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RESUMO

O aumento da resisténcia de microrganismos patogénicos aos antibiéticos disponiveis
promoveu uma busca por novas alternativas terapéuticas para superar os mecanismos
de resisténcia. Essa resisténcia é causada pelo uso indiscriminado de agentes
antimicrobianos, pois podem favorecer linhagens de microrganismos resistentes.
Os peptideos antimicrobianos (PAMs) atuam com um mecanismo de agao diferenciado,
podendo ser utilizado diretamente ou inspirar o desenho de novas drogas para que
possam ser aplicadas como novas alternativas terapéuticas para combater a resisténcia
antimicrobiana. O presente estudo teve como objetivo geral realizar a identificagao,
o isolamento e a caracterizagdo quimica e biolégica de peptideos antimicrobianos
inéditos presentes na secregdo cutdnea do anuro Boana lundii (Anura: Hylidae).
Individuos adultos de B. lundii foram coletados no municipio de Monte Alegre de Goias
(GO) e a secrecao cutanea foi obtida por estimulacdo elétrica moderada, liofilizada e
armazenada a —20°C. Aliquotas da secregao seca foram fracionadas por RP-HPLC em
coluna C1g column (Vydac 218TP54; 4,6 x 250 mm) usando gradiente linear de 0,1 % (v/v)
TFA em acetonitrila, com fluxo de 1,0 mL/min. As fragbes eluidas foram monitoradas a
216 nm, coletadas manualmente e secas. Em seguida, foram realizados ensaios de
varredura com as bactérias patogéncias Escherichia coli e Staphylococcus aureus para
deteccdo das fracbes capazes de promover a inibicdo do crescimento microbiano.
As fragdes com atividade inibitéria sobre as bactérias utilizadas foram submetidas a
analise por MALDI-TOF MS, permitindo a identificagao de trés peptideos. Na fracdo 28
observou-se a presenga de um componente principal de massa molecular igual a
2723,74 Da; na fragao 29 detectou-se um componente com massa molecular igual a
1835,02 Da e na fracdo 30 outro peptideo com massa molecular de 1879,05 Da.
As estruturas primarias dos trés peptideos foram determinadas empregando-se
degradacdo de Edman automatizada. O peptideo oriundo da fracdo 28 (com cadeia
polipeptidica de 27 residuos de aminoacidos) foi denominado raniseptina-Bl 1 e exibiu
similaridade com o peptideo raniseptina 3 isolado da secre¢ao do anuro B. raniceps.
Tal peptideo exibiu atividade antimicrobiana relevante sobre bactérias e fungos
patogénicos, merecendo destaque seus efeitos sobre as bactérias S. epidermidis com
CMI <1 uM e sobre K. pneumoniae com valor de CMI = 2 yM. Também mostrou-se bem
ativo sobre os fungos C. neoformans (CMI =4 M) e C. albicans (CMI = 16 uM).
Outros dois peptideos pertencentes a familia das hilinas também foram isolados e
caracterizados no presente trabalho. Tais peptideos, denominados hilinas b3 e b4,
mostraram-se mais ativos sobre as bactérias Gram-positivas do que sobre as
Gram-negativas. A hilina b3 mostrou-se a mais ativa dentre as duas novas hilinas
isoladas, merecendo destaque sua atividade sobre as bactérias Gram-positivas S. aureus
e S. epidermidis com valores de CMI iguais a 8 uM e sobre o fungo C. neoformans com
valor de CMI igual a 16 uM. Os trés peptideos exibiram atividade inibitéria parcial sobre a
proliferacdo do parasita T. cruzi, sendo que nenhum dos peptideos testados conseguiu
inibir completamente a proliferacdo do parasita mesmo na maior concentragédo
empregada (128 uM). Os trés peptideos adotaram conformagao em oa-hélice na presenca
de micelas de SDS, ambiente que mimetiza a membrana plasméatica de microrganismos.
O presente estudo reforca o potencial terapéutico dos PAMs isolados da secrecao
cutanea de anuros e evidencia a necessidade de estudos sistematicos visando explorar
adequadamente o potencial farmacolégico e bioquimico da anurofauna brasileira.

Palavras-chave: Anuros; Boana lundii; Secrecao cutinea; Peptideos antimicrobianos;
Purificagao; Caracterizagao.
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ABSTRACT

Increased resistance of pathogenic microorganisms to the available antibiotics promoted
a search for new therapeutic alternatives to overcome resistance mechanisms.
The indiscriminate use of antimicrobial agents promotes this resistance, as they may
select resistant microbial strains. Antimicrobial peptides (AMPs) act with a differentiated
mechanism of action, and can be used directly or inspire the design of new drugs so that
they can be applied as new therapeutic options to combat antimicrobial resistance.
The general objective of this study was to perform the identification, purification and
chemical and biological characterization of three novel antimicrobial peptides isolated from
the skin secretion of Boana lundii (Anura: Hylidae). Adult specimens of B. lundii were
collected in the municipality of Monte Alegre de Goias (GO) and the cutaneous secretion
was obtained by moderate electrical stimulation, lyophilized and stored at -20°C.
Aliquots of the dry secretion were fractionated by RP-HPLC on C4s column (Vydac
218TP54; 4.6 x 250 mm) using a linear gradient of 0.1% (v / v) TFA in acetonitrile at a flow
rate of 1.0 mL/min. The eluted fractions were monitored at 216 nm, manually collected
and dried. Screening assays were then performed with pathogenic bacteria Escherichia
coli and Staphylococcus aureus to detect the fractions capable of promoting inhibition of
microbial growth. The fractions with inhibitory activity on the tested bacteria were analyzed
by MALDI TOF MS, allowing the identification of three peptides. In fraction 28 it was
observed the presence of a major component of molecular mass equals to 2,723.74 Da;
in fraction 29 a component with a molecular mass of 1,835.02 Da and in fraction 30 another
peptide with a molecular mass of 1,879.05 Da was detected. The primary structures of the
three peptides were determined employing automated Edman degradation. The peptide
from fraction 28 (with a polypeptide chain of 27 amino acid residues) was named
raniseptin-Bl 1 and showed similarity to the peptide raniseptin 3 previously isolated from
the secretion of the anuran B. raniceps. Such peptide exhibited relevant antimicrobial
activity on pathogenic bacteria and fungi. Its effects on S. epidermidis bacteria with MIC
<1 uM and on K. pneumoniae with MIC value = 2 uM deserved special mention. It was
also very active on fungi C. neoformans (MIC = 4 yM) and C. albicans (MIC = 16 uM).
Two other peptides belonging to the hylin family were also isolated and characterized in
the present work. Such peptides, termed hylins b3 and b4, were more active on
Gram-positive than on Gram-negative bacteria. Hylin b3 was the most active of the two
new hylins isolated, emphasizing its activity on the Gram-positive bacteria S. aureus and
S. epidermidis with MIC values equal to 8 uM and on the fungus C. neoformans with value
of MIC equals to 16 uM. The three peptides exhibited partial inhibitory activity on T. cruzi
parasite proliferation, and none of the peptides tested was able to completely inhibit the
parasite proliferation even at the highest concentration (128 uM). The three peptides
adopted a-helix conformation in the presence of SDS micelles, an environment that
mimics the plasma membrane of microorganisms. The present study reinforces the
therapeutic potential of AMPs isolated from cutaneous secretion of anurans and evidences
the need for systematic studies to properly explore the pharmacological and biochemical
potential of Brazilian anurofauna.

Key words: Anura; Boana lundii; Skin secretion; Antimicrobial peptides; Purification;
Caracterization.
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1. INTRODUGAO

1.1. Sepse

A sepse é causada por uma resposta imune desencadeada pelo corpo por
uma infecgdo na corrente sanguinea. E uma condicdo que ameaca a vida, pois
provoca uma intensa resposta inflamatéria em todo o organismo podendo gerar a
sepse grave que leva ao comprometimento funcional dos tecidos e 6rgaos.
A resposta mais comum é resultado de infec¢gdes bacterianas, mas também
podem ser derivadas de fungos, virus ou parasitas (Vincent et al., 2013).

Em geral, o acompanhamento é realizado em unidades de terapia intensiva
e geralmente é tratada com liquidos intravenosos e antibiéticos de largo espectro
por via endovenosa, por serem medicamentos que tem demonstrado eficacia
contra uma variedade de bactérias. Mesmo esses medicamentos tendo a agao
desejada, eles ndo tem efeito se a infecgao tiver sido provocada por outro tipo de
microrganismo patogénico (Leekha et al., 2011).

O diagnostico precoce para iniciar o tratamento € fundamental para o
controle da sepse, evitando assim suas complicagdes e um possivel choque
séptico que provoca a diminuigdo da pressao arterial, dificultando a chegada de
sangue e oxigenagao nos orgaos, podendo desencadear sinais e sintomas como
febre, freqiéncia cardiaca acelerada, dificuldade para respirar e perda da
consciéncia (Siqueira-Batista et al. 2011).

A emergéncia da resisténcia a antibiéticos convencionais e o declinio no
desenvolvimento de novos farmacos representa um sério problema de saude
publica, motivando a busca por novas alternativas terapéuticas.
O desenvolvimento de peptideos antimicrobianos terapeuticamente eficazes para
o tratamento de infec¢cdes bacterianas sistémicas tem sido alvo de pesquisas
devido ao seu potencial uso como agentes anti-infecciosos e imunomoduladores
que sdo capazes de reduzir a migracao leucocitaria e a redugdo no numero de
microrganismos viaveis, reduzindo assim a inflamagcdo. Os peptideos
antimicrobianos possuem potencial aplicacdo terapéutica, demonstrando
eficiéncia no controle do foco infeccioso, bem como poderao ser utilizados como
protétipos para o desenho racional de novos agentes terapéuticos (Silva et al.,
2016).



