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RESUMO

A descoberta dos antibidticos trouxe um grande avanco para a medicina,
melhorando a qualidade de vida e promovendo uma queda drastica da
mortalidade por infecgbes microbianas. Mas o seu uso indiscriminado tem
conduzido a um processo de retorno a era pré-antibiéticos e, mesmo com os
diversos recursos tecnoldgicos atualmente disponiveis, tem havido dificuldades
em encontrar novos compostos antimicrobianos que possam sanar a problematica
gerada pela resisténcia dos microrganismos aos antibiéticos convencionais.
Os anuros possuem glandulas em sua pele que produzem e secretam uma grande
variedade de compostos bioativos como alcaloides, esteroides, aminas
biogénicas, proteinas e peptideos. Estas moléculas apresentam uma extensa
gama de bioatividades, incluindo antimicrobiana, antiparisitica, imunomoduladora,
antiviral e antitumoral. Os peptideos antimicrobianos (PAMs) presentes na
secregao cutdnea de anuros tém sido considerados uma opg¢ao terapéutica no
desenvolvimento de novos agentes antimicrobianos para combater o fenébmeno
de multirresisténcia aos antibidticos convencionais. Neste trabalho, foi realizada a
purificacao e caracterizagdo de quatro novos peptideos antimicrobianos isolados
da secrecdo cutanea do anuro Physalaemus cicada, espécie endémica do Brasil.
A secrecgao bruta foi obtida por estimulacao elétrica moderada e submetida ao
fracionamento por RP-HPLC em coluna C+s. As fragdes eluidas que apresentaram
atividade antimicrobiana no ensaio de varredura foram analisadas por MALDI-TOF
MS (Autoflex II, Briker). Quatro peptideos antimicrobianos foram purificados e
suas  estruturas primarias foram  determinadas por degradagéo
de Edman: Pc24 ("GFRDNLKKIAKDMLGQIAGAVAEKLKPSQ?9),

Pc26.1 ('"GFKDFMKNIVGKVVGAVVEKFKPSQ.NH2%), Pc26.2
('GFKDFMKNMAKNLVEKVAGAVIEKLKPSQ.NH2%°) e Pc28
(GLVSGIANTLSGLLGRL.NH>""). Os peptideos denominados Pc24, Pc26.1 e
Pc26.2 exibiram similaridade significativa com as nattererinas, uma familia de
PAMs isolada do sapo Physalaemus nattereri. O peptideo Pc28 nao apresentou
similaridade relevante com nenhuma das familas de PAMs ja descritas. Os PAMs
Pc24 e Pc28 foram produzidos por sintese quimica e seus efeitos antimicrobianos
foram avaliados sobre bactérias e levedura patogénicas. O peptideo Pc24
mostrou-se ativo sobre as bactérias Gram-negativas testadas com valor de CMls
de 4 pM para Escherichia coli e de 16 uM para Klebsiella pneumoniae. Ja o
peptideo Pc28 exibiu um espectro de acdo mais abrangente, mostrando-se ativo
sobre as bactérias E. coli e Staphylococcus epidermdis e sobre a levedura
patogénica Candida albicans. Em conclusédo, o presente trabalho resultou na
purificacdo e caracterizacao parcial de quatro novos peptideos antimicrobianos
presentes na secregao da pele de P. cicada, um anuro da familia Leptodactylidae,
espécie endémica do Brasil e com distribuicdo na regido da Caatinga brasileira.
Esses resultados ressaltam a importancia de se expandir os estudos acerca do
potencial farmacolégico dos anuros da fauna brasileira, englobando espécies de
outros biomas, como a Caatinga.

Palavras-chave: Anuros, Physalaemus cicada, secregdo cutanea, peptideos
antimicrobianos, purificagdo, caracterizacao
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ABSTRACT

The discovery of antibiotics was a major breakthrough for medicine, improving the
quality of life and promoting a drastic drop in mortality from microbial infections.
But its indiscriminate use has led to a process of return to the pre-antibiotic era
and, even with the various technological resources currently available, there have
been difficulties in finding new antimicrobial compounds that can solve the problem
generated by the resistance of microorganisms to conventional antibiotics.
Anurans have glands in their skin that produce and secrete a wide variety of
bioactive compounds such as alkaloids, steroids, biogenic amines, proteins and
peptides. These molecules have a wide range of bioactivities, including
antimicrobial, antiparistic, immunomodulatory, antiviral and antitumoral.
Antimicrobial peptides (AMPs) found in the cutaneous secretion of anurans have
been considered a therapeutic option in the development of new antimicrobial
agents to combat the phenomenon of multiresistance to conventional antibiotics.
In this work, the purification and characterization of four novel antimicrobial
peptides isolated from the cutaneous secretion of the anuran Physalaemus cicada,
an endemic species of Brazil, was carried out. Crude secretion was obtained by
moderate electrical stimulation and submitted to fractionation by RP-HPLC in a C+s
column. The eluted fractions that showed antimicrobial activity in a screening
assay were analyzed by MALDI-TOF MS (Autoflex Il, Briker). Four antimicrobial
peptides were purified and their primary structures were determined by Edman
degradation: Pc24 ('GFRDNLKKIAKDMLGQIAGAVAEKLKPSQ?®) Pc26.1
('"GFKDFMKNIVGKVVGAVVEKFKPSQ.NH,?%) Pc26.2
('"GFKDFMKNMAKNLVEKVAGAVIEKLKPSQ.NH2%) and Pc28
("GLVSGIANTLSGLLGRL.NH2"7). The peptides, named Pc24, Pc26.1 and
Pc26.2, exhibited remarkable similarity to nattererins, an antimicrobial peptide
family isolated from the frog Physalaemus nattereri. The peptide designated Pc28
has no relevant similarity to the already described families of AMPs. The peptides
Pc24 and Pc28 were produced by chemical synthesis and their antimicrobial
effects were evaluated on pathogenic bacteria and yeast. Pc24 was active on
Gram-negative bacteria with MIC values of 4 uM for Escherichia coli and 16 yM
for Klebsiella pneumoniae. The peptide Pc28 showed a broader spectrum of
action, being active on the bacteria E. coli and Staphylococcus epidermdis and on
the pathogenic yeast Candida albicans. In conclusion, the present work resulted in
the purification and partial characterization of four novel antimicrobial peptides
found in the skin secretion of P. cicada, an anuran of the Leptodactylidae family,
an endemic species of Brazil and distributed in the Brazilian Caatinga. These
results highlight the importance of expanding the studies about the
pharmacological potential of the anurans of the Brazilian fauna, including species
of other biomes, such as Caatinga.

Key words: Anura, Physalaemus cicada, skin secretion, antimicrobial peptides,
purification, caracterization
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1. INTRODUGAO
1.1. Descoberta dos antibiéticos e o advento da resisténcia aos antimicrobianos

Na historia da humanidade, existem feitos marcantes e a descoberta dos
antibioticos foi uma delas. Revolucionaram a medicina do século XX, salvando a vida de
milhdes de soldados na Segunda Guerra Mundial (1938-1945) que morriam em virtude
de infecgbes associadas aos ferimentos causados nas batalhas. Com seu uso, doengas
como pneumonia, gonorreia, febre reumatica e tuberculose deixaram de ser fatais
(Kalvaitis, 2008; Aminov, 2017). Entretanto, como predito por Alexandre Fleming, a
resisténcia bacteriana aos antibidticos foi notada logo apds sua introdugédo na
terapéutica, ndo se restringindo apenas aos ambientes hospitalares, ja que nossa
microbiota é constituida naturalmente por bactérias que sdo de grande importancia na
homeostase e vivem de maneira comensal em nosso organismo, estando presentes nas
regides oral, nasal, epiderme, intestino e tendo papel relevante em varios processos
metabdlicos, nutricionais, entre outros (Ohland e Jobin, 2015) .Relatos recentes
demonstram o aumento de resisténcia microbiana aos antibiéticos em infecgbes
comunitarias ndo s6 em paises em desenvolvimento, como também em paises
desenvolvidos (Van Hecke et al., 2017) propagando-se a nivel mundial pelo uso
indiscriminado de antibioticos, prescricao incorreta, abandono do tratamento, falta de
controle pelos 6rgaos regulamentadores, uso excessivo na pecuaria, utilizagao de
inseticidas na agricultura e sanitizantes de uso doméstico (OMS, 2012; O’Neill, 2016).
Previsdes recentes indicam que, se nao forem tomadas medidas preventivas urgentes,
em 2050 mais de 10 milhdes de pessoas morrerdo em decorréncia de infecgdes por
bactérias resistentes aos antimicrobianos (O’Neill, 2016) (Figura 1).

A Sociedade Americana de Doencas Infecciosas (IDSA - Infectious Diseases
Society of America, https://www.idsociety.org/) tem alertado acerca do risco oferecido por
microrganismos multiresistentes, em especial por um grupo que usa o acrénimo
ESKAPE que inclui seis patdgenos bacterianos: Enterococcus faecium, Staphylococcus
aureus, Klebsiella pneumoniae, Acinetobacter baumannii, Pseudomonas aeruginosa e
Enterobacter (Pendleton et al., 2013; Santajit e Indrawattana, 2016). Tal denominagao,
resultante do emprego das iniciais das bactérias do grupo, também faz referéncia a
capacidade desses patdogenos em escapar dos efeitos dos antimicrobianos.

A preocupagao com a resisténcia antimicrobiana vem associada com a diminuigao

do interesse das grandes industrias farmacéuticas no desenvolvimento de novos



antibiéticos, pela falta de incentivos governamentais em pesquisas e o elevado custo
(em média US$ 800 milhdes de investimentos em 10 anos e, em torno, de US$ 50-70
milhdes na fase clinica lll) (Conly e Johnston, 2005; Rex et al., 2013). O baixo retorno
em relagdo ao tempo e valores investidos tem levado o mercado a investir em doengas
crénicas como diabetes, artrite, hipertensao, HIV, que demandam medicamentos de uso
continuo e de manutengao prolongada, tornando-se um campo de investimentos mais
atrativo e rentavel que o de desenvolvimento de novos antibiéticos (Spellberg, 2014).
A Figura 1 resume o aumento da resisténcia e a diminuicdo na busca por novos

antibioticos nas ultimas décadas.

