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RESUMO
O uso indiscriminado de antibidticos tem contribuido para 0 aumento da prevaléncia de doencas

patogénicas promovidas por microrganismos multirresistentes ao redor do mundo, o que
representa um sério risco para a sade humana. Diante desse quadro, a busca por novos agentes
antimicrobianos tem mobilizado a comunidade cientifica. Os anuros possuem glandulas em sua
pele que produzem e secretam uma grande variedade de compostos bioativos, dentre eles
merecem destaque os peptideos biologicamente ativos. Estas moléculas apresentam uma extensa
gama de bioatividades, incluindo atividade antimicrobiana, imunomoduladora, antiviral e
antitumoral. Os peptideos antimicrobianos (PAMs) ou peptideos de defesa do hospedeiro
(HDPs) surgem como uma alternativa para enfrentar as infeccbes por microrganismos
multirresistentes. O presente estudo teve como objetivo geral a sintese quimica e a caracterizagao
das propriedades bioldgicas do peptideo antimicrobiano Raniseptina-Bl 1 identificado na
secrecdo cutanea do anuro Boana lundii, espécie endémica do Brasil. A Raniseptina-Bl 1 foi
sintetizada manualmente com o emprego do método Fmoc/tBu. O peptideo bruto foi
purificado empregando-se RP-HPLC em uma coluna Cais, resultando na obtencédo do peptideo
sintético com alto grau de pureza o que foi confirmado por analise por espectrometria de massas
do tipo MALDI-TOF observando-se a presenca de um Unico componente com massa molecular
protonada igual a 2724,2 Da, correspondendo ao peptideo nativo isolado por Naywara Araujo,
em 2018, a partir da secrecdo cutdnea do anuro B. lundii. O peptideo Raniseptina-Bl 1
representa o primeiro peptideo da familia das raniseptinas isolado da espécie B. lundii exibindo
elevados indices de identidade e de similaridade com as Raniseptinas 3 e 13, previamente
identificadas na pele do anuro Boana raniceps. A analise por dicroismo circular, na presenca de
micelas de SDS, evidenciou que o peptideo Raniseptina-Bl 1 assume uma conformacdo de
estrutura secundaria predominante em a-hélice, com helicidade de 82,7%. A raniseptina-Bl 1
sintética foi testada contra 4 bactérias e 2 espécies de fungos patogénicos. O peptideo foi efetivo
na inibicdo do crescimento das bactérias Gram-positivas com valores de MIC de 4 uM para
Staphylococcus aureus e de 2 uM para S. epidermidis. No caso das bactérias Gram-negativas
testadas, observou-se uma maior atividade da Raniseptina-Bl 1, com valores de 0,5 puM para
Escherichia coli e de 1 puM para Klebsiella pneumoniae. O peptideo também foi efetivo
inibindo o crescimento das leveduras patogénicas Candida albicans apresentando valor de MIC
de 8 uM e Cryptococcus neoformanscom MIC igual a 64 uM. Sua capacidade de lisar eritrocitos
humanos também foi avaliada, exibindo uma taxa de hemolise moderada, menor que 40%, na
maior concentra¢do empregada (128 uM). J& na regido dos valores de MICs determinados para
as bactérias testadas (0,5-4 uM), a porcentagem de hemolise ficou abaixo de 10%, indicando
uma baixa atividade citolitica. As alteracbes morfoldgicas sofridas pela bactéria Gram-negativa
E. coli tratada com o peptideo Raniseptina-Bl 1 foram avaliadas por microscopia eletronica de



varredura (MEV). As bactérias tratadas nas diferentes concentragdes (2, 4 e 8 UM) apresentaram
rugosidades, irregularidades e deformidades na superficie celular. Também analisou-se 0s
efeitos do peptideo Raniseptina-Bl 1 na imunidade inata por meio da avaliacdo da influéncia na
modulacdo da capacidade fagocitica e da producdo de NETs por neutrofilos humanos.
A incubacdo de neutréfilos com a Raniseptina-Bl 1, apesar de aparentemente influenciar o
resultado, ndo teve validacéo estatistica no caso da atividade fagocitica e da producédo de NETS.
Houve uma aparente interacdo entre a Raniseptina-Bl 1 e o fMLP na producdo de NETS, no
entanto ndo houve comprovacdo estatistica pelo ANOVA de 2 vias do ponto central. Analisando-
se 0s parametros das retas, houve uma diferenca significativa no coeficiente linear entre
neutréfilos quiescentes e a combinacdo Raniseptina-Bl 1 e fMLP que sugere uma possivel acao
combinada, talvez sinérgica entre eles, de forma que juntos sdo possivelmente capazes de induzir
formacdo de NETs. A Raniseptina-Bl 1 exibiu propriedades antimicrobianas promissoras, com
valores de MIC na faixa de 0,5 a 8 uM para 0s microrganismos testados, além de uma baixa
atividade hemolitica (menos de 10% de hemdlise na faixa detectada para os MICs). Esse conjunto
de resultados sinaliza o potencial da Raniseptina-Bl 1 em servir como modelo para o
desenvolvimento de novos agentes antimicrobianos de modo a superar a atual crise associada a

resisténcia microbiana aos antibi6ticos comercialmente disponiveis.

Palavras-chave: Anuros, Boana lundii, peptideo antimicrobiano, Raniseptina-Bl 1, sintese
quimica.



ABSTRACT
The indiscriminate use of antibiotics has contributed to the increase in the prevalence of
pathogenic diseases promoted by multidrug-resistant microorganisms around the world, which
represents a serious risk to human health. Given this situation, the search for new antimicrobial
agents has mobilized the scientific community. Anurans have glands in their skin that produce
and secrete a wide variety of bioactive compounds, including biologically active peptides.
These molecules have an extensive range of bioactivities, such as antimicrobial,
immunomodulatory, antiviral and antitumor activities. Antimicrobial peptides (AMPs) or host
defense peptides (HDPs) have emerged as an alternative to face infections by multidrug-
resistant microorganims. The aim of the present work was to perform the chemical synthesis
and characterization of the biological properties of the antimicrobial peptide Raniseptin-Bl 1
found in the cutaneous secretion of the anuran Boana lundii, an endemic species in Brazil.
Raniseptin-Bl 1 was manually synthesized using the Fmoc/tBu method. The crude peptide was
purified using RP-HPLC on a Cis column, resulting in the synthetic peptide with a high degree
of purity, which was confirmed by MALDI-TOF mass spectrometry analysis, observing the
presence of a single component with a protonated molecular mass equal to 2724.2 Da,
corresponding to the native peptide isolated by Naywara Aradjo, in 2018, from the cutaneous
secretion of the anuran B. lundii. Raniseptin-Bl 1 represents the first peptide of the raniseptin
family isolated from the species B. lundii exhibiting high identity and similarity indices with
Raniseptins 3 and 13, previously identified in the skin of the anuran B. raniceps. Circular
dichroism analysis, in the presence of SDS micelles, showed that Raniseptin-Bl 1 assumed a
predominant secondary structure conformation in a-helix, with a helicity of 82.7%.
The synthetic raniseptin-Bl 1 was tested against 4 bacteria and 2 species of pathogenic fungi.
The peptide was effective in inhibiting the growth of Gram-positive bacteria with MIC values
of 4 uM for Staphylococcus aureus and 2 UM for S. epidermidis. In the case of the
Gram-negative bacteria tested, a higher activity of Raniseptin-Bl 1 was observed, with values
of 0.5 uM for Escherichia coli and 1 uM for Klebsiella pneumoniae. The peptide was also
effective in inhibiting the growth of pathogenic yeasts Candida albicans with a MIC value of
8 uM and Cryptococcus neoformans with a MIC equal to 64 pM. Its ability to lyse human
erythrocytes was also evaluated, showing a moderate hemolysis rate, less than 40%, at the

highest concentration used (128 uM). In the region of the MICs values determined for the tested

bacteria (0.5-4 uM), the percentage of hemolysis was below 10%, indicating a low cytolytic



activity. The morphological changes suffered by the Gram-negative bacteria E. coli treated with
raniseptin-Bl 1 were evaluated by scanning electron microscopy (SEM). Bacteria treated at
different concentrations (2, 4 and 8 uM) showed roughness, irregularities, and deformities on
the cell surface. We also analyzed the effects of the peptide Raniseptin Bl 1 on innate immunity
by evaluating its influence on the modulation of the phagocytic capacity and the production of
NETs by human neutrophils. The incubation of neutrophils with Raniseptin-Bl 1, despite
apparently influencing the result, did not have statistical validation in the case of phagocytic
activity and NET production. There is an apparent interaction between Raniseptin-Bl 1 and
fMLP in the production of NETSs, however there was no statistical confirmation by 2-way
ANOVA of the central point. Analyzing the straight line parameters, there is a significant
difference in the linear coefficient between quiescent neutrophils and the combination of
Raniseptin-Bl 1 and fMLP, which suggests a possible combined action, perhaps synergistic
between them, in a way that together they are probably able to induce the formation of NETS.
Raniseptin-Bl 1 exhibited promising antimicrobial properties, with MIC values ranging from
0.5 to 8 uM for the microorganisms tested, in addition to a low hemolytic activity (less than
10% hemolysis in the range detected for MICs). This set of results signals the potential of
Raniseptin-Bl 1 to serve as a model for the development of new antimicrobial agents in order
to overcome the current crisis associated with microbial resistance to commercially available

antibiotics.

Keywords: Anurans, Boana lundii, antimicrobial peptides, Raniseptin-Bl 1, chemical synthesis.
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1. INTRODUCAO

1.1. Antibidticos e resisténcia microbiana

A descoberta da penicilina por Alexander Fleming em 1928 e o consequente
desenvolvimento de antibioticos estdo, sem ddvida, entre as maiores conquistas da medicina.
A descoberta da penicilina trouxe grandes esperancas para o tratamento das doencas
infecciosas. No entanto, no inicio de 1945, Fleming previu que a alta demanda publica por
antibioticos levaria a uma "era de abuso"; o0 que acabou se tornando realidade. Assim que 0s
efeitos milagrosos da penicilina se tornaram aparentes para o publico em geral, o antibidtico
comecou a ser usado em excesso. Isso desencadeou uma presséo seletiva para o surgimento de
linhagens bacterianas resistentes a penicilina, que em pouco tempo se espalharam ao redor do
mundo (Lobanovska & Pilla, 2017).

