como imunomoduladores e, além disso, ndo compartilham os

mecanismos de resisténcia dos antibidticos classicos (Conlon et al., 2004).

1.1.1. Peptideos antimicrobianos (AMPSs): conceitos gerais

Os peptideos antimicrobianos em geral sdo componentes da resposta
imune inata que tém sido isolados de quase todos os grupos filogenéticos. Ao
longo do tempo, os AMPs tém conservado sua capacidade antimicrobiana e,
igualmente, seu papel modulador na imunidade (Apponyi et al., 2004). Esta dupla
atividade permitiu o desenvolvimento de mecanismos de a¢do e de resisténcia

especificos para cada peptideo, o que resulta em notavel interesse farmacéutico e
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tecnoldgico na procura por medicamentos com alta seletividade e baixa resisténcia
(Jenssen, Hamill, & Hancock, 2006).

Os peptideos antimicrobianos séo codificados como precursores contendo
uma pro-regido 4cida altamente conservada; depois de uma ou mais clivagens
proteoliticas, os AMPs ativos séo liberados por mecanismo hol6crino, em resposta
a presenca de micro-organismos e em situagcfes de estresse ou injaria (Nicolas &
Mor, 1995).

Os AMPs possuem entre 10-50 residuos de aminoacidos, uma carga global
positiva (geralmente 2-9) e uma proporcdo hidrofébica maior que 30%
(Nascimento, Fontes, Sebben, & Castro, 2003). Estes peptideos apresentam a
capacidade de dobrar-se em uma estrutura anfipatica tridimensional quando
interagem com bicamadas lipidicas, de modo que os aminoacidos positivos podem
agir de forma seletiva com membranas biologicas (Nascimento et al., 2003),
interagindo diretamente com o patogeno. Igualmente os AMPs podem modular a
resposta imune do organismo (Brown & Hancock, 2006). Por exemplo, as
defensinas humanas aumentam a proliferacdo e a producao de citocinas por meio
da inducéo de IL-10, atuando como amplificadores de sinais imunes (Chaly et al.,
2000) .

De acordo com a estrutura secundaria, os AMPs podem classificar-se em
trés grupos estruturais: peptideos a-helicoidais (i.e Magaininas); B-peptideos
estabilizados por folhas 8 (i.e Aureina 1.2 ) e peptideos com estruturas estendidas,
ricos em glicina, prolina, triptofano, arginina e/ou histidina (i.e Adeptinas) (Yount,

Bayer, Xiong, & Yeaman, 2006).

Os peptideos a-helicoidais compreendem o maior grupo de AMPs
conhecidos e ja foram reportados mais de 300 peptideos catidnicos a- helicoidais
(Epand & Vogel, 1999). Estes peptideos foram encontrados no meio intra e
extracelular de mamiferos, artrépodes, insetos, anfibios e peixes; possuem,
geralmente, 12-25 residuos de aminoacidos, e apresentam uma extremidade

hidrofilica catidbnica e outra hidrofébica bem definidas. A extremidade N-terminal
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da a —hélice, geralmente, contém residuos basicos e a extremidade c-terminal é a
mais hidrofébica (Teixeira, Feio, & Bastos, 2012). AMPs como magainina-2 e
pleurocidina s6 se dobram em estrutura a- helicoidal dentro de meios miméticos a

membrana (Nascimento et al., 2003; Yount et al., 2006).

Os B-peptideos estabilizados por folhas B s&o compostos que apresentam
folhas B antiparalelas que séo estabilizadas por ligacdes dissulfeto. A presenca de
aminoacidos basicos fornece uma polaridade ao longo da cadeia tornando-a muito
estavel (Rivas, Luque-Ortega, & Andreu, 2009; Yount et al., 2006). As defensinas
sdo um grupo de B-peptideos que contém cisteinas, e sao formadas por varias
folhas B estabilizadas por 3-4 pontes dissulfeto. No caso das defensinas 3 existe
um motivo conservado, denominado C-core, que é formado por duas folhas 3

antiparalelas e residuos béasicos ao longo do eixo (Teixeira et al., 2012).

Os peptideos com estruturas estendidas, ricos em glicina, prolina,
triptofano, arginina e/ou histidina diferem da estrutura a-helicoidal ou estrutura de
folna B. Por exemplo, a Adeptina rica em triptofano adquire uma estrutura em
forma de cunha em ambientes miméticos ao de membrana. Da mesma forma,
certos peptideos ricos em prolina como o PR-bombesina apresentam estruturas
hélice do tipo Il (Yeaman & Yount, 2003; Yount et al., 2006).

1.1.2. Seletividade, conformacdao, carga e hidrofobicidade dos AMP

A Seletividade, conformacéo, carga e hidrofobicidade séo as caracteristicas
principais que determinam a atividade antimicrobiana dos AMPs (Teixeira et al.,
2012).

Apés a interacdo do peptideo com a membrana do patégeno, o potencial
eléctrico altera-se devido as interacdes eletrostaticas entre os grupos lipidicos e a
face catibnica do peptideo. Dessa forma, gera-se uma tensdo superficial induzida
pelas interacdes hidrofébicas entre a bicamada lipidica e o extremo apolar da

sequéncia peptidica, que resulta na permeabilizacdo da membrana (Teixeira et al.,
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2012). Este processo ocorre seletivamente devido a presenca de fosfolipidos
hidroxilados e altamente negativos como fosfatidilglicerol (PG) e fosfatidilserina
(PS), na superficie de muitos microrganismos, e é esta carga liquida negativa nas
membranas dos patdgenos que favorece a interacdo eletrostatica com os AMPs
(Yeaman & Yount, 2003).

Um pré-requisito para o desenvolvimento de AMPs em nivel farmacoldgico
€ a toxicidade seletiva, pois tal caracteristica preserva a integridade estrutural e
funcional das células hospedeiras. Peptideos alpha-helicoidais, por exemplo,
adoptam suas conformacfes ativas quando se encontram em meios miméticos
aos de membranas de patdégenos e sé atravessam as membranas da célula
hospedeira por processos de osmose ou difuséo, gerando a lise s6 do patdégeno
intracelular (Jiang et al., 2008).

De modo geral, os AMPs geram um desordenamento seletivo da membrana
celular, sem um receptor especifico, ndo obstante a conformacéo, a carga e a
hidrofobicidade séo caracteristicas fundamentais que determinam o mecanismo de

acao dos peptideos antimicrobianos (Yeaman & Yount, 2003).

As sequéncias primarias dos AMPs sdo muito diversas e, em sua maioria,
nao apresentam homologia entre si, no entanto, compartiiham padrées na
conformacéo tridimensional quando interagem com a membrana do patégeno
(Jiang et al., 2008). No caso dos peptideos helicoidais, na extremidade N-terminal,
a glicina na posicdo 1 é altamente conservada, 0 que permite o bloqueio da
clivagem proteolitica por aminopeptidases (Jiang et al., 2008). Igualmente, a
amidacdo é uma modificacdo pos-traducional conservada em peptideos como
cecropinas, dermaseptinas e polifemusinas, a qual impede a acdo das
carboxipeptidases e proporciona uma ligacdo de hidrogénio adicional que pode

contribuir para a formacao da hélice (Andreu & Rivas, 1998b).

Mesmo que os peptideos antimicrobianos divirjam muito em sequéncia e
fonte, a conformacdo helicoidal € predominante (Nguyen, Haney, & Vogel). A

estrutura a- hélice encontra-se nos fluidos extracelulares de insetos e ras, ja que,
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muitos destes peptideos s6 se tornam helicoidais mediante interagcbes com
membranas anfipaticas, favorecendo a atividade antimicrobiana seletiva (Yeaman
& Yount, 2003).

As estruturas secundarias frequentemente estudadas sdo as a-hélice e
folha-3. Existe uma estreita relacdo entre o0 momento de formacéo da estrutura
secundaria do peptideo e o grau de particdo na membrana plasmética (Wieprecht,
Apostolov, Beyermann, & Seelig, 1999). Oren et al. desenharam analogos da
melitina que mantiveram a atividade antimicrobiana e perderam o efeito hemolitico

guando a conformagéo helicoidal foi modificada (Oren & Shai, 1997).

A conformacado anfipatica, outro padrdo conservado nos AMPs, define-se
pela disposicdo polarizada dos aminoacidos hidrofobicos e hidrofilicos ao longo da
hélice. Esta conformacéo é primordial para AMPs com dominio catiénico polar, ja
que permite a interacdo inicial com a superficie da membrana, enquanto que a
face hidrofobica interage mediante as forcas de Van der Waals possibilitando a

insercao do peptideo no centro da membrana (Abrunhosa et al., 2005).

Adicionalmente a maioria dos AMPs apresenta um dominio catidbnico com
carga liquida de +2 a +9, caracteristica importante para a atracao eletrostatica
inicial entre o peptideo antimicrobiano e as membranas de micro-organismos
carregados negativamente. Este potencial eletrostatico também tem um papel
essencial na formacdo de poros na superficie bacteriana ja que permite a
agregacao peptidica na face externa da membrana microbiana (Nguyen et al.;
Sa'adedin & P Bradshaw; Yeaman & Yount, 2003).

Nas membranas citoplasmaticas bacterianas, os peptideoglicanos conferem
uma carga altamente negativa. Estudos com analogos, nos quais se manteve a
hidrofobicidade e o grau de anfipaticidade, mostraram que uma diminuicdo da
carga (variando de 6 a 1) reduz a atividade antimicrobiana e que 0os aumentos na

carga contribuem com o aumento da atividade hemolitica (Teixeira et al., 2012).

Existem peptideos aniénicos como a maximina H5, que tém um amplo

espectro de acdo antimicrobiana. Esta classe de peptideos podem apresentar
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estruturas secundarias ciclicas, como nos vegetais, e formar pontes salinas com
fons catidbnicos extracelulares, aumentando a interacdo com membranas
plasméticas. As funcdes celulares ainda ndo foram descritas, mas acredita-se que
tem um papel crucial na inducdo da resposta imune contra microrganismos
(Harris, Dennison, & Phoenix, 2009).

A hidrofobicidade é definida como a percentagem de residuos hidrofébicos
presentes na sequéncia peptidica e é um parametro importante na atividade
biolégica do peptideo, jA que que determina a capacidade de se inserir na
membrana (Tossi, Sandri, & Giangaspero, 2000).

Aumentos de hidrofobicidade dos peptideos anfipaticos helicoidais parecem
ter um impacto sobre a toxicidade da célula hospedeira e hemodlise, junto a uma
reducdo da atividade antimicrobiana (Shin et al., 2001), o que poderia relacionar-
se com o0 aumento de dimerizagcao das cadeias peptidicas antes da interacdo com
a membrana (Y. Chen et al., 2007). Como foi observado por Giangaspero et al. a
auséncia de residuos alifaticos, responsaveis pela diminuicdo da hidrofobicidade
média do peptideo P19 (5/L), inibiu a atividade antimicrobiana contra bactérias

Gram-negativo e Gram-positivo (Giangaspero, Sandri, & Tossi, 2001).

Estudos sugerem que a atividade biolégica 6tima pode ser conseguida por
AMPs moderadamente hidrofébicos. Do ponto de vista termodinamico, as
sequéncias altamente hidrofébicas em um ambiente aquoso formam agregados
gue nédo interagem com a membrana (Brown & Hancock, 2006), é por isto niveis
crescentes de hidrofobicidade estdo correlacionados com mecanismos de

resisténcia e perda da especificidade antimicrobiana (Yeaman & Yount, 2003).

Outra importante relacao foi estabelecida entre hidrofobicidade e carga. Em
derivados de magainina 0o aumento da carga levou a um aumento do efeito
hemolitico, mas quando a hidrofobicidade foi reduzida a atividade hemolitica

diminuiu consideravelmente (Dathe & Wieprecht, 1999).
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1.1.3. Mecanismos de acédo dos AMPs

Para elucidar como ocorre a insercdo dos peptideos na membrana
bacteriana tém sido propostos varios modelos, que em sua maioria propde a
permeabilizacdo de bicamada lipidica; eles explicam como ocorre a insercédo dos
peptideos na membrana bacteriana por meio da formacéo de poros, resultando na
lises do patégeno. Existe um consenso em um grupo de mecanismo de acdo que
foca na desestabilizacdo estrutural dos lipideos, os quais podem ser classificados
em: mecanismo de agregacdo, mecanismo de formagcdo de poro toroidal,
mecanismo de barril e mecanismo carpet-like (Teixeira et al., 2012).

1.1.3.1. Mecanismo por agregacao

Existem peptideos, como as Gramicidinas S, que podem causar a
despolarizacdo da membrana plasmatica sem a formacdo de poros (figura 1A).
Depois que os peptideos ligam-se a os fosfolipidos, eles podem inserir-se na
membrana e aglomerar-se de forma ndo estruturada, desestabilizando o centro
hidrofébico da bicamada lipidica. Estes agregados podem associar-se as
moléculas de agua, conduzindo ao vazamento de ions e moléculas (Bechinger &
Lohner, 2006). Este modelo se diferencia essencialmente por ser um evento de
curta duracdo, que permite aos peptideos atravessarem transitoriamente a
membrana sem causar uma despolarizacdo. Uma vez dentro, os peptideos podem
interagir com seus alvos intracelulares como os acidos nucléicos (DNA ou RNA)
(Shai, 2002).

1.1.3.2. Mecanismo de formacé&o de poro toroidal
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De acordo com este modelo, o0s peptideos se organizam
perpendicularmente a membrana e permanecem fortemente ligados aos grupos
polares lipidicos, dando um formato circular ao poro (figura 1B). O resultado € um
poro aquoso através do qual podem fluir ions e outras moléculas ao interior
celular, e finalmente, originar uma alteracdo osmoética no patdégeno por
esvaziamento do conteudo citoplasmatico (Epand & Vogel, 1999). Yeaman et al.
sugerem que alguns peptideos podem atravessar a membrana e atuar em alvos
intracelulares (Yeaman & Yount, 2003). Simulagbes de dinamica molecular
também tém demonstrado que a agregacdo de peptideos parece ser um pré-
requisito para a formacao de poros, embora uma estrutura secundaria especifica
ndo seja necessaria. Este tipo de mecanismo € induzido por algumas magaininas,

protegrinas e melitina (Teixeira et al., 2012).

1.1.3.3. Mecanismo de barril

Neste modelo, as moléculas peptidicas se aglomeram no limen central da
membrana formando um barril. Este tipo de poro transmembranar é constituido
por peptideos muito hidrofébicos, tais como alameticina e zervamicina (Huang,
2006). Os dominios hidrofobicos interagem com a matriz interna da membrana,
em quanto que o dominio hidrofilico forma o revestimento interior do poro (Teixeira
et al., 2012).

No processo inicial da formacdo do poro tipo barril ocorre a ligacdo dos
mondmeros. A seguir, os peptideos sofrem uma mudanca na conformacao,
desestabilizando os grupos polares dos fosfolipidios, induzindo a dissolucdo da

membrana (Teixeira et al., 2012).

0 recrutamento progressivo de mondmeros resulta na expansdo do poro, 0
gue lhes permitem ser transportados para a fase interna da membrana devido ao

gradiente de concentracdo; ao mesmo tempo, a tensdo exercida, localmente,
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pelos peptideos gera um desbalanceamento eletroquimico na membrana (figura
1C) (Epand & Vogel, 1999).

1.1.3.4. Mecanismo Carpet-like

No mecanismo carpet-like existe uma interacdo eletrostatica entre a face
positiva do peptideo e os grupos aniénicos dos fosfolipidios que desestabiliza a
superficie da membrana (figura 1D). Este modelo explica a atividade
antimicrobiana das dermaseptinas e de algumas magaininas (Teixeira et al.,
2012). Quando se atinge a concentragdo critica, as cadeias peptidicas podem
formas furos na membrana, causando a desintegracao por disrupcao da curvatura.
Neste mecanismo, 0s peptideos ndo precisam se inserir no centro hidrofobico da
membrana, ja que a disrup¢ao ocorre pela formacdo de micelas (Epand & Vogel,
1999; Teixeira et al., 2012).

Uma vez no citoplasma, os peptideos desenvolvem varios mecanismos
para causar a morte do patdgeno. Eles podem alterar a integridade de membrana
no microrganismo, inibir a sintese proteica, promover perda de ATP ou gerar
estresse oxidativo celular (Brogden, 2005). Portanto, o mecanismo de acdo dos
AMPs vai depender de distintos fatores como a fase de crescimento do animal, a

carga bacteriana adquirida ou tipo da resposta imune (Yeaman & Yount, 2003).
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1.2. Potencial farmacold6gico dos AMPs

Diferentemente de muitos antibidticos convencionais, os AMPs apresentam
maior seletividade por células patogénicas, ja que conseguem atuar sobre
distintos alvos celulares. Além da afinidade pelas membranas dos
microrganismos, existem peptideos que podem inibir a sinteses de proteinas,
como no caso da buforina Il (C. B. Park, Kim, & Kim, 1998) ou atuar sobre a
parede celular como foi observado nas defensinas (Schneider et al., 2010).

Neste contexto, ja foram reportados mais de 1900 peptideos isolados das
secrecdes cutaneas de 178 espécies de anfibios, que podem ser classificados em
100 familias de AMPs; o qual representa um promissor cenario na procura de
novos tratamentos contra doencgas infecciosas (Xu & Lai, 2015).

Como resultado desta diversidade, existem AMPs com diferentes atividades
biologicas além da antibacteriana. Tem-se reportado peptideos com atividade

antiprotozoaria, antifungica, imunomoduladora, entre outras.