1.2. Doencgas parasitarias

As doencgas parasitarias sao causadas por agentes patogénicos, como
protozoarios, insetos ou vermes. Os parasitas sdo seres primitivos que para
sobreviverem se alojam no organismo, alimentando-se de sangue ou do conteudo
intestinal e causam uma série de prejuizos, as vezes, irremediaveis ao organismo
do hospedeiro. Cada tipo de parasitose tem a sua prépria maneira de transmissao,
mas a grande maioria pode ser evitada com medidas simples de higiene e limpeza
(Torgerson et al., 2015).

Os parasitas tém preferéncia por climas quentes e umidos, mas também
podem ser encontrados em regides de clima frio. Em climas quentes é possivel
encontrar a doenga de Chagas. Ela é provocada pelo protozoario Trypanosoma
cruzi que, por intermédio da picada do vetor triatomineo, é eliminado nas fezes
inseto e acaba sendo introduzido no hospedeiro. O grande problema néo esta na
picada, mas sim nas fezes que o barbeiro libera sobre a picada que causa coceira.
Quando o individuo comega a cogar a regiao da picada, acaba jogando as fezes

infectadas na sua corrente sanguinea (OMS, 2018).

1.3. Bactérias patogénicas

As bactérias sdo organismos unicelulares e procariontes, possuem material
genético disperso no citoplasma. As bactérias estdo presentes em diversos
ambientes vivendo na forma isolada ou em col6nias. Elas podem viver dentro do
solo, no ar, nos objetos, ferimentos na pele e até dentro do intestino humano.
O relacionamento dos seres humanos com as bactérias € complexo, pois quando
a bactéria estd no corpo humano na auséncia de doenca é chamado de
colonizador, mas muitas vezes, elas podem ser bactérias patogénicas e podem
desencadear doengas infecciosas como, por exemplo, a meningite, faringite e
infeccao pulmonar (Paul, 2014).

O intestino humano € um ambiente favoravel para o desenvolvimento de
bactérias, pois ha muitos nutrientes disponiveis para a sua sobrevivéncia.
As infecgdes gastrointestinais geralmente sdo causadas pela ingestdao de
patogenos ou toxinas transmitidas pela agua ou alimentos, dando origem a
diferentes doengas como codlera, disenteria, diarréia, gastrite e intoxicacéo
alimentar. Medidas de higiene, saneamento basico e tratamento térmico nos

alimentos devem ser integradas para a prevencao de infec¢des, minimizando os
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riscos a saude humana e evitando intervengbes hospitalares (Humphries e
Linscott, 2015).

1.3.1. Staphylococcus epidermidis

Staphylococcus epidermidis € uma bactéria Gram-positiva que faz parte da
microbiota intestinal normal. E uma bactéria anaerébia facultativa que, embora
nao seja geralmente patogénica, pode afetar pacientes com o sistema
imunoldgico comprometido e aqueles equipados com cateteres correm o risco de
desenvolver infecgdes no ambiente hospitalar. Esse microrganismo possui uma
alta capacidade em formar biofilmes, sendo que a natureza hidrofébica das
superficies das células de S. epidermidis predispde a aderéncia dos biofilmes aos
dispositivos sintéticos (Otto, 2013; Gomes et al., 2014).

Um dos fatores complicadores de S. epidermidis é a inadequagao de muitos
tratamentos com antibiéticos comuns, pois a formagao de biofilme reduz o acesso
de antibidticos. A presenca de biofilmes protege parcialmente as bactérias do
sistema imunoldgico dos hospedeiros, as células neste modo de crescimento s&o
mais resistentes aos antimicrobianos e sao dificeis de tratar porque a matriz do
bioflme e as caracteristicas fenotipicas da bactéria conferem resisténcia a
resposta imune do hospedeiro e a agao de drogas antimicrobianas (O'Gara e
Humphreys, 2001; Otto, 2013).

O tratamento mais comum para estas infeccdes € remover ou substituir o
implante infectado, embora em todos os casos a prevengao seja ideal.
O medicamento de escolha para o tratamento € a vancomicina, a qual pode ser
adicionada rifampina ou um aminoglicosideo. Buscando tratar infecgbes
relacionadas a estafilococos e prevenir seus efeitos colaterais com custos
significativos de morbidade e de cuidados de saude, muitos esforgos estdo sendo
feitos para o desenvolvimento de novas drogas antifilocécicas eficazes. De fato,
devido a sua extrema resisténcia ao tratamento, as infecgbes associadas aos
estafilococos representam um sério dnus para o sistema publico de saude (Claret
etal., 2017).

Semelhante as de S. aureus, as paredes celulares de S. epidermidis tém
uma proteina de ligagdo a transferrina que ajuda o organismo a obter ferro da
transferrina. Acredita-se que os tetrameros de uma proteina exposta a superficie,

a gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase, se ligue a transferrina e removam seu
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ferro. Etapas subsequentes incluem o ferro sendo transferido para lipoproteinas
de superficie, em seguida, para transportar proteinas que transportam o ferro para
dentro da célula (Nethercott et al., 2013).

1.3.2. Staphylococcus aureus

Staphylococcus aureus € uma bactéria Gram-positiva que faz parte da
microbiota natural da pele e da mucosa nasal, considerado um dos mais
importantes patdgenos humanos. Desde o inicio da era microbioldgica, a bactéria
S. aureus foi reconhecida como um importante patdégeno responsavel por
infeccbes no ambiente de saude e na comunidade. As infecgbes causadas por
este microrganismo acontecem quando ocorre a sua entrada por brechas na pele
ou mucosa, podendo envolver estruturas locais ou se espalhar para 6rgaos
distantes, gerando infecgbes invasivas que ameagam a vida, como bacteremia,
pneumonia e osteomielite (Bagnoli et al., 2018).

S. aureus é relativamente resistente a morte por peptideos antimicrobianos
catidnicos produzidos por células epiteliais hospedeiras e fagocitos (Flannagan
et al., 2018). Um dos principais mecanismos subjacentes para essa resisténcia
envolve alteragdes na carga da superficie da célula bacteriana. A proteina DIt
provoca substituicbes de D-alanina nos acidos teicdicos e lipoteicdicos da parede
celular, neutralizando levemente a superficie da célula carregada negativamente
(McGuinness et al., 2016).

O S. aureus é um colonizador comum das superficies da pele e mucosa
dos seres humanos e desde a década de 1960 os hospitais tiveram que lidar com
o surgimento de linhagens de S.aureus resistentes a meticilina (MRSA) que se
espalham melhor em hospitais do que o S. aureus suscetivel a meticilina (MRSA)
e sao mais dificeis de tratar (Fluit et al., 2010). A resisténcia de linhagens MRSA
foi resultado de mutagbes em um gene que codifica proteinas do sitio de ligacao
envolvido na agao de todos os farmacos betalactamicos, o que significa uma

resisténcia cruzada a penicilinas, cefalosporinas e carbapénemicos (Otto, 2012).

1.3.3. Klebsiella pneumoniae
Klebsiella pneumoniae € uma bactéria Gram-negativa que faz parte da
microbiota intestinal normal de animais e humanos. Essa bactéria esta

freqUuentemente associada a pneumonia e infec¢gdes urinarias, mas, em casos
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graves,esses microrganismos podem levar a bacteremia e até a osteomielite
(Hurst, 2016).

As infecgbes causadas por K. pneumoniae ganharam muita atengcdo na
ultima década devido ao surgimento de linhagens resistentes aos medicamentos,
que levaram a classificagdo de K. pneumoniae como um patdgeno
ESKAPE.O termo ESKAPE refere-se aos principais patdégenos causadores de
infecgdes nosocomiais (Enterococcus faecium, Staphylococcus aureus, Klebsiella
pneumoniae, Acinetobacter  baumanni, Pseudomonas aeruginosae
Enterobacter spp.) (Pendleton et al., 2013).

No caso de K. pneumoniae, a maioria das estirpes resistentes a farmacos
produz Klebsiella pneumoniae carbapenamase (KPC), uma B-lactamase que
confere resisténcia a todos os antibioticos B-lactamicos (Pendleton et al., 2013).

A resisténcia de K. pneumoniae é resultado da presenca de uma capsula
de polissacarideo que é bastante espessa, usada pela bactéria para colonizar as
superficies do hospedeiro, como o epitélio pulmonar. A capsula protege a bactéria
contra a opsonofagocitose e fornece uma matriz adesiva para a formacao de
biofilme. Além disso, a maioria das linhagens de K. Pneumoniae expressa as
fimbrias tipos | e lll, que auxiliam na adesao ao epitélio e aos dispositivos médicos,

respectivamente (Murphy et al., 2013; Clegg € Murphy, 2016).

1.3.4. Escherichia coli

Escherichia coli € um dos microrganismos mais intensamente estudados, é
uma bactéria Gram-negativa, facultativamente anaerdbica, nao-formadora de
esporos (Croxen et al., 2013).

A maioria das linhagens de E.coli existe como simbiontes inofensivos e
algumas delas sao até benéficas para seu hospedeiro no equilibrio da microbiota
intestinal e absorgdo de nutrientes. Existem, no entanto, linhagens patogénicas
que causam uma ampla gama de doengas em humanos e animais, desde diarréia
até infecgdo da corrente sanguinea, como resultado da heterogeneidade da
espécie (Han et al., 2015).