Resisténcia antimicrobiana (RAM) - uma crise anunciada

Nao hé maior evidéncia da necessidade de uma resposta global colaborativa do quea luta contraa RAM que ameaca os sistemas moderos de sadde, podendo prejudicar os esforgos
para sealcancar as metas de desenvolvimento sustentavel (Sustainble Development Goals - SDGs)
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Figura 1. Aumento da resisténcia aos antimicrobianos e o declinio na descoberta de novos
antibioticos. (Retirado de Brennan, 2016).

Ha uma urgéncia voltada ao desenvolvimento de novos farmacos antimicrobianos,
ja que as falhas terapéuticas se tornaram infelizmente uma constante. Diversos estudos
tém apontado os peptideos antimicrobianos (PAMs), também chamados de peptideos

de defesa (PDs), como fortes candidatos na produgéo de opgdes terapéuticas que sanem



a problematica criada pela resisténcia aos antimicrobianos (Nascimento et al., 2003;
Ladram e Nicolas, 2016).

Dentro desse cenario, a secrecdo dos anfibios € uma fonte rica em peptideos
farmacologicamente ativos, principalmente peptideos ativos em membranas bioldgicas
(Nascimento et al., 2003; Conlon et al., 2012; Conlon et al., 2014; Ladram e Nicolas,
2016). A membrana plasmatica parece ser o principal alvo de agdo dos peptideos
antimicrobianos e muitos dos seus efeitos estao relacionados as alteragdes no balango
osmotico celular e nas propriedades funcionais da membrana plasmatica, resultando em
morte celular (Nascimento et al., 2003; Ladram e Nicolas, 2016) e em contraste a muitos
antibiéticos 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
(Nascimento et al., 2003; Conlon et al., 2014).

Estudos tem apontado a relevancia dos PAMs como candidatos promissores a
novos farmacos, como pode ser exemplificado pelo peptideo PMA SAA-148 que é capaz
de inibir a formacao e erradicar biofilmes proteicos com S. aureus e A. baumannii,
comumente encontrados em infec¢des hospitalares (de Breij et al., 2018). Essa classe
de moléculas, além de ser promissora como agentes antimicrobianos, pode ter outras
aplicacbes terapéuticas como antitumorais, hipoglicemiantes, anti-tromboliticos,
antiparasitarios (da Costa et al. 2015).

A Tabela 1 relaciona alguns farmacos peptidicos ja utilizados na clinica médica

evidenciando seu potencial terapéutico (da Costa et al. 2015).



Tabela 1. Farmacos peptidicos disponiveis comercialmente.

. . Aplicacao Ano de
Empresa Nome genérico Nome comercial L
terapéutica langamento
Elan Farmacéutica Ziconotide Prialt® Dor crbnica 2004

Amylin (agora BMI) Exenatide Byetta® Diabetes tipo 2 2005

. . Puarpura
Amgen Romiplostin Nplate® o 2008
trombocitopénica

Dyax corp Eccallantide Kalbitor® Angiodema hereditario 2009

Novo Nordisk Liraglutide Victoza® Diabetes tipo 2 2010

Merk Boceprevir Victrelis® Hepatite C 2011

Thrombogenics Ocriplasmin Jetrea® Adeséo vitreomacular 2012

Novartis Pasireotide Signifor® Doenga de Cushing 2012

Sindrome da angustia
respiratéria do
Discovery Labs Lucinactant Surfaxin® p ) 2012
recém-nascido

(SARRN)



1.2. Peptideos antimicrobianos (PAMs)

Os peptideos antimicrobianos sdo moléculas muito conservadas e desempenham
papel crucial na resposta imune dos organismos vivos, incluindo plantas, seres
invertebrados e vertebrados. Eles formam um grupo extremamente versatil com fungbes
variadas, destacando-se papel imunomodulatério, pré-apoptético, na defesa inata, no
combate a microrganismos invasores e na cicatrizagao de feridas (Nawrocki et al., 2014;
Wang et al., 2016).

Os PAMs podem ter até 100 residuos de aminoacidos, a maioria deles & basico,
com carga liquida positiva que pode variar entre +2 a +13, resultante da presenca de
residuos de lisina, arginina e histidina em suas estruturas (Kumar et al., 2018).

Os PAMs séao geralmente classificados em quatro grandes familias com base em
suas estruturas secundarias: folha B, a-hélice, estendida e loop, sendo que as mais
comumente encontradas sao a estrutura em a-hélice e em folha B (Bahar e Ren, 2013;
Andersson et al., 2016) (Figura 2).

Os PAMs formadores de a-hélice sao a familia mais estudada, correspondendo a
30-50% de todos os peptideos antimicrobianos identificados. A organizagdo em estrutura
helicoidal parece ser determinante para a atividade antimicrobiana dos PAMs, assim
como a cationicidade e anfipaticidade exibidas por essas moléculas (Bahar e Ren, 2013;
Andersson et al., 2016).
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Figura 2. Diversidade estrutural de peptideos antimicrobianos (PAMs). (a) Magainina, a-helicoidal;
(b) Defensina humana, folha B e (c) Indolicidina, espiral estendida. As regides com residuos com carga

positiva estdo representados na cor azul, ao passo que as regides contendo residuos hidrofobicos estdo

em vermelho. As por¢des N- e C-terminais estéo indicadas (Retirado de Kumar et al., 2018).



Sabe-se que parémetros fisico-quimicos, como carga, extensdo da cadeia
peptidica, estrutura, indice hidrofébico e anfipaticidade, sdo de extrema importancia para
a atividade biologica dos PAMs e estudos tém apontado que esses fatores interagem de

modo a garantir sua atividade antimicrobiana (Lee et al., 2015).

1.2.1. Agao dos PAMs na membrana celular bacteriana

As membranas bioldgicas sao estruturas laminares formadas principalmente por
fosfolipidos e proteinas, tendo em alguns organismos a presenga de glicerdis e
esteroides que contribuem para sua composi¢céo bioquimica e topologia. Entretanto ha
diferengas fundamentais na constituicio da membrana das células bacterianas e de
células animais (Zasloff, 2002). O colesterol e outros esterois, como o ergosterol, que
sdo abundantemente encontrados em membranas eucarioticas, sdo raramente
encontrados em membranas procariéticas. Os fosfolipidios hidroxilados, tais como
fosfatidilglicerol (PG), cardiolipina (CL) e fosfatidilserina (PS), que possuem alta
eletronegatividade sob condigcbes fisioldgicas, sdo os principais constituintes das
membranas de bactérias patogénicas, enquanto as membranas celulares de mamiferos
que sao ricas em fosfatidilcolina (PC), fosfatidiletanolamina (PE) e esfingomielina (SM),
considerados fosfolipideos zweteriénicos, tendem a ter uma carga neutra (Zasloff, 2002;
Ebenhan et al., 2014; Epand et al., 2016; Kumar et al., 2018).

Esta compreenséao é necessaria para entendermos a seletividade destas moléculas
e a sua forma de interacdo com a membrana bacteriana na qual os fosfolipidios
carregados negativamente tornando-se alvo para ligacdo dos PAMs, que s&do moléculas
catidbnicas, ou seja, carregadas positivamente, sendo esta interacdo eletrostatica
considerada a forma primaria dos mecanismos de agao dos PAMs. A Figura 3 representa
0 esquema geral da possivel interagdo dos PAMs com membranas procariéticas e

eucarioticas.
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Figura 3. Interagdo inicial de PAMs catidbnicos com membranas de células animais (a esquerda) e

membranas bacterianas (a direita) (Retirado de Kumar et al., 2018).

Alguns modelos de mecanismos de agéo foram propostos tendo como base
interacdes iniciais (eletrostatica e hidrofébica) entre os peptideos e a membrana celular
(Carvalho e MacHini, 2013; da Costa et al. 2015).

A Figura 4 ilustra os diferentes modelos propostos de interagcdo dos PAMs com a
membrana de células procariéticas, sendo os modelos formadores de poro (modelos
barrel-stave e poro toroidal) e ndo formadores de poro (modelo carpete) os mais
amplamente descritos (Salditt et al., 2006).

Modelo barrel-stave: apos ligagdo dos PAMs a superficie da membrana bacteriana,
sua estrutura secundaria sofre uma mudanca conformacional, ocorrendo uma cascata
de agregacgao das unidades monoméricas de forma paralela a face hidrofébica que fica
orientada em diregdo ao nucleo hidrofébico da membrana e a face hidrofilica fica
orientada na diregédo das regides aquosas da membrana formando um poro em “barril”.
A diferenga entre o modelo barrel-stave e o modelo do poro toroidal € que os monémeros
peptidicos ligam-se de maneira paralela a cabecga fosfolipidicas da membrana e nao
entre si (Salditt et al., 2006; da Costa et al., 2015; Andersson et al., 2016).



No modelo carpete, os peptideos se acumulam na membrana, causando uma
desorganizagéo dos lipideos enfraquecendo estas ligagdes e permitindo que estes
penetrem para o interior da membrana, levando a sua desestabilizagdo com formacao
de micelas (Salditt et al., 2006; Lee et al., 2015; Le et al., 2017).

Face hidrofilica
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Figura 4. Esquema dos diferentes modelos de mecanismos de ag¢&o propostos para os PAMs. Na parte
superior a esquerda esta representada a conformacgao helicoidal de magainina com seus lados hidrofilicos
e hidrofébicos da hélice, juntamente com a representacdo como um cilindro anfifilico. (a esquerda).
O modelo de poro toroidal como proposto para a magainina (centro e esquerda). No esquema apresentado
ao centro, observa-se o estado de superficie dos PAMs com os grupos laterais hidrofébicos ancorados no
nucleo hidrofébico da bicamada. Modelo barrel-stave como proposto para alameticina.(centro).
Modelo carpete: peptideos antimicrobianos aglomerados na superficie da membrana e, finalmente,
conduzindo a formagao de micelas (a direita, parte superior, centro e parte inferior) (Retirado de Salditt et
al., 2006).