1.2.1. Atividade antibacteriana dos AMPs

Existem AMPs com ampla faixa de atividade antibacteriana ou com MIC
(concentracdo minima inibitéria) tdo baixas quanto as de compostos atualmente
utilizados. A pexiganana é um analogo sintético de magainina Il, que tem atividade
contra a maioria dos isolados bacterianos clinicos cultivados, os quais foram
isolados a partir de Ulceras de pés de pessoas diabéticas infectadas por
Pseudomonas spp. (Ge et al., 1999). Os cecropinas D2A21 e D4E1l sao
potenciais agentes microbicidas topicos atualmente em ensaios clinicos
(Ballweber, Jaynes, Stamm, & Lampe, 2002). As esculentina-1, isolados
principalmente de anuros do género Rana, apresenta uma atividade potente e

rapida contra Pseudomonas spp. (Luca, Stringaro, Colone, Pini, & Mangoni, 2013)
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A dermaseptina S4 tem um valor de MIC de 1 uM contra S. aureus (Navon-
Venezia, Feder, Gaidukov, Carmeli, & Mor, 2002), mas uns dos maiores desafios
€ a diminuicdo da atividade hemolitica. A gramicidina S é utilizada atualmente
no tratamento tépico das infec¢cdes causadas por P. aeruginosa (Marr,
Gooderham, & Hancock, 2006).

1.2.2. Atividade antiparasitaria dos AMPs

Atividade antiparasitaria tem sido descrita para peptideos antimicrobianos
como as temporinas A e as mangaininas, isolados da secrecdo cutanea de
anuros, que apresentam a capacidade de perturbar a homeostase dos
protozoarios por disrupgdo das membranas celulares, mas também mediante a
interferéncia com processos do metabolismo do parasita. Os AMPs apresentam
uma relativa especificidade por protozoarios, devido a carga aniénica no exterior

da membrana caracteristica de organismos eucariontes inferiores (Rinaldi, 2002).

Esta classe de AMPs adota uma estrutura helicoidal anfipatica em meios
hidrofébicos podendo permeabilizar a membrana do hospedeiro (Friedrich, Scott,
Karunaratne, Yan, & Hancock, 1999), mas é a carga catidnica do peptideo que
determina a interacdo com os fosfoglicanos presentes na membrana do parasita.
Por exemplo, a estrutura anfipatica das temporinas permite-lhes atravessar a
bicamada lipidica e agir no citoplasma do protozoario, no entanto, no caso da
mangainina existe uma forte interacdo eletrostatica com os fosfoglicanos, que
finalmente gera a lesdo da membrana do patdégeno (Rivas et al., 2009). Nas
magaininas os residuos hidréfobos estdo organizados em um trecho especifico da
sequéncia e promovem a agregacao peptidica que causa a permeabilizacéo local
da membrana (Rivas et al., 2009). Da mesma forma, a atividade antiparasitaria
pode estar relacionada com o estagio do parasita. Na espécie Leishmania spp, a

forma amastigota € mais resistente do que a forma extracelular (Rivas et al.,
2009).
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Finalmente, existem outros mecanismos de acdo antiparasitaria que
ocorrem no citoplasma do parasita, peptideos como as Dermaseptin-S1 e H-3
podem ativar as vias de morte celular e gerar um desequilibrio na producdo de
espécies reativas de oxigénio (Rivas et al., 2009).

1.2.3. Atividade antifungica dos AMPs

Os peptideos antifangicos agem principalmente na parede celular ou
componentes intracelulares (Narayana & Chen, 2015). A parede celular dos
fungos é composta de varios componentes, dos quais a quitihna é a mais
abundante. Os AMPs séo capazes de se ligar a quitina (Narayana & Chen, 2015),
como a defensina 1 murina (mBD1), que tem uma potente agdo contra infegdo em
casos de candidiase murina (Shen & Wu, 2014). A histatina 5 mostra uma potente
atividade contra varias estirpes de fungos, incluindo Candida albicans
(Helmerhorst et al., 1999).

As equinocandinas sédo a ultima classe de agentes antifUngicos a serem
aprovados para tratamento de infeccao fungica invasiva. Estes peptideos tém sido
relatados para inibir a sintese de (1, 3) -D-glucano em paredes de células fungicas
(Denning, 2003). Uma equinocandina, denominada Caspofungina, foi aprovada
pela FDA em 2001 (Saravolatz, Deresinski, & Stevens, 2003). A iturina A é um
peptideo isolado da bactéria Bacillus subtilis que inibe o crescimento de A. flavus e
F. moniliforme (Klich, Lax, & Bland, 1991). Ensaios clinicos preliminares,
envolvendo seres humanos e animais mostraram que a iturina A é eficaz contra as
dermatomicoses, com um amplo espectro de propriedades antifingicas e efeitos
alergénicos baixos, embora apresente efeitos hemoliticos (Latoud, Peypoux,
Michel, Genet, & Morgat, 1986).
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1.2.4. Atividade imunomoduladora dos AMPs

Na imunidade, os AMPs nao sO tém efeito direto sobre as membranas
bacterianas, como também podem ser capazes de modular outros componentes
da resposta imune inata. A modulacdo da imunidade inata tem algumas das
caracteristicas basicas de uma terapia antimicrobiana ideal, na medida em que
esta agindo rapidamente (em horas) e envolve varios mecanismos efetores
tornando improvavel o desenvolvimento da resisténcia desses compostos. Os
peptideos de defesa do hospedeiro mostraram ter uma ampla gama de
propriedades imunomoduladoras, incluindo a modulacdo da expressédo de genes
em mondcitos, células epiteliais, quimioatracdo direta de células imunitérias,
inducdo de quimocinas, inducdo na respostas de diferenciacdo, respostas de
cicatrizacao de feridas e ampliacdo da resposta contra infec¢des. Algumas destas
propriedades seriam consideradas proé-inflamatorias, mas nestes peptideos
igualmente foi observado a capacidade suprimir a respostas de sinalizacéo via
TLR (Hancock & Sahl, 2006).

Um exemplo amplamente estudado, sdo as defensinas, um grupo de
peptideos imunomoduladores secretados por células fagociticas e linfocitos,
esses peptideos modulam diretamente a producéo de citocinas como TNF e IL-1,
promovendo a migracao e recrutamento de fagocitos em caso de infeccao (Ganz,
2003; Schneider et al., 2010). Scott et al. demostraram que IDR-1, um peptideo
sintético, que in vitro ndo apresentou atividade antimicrobiana, € um protetor in
vivo de infeccdo bacteriana em modelos animais, mediante a estimulacdo na
producdo de quimocinas, enquanto suprime o0s niveis de moléculas pro-

inflamatorias (Scott et al., 2007).
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1.3. O processamento enzimatico de AMPs e a atividade
proteolitica da secrecdo cutanea de anuros

A sinteses de peptideos pela via ribossdmica é um mecanismo altamente
conservado nos vertebrados, jA& € bem conhecido que na pele de humanos e
anfibios a modulacdo da transcricdo ocorre pela via TLR e pelo fator nuclear
kappa B. Geralmente, os AMPs sdo produzidos como pro-peptideos, que em
alguns casos precisam mais de uma clivagem proteolitica para sua ativacao
(Hancock & Sahl, 2006). Este processamento proteolitico é especifico para cada
peptideo e € amplamente descrito para AMPs de mamiferos como as catelecinas
humanas, que sdo processadas pela protease 3 nos neutréfilos ou em caso de
resposta imune imediata podem ser ativadas pelo citocromo P450 (Lai & Gallo,
2009).

Em anfibios a produgéo e processamento de AMPs epiteliais € comumente nas
glandulas granulares (Simmaco, Mignogna, & Barra, 1998). No entanto, as
enzimas envolvidas no processamento dos peptideos em anuros ndo sao ainda

conhecidas.

Como caractere filogenético conservado, se associa a ativacado destes peptideos
biotivos com serino-proteases como as convertases, que foram identificadas nas
secrecbes cutanea de alguns anfibios (Braks, Guldemond, van Riel, Coenen, &
Martens, 1992; Vieau, Gangnon, Jégou, Danger, & Vaudry, 1998). Em anuros,
identificou-se varias convertases pro-hormoénios associadas principalmente no
processamento de neuropeptidios (Vieau et al.,, 1998). Em Leptodactylus
labyrinthicus mediante zimografia revelou a presenca de trés bandas com
atividade gelatinase de aproximadamente 60 kDa, 66 kDa e 80 kDa que foram

caracterizadas como metalopeptidases (da Silva Libério et al., 2014a).
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1.4. Estudos protebmicos do tipo shotgun das secrecoes

cutaneas de anuros

Sao poucos os estudos protedmicos abrangentes de alta acuracia de
secrecOes cutaneas de anuros. Em Rana dybowskii foram coletadas secrecdes de
pele ndo infectadas e infectadas por E. coli e S. aereus, e foi comparada a
expressdo de proteina por eletroforese bidimensional. As proteinas que
demonstraram expressao diferencial foram analisadas por espectrometria de
massa. As proteinas anexina Al, superOxido dismutase A, histona H4, pro-
hormoénio convertase 1, carbonil reductase 1 foram identificadas e associadas a

resposta de defesa contra infec¢ao bacteriana (Xiao et al., 2014).

Na analise protedmica de secrec¢des da pele de Bufo asper, utilizando SDS-PAGE
seguido de LC-MS / MS, foi possivel identificar 50 proteinas com um peso
molecular entre 20 e 250 kDa, como actina, histona H4 e proteinas de choque
térmico (HSP90, HSP70 e HSC70) (Dahham, Hew, Jaafar, & Gam, 2016).

Em Lithobates spectabilis as secre¢cfes cutaneas foram fracionadas por RP-HPLC
e, posteriormente, analisada por espectrometria de massas de alta resolucao
usando dois protocolos diferentes: (1) utilizando coquetel de inibidores enzimaticos
e 2) sem inibidores de protease. Os resultados do procedimento 1 revelaram 122
massas moleculares, enquanto o procedimento 2 permitiu a identificacdo de 253
massas moleculares diferentes. Quinze proteinas, entre elas trés peptidases foram
identificadas usando eletroforese em gel de poliacrilamida e LC-MS/MS para

sequenciamento "de novo" (Demesa-Balderrama et al., 2016).

Utilizando eletroforese em gel de poliacrilamida e espectrometria de massas
em tandem, na secrecao parotoide da Rhinella schneideri foram identificadas 104

proteinas, incluindo actina, beta-actina, proteinas ribossémicas, catalase, galectina

e proteinas ndo caracterizadas (Sousa-Filho et al., 2016).
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1.4. Dendropsophus columbianus (Boettger, 1892)

Hylidae € uma ampla familia de ras arboricolas com mais de 870 espécies
conhecidas. A maior subfamilia é a Hylinae com 41 géneros descritos, que estdo
distribuidos na Europa, Africa e principalmente na América (Faivovich et al., 2009).
O género Dendrosophus é endémico da América e ainda pouco estudado. D.
columbianus é uma espécie colombiana, distribuida nos departamentos de Cauca,
Risaralda, Caldas e Valle del Cauca (figura 2) (Bolivar-G, Giraldo, & Mendez,
2011).

Figura 2. Macho adulto de
Dendropsophus columbianus
(foto, cortesia de: Gustavo
Pisso0).

D. columbianus séo rés pequenas, com 25 a 36 mm de comprimento e,
comumente, as fémeas sao as de maior porte. As zonas Umidas sdo os habitats
prediletas, ja que a reproducédo ocorre em corpos de agua permanente. Entretanto,
por sua grande capacidade de adaptacdo, esta espécie pode ser encontrada em
areas com uma forte influéncia urbana e em ecossistemas entre 650-2200 metros
acima do nivel do mar. A regido dorsal € de cor amarelo com suaves linhas no tom
café, sendo a parte ventral mais clara em machos (Rivera-Correa & Gutiérrez-
Céardenas, 2012). Até a momento, os estudos tém sido focados em questdes
ecoldgicas, taxondmicas e, recentemente, na capacidade de adaptacdo a zonas

antropicas, o que poderia estar relacionado com os componentes de defesa do
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sistema imune do animal at¢ o momento desconhecido (Méndez-Narvaez &
Bolivar-G, 2016).
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2. Justificativa



A pele dos anfibios constitui uma ampla fonte de compostos bioativos.
Nesta perspectiva, os AMPs surgem atualmente como uma alternativa na busca
por novos farmacos em resposta a resisténcia aos antibioticos e antiparasitarios
convencionais. Até a data, mais de 100 familias de AMPs foram descritas, as
quais compreendem numerosas moléculas antimicrobianas altamente seletivas
(Konig & Bininda-Emonds, 2011). Além dos peptideos, a secrecao cutanea de
anuros apresenta uma extraordinaria gama de moléculas de origem proteica com
tamanho, carga e hidrofobicidade especificas para cada espécie (Konig et al.,
2015).

Neste contexto, o conhecimento do sistema da secrecdo das proteinas e
peptideos encontrados na secrecdo cutanea da espécie Dendropsophus
columbianus (Boettger 1892), junto ao entendimento do sistema de resposta do
animal contra microrganismos, apresenta relevancia cientifica na busca por novos
agentes terapéuticos, bem como no estudo da biologia dessa espécie até agora

nao estudada.
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3. Objetivo



O objetivo deste trabalha foi identificar e caracterizar peptideos e proteinas
presentes na secrecao cutanea do anfibio Dendropsophus columbianus (Boettger
1892).

Para alcancar este objetivo, foram realizadas as seguintes etapas:

* Isolamento e purificacdo de peptideos com atividade bactericida presentes
na secrecdo cutanea de D. columbianus, utilizando cromatografia liquida de alta
eficiéncia (HPLC);

» Determinacéo das atividades antifungica, antiplasmodial, tripanicida e anti-

giardial do peptideo purificado e de dois de seus analogos;

 Avaliagéo dos efeitos citotoxicos e citoliticos sobre células de mamiferos

do peptideo purificado e de dois de seus analogos;

* |dentificacdo dos compostos peptidicos e proteicos presentes na secrecéo de D.
columbianus mediante estratégia protedmica do tipo shotgun (nanoLC-MS / MS),
correlacionando os compostos identificados com os mecanismos de defesa contra

patégenos.
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4. Materiais e Métodos



Com o intuito de realizar o primeiro estudo bioguimico avaliando a
composicao peptidica e proteica da secrecdo cutanea de D. columbianus, com
foco na identificacdo de novos AMPs e proteinas relacionadas ao mecanismos de
defesa contra patdgenos, duas estratégias foram empregadas.

A primeira estratégia, etapa | no fluxograma da figura 3, envolveu o uso de
uma abordagem classica de identificacdo, purificacdo e caracterizacdo de novos
AMPs. A secrecdo cuténea bruta foi fracionada por cromatografia liquida de alta
eficiéncia em coluna de fase reversa e a Unica fracdo cromatografica que
apresentou atividade antibacteriana foi isolada e caracterizada quimica e
biologicamente. O peptideo selvagem (Dc 1) e dois analogos (que foram
idealizados com o fim de otimizar a atividade contra microrganismos) foram
sintetizados quimicamente e avaliados quanto as suas propriedades
antimicrobianas e antiparasitarias, bem como submetidos a estudos

conformacionais empregando-se a técnica de dicrosimo circular.

A segunda estratégia, etapa Il no fluxograma da figura 3, foi a analise
protedmica e peptiddmica do tipo shotgun em sistema nanoLC-MS/MS, com o
objetivo de identificar as proteinas e peptideos presentes nessa secrecao e
buscando correlacionar tais moléculas com mecanismos de defesa contra micro-

organismos.
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Caracterizacao das proteinas e peptideos, biologicamente ativos, presentes na secrecio cutdnea de

0. columbianus

Fiapa
Busca de peptideos antimicrobianos da
secrecao0 cuténea de D). columbianus

+ (btencéo da secracéo cuténea
+ Perfl proteico SDS-PAGE
+ Fracionamento da secrecéo bruta
v Caracterizaco das fraches cromatograficas
por espectrometria de massas (MALDI-TOF)
+ Ensaio anfimicrobiano-ensaio preliminar
v Punficacéo do peptideo de Interesse
+ Deseno de analogos e sinteses de peptideos
¢ Dicroismo circular
+ Ensaios bioldgicos

Etapa |
Analise peptiddmica & protedmica da secrecéo
Cuténea de 01 columbianus por shotgun

Proteoma

Peptidoma

+ Preparo da secrecéo bruta (digestdo friptica em
solucéo)
v Analise por LG-MS /M3

v Analise por LCMS/MS

\dentificacéo das enzimas proteoliticas
v Zimografia
+ Digestéo triptica em gel SDS-PAGE
v Analise por LC-MS /M3

+ Sinteses de peptideos enddgeno
+ Ensaios bioldgicos

Figura 3. Fluxograma da metodologia usada na caracterizacdo das proteinas e

peptideos, biologicamente ativos,

columbianus.

presentes na secrecdo cutanea de D.
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4.1. Etapa |, busca de peptideos antimicrobianos da secrecéao
cutanea de D. columbianus

4.1.1. Obtencéo da secrec¢éo cutanea

Machos de D. columbianus foram coletados em dezembro de 2012 na
cidade Popayan-Cauca, Coldombia. A secrecdo cutanea foi obtida mediante
estimulacdo elétrica, usando uma corrente alternada de 120 mV. Os individuos
adultos estimulados foram lavados com &gua esterilizada, e a secre¢édo cutanea
coletada em tubos Falcon de 15 mL. Seguidamente a amostra foi congelada e
liofilizada. As aliquotas foram armazenadas a -20 °C. A gquantificacdo da amostra
liofilizada foi realizada usando o kit Quant Plus One 2D (GE Healthcare, Uppsala,

Escocia), seguindo as instru¢des do fabricante.

4.1.2. Perfil proteico: Eletroforese em Gel de Poliacrilamida (SDS-PAGE)

A eletroforese em gel de poliacrilamida foi realizada de acordo com o
método descrito por Laemmli (Laemmli, 1970; Shi & Jackowski, 1998), utilizando
mini-gels 10cm x 8cm x 1mm em um sistema de cuba miniVe. Foi usado o
marcador de peso molecular da Amersham Pharmacia-Biotech (fosforilase b (94
kDa), albumina (67 kDa), ovoalbumina (43 kDa), anidrase carboénica (30 kDa),
inibidor de tripsina (20,1 kDa), e lactolbumina (14,4 kDa)) e o tampéao Tris-HCI 0,55
mol/L - Glicina 1,92 mol/L pH 8,3, sob corrente constante de 25 mA por 60 min.
Apos a eletroforese, o gel foi corado com azul de Coomassie (Phastgel Blue R-
350) por 6 horas e descorado na solucdo metanol/acido acético/agua (50:10:40,

VIVIV).