Apos duas décadas, a aceitacdo, a producdo e a distribuicdo em massa levaram ao
advento da resisténcia antimicrobiana (RAM). A medida que surgiam outras classes de
antibioticos, um padrdo semelhante estabeleceu-se levando a um aumento no ndmero e na
diversidade de bactérias resistentes aos antibidticos. As praticas precarias de controle de
infeccdes em ambientes de salde facilitaram a transmissdo de organismos resistentes,
amplificando a disseminacdo da RAM (Shankar, 2016). Isso levou ao surgimento das
"superbactérias”, como Staphylococcus aureus resistente a meticilina (MRSA) e
Mycobacterium tuberculosis extremamente resistente a medicamentos, bactérias dificeis ou
impossiveis de tratar com os medicamentos existentes.

A pesquisa e o desenvolvimento de novos antibidticos € um processo longo e caro.
Estima-se um custo de 800 milhdes a 1 bilhdo de dolares para trazer um novo medicamento ao
mercado, levando em média mais de 10 anos para ser empregado na clinica médica. As
aprovacOes de antibioticos sistémicos pela U.S. Food and Drug Administration diminuiram
90% nos ultimos 30 anos e a RAM tem impacto negativo sobre as taxas de morbidade, de
mortalidade e sobre a economia (Luepke et al., 2017). Estima-se que, se ndo houver controle
da RAM, até o ano 2050, as infecgdes por bactérias resistentes causardo 10 milhdes de mortes,
superando a mortalidade por cancer, e com perdas econémicas da ordem de 100 trilhdes de
dolares (Woon & Fisher, 2016). Atualmente existe um interesse crescente na busca por novos
agentes antimicrobianos e os PAMs tem se destacado como uma possivel opcao terapéutica na

luta contra as infecgdes causadas por microrganismos multiresistentes (Bahar & Ren, 2013).



1.2. Peptideos antimicrobianos (PAMS)

Peptideos antimicrobianos, também conhecidos como peptideos de defesa do
hospedeiro (HDPs), séo encontrados na maioria dos organismos, sendo parte do sistema
imunoldgico inato, ou seja, atuam como primeira linha de defesa imediata desses organismos
(Assoni et al., 2020). Eles exibem propriedades antimicrobianas de amplo espectro contra uma
grande variedade de bactérias, fungos, protozoarios e, surpreendentemente, até mesmo células
cancerosas. Também foi observado que varios PAMs exibem atividades imunomodulatérias
influenciando, por exemplo, na resposta inflamatoria (Moravej et al., 2018). Mais
recentemente, durante a pandemia de COVID-19 causada pelo SARS-CoV-2 (coronavirus 2 da
sindrome respiratoria aguda grave), o interesse por PAMs sofreu um redirecionamento voltado
ao seu emprego como moléculas antivirais para combater a doenca COVID-19 (Kurpe et al.,
2020; Moretta et al., 2021).

Os PAMs sdo moléculas pequenas (5 a 50 residuos de aminoacidos), a maioria
apresenta carga liquida positiva, variando entre +2 e +9, e contendo aproximadamente 50% de
aminoacidos hidrofébicos em suas cadeias peptidicas (Luong et al., 2020; Marr et al., 2006;
Nascimento et al., 2005). Em geral, assumem estrutura anfipatica, com regides hidrofobicas e
hidrofilicas bem definidas, que lhes permitem ser sollveis em ambientes aquosos (Moretta et
al., 2021).

Os PAMs sdo comumente classificados em quatro categorias com base em seus
componentes de estrutura secundéria: 1) a-hélice, 2) folha B, 3) misturada a-hélice/folha 8 e 4)
estendida (Figura 1), sendo que a maioria dos PAMs pertencem as duas primeiras categorias
(Moretta et al., 2021).

o/p misturada estendida

Figura 1. Diversidade estrutural de peptideos antimicrobianos (PAMSs). Fonte: Moretta et al., 2021, com

modificaces.



As propriedades fisico-quimicas dos peptideos antimicrobianos estdo relacionadas com
seus efeitos antibacterianos, como a composigdo/frequéncia de aminoécidos, comprimento da
cadeia peptidica, cationicidade, hidrofobicidade, tipo de estrutura secundaria e a curvadura
adotada pelos PAMs (Li et al., 2021). Por exemplo, PAMs formadores de a-hélices anfipaticas
com carga positiva na por¢do N-terminal exibem atividade formadora de poros aumentada (Li
et al., 2021). A cationicidade representa um fator que favorece a atracdo e a ligacdo de PAMs
aos componentes carregados negativamente na superficie das bactérias, como
lipopolissacarideos (LPS) na membrana externa de bactérias Gram-negativas ou &cidos
lipoteicoicos na parede celular dos Gram-positivos (Mangoni et al., 2015). A anfipaticidade
dos peptideos ajuda a melhorar a atividade inibitoria contra microrganismos (Sultana et al.,
2021). A distribuicao de residuos polares e hidrofobicos (~ 50% em PAMS) em uma estrutura
anfipatica desempenha um papel fundamental na capacidade de penetragdo do peptideo
(Ciumac et al., 2019; Magrone et al., 2018).

1.2.1. Agédo dos PAMs na membrana celular bacteriana

As membranas biologicas sdo formadas por bicamadas fosfolipidicas fluidas com
proteinas associadas, apresentando, em alguns organismos, glicerois e esteroides.
A constituicdo da membrana das células bacterianas e de células animais diferem em sua
composicdo, sendo que fosfolipidios hidroxilados, tais como fosfatidilglicerol (PG),
cardiolipina (CL) e fosfatidilserina (PS), sdo os principais constituintes das membranas de
bactérias, engquanto as membranas de vertebrados sdo ricas em fosfatidilcolina (PC),
fosfatidiletanolamina (PE) e esfingomielina (SM), considerados fosfolipideos zwiteriénicos,
pois tendem a apresentar carga neutra. O colesterol e outros esterois, como o ergosterol, que
sdo abundantemente encontrados em membranas eucaridticas, sdo raramente encontrados em
membranas procariéticas (Zasloff, 2002; Ebenhan et al., 2014; Epand et al., 2016; Kumar et al.,
2018).

Em geral, a capacidade dos PAMs de matar bactérias depende de sua capacidade de
interagir com membranas bacterianas ou paredes celulares. A maioria dos PAMSs exibe carga
liquida positiva e uma alta propor¢do de aminodcidos hidrofébicos, permitindo que eles se
liguem seletivamente a membranas bacterianas carregadas negativamente (Bala & Kumar,

2014). A Figura 2 representa o esquema geral das paredes celulares de bactérias Gram-positivas



e Gram-negativas. A interacdo eletrostatica entre as cadeias laterais dos residuos catidénicos do
peptideo e as cabegas dos fosfolipideos carregadas negativamente podem promover a formacao
de poros na membrana bacteriana que destroem a integridade da membrana, promovendo a lise
celular (Zhang & Gallo, 2016).
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Figura 2. Estrutura esquematica das paredes celulares de bactérias Gram-positivas e Gram-negativas. Fonte:
Atanasova, 2010.

A figura 3 ilustra os efeitos bioldgicos dos PAMs em células procarioticas onde podem
promover a morte direta do microrganimos por desestabilizacdo da membrana celular ou ent&o
séo capazes de atravessar a bicamada lipidica sem causar nenhum dano, mas matam as bactérias
inibindo funcdes intracelulares, como o bloqueio da atividade enzimatica ou inibindo a sintese
de proteinas e &cidos nucleicos (Figura 3). Além das atividades antimicrobianas diretas, alguns
PAMs também séo capazes de inibir a formag&o de biofilme e erradicar os biofilmes existentes
(Zhang & Gallo, 2016).
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Figura 3. Efeitos bioldgicos dos PAMs. Os PAMs ligam-se as membranas bacterianas através de interagdes
eletrostaticas, podendo romper a membrana ou entrar na bactéria inibindo alguma funcéo intracelular. ADP:

difosfato de adenosina; ATP: trifosfato de adenosina. Fonte: Kumar et al., 2018, com modificagdes.



Baseado nestas observacdes, varios modelos de interacfes peptideo/membrana foram
propostos para explicar como, ap6s a fixacao inicial, os peptideos antimicrobianos interagem
com a membrana bacteriana, para formacdo de poros transmembranas que resultam na
permeabilizacdo da membrana bioldgica (Jenssen et al., 2006).

A figura 4 ilustra os principais modelos propostos de interacdo dos PAMs com a
membrana de células procaridticas: barrel-stave (barril/bastdo), carpet-like (carpete) e poro

toroidal.
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Figura 4. Representacdo esquematica dos principais mecanismos de acdo de PAMSs sobre membranas
procarioticas onde: A) Modelo barrel-stave, B) Modelo poro toroidal e C) Modelo carpet-like. Figura adaptada

de McMillan & Coombs, 2020. Imagem criada com https://biorender.com/.

Modelo barrel-stave: consiste na formacéo de poros hidrofilicos no nacleo hidrofébico
da estrutura da membrana bacteriana, resultando em vazamento do conteudo extracelular
(Kumar et al., 2018; Shai & Oren, 2001).

Modelo poro toroidal: as interagdes peptideo/membrana mostram-se maisse mais fortes.
Os peptideos antimicrobianos agregam-se e se inserem em direcdo perpendicular na membrana
bacteriana para a formacédo dos poros, bastante semelhante a formacdo do poro barrel-stave,
porém este modelo se diferencia pelo fato de que a membrana bacteriana se curva para dentro

do poro. Os peptideos antimicrobianos so se inserem na membrana logo apos atingirem o limiar



de concentracdo, até entdo eles ficam dispersos perpendicularmente na membrana (Brogden et
al., 2003; Falanga et al., 2016).