Existe ainda um modelo que prevé efeitos dos PAMs sobre alvos intracelulares,
sendo esse modelo conhecido como modelo de Shai-Matsuzaki-Huang (Figura 5).
Segundo esse modelo, formam-se poros transitorios por onde os peptideos difundem-se

no citoplasma possivelmente atingindo alvos celulares (Zasloff, 2002).
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Figura 5. Esquema do modelo de Shai-Matsuzaki-Huang. a) Formacao de um carpete de peptideos na
camada externa da membrana. b) Integragdo do peptideo a membrana e afinamento da camada externa.
c) Formacgao de poros transitérios. d) Transporte de lipidios e peptideos para a camada interna. e) Difuséo
dos peptideos para alvos intracelulares (em alguns casos). f) Colapso da membrana em fragmentos e

ruptura fisica da membrana da célula alvo (Retirado de Zasloff, 2002).

1.3. Peptideos antimicrobianos de anuros
A classe anfibia € composta de 7977 espécies descritas, sendo dividida nas ordens:
Apoda (cecilias), Caudada (salamandras e tritdes) e Anura (sapos, ra e pererecas)
(Frost, 2019). No Brasil existem 1080 espécies, a maior riqueza mundial em espécies de
anfibios, sendo 1039 espécies pertencentes a ordem Anura (Segalla et al., 2016).
Grande parte dos anfibios apresenta ciclo bifasico, com uma fase larval aquatica,

e outra fase terrestre. Este processo evolutivo, associado as drasticas mudancas
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ambientais, trouxe grandes desafios fisioldgicos, como manutencdo e balanceamento
hidrico, ajuste da respiragédo em resposta a saturagéo de oxigénio e maiores flutuagdes
da temperatura ambiente diaria, sendo a pele dos anfibios a responsavel pela maioria
destas fungdes (Konig et al., 2015). Em sua derme ha um vasto numero de glandulas
mucosas e granulosas distribuidas em sua regido dorsal, que se comunicam com a
superficie externa diretamente através de ductos secretérios. As glandulas mucosas
secretam mucopolissacarideos para manuten¢cao da umidade da pele e as granulosas
secretam substancias de defesa contra predadores vertebrados e microrganismos,
sendo essa secregéo liberada por estimulos, como estresse e injuria, que comprimem
os miécitos que através das células serosas liberando a secregéo (Xu e Lai, 2015).

Existe um crescente interesse nesse taxon em virtude da presenca de compostos
quimicos de grande importancia farmacolégica na pele desses animais (Nascimento et
al., 2003; Lu et al., 2008; Sousa et al., 2017). Estas secre¢cdes também exibem grande
diversidade de peptideos com variadas atividades biolégicas ja descritas como: inibidor
de proteases, antioxidante, liberador de insulina, cicatrizante, imunomoduladora,
antiviral, antitumoral, antiparasitaria, antibacteriana, entre outras (Xu e Lai, 2015).

Na composigdo da secregcéo das glandulas granulosas existem peptideos com
ampla atividade antimicrobiana, os quais fazem parte do arsenal de imunidade inata do
animal, protegendo-o da proliferagdo de microrganismos patogénicos. Esses peptideos
tém atraido a atengdo da comunidade cientifica como potencial agente terapéutico contra
bactérias que apresentam resisténcia aos antibidticos convencionais disponiveis

comercialmente (Conlon et al., 2012; Conlon et al., 2014).

1.4. Mecanismos de resisténcia microbiana aos PAMs

Com a co-existéncia dos PAMs e dos microrganismos em ambientes competitivos,
como solo, agua, locais ricos em microbiotas como mucosas oral, intestino, tecido
epitelial e outros, ha a expectativa da selegcdo de estratégias para sobrevivéncia das
mesmas, levando a resisténcia aos antimicrobianos (Andersson et al., 2016).

Esta resisténcia ocorre por diferentes vias, podendo ser passiva quando ja é
intrinseco do microrganismo como, por exemplo, € observado nos géneros Proteus,
Providencia, Serratia e Burkholderia, sendo a resisténcia resultado da presenca de
lipidios A carregados positivamente, reduzindo assim a interagdo com os PAMs; ou

induzidas ou adaptativas, quando a bactéria, em resposta ao meio ambiente rico em
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PAMs, por meio de selecdo natural passa a apresentar respostas adaptativas, como
descrito a seguir (Andersson et al., 2016):

Degradacgao por proteases como metalo-, cisteino-, serino- e aspartico-proteases
que podem ser secretadas ou ancoradas a parede bacteriana, clivando e inativando os
PAMs e impedindo que atinjam seu sitio alvo (Belas et al., 2004; Band e Weiss, 2015).

Mudancga de cargas da membrana bacteriana, ja que os PAMs s&o atraidos pelas
cargas eletronegativas dos fosfolipidios da parede bacteriana, ao se reduzir as cargas
negativas dispostas na membrana, diminui a atragdo de ligacido destes pela membrana.
Um exemplo disto € a D-alanilacdo de acidos teicoicos e lipoteicoicos da parede,
reduzindo a carga negativa de bactérias Gram-positivas. No caso das Gram-negativas,
observa-se alteragdo semelhante da carga superficial por meio da modificacdo dos
lipopolissacarideos que sao parte da membrana externa por fosforilagdo reduzida,
substituicdo de agucares ou adigao de lipidios, conferindo protegao relativa contra PAMs
(Malanovic e Lohner, 2016).

Neutralizagdao e captura. Proteinas e polissacarideos associados a superficie
bacteriana ou secretados no meio extracelular podem se ligar diretamente aos PAMs,
blogueando assim o acesso aos componentes da membrana citoplasmatica e a
formagdo de poros liticos. Outra estratégia de neutralizagdo indireta de PAMs
empregada por patégenos bacterianos envolve a liberagdao do PAM ligado a superficie
bacteriana (Cole e Nizet, 2016).

Biofilme sdo agregados multicelulares tridimensionais que se formam sobre
superficies tanto na natureza quanto na clinica e sdo adaptativamente resistentes aos
antibiéticos em comparagdo com as bactérias plancténicas (Pletzer et al., 2016).
Sua presenga € um fator limitante para permeabilizacdo de antibiéticos (entre eles os
PAMs) colaborando como um mecanismo de resisténcia, tanto por servir de barreira,
como por promover mudangas conformacionais nos alvos dos antibidticos (Band e
Weiss, 2015).

Bombas de efluxo sdo complexos de proteinas ligadas principalmente a
membranas que movem compostos toxicos (incluindo antibiéticos) para fora da célula.
Sao transportadores ativos, requerendo diretamente ATP ou usando um gradiente de
potencial eletroquimico. Sao importante na resisténcia a antibiéticos incluindo os PAMs,

contribuindo para colonizagédo no hospedeiro (Band e Weiss, 2015; Joo et al., 2016).
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Devido ao seu mecanismo de acao relativamente ndo especifico, a selecao de
mecanismos de resisténcia aos PAMs pelos microrganismos ocorre a uma taxa bem
menor que a dos antibidticos convencionais, sendo que estudos recentes tém
demostrado eficacia dos PAMs mesmo na presenga dos mecanismos de resisténcia
supra-citados como, por exemplo, a inibicao de biofilmes, continuando assim a ser uma
excelente alternativa as bactérias MDR (multirresistentes aos antibioticos convencionais)
(Pletzer et al., 2016; Chung e Khanum, 2017; de Breij et al., 2018).

1.5. A espécie Physalaemus cicada

O género Physalaemus compreende 48 espécies documentadas (Frost, 2019) e
estd amplamente distribuido na regido dos Andes, Bolivia, Colémbia e Brasil. A espécie
Physalaemus cicada (Leptodactylidae, Leiuperinae) € endémica do Brasil, geralmente
encontrada em planicies de areas abertas, na caatinga e cerrado dos estados do Ceara,
Alagoas, Paraiba, Pernambuco, Bahia, Sergipe e Minas Gerais (Arzabe e Silvano, 2004;
Benicio et al., 2012).

P. cicada (Figura 6) caracteriza-se por apresentar porte médio, corpo delgado,
auséncia de glandula inguinal, barriga imaculada com algumas manchas marrons nas
laterais do abdémen e da garganta. A coloragao da regido inguinal é amarela (Benicio et

al., 2012). E comumente encontrado vocalizando em corpos d’agua temporarios.

caad A ;:"
gl i W .‘%5‘ e |

Figura 6. Exemplar adulto de P. cicada. Foto gentilmente cedida por Lucas Grandinetti.
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2. OBJETIVOS
2.1. OBJETIVO GERAL

Identificar, purificar e caracterizar peptideos inéditos da secre¢cdo do anuro
Physalaemus cicada com énfase na prospecgdo e caracterizagdo de peptideos

antimicrobianos para aplicacbes terapéuticas.