As linhagens patogénicas de E. coli causam um grande numero de doengas
em humanos, incluindo diarréia, colite hemorragica, sindrome urémica hemolitica,
infec¢des do trato urinario e meningite neonatal. Os diferentes patotipos de E. coli

sdo caracterizados pela presenca de conjuntos especificos de genes relacionados
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a viruléncia. Portanto, ndo é de surpreender que a E. coli patogénica constitua
uma familia de bactérias geneticamente heterogéneas (Fratamico et al., 2016).
Os genes que codificam os fatores de viruléncia sado responsaveis pelos
diferentes tamanhos de genoma de E. coli, uma vez que as linhagens patogénicas
comensais diferem em um milhdo de pares de bases que correspondem a um pool
génico flexivel. Esses genes estao localizados em elementos genéticos moveis,
como transposons, sequéncias de insergdo, bacteriofagos e plasmideos,
resultando na transferéncia horizontal de genes e na variabilidade genética dentro
da espécie, o que pode levar a colonizacao diferencial dos hospedeiros. Portanto,
€ importante examinar os efeitos sobre a saude entre as espécies para
compreender a saude publica e animal e ajudar a implementar o tratamento e a

prevencao adequados (Croxen et al., 2013).

1.4. Fungos patogénicos

Os fungos sao organismos eucariontes, aclorofilados e heterétrofos (Galiza
et al., 2014). Os fungos podem ser utilizados industrialmente na producéo de
medicamentos e alimentos. Eles apresentam uma grande importancia agricola e
ecoldgica, pois mantém o equilibrio do ambiente decompondo restos vegetais
juntamente com algumas bactérias e reciclam elementos quimicos que seréo uteis
na manutengao da vida de outros organismos (Gurung et al., 2013).

Os fungos patogénicos causam, muitas vezes, doengas mais graves,
passando de uma forma de crescimento para outra. A levedura Candida
albicans, por exemplo, muda a sua morfologia passando o seu crescimento de
células em broto redondo para o crescimento de células alongadas (filamentosas).

Tanto Candida albicans como Cryptococcus neoformans sédo fungos que
apenas causam infeccdes quando ocorrem quebras nas barreiras protetoras da
pele e das mucosas ou quando defeitos no sistema imune do hospedeiro permitem

a penetragao, colonizacgéo e reprodugao no hospedeiro (Yang et al., 2014).

1.4.1. Candida albicans
Candida albicans € um dos patégenos oportunistas humanos mais comuns.
Tem como caracteristica ser um fungo comensal, que vive em varias partes do

corpo humano, atuando como patdégeno oportunista em decorréncia de queda de



imunidade ou expressando fatores de viruléncia. Quando presente na corrente
sanguinea esta associada a altas taxas de mortalidade (Berman, 2012).

Esse patogeno oportunista atinge pacientes imunocomprometidos,
individuos fracos ou, até mesmo, pessoas saudaveis. A infeccado causada por
C. albicans é comumente conhecida como candidiase. A patogenicidade de
C. albicans depende de dois fatores. Um é o estado imunolégico do hospedeiro e
0 outro esta relacionado aos fatores de viruléncia desse patogeno. Em geral, os
fatores microbianos que contribuem para a patogenicidade sado a adesao a célula
hospedeira, secregdo de enzimas hidroliticas,fenétipo dimérfico (levedura com a
forma filamentosa ou hifas), comutacdo fenotipica que modula o sistema
imunoldgico do hospedeiro e a formagao de biofilmes em superficies bidticas e
abidticas (Kabir et al., 2012).

1.4.2. Cryptococcus neoformans

Cryptococcus neoformans € uma levedura oportunista que consegue se
alojar no sistema nervoso central podendo causar patologias como a meningite,
criptococose e encefalite principalmente em individuos com algum
comprometimento do sistema imune. Tanto na natureza como no laboratdrio,
C. neoformans pode se desenvolver como um fungo filamentoso. A maioria das
infecgbes causadas por esses microrganismos ocorre nos pulmdes, tornando-se
um fungo particularmente perigoso (Kwon-Chung et al., 2014; May et al., 2016).

Geralmente, C. neoformans é adquirido por seres humanos através da
inalagao de esporos ou leveduras nos pulmdes. Por essa razéo € proposto que os
macrofagos alveolares s&o os primeiros na linha de defesa contra criptococose.
Estudos experimentais sugerem que os macrofagos desempenham um papel
muito importante na defesa do hospedeiro contra a infecgdo causada por este
patdgeno. Entre os fatores responsaveis pela viruléncia nesse patégeno, temos a
producdo da capsula polissacaridica e a capacidade de sintetizar melanina. Foi
demonstrado que a formagao de capsulas esta ligada a fungbes antifagociticas e
imunomoduladoras, enquanto que a melanina esta envolvida na protecao desta
levedura de fatores toxicos, ambientais e do hospedeiro (O'Meara e Alspaugh,
2012; Wager et al., 2016; May et al., 2016).



1.5. A secregdo cutinea de anuros como fonte de peptideos
antimicrobianos

Os anfibios sdo representados por 7.888 espécies, das quais 6.958
espécies pertencem a Ordem Anura (Frost, 2018). O Brasil ocupa uma posi¢éo de
grande destaque com 1.080 espécies de anfibios conhecidos (Segalla et al.,
2016), seguido pela Colédmbia e pelo Equador. Cerca de 50% desse total ocorre
em regides neotropicais, onde colonizam ecossistemas variados.

A pele dos anfibios € extremamente sensivel e fundamental para o
equilibrio de fluidos, respiracao e transporte de ions. Além disso, estas funcdes
fisioldgicas estdo integradas a defesa imunologica também desempenhada por
compostos secretados por glandulas da pele desses animais (Nascimento et al.,
2003; Rollins-Smith et al., 2005).

Nos anuros, ha pelo menos dois tipos de glandulas dérmicas denominadas
mucosas e granulosas, além das glandulas paratdides localizadas em regiao
posterior aos olhos da maioria dos anuros. As glandulas mucosas sao menores,
distribuem-se por todo o corpo e sao responsaveis por manter a pele umida,
propiciando a respiragdo cutanea. As glandulas granulosas sintetizam e
armazenam varios compostos quimicos, incluindo peptideos com ampla atividade
antimicrobiana, sendo responsaveis pela imunidade inata, que protege o animal
dos microrganismos patogénicos (Nascimento et al., 2003; Conlon et al., 2014).

Ha um crescente interesse neste taxon, principalmente devido aos recentes
declinios e extingdes populacionais que comprometem quase 1/3 das espécies.
Mas também devido a presenga de compostos quimicos na pele desses animais
de grande relevancia farmacologica (Gomes et al., 2007; Xu e Lai, 2015). Dentre
tais compostos, os peptideos antimicrobianos tém atraido a atencdo da
comunidade cientifica como possiveis agentes terapéuticos no combate a
infeccbes promovidas por bactérias que apresentam resisténcia aos antibiéticos
atualmente disponiveis comercialmente (Conlon et al., 2005; Conlon et al., 2014).

Os peptideos antimicrobianos apresentam como principal caracteristica a
natureza catibnica e a capacidade de permeabilizar membranas de
microrganismos. Alguns exemplos de peptideos isolados da pele de anuros sio:
a bombinina, descrita como um peptideo antibacteriano e hemolitico, isolada da
secrecdo da pele do anfibio Bombina variegata; a xenopsina e a ceruleina,

extraidos de Xenopus laevis; além dos peptideos esculentinas, brevininas,
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ranalexinas, rugosinas e temporinas obtidos a partir da secrecédo de espécies do
género Rana (Xu e Lai, 2015). As secregdes do género Phyllomedusa possuem
potentes agentes antimicrobianos, denominados dermaseptinas, que apresentam

amplo espectro de atividade antimicrobiana (Azevedo Calderon et al., 2011).

1.6. Peptideos antimicrobianos (PAMs)

Os peptideos antimicrobianos (ou PAMs) sao produzidos pelas glandulas
granulosas de anfibios e sdo moléculas consideradas de baixa massa molecular
(entre 1 e 3 kDa) que conseguem se inserir facilmente nas membranas lipidicas.
Os peptideos antimicrobianos podem ser encontrados em diferentes grupos
taxondmicos sendo detectados em microrganismos, plantas e animais (Vale et al.,
2014). A sintese e a liberagdao de peptideos antimicrobianos de glandulas
granulosas de anuros sdo consideradas parte da imunidade inata envolvida na
protecao contra patdégenos microbianos (Conlon et al., 2014).

Os mecanismos de acao dos PAMs dependem da sua capacidade de
interagir com as membranas bioldgicas ou paredes celulares. Geralmente, os
PAMs apresentam uma carga positiva liquida e uma alta propor¢cédo de
aminoacidos hidrofébicos, que permite a sua ligagao seletiva com as membranas
bacterianas que sao carregadas negativamente (Zhang e Gallo, 2016).

Os PAMs s&o moléculas compostas por 10-50 residuos de aminoacidos e
dispostos em diferentes grupos dependendo da sua composi¢ao de aminoacidos,
extensdo e conformacao (Nakatsuji e Gallo, 2012; Zhang e Gallo, 2016), podendo
ser divididos em trés classes principais: 1) Peptideos que adotam folhas-p que
contém residuos de cisteinas e formam ligacdes de dissulfeto; 2) Peptideos sem
residuos de cisteina que adotam conformagdes anfipaticas em a-hélice ao entrar
em contato com a membrana do microorganismo alvo; e 3) Peptideos com
estruturas estendidas ou em Joop, lineares sem residuos de cisteina e contendo
elevada proporg¢ao de residuos de prolina, arginina, glicina, triptofano e histidina
(Lewies et al., 2015) (Figura 1).
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Figura 1. Modelos representando as diferentes classes estruturais de PAMs. A) Peptideo
com estrutura em a-hélice (catelicidina humana, coédigo PDB 2K60). B) Peptideo com
estrutura em folha beta (lactoferricina, cédigo PDB 1LFC). C) Peptideo estendido
(indolicidina, cédigo PDB 1G89). (Figura adaptada de Jenssen, 2009).