4.1.3. Fracionamento da secrecéo bruta

Cada aliquota de 1 mg de secrecéo liofilizada foi dissolvida em 200 uL de

0,1% (v/v) de acido trifluoroacético (TFA) em agua Milli-Q (solvente A) e
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centrifugada durante 15 minutos a 15.000 g. O sobrenadante foi injetado em uma
coluna analitica de fase reversa C18 (Phenomenex 00G4252EO0, 4,6 x 250 mm),
previamente equilibrada com o solvente A. A eluig¢ao foi feita usando um gradiente
linear de 0-50% de 0,1% (v/v) de TFA em acetonitrila (solvente B), durante um
tempo total de corrida de 70 min. O fluxo utilizado foi 1 mL / min e a absorbancia
monitorada a 216 nm Todas as fracOes foram coletadas individualmente em tubos

Eppendorf, secadas a vacuo e armazenadas a -20 °C (Libério et al., 2011).

4.1.4. Caracterizacdo das fracGes cromatograficas por espectrometria de
massas (MS)

A determinacdo das massas moleculares das fracbes cromatograficas e re-
cromatograficas obtidas da secrecdo total de D. columbianusfoi feita usando o
espectrometro de massas do tipo MALDI-TOF/TOF (Autoflex II; Bruker Daltonics,
Leipzig, Alemanha) em modo linear ou refletor positivo. Um pyL de cada fragéo foi
dissolvido em 0,12% (v/v) de TFA/agua e misturado com 1 pyL da matriz de acido
a-ciano-4-hidroxicinamico (HCCA 20 ug/yL) ou acido 3,5-dimetoxi-4-
hidroxicinamico (acido sinapinico - SA 20 ug/uL) ressuspendidas em 50% (v/v)
acetonitrila/0,1% (v/v) TFA, na propor¢cao 3:1 (matriz: amostra). A solucao
PeptideMix (Bruker Daltonics) foi utilizada para a calibracdo externa em matriz
HCCA, em uma faixa m/z analisada de 500 a 4000 Da. Cada amostra foi aplicada
sobre uma placa AnchorChip tipo (600 mm) para MALDI / TOF e cristalizada a
temperatura ambiente. Os espectros foram obtidos usando o programa
FlexControl 3.0 e analisados com o programa FlexAnalysis 3.0 (Libério et al.,
2011).

4.1.5. Screening antimicrobian

Inicialmente, foi feito um screening da atividade antimicrobiana das 93
fracbes cromatograficas obtidas de uma corrida da RP-HPLC. As linhagens

bacterianas utilizadas foram Escherichia coli (ATCC 25322) e Staphylococcus

37



aureus (ATCC 25923). As bactérias foram cultivadas em 5 mL de meio Mueller-
Hinton sob agitacdo a 37 °C até a densidade 6ptica igual a 1 a 595 nm. As culturas
de bactérias, em fase logaritmica de crescimento, foram diluidas, utilizando o
mesmo meio de cultura nas proporgdes 1:50 para as Gram-negativas e 1:100 para

as Gram-positivas.

Em placas de 96 pocos, foram cultivados 50 puL de cada cultura bacteriana
junto com 50 pyL de amostra ressuspendida em agua Milli-Q estéril (incubada por
22 h a 37°C). Ainibicdo do crescimento foi determinada pela leitura da densidade
Optica a 595 nm em uma leitora de placas Multiskan™ FC (Thermo Fisher
Scientific Inc., EUA). Formaldeido 0,4% (v/v) e agua Milli-Q estéril foram usados

como controle positivo e negativo, respectivamente (Castro et al., 2009).

4.1.6. Purificacdo do peptideo de interesse

A fracdo com atividade antibacteriana foi purificada por RP-HPLC em uma
coluna C18 (Phenomenex 00G4252E0, 4.6 x 250 mm), usando um gradiente
linear de 45-50 % de solvente B, durante um tempo total de corrida de 45 min. O
gradiente foi programado da seguinte maneira: 0-40% de B em 10 min, 45-50% de
B em 25 min, 50-100% de B em 5 min, 100-0% B em 5 min, em um fluxo de 1
mL/min. A absorbancia foi monitorada a 216 nm e as fracdes foram manualmente

coletadas, secadas a vacuo e armazenadas a —20°C (Libério et al., 2011).

4.1.7. Determinacao da estrutura primaria de peptideo

A estrutura primaria do peptideo nativo foi determinada por degradacéo de
Edman em sequenciador automatico de proteinas e peptideos modelo PPSQ-312

(Shimadzu Co, Japan) seguindo as instru¢cdes do fabricante.

4.1.8. Desenho racional de analogos e sintese de peptideos
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Baseado na estrutura priméaria do peptideo nativo
(NLLNDALGTVNGLLGRS) foram desenhados, manualmente, dois peptideos
analogos (NLLNKALGTVNGLLGRS e NLLKSALKTVNKLLAAS-CONH2). Esses
peptideos foram sintetizados usando o método de sinteses em fase soélida por
GenOne Biotechonologies Ltd. (Rio de Janeiro, Brasil). A pureza maior a 98% foi
confirmada por RP-HPLC e MALDI-TOF.

4.1.9. Dicroismo circular

O ensaio de dicroismo circular (CD) foi realizado usando um espectrometro
Jasco J-815, equipado com um suporte térmico de cuveta tipo Piltier (Jasco,
Japao). Os peptideos (0.2 mg/mL) foram analisados em agua e 10, 30 e 50% (v/v)
de trifluoretanol (TFE) a 25°C. Cinco medidas consecutivas foram realizadas e o

espectro final foi a média das medidas com a correcéo da linha base do TEF.

A estabilidade térmica dos peptideos foi analisada em TFE 30% (v/v) com
uma flutuacdo de temperatura de 25 a 95 °C. A renaturacdo dos peptideos foi
monitorada as temperaturas 95, 75, 55 e 25 °C. A elipticidade observada foi
transformada em valores de elipticidade molar ([6]) baseada na massa molecular
por residuo de 115 Da e a deteccao feita a 208 nm. A a-helicidade foi estimada
considerando os valores de [0] 208nm a diferentes temperaturas usando a

equacao (Greenfield & Fasman, 1969):

_ ([8]305 — 4000)
fu = (33000 — 4000)

As projecBes em hélice foram feitas usando o software desenvolvido por nosso

grupo, NetWheels (http://Ibgp.unb.br/NetWheels). Apresentam cada residuo da

espiral com um angulo de 100° por cada trés residuos.
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4.2. Ensaios bioldgicos

4.2.1. Avaliacdo da atividade antibacteriana e antifungica

Os ensaios antibacterianos e antifungicos foram realizados conforme
descrito em (Castro et al., 2009). As bactérias (Staphylococcus aureus ATCC
25923, S. epidermidis ATCC 12228, Escherichia coli ATCC 25322, Pseudomonas
aeruginosa ATCC 27853 e Klebsiella pneumonia ATCC 700603) foram cultivadas
em meio de cultura Mueller-Hinton (MH) e os fungos (Candida albicans ATCC
90028 e Candida parapsilosis ATCC 22019) foram cultivados em meio de cultura
Brain Heart Infusion (BHI) durante 24 h a 37 °C sob agitacdo. Quando a OD
(densidade optica) foi atingida (leitura a 590 nm = 1.0), as suspensodes bacterianas
e fungicas foram diluidas utilizando meio de cultura. Para as bactérias Gram-
negativas foi realizada uma diluicdo na proporcdo de 1:50 e para as bactérias
Gram-positiva e fungos na propor¢cdo de 1:100. As concentracdes inibitorias
minimas (MICs) dos peptideos sintéticos foram determinadas pelo método de
microdiluicdo padrdo. Apos incubacdo durante 20-24 h a 37 °C, as placas de 96
pocos foram analisadas a 595 nm em uma leitora de placas Multiskan™ FC
(Thermo Fisher Scientific Inc., EUA). Cada ensaio foi realizado em triplicata. Como
controle foram usados agua Milli-Q e 0,4% (v / v) de formaldeido. O MIC foi
definido como a concentracdo mais baixa do peptideo ou outro agente
antimicrobiano na qual ndo ocorre crescimento detectavel apds incubacéo a 37 °C
durante 20-24 h.

4.2.2. Determinacao da atividade antiparasitaria

Os ensaios antiparasitarios foram realizados no laboratério de Molécules de
Communication et Adaptation des Micro-organismes (MCAM) do Muséum National
d'Histoire Naturelle, em Paris, Franca, durante estagio doutoral de 3 meses que

realizei sob a supervisao do Prof. Philippe Grellier.
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Inicialmente, os peptideos foram testados contra parasitas em cultura in
vitro, usando trés concentracdes fixas: 50, 10 e 1 pg/mL, com o objetivo de estimar
a porcentagem de inibicdo. Unicamente os peptideos que mostraram atividade
inibidora sobre o crescimento do parasita = 60%, na concentracdo de 10 pg/mL,
foram testados para se determinar a concentragdo que inibia 50% do crescimento

do parasita (ICsp).

Usando placas de 96 pocos, a dose letal 50 (ICsp) foi determinada a partir
de diluigbes seriadas feitas a partir de uma concentracao inicial de 10 pg/mL no
primeiro poco. Os ensaios foram feitos em triplicata, O valor de ICs, € a média dos

experimentos.

4.2.2.1. Ensaio In vitro contra Plasmodium falciparum

Os peptideos foram testados contra a cepa de P. falciparum FcB1l
(Colémbia) resistente a cloroquina na fase intra-eritrocitaria. Os peptideos foram
preparados em DMSO a 10 mg/mL. Foi feita uma diluicdo seriada em meio RPMI
suplementado com 8,5% de soro humano. Em placas de 96 pocos, 100 yL de
amostra foram adicionados a 100 pL de cultura do parasita assincronizada (1% de
parasitemia e 2% de hematdcrito final) e mantidas a 37 °C. As 24 h, foi adicionado
0,5 uCi de hipoxantina tritiada (GE Healthcare, 1 to 5 Ci-mmol/mL) em 50 pL de
RPMI a cada poco e incubados por mais 24 horas. Posteriormente, as placas
foram congeladas por 18 horas. ApOGs os parasitos descongelados, os lisados
foram recolhidos em filtros de vidro e contados em um espectrometro de cintilacdo
liquida. A inibicdo do crescimento para cada concentracdo do peptideo foi
determinada por comparacéo da radioatividade incorporada na cultura tratada e na
cultura controle. O experimento foi realizado em triplicata (Charneau et al., 2016).
A solucéo estoque de cloroquina foi preparada em agua purificada (grau MQ) a 10

mM e utilizada como farmacos controle.
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4.2.2.2. Ensaio In vitro contra Trypanosoma brucei brucei

Os peptideos foram preparados em DMSO a uma concentracdo 10 mg/mL
e foram diluidos em meio de cultura HMI9 (suplementado com soro fetal bovino
10%). Em placas de 96 pocos, 100 pL de amostra foram adicionados a 100 pL de
cultura axénica do parasita (concentracdo de 2x10* parasitas/mL). As placas
foram incubadas a 37 °C. Apés 72 h, 25 uL de resazurina (45 pM concentracdo
final) foram adicionados a cada poc¢o. ApGs 4 horas de incubacdo, a fluorescéncia
da resorufina foi medida a 528 nm de excitagdo e emissdo a 590 nm. O

experimento foi realizado em triplicata (Charneau et al., 2016).

4.2.2.3. Ensaio in vitro contra Trypanosoma cruzi

Os peptideos foram testados contra a cepa Tulahuen (lacZ, clone 4) de T.
cruzi (Que expressa beta-galactosidase). Formas tripomastigotas foram obtidas a
partir de cultura de células L6 infectadas. Os ensaios foram realizados em placas
de 96 pocos. Células L6 foram preparadas na concentracdo de 10° células / poco
e incubadas durante 24h. Apos tempo de incubacao, foram removidos 100 pL de
meio de cultura e adicionados 100 pL de suspencdo de 1x10° tripomastigotas /
mL e 100 pL de peptideos diluidos. Depois de 5 dias, a proliferacdo de
amastigotas intracelulares foi avaliada pela medicdo da atividade de B -
galactosidase usando vermelho de clorofenol e D-galactopiranésido como
substrato. A citotoxicidade sobre as células L6 foi avaliada visualmente
estabelecendo uma pontuacao de citotoxicidade: 0 (nenhuma toxicidade), 1 (50%
das células vivas), 2 (10% das células vivas) e 3 (90-100% ceélulas mortas)
(Charneau et al., 2016). A Solucao estoque de nifurtimox foi preparada em DMSO

a 10 mM e utilizada como farmacos controle.
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4.2.2.4. Atividade in vitro contra Giardia lamblia

Cultura axénica de G. lamblia, cepa WB foi cultivada em meio de cultura
TYI-S33 Keiser (KM), em atmosfera de oxigénio reduzida. Os ensaios foram
realizados em tubos Eppendorf de 500 pL. A cada tubo foi foram adicionados 224
UL de suspencdo de parasitas a uma concentracdo de 2.10° células/mL e 224 pL
de peptideo diluido em meio KM. Os tubos foram incubados a 37 ° C durante 72 h.
Os parasitas foram fixados usando formaldeido a 37%. A atividade antiparasitaria
foi medida por contagem do nimero de parasitas, utilizando camara de Malassez
(Raz, Iten, Grether-Buhler, Kaminsky, & Brun, 1997).

4.3. Atividade hemolitica in vitro

Eritrécitos humanos foram separados do plasma por sedimentacdo e
lavados trés vezes com uma solucdo de Tris-HCL 0,01 M pH 7,4/ NaCl 0,15 M /
CacCl20,01 M. As amostras foram solubilizadas na solucdo anteriormente descrita.
Em tubos eppendorf de 1.5 mL, 100 yL de amostra e 100 pL de hemacias foram
incubadas, a temperatura ambiente durante 60 min. Apds do tempo de incubacéo,
os tubos foram centrifugados a 729 g por 2 min. Uma aliquota de 100 pyL de cada
sobrenadante foi transferida para uma placa de 96 pocos. A leitura da absorbancia
foi realizada a 405 nm, usando uma leitora BioRad (Modelo 3550-UV, Hercules,
CA, USA). Triton X-100 1% (v/v) e o tampao de amostra foram usados como

controle positivo e negativo respectivamente.

4.4. Atividade citotoxica in vitro

Células L6 derivadas de mioblasto de rato foram cultivadas em meio
DMEM, suplementado com 5% de soro fetal bovino e 100 ug/mL de gentamicina, a

uma concentracdo de 2x10* células/poco em placas de 96 pocos. Apds 24 h,
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foram removidos 100 pL de meio de cultura e adicionados 100 pL dos peptideos
diluidos em meio de cultura a distintas concentracdes. As placas foram incubadas
a 37 °C durante 72 h. Depois do tempo de incubacéo, foram adicionados 20 puL de
resazurina e as placas incubadas por mais de 4 h. A fluorescéncia foi medida pela
formacgao de resorfurina a 528 nm de excitagdo, 590 nm de emisséo, usando uma
leitora BioRad 3550-UV (Raz et al., 1997).

4.5. Etapa ll, analise peptiddmica e protedmica da secrecéo
cutanea de D. columbianus por shotgun

4.5.1. Identificacado de proteinas presentes na secrecao cutanea de D.
columbianus

4.5.1.1. Digestao triptica em solucéo

Um mg de secrecdo bruta liofilizada foi dissolvida em 100 pL de uma
solucédo de ureia 8 M em TEAB 200 mM (trietilamonio bicarbonato). As proteinas
em solucéo foram reduzidas adicionando 100 puL de DTT 20mM (Sigma-Aldrich) a
temperatura ambiente durante 60 min. Foram adicionados 100 pL de
iodoacetamida 20 mM (Sigma-Aldrich) e a solugdo mantida no escuro por 1 h a 37
°C. A amostra foi diluida em TEAB 20 mM para obter uma concentracéo final 1 M
de ureia. A digestédo foi realizada usando tripsina (Sigma) na proporcdo 1:100
tripsina:amostra (ug/ug), por 18 horas a temperatura ambiente (Ledn, Schwammle,

Jensen, & Sprenger, 2013).

A dessalinizacdo da amostra foi feita em uma ponteira com resina C18 e 0s
peptideos foram eluidos em diferentes concentracdes de acetonitrila. A acetonitrila
foi evaporada em um sistema speed vac vacuo (Savant, Farmingdale, NY, EUA).
Finalmente, os peptideos tripticos resultantes foram ressuspendidos em 15 uL (por
amostra) de acido formico 0.1% (v/v) para posterior analise por LC-MS / MS (Ledn
etal., 2013).
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4.5.1.2. Cromatografia liquida acoplada a espectrometria de massas (LC-MS / MS)

Quatro pg de peptideos (quantificados pelo kit Qubit assay da invitrogen,
seguindo as instrucdes do fabricante) foram reconstituidos em 5 pL de acido
formico 0,1% (v/v) para as analises por sistema LC-MS/MS com colunas capilares
em Dionex UltimanteTM 3000 RSLCnano system (Thermo Fisher Scientific,
Waltham, MA) diretamente acoplada ao espectrometro de massas hibrido do tipo
iontrap-orbitrap, Orbitrap Elite™ ETD (Thermo Fisher Scientific, San Jose, CA). Os
peptideos foram injetados em uma coluna analitica (75 ym x 35cm) preenchida
com resina de fase reversa ResiproSil-Pur C18-AQ utilizando um fluxo de 230
nL/min. O gradiente de elui¢cdo linear da amostra usado foi de 15 a 45 % do
solvente B (acetonitila 95% (v/v), AC. Formico 0,1% (v/v)) durante 160 minutos.