Modelo carpet-like: foi proposto inicialmente por Pouny et al. (1992) estudando o PAM
dermaseptina. Os peptideos se ligam a membrana-alvo formando algo semelhante a um tapete
e, em seguida, os peptideos causam a permeabilizacdo e desintegracdo da membrana (Shai &
Oren, 2001).

Modelo Shai-Matsuzaki-Huang: este modelo envolve a formagéo de carpete e de poro
pela adesdo de peptideos na membrana do microrganismo, causando uma diminuicdo na
espessura da membrana, estiramento e formacdo de poros e a interacdo de peptideos com alvos
intracelulares (Shai & Oren, 2001) (Figura 5).

Figura 5. llustracdo do modelo Shai-Matsuzaki-Huang. Fonte: Osman & Mahmoud (2015), com modificacGes.

1.2.2. Resisténcia microbiana aos PAMs

Uma das forgas motrizes por tras da pesquisa com PAMs foi a observacao de que esses
peptideos exibem atividade de amplo espectro e que as bactérias ndo apresentam resisténcia
tdo facilmente como a exibida frente aos antibidticos convencionais. Algumas linhagens sdo
naturalmente resistentes a atividade de alguns PAMSs, sugerindo que a expressdo de varios
tiposde peptideos no mesmo tecido € necessaria para obter uma defesa de amplo espectro.
Em geral, varios mecanismos naturais de resisténcia a atividade de PAMs foram observados.
Um dos mecanismos de acdo observados entre PAMs e bactérias é a interagdo eletrostatica
entre o peptideo catidnico e o envelope anidnico da bactéria. Como essas estruturas sdo quase
universais entre as bactérias, elas formam um dos fundamentos da sensibilidade das bactérias
aos PAMs. Independentemente disso, as espécies bacterianas desenvolveram mecanismos para
modificar até mesmo essas importantes estruturas,e inibindo as interacbes com 0s peptideos.
Por exemplo, alteracbes genéticas sdo encontradas em bactérias Gram-positivas, que
modificam o acido teicoico, e em bactérias Gram-negativas, que modificam a porcao lipidica

de sua membrana (Diamond et al., 2009).

1.3. Imunidade inata
O sistema imunolégico dos vertebrados tem sido tradicionalmente dividido em

imunidade inata e adaptativa. As células do sistema imunoldgico inato reconhecem patdgenos e



danos teciduais através de receptores de reconhecimento de padrdes, que detectam diversos
padrdes moleculares associados ao patogeno e associados a danos (PAMPS). Os processos
ativados no engajamento das PRRs sdo répidos, sdo considerados ndo especificos e incluem
respostas como fagocitose, locomocédo celular, morte de patégenos ou células e producdo de
citocinas. Esses mecanismos imunoldgicos inatos sdo geralmente muito eficazes na eliminacgéo de
patogenos invasores. Além disso, células dendriticas (DCs), células T especializadas e células B
conduzem respostas imunes adaptativas, que podem ser induzidas concomitantemente.
Essas respostas imunes adaptativas dependentes de linfocitos sdo mais lentas para se desenvolver,
mas sdo especificas de antigeno e levam a memoria imunoldgica de longo prazo (Netea et al.,
2020).

Os componentes do sistema imunoldgico inato incluem macréfagos, neutréfilos,
eosindfilos, células dendriticas e células assassinas naturais. Essas células tornam-se ativadas
durante uma resposta inflamatéria e se diferenciam em células efetivas de curta duracdo para
debelar a infec¢do. Os componentes ndo-otopoiéticos incluem a pele e as células epiteliais que
revestem os tratos gastrointestinal, geniturinario e respiratorios. As defesas celulares séo ainda
complementadas por componentes humorais, que incluem proteinas complementares, como a
proteina C- reativa, proteina de ligacdo a lipossacarideo (LBP), pentraxinas, colectinas e peptideos
antimicrobianos, incluindo as defensinas. As proteinas circulantes do sistema imunoldgico inato
tanto reconhecem micrébios quanto ajudam com mecanismos para debelar a infecgdo (Kaur &
Secord, 2021).

1.3.1. Neutrofilos

Os neutrdfilos sdo leucdcitos polimorfonucleares e granulares que funcionam como
uma parte essencial do sistema imunolégico inato. Eles representam, em humanos, 50-70% de
todos os leucacitos circulantes. Neutrofilos maduros em circulagdo apresentam em torno de
7-10 um de didmetro com nucleo segmentado e tendo um citoplasma enriquecido com granulos
e vesiculas secretoras. S&o produzidos na medula 0ssea e depois liberados na circulagédo
(Rosales, 2020). A principal fungédo dos neutrofilos € fagocitar microrganismos, especialmente
microrganismos opsonizados, e produtos de células necréticas, bem como destruir esse material
nos fagolisossomos (Abbas & Lichtman, 2019).

Depois que um patégeno rompe as barreiras epiteliais, neutréfilos sdo as primeiras
células imunes inatas que sdo rapidamente recrutados da corrente sanguinea para os locais de
infeccdo, sendo que os neutrofilos tém um arsenal antimicrobiano a sua disposi¢do para debelar

o foco infeccioso. Os neutrofilos utilizam uma combinacdo de espécies reativas de oxigénio



(ROS), componentes de granulos citotoxicos, peptideos antimicrobianos e armadilhas
extracelulares de neutrofilos (NETs) para gerar um ambiente altamente letal que € essencial
para morte e degradacdo dos microrganismos invasores (Teng et al., 2017).

Durante uma infec¢do ou dano tecidual, padrdes moleculares associados ao patdgeno
e/ou padrdes moleculares associados a danos (DAMPs) sdo percebidos por receptores de
reconhecimento de padrdes, bem como receptores imidos, que podem ativar células residentes
para produzir mediadores inflamatorios, como as quimiocinas CXCL1 e CXCL2, que se ligam
e ativam receptores acoplados a proteina G em neutréfilos. Os neutréfilos apresentam uma
ampla gama de mecanismos de efeito para combater patdgenos que incluem fagocitose,
proteases e armadilhas extracelulares de neutrdfilos (NETS). Assim, o comprometimento do
recrutamento de neutrofilos para um local infeccioso facilita a disseminagéo de patdgenos em
6rgdos sanguineos e vitais, desenvolvimento de infeccdo sistémica e eventual morte
(Castanheira & Kubes, 2019).

1.3.2. Fagocitose

A capacidade fagocitaria do neutréfilo € o meio utilizado para a destruicdo do agente
microbiano que conseguiu ultrapassar as barreiras fisicas e quimicas epiteliais (Lee et al.,
2003). A fagocitose € um processo mediado por receptor durante o qual uma particula maior
que 0,5 um é internalizada pela célula em um vactolo chamado fagossoma. Os neutrofilos
reconhecem particulas opsonizadas por receptores de anticorpos ou receptores do

complemento, levando a uma fagocitose eficiente (Rosales, 2020).

1.3.3. NETs

Apos a ativagdo, os neutrdfilos podem gerar “Neutrophil Extracellular Traps” (Redes
Extracelulares de Neutrofilos - NETS) (Figura 6). NETs sdo compostas por fibras extracelulares
ricas em granulos intracitoplasmaticos que apresentam em seu interior elastase, lactoferrina e
gelatinase, sendo o DNA (histonas e cromatina) o maior componente estrutural de NETs
(Brinkmann & Zychlinsky, 2012; Silva, 2015).

A geracdo de NETs pode ser alcangada por meio de um processo de morte celular
denominado morte celular NETose. Essa armadilha pode se ligar a bactérias, fungos e outros
microrganismos, fornecendo uma alta concentracdo local de moléculas antimicrobianas para
matar os patdgenos e como uma barreira para prevenir sua disseminagédo. A formacao do NETs

pode ser estimulada por varios sinais, entre eles produtos microbianos, como LPS. Para iniciar



a morte celular netose, os neutréfilos interrompem seu movimento e despolarizam, oenvelope
nuclear entdo se quebra e a cromatina nuclear € liberada no citoplasma (Lehman & Segal,
2020).
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Figura 6. Formagao de NETs. A) Neutrdfilos séo estimulados pelo contato com microrganismos ou seus produtos
(citocinas), promovendo: B) mudangas ultraestruturais no nicleo com descondensacéo de cromatina mediada pela
PAD4; C) liberacdo de estruturas extracelulares como histonas, proteinas granulares de neutrdfilos e
citoplasméticas (NETS), que prendem e matam microrganismos. Criada com https://biorender.com/ por Brunna

de Oliveira.

1.3.4. PAMs com atividade imunomodulatéria

Muitos PAMs exercem atividade imunomodulatoria. O vasto conjunto de funcgdes
imunomodulatorias exibidas por PAMs incluem quimiotaxia aprimorada de células do sistema
imunoldgico, ativacdo da diferenciacdo de células imunes, repressdo mediada por citocinas e
semelhantes a Toll, liberacdo mediada por receptor (TLR) de citocinas pré-inflamatoria,
espécies reativas de oxigénio (ROS), inducdo de citocinas antiinflamatorias, eliminacdo de
endotoxinas bacterianas, estimulacdo de angiogénese, promovendo a cicatrizacdo de feridas
(Figura 7) (Pantic et al., 2017).
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Figura 7. Representacdo esquemética do modo de acdo de PAMs ilustrando sua ampla gama de fungdes

imunomoduladoras. Fonte: Mahlapuu et al., 2020.

Além disso, a organizacdo dos sistemas imunoldgicos de anfibios e mamiferos
compartilham inimeras semelhancas em termos das fungdes de imunidade inata e adaptativa.
Genes codificando citocinas pré-inflamatorias, como interleucina (IL)-1, IL-6, fator de necrose
tumoral (TNF)-a e interferon (IFN)-y, estdo presentes no genoma da Xenopus tropicalis (ex-
Silurana tropicalis), e a ativacdo de macrdfagos de pele em resposta a patdgenos extracelulares
foi relatada (Justyna, 2017; Pantic et al., 2017; Robert & Ohta, 2009).