1.7. Mecanismos de resisténcia contra PAMs

Os peptideos antimicrobianos podem ser encontrados em diversas fontes
na natureza como em fungos, plantas, animais vertebrados e invertebrados.
Diversos estudos ja demonstraram serem raros os episodios de resisténcia aos
PAMs, tornando-os excelentes candidatos ao desenvolvimento de novos
farmacos. Entretanto, uma vez que os microrganismos estdo em constante
contato com PAMs, mecanismos de resisténcia comecam a ser descritos.
Os mecanismos de resisténcia mais comuns sao: o remodelamento da superficie
bacteriana que empregam enzimas celulares, de forma a tornar suas membranas
celulares menos eletronegativas; a produgdo de capsula polissacaridica que
impede que os PAMs cheguem ao seu alvo com o enrijecimento da membrana
celular externa; degradagao dos peptideos por atividade proteolitica mediada por
proteases produzidas pelos patégenos; efluxo dos peptideos por meio de bombas
ou transportadores e sequestro dos peptideos por moléculas secretadas pelos
patdgenos (Guilhelmelli et al., 2013; Joo et al., 2016).

Os peptideos antimicrobianos estdo em constante evolugdo e essas
mudancas rapidas dos PAMs fazem parte de um processo dinamico de
co-evolugdo em que o patdgeno apresenta mecanismos de resisténcia a esses
PAMs e o hospedeiro, em contrapartida, altera seu repertério de PAMs para
combater de forma mais eficiente os microrganismos. Esse processo evolutivo
favoreceu os peptideos que apresentam multiplos alvos, ao invés de moléculas
com alta afinidade a um alvo especifico. Essa estratégia permite que o hospedeiro
controle a infeccdo sem criar uma pressao seletiva especifica para determinado
alvo, como ocorre para patdgenos altamente resistentes a antibiéticos que sao

muito especificos para apenas um unico tipo de alvo (Peschel e Sahl, 2006).
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Alguns modelos de agao dos PAMs sobre as membranas bacterianas foram
propostos. Dentre esses, quatro destacam-se como principais: 1) modelo do
carpete, 2) modelo do barril, 3) modelo do poro toroidal e 4) modelo detergente
(Rashid et al., 2016; Kumar et al., 2018) (Figura 2).

No primeiro modelo citado, os PAMs se acumulam paralelamente a
membrana para que essa seja rompida atraves da formagao de poros ou através
da formagcdo de micelas com fragmentos de membrana (Rashid et al., 2016;
Kumar et al., 2018). No modelo do barril, os PAMs se inserem na membrana
bacteriana e se orientam lado a lado formando um poro em forma de barril, o qual
pode agir como um canal para a passagem excessiva de ions aleatorios, levando
a morte celular (Rashid et al., 2016; Kumar et al., 2018). A formagao do poro
toroidal se da de forma similar, todavia, nesse modelo ha o dobramento da
membrana devido a inser¢cdo dos PAMs nesta, gerando um poro composto por
PAMs e lipidios intercalados (Rashid et al., 2016; Kumar et al., 2018). No modelo
detergente, com a agregacao dos PAMs sobre a membrana celular, ha o aumento
na sua concentragdo local. A alta concentragdo de PAMs, associada ao carater
anfipatico destes, possibilita que os PAMs atuem como um detergente sobre a
membrana, rompendo-a em pequenas estruturas ou micelas (Rashid et al., 2016;
Kumar et al., 2018).

(A) Modelo do barril (B) Modelo do poro toroidal
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(C) Modelo do carpete
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Figura 2. Principais modelos de mecanismos de agao dos PAMs sobre membranas
biolégicas. (A) Modelo do barril. (B) Modelo do poro toroidal. (C) Modelo do carpete
(D) Modelo detergente. (Figura adaptada de Kumar et al., 2018).
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Um outro mecanismo de resisténcia esta relacionado com a formacao de
biofilmes bacterianos, Os biofilmes bacterianos sdo um conjunto de células
associadas pela sua superficie e mergulhadas em um matriz composta
principalmente por proteinas extracelulares, DNA e exopolissacarideos (Otto,
2013). Bactérias em biofilmes sdo mais resistentes aos PAMs, pois as mudangas
na expressao génica nas células do biofilme, na arquitetura de biofilme e na
natureza da matriz de exopolimero pode causar repulsdao dos PAMs, que nao
conseguirdo se aproximar das células ou serdo até mesmo imobiliza-los uma vez
que entrem no biofilme, impedindo que cheguem até as células bacterianas
(Whiteley e Lee, 2015).

1.8. Boana lundii

O género Boana possui 92 espécies descritas até o momento, as quais se
encontram distribuidas em grande parte na América do Sul sendo encontradas
em florestas de galeria (Frost, 2018). Esse género esta incluido na familia Hylidae
que apresenta 711 espécies, sendo uma familia bem estudada em termos
bioquimicos com o isolamento de varios peptideos antimicrobianos como as
dermaseptinas (Azevedo Calderon et al., 2011).

A espécie investigada neste trabalho foi Boana lundii (Burmeister, 1856),
que é um anuro de pequeno porte, terrestre ou semi-aquatico que possui como
caracteristica dedos terminados em ventosas que fazem com que eles possam se
prender a superficies verticais, sendo amplamente distribuida pelo Cerrado
brasileiro (Frost, 2018). Até recentemente, a espécie B. lundii era identificada pela
denominagédo Hypsiboas lundii, 0 mesmo ocorrendo com varias espécies do
género Hypsiboas (Dubois, 2017).

Como a secrecdo cutdnea dessa espécie em particular ainda € pouco
conhecida quanto a sua composi¢ao quimica e farmacolégica, salvo o trabalho
realizado por nosso grupo por meio do qual foram identificados e caracterizados
dois peptideos hemoliticos, as hilinas b1 e b2 (Castro et al., 2005), no presente
estudo decidimos proceder a purificacdo e a caracterizagao estrutural de

peptideos antimicrobianos inéditos presentes nessa secrecéo.
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Figura 3. Individuo adulto da espécie Boana Ilundii (Imagem disponivel em:
https://lwww.lafuc.com/hypsiboas-lundii).
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2. JUSTIFICATIVA

Ao longo dos ultimos 30 anos, diversos estudos tém comprovado a
importancia da preservagcdo e exploragao racional da biodiversidade, ja que
diversas espécies animais e vegetais sdo fontes de produtos bioativos que
poderdo ser de grande importancia para a saude humana (Bernarde e Santos,
2009). A secrecao cutanea dos anfibios possui diversas fungdes, entre as quais
estado as atividades antimicrobianas, responsaveis pela defesa do individuo contra
infeccdes de microrganismos. A membrana plasmatica parece ser o principal alvo
de acdo dos peptideos antimicrobianos e muitos dos seus efeitos estdo
relacionados as alteragbes no balango osmotico celular e nas propriedades
funcionais da membrana plasmatica, resultando em morte celular (Conlon et al.,
2014).

As doencas infecciosas estao entre as principais causas de mortalidade no
mundo devido a resisténcia dos microrganismos aos antibidticos atualmente
disponiveis. Em contraste aos antibidéticos convencionais, que inviabilizam ou
matam bactérias em um periodo de dias, os peptideos antimicrobianos, por agirem
instantaneamente, reduzem a taxa de multiplicagdo o que torna o microrganismo
menos resistente as drogas convencionais (Blondelle e Lohner, 2000; Nascimento
et al., 2003; Conlon et al., 2014).

Considerando a presenca de peptideos nas secre¢des cutaneas de varias
espécies de anuros, o presente projeto teve como obijetivo identificar, purificar e
caracterizar quimica e biologicamente peptideos inéditos presentes na secregao
cutanea do anuro Boana lundii com énfase na prospeccao de peptideos
antimicrobianos para aplicacdes terapéuticas. A presente pesquisa € uma boa
oportunidade para o avango na caracterizagao das propriedades antimicrobianas

e antiparasitarias dos principais compostos ativos presentes nessa secrecao.
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3. OBJETIVOS

3.1. Objetivo geral

Realizar a identificacdo, o isolamento e a caracterizacdo quimica e
bioldégica de peptideos antimicrobianos inéditos presentes na secreg¢ao cutanea
do anuro Boana lundii (Anura: Hylidae).

3.2. Objetivos especificos

3.2.1. Identificar, isolar e caracterizar quimicamente peptideos
antimicrobianos presentes na secrecao cutanea de B. lundii;

3.2.2. Determinar a composicao de elementos de estrutura secundaria
dos peptideos identificados e isolados da secrecao cutadnea de B. lundii com o
emprego da técnica de dicroismo circular;

3.2.3. Determinar os efeitos antibacterianos dos peptideos identificados
e isolados da secregdo cutédnea de B. lundii sobre bactérias patogénicas
Gram-positivas e Gram-negativas por meio da determinagdo das
concentragdes minimas inibitérias (CMIs).

3.2.4. Determinar os efeitos antiparasitarios dos peptideos identificados
e isolados da secrecédo cutanea de B. lundii sobre formas epimastigotas do

protozoario Trypanosoma cruzi.
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4. MATERIAL E METODOS

4.1. Secrecao cutanea de B. lundii

As secregdes cutdneas empregadas no presente estudo fazem parte do
Banco do Secregbes do Laboratério de Toxinologia, sendo que 0s espécimes
adultos da espécie B. lundii foram coletados em excursdes, realizadas durante o
periodo noturno, no municipio de Monte Alegre de Goias. Todas as coletas foram
realizadas sob licenga do ICMBIO (licenga SISBIO N° 51541-1). As secrecgdes
cutaneas empregadas foram obtidas por meio da aplicagdo de corrente elétrica
branda alternada, com eletrodos envolvidos em algodao umedecido em solugao
0,25% de NaCl. A secregao foi recolhida por lavagem da regiao estimulada com
agua Milli- Q, congelada, liofilizada e armazenada a -20°C até a sua utilizagao.