2.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

2.2.1. Ildentificar, isolar e caracterizar estruturalmente peptideos antimicrobianos
presentes na secrecao cutanea de P. cicada;

2.2.2. Analisar comparativamente os peptideos antimicrobianos de P. cicada com
outros PAMs ja descritos na literatura;

2.2.3. Determinar a composigdo de elementos de estrutura secundaria dos
peptideos identificados e isolados da secreg¢ao cutanea de P. cicada com o emprego da
técnica de dicroismo circular;

2.2.4. Determinar os efeitos antimirobianos dos peptideos identificados e isolados
da secrecgédo cutanea de P. cicada sobre bactérias e leveduras patogénicas por meio da

determinagao das concentragdes minimas inibitorias (CMls).
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3. MATERIAIS E METODOS
3.1. Coleta dos espécimes e extragcdo da secreg¢ao cutanea de P. cicada
Espécimes adultos da espécie P. cicada foram coletados em excursdes, durante
periodo noturno, no municipio de Correntina (Bahia). As secre¢bes cutadneas
empregadas no presente estudo foram obtidas por meio da aplicagao de corrente elétrica
branda alternada na regido dorsal dos animais. A secrecgéao liberada foi recolhida por
lavagem do corpo do animal com agua Milli-Q, congelada, liofilizada e armazenada
a -20°C até a sua utilizacédo. Todas as coletas foram realizadas sob licenca do ICMBIO
(no. 66313-2).

3.2. Fracionamento cromatografico da secregao cutanea de P. cicada

Aliquotas individualizadas da secrecao liofilizada (3,0 mg) foram dissolvidas em
250 uL de TFA 0,1% (v/v) em agua Milli-Q, centrifugadas por 5 min a 15.800 x g.
Aliquotas de 200 pL do sobrenadante foram aplicadas em uma coluna de fase reversa
do tipo C1g (Shimadzu Shim-pack VP-ODS 15 cm). Um gradiente linear de TFA 0,1 %
(v/v) em acetonitrila foi empregado na eluigéo, com fluxo de 1 mL/min. A detecgao ao UV
foi monitorada no comprimento de onda de 216 nm. As fracdes de P. cicada foram
eluidas aplicando-se as seguintes condigdes: gradiente de 0 a 25% do solvente B (TFA
0,1%, v/v, em acetonitrila) em 5 min; de 25 a 45% do solvente B em 20 min, de 45 a 62%
de solvente B em 10 min. As fragbes eluidas foram coletadas manualmente, secadas a

vacuo e armazenadas a -20°C.

3.3. Purificagao dos peptideos antimicrobianos de P. cicada

A purificagao das fragdes com atividade antimicrobiana de P. cicada foi realizada
em coluna de fase reversa do tipo C1s (Phenomenex Luna 5 p Hilic 200 A, 15 cm x 4.60
mm) com fluxo de 1 mL/min e utilizando-se um gradiente linear de 1% por minuto, sendo
a fase mével A: acetonitrila 90%, agua Milli-Q 9,9% e TFA 0,1% e a fase mével B: TFA
0,1% em agua Milli-Q. A deteccao foi monitorada a 216 nm e as fragbes coletadas

manualmente, secadas a vacuo e armazenadas a -20°C.

3.4. Sintese quimica dos peptideos antimicrobianos de P. cicada
Os peptideos Pc24 e Pc28 foram produzidos por sintese quimica pela empresa

GenOne Biotechnologies (Rio de Janeiro, Brasil) empregando-se a quimica Fmoc
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(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.

3.5. Quantificagado dos peptideos antimicrobianos de P. cicada

Os peptideos empregados no presente estudo foram quantificados em
espectrofotdmetro (Bel Photonics UV/Vis M51), por meio da leitura das absorvancias nos
comprimentos de onda 205, 215 e 225 nm (Aitken e Learmonth, 2002;
https://www.ruf.rice.edu/~bioslabs/methods/protein/abs205.html).

O célculo que permitiu obter a concentragdo protéica em pg/mL a partir das

medidas de absorvancia esta descrito abaixo:
Concentragaor = Abs@osnm) x 1000 Concentragéoz = 144 x [Abs@215nm) — AbS225nm)]
31

Concentracao1 + Concentracdoz = Concentragdo 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).

3.6. Avaliagao da atividade antimicrobiana

Linhagens de bactérias e leveduras 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 agitacdo, a 37°C, durante 16 horas. Quando a
densidade optica a 595 nm atingiu o valor de 1.0, cada suspensao microbiana foi diluida
em meio Mueller-Hinton (bactérias) ou BHI (leveduras) fresco, nas proporgées 1:50 para
bactérias Gram-negativas e 1:100 para Gram-positivas e para a levedura Candida
albicans. As amostras foram solubilizadas em agua Milli-Q estéril e incubadas com a
suspensao microbiana diluida, numa proporgéo de 1:1 (v/v), em placas de microtitulagao
estéreis (96 pogos, fundo chato).

Como controle representativo da auséncia de crescimento microbiano foi utilizado
formaldeido 0,4% (v/v) e como controle de crescimento pleno foi feita a incubagédo da
suspensao microbiana com agua Milli-Q estéril. Apds a incubagéo por um periodo de
18 a 24 horas, a 37°C, as placas foram analisadas a 595 nm, em leitora de microplacas
(Multiskan®FC, Thermo Scientific, EUA).
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O ensaio de varredura foi realizado com as bactérias Staphylococcus aureus
ATCC 25923 e Escherichia coli ATCC 25922, a fim de verificar quais componentes
resultantes do fracionamento da secrecéo de P. cicada apresentavam atividade inibitéria
sobre o crescimento microbiano. Cada fragdo cromatografica de cinco corridas de
RP-HPLC foram reunidas, solubilizadas em 250 yL de agua Milli-Q e incubadas (50 pL)
com a suspensao bacteriana, de acordo com o método descrito acima.

Os peptideos que apresentaram atividade antimicrobiana no ensaio de varredura
foram acumulados ou produzidos por sintese quimica para a determinacdo da
concentragdo minima inibitéria (CMI). A CMI foi assumida como sendo a menor
concentracdo na qual ndo houve crescimento espectrofotometricamente detectavel.
Foram realizadas determinagdes de CMI para as bactérias Escherichia coli ATCC 25922,
Staphylococcus aureus ATCC 25923, Klebsiella pneumoniae ATCC 13883 e
Staphylococcus epidermidis ATCC 12228 e para a levedura Candida albicans ATCC
14053. Aliquotas de 50 uL de diluigdes seriadas de cada peptideo puro, feitas a partir de
uma solugao-estoque a 256 uM esterilizada por filtragdo em filtro Millex GV 0,22 um,
foram incubadas com 50 uL de suspensao microbiana. Apés a incubacao por um periodo
de 22 h a 37°C, as placas foram analisadas a 595 nm, em leitora de microplacas
(Multiskan®FC, Thermo Scientific, EUA).

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

As fragdes cromatograficas obtidas que apresentavaram atividade inibitéria sobre
o crescimento microbiano foram analisadas off-line em um espectrdbmetro de massas do
tipo MALDI-TOF modelo Autoflex Il (Bruker, Alemanha) operado no modo positivo e com
emprego do refletor de modo a se determinar o grau de homogeneidade e as massas
moleculares dos componentes presentes.

As fragbes foram reconstituidas em acetonitrila 50% (v/v) contendo TFA 0,1% (v/v)
e 1 uL de cada fragdo cromatografica foi aplicada em placa de ago inoxidavel juntamente
com matriz acido a-ciano-4-hidroxicinamico (HCCA, 10 ug/uL) ressuspendida em
acetonitrila 50% (v/v) contendo TFA 0,1% (v/v). O equipamento foi previamente calibrado
utilizando-se o padrao Peptide Calibration Standard Il (Bruker, Alemanha), sendo

analisada a faixa de m/z de 750 a 4000.
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3.8. Determinacgéao da estrutura primaria dos peptideos de P. cicada
A estrutura primaria dos peptideos antimicrobianos isolados da secrecéo cutanea
de P. cicada foi determinada por degradagcéo de Edman, em sequenciador automatico

PPSQ-31A/33A (Shimadzu, Japao), de acordo com as orienta¢des do fabricante.

3.9. Analises computacionais

O algoritmo  BLASTp  (Altschul et al, 1990; disponivel em
http://blast.ncbi.nim.nih.gov/Blast.cgi), o banco de dados APD3 (Wang et al., 2016;
disponivel em http://aps.unmc.edu/AP/main.php) e diferentes referéncias bibliograficas
sobre o tema foram utilizados para buscas de similaridade entre as sequéncias
encontradas para os PAMs de P. cicada e outros peptideos antimicrobianos ja descritos
na literatura; a ferramenta Expasy pl/Mw tool (http://web.expasy.org/compute_pi/)
(Bjellgvist et al., 1993) foi utilizada para o calculo da massa tedrica monoisotdpica dos
peptideos; Clustal Omega (http://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalo/) (Sievers et al.,
2011) foi usado para o alinhamento das multiplas sequéncias similares e para o
alinhamento de apenas duas sequéncias foi empregado EMBOSS Needle Pairwise

Sequence Alignment) (Rice et al., 2000).

3.10. Andlise dos componentes de estrutura secundaria dos peptideos
antimicrobianos de P. cicada por dicroismo circular

A composicdo de elementos de estrutura secundaria presentes nos peptideos
antimicrobianos isolados da secrecao cutanea de P. cicada foi determinada por medidas
de dicroismo circular (CD) realizadas em um espectropolarimetro Jasco J-815, equipado
com um sistema Peltier (Jasco, Japao) e uma bomba de agua. Os peptideos de P. cicada
foram analisados em uma cubeta de quartzo de 0,1 cm, na presenca de agua e de
SDS 35 mM a 25°C. Cinco medidas consecutivas foram realizadas nos comprimentos de
onda entre 190 e 260 nm, a média final entre os espectros foi obtida e da média dos
espectros subtrairam-se os espectros referentes a linha de base da agua e SDS.
A elipticidade observada foi convertida em elipticidade molar ([8]) (deg.cm?.dmol)
baseada na massa molecular por residuo de 115 Da (Pace et al., 1989).