A voltagem e a temperatura da fonte de ionizacédo foram ajustadas para 2,5
kV e 275 °C, respectivamente. O espectrémetro foi operado no modo positivo,
data-dependent aquisition MS scan e a aquisicdo de espectros de massas em
tandem (MS/MS) pelo software Xcalibur 2.2 SP 1.78 (Thermo Fisher Scientific, CA,
USA). Os espectros MS foram adquiridos em um intervalo de massa de 350 a
1500 m / z, com uma resolucédo de r = 120000. Foram selecionados os 20 ions
mais intensos para a fragmentacéo por CID. Para a obtencdo da sequéncia dos

ions foi utilizado um tempo de exclusao dinamica de 90 segundos.

4.5.1.3. Identificacédo de proteinas

A anadlise dos dados foi realizada usando o software PEAKS V6 (Ma et al.,
2003). A identificacdo das proteinas foi feita por homologia dos peptideos
identificados, usando os bancos de dados para Amphibia da NCBI
(www.ncbi.nlm.nih.gov) e Uniprot (www.uniprot.org). Os critérios de busca foram:
1) até duas perdas na clivagem da tripsina, 2) tolerancia de até 10 ppm para o

precursor e 0,5 Da de tolerancia para os fragmentos e 3) oxidacao, acetilacdo e
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deamidacdo como modificacbes variaveis. Foi aceito para as identificacbes um
false-discovery rate (FDR) de 1% e um minimo de 2 peptideos Unicos identificados

por proteina.

4.6. Identificacdo das enzimas proteoliticas

4.6.1. Zimografia

A zimografia foi realizada a partir da secrecdo cutanea total de D.
columbianus. Foi utilizado o método descrito por Heussen and Dowdle (Heussen &
Dowdle, 1980) com algumas modificagdes. Para este ensaio foram utilizados géis
de SDS e poliacrilamida (10cm x 8 cm x 1mm) na concentragcdo de 8%, SDS-
PAGE, contendo gelatina (na concentracao final 0,1%). A amostra foi dissolvida
em DMSO 10% para aumentar a solubilidade e agitada em vortex até obter uma
mistura homogénea e aplicada no gel sem prévio aquecimento. A eletroforese foi
feita a 4 °C, voltagem de 250 V e corrente de 25 mA. Apos a corrida, os géis foram
lavados em solucao de Tris-HCI 100 mM, pH 7,5 contendo 2,5% de Triton X-100
durante 2 horas a fim de extrair o SDS. Os géis foram incubados 72 h a 37 °C e
em Tris-HCI 100 mM a pH 7,5. Os géis foram corados usando Coomassie Brilliant
Blue R-250 (Sigma) e descorados na solucdo metanol/acido acético/agua
(50:10:40, v/iviv). A determinacdo da atividade proteolitica foi avaliada pela
presenca de regifes mais claras no gel que contrastaram com o fundo azul escuro

(ressaltando a digestdo da gelatina presente na matriz de policrilamida).

4.6.2. Digestdo em gel SDS-PAGE

As proteinas de interesse detectadas no gel SDS-PAGE foram extraidas
segundo o protocolo de Hanna et al (Hanna, Sherman, Kinter, & Goldberg, 2000).
Os fragmentos de interesse foram excisados e subsequentemente lavados com
100 pL de NH4HCO3; 40 mM e ACN 30% (Sigma-Aldrich), trés vezes, durante 10
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minutos a temperatura ambiente. Essa solucdo foi retirada e posteriormente as
proteinas nos fragmentos foram reduzidas adicionando 100 pL de DTT 20 mM
(Sigma-Aldrich) a 60 °C durante 60 min.

ApOs esta etapa, a solucao foi retirada e aos fragmentos foram adicionados
100 pL de iodoacetamida 20 mM (Sigma-Aldrich) e mantidos no escuro a 37 °C
durante 1 hora. A solugao alquilante foi removida e os fragmentos lavados (trés
vezes) com 100 pL de NH4HCO3; 40 mM durante 10 minutos. As amostras foram
desidratadas usando 100% ACN por 10 minutos. Este procedimento foi repetido
trés vezes. A acetonitrila foi evaporada em um sistema de vacuo do tipo speed vac
(Savant, Farmingdale, NY, EUA).

Os fragmentos do gel foram reidratados em uma solugéo de tripsina 0,1
Mg/uL (sigma) em NH4HCO3; 40 mM e mantidos em banho de gelo, por 30 minutos.
Em seguida, a tripsina foi retirada e adicionada uma solu¢céo de NH;HCO3 40 mM.
Os tubos contendo os fragmentos do gel foram incubados a 37 °C por 18 horas.
Os peptideos tripticos foram extraidos do gel com 50% (v/v) ACN, duas vezes e
secados em speed vac. Finalmente, os peptideos tripticos resultantes foram
ressuspendidos em 15 pL (por amostra) de acido formico 0,1% (v/v) para posterior

analises por cromatografia liquida acoplada a espectrometria de massas.

4.6.3. Analise por (LC-MS/ MS)

Cinco ug dos peptideos (quantificados pelo kit Qubit assay da invitrogen,
seguindo as instrucdes do fabricante) foram reconstituidos em 5 pL de &cido
férmico 0,1% (v/v) para as analises no espectrometro de massas Orbitrap Elite
(Thermo Scientific) acoplado a um sistema de cromatografia liquida Dionex
Ultimate 3000 (Thermo Scientific). Os peptideos foram injetados em uma coluna
analitica (75 pym x 35cm) preenchida com resina de fase reversa ResiproSil-Pur

C18-AQ utilizando um fluxo de 250 nL/min. O gradiente de eluicdo linear da
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amostra usado foi de 15 a 45 % do solvente B (acetonitila 95% (v/v), acido férmico
0,1% (v/v)) durante 55 minutos.

A voltagem e a temperatura da fonte de ionizacao foram ajustadas para 2,5
KV e 275 °C, respectivamente. O espectrometro foi operado no modo positivo,
data-dependent aquisition MS scan e aquisicdo de espectros de massas em
tandem (MS/MS). Os espectros MS foram adquiridos em um intervalo de massa
de 350 a 1500 m / z, com uma resolucao de r = 120000. Foram selecionados o0s
20 ions mais intensos para a fragmentacdo por CID e HCD. Para a obtenc¢éo da
sequéncia dos ions foi utilizando um tempo de exclusédo dinamica de 90 seg.

A analise dos dados foi realizada usando o software PEAKS V6 (Ma et al.,
2003). A identificacdo das proteinas foi feita por homologia dos peptideos
identificados, usando os bancos de dados para a classe Amphibia da NCBI
(www.ncbi.nlm.nih.gov) e Uniprot (www.uniprot.org). Os critérios de busca foram:
1) até duas perdas da clivagem pela tripsina, 2) tolerancia de até 10 ppm para o
precursor e 0,5 Da de tolerancia para os fragmentos e 3) oxidacdo, acetilacéo e de
aminacao como modificacdes variaveis. Foi aceito para as identificagcdes um false-
discovery rate (FDR) de 1% e um minimo de 2 peptideos unicos identificados por

proteina.

4.7. ldentificacdo dos peptideos néo tripticos presentes na
secrecao cutaneo de D. columbianus

Um mg de amostra foi dissolvido em 500 pL de TFA 1%. A dessalinizacao
foi realizada em uma resina C18 e os peptideos foram eluidos em diferentes
concentracfes de acetonitrila. A acetonitrila foi evaporada em um sistema speed
vac (Savant, Farmingdale, NY, EUA). Finalmente, os peptideos tripticos

resultantes foram ressuspendidos em 15 pL (por amostra) de acido férmico 0,1%
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(v/v) para posterior analise por LC-MS/MS. A na analise LC-MS/MS foi realizada
como foi descrito no item 4.6.3.

A sinteses dos peptideos enddgenos e o0s ensaios biolégicos foram
realizados seguindo os itens 4.1.8. e 4.2.1.

4.8. Avaliacao da ativagdo de neutrofilos

O ensaio foi adaptado do protocolo descrito por Neves, em 2011 (Neves,
2011). Neste ensaio, foram avaliados 2 individuos com idade de 28 e 27 anos,
sem histérico de doencas cronicas, nao alcoodlatras, ndo fumantes, sem resposta
inflamatoria evidente e que ndo faziam uso de medicamentos. O sangue foi
coletado em tubos heparinizados e a coleta do sangue venoso foi feita em material

plastico estéril para evitar a ativacao precoce dos polimorfonucleares (PMN).

Vinte mL de sangue foram coletados de cada individuo dos quais 12 mL
foram destinados a separacdo dos neutréfilos dos outros tipos celulares

sanguineos e o restante foi centrifugado em outro tubo para obtencéo de plasma.

Para separacdo dos PMN, os 12 mL de sangue foram depositados sobre
um gradiente de densidade ascendente constituido por Percoll®, Solucdo Salina
de Hanks (HBSS 10X) e Agua purificada (grau Milli-Q) em tubo Falcon de 50 mL
em concentracdo de 60% e 70%. O Tubo entéo foi centrifugado em ROTOFIX 32
a 1300 RPM por 15 min a temperatura ambiente (P. M. Santos, Teixeira, & Sa-
Correa, 2004).

Apébs a primeira centrifugacdo, apenas a parte do gradiente correspondente
aos PMN foi transferida para outros dois tubos Falcon15 mL com no maximo 7 mL
em cada. Para lavar o Percoll da solucdo, foram adicionados 7 mL de HBSS 1X e

centrifugados a 300 g por 5 min a 4 °C. Apds a segunda centrifugacdo todo o
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sobrenadante foi descartado para uma segunda lavagem com mais 7 mL de HBSS
1X e centrifugado a 300 g por 5 min a 4 °C.

Todo o sobrenadante foi retirado e os pellets visualizados ao fundo dos dois
tubos correspondiam aos neutréfilos contaminados por eritrécitos. Os dois pellets
foram reunidos em um unico tubo. A hemolise consistiu na adicao de 3mL de agua
milli-Q filtrada seguida por mais 3 mL de HBSS 2X apds 25 segundos e
centrifugacdo a 300 g por 5 min a 4 °C. Para todas as amostras, a hemolise foi
realizada duas vezes. Todo o sobrenadante foi descartado.

Duas aliquotas foram retiradas para contagem/viabilidade (5 uL) e preparo
da lamina de morfologia/pureza (6 pL), enquanto o restante foi mantido em gelo.
A aliquota de 5 yL de PMN foi misturada com 45 yL de Azul de Tripan em um
microtubo, do qual foram retirados 10 yL e analisados por microscopia Optica em
camara de Neubauer. A viabilidade celular foi calculada durante esse mesmo
ensaio em camara de Neubauer. Para continuidade do experimento sé foram

aceitas amostras apresentando mais de 96% de células vivas.

A estimulacdo e ativacdo dos neutrdfilos foi feita com o peptideo ativador
fMLP (como controle positivo de ativacdo quimica), e os peptideos a duas
concentragfes 5 pg/mL e 15 pg/mL e o controle negativo (sem ativador, apenas

com o tampao).

Para o teste do NBT (nitroazul de tetrazolio, em inglés Nitro-blue
tetrazolium), usou-se em um microtubo estéril 0,0005 g de NBT dissolvido em 10
puL de DMSO e submetido a agitacdo em vortex por 1 minuto para cada condi¢ao.
Apos a solubilizagdo do NBT em DMSO, 1 uL de cada ativador correspondente
mais HBSS com Ca®" e Mg?®* (89 pL para o controle fMLP e 90 pL para a condicdo
tratamento com peptideos) foi adicionado aos seus respectivos microtubos e
submetidos a 10 min de VORTEX com pausa de 1 min apds 0s primeiros 5 min
(Pinto, 2006).
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A quantidade de células obtida na separacdo e estimada na contagem foi
dividida entre os ativadores de modo que cada condicéo tivesse 6667 células/pL
em um volume proporcional a 495 L de plasma (50% v/v) e HBSS com Ca* e
Mg®*, adicionados & suspens&o. Estes microtubos contendo as células+ ativador+
plasma+ HBSS foram chamados Sistemas de ativacédo, foram incubados a 37 °C
por 10 min.

Para a analise por espectrofotometria, de cada Sistema de ativacao (6600
células/uL + plasma + ativador), foram retirados 36 uL e adicionados mais 50 pL
de NBT/ativador. Os microtubos foram incubados por mais 20 min a 37 °C sob
agitacdo de 300 rpm em Thermomixer. Apés a incubacao, a reacéo foi parada com
50 uL de acido acético glacial e sonicada por 2min em banho de ultrasom. Mais 50
v de etanol absoluto foram adicionados seguido de 2min de banho de ultrassom,
de vortex de 1 min e centrifugacéo de 2 min a 300 g.

De cada condicdo, pipetou-se 180uL em um unico poco de ELISA
identificado e lido em uma faixa de espectro de 350 a 790nm com intervalos de 5
nandmetros em espectrofotdbmetro SPECTRAMAX e analisado pelo programa
SoftMax Pro 6.3.

O preparo para a analise em lamina consistiu em incubar as laminas
contendo 3 pocos com 2 uL em cada retirados do Sistema de ativacdo respectivo
apos o tempo de incubacdo e da adicdo do NBT previamente preparado. As
guatro laminas foram postas em banho-maria por 5 min a 37 °C. Apés esta
incubacao as laminas foram invertidas, para retirar o excesso de HBSS, secas e

fixadas com metanol por 1min.
Novamente as laminas foram secas e coradas com Safranina por 5 min. Em

seguida as laminas foram lavadas com agua destilada e deixadas a temperatura

ambiente para secar e, depois observadas ao microscopio o6tico.
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5. Resultados



5.1. Etapa |, busca de peptideos antimicrobianos da secrecéo

cutanea de D. columbianus

Visando a identificacdo e o isolamento de novos peptideos com atividade

antimicrobiana, uma estratégia experimental foi adotado como ilustrado no

fluxograma apresentado na figura 4.

Fracionamento da secrecdo bruta usando RP-HPLC

Analise por espectrometria de massa do tipo MALDI-TOF das
fracdes cromatograficas

Screening antimicrobiano preliminar ( E. coli e S. aereus) das
fracdes cromatograficas

Purificacdo e sequenciamento
de dendrosofina 1 (Dcl)

Construcdo dos analogos
DclleDel2

Caracterizacdo dos peptideos Dc 1, Dc 1.1e Dc 1.2

Teste antibacteriano,
antifungico, antiprotozoario,
citotocixidade e hemolises

Analise por Dicroismo
Circular

Figura 4. Fluxograma adotado na caracteriza¢do quimica e bioldgica de peptideos

de D. colombianus e seus derivados.
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5.1.1. Perfil proteico em SDS-PAGE

Com o objetivo de se determinar a qualidade e composicdo em termos
proteicos da amostra biol6gica em estudo foi realizada a separacéo eletroforética
empregando-se gel SDS-PAGE 12% de 50 pg de secrecédo bruta liofilizada de D.
columbianus, apos fervura e preparada segundo Santos (K. Santos, 2007). Pode-
se observar a presenca de bandas definidas em uma janela ampla entre 14,4 e 97

kDa, o que descarta a ocorréncia de degradacao (figura 5).

kDa M 1
-
97
66
|
45

o -

20 Figura 5. Perfil eletroforético da secrecéo bruta
liofilizada de D. columbianus. 1: 50 ug de secrecao seca
e M: marcador de baixa massa molecular (da

14 _4®  Amersham Pharmacia-Biotech). Gel SDS-PAGE 12%,
corado com azul de Coomassie (Blue R-350).

5.1.2. Fracionamento de secrecdo bruta por cromatografia liquida de alta
eficiéncia em coluna de fase reversa Cig

Aliguotas de 1,0 mg da secrecdo bruta liofilizada foram inicialmente
fracionadas em coluna analitica C;g por RP-HPLC com um fluxo de 1 mL/min. Foi
obtido um perfil cromatografico de alta resolucdo e reprodutibilidade (Figure 6),

tendo sido coletadas manualmente 93 fragdes no total.
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Figura 6. Perfil cromatografico do fracionamento da secrec¢éo cutédnea de D.colum
bianus empregando-se coluna C;g (Phenomenex 00G4252E0, 4,6 x 250 mm) em
sistema HPLC. A eluicdo foi realizada acetonitrila em TFA 0.1% com fluxo de 1
mL/min. A seta indica a Unica fracdo que apresentou atividade antiproliferativa
sobre as bactérias E. coli e S. aureus. Nessa fracdo foi identificado um unico
peptideo com massa molecular de 1726,517 Da.

5.1.3. Analise por espectrometria de massas do tipo MALDI-TOF

As 93 fracOes cromatograficas obtidas foram analisadas por espectrometria
de massas do tipo MALDI-TOF/TOF usando uma faixa de m/z de 700 a 20.000.
Foi observada a presenca de componentes com massa molecular até 12.900 Da
(figura 7). A maioria dos componentes detectados no espectro de ions positivos
eluiram dentro do intervalo de 20 a 61 min da corrida cromatografica. S6 duas
fracOes eluidas nos primeiros 20 min de corrida cromatografica apresentaram

componentes moleculares detectados (Tabela 1).
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Nuamero de compostos
detectados

Intervalos de massas moleculares [M + H]+ (Da)
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Intervalo de massa moleculares [M+H] * {Da}

Nimero de compostos detectados

Figura 7. Massas moleculares (MM) dos componentes moleculares detectados na
secrecdo cutanea de D. columbianus. Os dados foram agrupados em intervalos de
massas moleculares monoisotopicas.

(A) Numero de compostos presentes ha secre¢do que possuem MM até 4 kDa.

(B) Numero de compostos com MM entre 4 e 12,9 kDa.
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Tabela 1. Numero da fragdo cromatogréafica, tempo de retencdo e massas
moleculares dos ions peptidicos [M+H]+ (Da) presentes na secre¢édo cutanea de
D. columbianus e detectados por meio das matrizes HCCA e SA.