4.2. Fracionamento cromatografico da secregao cutanea de B. lundii

Aliquotas individualizadas da secregdo liofilizada (2,0 mg) foram
dissolvidas em TFA 0,1% (v/v) em agua Milli-Q, centrifugadas e fracionadas em
coluna de RP-HPLC de tipo C1s (Vydac 218TP54, Separations Group, USA).
Um gradiente linear de TFA 0,1 % (v/v) em acetonitrila foi empregado na eluigéo.
A detecgao ao UV foi monitorada a 216 nm. As fragdes eluidas foram coletadas
manualmente, secadas a vacuo e armazenadas a -20°C.

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

As fragcbes cromatograficas que exibiram atividade inibitoria sobre o
crescimento das bactérias E. colie S. aureus (como descrito na se¢éo 4.9 na parte
referente ao ensaio de varredura) foram analisadas off-line em um espectrometro
de massas do tipo MALDI-TOF, modelo Autoflex Il (Bruker, Alemanha), operado
no modo positivo e com uso de reflectron para aumento de resolugido de modo a
se determinar o grau de homogeneidade e as massas moleculares dos
componentes presentes.

4.4. Determinagao da estrutura primaria dos peptideos de B. lundii

A estrutura primaria dos peptideos purificados foi determinada por
degradagdo de Edman em sequenciador automatico PPSQ-33A (Shimadzu,

Japao), de acordo com as instrugdes do fabricante.
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4.5. Bioinformatica

O algoritmo BLAST (http://blast.ncbi.nim.nih.gov/Blast.cgi) (Altschul et al.,
1990) foi utilizado para buscas de similaridade nos bancos de dado; o Clustal
Omega (http://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalo/) (Sievers et al., 2011) foi usado
para o alinhamento de sequéncias e o aplicativo em NetWheel
(http://lbgp.unb.br/NetWheels/) para projecdes helicoidais dos peptideos.

4.6. Sintese quimica dos peptideos de B. lundii

Os trés peptideos isolados no presente trabalho, foram produzidos por
sintese quimica pela empresa GenOne Biotechnologies (Rio de Janeiro, Brasil)
empregando-se a quimica Fmoc (9-fluorenil-metoxicarbonil) com grau de pureza
acima de 95%. O controle de qualidade foi realizado mediante analises por
espectrometria de massas para se determinar se foram corretamente sintetizados.

4.7. Dosagem dos peptideos sintéticos

Os peptideos sintéticos obtidos foram dosados em espectrofotdbmetro
(Bel Photonics UV/Vis M51) e empregados em todos os ensaios de avaliagdo das
propriedades bioldgicas dos peptideos de interesse.

A leitura das absorvancias foi realizada nos comprimentos de onda 205,
215 e 225 nm (Aitken e Learmonth, 2002). O célculo que permitiu obter a
concentracao protéica em ug/mL a partir das medidas de absorvancia esta

descrito abaixo:

G[:-nceniragém = AhS[z;x_.nm| *x 1000 Cﬂnoentra(}éﬂz =144 x [Abs;mbw; - A-hs.:z'zbnmd
31

Concentragao; + Concentragdo: = Concentragao da aliquota analisada
2

O volume total do estoque de cada peptideo foi aliquotado em tubos tipo
eppendorf de 1 mL, que posteriormente foram secos a vacuo (SpeedVac modelo
SC 100, Savant).

4.8. Analise da estrutura secundaria dos peptideos de B. lundii por
dicroismo circular

Para realizar as analises de dicroismo circular foi utilizado o
espectropolarimetro Jasco J-815 (Jasco Analytical Instruments, Toquio, Japéo) e
cubetas de quartzo de caminho 6ptico igual a 0,1 cm. Os espectros de UV foram

obtidos a temperatura constante de 25°C nos comprimentos de onda entre 190 e
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260 nm com o resultado calculado a partir da média de cinco leituras em
sequéncia de cada amostra.

Os espectros dicroicos foram gerados a partir das solu¢des peptidicas a
50 uM em agua e a 50 yM em SDS (dodecilsulfato de sédio) na concentragéo de
35 mM. A elipticidade molar foi calculada a partir da conversao das elipticidades

observadas através da equagao abaixo:

~ (8x100xM)
19]/= (Cxfxn)

Onde [0] é a elipticidade molar média dada em grau.cm?.dmol'. 8 é a
elipticidade em graus, M € a massa molecular, C € a concentragdo em mg/mL, / &
0 caminho éptico em cm e n numero de residuos.

Os percentuais de helicidade foram calculados tendo como base as

elipticidades molares a 208 nm.

[6],,5 — 4000
fu = 33 000 — 4000

4.9. Avaliacao da atividade antibacteriana

Linhagens de bactérias obtidas do estoque de células do Banco de Culturas
do Laboratério de Toxinologia da Universidade de Brasilia foram cultivadas em
7 mL de meio Mueller-Hinton, sob agitacao, a 37°C, durante 16 horas. Quando a
densidade Optica a 595 nm atingiu o valor de 1.0, cada suspensao bacteriana foi
diluida em meio Mueller-Hinton fresco, nas proporcdes de 1:50 para bactérias
Gram-negativas e 1:100 para Gram-positivas. As amostras foram solubilizadas
em agua Milli-Q estéril e incubadas com a suspensao bacteriana diluida, numa
proporgao de 1:1 (v/v), em placas de microtitulacdo estéreis (96 pogos, fundo
chato).

Como controle representativo da auséncia de crescimento bacteriano foi
realizada a incubagao de formaldeido 0,8% (v/v) com a suspensao bacteriana e,
como controle representativo do crescimento maximo, foi feita a incubacédo da
suspensao bacteriana com agua Milli-Q estéril.

O ensaio de varredura foi realizado empregando-se as bactérias
Staphylococcus aureus ATCC 25923 e Escherichia coli ATCC 25922, a fim de

verificar quais componentes resultantes do fracionamento da secrecao de B. lundii
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apresentavam atividade inibitoria sobre o crescimento bacteriano. Cada fragao
cromatografica de uma corrida de RP-HPLC foi solubilizada em agua Milli-Q e
incubada com a suspensao bacteriana, de acordo com o método descrito acima.

De posse dos peptideos bioativos purificados foram realizadas
determinagdes da concentragcdo minima inibitéria (CMI) para diversas bactérias
Gram-positivas e Gram-negativas de interesse médico. Aliquotas de 50 pL de
diluicbes seriadas de cada peptideo puro, feitas a partir de uma solugao-estoque
256 uM esterilizada por filtragédo em filtros Millex® GV 0,22 um (Merck, Alemanha),
foram incubadas com 50 pL de suspenséao bacteriana, contendo de 2 a 7 x 10°
UFCs, dependendo da linhagem bacteriana empregada. A faixa de concentracao
testada foi de 128 a 1,0 yM. Os pogos com formaldeido foram cobertos com
Parafiim® para evitar interferéncia nos demais pogos em virtude da sua
evaporagao. As placas foram incubadas a 37°C por 20-24 horas e a inibicdo do
crescimento bacteriano foi avaliado por leitura espectrofotométrica a 595 nm em
leitora de microplacas (Multiskan® FC, Thermo Scientific, San Jose, CA).
Os ensaios foram realizados em triplicata e o valor determinado para CMI
corresponde a menor concentracdo de peptideo em que ndo houve crescimento
bacteriano espectrofotometricamente detectavel.

4.10. Avaliagao da atividade antifungica

Aliquotas de 200 pL de suspenséo dos fungos a serem testados (Candida
albicans ATCC 14053 e Cryptococcus neoformans H99) foram adicionadas a 7 mL
de meio BHI (Brain Heart Infusion) em um tubo plastico de 15 mL. O tubo, entéo,
foi incubado entreaberto em um shaker a 37°C durante 16 horas, com agitacao
constante. Em seguida, foi avaliado o crescimento celular por meio de deteccéo a
595 nm em espectrofotdbmetro (UV-M51, Bel Photonics, Brasil) e as suspensodes
foram ajustadas para um valor proximo a 1 com a adicdo de meio BHI.
Apos esse ajuste, foram preparados os inéculos (diluicdo 1:100 em meio BHI).
As solugbes-estoque dos peptideos na concentracdo de 256 uM foram
preparadas em agua Milli-Q e filtradas em filtros Millex de 0,22 pm (Merck Millipore
Corporation, Alemanha). Posteriormente foi realizada diluicdo seriada das
amostras em agua Milli-Q e adicionados 50 yL da suspenséo fungica previamente
diluida. A faixa de concentracido testada foi de 128 a 1,0 yM. Como controle
negativo foi utilizada apenas agua Milli-Q e como controle positivo foi empregado

formaldeido 0,4% (v/v) (concetragao final). Cada peptideo foi testado em triplicata,
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assim como os controles. Os pogcos com formaldeido foram cobertos com
Parafiim® para evitar interferéncia nos demais pogos em virtude da sua
evaporacgao. As placas foram incubadas a 37°C por 20-24 horas e a inibicdo da
proliferagdo fungica foi avaliada por leitura espectrofotométrica a 595 nm em
leitora de microplacas (Multiskan® FC, Thermo Scientific, San Jose, CA).
A concentragdo minima inibitéria (CMI) foi assumida como sendo a menor
concentracdo na qual nao houve crescimento espectrofotometricamente
detectavel.