A obtencao da helicidade foi estimada considerando os valores de [0] A20snm Usando
a equacao (Greenfield e Fasman, 1969):

£ = ([6]20s — 4000)
H™ (=33000 — 4000)
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4. RESULTADOS

Aliquotas (3,0 mg) de secregao cutanea bruta de P. cicada foram fracionadas em
RP-HPLC empregando-se uma coluna C4g com monitoramento da eluicdo no
comprimento de onda de 216 nm. A analise do perfil cromatogréfico tipico (Figura 7)
desse fracionamento revelou se tratar de uma secrec¢ao rica e diversificada, resultando
na eluicao de, aproximadamente, 28 fragdes cromatograficas, sendo que cada fragao foi
coletada manualmente para realizagdo do ensaio de varredura para identificacdo das

fracbes com propriedades inibitérias sobre bactérias patogénicas.
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Figura 7. Perfil cromatografico tipico do fracionamento da secregéo cutdnea de Physalameus cicada em
coluna C1s (Shimadzu Shim-pack VP-ODS 4,6 x 150 mm) em sistema HPLC com fluxo de 1 mL/min e
deteccao realizada a 216 nm. As fragdes que apresentaram atividade bioldgica (antibacteriana) e que

foram purificadas e caracterizadas no presente estudo estéo identificadas como Pc24, Pc26 e Pc28.

O ensaio de varredura para avaliagdo dos efeitos antimicrobianos das fragdes
cromatograficas eluidas foi realizado com a incubagao de cada fracdo obtida com as
bactérias patogénicas Escherichia coli ATCC 25922 (Gram-negativa) e Staphylococcus
aureus ATCC 25923 (Gram-positva). Trés fragdes (indicadas como Pc24, Pc26 e Pc28
na Figura 7) apresentaram atividade inibitéria sobre as bactérias testadas e 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

18



monoisotopicas dos principais componentes peptidicos presentes (Figuras 8, 9 e 10).
As fragdes indicadas na Figura 7 foram denominadas Pc24, Pc26 e Pc28, de acordo com
sua ordem de elui¢gdo durante o processo cromatografico.

A analise por espectrometria de massas do tipo MALDI-TOF permitiu constatar que
as fracdes Pc24 e Pc26 encontravam-se impuras, com a presencga de contaminantes,
sendo submetidas a recromatografia em coluna de interagdo hidrofilica (HILIC),
resultando nos peptideos puros denominados Pc24 (Figura 11), Pc26.1 e Pc26.2
(Figuras 12 e 13).
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Figura 8. Espectro de massas da fragéo 24 obtido em modo positivo (com emprego de refletor) com uso
de matriz de acido a-ciano-4-hidroxicinamico (HCCA), indicando a presenga de contaminantes.
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Figura 9. Espectro de massas da fragdo 26 obtido em modo positivo (com emprego de refletor) com uso

de matriz de acido a-ciano-4-hidroxicindmico (HCCA), indicando a presenga de contaminantes.
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Figura 10. Espectro de massas da fragédo 28 obtido em modo positivo (com emprego de refletor) com uso
de matriz de acido a-ciano-4-hidroxicindmico (HCCA).
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Figura 11. Perfil cromatografico resultante da recromatografia da fragdo 24 em coluna de interagao
hidrofilica (Phenomenex Luna® HILIC 5 ym, 200 A, 4,6x150 mm) em sistema HPLC com fluxo de 1 mL/min

e detecgdo realizada a 216 nm. A fragdo com atividade antimicrobiana foi novamente nomeada Pc24.
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Figura 12. Perfil cromatografico da recromatografia da fragdo 26 em coluna de interagdo hidrofilica
(Phenomenex Luna® HILIC 5 ym, 200 A, 4,6 x 150 mm) em sistema HPLC com um fluxo de 1 mL/min e

monitoramento realizado a 216 nm. As fragbes com atividade antimicrobiana estao indicadas por Pc26.1 e
Pc26.2.
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Figura 13. Espectros de massas dos peptideos Pc26.1 (A) e Pc26.2 (B) obtidos em modo positivo (com

emprego de refletor) com uso de matriz de acido a-ciano-4-hidroxicinamico (HCCA).
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Considerando-se seus grau de homogeneidade como satisfatorios, os quatro
peptideos antimicrobianos de P. cicada foram submetidos ao procedimento de
sequeciamento quimico por degradacdo de Edman em sistema automatizado.
A determinacdo das estruturas primarias foi possivel para os quatro peptideos
purificados, tendo resultado em sequéncias sem ambiguidades que estdo apresentadas
na Tabela 2, sendo que, no caso dos peptideos Pc26.1, Pc26.2 e Pc28 foi assumida a
presenca de amidacgao na porgcao C-terminal, tendo em vista a diferenca de 1 Da entre a
massa molecular tedrica obtida a partir da estrutura primaria obtida e a massa molecular

experimental determinada nas analises por MALDI-TOF MS.

Tabela 2. Estruturas primarias e caracteristicas fisico-quimicas dos peptideos antimicrobianos isolados

da pela do anuro P. cicada.

Massa Massa Razéo
Peptideo Estrutura Primaria molecular molecular Carga hidrofébica
tedrica experimental )
FEZ 1GFRDNLKK IAKDMLGQIAGAVAEKLKPSQ?® SHIAS SHIAS e 44
Pc26.1 1GFKDFMKN 1VGKVVGAVVEKFKPSQ . NH,25 2751,5 27506 4 44
i 1GFKDFMKNMAKNLVEKVAGAV IEKLKPSQ - NH,2° S e 4 44
Pc28 GLVSGIANTLSGLLGRL . NH,” 1640,0 1639,0 +2 47

As sequéncias obtidas foram avaliadas quanto a similaridade com outros peptideos
antimicrobianos ja descritos na literatura por meio da realizacdo de buscas
empregando-se o algoritmo BLAST, o banco de dados APD3 e consulta as referéncias
bibliograficas disponiveis.

O peptideo Pc24 exibiu indices de identidade de 38% e de similaridade de 53%
com o peptideo hymenochirina-2B (Mechkarska et al., 2012), presente na secregao de
Hymenochirus boettgeri, da familia Pipidae, encontrado na floresta tropical africana;
indices de identidade de 38% e de similaridade de 48% com o peptideo ocellatina-S1
(Dourado et al., 2007), isolado da ra Leptodactylus syphax, encontrada nas regibes
rochosas da América do Sul; indices de identidade de 37% e de similaridade de 47%
com peptideo brevenina-2ED (Simmaco et al., 1994) isolado da ra Rana esculenta da
familia Ranidae, encontrada na Europa; indices de identidade de 36% e de similaridade
de 42% com o peptideo dermaseptina-A4 (Wechselberger, 1998), isolado do anuro
Agalychnis annae, uma ra da familia Hylidae encontrada nas florestas tropicais da Costa

Rica e Panama e, finalmente, indices de identidade de 30% e de similaridade de 36%
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com o peptideo dahleina 5.4 (Wegener et al., 2001), isolado de Litoria dahlii, uma ra

aquatica da familia Hylidae encontrada em planicies de inundagao e savanas do norte

da Australia (Figuras 14 e 15).

A
Pc24

Hymenochirina-2B

B
Pc24

Ocellatina-S1

C
Pc24

Brevinina-2ED

D
Pc24

Dermaseptina-A4

E
Pc24

Dahleina 5.4

1

—---GF-RDNLKKTAKDMLGQ IAGAVAEKLKPSQ

IR R I Y = 11
LK 1PGFVKDTLKKVAKG I FSAVAGA----MTPS-

GFRDNLKK IAKDMLGQ FAGAVAEKLKPSQ

[ B O 1 O e I I
GVLD I LKGAAKDLAGHVATKV INK 1 ---~

GFRDNLKK IAKDMLGQ FAGAVAEKLKPSQ-

[ R e N Y I
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=011t
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Figura 14. Alinhamentos entre as sequéncias do peptideo Pc24 isolado da secregéo cutanea de P. cicada

com a dos peptideos: hymenochirina-2B de Hymenochirus boettgeri (A); ocellatina-S1 de Leptodactylus

syphax (B); brevenina-2ED de Rana esculeta (C); dermaseptina-A4 de Agalychnis annae (D) e dahleina

5.4 de Litoria dahlii. Os simbolos: (]) indica residuos idénticos e (:) indica substituicbes conservativas.

Pairwise Sequence Alignment:

Extend penalty: 0.5.

EMBOSS Needle; Matrix: EBLOSUM62; Gap penalty:

10.0;
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Dermaseptina-A4 ————-GMFTNMLKG IGKLAGQAALGAVKTLA---- 26

Hymenochirina-2B LKIPGFVKDTLKKVAKGIFSAVAG----AMTPS- 29

bahleina-5.4 = -———-———- GLLGSIGKVLGG----YLAEKLKPK- 21

Brevenina-2eED ----- GILDSLKNLAKNAGQILLNKASCKLSGQC 29

pPc2z4 - GFRDNLKKITAKDMLGQ IAGAVAEKLKPSQ 29

Ocellatina-s1 ~  --—-——- GVLD ILKGAAKDLAGHVATKVINKI -—-- 25
* *

Figura 15. Alinhamento multiplo das sequéncias dos PAMs relacionados na Figura 14 com o peptideo
Pc24 de P. cicada revelando os baixos niveis de similaridade entre eles. Os simbolos: (*) indica residuos

idénticos e (:) indica substituicbes conservativas. CLUSTAL O(1.2.4) multiple sequence alignment.

Foi também realizado alinhamento do PAM Pc24 com os peptideos
nattererinas-1, -2 e -3, isolados e caracterizados por Honorato (2009) a partir da secregao
cutédnea de Physalaemus nattereri (anteriormente denominado Euphemix nattereri),
encontrado frequentemente proximo a corpos d’agua permanentes ou temporarios em
regides de savana ou cerrado no Brasil, Bolivia e Paraguai. O peptideo Pc24 apresentou
indices de similaridade de 57% com os PAMs nattererinas-1 e -2 e de 63% com a
nattererina-3 (Figuras 16 e 17), sendo que em termos de identidade foram observados
valores de 37% com a nattererina-1, de 33% com a nattererina-2 e de 47% com a

nattererina-3.