1.4. Os anfibios como fonte de peptideos antimicrobianos
A classe Anfibia é composta por 8403 espécies descritas, sendo distribuidas em

3 ordens: Apoda (cecilideos), Caudada (salamandras e tritbes) e Anura (sapos, ras e pererecas)



(Frost, 2021). A fauna de anfibios do Brasil compreende cerca de 1.188 espécies, sendo a ordem
dos anuros a maior, com 1.144 espécies, distribuidas em 20 familias e 107 géneros (Segalla et
al., 2021). O Brasil esté classificado em primeiro lugar em biodiversidade de anuros, seguido de
Colémbia e Equador.

A pele dos anfibios é um importante 6rgdo envolvido na defesa animais. Varios
mecanimos de defesa sdo observados, incluindo: (i) barreiras fisicas - funcionam como uma
barreira para patdgenos como observado em outras espécies. Glandulas de muco nas peles
dorsais dos anfibios secretam proteoglicanos e essas substancias se agregam para formar
malhas polipeptidicas que cobrem toda a superficie externa da pele para formar uma barreira
natural contra a invaséo de patdgeno (Rollins-Smith, 2009; Xiao et al., 2011); (ii) componentes
da imunidade adaptativa - como células B, anticorpos e células T, sendo que respondem muito
lentamente a invasao de patdgenos; (iii) componentes da imunidade inata - incluindo fagécitos,
proteinas do sistema complemento, sistemas de interferon, células assassinas naturais (células
NK) e peptideos antiimicrobianos (PAMs). Embora todos esses componentes desempenhem
papéis importantes na eliminacdo de patdgenos invasores, uma variedade de PAMs liberados
em toda a superficie da pele podem funcionar rapida e diretamente limitando a proliferacéo de
microrganismos (Barra et al., 1998; Simmaco et al., 1996).

Os PAMs de anuros podem ser agrupados em familias com base em semelhancas limitadas
na sequéncia de aminoacidos. Secre¢des da pele de uma Unica espécie frequentemente contém
varios membros de uma familia particular que sdo presume-se ter surgido de multiplas duplicacdes
de um gene ancestral. A heterogeneidade molecular dos peptideos dentro de uma familia € muitas
vezes consideravel e essa variacdo na estrutura primaria é refletida em uma ampla variabilidade
nas poténcias antimicrobianas e especificidades para diferentes microrganismos (Conlon et al.,
2019).

A natureza e 0 numero dos PAMs em cada género/espécie de anuro é dado de acordo com
0 Banco de dados de peptideos antimicrobianos (http://aps.unmc.eduAP/main.php). Os nomes das
familias de rés e sapos, géneros e especies foram obtidos a partir da atualizacéo classificacdo de
anuros encontrados em espécies de anfibios do Mundo
(http://research.amnh.org/vz/herpetology/anfibios/). (Ladram & Nicolas, 2016).

Exemplo de PAMs de anuros sdo as ras da familia Pipidae que provaram ser uma rica fonte
de peptideos ativos. Com base na similaridade estrutural limitada, cinco familias de HDPs com
varios graus de atividades antimicrobianas foram identificados em secrecdes da pele de ras
pertencente a0 género Xenopus. Estes sdo magainina, peptideo glicina-leucina-amida (PGLa)

Magaininas- Magainin-AM1 e -AM2 mostraram atividade antimicrobiana contra E. coli e S.



aureus e baixa atividade hemolitica contra eritrocitos humanos(Conlon et al., 2019).

J& na familia das temporinas compreende peptideos contendo entre 10 e 20 amino&cidos,
e € a familia que contém os menores PAMs de ras ja relatados. O primeiro temporinas foram
identificadas nas secrecdes de Rana esculenta e R. temporaria, mas ja foram descritos em outras
espécies. Em geral, as temporinas mostram atividade contra bactérias Gram-positivas, como
Staphylococcus aureus e Enterococcus faecium (M. S. Castro et al., 2009).

A familia das filoseptinas reline peptideos caracterizados a partir da secrecdo de hilideos
do género Phyllomedusa, que sdo encontrados em florestas tropicais nas regides Central e América
do Sul. As filoseptinas 7 e 8, isoladas da secre¢édo de P. nordestina, foram avaliados em L.
infantum e T. cruzi em um trabalho por [75]. Entre os peptideos analisados, apenas o PLS-7
mostrou-se ativo contra ambos os parasitas, sendo também o composto mais citotdxico (34,42 M).
Dentre esses exemplos de algumas familias descritas hoje demonstram uma riquissima fonte de

PAMs e seu grande potencial antimicrobiano (M. S. Castro et al., 2009).

1.4.1. Familia Hylidae

Hylidae é uma familia de anfibios da ordem Anura, cujas espécies podem ser
encontradas em todos os continentes, com excecdo da Antartida, com cerca de 744 espécies
descritas até 0 momento (Frost, 2021). O nome da familia é baseado no nome do género Hyla,
que é uma aluséo a Hilas, companheiro de Hércules, segundo a mitologia grega (Duellman et
al., 2016).

Membros desta familia sdo comumente referidos como "pererecas” com adaptacdes
adequadas para um estilo de vida arbéreo, incluindo olhos voltados para a frente fornecendo
visdo binocular e almofadas adesivas nos dedos das maos e dos pés. Nas espécies ndo arboreas,
estes recursos podem ser bastante reduzidos ou ausentes (Almeida et al., 2015). Membros dessa

familia sdo conhecidos como uma fonte promissora de PAMSs (Azevedo Calderon et al., 2011).

1.4.2. Boana lundi
O género Boana possui 98 espécies descritas até 0 momento pelo mundo, as quais se

encontram distribuidas em grande parte na America do Sul sendo encontradas em florestas de
galeria (Frost, 2021).

Boana lundii (Burmeister, 1856) é uma espécie de anfibio da familia Hylidae,
subfamilia Cophomantinae (Frost, 2021) (Figura 8). E caracterizada por possuir coloracéo
dorsal cinza-claro, esverdeado, com manchas pretas delicadas e sem formas, simulando uma

casca de arvore. A cabeca € mais larga do que longa. Apresenta timpanos e maos grandes, com



dedos unidos por membranas interdigitais (Figura 5). Espécie endémica do bioma Cerrado, esta
distribuida na regido do cerrado do centro-leste do Brasil no sul de Mato Grosso, Goiés, DF,
centro e oeste de Minas Gerais e S&o Paulo (Frost, 2021). Até recentemente, a espécie B. lundii
era identificada pela denominacao Hypsiboas lundii, 0 mesmo ocorrendo com varias espécies

do género Hypsiboas (Dubois, 2017).
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Figura 8. Exemplar adulto de B. lundii. Fotografia cedida por Ana Cecilia Holler del Prette.

Exemplos de PAMs que ja foram isolados do genero Boana como a A hilaseptina-4 é um
peptideo antimicrobiano originalmente isolado da perereca Hypsiboas punctatus (Nunes et al.,
2021) .JaaHylinaal, um PAM extraido da secrecdo da pele de um sapo sul-americano, Hypsiboas
albopunctatus, mostrou uma forte citotoxicidade contra bactérias e fungos, mas também uma
consideravel acdo hemolitica(Vignoli Muniz et al., 2020). Hp-1935, um peptideo natural extraido
das secrecOes da pele de uma ra argentina (Boana pulchella) (Sanchis et al., 2020).

A espécie Boana lundii também ja foi conhecida como Hyla biobeba. Dois peptideos hemoliticos
foram isolados da secrecdo da pele da ra Hylidae brasileira Hyla biobeba, usando procedimentos

cromatograficos de fase reversa (M. Castro et al., 2005).

2. JUSTIFICATIVA

A crescente resisténcia aos antimicrobianos (RAM) é um problema grave que, se ndo for
combatido rapidamente, pode comprometer a salde das proximas geragdes, com um retorno a era
pré-antibiotica. Além disso, o aumento de infecc¢des resultantes de patogenos e cepas resistentes

em contextos clinicos intensificou a demanda por terapias alternativas (Camou et al., 2017).



Os peptideos antimicrobianos tém sido alvos de inimeros estudos ao redor do mundo,
uma vez que sdo candidatos promissores para o desenvolvimento de novas drogas para o
tratamento de infec¢Bes causadas por microrganismos multirresistentes. A abundancia de PAM
na pele dos anuros € notavel e representam uma rica fonte de protétipos para o desenho racional
de novas moléculas farmacéuticas. Os PAMs de anuros possuem amplo espectro, sendo ativos
sobre bactérias, protozoarios, leveduras e fungos, promovendo sua morte diretamente e/ou
inativando alvos intracelulares (Ladram & Nicolas, 2016).

O acesso aos PAMs de anuros ¢ limitado pela disponiblidade de material biologico para
avancar na sua caracterizagdo bioldgica. De modo a superar essa limitacdo, a sintese quimica
de PAMs apresenta diversas vantagens em relagdo a extracao de peptideos de suas fontes naturais.
As principais vantagens da sintese quimica em fase solida (SPPS, solid-phase peptide
synthesis) sdo: (i) simplicidade e velocidade (realizando todas as rea¢cGes em um Unico vaso de
reacdo) e (ii) eficiéncia com altos rendimentos de produtos finais através do uso de reagentes
em excesso (Palomo, 2014). O numero de peptideos sintéticos que entram em ensaios clinicos
tem crescido continuamente na Gltima década e 0s avancos recentes na tecnologia SPPS com
quimica Fmoc sdo uma resposta a crescente demanda da quimica e farmacologia medicinal
(Behrendt et al., 2016).

Diante desse cenario, o grupo de pesquisa liderado pela Profa. Mariana S. Castro vem
se dedicando a busca por peptideos antimicrobianos presentes, principalmente, na secrecdo
cutanea de anuros da fauna brasileira, como possiveis protétipos para o desenvolvimento de
novas drogas no tratamento de infec¢Bes causadas por patdgenos multirresistentes, dentro do
contexto da atual crise dos antibioticos.



3.0BJETIVOS E METAS
3.10Dbjetivo geral

O presente estudo teve como objetivo geral a sintese quimica e a caracterizacdo das
propriedades bioldgicas do peptideo antimicrobiano Raniseptina-Bl 1, previamente
identificado por Aradjo (2018) na secrecdo cutanea do anuro Boana lundii.