Fragao Tempo de retengéo HCCA SA
£ 377 3175,53
6 408
7 £g4
g 6,15
9 €47 1059
11 5,18
12 10,78 643
43 24,48 1270
48 24,57 1270
50 24,79 2314
51 25,11 5733, 6093, 6494
52 25,64 E457
53 25,83
54 26,11 €231
55 26,39 5400
56 267 1464
57 26,97 1731, 1425
5& 276 7939
59 27,91 5511
&0 28,08 1182, 1476
62 28,83 1229
63 30 1755, 1785
&4 30,32 1284
65 31,17 1418
&9 36,12 2858, 2938
70 36,64 3627, 3645, 3676, 3760, 3985
72 38,16 1400, 3343, 6695
73 38,87 3550, 6701 5877, 6084
74 39,64 5091, 10295, 1356, 6696, 6711, 6903, 6321, 8633, 9544, 10354, 6694, 7105, 7121, 7278, 7294, 7327, 7344, 9468
75 0,23 7372, 6329 6334, 7397, 7425, 7497, 7575
76 40,5 3281, 3319, 6564, 6639, 7357 6559, 6574, 6634, 6655, 39390, 17427
78 423 1628 12513
79 43,53 1708 126590, 1634
g2 45,24 1721, 1641 6285, 13420
33 46,54 5914
24 47,47 1728
85 48,48 1850
g6 49,07 1483, 1506, 1521, 1060
a7 49,62 1485, 1505, 1521, 1727, 1742 £457, 5176, 6305
28 48,38 1727
g9 50,16 1639, 1649, 1665, 1727
90 50,64
91 50,88 1740 £145, 6733, 6138, 12692, 12359
32 51,06 1060, 1654, 1742
93 52,48 1654, 1742, 1724 12384, 12481, 12603, 12655
34 53,27 5966, 5825, 11654, 12452
85 53,55 53671
96 54,14 6012 6011
97 54,87 1675, 1653, 1691 5968, 6013, 6071, 6658, 1350, 14300
58 0,9
99 61,62 1881, 1708, 1719

Na Tabela 1 pode se observar que maior porcentagem de componentes

moleculares detectados se encontra entre o intervalo de 28 a 50 minutos da

corrida cromatograficas.

As fracbes cromatograficas correspondentes aos

primeiros 8 minutos de corrida ndo apresentaram componentes moleculares

detectaveis, o que sugere a presenca de compostos altamente hidrofilicos, de

origem néo proteica e de baixa massa molecular.
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5.1.4. Screening antimicrobiano preliminar

A atividade antimicrobiana (contra E. coli e S. aureus) das 93 fragbes
obtidas de uma corrida cromatogréfica foi avaliada preliminarmente. Somente a
fracdo 76, com tempo de retencdo de 50,16 minutos apresentou agcao microbicida
contra as bactérias testadas. A massa molecular monoisotépica [M+H]" do
peptideo com atividade antiproliferativa foi de 1726,517 Da (figura 9).

5.1.5. Purificacdo, determinacdo da estrutura primaria da dendropsofina 1
(Dc 1) e construcdo dos analogos Dc 1.1 e Dc 1.2

As fracdes referentes ao peptideo antiproliferativo foram reunidas em um
pool e recromatografadas em coluna C;s (Phenomenex 00G4252E0Q, 4,6 x 250 mm)
(Figura 8). Todas as fracdes da recromatografia foram coletadas e analisadas
guanto ao seu grau de homogeneidade por espectrometria de massas do tipo

MALDI-TOF no modo refletor de ions positivos na faixa de m/z de 500 a 4.000.

O peptideo de massa molecular protonada de 1726,517 Da, indicado por
uma seta na figura 8, foi nomeado dendropsofina 1 (Dc 1). A Dc 1 foi submetida a
sequenciamento quimico por degradacdo de Edman resultando na estrutura
primaria: *NLLNDALGTVNGLLGRS"'. Sua estrutura primaria permite evidenciar
uma composicao rica em residuos hidrofébicos ou néo-carregados, com carga
liquida de zero (Tabela 2). Usando os programas BLASTP e MS-BLAST foi
determinado que Dc 1 ndo apresenta nivel de similaridade com as sequéncias de
peptideos antimicrobianos identificados e disponiveis no banco de dados NCBI
non-redundant. Assim, pode-se sugerir que a Dc 1 é um novo peptideo

antimicrobiano presente na secrecao cutanea de D. columbianus.

Dcl apresenta uma razdo de hidrofobicidade total de 41% e sua carga
liquida € nula, devido ao balanco entre um residuo positivo, a arginina presente na
posicdo 16, e um residuo negativo, residuo de acido aspartico na posicdo 5 da

cadeia peptidica (Tabela 2).
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Com o objetivo de aumentar a atividade antimicrobiana, dois analogos
foram propostos, denominados Dcl.1 e Dcl.2 (Tabela 2). O analogo Dcl.1
apresenta uma Unica substituicdo: o residuo de &cido aspartico na posi¢ao 5 foi
substituido por um residuo de lisina, de modo a aumentar a cationicidade do
peptideo favorecendo as interacBes eletrostaticas com as membranas aniénicas

dos patégenos.

O analogo Dcl.2 foi desenhado com multiplas substitui¢cdes, incluindo trés
residuos catidnicos (N4K, G8K, G12K), um residuo polar ndo-carregado (D5S) e
dois residuos de acido aspartico (G15A, R16A) sendo que todas essas
modificagdes foram feitas com o intuito de melhorar as caracteristicas anfipaticas
do peptideos e prevenir citotoxicidade de amplo espectro. Finalmente uma
amidagéo na porcao carboxi-terminal foi incluida, a qual acredita-se ser capaz de
estabilizar a a-hélice anfipatica aumentado a eficacia dos AMPs (R Dennison, HG
Morton, & A Phoenix, 2012).

Tais modificacbes permitiram um aumento na carga liquida para +2 no caso
do analogo Dcl.1 e +4 para Dcl.2 (Tabela 2). Outras propriedades biofisicas
alteradas no analogo Dc 1.2 foram a razdo de hidrofobicidade total de 41% para
51% e o momento anfipatico médio que aumento de 0.492 em Dc1l para 0.540 em
Dcl.2 (Tabela 2).
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Figura 8. Purificacdo do peptideo de interesse. As recromatografias do peptideo
de massa molecular monoisotopica de 1726,517 Da foram realizadas por RP-
HPLC em uma coluna C;3 (Phenomenex 00G4252E0, 4,6 x 250 mm).
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Figura 9. Espectro de massas do peptideo de 1726,517 Da. Os espectros foram
obtidos usando uma placa com 20 ug/puL de HCCA e analisados na faixa m/z de
500 a 4000 no modo refletor de ions positivos calibrado com uma mistura padréo
de peptideos commercial PepMix™.
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Tabela 2. Propriedades fisico-quimicas dos peptideos Dc 1, Dc 1.1 e Dc 1.2

Massa Caraa Razéo de
Peptideo Estrutura Priméria Molecular Li u?da Hidrofobicidade OH®
Tedrica (Da)? q Total (%)"
Dcl NLLNDALGTVNGLLGRS.COOH 1725.94 0 41 0.492
Dcl.1 NLLNKALGTVNGLLGRS.COOH 1740.05 2 41 0.502
Dcl.2 NLLKSALKTVNKLLAAS.CONH, 1783.14 4 52 0.540

#Massa Molecular Monoisotopica.

Razao de Hidrofobicidade Total (%) determinada com o] uso de:
http://aps.unmc.edu/AP/prediction/prediction_main.php

‘uH, momento anfipatico médio determinado com o uso de: http://heliquest.ipmc.cnrs.fr/cgi-
bin/ComputParamsV3.py.

5.1.6. Caracterizacéao estrutural dos peptideos Dc 1, Dc 1.1 e Dc 1.2

Como a funcdo biolégica de um AMP é relacionada a sua estrutura,

efetuamos uma caracterizacao estrutural dos 3 peptideos.

5.1.6.1. Projecéo tridimensional das sequéncias primarias dos peptideos

As projecdes em hélice para os peptideos Dc 1, Dc 1.1 e Dc 1.2 estao
representadas na figura 10. Nesta representacdo pode se observar que a

distribuicdo anfipatica foi mantida nos trés peptideos.
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Figura 10. Comparacao entre as projecdes em hélice dos peptideos antimicrobianos Dc 1 (A), Dc 1.1 (B) e Dc 1.2 (C),
usando o programa NetWheels (http://Ibgp.unb.br/NetWheels).
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5.1.6.2. Analise por dicroismo circular

Os espectros obtidos em agua a 25 °C mostram as caracteristicas tipicas
de moléculas com estrutura ndo ordenada padréo (figura 11. A, B e C).
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Figure 11. Espectro de FAR-UV CD dos peptideos sintéticos em agua (linha
grossa sélida), TFE 10% (v/v) (linha solida), TFE 30% (v/v) (linha de tracos) e 50%
(v/v) (Linha de pontos) (A) Dc 1; (B) Dc 1.1; (C) Dc 1.2.
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Ao aumentar a concentracdo de TFE de 10 para 30 (v/v) pode-se observar
uma tendéncia a formacgdo de estrutura em a-hélice, indicada pelo aumento nos
sinais dicroicos negativos registrados a 208 e 222 nm (figura 11C). Estes
resultados sugerem a tendéncia do peptideo para adoptar uma conformacéo a-
hélice a partir do 30% de TFE.

A helicidade dos peptideos foi calculada considerando-se a elipticidade

molar a 208 nm em agua e na presenca de TFE (Tabela 3).

Tabela 3. Helicidade calculada dos peptideos Dc 1, Dc 1.1 e Dc 1.2 em aumento
da concentracdes de TFE.

Peptideo Agua TFE 10% TFE 30% TFE 50%
Dc1 13,28 10,80 15,50 22,67
Dc1l.1 14,28 14,49 16,59 19,17
Dc 1.2 15,53 13,79 25,54 23,72

A estabilidade térmica dos peptideos foi testada por meio do
estabelecimento de uma curva de desnaturacédo no intervalo de temperatura 25 °C
a 95 °C ( figura 12 A, B, C). Os espectros resultantes mostram uma estabilidade
no sinal dicroico perto de zero a 208 nm. Igualmente, no processo de renaturacao
de 95 °C a 25 °C (figura 12 D, E, F) foi observado a capacidade de retornar a

conformacao inicial.
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Figura 12. Espectro CD dos peptideos Dc 1 (A), Dc 1.1 (B) e Dc 1.2 (C) no
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5.1.6.3. Representacao preliminar da estrutura em a-hélice do Dc 1nativo

A representacdo alfa hélice do peptideo Dc 1 foi feita usando o software
NAMD (Nanoscale Molecular Dynamics). Esta simulagdo preliminar foi feita em
uma caixa de agua durante 100 ns. A imagem captada aos 100 ns de simulacdo
mostra uma alfa-hélice estdvel apresentando a distribuicdo anfipatica

corroborando os resultados das andlises por dicroismo circular (figura 10).

Figura 13. Representacdo da estrutura em a-hélice do peptideo nativo Dc 1. Em
azul e vermelho estdo representados os residuos de aminoacidos carregados
(ASP e ARG respectivamente).
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5.1.7. Testes antimicrobianos

A atividade antiproliferativa dos trés peptideos foi testada em triplicata
contra bactérias, fungos e protozoarios, assim como a atividade hemolitica e a
citotoxicidade foram avaliadas contra eritrocitos humanos e células de mioblasto
de rato L6, respetivamente. Na tabela 4, pode-se observar que esses peptideos
possuiram atividade bactericida moderada e sem atividades antiprotozoal e
antifngica. O analogo Dc 1.2 apresentou uma maior atividade bactericida com
maior espectro de atividade, principalmente sobre bactérias Gram-negativas

Dcl and Dcl.1 apresentaram atividade antimicrobiana semelhante sobre E.
coli (MIC = 64 uM) e S. aureus (MIC = 32 uM), ndo sendo ativos sobre os demais
microrganismos avaliados. Dcl.2 exibiu atividade antimicrobiana sobre todas as
bactérias patogénicas testadas: E. coli (MIC = 32 uM), P. aeruginosa (MIC = 64
pM), K. pneumonia (MIC = 64 pM), S. epidermidis (MIC = 128 pM) e S. aureus
(MIC = 64 uM) (Tabela 4).
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Tabela 4. Atividade antimicrobiana, citotdxica e hemolitica de Dc 1, Dc 1.1 e Dc

1.2.

Microrganismos Dc1l Dcl.1 Dc1l.2

Bactéria Gram-negativa MIC (uM)

Escherichia coli 64 64 32

Pseudomonas aeruginosa NA? NA? 64

Klebsiella pneumoniae NA® NA® 64

Bactéria Gram-positiva MIC (uM)

Staphylococcus aureus 32 32 128

Staphylococcus epidermidis NA? NA?® 64

Protozoarios ICso (UM)

Plasmodium falciparum NA® NA® NAP

Trypanosoma cruzi NA® NA® NAP

Trypanosoma brucei brucei NAP NAP NA®

Giardia lamblia NA" 22,17 ND

Fungo MIC (uM)

Candida albicans NA® NA® NA®

Candida parapsilopsis NA?® NA? NA?

Células de mamiferos HCso (UM)

Eritrocitos humanos >256 >256 >256
1Cs0 (UM)

Células L6 >256 105+14 174 +9.64

NA= ndo ativo. a: ndo ativo a 128 uM. b: porcentagem de inibicdo <60% a 10
pg/ml. ND = ndo determinado.
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5.2. Etapa ll, analise peptiddémica e proteémica da secrecao
cutanea de D. columbianus por shotgun

5.2.1. Identificac&o de proteinas presentes na secre¢do cutanea de D.
columbianus

Por ser o primeiro estudo bioquimico da secrecdo cutdnea dessa ra e
sabendo da presenca de proteinas secretadas de alta massa molecular,
observadas no perfil eletroforético da figura 5, realizamos um estudo abrangente
protedmico segundo o fluxograma apresentado na figura 14.

Identificacdo das proteinas

Anotacao dos termos GO das Predicao de proteinas secretadas
proteinas identificadas em D. columbianus
Identificaco das proteinas associadas a Pela via classica
resposta imune de D. columbianus e nao classica
Identificagdo das proteinas Identificacao funcional das proteases
associadas a resposta contra Mapeamento KGGS presentes ha secrecdo cutanea de D.
microrganismos columbianus

Proteinas de

Vias metabdlicas
defensa

Figura 14. Fluxograma de resultados da identificacdo de proteinas e peptideos da
secrecado cutaneo de D. columbianus por LC-MS/MS.

5.2.2. Andlise qualitativa das proteinas identificadas por LC-MS/MS

De forma geral, a partir de 114739 espectros MS/MS obtidos e usando
como banco de dados a classe amphibia da NCBI non-redundant o NCBI non-

redundant limitado a classe amphibia, foram identificadas 1231 proteinas por meio
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do programa PEAKS. Foram estabelecidos como critérios de estringéncia 1
peptideo Unico e FDR (false discovery rate) de 1 %. Os resultados da andlise

estao resumidos na Tabela 5.

Tabela 5. Andlise qualitativa dos dados proteémicos da secrecéo de D.
columbianus.

Analise qualitativa da secregcédo de D. columbianus

Dados
Numero de MS Scans 23864
Numero de MS/MS Scans 114739

Estatistica dos resultados filtrados

Concordancia entre peptideos -espectros 5037
Sequéncia de peptideos 1328

Grupo de proteinas 357

NUumero de proteinas 1231

Proteinas (namero de peptideos unicos) 257 (>2); 268 (=2); 706 (=1);
Sequéncias de Novo néo identificadas 34217

5.2.3. Anotacéao das proteinas identificadas

Utilizando o software Blast2GO, foram realizadas a anotacdo e a
classificacdo dos termos GO (Gene Ontology) das 1231 proteinas. A figura 15
mostra 0 nimero de sequéncias catalogadas por processos bioldgicos, a figura 16
apresenta o numero de sequéncias distribuidas por componentes celulares, e a

figura 17 indica o numero de sequéncias classificadas por funcées moleculares.
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Numero de sequencias relacionadas em processos bioldgicos

Resposta aos compostos organon itrébgenadus (B4)

Resposta aos compostos nitrogenados (64) Tradugdo de sinal (331)
Resposta aoscompostos inorgdnicos '86)

Resposta aos estimulos externos bidticos (58)

Resposta imune inata (71)
Resposta hormonal (73)

Resposta ainjuria (84]—\

Resposta celular a estimulos quimicos  (228)

Regulacio da resposta imune (88)

Regulagio da resposta aos estimulos externos (91)

~————— Resposta a substincias orgdnicas (225)

Resposta aos compostos que contém oxigénio (100)

Regulacio negativa da traduco (121)
Resposta celular ao estresse (212)

Resposta de defesa  (127)

\

Figura 15. Classificagéo funcional das proteinas identificadas na secrecdo cutanea de D. columbianus segundo o termo
‘processo biolégico’ do Gene Ontology..

Regulacio positiva da traducio(142)

Regulacis da traducio (198)

Regulaciio da resposta ac estresse (175)
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Aparelhe de Golgi (99) ‘ll
Endosome (09)

Citoplasma (983)
Fracdo do citoesqueleto (104)

Wesiculas (128)
Vesiculas intracelulares (128)

Complexos intracelulares de ribonucleoproteinas (195)

Organelas intracelulares do limen [420)

Fracdo nuclear (444) Organelas intracelulares ligadas a membrana

(927)

Organelas intracelulares (544)
néo ligadas a membrana

(718)
Fracdo citoplazmatica

Figura 16. Classificagédo funcional das proteinas identificadas na secrecdo cutanea de D. columbianus segundo o termo
‘componente celular’ do Gene Ontology..
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Atividade do fator de transcricdo

(31) //—
Atividade tradutora de sinal (46)

Atividade transportadora [72)

|1

Regulador de funcdo molecular (113)
Atividade estrutural das moléculas (238)

Ligagdo (951)

Atividade cataltica (510)

Figura 17. Classificacdo funcional das proteinas identificadas na secrecao cutanea de D. columbianus segundo o termo
‘funcdo molecular’ do Gene Ontology..
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5.2.4. Proteinas na secrec¢ao cutadnea de D. columbianus associadas a
resposta contra microrganismos

A partir das sequéncias proteicas na categoria “resposta de defesa,
regulagao de resposta ao estresse e resposta celular ao estresse” do termo
GO ‘processo biolégico’ (figura 15), foi obtida a subclassificacdo GO das proteinas
em resposta contra fungos, resposta contra virus, resposta contra bactérias e

resposta contra outros microrganismos (Tabela 6).