A

Pc24 1 GFRDNLKKIAKDMLGQIAGAVAEKLKPSQ- 29
(U TS I R O O

Nattererina-1 1 GLKDMIKNLAKEAAVKLAGAVINKFSPQPQ 30

B

Pc24 1 GFRDNLKKIAKDMLGQIAGAVAEKLKPSQ- 29
[N TS I R U )

Nattererina-2 1 GLKDMIKNLAKEAAVKLAGAVINRFSPQPQ 30

C

Pc24 1 GFRDNLKKIAKDMLGQIAGAVAEKLKPSQ- 29
(U U I O 1 O e O O

Nattererina-3 1 GLKDIIKNLAKDALVKVAGAVINKLSPQPQ 30

Figura 16. Alinhamento entre a sequéncia do peptideo Pc24 de P. cicada com as sequéncias dos
peptideos nattererina-1 (A), nattererina-2 (B) e nattererina-3 (C) de P. nattereri. Os simbolos: (]) indica
residuos idénticos e (:) indica substituicbes conservativas. Pairwise Sequence Alignment. EMBOSS
Needle; Matrix: EBLOSUMG62; Gap penalty: 10.0; Extend penalty: 0.5.
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Pc24 GFRDNLKKTAKDMLGQ IAGAVAEKLKPSQ- 29

Nattererina-3 GLKD I IKNLAKDALVKVAGAV INKLSPQPQ 30

Nattererina-1 GLKDMIKNLAKEAAVKLAGAV INKFSPQPQ 30

Nattererina-2 GLKDMIKNLAKEAAVKLAGAV INRFSPQPQ 30
* *

mek ke mkk B

Figura 17. Alinhamento mudltiplo entre as sequéncias de Pc24 e as nattererinas-1, -2 e -3. Os simbolos:
(*) indica residuos idénticos e (:) indica substituigdes conservativas. CLUSTAL O(1.2.4) multiple sequence

alignment.

O peptideo Pc26.1 apresentou indices de identidade de 46% e de similaridade de
58% com o peptideo cruzioseptina-1 (Proafno-Bolafos et al., 2016), isolado de Cruziohyla
calcarifer, uma ra da familia Hylidae encontrada nas florestas tropicais de Equador,
Colémbia, Costa Rica e Panama; indices de identidade de 36% e de similaridade de 40%
com o peptideo desercoticolina-1 (Jackway et al., 2008), isolado de Crinia desercoticola
da familia Myobatrachidae e endémico da Australia; indices de identidade de 24% e de
similaridade de 40% com os peptideos aureina 2.5 e aureina 2.1 (Tyler et al., 2003),
ambos isolados de anuros do género Litoria (L. aurea e L. raniformis), ras da familia
Hylidae e também endémicas da Australia e indices de identidade de 27% e de
similaridade de 30% com o peptideo brevenina-2Pte (King et al., 2008), isolado de
Hylarana picturata, ra da familia Ranidae, habitante de florestas de terras baixas em

regides da Asia (Figuras 18 e 19).

27



A

Pc26.1 GFKDFMKN 1VGKV-VGAVVEKFKPSQ 25
1 O 0 N e

Cruzioseptina-1 GFLDIVKG-VGKVALGAVSKLF---- 21

B

Pc26.1 1 GFKDFMKNIVGKVVGAVVEKFKPSQ 25
[ O 0 L

Deserticolina-1 1 GLADFLNKAVGKVVDFVKS------ 19

C

Pc26.1 1 GFKDFMKNIVGKVVGAVVEKFKPSQ 25
I Wl IS I B

Aureina 2.5 1 GLFDIVKKVVG-AFGSL-------- 16

D

Pc26.1 1 GFKDFMKNIVGKVVGAVVEKFKPSQ 25
U S I I B

Aureina 2.1 1 GLLDIVKKVVG-AFGSL-------- 16

E

Pc26.1 1 GFKDFMKNI---VGKVVGAVVEKFKPSQ----~- 25
i1 1l 1111 :

Brevenina-2PTe 1 GFLDSFKNAMIGVAKSVGKTALSTLACKIDKSC 33

Figura 18. Alinhamento entre as sequéncias do peptideo Pc26.1 isolado da secrecéo cuténea de P. cicada
com a dos peptideos: cruzioseptina-1 isolado de Cruziohyla calcarifer (A); deserticolina-1 isolado de Crinia
desercoticola (B); aureina 2.5 de Litoria aurea (C); aureina 2.1 de L. raniformis (D) e brevenina-2PTe de
Hylarana picturata (E). Os simbolos: (]) indica residuos idénticos e (:) indica substituicbes conservativas.
Pairwise Sequence Alignment: EMBOSS Needle; Matrix: EBLOSUMG62; Gap penalty: 10.0; Extend penalty:
0.5.

Brevenina-2PTe GFLDSFKNAMIGVAKSVGKTALSTLACKIDKSC 33

Cruzioseptina-1 GFLDIVKGVGKVALGAVSKL--—-—~-- F---—-21
Aureina_2.5 GLFDIVKKVVGAFGSL-———————mm e e — 16
Pc26.1 GFKDFMKNIVGKVVGAVVEK--—-——-- FKPSQ 25
Aureina_2.1 GLADFLNKAVGKVVDFVKS—————————————— 19
Deserticolina-1 GLADFLNKAVGKVVDFVKS—————————————— 19

* - X

Figura 19. Alinhamento multiplo das sequéncias dos PAMs relacionados na Figura 18 com o peptideo
Pc26.1 de P. cicada revelando os baixos niveis de similaridade entre eles. Os simbolos: (*) indica residuos

idénticos e () indica substituicbes conservativas. CLUSTAL O(1.2.4) multiple sequence alignment.

Ao se realizar os alinhamentos do peptideo Pc26.1 com as nattererinas-1, -2 e -3

observou-se similaridade de 53% com as nattererinas-1, -2 e -3 (Figuras 20 e 21) e
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indices de identidade de 40% com a nattererina-1, de 37% com a nattererina-2 e de 40%

com a nattererina-3.

A

Pc26.1 1 GFKDFMKNIVG----KVVGAVVEKFKPSQ- 25
111 =11 1= 1= 01

Nattererina-1 1 GLKDMIKNLAKEAAVKLAGAV INKFSPQPQ 30

B

Pc26.1 1 GFKDFMKNIVG----KVVGAVVEKFKPSQ- 25
111 =11 1= 1= =1

Nattererina-2 1 GLKDMIKNLAKEAAVKLAGAV INRFSPQPQ 30

C

Pc26.1 1 GFKDFMKNI----VGKVVGAVVEKFKPSQ- 25
111 =11 S B NN

Nattererina-3 1 GLKDIIKNLAKDALVKVAGAV INKLSPQPQ 30

Figura 20. Alinhamento entre a sequéncia do peptideo Pc26.1 de P. cicada com as sequéncias dos
peptideos nattererina-1 (A), nattererina-2 (B) e nattererina-3 (C) de P. nattereri. Os simbolos: (|) indica
residuos idénticos e (:) indica substituicbes conservativas. Pairwise Sequence Alignment:. EMBOSS
Needle; Matrix: EBLOSUMG62; Gap penalty: 10.0; Extend penalty: 0.5.

Pc26.1 GFKDFMKN I -—--VGKVVGAVVEKFKPSQ- 25
Nattererina-3 GLKD I IKNLAKDALVKVAGAV INKLSPQPQ 30
Nattererina-1 GLKDMIKNLAKEAAVKLAGAV INKFSPQPQ 30
Nattererina-2 GLKDMIKNLAKEAAVKLAGAVINRFSPQPQ 30

Figura 21. Alinhamento mlltiplo entre as sequéncias de Pc26.1 e as nattererinas-1, -2 e -3. Os simbolos:
(*) indica residuos idénticos e (:) indica substituicdes conservativas. CLUSTAL O(1.2.4) multiple sequence

alignment.

O peptideo Pc26.2 exibiu indices de identidade de 36% e de similaridade de 58%
com brevinina-2LF1 (Guo et al., 2014), ra da familia Ranidae, encontrada no noroeste
da india e sul da China; indices de identidade de 42% e de similaridade de 58% com
meucina-24 (Gao et al., 2010) de escorpiao Mesobuthus eupeus da familia Buthidae,
distribuido pelo leste da Turquia, sul da Russia, norte da Siria, leste do Iraque, Australia,
norte da China; indices de identidade de 44% e de similaridade de 56% com
ranatuerina-2PLx (Chen et al., 2018) do anuro Rana palustris da familia Ranidae,

distribuido na América do Norte; indices de identidade de 34,5% e de similaridade de
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55% com ascaphina-4 (Conlon et al., 2004), isolado de Ascaphus truei, um anuro da
familia Ascaphidae encontrado nos Estados Unidos da América (Califérnia, Oregon e
Washington) e Canada (Columbia Britanica) e indices de identidade de 34,5% e de
similaridade de 41% com cruzioseptina-1 (Proano-Bolafios et al., 2016), isolado de
Cruziohyla calcarifer, uma ra da familia Hylidae encontrada nas florestas tropicais de

Equador, Coldbmbia, Costa Rica e Panama (Figuras 22 e 23).