3.1. Metas estabelecidas

3.1.1Sintese quimica em fase sélida do peptideo Raniseptina-Bl 1 empregando a

quimica Fmoc;

3.1.2 Purificacdo do peptideo Raniseptina-Bl 1 sintético por cromatografia liquida de

alta eficiéncia em coluna de fase reversa (RP-HPLC);

3.1.3Andlise por espectrometria de massas do tipo MALDI-TOF do peptideo

Raniseptina-BI 1 sintético;

3.1.4Buscas por similaridade/identidade do peptideo Raniseptina-Bl 1 com outros

peptideos antimicrobianos ja descritos para o0 género Boana;

3.1.5 Analises estruturais computacionais do peptideo Raniseptina-Bl 1;

3.2.5. Determinacdo da composicao de elementos de estrutura secundaria do peptideo
Raniseptina-Bl 1 com o emprego da técnica de dicroismo circular;

3.2.6. Determinacao dos efeitos antibacterianos e antifingicos do peptideo Raniseptina-
Bl 1 sintético sobre bactérias patogénicas Gram-positivas e Gram-negativas e fungos
patogénicos por meio da determinacdo das concentragdes inibitdrias minimas (MICs);

3.2.7. Determinacdo da atividade hemolitica do peptideo Raniseptina-Bl 1 sintético;

3.2.8. Avaliacdo dos efeitos promovidos pela incubacédo do peptideo Raniseptina-Bl 1
sintético sobre a morfologia da bactéria Gram-negativa Esherichia coli, empregando a técnica
de microscopia eletronica de varredura (MEV);

3.2.9. Determinacéo dos efeitos sobre a imunidade inata do peptideo Raniseptina-Bl 1

sintético.



4.Materiais e Métodos

4.1Sintese quimica do peptideo Raniseptina-Bl 1

O peptideo Raniseptina BI-1, previamente identificado por Araujo (2018), foi escolhido
para ser produzido por sintese quimica em fase sélida empregando o método Fmoc/tBu com o
intuito de obter material em quantidade suficiente de modo a avancar na caracterizagao de suas
propriedades biologicas. O procedimento foi realizado sob a supervisao do Prof. Dr. Guilherme
Dotto Brand, especialista em sintese quimica de peptideos, nas dependéncias do Instituto de
Quimica da UnB.

Preparo da resina

A sintese foi realizada em uma escala de concentragdo de 0,15 mmol. L. Utilizou-se a
resina Wang ja acoplada ao Gltimo aminoacido da sequéncia peptidica (Fmoc-Ser-Wang).
A resina foi inchada com cerca de 2 mL de diclorometano (DCM) e submetida a agitacdo por
30 min a 200 rpm, conforme protocolo estabelecido por (Chan & White, 2000). Em seguida, a
resina foi lavada com dimetilformamida (DMF) e diclorometano (DCM). Toda a sintese foi
realizada em uma seringa de vaso de reacdo de 10 mL.

Desprotecéo

A resina, uma vez inchada, encontra-se com seu N-terminal protegido pelo grupo de
protecdo Fmoc (9-fluorenilmetoxicarbonil). Desse modo é realizada sua desprotecao utilizando
4-metilpiperidina em DMF numa proporcdo de 1:5. Dois ciclos de desprotecdo foram
realizados, cada um compreendendo 15 min de agitacdo a 200 rpm, resultando na resina com
um N-terminal livre para acoplamento do primeiro residuo. Completado o segundo ciclo de
desprotecdo, a resina foi lavada com DMF e DCM (trés ciclos de lavagem).

Teste de Kaiser

A efetividade da etapa de desprotecdo foi avaliada para confirmacdo de que a resina
apresenta um N-terminal livre por meio do teste de Kaiser. O teste de Kaiser € um teste
qualitativo que determina a presenca de aminas livres no meio. A resina assume uma coloragéo
azul escura quando da presenca de aminas livres, indicando que a desprotecdo foi bem-
sucedida, ou permanece com aspecto transparente, caso a porcdo N-terminal continue
protegida, revelando assim a necessidade de repeticdo da etapa de desprotecéo.

O teste foi realizado conforme protocolo 13A descrito em Chan & White (2000).
Esse protocolo envolve trés solugdes: 5% (m/v) de ninhidrina (2,2-diidroxi-hidrindeno-1,3-
diona) em etanol, 80% (m/v) de fenol em etanol e KCN em piridina (2 mL 0,001 M de KCN
em 98 ml de piridina). Gréos da resina foram coletados e imersos em gotas das solucdes, sendo

posteriormente aquecidos em banho seco (120°C) por 1 min.



Acoplamento de aminoacido

Com a resina desprotegida, 0 aminoacido pode ser acoplado, iniciando-se pelo Gltimo
aminoacido da sequéncia peptidica. O acoplamento envolve o ataque do grupo amino de um
aminoacido ao grupo carboxi de outro aminoacido, estando esse Ultimo ativado pela insercédo
de um grupo retirador de elétrons (El-Faham & Albericio, 2011). A reagédo de acoplamento foi
utilizada o método de acoplamento: carbodiimidas (DIC/Oxyma).

Sintese utilizando carbodiimidas

A reacdo é processada utilizando o reagente Oxyma Pure (acetato de etil 2-ciano-2-
hidroxiimino), que reage com a por¢do C-terminal na presenga de carbodiimida.
A massa calculada para cada aminoacido dentro da escala de concentragdo de 0,15 mmol. L
foi pesada e adicionada no meio reacional. O mesmo foi aplicado ao reagente Oxyma Pure
(85,3 mg). Com os reagentes solidos adicionados ao meio, 2 mL de DMF foram acrescentados
para solubilizagdo dos reagentes. O reagente de acoplamento DIC (N,N’
diisopropilcarbodiimida) foi adicionado ao meio na quantidade de 93 puL. O meio foi submetido
a agitacdo por 1h e 30 min. Em seguida, foram realizados os trés ciclos de lavagem com DMF
e DCM. A efetividade da reacdo é conferida pelo teste de Kaiser, que agora deve revelar graos
transparentes, indicando o sucesso do acoplamento.

Clivagem

Apds as etapas acima serem repetidas e concluidas (desprotecdo - teste de Kaiser -
acoplamento - teste de Kaiser), de modo que cada aminoacido da sequéncia peptidica
represente um ciclo completo, seguiu-se para o processo final de clivagem. Utilizou-se acido
trifluoroacético (TFA), que leva a clivagem do peptideo da resina com concomitante
eliminacdo dos grupos protetores dos aminoacidos da cadeia. Assim, foi obtido o peptideo livre
da resina e dos grupos protetores (Chan & White, 2000).

O “coquetel” de clivagem foi preparado com os seguintes reagentes:
TFAJ/tioanisol/agua/fenol/etanoditiol na proporcdo 82,5:5:5:2,5 (v/v). A insercdo de reagentes
como tioanisol, &gua, fenol e etanoditiol visa evitar a reagdo secundaria dos grupos de protecéo

clivados dos aminoé&cidos do peptideo com outros aminoacidos da mesma molécula.

A etapa de clivagem requer inicialmente desprotecdo e teste de Kaiser, para s6 entdo todo o
contetido resultante da sintese ser misturado ao "coquetel”, em agitagdo a 200 rpm durante 1
hora e 30 min. Apos esse periodo de incubacao, secou-se 0 material com o auxilio de gas argonio,
seguido da adicédo de éter diisopropilico gelado para promover precipitagcdo. Essa mistura foi
filtrada e o precipitado retido no filtro é composto por resina e peptideo que foram separados

pela lavagem com acetonitrila/agua Milli-Q na proporcdo 1:1. A resina ficou retidano filtro,



enquanto o peptideo foi solubilizado, guardado em tubos de polipropileno de 50 mL e liofilizado.

4.2Purificagdo do peptideo raniseptina-Bl 1 por cromatografia liquida de alta

eficiéncia

O peptideo sintético liofilizado foi dividido em aliquotas de 10 mg e dissolvido em 1 mL
de TFA 0,12% (v/v) em &gua milli-Q (solvente A). Em seguida, as amostras foram
centrifugadas a 10.000 g durante 10 min. Aliquotas de 150 uL do sobrenadante foram injetadas
em uma coluna de fase reversa Cis (Shim-pack VP-ODS, No. 2122095, 4,6 mm x 150 mm, 5
pm), com fluxo de 1 mL/min. A eluicdo foi realizada empregando-se gradiente de 0-45% de
TFA 0,12% (v/v) em acetonitrila (solvente B) em 10 min. e de 45-47% de solvente B em 22
min, com monitoramento a 216 nm. As fracBes cromatograficas eluidas foram coletadas
manualmente, secas a vacuo e armazenadas a -20°C.

4.3Analise por espectrometria de massas do tipo MALDI-TOF

As fracbes cromatogréaficas resultantes da purificagdo foram analisadas em
espetrometro de massas do tipo MALDI-TOF/TOF modelo Autoflex 11 (Bruker, Alemanha) de
modo a confirmar seu grau de pureza e determinar a correcdo do processo de sintese.
Cada fracdo cromatografica foi ressuspendida em TFA 0,1% (v/v) em agua Milli-Q e 1 uL de
amostra foi aplicado em placa de ago inoxidavel juntamente com matriz de acido a-ciano-4-
hidroxicinamico (HCCA 20 pg/uL) ressuspendida em 0,1% de TFA (v/v) em 50% (v/v) de
acetonitrila. O equipamento foi previamente calibrado com Pepmix (Bruker, Alemanha) e as
analises realizadas no modo positivo com uso do refletor na faixa m/z de 500 a

4000.4.4Quantificacdo do peptideo Raniseptina-Bl 1 sintético

O peptideo Raniseptina-Bl 1 sintético foi dosado em espectrofotdmetro (Bel Photonics
UV/Vis M51), por meio da leitura das absorvancias nos
comprimentos de onda 205, 215 e 225 nm (Aitken & Learmonth, 2002;
https://www.ruf.rice.edu/~bioslabs/methods/protein/abs205.html).