Tabela 6. Proteinas identificadas aos termos resposta contra bactérias, fungos e
outros microrganismos

NUmero Nome da proteina Espécie -logP Peptideos Massa

de acesso Gl unicos Molecular

(Da)
Termo GO: resposta contra bactérias
122034 Histone H2B 1.2 X. laevis 157,5 9 13905
27924279 Rab1-prov X. laevis 103,6 3 22662
49117950 MGC80326 X. laevis 84,6 2 35799
49250530 RAB1A X. laevis 84,6 2 35799
117557991 RAB1A X. tropicalis 103,6 3 22662
Termo GO: resposta contrafungos
148223025 Annexin A3 X. laevis 84,6 2 35799
27924246 Psmd14-prov protein X. laevis 113,9 2 34567
49258176 MGC80929 X. laevis 113,9 2 34567
60688345 MGC97603 X. tropicalis 113,9 2 34566
71895967 26S proteasome non- X. tropicalis 113,9 2 34566
ATPase regulatory
subunit 14
301624810 glucose-regulated X. tropicalis 185 9 72496
protein
Termo GO: resposta contra outros microrganismos
288992 Histone H3 X. laevis 80,21 2 15388
89269516 Ubiquitin A-52 residue X. tropicalis 95,84 3 14728
ribosomal protein fusion
89269517 Histone 2, H3c X. tropicalis 80,21 2 15388
89270410 Histone 2 X. tropicalis 80,21 2 15388
113707410 ubiquitin/ribosomal B. gargarizans 95,84 3 14742
protein L40 fusion
protein
206984527 Unnamed protein X. laevis 80,21 2 14374
226372118 Malate dehydrogenase, R. catesbeiana 76,8 2 36405
cytoplasmic

311815134 Unnamed protein X. laevis 80,21 2 15374

As identificacdes foram feitas pelo software PEAKS.
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5.2.5. Mapeamento das proteinas encontradas na secrecao cutanea
associadas aresposta de defesa de D. columbianus

Para determinar o componente celular das proteinas relacionadas com o
sistema de defesa e elucidar as vias imunoldgicas utilizadas pelo animal, foi
realizado o mapeamento KEGG das 127 proteinas com anotacdo BLAST2GO
‘resposta de defesa”. A figura 18 apresenta o complexo proteico do ribossomo, o
qual foi mapeado no KEGG ao maior numero de proteinas associadas ao termo
GO descrito. A cor rosa representa as proteinas presentes na secrecédo de D.
columbianus e que foram associadas ao ribossomo. Mesmo que este complexo
proteico ndo esteja diretamente relacionado com o processamento de peptideos
antimicrobianos, chama a atencdo que seja a estrutura celular com o maior

numero de proteinas associadas.
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Figura 18. Mapeamento KEGG do ribossomo, baseado nas 127 proteinas com
anotacao BLAST2GO “resposta de defesa” presentes na secreg¢ao cutdnea de D.
columbianus.
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Na figura 19 pode se observar o mapeamento da unidade catalitica do

proteossoma e imunoproteossoma o que poderia relacionar-se com a producéo de

peptideos envolvidos na resposta de defesa na cutanea.
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Figura 19. Mapeamento KEGG do proteassoma e imunoproteassoma, baseado
nas 127 proteinas com anotagao BLAST2GO “resposta de defesa”’ presentes na
secrecdo cutanea de D. columbianus.
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5.2.6. Mapeamento das vias metabdlicas a partir das proteinas identificadas
na secrecado cutanea de D. columbianus

Adicionalmente for realizada a analise KEGG das 1231 proteinas identificadas. As
vias relacionadas com o sistema de defesa foram as vias de formacdo do
fagossomo e a endocitose (figuras 20, 21).
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Figura 20. Mapeamento KEGG do fagossomo, baseado nas 1231 proteinas
identificadas na secrecao cutanea de D. columbianus.
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Figura 21. Mapeamento KEGG da endocitose, baseado nas 1231 proteinas
identificadas na secrecao cutanea de D. columbianus.

5.2.7. Predicao de proteinas secretadas pela pele de D. columbianus

Com objetivo de discriminar as proteinas de fato secretadas da categoria
‘resposta de defesa”, foi realizada a predicdo das proteinas secretadas pela via
classica e nao classica pelo programa SignalP visando identificar a presenca de

peptideo sinal nas sequéncias proteicas.
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5.2.8. Predicdo de proteinas com peptideos sinal secretadas pela via classica

usando o servidor SignalP 4.1

A Tabela 7 descreve as 14 proteinas que apresentaram um peptideo sinal e

os termos GO (processos celulares) associados.

Tabela 7. Proteinas identificadas a partir da secre¢do cutédnea de D. columbianus

preditas como secretada por via classica

Numero de Nome da Espécie Peptideos Massa -logP Termos GO associados a
acesso Gl proteina Unicos Molecular processos celulares
(Da)
77748117 Unknown protein X. leavis 1 24679 81,49 Organizagdo de membrana,
for MGC Transporte mediado por vesiculas,
Montagem de complexos proteicos
3694874 Prohormone P. ridibundus 2 82966 167,9 Processos de biossinteses,
convertase 1 Maduracéo de proteinas
precursor
468457438 Full Vesicle X. leavis 1 24709 81,49 Organizacdo de membrana,
trafficking protein Transporte mediado por vesiculas,
SEC22b Montagem de complexos proteicos
89515096 phospholipid B. 1 21017 80,67 Processos do sistema imune,
hydroperoxide gargarizans Marcacéao de proteinas,
glutathione Morte celular,
peroxidase Processos de homeostases,
Tradug&o de sinal,
Processos de modifica¢do de
proteinas celulares,
Resposta ao estrese
148226947  protein disulfide X. leavis 2 56122 75,39 Processos do sistema imune,
isomerase family Marcacéao de proteinas,
A, member 3 Morte celular,
precursor Processos de homeostases,
Tradug&o de sinal,
Processos de modificacdo de
proteinas celulares,
Resposta ao estrese
28302197 Grp58 prov X. leavis 2 56122 75,39 Processos do sistema imune,
protein Marcacéao de proteinas,
Morte celular,
Processos de homeostases,
Tradugéo de sinal,
Processos de modificacdo de
proteinas celulares,
Resposta ao estrese
49119195 MGC80429 X. leavis 1 15656 51,58 Processos de modificacdo de
protein proteinas celulares
166157874 FK506 binding X. tropicalis 1 15704 51,58 Processos de modificacdo de
protein 2 proteinas celulares
27694894 MGC53657 X. leavis 1 15724 51,58 Processos de modificacdo de
protein proteinas celulares
163916424 LOC100135178 X. tropicalis 1 15704 51,58 Processos de modificagdo de
protein proteinas celulares
512810630 neuroendocrine X. tropicalis 1 83531 127,40 Processos de biossinteses,
convertase 1 Maduracéo de proteinas
isoform X1
148225919 FK506 binding X. tropicalis 1 15724 51,58 Processos de modificagdo de

protein 2, 13kDa
precursor

proteinas celulares
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89268685 transmembrane X. tropicalis 1 24988 45,44
emp24 protein
tra

Processos de catabolismo,
Organizacdo de membrana,
Transporte mediado por vesiculas,
Montagem de complexos proteicos
Processos metabdlicos de
moléculas pequenas,
Processos de biossinteses

28374307 Cmpk1 protein 1 25962 41,45

As identificacBes foram feitas pelo software PEAKS e a predicao das proteinas com peptideo sinal
foram realizadas pelo servidor SignalP 4.1

5.3.9. Predicdo de proteinas com peptideos sinal secretadas pela via ndo
classica usando o servidor SecretomeP 2.0

A Tabela 8 descreve a proteina secretada pela via ndo classica, que nao

apresentou um peptideo sinal e os termos GO associados.

Tabela 8. Predicdo de proteinas com peptideos sinal secretadas pela via nao
classica presentes na secrecdo cutanea de D. columbianus

NUmero Nome da Espécie Peptideos Massa -logP Termos GO associados a
de proteina Unicos Molecular processos celulares
acesso (Da)
Gl
122034 Histona H2B 1.2  X. leavis 9 13906 157,5 Resposta imune inata,

Resposta humoral
antibacteriana,
Formacé&o do nucleosome,
Resposta contra bactérias
gram-positivas

As identificacdes foram feitas pelo software PEAKS e a predacgéo das proteinas com peptideo sinal
foram realizadas pelo servidor SecretomeP 2.0.

5.2.10. Identificac&o das hidrolases presentes na secrecao cutaneade D.
columbianus

Com o objetivo de identificar as proteinas com atividade catalitica que
poderiam estar associadas ao processamento poés-traducional de maturacdo de
peptideos por protedlise, foi realizada inicialmente uma analise GO. Na figura 21
pode-se observar que dentro das 6 classes de enzimas, as proteinas que

pertencem a classe hidrolase sdo as mais abundantes.
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Nimero de sequencias
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.- Oxidoreductases _
4.- Lyases -
5.- Isomerases .
6.- Ligases .

Classes de enzimas

Figura 21. Distribuicdo das classes de enzimas anotadas com termos GO,
presentes na secrecao cutanea de D. columbianus.

Para verificar a presenca de atividade proteolitica na secrecdo cutanea foi
realizada uma analise funcional zimografica com a secrecdo bruta em géis de
eletroforese com gelatina em condicdo ndo desnaturante. A protedlise foi
observada como uma mancha branca ao longo do gel, o que poderia indicar a
presenca de varias peptidases com diferentes massas moleculares ou a hidrolises
enzimatica do substrato durante a corrida eletroforética. No entanto, no zimograma
a faixa entre 50 kDa e 70 kDa foi a que apresentou a maior atividade gelatinolitica
(figura 22).
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Figura 22. Atividade gelatinolitica da secrecéo cutanea de D. columbianus, 1: 50
Mg de secrecdo seca e M: marcador de peso molecular (ColorBurst da SIGMA) em
gel SDS-PAGE 8 % co-polimerizado com 0,1% (p/v) de gelatina. As bandas
brancas séo regides com atividade. O gel foi corado com azul de Coomassie.

Para a identificacdo por espectrometria de massas das hidrolases
presentes na faixa com atividade gelatinolitica, realizou-se um novo gel SDS-
PAGE 10 % (sem gelatina) com 25 g de secrecéao total. A amostra foi preparada
em DMSO 10% e sem prévio aquecimento (mantendo as mesma condi¢cbes de
preparo da amostra no ensaio de zimofrafia). Neste novo gel foram determinados
e analisados trés intervalos de massa molecular: [I: 97-66 kDa] [ll: 66-45 kDa ] e

[11I: 30-20 kDa] que continham a faixa de interesse (figura 23).
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Figura 23. Gel SDS-PAGE 10% da secrec¢éo cutanea de D. columbianus corado
com azul de Coomassie R-350. Foram determinados trés intervalos de massa
molecular, [I: 97-66 kDa] [11:66-30 kDa ] e [lll:30-20 kDa] que contém a faixa que
apresentou atividade gelatinolitica.

As fracdes proteicas correspondentes aos intervalos I, 1l e Il foram
extraidas do gel e processadas no espectrometro de massas tipo Orbitrap Elite™
da Thermo Scientific. Trés proteinas conhecidas com atividade proteasica foram
identificadas (Tabela 9). Essas enzimas estdo categorizadas no GO nos
processos de biossintese, maturacéo de proteinas e processos de modificacao de

proteinas celulares.

Tabela 9. Hidrolases identificadas no gel SDS-PAGE 10% da secrecao cutanea de
D. columbianus.

Gl Nome da Espécie Peptideos Massa -logP Termos GO
proteina Unicos Molecular associados a
(Da) processos celulares
512810630 neuroendocrine X. tropicalis 1 83531 127,40 Processos de
convertase 1 biossinteses,
isoform X1 Maduracéo de proteinas
3694874 Prohormone P. ridibundus 2 82966 167,9 Processos de
convertase 1 biossinteses,
precursor Maduracéo de proteinas
12843541 calpain-8-like X. tropicalis 1 79356 97,86 Processos de
isoform X1 modificagdo de

proteinas celulares

As identificacdes foram feitas pelo software PEAKS.
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5.2.11. Identificacdo de peptideos enddégenos presentes na secrecdo cutanea
de D. columbianus

Por ser o primeiro estudo bioquimico da secrecdo cutdnea dessa rég,
realizamos um estudo abrangente peptiddmico segundo o fluxograma apresentado
na figura 24. Este estudo completamente novo permite a andlise dos peptideos
nao tripticos sequenciados de novo, com obijetivo de identificar tanto AMPs como
sequéncias nao reportadas.

Lista de peptideos nao tripticos gerada por
sequenciamento de novo

|dentificacdo manual das sequencia de

aminoacidos
contra
Sequencias de PAMs de Sequencia endogena
anfibios descritos na hase de identificada Dcl
dados APD
Selecdo das sequéncias de aminoacidos
Caracterizagdo das sequencias endogenas
da secrecdo de D. columbianus
Caracterizagdo por similaridade Caractelrlzagalo flunmclmal
+ BLAST-P (sem restricdo de nivel taxondmico) ) Ensalg antlrnllcroblano
+ MS-BLAST (sem restricdo de nivel taxondmico) ) C|totox|’cl|dade
+ Busca por identidade na base APD ! Hemgllses ,
+Avaliagao ativacao de neutrofilos

Figura 24. Fluxograma Identificacdo de peptideos enddgenos presentes na
secrecédo cutanea de D. columbianus.
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5.2.11.1. Busca por identidade de AMPs com atividade antimicrobiana descrita

Em uma primeira abordagem e com o objetivo de identificar peptideos
antimicrobianos descritos na secrecao cutanea de D. columbianus foi realizada
uma busca manual das 29 sequéncias (Tabela 10) com atividade antimicrobiana
descrita, na lista de peptideos ndo tripticos obtida. As sequéncias alvo foram
escolhidas a partir das 1017 sequéncias de AMPs de anfibios reportadas na base
de dados ADP (da Universidade de Nebraska Medical Center) e seguindo a lista
de AMPs isolados de pele de anfibios de diferentes familias, reportada por Conlon
et al. (Conlon, 2004). Nao foram encontradas sequéncias néo tripticas idénticas as
sequéncias ja reportadas.

Tabela 10. Lista de AMPs com atividade antimicrobiana descrita.

AMPs Sequéncias

GLWSKIKEVGKEAAKAAAKAAGKAALGAVSEAV
ALWKTMLKKLGTMALLHAGKAALGAAADTISQGTQ

Dermaseptin-B2

Dermaseptin-s1

Aurein 1.1 GLFDIIKKIAESI
Aurein 1.2 GLFDIIKKIAESF
Aurein 2.1 GLLDIVKKVVGAFGSL
Aurein 2.2 GLFDIVKKVVGALGSL
Aurein 2.4 GLFDIVKKVVGTLAGL
Aurein 2.3 GLFDIVKKVVGAIGSL
Bombinin GIGALSAKGALKGLAKGLAEHFAN
Bombinin H1 IIGPVLGMVGSALGGLLKKI
Bombinin H4 LIGPVLGLVGSALGGLLKKI
Maximin 1 GIGTKILGGVKTALKGALKELASTYVN
Brevinin-1 FLPVLAGIAAKVVPALFCKITKKC
Brevinin-2 GLLDSLKGFAATAGKGVLQSLLSTASCKLAKTC

Esculentin-1

GIFSKLGRKKIKNLLISGLKNVGKEVGMDVVRTGIDIAGCKIKGEC

Temporin A FLPLIGRVLSGIL
Temporin B LLPIVGNLLKSLL
Temporin C LLPILGNLLNGLL
Temporin E VLPIIGNLLNSLL
Temporin F FLPLIGKVLSGIL
Temporin G FLPLIGKVLSGIL
Magainin-1 GIGKFLHSAGKFGKAFVGEIMKS
Magainin-2 GIGKFLHSAKKFGKAFVGEIMNS
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Uperin-3.6 GVIDAAKKVVNVLKNLF.NH2

Buforin-1 AGRGKQGGKVRAKAKTRSSRAGLQFPVGRVHRLLRKGNY
Buforin-2 TRSSRAGLQFPVGRVHRLLRK
Ranalexin FLGGLIKIVPAMICAVTKKC

Ranatuerin-1 SMLSVLKNLGKVGLGFVACKINKQC
Caerin-1.1 GLLSVLGSVAKHVLPHVVPVIAEHL.NH2

5.2.11.2. Identificacdo das sequéncias com similaridade a Dc 1

Através de uma busca manual na lista de peptideos néo tripticos foram
identificadas 18 sequéncias peptidicas, nomeadas como Dc 2, Dc 3, Dc 4 Dc 5, Dc
6, Dc 7, Dc 8, Dc 9, Dc 10, Dc 11, Dc 12, Dc 13, Dc 14, Dc 15, Dc 16, Dc 17, Dc
18 e Dc19. A figura 24 apresenta o alinhamento das sequéncias encontradas junto

a sequéncia nativa Dc 1. Em amarelo estdo ressaltadas as regides conservadas.

Dcl9 N L L N N
Dc2 - - - - -
Dc3 N L L N D
Dc4 - - - - -
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Figura 24. Alinhamento multiplo das sequéncias néao tripticas da secrecéo cutanea
de D. columbianus. O alinhamento foi realizado usando o programa MEGA 7.
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5.2.11.3. Um novo grupo de peptideos: as dendropsofinas

Com a finalidade de determinar se as sequéncias nao tripticas
correspondiam a sequéncias enddgenas do animal, foi realizada uma comparacéo
por similaridade das sequéncias enddgenas contra o banco de dados da NCBI
non-redundant, sem restricdo de nivel taxondmico, usando os programas BLAST-
P e MS-BLAST (esse ultimo sendo especializado na identificacdo por similaridade
de sequéncias pequenas de aminoacidos). Ndo foi encontrada sequéncia com
homologia ou similaridade estatisticamente significativa. Igualmente a busca
manual por identidade usando o banco de dados APD nao reportou peptideos
antimicrobianos com similaridade maior que 60% com respeito as sequéncias nao

tripticas.