4.11. Ensaios sobre formas epimastigotas deT. cruzi

As culturas de formas epimastigotas de T. cruzi (cepa CL-Brener) foram
cultivadas a 28°C em estufa, em meio de cultura LIT (Liver Infusion Tryptose),
contendo 10% de SFB (soro fetal bovino, que é a fragéo liquida do sangue
coagulado do feto bovino, contendo grande quantidade de nutrientes celulares).
Resumidamente, as culturas foram crescidas até que a densidade celular de
107 parasitos/mL fosse atingida. Cem microlitros da suspensido de parasita a
5 x 108 parasitas/mL foram incubados em microplacas de 96 pogos para leitura de
fluorescéncia com um volume igual dos peptideos, diluidos em série (128 a
1,0 yM) em meio LIT, por 96 horas, para avaliagdo da agao inibitéria sobre o
crescimento dos protozoarios. Depois deste tempo, foram transferidos 100 pL de
cada pog¢o da placa transparente para uma placa branca e fosca e foram
adicionados 20 uL de CellTiter-Blue® (Promega, EUA) para avaliagéo dos efeitos
antiparasitarios. A viabilidade parasitaria foi determinada por fluorescéncia a
560 nm (excitacdo) e 590 nm (emissao), apds 1 hora de incubagao a 37°C, em
uma leitora de microplacas (SpectraMax® M5 Microplate Reader, Molecular
Devices, EUA). Como controle positivo, foi utilizado o composto Nifurtimox.

Os ensaios foram realizados em triplicata.
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5. RESULTADOS

Aliquotas de 2,0 mg de secregcao cutdnea bruta de B. lundii foram
fracionadas em RP-HPLC em uma coluna Cis (Figura 4). Essa secregéo
mostrou-se, em geral, bastante diversificada, resultando na eluicdo de,
aproximadamente, 33 fragdes cromatograficas obtidas com o monitoramento da
absorvancia a 216 nm e cada fragao foi coletada manualmente para realizacédo do
ensaio de varredura para detec¢ao das fragdes com propriedades inibitorias sobre
o crescimento de bactérias patogénicas. O perfil cromatografico assemelhou-se
ao obtido por Castro et al. (2005) que realizaram o fracionamento prévio dessa
mesma secrecdo cutanea, embora empregando condi¢gdes cromatograficas

distintas.

3250-{Catacior A-Z10nm
B.Conc. (Method)

12 [-95.0

2000 * ?i) Fooo
29

33 200

"Tedo’ T 7 Tedo T we

Figura 4. Perfil cromatografico tipico do fracionamento da secregao cutinea de B. lundii em
uma coluna Cis (Vydac 218TP54) em sistema HPLC com um fluxo de 1 mL/min e
monitoramento realizado a 216 nm. As fragées que apresentaram atividade bioldgica
(antibacteriana) estao identificadas por setas vermelhas.

O ensaio de varredura para identificacdo das fracbes com atividade
antimicrobiana foi realizado com a incubacéao das fragdes cromatograficas eluidas
com as bactérias patogénicas de referéncia Escherichia coli ATCC 25922
(Gram-negativa) e Staphylococcus aureus ATCC 25923 (Gram-positiva) de modo
a se determinar sua capacidade de inibir o crescimento bacteriano (Tabelas 1 e
2).
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Tabela 1. Leituras espectrofotométricas a 595 nm obtidas com a incubagao por 18 h das
fragdes cromatograficas resultantes do fracionamento da secregao bruta de B. lundii e dos
controles (agua e formaldeido 0,4%) com a bactéria Gram-negativa E. coli. As fragdes que
exibiram atividade inibitoria relevante estao assinaladas em amarelo.

Fragao 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 1 12
cromatografica

AbsorvanciaaS95nm | 5919 | 0.3704 | 0.4438 | 0.5172 | 0.4630 | 0.4576 | 0.4340 | 0.5306 | 0.4310 | 0.5302 | 0.4772 | 0.3903

Fragao 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24
cromatografica

Absorvanciaa595nm | 43447 | 0.4000 | 0.4188 | 0.4178 | 0.5350 | 0.5078 | 0.4117 | 0.5468 | 0.5395 | 0.4779 | 0.5489 | 0.6619

Fragao 25 26 27 28 29 30 31 32 33
cromatografica

AbsorvanciaaS95nm | 4433 | 0.4842 | 0.0468 | 0.0543 | 0.1033 | 0.0899 | 0.0498 | 0.5685 | 0.4677

Controles C+ 0.5771 0.5680 | 0.6003 C- 0.0438 | 0.0483 | 0.0485

Tabela 2. Leituras espectrofotométricas a 595 nm obtidas com a incubagao por 18 h das
frag6es cromatograficas resultantes do fracionamento da secrec¢ao bruta de B. lundii e dos
controles (agua e formaldeido 0,4%) com a bactéria Gram-positiva S. aureus. As fragdes que
exibiram atividade inibitéria relevante estao assinaladas em amarelo.

Fragao 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 1 12
cromatografica

Absorvancia a

595 nm 0.5846 0.4228 0.4628 0.5401 0.5909 0.5452 0.5999 0.4041 0.5357 0.5861 0.6001 0.7391
Fragao 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24
cromatografica

Absorvancia a

595 nm 0.4896 0.5592 0.3633 0.6369 0.4925 0.5309 0.5004 0.5558 0.5074 0.5233 0.5558 0.8328
Fragao 25 26 27 28 29 30 31 32 33

cromatografica

Absorvancia a

595 nm 0.4145 | 0.0593 | 0.0535 | 0.0634 | 0.0845 | 0.0991 | 0.0532 | 0.0520 | 0.7424
Controles C+ | 0.7382 | 0.6865 | 0.7816 c- 0.0421 | 0.0940 | 0.0422

Cinco fragbes (27 a 31) apresentaram atividade inibitéria sobre o
crescimento da bactéria Gram-negativa E. coli e sete delas (fragdes 26 a 32) sobre
o patégeno Gram-positivo S. aureus. Essas fragbes foram submetidas a analise
por espectrometria de massas do tipo MALDI-TOF de modo a se determinar o seu
grau de homogeneidade, bem como as massas moleculares monoisotopicas dos
principais componentes peptidicos presentes. Trés fragbes apresentaram-se com
alto grau de homogeneidade, sendo que a fragao 28 apresentou um componente
principal com massa molecular protonada igual a 2724,74 Da (Figura 5); a fragéao
29 apresentou um componente principal com massa molecular protonada igual a
1836,02 Da (Figura 6) e a fragao 30 apresentou massa molecular protonada de
1880,05 Da (Figura 7).
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Figura 5. Espectro de massas da fragdao 28 obtida em modo positivo com uso de refletor
(matriz de acido a-ciano-4-hidroxicinamico).
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Figura 6. Espectro de massas da fragdao 29 obtida em modo positivo com uso de refletor
(matriz de acido a-ciano-4-hidroxicinamico).
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Figura 7. Espectro de massas da fragdo 30 obtida em modo positivo com uso de refletor
(matriz de acido a-ciano-4-hidroxicinamico).

Seus grau de homogeneidade foram considerados satisfatérios e essas trés
fracdes foram submetidas ao procedimento de sequenciamento quimico por
degradacao de Edman.

A determinacao das estruturas primarias foi possivel para os trés peptideos
purificados, tendo resultado nas estruturas indicadas abaixo, sendo que, no caso
dos peptideos 29 e 30 foi assumida a presenca de amidacao na porgao C-terminal,
tendo em vista a diferenca de 1 Da a menos entre a massa molecular tedrica
obtida a partir da estrutura primaria elucidada por sequenciamento quimico e a

massa molecular experimental determinada pela analise por MALDI-MS:
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Fracéo 28:'GFLDAVKAIGKKVGKIAIGVAKNLLNS?”.COOH
Fragéo 29: 'FLGAILPALAGVIGKLING'.NH:
Fragéo 30: 'FLGAVLPALAGVIGSLINR'.NH2

As sequéncias obtidas foram avaliadas quanto ao seu grau de similaridade
com outros peptideos antimicrobianos previamente isolados cujas estruturas
primarias estdo depositadas em bancos publicos de sequéncias por meio da
realizacéo de buscas empregando-se o algoritmo BLASTp.

O peptideo oriundo da fragao 28, com cadeia polipeptidica de 27 residuos
de aminoacidos, exibiu similaridade com o peptideo raniseptina 3 isolado por
Magalhdes et al. (2008) a partir da secre¢cdo do anuro Boana raniceps
(previamente classificado como Hypsiboas raniceps) (Figura 8).

Em virtude da similaridade encontrada entre esses dois PAMs, o peptideo
isolado da fracdo 28 foi denominado raniseptina-Bl 1, o primeiro peptideo tipo

raniseptina isolado da espécie Boana lundii.

Raniseptina 3 AWLDKLKS IQKVVGKVAIGVAKNLLNPQ
Raniseptina-Bl 1 GFLDAVKAIGKKVGKIAIGVAKNLLNS-

=kk =k=k KX FhIx-FkEAXkkhAkkIAkiAki

Figura 8. Alinhamento entre o peptideo raniseptina 3 isolado de B. raniceps e o peptideo
raniseptina-Bl 1 isolado da secregao de B. lundii. Os simbolos (*) indica residuos idénticos
e () indica substituicdes conservativas.

Os peptideos obtidos a partir das fragcbes 29 e 30, com cadeias
polipeptidicas contendo 19 residuos de aminoacidos cada, exibiram similaridade
com os peptideos hilina b1 e hilina b2 previamente isolados por Castro et al.
(2005) a partir dessa mesma secrecao cutanea (Figuras 9 e 10).