A concentragao protéica (em pg/mL) foi obtida a partir das medidas de absorvancia com
0 uso das equages abaixo:

Concentragéo; = AbSosnm) X 1000 Concentracdo; = 144 x [Absisnm) — AbS@25nm)]
31

Concentracdo; + Concentracdo, = Concentragdo da aliquota analisada
2

O volume total do estoque de cada peptideo foi aliquotado em tubos de polipropileno de 1 mL


http://www.ruf.rice.edu/~bioslabs/methods/protein/abs205.html)
http://www.ruf.rice.edu/~bioslabs/methods/protein/abs205.html)

e secos a vacuo (SpeedVac modelo SC 100, Savant).

4.6Analises computacionais

O algoritmo BLASTp (https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi?PAGE=Proteins) foi
utilizado para buscas de identidade e similaridade entre a sequéncia do peptideo antimicrobiano
Raniseptina-Bl 1 e outros peptideos antimicrobianos ja caracterizados. O alinhamento maltiplo
das sequéncias dos peptideos foi feito com o emprego da ferramenta Clustal Omega
(https://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalo/). A ferramenta Expasy pl/Mw
(http://web.expasy.org/compute_pi) foi usada para se determinar as massas teoricas dos
peptideos. A projecdo em roda helicoidal do peptideo foi obtida com o emprego do software
NetWheels software (www.lbgp.unb.br/NetWheels/). O servidor PEP2D (disponivel em
http://crdd.osdd.net/raghava/pep2d/result/pep2dres.php?ran=6411) foi usado para predicao da
estrutura secundaria da Raniseptina-Bl 1. A razdo hidrofdbica total e o indice GRAVY (Grand
Average of Hydropathy) foram determinados empregando-se Antimicrobial Peptide Calculator
and Predictor (http://aps.unmc.edu/AP/prediction/prediction_main.php). Para analise
hemolitica foi utilizado o servidor web HemoPi (http://crdd.osdd.net/raghava/hemopi/).

Os gréficos foram plotados com o uso do software GraphPad Prism 5.03 (GraphPad
Software, La Jolla, CA, EUA). Todos os valores foram expressos como médias + DP (desvio
padrdo).

4.7Anélise da estrutura secundaria do peptideo Raniseptina-Bl 1 por dicroismo

circular

Os elementos de estrutura secundaria do peptideo Raniseptina-Bl 1 foram analisados
por dicroismo circular utilizando o espectropolarimetro Jasco, modelo J-815 (Jasco
instrumentos, Japdo), contendo um sistema de controle de temperatura do tipo Peltier e uma
bomba de &gua acoplada (Jasco instrumentos, Japdo). O peptideo Raniseptina-Bl 1 (0,13
mg/mL) foi analisado em uma cubeta de quartzo de 0,1 cm, na presenca de agua ou de dodecil
sulfato de sddio (SDS) 35mM (m/v) a 25 °C. O experimento foi realizado na regido distante do
UV (190-260 nm) a partir de dez medidas consecutivas e a média final foi calculada a partir dos
espectros coletados. Os espectros dicroicos foram considerados ap0s subtracdo dos espectros
referentes as linhas de base da agua e do SDS (35mM) (m/v). A elipticidade observada foi
convertida em elipticidade molar ([0]) (grau.cm?.dmol™?) utilizando-se uma massa molecular
por residuo de 112 Da (Pace et al., 1989).

A helicicidade do peptideo foi estimada considerando-se os valores de elipticidade

molar (grau.cm?.dmol™?) em Az0snm baseado em Morrisett et al., 1973).


http://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalo/)
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http://web.expasy.org/compute_pi)
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4.8Ensaios in vitro

4.8.1Ensaio antibacteriano

Para avaliar a atividade antimicrobiana do peptideo Raniseptina-Bl 1 sobre bactérias
patogénicas foram utilizadas as bactérias Gram-negativas Escherichia coli ATCC 25922 e
Klebsiella pneumoniae ATCC 13883 e Gram-positivas Staphylococcus epidermidis ATCC
12228 e Staphylococcus aureus ATCC 25923. Foram inoculados 200 pL das linhagens
selecionadas em 6,8 mL de meio liquido Muller-Hinton e incubados, sob agitagcdo constante,
durante 24 h a 37 °C.

Apos o periodo de incubagdo, foram realizadas leituras a 625 nm em espectrofotdmetro
para avaliacdo da densidade dptica (DO). As suspensdes foram diluidas e a DO ajustada para a
faixa entre 0,08-0,1. Em seguida, os indculos foram diluidos na proporcao de 1:200 para todas as
bactérias testadas (Norma técnica CLSI, 2005).

Apods serem esterilizados em filtros de 0,22 um (Millex GV, Millipore, Merck),
dilui¢bes seriadas do peptideo dissolvidas em agua Milli-Q foram preparadas em placas de 96
pogos de fundo chato (TPP, Merck) para um volume final de 50 puL. O peptideo Raniseptina-
B1 1 foi testado na faixa de concentragao de 128 a 0,25 uM, sendo que 50 pL do indéculo em
meio foram adicionados a cada pogo na concentracio final de 10° células/mL e incubado por
24 h a 37 °C. A inibicdo do crescimento foi determinada pela leitura da DO a 620 nm em uma
leitora de placas Multiskan®FC (Thermo Scientific, USA).

Os controles para auséncia de crescimento e crescimento pleno foram, respectivamente,
formaldeido 0,8% (v/v) e 4gua Milli-Q, ambos incubados com as suspensdes bacterianas.

A concentracdo inibitéria minima (MIC) foi definida como a menor concentragdo na
qual ndo houver crescimento espectrofotometricamente detectavel do patégeno ao término do
tempo de incubacdo. Os experimentos foram realizados, pelo menos, trés vezes em datas
distintas.

4.8.2Ensaio antifungico
Para avaliar a atividade anfingica do peptideo Raniseptina-Bl 1 sobre fungos

patogénicos foram utilizadas as leveduras Candida albicans ATCC 14053 e Cryptococcus
neoformans H99) Aliquotas de 200 uL da suspensédo fingica foram transferidas para 6,8 mL
de meio BHI (Brain Heart Infusion) e mantida sob agitacdo constante durante 20 h a 37 °C.
Ap0s a incubacdo, foi realizada a leitura da DO a 620 nm e ajustada para 0,08 — 0,1. Em seguida,

a suspensao foi diluida em meio BHI na proporcéo de 1:2000 (Norma técnica CLSI, 2005).

Aliquotas de 50 puLL da Ranisetpina-Bl 1 (na concentragao inicial: 256 uM) foram filtradas

em filtros de 0,22 um (Millex GV, Millipore, Merck), diluidas em série e misturadas com 50



uL da suspensdo fiingica contendo aproximadamente 5 x 102 CFUs em placas de 96 pogos. Em
seguida, a placa foi incubada por 22 h a 37 °C. Apds o periodo da incubacéo, as placas foram
lidas a 620 nm em leitora de microplacas Multiskan® FC (Thermo Scientific, USA).

Os controles para auséncia de crescimento e crescimento pleno foram, respectivamente,
formaldeido 0,8% (v/v) e &gua Milli-Q, ambos incubados com as suspensdes fungicas.

A concentracdo inibitéria minima (MIC) foi definida como a menor concentracdo na
qual ndo houver crescimento espectrofotometricamente detectavel do patdégeno ao término do
tempo de incubacdo. Os experimentos foram realizados, pelo menos, trés vezes em datas
distintas.

4.8.3Ensaio hemolitico

O ensaio hemolitico foi realizado como descrito em Castro e colaboradores (2009).
Eritrocitos de sangue humano de doador voluntario foram separados do plasma por
centrifugacdo (800 g, 5 min a 25 °C) e lavados trés vezes com tampao-salina Tris-HCL 0,01 M
pH 7,4 contendo NaCl 0,15 M. O mesmo tampao foi empregado para solubilizar as amostras e
preparar uma suspensdo 1% (v/v) de eritrdcitos. A suspensao de eritrocitos humanos foi tratada
com os peptideos na faixa de concentragdo de 128 a 0,25 pM. Aliquotas de 100 puL da suspensao
de eritrocitos foram adicionadas as diferentes concentracdes do peptideo e incubadas por 1 h a
temperatura ambiente. Apds esse periodo, os tubos foram centrifugados e uma aliquota de 100
uL de cada sobrenadante foi transferido para uma placa de 96 pogos de fundo chato (TPP,
Merck) e a leitura da absorvancia realizada a 405 nm em leitora de microplacas Multiskan® FC
(Thermo Scientific, USA).

Foram empregados como controles: solugcdo tampdo, para inidicar a auséncia de
hemdlise e solucdo 1% (v/v) Triton X-100, para indicar 100% de hemdlise. Todas o0s
experimentos foram realizados em triplicada e os resultados expresso como média = DP.

A porcentagem de hemdlise foi calculada de acordo com a seguinte formula:
% hemdlise = 100 (Apeptideo — ATris-salina) / (ATriton — ATris-salina)
A concentracdo do peptideo capaz de promover 50% de lise dos eritrocitos (HCso) foi
calculada por regressao ndo-linear usando o programa GraphPad Prism v. 5.04.

O procedimento descrito foi submetido & aprovacdo do Comité de Etica Humana da
Universidade de Brasilia.



4.9Anélise da morfologia de E. coli apds incubacdo com o peptideo Raniseptina-Bl

1

Este protocolo foi baseado em Luca et al., 2013; Mangoni et al., 2004, com
modificages.

Crescimento do indculo

As células de E. coli (ATCC 25922) foram retiradas diretamente da placa de cultura
bacteriana, com o auxilio de uma alca calibrada de 10 uL, e colocadas em tubos de
polipropileno contendo 7 mL de tampdo PBS 1x. Foi realizada a leitura do in6culo em
espectrémetro no comprimento de onda de 535 nm e ajustado para a faixa entre 0,08 e 0,1.