A sequéncia com maior similaridade (valor de 54,6%) reportada na base de
dados APD, com respeito as sequéncias nao tripticas foi a Frenatina 1. Com o
objetivo de identificar se os peptideos achados diferenciava-se da sequéncia
reportada com maior similaridade foi feito um dendrograma, inferido usando o
método baseado em distancia UPGMA (Unweighted Pair-Group Method using

arithmetic Averages) (figura 26).
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Figura 26. Dendograma inferido usando o método UPGMA das sequéncias
enddgenas de D. columbianus e a Frenatina 1. S&o considerados nds consistentes
com uma porcentagem maior que 90%. O dendrograma foi realizado usando o
programa MEGA 7.

Em funcéo dos resultados obtidos, estabeleceu-se que as sequéncias nao
tripticas reportadas neste trabalho sdo um novo grupo de peptideos enddgenos
presentes na secrecdo cutanea de D. columbianus, nomeados como

Dendropsofinas.
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5.2.11.4. Caracterizagéo funcional das Dendropsofinas Dc 2, Dc 7, Dc 13, Dc 17,
Dc 18 e Dc 19

Foram selecionadas manualmente para sinteses e posterior avaliacdo
contra microrganismos Dc2, Dc7, DC13, Dc 17, Dc 18 e Dc 19. Foram realizados
os testes com a bactéria Gram-negativa E. coli, a bactéria Gram-positiva S. aureus
e o fungo C. albicans. Nenhum desses compostos proteicos apresentou atividade

antimicrobiana nas condi¢des testadas a uma concentracao de 128 uM.

5.2.11.5. Avaliacéo da ativagéo de neutrofilos

No segundo momento, procuramos saber se esse novo grupo de peptideos
poderia influenciar a resposta imune por um mecanismo de ativacédo/desativacéo
de neutrdfilos. A ativacao celular pelos peptideos Dc 2, Dc 7, Dc 13, Dc 17, Dc 18
e Dc 19 foi testada mediante o ensaio colorimétrico de teste do nitroazul de
tetrazolio (em inglés Nitro-blue tetrazolium test, NBT). O teste NBT tem como
principio a reducdo do tetrazdélio (soluvel em agua e incoloro) em formazan
(insolivel em agua e de cor azul), na presenca de superoxido produzido pelos
neutrofilos ativados, a caracteristica principal € a formacdo do formazan no

citoplasma.

No gréafico da figura 27 pode-se observar que os peptideos Dc 2 e Dc 18
apresentaram atividade ativadora superior ao controle positivo, fMLP, enquanto os
outros peptideos apresentaram valores de absorbancia menores ou proximo ao
controle negativo. A maior atividade foi observada nos neutréfilos tratados com o

peptideo Dc 18 a 15 pg/mL.
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Figura 27. Avaliacdo da ativacdo dos neutrofilos tratados com os peptideos Dc 2,
Dc 7, Dc 13, Dc 17, Dc 18 e Dc 19. Duas concentracfes de peptideos foram
testadas 15 pg/mL (A) e 5 pg/mL (B) mediante ensaio colorimétrico de NBT.
Controle positivo: o peptideo fMLP (N-formil-metionil-leucil-fenilalanina); controle
negativo: tampéao HBSS (neutréfilos ndo estimulados).
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As fotografias mostram uma clara diferenca entre os neutréfilos néo

estimulados e tratados com o peptideos D c2 e Dc 18.

Figura 27. Fotos de laminas de neutréfilos do ensaio NBT. (A) neutrofilos néo
estimulados, (B) ativados com fMLP, (C) tratado com o peptideo Dc 2 a 15 pg/mL,
(D) tratado com o peptideo Dc 18 a 15 pg/mL.
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6. Discussao
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6.1. Etapa |, busca de peptideos antimicrobianos
da secrecéo cutanea de D. columbianus

A Coldbmbia é um dos paises com maior diversidade de anfibios. Até o
momento, ja foram caracterizadas 800 espécies; o que representa 10% das
espécies descritas no mundo (Faivovich et al., 2009). A familia Hylidae é o
segundo grupo com maior abundéancia no pais, com 142 espécies descritas e 0
género Dendrosophus se encontra amplamente distribuido no sul do territério
colombiano (Castro-Herrera & Vargas-Salinas, 2008). A espécie D. columbianus
foi descrita ao nivel taxonbmico e ecoldgico, ressaltando seu alto grau de
adaptacdo a ecossistemas antropicos, 0 que poderia estar associado a

composic¢ao quimica de sua pele (Castro-Herrera & Vargas-Salinas, 2008).

O presente trabalho € o primeiro estudo dedicado a caracterizacéo
bioquimica da secrecéo cutanea de D. columbianus. Empregando-se técnicas de
cromatografia liquida em fase reversa, a secrecdo de D. columbianus foi
fracionada e foram obtidas 93 fracbes cromatograficas que, apOs analise por
espectrometria de massas do tipo MALDI-TOF, contendo, pelo menos, 108
compostos de origem peptidico cujas massas moleculares se encontram no
intervalo entre 1000-12000 Da. O perfil peptidico geral da secrecdo apos
fracionamento por RP-HPLC evidenciou uma baixa diversidade de compostos
peptidicos em comparacdo aos perfis cromatograficos reportados para outros
hilideos (Castro, Matsushita, Sebben, Sousa, & Fontes, 2005; Conlon et al., 2007),
como é o caso da secrecdo cutanea da Phyllomedusa distincta, que apresentou
duas fracdes cromatograficas ativas contra bactérias, das quais foram isolados
cinco AMPs (Batista et al., 1999).

O ensaio de varredura para deteccdo de atividade antibacteriana nas 93
fracGes levou a identificacdo de uma Unica fracdo com atividade antiproliferativa.
A partir da fracdo com atividade antibacteriana foi isolado e caracterizado o

peptideo Dc 1. Dc 1 apresenta uma distribuicdo anfipatica definida, onde os
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residuos de asparagina e &cido aspdrtico, carregados negativamente, estdo
localizados na extremidade N-terminal enquanto os residuos de lisina com carga
positiva se encontram na extremidade C-terminal, esta estrutura adota geralmente
uma estrutura estavel de a-hélice, como se pode observar na projecao (figura 10).
Do mesmo modo que a caerina-1, Dc 1 € um peptideo anfipatico, helicoidal, com
uma moderada atividade antimicrobiana. Os autores sugerem que a presenca do
acido aspartico, um aminoacido negativo, poderia influir na interacdo eletrostatica
do peptideo com a membrana celular, o que refletiria na atividade bacteriana
(Tossi et al., 2000).

Com o objetivo de otimizar a atividade biolégica do peptideo selvagem,
foram desenhados dois analogos denominados Dc 1.1 e Dc 1.2. A substituicdo
D5K feita em Dc 1.1 conduz a um aumento de duas vezes na sua carga liquida
(+2), enquanto no caso de Dc 1.2 as multiplas substituicdes (N4K, D5S, G8K,
G12K, G15A e R16A) junto a amidacao da extremidade carboxi-terminal geraram

uma carga liquida igual a +4.

Neste trabalho foi de particular interesse realizar modificacbes que
mantivessem a estrutura anfipatica da sequéncia nativa. A construcdo dos
analogos foi baseada principalmente na adicdo de lisina(s) na face polar do
peptideo, 0 que permitiu tanto o incremento da carga liquida como o aumento do
espectro antimicrobiano. A lisina € um residuo polar de carga liquida positiva que
facilita a formacdo de estruturas helicoidais (Javadpour et al., 1996). Estudos
prévios mostraram que peptideos curtos podem ser melhorados com a adi¢do de

lisinas que favorece a interacdo idnica entre o AMP e o patdgeno (Ahmad et al.).

Existem numerosos tipos de modificacbes que podem ser feitas as
sequéncias nativas. Por exemplo, nas cecropinas e magaininas foram avaliadas
modificacdes como: delecdo e adicdo de um ou varios residuos de aminoacidos,
substituicdo de aminoacidos especificos, adicdo de fragmentos de outros
peptideos e amidacdo da extremidade carboxi-terminal, entre outras (Houghten et

al., 1991; Pérez-Payé4, Houghten, & Blondelle, 1995). As substituicdes especificas
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podem resultar no incremento do efeito antimicrobiano ou na perda total da
atividade biolégica. Em alguns casos sao necessarias mais de duas modificacdes
para otimizar um determinado peptideo. Os produtos finais tendem a ser anéalogos
com uma maior cationicidade e anfipaticidade. No caso de magainina, o analogo
MSI 78 foi obtido mediante o aumento da cationicidade e helicidade da sequéncia
nativa (Houghten et al., 1991).

Outra modificacdo frequente no desenho de peptideos antimicrobianos de
anfibios é a amidagdo da extremidade C-terminal que ocorre naturalmente nas
dermasseptinas e polifemusinas polifemusinas (Conlon et al., 2004). Esta variacao
pode evitar a clivagem por carboxipeptidases, além de fornecer uma ligacdo de
hidrogénio extra para a formacdo de a-hélices (Andreu & Rivas, 1998a). A
correlacdo entre amidacdo e atividade biolégica ainda néo é clara, mas existem
casos de analogos como a dermasseptina-(1-18)-NH, onde a amidacdo da
extremidade C-terminal significou um aumento da atividade antimicrobiana (Mor &
Nicolas, 1994).

Os resultados da analise por DC indicam a tendéncia dos trés peptideos a
adotarem estrutura a-helicoidal em TFE, como pode ser observado nos padrdes
a-helicoidal que sdo detectados pelos sinais dicroicos negativos perto de 207 e
222 nm (figura 11). A estabilidade térmica em TFE a 30% (v/v) foi avaliada em
temperaturas entre 25 °C e 95 °C. A figura 12 apresenta a ruptura da estrutura
helicoidal, representada na reducdo do sinal dicroico perto a 203 nm. Todos 0s
peptideos voltaram a conformacdo da hélice inicial quando foram renaturados
(figura 12). No entanto, Dc 1.2 apresentou maior grau helicoidal e estabilidade
térmica em comparacdo com Dc 1 e Dc 1.1, o que poderia estar relacionado com

0 aumento da atividade antimicrobiana.

Os peptideos Dc 1 e Dc 1.1 mostraram atividade antimicrobiana semelhante
sobre E. coli (MIC = 64 uM) e S. aureus (MIC = 32 yM), enquanto Dc 1.2 exibiu
atividade antimicrobiana contra todas as bactérias patogénicas testadas: E. coli
(MIC = 32 uM), P. aeruginosa (MIC = 64 uM), K. pneumonia (MIC = 64 uM), S.
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epidermidis (MIC = 128 pM) e S. aureus (MIC = 64 uM) (Tabela 4). Dc 1.1 foi o
Unico peptideo que apresento atividade anti-protozoaria contra G. lamblia ( 22,17

pMM).

Dc 1.2 contém oito residuos hidrofébicos localizados no mesmo lado da
projecdo anfipatica (figura 10), a carga positiva foi aumentada juntamente com o
namero total de residuos hidrofébicos, melhorando levemente a atividade contra
guase todas as capas bacterianas testadas. As modificacbes de incremento de
carga liquida mantendo a hidrofobicidade, como no caso de Dc 1.2, tém sido
correlacionadas com a capacidade de permeabilizar as bicamadas lipidicas

negativas em patégenos (Asthana, 2014).

O aumento na carga liquida do peptideo pode favorecer na interacdo iénica
entre 0 peptideo com as diferentes membranas patogénicas. Em um primeiro
momento, existe uma interacao eletrostatica de natureza ibnica entre o peptideo e
a bicamada lipidica, seguida da insercdo do AMP ao interior da membrana
mediante forcas hidrofobicas (Epand & Vogel, 1999). Zhao et al. encontraram que
a adicao de residuos positivos e hidrofobicos em posi¢cdes especificas do peptideo
Bac2A resultavam numa diminuicdo do MIC (Zhao, Zhao, Liang, Zhang, & Zheng).
Este comportamento é devido ao fato de que incrementos na cationicidade da
molécula pode diminuir a barreira de energia livre que o peptideo necessita para

atravessar a fase hidrofébica da bicamada lipidica

Os resultados referentes a atividade antimicrobiana dos analogos néo foi o
esperado, no entanto, além das caracteristicas quimicas do peptideo, a atividade
antimicrobiana depende de outros fatores como a resisténcia bacteriana e
mecanismo de defesa intrinseco a cada espécie (Conlon et al., 2004). Por
exemplo, em bactérias Gram-negativas como E. coli a incorporacdo de
aminoarabinose € um mecanismo de resisténcia frequente, que gera a repulsao

eletrostatica do AMP, mediante a incorporacdo de uma carga positiva na
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superficie do patégeno (Li et al., 2007) o que € realmente um enorme desafio na
construcdo de peptideos realmente eficientes.

Conlon e colaboradores afirmam que esta distribuicdo dos AMPs entre as
diferentes familias de anuros é esporadica, como um caractere evolutivo
adquirido, e pode-se considerar uma vantagem exclusiva pra cada espécie
(Conlon, Iwamuro, & King, 2009). A moderada atividade antimicrobiana exibida
pelo peptideo selvagem Dc 1 poderia corresponder as carateristicas evolutivas da
subfamilia. Como é o caso das hiposinas, peptideos isolados de hilideos que néo
apresentam até agora atividade biolégica descrita (Thompson, Bjourson, Orr,
Shaw, & McClean, 2007).

Finalmente, as concentracdes necessarias dos peptideos para inibir
completamente o crescimento bacteriano s&o inferiores aos valores de [Cs
observados no ensaio de citotoxicidade, o que significa que os peptideos Dc 1, Dc
1.1 e Dc 1.2 exibiram uma seletividade por membranas patogénica. Este resultado
€ interessante para o desenvolvimento de analogos (Powell, Catranis, & Maynard,
1995).

6.2. Etapa Il, analises peptiddmica e protebmica da secrecao cutanea
de D. columbianus por shotgun

As andlises protedmicas das secrecfes cutaneas de anuro tém focado na
procura de AMPs (Balderrama et al., 2011; Wang et al., 2007), sendo poucos 0s
estudos que descrevem de forma global as proteinas presentes nestas amostras
complexas. Em 2016, Dahham et al, usando SDS-PAGE seguido de LC-MS/MS
conseguiram identificar na secrecao de Bufo asper quase de 50 proteinas entre 20
e 250 kDa. Os autores ressaltaram a presenca de histonas, actina e proteinas de

choque térmico (Dahham et al., 2016).

Neste mesmo ano, Valderrama et al. identificaram as proteinas presentes

na secrecao de Lithobates spectabilis. Utilizando SDS-PAGE seguido de LC-
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MS/MS o maior niumero de proteinas identificadas foi de 253, usando inibidor de
proteases. Esse trabalho ressalta a deteccdo de proteases, tanto em secre¢ao
bruta como em secre¢do com inibidores, o que poderia estar relacionado com o

processamento de peptideos antimicrobianos (Demesa-Balderrama et al., 2016).

No presente trabalho foram identificadas 1231 proteinas, 0 maior numero
de proteinas ja identificadas em secrecéo cutaneas de anfibios. Em geral, a partir
das proteinas associadas ao sistema de defesa, foi possivel a identificacdo de 19
proteinas envolvidas na resposta contra bactérias, resposta contra fungos e

resposta contra outros microrganismos.

O sistema de defesa de anfibios contra patdgenos € composto tanto de
mecanismos da resposta imune inata como adaptativa, que sdo considerados
como caracteres filogenéticos conservados nos vertebrados (Andreu & Rivas,
1998b). O sistema imune inato fornece protecdo rapida e inespecifica a medida
gue a resposta imune adaptativa se desenvolve. Esta primeira linha de defesa
inclui células fagociticas e peptideos antimicrobianos que atuam contra 0s
microrganismos. Na pele de Xenopus laevis e Rana pipiens ja foram encontradas
moléculas do complexo principal de histocompatibilidade ou MHC (do inglés major
histocompatibility Complex) de classe Il de células de morfologia dentritica
(Rollins-Smith, 2001). Enquanto em ras do género phyllomedusa por exemplo,
tem-se isolado AMPs com potente acdo bactericida (Leite et al., 2005). Outros
mecanismos de defesa inata relatados sdo a ativacdo do complexo de ataque a
membrana (MAC) e a ativacao das células exterminadoras naturais (NK- do inglés
Natural Killer) (Rollins-Smith, 2001).

Estudos acerca do sistema imune adaptativo em anfibios estdo descritos
unicamente para Xenopus laevis e Ambystoma mexicanum, nos quais foram

observados a producao de citosinas e anticorpos (Rollins-Smith, 2001).

Kawasaki et al. demostraram que Rhacophorus schlegelii, um representante

da familia Rhacophoridae, nédo sintetiza peptideos antimicrobianos alfa-helicoidais
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anfipaticos, da mesma forma que outras espécies das familias Bufonidae,
Microhylidae e Pelobatidae (Kawasaki, Isaacson, lwamuro, & Conlon, 2003). Nesta
perspectiva surge a pergunta: quais seriam as estratégias de defesa alternativa
destes grupos? Por exemplo, Dyscophus guineti (Microhylidae) secreta um inibidor
de tripsina com atividade antimicrobiana (Conlon & Kim, 2000).

Nesta analise protedmica poderia evidenciar que as histonas 1.2, 2 e 3
estdo associadas a a resposta de defesa de D. columbianus, como foram
identificadas na r& Rhacophorus schlegelii (Kawasaki et al., 2003). Os autores
sugerem que a morte celular gerada por invasdo de patégenos ou por injurias
pode induzir a liberacdo de histonas que poderiam ter atividade antimicrobiana,
como no peixe Ictalurus punctatus, onde a histona 2B é ativa contra fungos

patogénicos (Robinette et al., 1998).