A

Pc26.2 1 GFKDFMKNMAKNLVEKVAGAVIEKLKPSQ---- 29
IR EER IR E

Brevinina-2LF-1 1 GFMDTAKNVAKNVAKNVAVTLLDKLRCKVTGGC 33

B

Pc26.2 —-GFKDFMKNMAKNLVEKVAGAV I EKLKPSQ 29

| ::1] INIEENIHN

Meucina-24 GRG-REFM----SNLKEKLSG-VKEKMKNS- 24

C

Pc26.2 GFKDFMKNMAKNLVEKVAGAV I EKLKPSQ--- 29

] IR RN

Ranatuerina-2PLx GIMDTVKNAAKNL----AGQLLDKLKCSITAC 28

D

Pc26.2 GFKDFMKNMAKNLVEKVAGAV IEKLKPSQ 29
T IR I

Ascaphina-4 GFKDWIKGAAKKL IKTVAANTANQ--—-- 24

E

Pc26.2 GFKDFMKNMAKNLVEKVAGAV IEKLKPSQ 29
Il AT

Cruzioseptina-1 GFLDIVKG----- VGKVALGAVSKLF--- 21

Figura 22. Alinhamento entre as sequéncias do peptideo Pc26.2 isolado da secregao cuténea de P. cicada
com a dos peptideos: brevinina-2LF-1 isolado de Hylarana taipehensis (A); meucina-24 isolado de
Mesobuthus eupeus (B); ranatuerina-2PLx isolado de Rana palustres (C); ascaphina-4 isolado de
Ascaphus truei (D) e cruzioseptina-1 isolado de Cruziohyla calcarifer (E). Os simbolos: (]) indica residuos
idénticos e (:) indica substituicbes conservativas. Pairwise Sequence Alignment: EMBOSS Needle; Matrix:
EBLOSUM®62; Gap penalty: 10.0; Extend penalty: 0.5.
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Cruzioseptina-1 GFLDIVKGVGKVALGAVSKLF-=—===—————- 21

Meucina-24 ---GRGREFMSNLKEKLSG-VKEKMKNS—=--- 24
Brevinina-2LF1 GFMDTAKNVAKNVAKNVAVTLLDKLRCKVTGGC 33
Ranatuerina-2PLx GIMDTVKNA----AKNLAGQLLDKLKCSITAC- 28
Pc26.2 GFKDFMKNMAKNLVEKVAGAV I EKLKPSQ---- 29

Ascaphina-4 GFKDWIKGAAKKL IKTVAANTANQ--=—=———- 24

Figura 23. Alinhamento multiplo das sequéncias dos PAMs relacionados na Figura 22 com o peptideo
Pc26.2 de P. cicada revelando os baixos niveis de similaridade entre eles. Os simbolos: (*) indica residuos

idénticos e (:) indica substituicbes conservativas. CLUSTAL O(1.2.4) multiple sequence alignment.

Ao se realizar o alinhamento do peptideo Pc26.2 com as nattererinas pode-se
novamente observar altos niveis de similaridade: 70% com a nattererina-3 e 60% com
as nattererinas-1 e -2, com indices de identidades de 50% com a nattererina-1, de 47%

com a nattererina-2 e de 57% com a nattererina-3 (Figuras 24 e 25).

A
Pc26.2 1 GFKDFMKNMAKNLVEKVAGAV IEKLKPSQ- 29
(IR (IR
Nattererina-1 1 GLKDMIKNLAKEAAVKLAGAV INKFSPQPQ 30
B
Pc26.2 1 GFKDFMKNMAKNLVEKVAGAV IEKLKPSQ- 29
(IR -
Nattererina-2 1 GLKDMIKNLAKEAAVKLAGAV INRFSPQPQ 30
C
Pc26.2 1 GFKDFMKNMAKNLVEKVAGAV IEKLKPSQ- 29
) O R R AR
Nattererina-3 1 GLKDIIKNLAKDALVKVAGAV INKLSPQPQ 30

Figura 24. Alinhamento entre a sequéncia do peptideo Pc26.2 de P. cicada com as sequéncias dos
peptideos nattererina-1 (A), nattererina-2 (B) e nattererina-3 (C) de P. nattereri. Os simbolos: (|) indica
residuos idénticos e (:) indica substituicdes conservativas. Pairwise Sequence Alignment: EMBOSS
Needle; Matrix: EBLOSUMG62; Gap penalty: 10.0; Extend penalty: 0.5.
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Pc26.2 GFKDFMKNMAKNLVEKVAGAV 1 EKLKPSQ- 29

Nattererina-3 GLKD I IKNLAKDALVKVAGAV INKLSPQPQ 30

Nattererina-1 GLKDMIKNLAKEAAVKLAGAV INKFSPQPQ 30

Nattererina-2 GLKDMIKNLAKEAAVKLAGAV INRFSPQPQ 30
*

EEE = SRR S S K =kkkkkhk - - -

Figura 25. Alinhamento multiplo entre as sequéncias de Pc26.2 e as nattererinas-1, -2 e -3. Os simbolos:
(*) indica residuos idénticos e (:) indica substituicdes conservativas. CLUSTAL O(1.2.4) multiple sequence

alignment.

Finalmente, o peptideo Pc28 apresentou indices de identidade de 41% e de
similaridade de 59% com temporina-ITa (Conlon et al., 2017), isolado de Rana italica da
familia Ranidae, encontrada na Italia e em San Marco; indices de identidade de 52% e
de similaridade de 56,5% com plasticina-C1 (Vanhoye et al., 2003), isolado de Agalychnis
callidryas, um hilideo arboricola nativo das florestas neotropicais e encontrado desde o
México, atravessando a América Central até a Coldmbia; indices de identidade de 44%
e de similaridade de 56% com o peptideo DFTamP1 (Mishra e Wang, 2012), um peptideo
sintético; indices de identidade de 53% e de similaridade de 53% com o peptideo
peptide#4 (Roncevic et al., 2018), isolado de Rana temporaria da familia Ranidae, uma
ra terrestre encontrada em florestas Umidas, comum na Gra-Bretanha e noroeste da Asia
e, por ultimo, indices de identidade de 35% e de similaridade de 53% com o peptideo
frenatina-1, isolado de Litoria infrafrenata, espécie nativa das florestas tropicais de
Queensland, Nova Guinég, llhas Bismarck e Admiralty (Raftery et al., 1996) (Figuras 26 e
27).
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A
Pc28 1 GLVSGIANTLSGLLGRL 17
ST
Temporina-I1Ta 1 VFLGATAQALTSLLGKL 17
B
Pc28 1 GLVSGIANTLSGLLGRL------ 17
IBIRIEIIR
Plasticina-Cl 1 GLLSGILNTAGGLLGNLIGSLSN 23
C
Pc28 1 GLVSGIANTLSGLLGRL- 17
1:1 I--111:1
DFTamP1 1 GLLS----- LLSLLGKLL 13
D
Pc28 1 GLVSGIANTLSGLLGRL 17
) O A BN |
Peptide#4 1 -LVPFIGRTLGGLLARF 16
E
Pc28 1 GLVSGIANTLSGLLGRL 17
BERITEY
Frenatina-1 1 —---GLLDALSGILGL- 12

Figura 26. Alinhamento entre as sequéncias do peptideo Pc28 isolado da secregéo cutanea de P. cicada
e a dos peptideos: temporina-ITa isolado de Rana italica (A); plasticina-C1 isolado de Agalychnis callidryas
(B); DFTamP1, um peptideo sintético (C); peptide#4 isolado de Rana temporaria (D) e frenatina-1 isolado
de Rana infrafrenata (E). Os simbolos: (|) indica residuos idénticos e (:) indica substituicdes conservativas.
Pairwise Sequence Alignment: EMBOSS Needle; Matrix: EBLOSUM62; Gap penalty: 10.0;
Extend penalty: 0.5.

DFTamP1 ~  ————- GLLSLLSLLGKLL----- 13

Temporina-1Ta VFLGATAQALTSLLGKL-===~-~ 17

Frenatina-1 —-———GLLDALSGILGL---——-- 12

Peptide#4 -LVPFIGRTLGGLLARF-----~ 16

Pc28 GLVSGIANTLSGLLGRL----~-- 17

Plasticina-C1 GLLSGILNTAGGLLGNLIGSLSN 23
- - %

Figura 27. Alinhamento multiplo das sequéncias dos PAMs relacionados na Figura 26 com o peptideo
Pc28 de P. cicada revelando os baixos niveis de similaridade entre eles. Os simbolos: (*) indica residuos

idénticos e () indica substituigbes conservativas. CLUSTAL O(1.2.4) multiple sequence alignment.

O alinhamento do peptideo Pc28 com os PAMs da familia das nattererinas revelou
os indices de identidade e de similaridade muito baixo: indices de identidade de 17%

com as nattererinas-1, -2 e -3 e de similaridade de 20% com a nattererinas-1 e -2 e 23%
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com a natterina-3 (Figuras 28 e 29), indicando que provavelmente o PAM Pc28 pertence

a uma nova familia de peptideos ainda nao descrita.

A

Pc28 1 GLVSGIANTLSGLLGRL---=====---=- 17
i 11 g

Nattererina-1 1 GLKDMIKNLAKEAAVKLAGAV INKFSPQPQ 30

B

Pc28 1 GLVSGIANTLSGLLGRL----====---=- 17
i 11 g

Nattererina-2 1 GLKDMIKNLAKEAAVKLAGAV INRFSPQPQ 30

C

Pc28 1 GLVSGIANTLSGLLGRL---=—==----=- 17
i 11 | ::

Nattererina3 1 GLKDI IKNLAKDALVKVAGAV INKLSPQPQ 30

Figura 28. Alinhamento entre a sequéncia do peptideo Pc28 de P. cicada com as sequéncias dos
peptideos nattererina-1 (A), nattererina-2 (B) e nattererina-3 (C) de P. nattereri. Os simbolos: (|) indica
residuos idénticos e (:) indica substituicbes conservativas. Pairwise Sequence Alignment. EMBOSS
Needle; Matrix: EBLOSUMG62; Gap penalty: 10.0; Extend penalty: 0.5.

Pc28 GLVSGIANTLSG----LLG----RL-=--- 17

Nattererina-3 GLKD I IKNLAKDALVKVAGAV INKLSPQPQ 30

Nattererina-1 GLKDMIKNLAKEAAVKLAGAV INKFSPQPQ 30

Nattererina-2 GLKDMIKNLAKEAAVKLAGAV INRFSPQPQ 30
*x * * - * - -

Figura 29. Alinhamento mdltiplo entre as sequéncias de Pc28 e as nattererinas-1, -2 e -3. Os simbolos:
(*) indica residuos idénticos e (:) indica substituicdes conservativas. CLUSTAL O(1.2.4) multiple sequence

alignment.