Em virtude da similiaridade com as hilinas, esses dois peptideos foram

denominados hilinas b3 e b4, respectivamente.

Hilina bl FIGAILPAITAGLVHGLINR
Hilina b2 FIGAILPAITAGLVGGLINR
Hilina b3 FLGAILPALAGVIGKLING

ECIE = = o o I EaE

Figura 9. Alinhamento multiplo entre o peptideo hilina b3 obtido com o fracionamento da
secrecao de B. lundii e as hilinas b1 e b2 previamente isoladas dessa mesma secrecao.
Os simbolos (*) indica residuos idénticos e (:) indica substituigdes conservativas.

26



Hilina bl FIGAILPATAGLVHGLINR

Hilina b2 FIGAILPATAGLVGGLINR
Hilina b4 FLGAVLPALAGVIGSLINR

K=k Kk -kkkx-kk=- - *k*k*x

Figura 10. Alinhamento multiplo entre o peptideo hilina b4 obtido com o fracionamento da
secrecao de B. lundii e as hilinas b1 e b2 previamente isoladas dessa mesma secrecao.
Os simbolos (*) indica residuos idénticos e (:) indica substituigdes conservativas.

Para um melhor entendimento sobre a possivel relagdo estrutura-funcao
destes peptideos com membranas bidlogicas foram realizadas projecées em roda
helicoidal (Figura 11) dos peptideos de B. lundii.

Os peptideos raniseptina-Bl 1, hilina b3 e hilina b4 foram encontrados nas
ultimas fragdes coletadas durante o fracionamento da secregao bruta, sugerindo
um alto grau de hidrofobicidade nesses trés peptideos. Pela observagao da
projecao helicoidal infere-se um carater anfipatico a essas moléculas o que pode
favorecer suas interagdes com as membranas biolégicas dos microrganismos.

B Polar/ Basic

W Polar/ Acid

I Polar / Uncharged
I~ Nonpolar

N

s
a
Raniseptina-Bl 1 R’ ><
v

@ <

F B Polar/ Basic

v
m Polar/ Uncharged
1
8 \ 12 I Nonpolar

B Polar/ Basic
m Polar/ Uncharged
I Nonpolar

Hilina b3

Hilina b4

Figura 11. Projecdo em roda helicoidal dos peptideos isolados da secregdo de B. lundii.

Versoes sintéticas dos peptideos raniseptina-Bl 1, hilina b3 e hilina b4
foram empregados na caracterizagdo dos elementos de estrutura secundaria

presentes nessas moléculas, asssim como na determinagao de suas propriedades
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inibitérias sobre o crescimento de bactérias e fungos patogénicos, assim como do
parasita T. cruzi.
Experimentos de dicroismo circular foram realizados de modo a se avaliar
a composicao de estruturas secundarias dos trés peptideos isolados e os
espectros dicroicos estao apresentados na Figura 12.
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Figura 12. Espectros dicroicos dos peptideos isolados de B. lundii a 50 pM em agua e em
SDS 35 mM. (A) raniseptina-Bl 1, (B) hilina b3 e (C) hilina b4.

Os espectros dicroicos para cada um dos peptideos foram gerados em
agua e na presenga de SDS, comumente usado para mimetizar o ambiente
hidrofébico de membranas.

Quando os peptideos foram dissolvidos em agua, apresentaram estrutura
desordenada, sem preferéncias conformacionais. Ja na presenca de SDS 35 mM,
que forma micelas com estruturas similares as da membrana celular de
microrganismos, os trés peptideos apresentaram formacéo em a-hélice como é
possivel observar pela presenca caracteristica de bandas negativas nos
comprimentos de onda de 208 e 222 nm.
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Os peptideos sintéticos foram testados contra 4 bactérias e 2 fungos

patogénicos. Os resultados obtidos estdo apresentados na tabela 3.

Tabela 3. Efeitos antimicrobianos (CMis, yM) dos peptideos isolados da secre¢ao de
B. lundii sobre bactérias e fungos patogénicos.

Peptideos de B. lundii
Microrganismos | Raniseptina-Bl 1 Hilina b3 Hilina b4

E. coli 4 64 n.a.
ATCC 25922

K. pneumoniae 2 16 32
ATCC 13883

S. aureus 4 8 16
ATCC 25923

S. epidermidis <1 8 8

ATCC 12228

C. albicans 16 32 n.a.
ATCC 14053

C. neoformans 4 16 16

H99

n.a. = ndo ativo na maior concentragdo empregada (128 pM)

O peptideo raniseptina-Bl 1 foi o mais efetivo na inibicdo do crescimento
das bactérias e fungos testados com valores de CMI bastante expressivos como
0 observado no caso de S. epidermidis com CMI < 1 yM e sobre K. pneumoniae
com valor de CMI = 2 yM. Tais valores de CMI equiparam-se aos obtidos com a
avaliagdo das propriedades antimicrobianas da raniseptina 1 (previamente isolada
de B. raniceps) que corresponderam a 5 uM para a E. coli e 20 uM para S. aureus
(Magalhaes et al., 2008)

Os peptideos da familia das hilinas, hilinas b3 e b4, mostraram-se mais
ativos sobre as bactérias Gram-positivas, sendo que a hilina b3 exibiu valores de
CMl iguais a 8 uM tanto contra S. aureus quanto contra S. epidermidis, enquanto
que no caso da hilina b4 os valores foram iguais a 16 e 8 uM para as mesmas
bactérias. De maneira geral, a hilina b3 mostrou-se mais ativa do que a hilina b4
que se apresentou inativa sobre a bactéria E. coli na maior concentracao
empregada (128 uM).

No caso dos fungos patogénicos analisados, os trés peptideos testados
mostraram-se ativos sobre C. neoformans com valores de CMI iguais a 4 uM (para
a reniseptina-Bl 1) e 16 yM (para as hilinas b3 e b4). A levedura patogénica
C. albicans mostrou-se mais resistente, sendo que a hilina b4 ndo se mostrou ativa

sobre esse patogeno.
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Também foram realizados ensaios para se avaliar os efeitos inibitorios
desses peptideos sobre a proliferacdo de formas epimastigotas do protozoario
T. cruzi (Figura 13). Os trés peptideos apresentaram inibicdo parcial sobre a
proliferagdo do parasita na maior concentragcéo testada (128 uM), com efeitos
semelhantes sobre a viabilidade celular do parasita, com inibicdo de cerca de 80%
na maior concentracdo empregada. Em concentragdes menores, os trés
peptideos apresentaram indices de viabilidade maiores em relagédo ao controle

negativo, sugerindo um efeito estimulatério sobre a proliferagado do parasita.
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Figura 13. Avaliagao da viabilidade celular de formas epimastigotas de T. cruzi apés
incubagao por 96 horas com os peptideos raniseptina Bl-1 (A), hilina b3 (B) e hilina b4 (C).
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6. Discussao

Diversos estudos realizados utilizando secre¢des de anfibios tém permitido
o isolamento de centenas de peptideos com diversas propriedades biolégicas
(Wang et al., 2012; Attoub et al., 2013; Xu e Lai, 2015; Marani et al., 2017; Conlon
et al., 2017; Zhang et al., 2018; Long et al., 2018) e, dentro desse contexto,
o presente trabalho resultou no isolamento e caracterizagdo quimica e biologica
de trés peptideos inéditos presentes na secrecédo cutanea da ra, endémica do
Brasil, Boana lundii.

A secrecao cutanea de B. lundii exibiu elevada complexidade em sua
composicao em termos de conteudos peptidicos, como pode ser inferido pela
observacgéo do perfil cromatografico resultante do fracionamento dessa secrecéo
com o emprego da técnica de interag&o hidrofébica em coluna de fase reversa tipo
C1s (Figura 4), técnica comumente utlizada com o intuito de purificar peptideos
oriundos da pele de anfibios. Tal riqueza de componentes peptidicos tem sido
vastamente relatada na literatura para outras secrec¢des da pele de diferentes
espécies de anuros (Castro et al., 2005; Conlon et al., 2007; Castro et al., 2009;
Libério et al., 2011; Wang et al., 2012; Conlon et al., 2017).

No presente estudo, o emprego da técnica de interagdo hidrofébica em
coluna de fase reversa tipo C1s aliada a analise por espectrometria de massas e
sequenciamento quimico por degradacdo de Edman permitiram a purificagéo e a
elucidagao das estruturas primarias de trés novos peptideos com propriedades
antimicrobianas sobre bactérias e fungos leveduriformes. A caracterizagao
estrutural desses trés peptideos permitiu classifica-los como membros das
familias raniseptina e hilina.

A familia das raniseptinas consiste de peptideos antimicrobianos
inicialmente isolados do anuro Boana raniceps (Magalhaes et al., 2008), enquanto
que as hilinas foram isoladas das secre¢des das ras B. lundii (Castro et al., 2005)
e B. albopunctata (Castro et al., 2009). Os peptideos de B. lundii isolados no
presente estudo foram denominados raniseptina-Bl 1, hilina b3 e hilina b4 em
virtude das similaridades estruturais com outros membros das familias raniseptina
e hilina (Figura 8, figura 9 e Figura 10).

Os peptideos raniseptina-Bl 1, hilina b3 e hilina b4 apresentaram uma alta

incidéncia dos residuos hidrofobicos leucina, alanina e glicina, que sao
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conhecidos por estabilizarem ou promoverem a formacéo de a-hélices (Harris et
al., 2011).