Preparacdo das amostras

Aproximadamente 1 x 108 células bacterianas foram utilizadas. Aliquotas de 100 pL
desse indculo foram incubados com 100 pL do peptideo em diferentes concentracdes (2, 4 e 8
M), escolhidas conforme os valores de MIC obtidos com 0s ensaios contra microrganismos.
As amostras foram incubadas por 30 min a 37 ° e, em seguida, centrifugadas a 10.000 g por 5
min. Como controle negativo, empregou-se 100 pL do indculo em 100 uL de agua Milli-Q.

Fixacdo priméria

Apds a etapa de centrifugacdo, o sedimento obtido foi dissolvido em 500 uL de fixador
Karnovsky (glutaraldeido 2,5% em 0,2 M tampao cacodilato de sddio, pH 7,2) e incubando por
24 h (Corliss et al., 1975).

Pés-Fixagdo com Tetroxido de Osmio 1% em tampéo cacodilato 0,1 M (v/v)

Apbs fixacdo primaria, a amostra foi centrifugada a 10000 x g por 2 min e descartado o
sobrenadante. Entdo, adicionou-se o tampdo cacodilato de sddio 0,1M (pH 7,4), seguido de 2
lavagens com o mesmo tampdo durante 5 min. Ap6s fixacdo foi realizada com a adicdo de
tetroxido de ésmio 1% durante 1 h. Para eliminacdo do excesso de tetroxido de ésmio, fez-se
2 lavagens com tampdao cacodilato de sodio 0,1 M. Em seguida, as amostras foram colocadas
em uma laminula de vidro, foi pingada 1 gota de poli-L-lisina e espalhada sobre toda a
superficie da laminula. Deixou-se em repouso por 5 min para secagem e depois foi retirado o
excesso.

Desidratacdo

A amostra foi submetida a desidratagdo com passagem por uma série crescente de
acetona (50%, 70%, 90% e 100%), tendo sido incubada por 10 minem cada concentracao.

A etapa de incubacéo na concentracdo de 100% foi repetida 2 vezes.



Ponto critico e metalizacdo

Apos o procedimento de desidratacdo, a amostra foi colocada por 40 min na cdmara de
ponto critico, a fim de retirar toda a 4gua do tecido. Finalmente foi realizado o processo de
metalizacdo, onde uma fina camada de ouro (~ 20 nm de espessura) foi depositada sobre as
amostras.

Processamento de imagem por MEV

Por fim, a imagem foi gerada no equipamento Quanta 450 — FEI, no Laboratdrio de
Microscopia e Microanalise (LMM) da Universidade de Brasilia-UnB. As amostras foram
examinadas e fotografadas no aumento de 10.000 vezes.

4.10Avaliacdo da capacidade imunomodulatoria do peptideo Raniseptina-Bl 1

sobre neutrdéfilos humanos

4.10.1Separacao de neutrofilos

Aliquotas de sangue periférico (20 mL) foram coletados de trés doadores saudaveis em
seringa estéril e heparinizada dos quais 12 mL foram colocados sobre gradiente de densidade
utilizando Percoll (60 % e 70 %). O sangue sobre o gradiente foi centrifugado por 15 min a
1.300 rpm, lavado 2x com HBSS 1x e as hemacias foram lisadas adicionando-se 3 mL de agua
Milli-Q por 25 seg sequido da adicdo de 3 mL de HBSS 2x. Os neutréfilos foram entéo
avaliados quanto a viabilidade e quantidade em camara de Neubauer e quanto a morfologia e
pureza.

34.10.2. Ativacao de neutrofilos

Os neutrofilos foram divididos igualmente em aliquotas para analise de quatro
condigdes, sendo trés delas estimulos simples (controle, fMLP 100 nM e peptideo 16 uM) e
uma condicao de estimulo duplo (peptideo + fMLP). A concentracdo da suspensdo de células
foi ajustada com adicio de HBSS com Ca?* e Mg?" e plasma autdlogo de forma que a
concentracdo final de células fosse 6667 células/mL. Todas as condigdes foram incubadas em
ThermoMixer (Eppendorf AG, Alemanha) a 37 °C, 350 rpm durante 1 h. Na condigédo de
estimulo duplo, o fMLP foi adicionado ap6s 20 min de incubagdo com o peptideo.

4.10..3Fagocitose de Saccaromyces cerevisae

Apos 20 min de ativacdo, para avaliacdo da fagocitose, uma aliquota de células de cada
condicdo foi ressupendida em suspensdo de Saccaromyces cerevisae na proporcdo de 1:5
(neutrdfilos: leveduras) e colocada em lamina para incubagdo em banho maria por mais 40 min.
Finalizada a incubagdo, as laminas foram secadas com ar quente e coradas utilizando o kit

Pandtico rapido. Para analise, 100 células de cada pogo foram avaliadas quanto a presenca de



leveduras no interior ou na membrana dos neutrofilos e quanto a quantidade de leveduras em
cada fagocito.

4.10..4 Avaliacéo da producdo de NET-DNA

Neutréfilos (6600 células/mL) apds incubacdo com o peptideo (16 uM) foram
transferidos para pogos de uma placa escura de 96 pogos e marcados com Sytox Green®
(Invitrogen S7020). A quantificacdo fluorimétrica de NET-DNA foi realizada em equipamento
CLARIOstar® Multi-Mode Microplate Reader (BMG Labtech, Alemanha) a cada 15 min
durante 120 minutos (parametros empregados ex:485 nm/em:535 nm). As leituras foram obtidas
a 37 °C como unidades arbitrarias de fluorescéncia.

4.11. Anélise estatistica

As anélises estatisticas foram realizadas no programa GraphPed Prism 7.03®. Foi
realizado o teste ANOVA de 2-vias seguido de pos-teste de Tukey para comparacao entre todos
os valores obtidos adotando um valor de significancia de p<0,05.



5.RESULTADOS E DISCUSSAO

O uso indevido e o abuso de antibioticos ao longo dos anos tem levado a selecédo de
bactérias que sdo, atualmente, resistentes a todos os antibi6ticos comercialmente disponiveis,
conhecidas popularmente como “superbactérias”, para as quais temos escassos ou nenhum
tratamento. A resisténcia bacteriana a antibioticos (RAM) é especialmente dramatica nas
infecgdes adquiridas em hospitais (nosocomiais), onde qualquer pequena cirurgia ou
tratamentos hospitalares de pequeno porte podem trazer, em muitos casos, riscos de infecgdes
bacterianas graves aos pacientes. 1sso, por sua vez, cria um ciclo de feedback que leva a selecédo
de bactérias ainda mais resistentes aos antimicrobianos (Bravo et al., 2018).

Diante desse grave cendrio, varias terapias alternativas foram propostas, entre as quais
0 uso terapéutico de peptideos antimicrobianos (Rima et al., 2021; Yu et al., 2018). De maneira
geral, os PAMs exibem varias caracteristicas interessentes, como alta poténcia, seletividade e
eficacia, amplo espectro de ag&o, toxicidade potencialmente baixa e baixo acimulo nos tecidos
(Boparai & Sharma, 2019).

A pele de anuros (sapos, ras e pererecas) é uma fonte abundante de PAMSs abundantes
que podem ter emprego terapéutico (Patocka et al., 2018). As ac¢bes microbicidas dos
peptideos da pele do sapo contra patégenos multirresistentes tém atraido consideravel atencdo
e, além da exploracdo do riquissimo arcabouco de PAMSs naturais presentes na secrecdo dos
anuros, inimeros analogos sintéticos com aumento da poténcia antimicrobiana, diminuicdo da
toxicidade e meia-vida mais longa na circulacdo foram propostos e suas propriedades
terapéuticas avaliadas (Pantic et al., 2017).

O objetivo geral desse trabalho foi produzir, por sintese quimica, o peptideo
Raniseptina-Bl 1 isolado por Aradjo (2018) da pele da rd Boana lundii de modo a obter
quantidade suficiente de material para avancar na caracterizacdo de suas propriedades

bioldgicas.

A descoberta inicial de PAMs dependia do isolamento a partir de suas fontes naturais,
geralmente exigindo grandes quantidades de material biologico bruto do qual pequenas
quantidades de peptideo puro poderiam ser extraidas. Agora € possivel a producdo de PAMs
em grande escala por meio da tecnologia do DNA recombinante ou por sintese quimica de
peptideos (Gan et al.,, 2021). A sintese quimica de peptideos em fase solida (SPPS),
inicialmente introduzida por Merrifield (1063), € 0 método mais comumente empregado para
produzir peptideos de tamanho pequeno a médio (até 50 residuos) (Merrifield, 1963).

A sintese quimica por fase sdlida com estratégia Fmoc do peptideo Raniseptina-BI 1 foi
empregada com sucesso. Aliquotas de 10,0 mg do peptideo bruto foram purificadas



empregando-se RP-HPLC em uma coluna C18, resultando na obtencdo do peptideo sintético
com alto grau de pureza. A Figura 9 representa o perfil tipico resultante da purificacdo do
peptideo Raniseptina-Bl 1 sintético. O peptideo de interesse exibiu o tempo de retencdo de
21 min, eluindo na concentracdo do gradiente de acetonitrila de aproximadamente 46%,
revelando o carater hidrofébico desse peptideo. Peptideos antimicrobianos de anuros séo
muito ricos em residuos hidrofébicos, os quais correspondem por, pelo menos, 50% de sua
composicao, sendo a leucina o aminoacido mais abundante observado. De 12,5 min até 20
min foram eluidos subprodutos gerados durante os procedimentos de sintese e clivagem, o
que é normal nos protocolos de sintese quimica manual.

Conforme pode ser observado no perfil cromatografico exibido na Figura 9, o peptideo
Raniseptina-Bl 1 aparece em maior proporc¢do que os produtos eluidos até 20 min de cromatografia,
sendo que, apos a eluicdo da Raniseptina-Bl 1, ha a elui¢do de poucos contaminantes. Apds 0
término do processo de sintese, o peptideo é clivado da resina. Durante esta etapa,
dependendo das condicGes de clivagem, todos os grupos de protecdo laterais serdo removidos
e 0 peptideo estara disponivel como material bruto a ser purificado. Esta abordagem linear é
a estratégia padrao para sintese realizada em suporte sélido (Bruckdorfer et al., 2005). O uso
de uma etapa de purificacdo por RP-HPLC do material bruto produzido é essencial para
atingir a pureza necessaria do produto final (Zompra et al., 2009).