Também foram realizadas analises por dicroismo circular dos PAMs de P. cicada
de modo a se avaliar seu comportamento em agua e na presencga de micelas de SDS.
Os espectros dicroicos obtidos em agua e em SDS 35 mM a 25°C estao apresentados

na Figura 30, A-D. O percentual de a-hélice foi determinado e esta resumido na Tabela 3.
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Figura 30. Espectros dicroicos na regido distante do ultravioleta dos peptideos antimicrobianos isolados
da secregéao de P. cicada em agua (linha solida) e em SDS 35 mM (linha tracejada). (A) Pc24; (B) Pc26.1;

(C) Pc26.2 e (D) Pc28.

Tabela 3. Conteudo estimado de a-hélice para os peptideos Pc24, Pc26.1, Pc26.2 e Pc28 em agua e em

SDS 35 mM a 25°C.

Conteudo (%) de a-hélice

Peptideo Agua SDS
Pc24 13,5 19,9
Pc26.1 19,6 25,1
Pc26.2 25,6 73,3
Pc28 14,9 33,7

Finalmente foram realizados ensaios de microdiluicido seriada em meio liquido
empregando-se bactérias patogénicas Gram-positivas e Gram-negativas, bem como
fungos com crescimento leveduriforme para se avaliar as propriedades antimicrobianas

dos peptideos isolados da secregcdo de P. cicada. Esses ensaios foram realizados
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apenas com os PAMs Pc24 e Pc28 nas suas versbes sintéticas, uma vez que, 0s
peptideos Pc26.1 e Pc26.2 foram purificados e caracterizados estruturalmente mais
tardiamente, sendo que a caracterizagéo de suas propriedades bioldgicas encontram-se

em andamento. Os valores das CMIs estao resumidos na Tabela 4.

Tabela 4. Efeitos antimicrobianos (CMls, uM) dos peptideos isolados da secregédo de P. cicada sobre

bactérias e fungos patogénicos.

Peptideos

Microrganismos

Pc24 Pc28
E. coli ATCC 25922 4 32
K. pneumoniae ATCC 13883 16 128
S. aureus ATCC 25923 >128 >128
S. epidermidis ATCC 12228 >128 32
C. albicans ATCC 14053 >128 64
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5. DISCUSSAO

A secrecgao de anfibios tem sido alvo de inumeros estudos ao longo de varios anos
e mesmo parecendo uma solugdo moderna para a crise dos antibidticos, ja era
amplamente utilizada na medicina secular, como na medicina chinesa onde é empregada
como regulador de fungdes corporais e fertilidade e na medicina egipcia para dor e
diarreia (Xu e Lai, 2015). Rica em compostos bioativos, como aminas biogénicas,
alcaloides, bufadienolideos e peptideos, parece estar ganhando cada vez maior
importancia na busca por novos agentes antimicrobianos, principalmente de natureza
peptidica (Nascimento et al., 2003; Conlon et al., 2012; Conlon et al., 2014; Ladram e
Nicolas, 2016).

Os PAMs de anuros sao moléculas extremamente versateis, geralmente catidnicas,
anfipaticas, adotando conformagdes diversas para facilitar sua interagdo quando em
contato com membranas bioldgicas, principalmente a conformagao a-helicoidal (Conlon
et al., 2014). Seus mecanimos de agao sao distintos daqueles exibidos pelos farmacos
convencionais, ndo se ligando a alvos especificos, dificultando assim a selegdo de
mecenismos de resisténcia (Ladram e Nicolas, 2016).

No presente estudo, foram isolados e caracterizados quatro peptideos
antimicrobianos a partir da secreg¢do cutanea liberada por eletroestimulacdo da ra
Physalaemus cicada, espécie restrita as regides de caatingas brasileiras.

Os peptideos de P. cicada foram denominados Pc24, Pc26.1, Pc26.2 e Pc28.
Sao peptideos com massas moleculares entre 1,6 e 3,2 kDa, catidnicos, com carga
liquida variando entre +2 e +4 (Tabela 2). Possuem também caracteristicas anfipaticas
com a formagao de uma face hidrofébica gragas a presenga de residuos de aminoacidos
apolares como isoleucina, valina, metionina, leucina e fenilalanina, uma caracteristica
fundamental, juntamente com a cationicidade, para atividade antimicrobiana dos PAMs
(Conlon et al., 2014; Ladram e Nicolas, 2016).

A comparacio das massas moleculares obtidas por analises em espectrometro de
massas tipo MALDI-TOF com as massas moleculares geradas a partir das estruturas
primarias obtidas por sequenciamento quimico N-terminal resultou em uma diferenca de
aproximadamente 1 Da entre a massa teorica e a massa experimental obtida, sugerindo
a presenca de amidacgao na porcao C-terminal dos peptideos Pc26.1, Pc26.2 e Pc28. Tal

modificagdo é bastante comum em PAMs de anuros e parece estabilizar a formagao de
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a-hélices anfipaticas nos PAMs durante sua ligagdo com a membrana celular,
favorecendo a atividade citolitica (Dennison e Phoenix, 2011; Aoki e Ueda, 2013).

A busca por similaridades em bancos de sequéncias revelaram indices de
similaridade na faixa de 40-60% com PAMs ja descritos, isolados de outras espécies de
anuros das familias Ascaphidae, Hylidae, Ranidae, Myobatrachidae e Pipedae, como
também de escorpiao da familia Buthidae e com o peptideo sintético DFTamP1 (Figuras
14, 18, 22 e 26). Tais niveis de similaridade entre os peptideos em estudo e os PAMs
descritos na literatura ndo permitem classifica-los em nenhuma das familias de PAMs ja
identificados (Figuras 15, 19, 23 e 27).

Os peptideos também foram confrontados com os PAMs da familia das
nattererinas, isolados de Physalaemus nattereri (Honorato, 2009). Os peptideos Pc24 e
Pc26.2 exibiram niveis de similaridade entre 63-70% com a nattererina-3 (Figuras 16 e
24), indicando provavelmente pertencerem a essa familia. O peptideo Pc26.1 exibiu
indices de similaridade menores com as nattererinas, em torno de 53% (Figura 20). Ja o
peptideo Pc28 exibiu indices de similaridade bem menores que os demais com valores
entre 20-23% (Figuras 28) sugerindo nao pertencer a essa mesma familia de PAMs e
que provavelmente pertence a uma familia ainda ndo descrita na literatura.

Em relacao a conformacgao adotada pelos PAMs de P. cicada, observou-se que nao
foram capazes de assumir nenhuma conformacgao preferencial, apresentando estrutura
desordenada em agua. Entretanto, na presenga de micelas de SDS, adotaram
conformacao em a-hélice, com a formagao de duas bandas negativas em 208 e 222 nm
e com um maximo em 195 nm (Figura 30). Esse padréo de espectro dicroico é tipico de
moléculas ricas em a-hélice (Krittanai e Johnson, 2000), estrutura adotada por grande
parte dos PAMs ao interagirem com a membrana bacteriana (Conlon et al., 2014).
A deconvolugéo dos espectros indicam que Pc26.2 tem mais de 70% de estrutura
helicoidal, enquanto os demais peptideos apresentam entre 20-34% de a-hélice na
presenca de micelas de SDS (Tabela 3). Esses resultados estdo de acordo com dados
relatados na literatura para outros PAMs de anuros (Siano et al., 2014).

Os PAMs Pc24 e Pc28 foram produzidos por sintese quimica e seus efeitos
antimicrobianos foram avaliados sobre bactérias patogénicas e sobre a levedura
Candida albicans. O peptideo Pc24 mostrou-se ativo sobre as bactérias Gram-negativas
testadas com valores de CMIs de 4 uM para E. coli e de 16 uM para K. pneumoniae.

Ja o peptideo Pc28 exibiu um espectro de agdo mais abrangente, mostrando-se ativo
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sobre as bactérias E. coli e S. epidermidis e sobre a levedura patogénica C. albicans
(Tabela 4).

Em conclusao, o presente trabalho resultou na purificacédo e caracterizacao parcial
de 4 peptideos antimicrobianos presentes na secre¢ao da pele do anuro P. cicada, um
anuro da familia Leptodactylidae, espécie endémica do Brasil e com distribuicdo na
regiao da Caatinga brasileira. Esses resultados ressaltam a importancia de se expandir
os estudos acerca do potencial farmacolégico dos anuros da fauna brasileira,

englobando espécies de outros biomas, como a Caatinga.
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6. PERSPECTIVAS

A partir dos achados do presente estudo (isolamento e caracterizagao preliminar

de peptideos antimicrobianos do anuro P. cicada), espera-se:

Avancar na caracterizacao das propriedades antimicrobianas desses PAMs por
meio da realizacdo de ensaios complementares de inibicdo avaliando seus
efeitos sobre bactérias multirresistentes, como Klebsiella pneumoniae
carbapenemase (KPC) e Staphylococcus aureus resistente a meticilina
(MRSA);

Avaliar seu potencial terapéutico em combinagdo com outras drogas
antibiéticas comercialmente disponiveis;

Avaliar seus efeitos sobre os microrganismos sensiveis com o emprego de
técnicas de microscopia eletrébnica de varredura e microscopia de forca
atdmica;

Produzir, por sintese quimica, os PAMs Pc26.1 e Pc26.2 e proceder a sua
caracterizagao biolégica;

Avaliar seu potencial antiparasitario sobre protozoarios de interesse médico e
veterinario, como Leishmania sp., Trypanosoma cruzi e Plasmodium
falciparum;

Avaliar seus efeitos sobre a replicagdo de arbovirus (Dengue, Zika,
Chikungunya e Febre amarela);

Avaliar seus efeitos antiproliferativos e citotdxicos sobre diferente linhagens de

células de mamiferos, incluindo células tumorais e ndo-tumorais.
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