O alinhamento das estruturas primarias da raniseptina-Bl 1 com a
raniseptina 3 resultou em indices de identidade de 79% e de similaridade de 83%
(Figura 8). J& no caso das hilinas b3 e b4, os indices de identidade e de
similaridade com as hilinas b1 e b2 também mostraram-se altos, sendo que a
hilina b3 exibiu indices de identidade de 68% e de 72% e de similaridade de 73%
e 77% com as hilinas b1 e b2, respectivamente. Ja no caso da hilina b4, os indices
observados foram de 63% e de 68% em termos de identidade e de 69% e 78% de
similaridade com as hilinas b1 e b2, respectivamente.

A diferenga de 1 Da entre as massas moleculares experimentais e as
massas tedricas das hilinas b3 e b4 indica a presenga de uma possivel
modificacdo pds-traducional correspondente a amidacao na porgao C-terminal.
A presenca de amidacdo na extremidade C-terminal das hilina b1 e hilina b2 foi
confirmada por derivatizacdo utilizando esterificagdo de Fisher e analise por
espectrometria de massas dos peptideos modificados (Castro et al., 2005) e tal
caracteristica parece ser fundamental na estabilizacdo dos elementos de estrutura
secundaria de PAMs ao adotarem conformacéo a-helicoidal (da Silva et al., 2014).

Os PAMs de B. lundii descritos no presente trabalho exibiram efeitos
inibitérios sobre o crescimento de diversos patégenos, incluindo bactérias
Gram-negativas e Gram-positivas, fungos e o protozoario T. cruzi. De maneira
geral, os peptideos de B. lundii mostraram-se mais ativos sobre bactérias
Gram-positivas do que sobre os demais patdgenos (Tabela 3 e Figura 13).

Geralmente os peptideos ativos em membranas sao capazes de assumir

uma estrutura secundaria anfipatica quando em contato com as membranas
biolégicas. Como a parede -celular bacteriana é altamente carregada
negativamente, os PAMs catidnicos (que representam a maioria do PAMs ja
descritos) tém maior capacidade de interagir com a membrana bacteriana e de
causar danos a ela (Omardien et al., 2016), sendo assim a classe de PAMs mais
estudada para uso terapéutico. Em termos gerais, considera-se que a interagéo
entre as caracteristicas dos peptideos e a composicdo da membrana celular é o
que determina a especificidade e a poténcia da atividade desempenhada pelo

peptideo (Lewies et al., 2015).
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A conformagdo em a-hélice e a anfipaticidade sao consideradas
importantes para a atividade hemolitica e para a atividade sobre bactérias
Gram-positivas (Rodriguez et al., 2014). Além de assumirem, na maioria das
vezes, conformacdo em a-hélice, esses peptideos sdo de natureza catidnica.
A carga liquida positiva direciona a ligagcdo do peptideo a bicamada lipidica
negativamente carregada dos microrganismos. Estudos feitos com membranas
miméticas sugerem que o carater catidénico dos PAMs pode ser determinante
para a formagdo de poros nas membranas bioldgicas (Lee et al., 2017).
Isso sugere que provavelmente é a carga liquida da molécula e ndo a
anfipaticidade que determina em grande parte a atividade citolitica das hilinas.
E possivel que a atividade antifingica também seja afetada por este parametro,
pois a hilina a1 também mostrou uma atividade consideravel em varias espécies
de Candida (Castro et al., 2009).

O aumento da resisténcia aos medicamentos nas populagdes de
tripanossomatideos e a auséncia de vacinas eficazes fizeram com que novas
pesquisas por efetores anti-parasitarios com amplo espectro de atividade, baixa
toxicidade para o hospedeiro e baixa propensao a induzir resisténcia fossem
realizadas. Os PAMs também s&o capazes de interagir com as membranas de
protozoarios, visto que eles exibem uma quantidade maior de fosfolipidios
aniénicos em suas membranas celulares (Silva et al., 2013), no entanto os PAMs
de B. lundii caracterizados no presente trabalho exibiram baixo efeito sobre
formas epimastigotas de Trypanosoma cruzi.

A caracteristica anfipatica das a-hélices observadas nos PAMs de B. lundii
(Figura 11) e em outros peptideos antimicrobianos é crucial para a interagao com
a membrana celular gragas ao posicionamento dos aminoacidos hidrofobicos de
um lado e os residuo basicos dispostos do outro lado do eixo da hélice.
Peptideos helicoidais e anfipaticos geralmente se encontram desestruturados
em solugdo e sdo eletrostaticamente atraidos pelos grupos negativamente
carregados presentes na superficie das celulas, tais como acidos teicdicos e
peptideoglicanos em bactérias Gram-positivas e a camada externa rica em LPS
em Gram-negativas. Com o objetivo de induzir a conformacédo funcional
relevante para a atividade citolitica, modelos experimentais que mimetizam a
membrana bioldgica frequentemente sao utilizados como, por exemplo, o uso de

micelas de SDS que estabelece um meio hidrofébico semelhante ao encontrado
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na membrana (da Silva et al., 2014). Experimentos realizados com o emprego
da técnica de dicroismo circular confirmaram a formacao de estrutura helicoidal
nos PAMs raniseptina-Bl 1, hilina b3 e hilina b4 (Figura 12).

Peptideos lineares que sao capazes de assumir uma estrutura helicoidal
ativa e anfipatica estdo entre os mais abundantes na natureza e ha alguns
parametros fisicos que se mostraram relevantes para a atividade bioldgica, tais
como a extensao da cadeia peptidica, a sequéncia de residuos de aminoacidos,
a carga, o grau de estruturagao (helicidade), a hidrofobicidade e anfipaticidade
(Guimaraes et al., 2016).

A maior atividade dos peptideos aqui avaliados sobre bactérias
Gram-positivas pode estar relacionado com o fato de que a parede celular das
bactérias Gram-positivas, mais grossa, ser utilizada pelos PAMs para se
acumularem na membrana, facilitando sua acao. Isso se daria porque, apesar da
parece celular dessas bactérias ser grossa, ela é porosa, ndo impedindo a
passagem dos PAMs e permitindo que eles formem complexos com moléculas
precursoras da parede, facilitando seu acumulo na superficie da membrana
celular (Malanovic e Lohner, 2016). Entretanto, o aumento da densidade dessa
parede, com a finalidade de sequestrar moléculas nocivas a célula, € um
mecanismo de defesa relativamente comum em bactérias Gram-positivas
(Dorschner et al, 2006; Saar-Dover et al, 2012), mas que nao parece ter sido
suficiente para apresentar resisténcia semelhante as Gram-negativas contra os
PAMs aqui testados.

Os peptideos isolados da secrecado cutdnea de B. lundii descritos nesse
trabalho representam um aporte inédito para esta espécie e podem contribuir para
o desenvolvimento de novos modelos terapéuticos. A identificacdo e
caracterizacao de peptideos antimicrobianos inéditos podem servir de inspiragao
para o desenvolvimento de novos agentes terapéuticos, uma vez que o modo de
acao dos peptideos sobre as membranas bacterianas torna mais dificil a selegao
de mecanismos de resisténcia nas bactérias, contribuindo assim para contornar o
problema de resisténcia microbiana aos antibidticos convencionais.

O presente estudo reforca o potencial terapéutico dos PAMs isolados da
secregao cutanea de anuros e evidencia a necessidade de estudos sistematicos
visando explorar adequadamente o potencial farmacoldgico e bioquimico da

anurofauna brasileira.
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7. CONCLUSOES

No presente estudo foram identificados e caracterizados trés peptideos
inéditos com propriedades antimicrobianas isolados da secregdo cutanea do
anuro Boana lundii.

O peptideo com cadeia polipeptidica de 27 residuos de aminoacidos foi
denominado raniseptina-Bl 1 e exibiu similaridade com o peptideo raniseptina 3
isolado da secreg¢dao do anuro B. raniceps. Tal peptideo exibiu atividade
antimicrobiana relevante sobre bactérias e fungos patogénicos, merecendo
destaque seus efeitos sobre as bactérias S. epidermidis com CMI < 1 uM e
K. pneumoniae com valor de CMI = 2 uM. Também mostrou-se bem ativo sobre
os fungos C. neoformans (CMI = 4 uM) e C. albicans (CMI = 16 pM).

Outros dois peptideos pertencentes a familia das hilinas também foram
isolados e caracterizados no presente trabalho. Tais peptideos, denominados
hilinas b3 e b4, mostraram-se mais ativos sobre as bactérias Gram-positivas do
que sobre as Gram-negativas. A hilina b3 mostrou-se a mais ativa dentre as duas
novas hilinas isoladas, merecendo destaque sua atividade sobre as bactérias
Gram-positivas S. aureus e S. epidermidis com valores de CMI iguais a 8 pM e
sobre o fungo C. neoformans com valor de CMI igual a 16 pM.

Os trés peptideos exibiram atividade inibitéria parcial sobre a proliferagao
do parasita T. cruzi, sendo que nenhum dos peptideos testados conseguiu inibir
completamente a proliferacdo do parasita mesmo na maior concentragao

empregada (128 uM).
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8. PERSPECTIVAS

Como perspectivas para o presente trabalho, destacamos:

v Avaliar seus efeitos hemoliticos sobre eritrocitos humanos;

v Avaliar seus efeitos antimicrobianos sobre bactérias e fungos
multirresistentes;

v Avaliar seus efeitos antimicrobianos sobre outros protozoarios
patogénicos, como Leishmania sp. e Plasmodium falciparum;

v Avaliar os efeitos antimicrobianos dos peptideos analisados em
combinagao com drogas antibiéticas convencionais;

v Avaliar seus efeitos sobre virus de interesse médico, como virus
zika, da febre amarela, da dengue e da febre chikungunya;

v Propor e produzir, por sintese quimica, analogos dos peptideos
isolados no presente trabalho com o objetivo de melhorar suas propriedades

antimicrobianas e sua seletividade.
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