Além das histonas intactas, fragmentos destas proteinas com atividade
antimicrobiana foram isolados dos tecidos de peixes e anuros. Um fragmento da
parassina |, que apresenta os residuos 1-19 da histona H2A, é liberado em
resposta a lesédo epidérmica no peixe Parasilurus asotus (I. Y. Park, Park, Kim, &
Kim, 1998). Em anfibios, foi identificado no extrato de tecido estomacal do sapo
Bufo bufo gargarizans um potente peptideo antimicrobiano, buforin I, que conserva
os residuos 1-39 da histona H2A (Kim, Park, Kim, & Kim, 1996).

Outra proteina identificada na secrecdo cutanea de D. columbianus e
descrita em anuros, € a anexina A3 (ANXA3). As anexinas formam uma grande
familia de proteinas de ligacdo ao célcio que se associam aos fosfolipidos da
membrana celular e estdo envolvidas em varios processos celulares incluindo
endocitose, exocitose e a organizacdo da membrana citoesquelética (Meadows &
Cleaver, 2015). ANXA1l humana € de todas a mais caracterizada, através das
suas propriedades de ligacdo a fosfolipideos por meio do calcio, pode estar
envolvida em processos patofisioldégicos tais como anti-inflamatério, bactericida,

antitumoral, inibicdo da proliferacdo celular, regulacdo da migracdo celular,
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diferenciacdo e morte celular (Hayes, Shao, Bailly, & Moss, 2006; Samy et al.,
2017). Em comparacao, a funcdo da ANXAS3 é pouco estudada. Em embribes de
rd ANXA3 tem um papel critico durante a morfogénese de vasos sanguineos
iniciais (Meadows & Cleaver, 2015). A anexina A2 purificada da pele de Bombina
maxima (Bm-ANXA2) possui uma atividade inibidora da agregacao plaquetaria
(Zhang et al., 2010). As plaquetas podem interagir com agentes patogénicos
expressando receptores de complemento ou proteinas bactericidas como a
trombocidina (Yeaman, 2010), Na secrecao de D. columbianus a ANXAS3 poderia
ter um papel imunomodulador (D'acquisto, Perretti, & Flower, 2008).

6.2.1. Mapeamento das proteinas associadas a resposta de defesa de D.
columbianus

Segundo as analises GO, a secrecdo cutanea contendo células do epitélio
de D. columbianus apresentam em sua maioria proteinas intracelulares
relacionadas na resposta de defesa. Entdo, a pergunta a responder foi: quais
seriam essas vias alternativas de defesa do animal, que ndo estédo relacionadas
diretamente com a producdo de AMPs? Para tentar, responder tal questdo, foi
realizado um mapeamento das proteinas classificada no termo “resposta de
defesa”. A analise apresenta um enriquecimento nos complexos proteicos do
ribossoma, proteassoma e imunoproteassoma. As vias de formacéao do fagossomo

e a endocitose.

Os proteassomas sao grandes complexos proteicos que desempenham
papéis cruciais na regulacdo de muitas vias celulares, degradando proteinas no
citosol e no nucleo (Rechsteiner & Hill, 2005). O nucleo catalitico é o 20S, o qual é
altamente conservado desde levedura até humanos; é um conjunto de 28
proteinas em forma de barril, que possui trés sitios proteoliticos distintos
(Rechsteiner & Hill, 2005). Tokumoto et al. isolaram o proteassoma 20S de ovos

de Xenopus levis e Bufo japonicus e o0 associaram a embriogénese e
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termotolerancia de anuros (Takahashi, Tokumoto, & Ishikawa, 1994; Tokumoto &
Ishikawa, 1993; Tokumoto et al., 1999).

Neste estudo foram mapeadas 14 proteinas do proteassoma 20S presentes
na secrecao cutanea de machos adultos de D. columbianus e associadas a termo
GO proteinas de defesa. Junto a este resultado, foram mapeadas as inmuno-
subunidades f(1i, B2i (complexo endopeptidase) e [(5i encarregadas da
apresentacdo de antigenos, controle de estresse oxidativo, moduladoras do
sistema imune mediante a producdo de citosinas e estdo envolvidas na
diferenciacao, sobrevivéncia e proliferacdo de linfocitos T (Angeles, Fung, & Luo,
2012).

As proteinas Rab 7 e Rab 11 encontradas nas vias de formagdo do
fagossomo e a endocitose estdo relacionadas com ativacdo do sistema inume
inato. As proteinas Rab7 estéo localizadas em endossomas tardios, lisossomas e
fagossomas, regulando o trafico vesicular desde o endossomo até o vacuolo.
Igualmente participam na fusdo de endossomos tardios e lisossomos em
macrofagos (Mackiewicz & Wyroba, 2009). As vias especificas de trafico de
vesiculas, dependente de RAB-11, protegem a membra plasmatica contra um
ataque das toxinas formadoras de poros (PFTs) secretadas por bactérias

patogénicas em Caenorhabditis elegans (Los et al., 2011).

Os resultados obtidos do mapeamento dos complexos proteicos do
ribosoma, proteassoma e imunoproteassoma, mais as vias de formacdo do
fagossomo e a endocitose permitiram evidenciar que 0os mecanismos de resposta

imune inata e adaptativa estdo ativos na secrecao de D. columbianus.

A andlise GO mostrou que a maioria das proteinas de defesa identificadas
sdo intracelulares. Como encontramos essas proteinas na secrecdo cutanea, o
passo subsequente era tentar identificar proteinas secretadas pelas vias classica e

nao classica pelo animal e qual funcéo de defesa poderia exercer.
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Duas enzimas foram identificadas como secretadas pela via classica de
secrecdo, a neuroendocrine convertase 1 e a prohormone convertase 1, descritas
como envolvidas na producdo de peptideos, horménios e ativagcdo de outras
proteinas (Ukena et al., 2003). Surpreendentemente, a histona H2B 1.2 descrita
anteriormente como uma proteina com atividade antimicrobiana € predita como
secretada pela via ndo classica, o que reforca nossa hipoteses que a via de
resposta inata em D. columbianus estd associada com secre¢do da histona na

pele.

6.2.2. Identificacdo de hidrolases potencialmente responsaveis no
processamento de peptideos bioativos presentes na secre¢cao cutanea de D.
columbianus

Em base na predicdo da presenca de enzimas secretadas, avaliamos
atividade de hidrolase da secrec¢do, com o objetivo de detectar proteases ativas
gue poderiam estar relacionadas ao processamento de peptideos ativos.
Posteriormente, foi realizada a identificacdo das enzimas calpain-8-like,

neuroendocrine convertase 1 e prohormone convertase 1 utilizando LC-MS/MS.

A identificacdo de peptidases mediante zimografia em anuros ndo € um
campo muito estudado (da Silva Libério et al., 2014b), ndo obstante estas
proteinas sdo de particular interesse ja que podem estar diretamente envolvidas
no processamento e regulacdo de peptideos antimicrobianos (Di Cera, 2009).
Neste trabalho, o zimograma revelou a maior atividade gelatinolitica entre 50 kDa
e 70 kDa. Por outro lado e com menor intensidade, foram observadas atividades
de maior massa molecular. Esta ampla faixa de atividade pode ser o resultado da
protedlise de véarias enzimas com diferentes massas moleculares, o que poderia
ter relacdo com a identificacdo das trés proteinas presentes nas bandas do gel
com atividade gelatinolitica (Tabela 9).

Calpainas consistem de uma superfamilia de proteases cisteinicas, calcio
dependentes. Estas peptidases sdo expressas em todos os eucariotos e estdo

envolvidas em varios processos celulares. As calpainas tém uma atividade
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proteolitica limitada, ja que atuam, principalmente, na regulagcdo das vias
metabdlicas [51]. No anuro X. laevis foi identificada a capn-8b, uma proteina
homoéloga da calpaina-8 de mamifero. Esta enzima € auxiliar na transduc¢éo do
sinal da apoptose e esta envolvida nos processos de gastrulacdo e neurulacdo na
embriogénese [51].

Em anuros, as prohormone convertases sdo serino-peptidases envolvidas
no processamento de peptideos biotivos presentes nas glandulas granulares, que
estdo relacionados com a resposta imunoldgica e pigmentacdo da pele [52]. Estas
enzimas sao de especial interesse porque perecem estar relacionadas com a
resposta imune em alguns animais. Em 2014, Xiao et al. [53] investigaram a
expressao diferencial de proteinas na Rana dybowskii, em resposta a exposicao a
S. aureus e E. coli. Eles identificaram a peptidase prohormone convertase 1 na
secrecdo apOs exposicdo a estas bactérias. Igualmente, foi reportado que em
Anopheles gambiae (vetor da malaria) existem alteragbes significativas na
expressdo de RNA mensageiros, da Prohormone convertase 1, quando sao

infectados por Plasmodium falciparum [54].

O papel imune destas proteinas ainda ndo esta esclarecido mas a
identificacdo delas como proteinas secretadas poderia ser associados ao

processamento de peptideos bioativos presentes em D. columbianus.

6.2.3. Identificacéo de peptideos enddgenos na secrecdo cutanea de D.
columbianus

Neste trabalho foram desenvolvidas duas metodologias no preparo da
amostra pela analise de LC-MS/MS, com o fim de atingir dois objetivos diferentes.
A identificacdo das proteinas presentes na secrecdo foi a partir de peptideos
tripticos que foram identificados na base de dados da classe Amphibia da NCBI.
No caso da analise peptidica, foi implementada uma nova estratégia metodoldgica
tanto no preparo da amostra como na analise bioinformatica. No primeiro caso, a

amostra nao foi tratada com enzimas com objetivo de obter s6 peptideos
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processados naturalmente na secrecao, e para responder a procura de peptideo
endogenos, a analise inicia com a lista de peptideos sequénciados de novo que
ndo foram identificados. Esta abordagem protebmica € particularmente
desenvolvida neste trabalho e se apresenta como uma alternativa na pesquisa de

novas sequéncias.

A procura de peptideos bioativos presentes na secrec¢ao de anuros a partir
de dados LC-MS/MS foi recentemente utilizada (Demesa-Balderrama et al., 2016;
Proafo-Bolafos et al., 2016). Na secrecéo de D. columbianus foram sequenciados
682 peptideos néo tripticos, 0 maior nUmero até 0 momento, em compara¢ao com
Lithobates spectabilis com 59 peptideos reportados de novo (Demesa-Balderrama
et al., 2016). Atualmente ndo existe um software especializado na identificacdo de
peptideos antimicrobianos a partir de uma lista de novo, assim sendo, a procura é
realizada manualmente e validada com os algoritmos classicos de alinhamento
(Proafio-Bolafios et al., 2016). No caso de D. columbianus foi realizada a busca
manual por identidade de peptideos antimicrobianos ja reportados. N&o

encontramos sequéncias nao tripticas idénticas as sequéncias ja reportadas.

A partir da sequéncia de Dc 1 (NLLNDALGTVNGLLGRS) foi feita uma
procura manual por identidade na lista de sequenciamento de novo. Foram
encontradas 18 sequéncias peptidicas que apresentavam regides de aminoacidos
conservadas com respeito ao peptideo nativo (Tabela 11). Para determinar se este
grupo de peptideos estava reportado pra outras classes além de amphibia, foi
realizada uma comparacado das sequéncias endoégenas contra a base de dado da
NCBI, sem restricdo de nivel taxondmico, ndo obstante nenhuma das sequéncias

foi identificada.

A partir de uma analise de similaridade realizada na base de dados APD
(http://aps.unmc.edu/AP/main.php) determinou-se que a sequéncia de AMPs com
maior similaridade (54,6%), com respeito as sequéncias encontradas em D.

columbianus foi a frenatina 1. E um peptideo antimicrobiano isolado de pele de
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Litoria infrafrenata um hilideo com uma distribuicéo na Australia e na Asia (Raftery,
Waugh, Bowie, Wallace, & Tyler, 1996). No entanto, confirmamos que 0 0S
peptideos encontrados D. columbianus conseguem se agrupar e diferir da
frenatina 1. Com base neste resultado, denominamos as sequéncias como
Dendropsofinas, um novo grupo de peptideos identificados na secrecdo cutanea
de D. columbianus. Resulta interessante ressaltar que 12 das 18 sequencias
encontradas terminam nos aminodcidos R ou K, residuos que sao clivados pelas
serino-proteases, o que reforca nossa hipéteses que as convertases identificadas
poderiam estar relacionadas no processamentos destes peptideos em D.

columbianus.

Das 18 sequéncias identificadas foram selecionadas para sintese e
posterior caracterizagao funcional as sequéncias Dc 2, Dc 7, DC 13, Dc 17, Dc 18
e Dc 1. A distribuicéo anfipatica dos residuos de aminoacidos foi a caracteristica
principal da selecdo dos peptideos, com o fim de avaliar a possivel atividade
antimicrobiana. No entanto ndo apresentaram atividade contra os patdogenos

testados.

Por meio da analise peptiddmica da secrecédo cutanea de D. columbianus
nao foi possivel a deteccdo de peptideos com atividade antimicrobiana
significativa, mas motivados pelos estudos que determinam atividade
imunomoduladora das frenatinas (Conlon et al., 2014) avaliamos a capacidade das

dendropsofinas de ativar neutréfilos humanos.

N&o esta muito claro como os peptideos de anuros podem regular o
sistema imune. Chen e colaboradores encontraram que a temporina A induziu a
migracdo de mondécitos humanos, neutrofilos e macréfagos em concentracfes
inferiores a 50 uM (Q. Chen et al.,, 2004). Igualmente foi encontrado que as
frenatinas isoladas de S. lacteus estimulam a producédo de TNF, I-17 e 1I-23 em
macrofagos. Os autores levantam a hipoteses de que existem AMPs que podem

agir na estimulacdo de macréfagos hospedeiros, incrementando a producéo
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principalmente de citocinas pré-inflamatorias que ativam o sistema de imunidade
adaptativa. Embora os niveis elevados de citoquinas proé-inflamatérias possam
levar a toxicidade, uma liberagédo controlada representaria uma possivel aplicacéo
terapéutica destes peptideos isolados de secrecbes cutaneas de anfibios, na
modulacgdo da resposta imune em humanos (Conlon et al., 2014).

Sabendo que a resposta imune mediada por neutréfilos é altamente
conservada, a ativacdo de neutrdfilos influenciada por Dc 7 e Dc 18 poderia estar
associada a uma modulacéo do sistema imune em D. columbianus, uma vez que
nos tecidos os neutréfilos matam microrganismos por agentes microbicidas
liberados ou direcionando a ativacdo de vias de sinalizacdo em outras células do
sistema imune como o0s macroéfagos, células dendriticas, células NK e linfocitos
(Silva, 2016). Os neutrofilos sdo capazes de atrair mondcitos e promover a
diferenciacdo dos macréfagos dependendo da fase em que se encontra o
processo inflamatorio (Borregaard, 2010); adicionalmente a fagocitose de
neutrofilos apoptéticos aumenta o recrutamento de leucdécitos o que se traduz em
um aumento da atividade antimicrobiana (Borregaard, 2010). Estas vias de defesa
gue sdo pouco estudadas em anuros, abrem novas perspectivas para o uso de

moléculas alternativas na terapia de doencas infeciosas.
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7. conclusoes
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Embora a descoberta de AMPs seja uma area amplamente estudada, o
conhecimento da diversidade bioquimica presente nos anfibios latino-americanos
€ um campo que precisa ser mais investigado. Dado os desafios farmacolégicos
atuais, como a alta resisténcia aos antibiéticos convencionais, os novos AMPs
naturais sao ferramentas alternativas para o desenho de medicamentos eficazes e
seguros. Igualmente, andlises protedbmicas como as realizadas neste trabalho,
serdo de grande contribuicdo para a descoberta de peptideos bioativos que com
abordagens classicas, ndo poderiam ser detectados.

O presente trabalho é o primeiro estudo da composigao peptidica e proteica
da secrecdo cutanea de D. columbianus e foi um dos primeiros estudos
protedmicos em highthrouput de secrecdo de anuro. As principais contribuicdes
deste trabalho séo:

e O primeiro peptideo antimicrobiano da secrecdo cutdnea do género

Dendropsophus foi reportado e nomeado Dc 1;

e Dc 1 possui uma sequéncia unica e baixa citotoxicidade contra células de
mamifero, assim Dc 1 poderia ser utilizado como template no desenho de

novos AMPS;

e As enzimas calpain-8-like, neuroendocrine convertase 1 e prohormone
convertase 1 sdo o primeiro relato de proteases presentes na secrecao

cutanea do género Dendrosophus;

e As enzimas neuroendocrine convertase 1 e prohormone convertase 1 foram
preditas como potenciais proteinas envolvidas no processamento de

peptideos bioativos na secrecdo cutanea de D. columbianus;

e 1248 proteinas foram identificadas na secrecdo cutanea de D. columbianus
pela analise prote6bmica qualitativa. Baseados na anotacdo Gene Ontology,
127 proteinas foram categorizadas como associadas ao sistema de defesa

e 19 relacionadas a resposta contra microrganismos;
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A histona H2B foi identificada na secrecdo cutanea e predita como proteina

secretada e de defesa contra microrganismos;

A andlise peptiddmica permitiu determinar um novo grupo de peptideos

endogenos, similares a Dc1, que foram denominados Dendropsofinas;

Dentro das dendropsofinas, mostramos que Dc 2 e Dc 18 sdo ativadores de
neutréfilos humanos, potenciais moléculas alternativas na terapia de

doencas infeciosas.
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8. Perspectivas
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Aqui mostramos que a protedmica é um passo importante para a ampliagdo
do conhecimento sobre a biologia da secrecao cutanea de anfibios e, no futuro, a
protedmica serd combinada com metabol6mica e lipidomica para compreender

melhor a fisiologia deste riquissimo tecido que é a pele de anfibio.

A curto prazo, alguns dos seguintes experimentos poderdo trazer
informagbes importantes relativas a essa secregdo cutanea e para O

desenvolvimento de potenciais peptideos bioativos:

e Desenhar novos analogos com potencial de alta atividade antimicrobiana e

baixa citotoxicidade e testa-los;

e Avaliar a capacidade de Dc 1 e outras dendropsofinas de ativar neutroéfilos;

e Determinar o papel supressor da resposta imune dos peptideos Dc7, DC13,
Dc 17 e Dc 109.
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