Outro fator de grande importancia para a avaliacdo da estratégia sintética é o perfil de
impurezas e a eficiéncia na purificacdo desses subprodutos. Por exemplo, no método SPPS, os
principais subprodutos resultam de uma falha de sequéncia que comumente ocorre como
resultado de uma delecdo ou de uma adicdo dupla durante a sintese. Este tipo de subproduto é
dificil de purificar e a combinacdo de varias etapas/técnicas cromatograficas se faz necessaria.
Assim, uma estratégia que fornece produtos facilmente purificados em uma etapa Unica por
coluna cromatografica simples é comumente preferida a uma estratégia em que o subproduto

produzido € extremamente dificil de ser separado do produto principal (Zompra et al., 2009).
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Figura 9. Perfil cromatografico tipico do fracionamento por RP-HPLC do peptideo Raniseptina-Bl 1. A corrida
cronatografica foi realizada empregando-se coluna C18 (Shim-pack VP-ODS, 4,6 x 150 mm, 5um) com fluxo de
1 mL/min e deteccdo ao UV em 216 nm. A linha azul representa o gradiente de solvente B (0,1% de TFA em
acetonitrila). A fracdo cromatogréfica com tempo de retencdo de 21 min corresponde ao peptideo Raniseptina-Bl

1 puro.

O peptideo Raniseptina-Bl 1 sintético purificado foi submetido a analise por
espectrometria de massas do tipo MALDI-TOF de modo a se determinar o seu grau de
homogeneidade, por meio da analise das massas moleculares monoisotopicas protonadas dos
principais componentes peptidicos presentes. O peptideo apresentou alto grau de

homogeneidade com a presenca de um Gnico componente com massa molecular protonada



igual a 2724,2 Da (Figura 10), correspondendo ao peptideo nativo isolado por Naywara Aradjo,
em 2018, a partir da secrecéo cutanea do anuro Boana lundii (Aradjo, 2018). Assim, o peptideo
Raniseptina-Bl 1 sintético exibiu alto grau de pureza, ndo sendo necesséria etapas

cromatograficas adicionais.
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Figura 10. Espectro de massas (MALDI-TOF) do peptideo Raniseptina-Bl 1 obtido em modo positivo com uso

de refletor (matriz de acido a-ciano-4-hidroxicindmico).

O peptideo Raniseptina-Bl 1 representa o primeiro peptideo da familia das raniseptinas
isolado da espécie B. lundii (Araujo, 2018). As buscas por similaridade/identidade foram
realizadas utilizando-se o algoritmo BLASTp, um algoritmo empregado para comparar
informagdes de sequéncias bioldgicas primérias, tais como sequéncias de aminoacidos de
diferentes proteinas disponiveis em bancos de sequéncias publicos. Adicionalmente, foram
incluidas nas andlises, comparacGes com peptideos descritos pelo nosso grupo de pesquisa

isolados de outras espécies de anuros do género Boana (Araujo, 2018; Castro et al., 2005).

Os resultados da busca empregando Blastp mostrou que o peptideo Raniseptina-Bl 1
apresenta um indice de identidade de 79% e de similaridade de 83% com a Raniseptina 3 e de
75% e de 79% de identidade e similaridade, respectivamente, com a Raniseptina 13, ambas

previamente identificadas na pele do anuro Boana raniceps (Magalhdes et al., 2008).



O alinhamento multiplo entre as sequéncias de aminoacidos Raniseptina-Bl 1 e das duas
raniseptinas de B. raniceps esta ilustrado na Figura 11 onde pode-se observar o alto grau de

identidade entre esses peptideos.

Raniseptina-Bl 1 GFLDAVKAIGKKVGKIAIGVAKNLLNS- 27
Raniseptina 3 AWLDKLKSIGKVVGKVAIGVAKNLLNPQ 28
Raniseptina 13 AWLDKLKSIGKVVGKVAIGVAKNFLNPQ 28

ckk ck-kkk kkk-kkhkkhkhk kK

Figura 11. Alinhamento multiplo da sequéncia do peptideo Raniseptina-Bl 1 com as sequéncias das Raniseptinas
3 e 13 identificadas na pele de Boana raniceps. Residuos idénticos estdo indicado por (*) e substituicBes
conservativas estdo indicadas por (:). Os residuos de aminoacidos hidrofobicos estdo indicados em vermelho, os
4cidos em azul, os basicos em magenta e os polares em verde. O multi-alinhamento foi realizado empregando-se
a ferramenta CLUSTAL OMEGA (1.2.4).

Ja com as Raniseptinas 1, 2, 8, 9 e 11, também resultantes das buscas, os indices de
identidade e de similaridade foram de 63% e 66%, respectivamente. A Figura 12 ilustra esse
menor grau de similaridade estrutural com a Raniseptina-Bl 1 por meio do multi-alinhamento

entre as sequéncias de aminoacidos desses peptideos.

Raniseptina-B1 1 GFLDAVKATGEFKVGKIATIGVAKNLLNS — 27

Raniseptina 11 AWLDKLESLGEVVGKVAFGVAQONYLNPRO 29

Raniseptina 1 AWLDFLESLGEVVGKVALGVAQONYLNPQQ 29

Raniseptina 2 AWLDKLESLGEVVGKVAIGVAQHYLNEQO 29

Raniseptina 8 ALLDKLESLGEVVGKVAIGVAQHYLNEQQ 29

Raniseptina 9 ALTLDKLESLGEVVGKVAIGVAQHYLNEQ— 28
kk sk akk kkk-dk-kkk:- Kk

Figura 12. Alinhamento maltiplo da sequéncia do peptideo Raniseptina-Bl 1 com as sequéncias das Raniseptinas
1, 2, 6,9 e 11 identificadas na pele de Boana raniceps. Residuos idénticos estad indicado por (*) e substituigdes
conservativas estdo indicadas por (:). Os residuos de aminoacidos hidrofébicos estdo indicados em vermelho, os
&cidos em azul, os basicos em magenta e os polares em verde. O multi-alinhamento foi realizado empregando-se
a ferramenta CLUSTAL OMEGA (1.2.4).

As comparagOes com as hilinas, peptideos previamente identificados na secre¢do de B.
lundii (Aradjo, 2018; Castro et al., 2005), revelaram niveis de similaridade muito baixos
(Figura 13).



Raniseptina-Bl 1 GFLDAVEATGKEVGKIATGVAKNLLNS 27

Hilina bl -FIGATLP——————— ATAGLVHGLINE 19

Hilina b2 -FIGATLP—————- ATAGLVGGLINE 19

Hilina b3 -FLGATLP——————- ALAGVIGKLING 19

Hilina b4 -FLGAVLP——————- ALAGVIGSLINER 19
k- k- * - *- %

Figura 13. Alinhamento multiplo entre a sequéncia do peptideo Raniseptina-Bl 1 com a das Hilinas identificadas
na pele de Boana lundii. Os simbolos (*) indica residuos idénticos e (:) indica substituicdes conservativas. Os
residuos de aminoacidos hidrofdbicos estdo indicados em vermelho, os acidos em azul, os basicos em magenta e

os polares em verde. O multi-alinhamento foi realizado empregando-se a ferramenta CLUSTAL OMEGA (1.2.4).

As raniseptinas formam uma familia de peptideos antimicrobianos relacionados as
dermaseptinas que foram identificadas a partir da clonagem de cDNAs da pele do hilideo
Boana raniceps (Magalhaes et al., 2008). As propriedades antimicrobianas da Raniseptina 1
foi demonstrada contra as bactérias patogénicas E. coli, P. aeruginosa e S. aureus, exibindo
um potencial antimicrobiano in vitro preferencialmente contra bactérias Gram-negativas e
citotoxicidade limitada contra hemécias (Magalh&es et al., 2008).

O peptideo Raniseptina-Bl 1 é catibnico com carga liquida +4 e apresentou um indice
médio de hidropaticidade (GRAVY) igual a 0,559 (Tabela 1). Sua face hidrofébica € longa,
composta por Phe, Val, Val, Val, Leu, Ala, Gly, Leu e Ala.

O peptideo Raniseptina-Bl 1 apresenta caracteristicas fisico-quimica similares aquelas
observadas nas demais raniseptinas, em especial com as Raniseptinas 3 e 13, que exibiram
carga liquida +4 e Razdo Hidrofébica Total de 50%. No caso do indice Gravy, as trés
raniseptinas exibiram valores positivos, o que indica o carater hidrofébico dessas moléculas
(Tabela 2). A hidrofobicidade é uma caracteristica relevante nas interacfes dos PAMs com as
membranas dos microrganimos, no entanto aumento excessivo na hidrofobicidade relaciona-
se com uma atividade hemolitca mais pronunciada e uma queda na atividade antimicrobiana.
Esse é um parametro muito importante a ser considerado ao se propor novos analogos de

peptideos antimicrobianos mais seletivos.

Tabela 1. Caracteristicas fisico-quimicas do peptideo raniseptina-BI 1.

Razéao
Hidrofébicac GRAVY¢
Total (%)

Mass Calc. Mass Obs. Carga

Peptideo (Da)? (Da)® Liquidac



Raniseptina-Bl 1 2723,6 2723,2 +4 52 0.559

2Massa moleular tedrica calculada empregando-se a ferramenta Compute pl/Mw disponivel em https://web.expasy.org/compute_pi/

4Massa moleular experimtal obtida empregando-se analise por MALDI-TOF MS

aValores calculados com o emprego da ferramenta Antimicrobial Peptide Calculator and Predictor disponivel em
https://aps.unmc.edu/prediction.

YValores calculados com o emprego da ferramenta Gravy Calculator disponivel em http://www.gravy-calculator.de/.

Tabela 2. Caracteristicas fisico-quimicas das Raniseptinas 1, 2, 3, 8, 9, 11 e 13.

Razao Hidrotobica

Peptideo Mass Calc. (Da)= Carga Liquida® GRAVY<
Total (%)

Raniseptina 1 3136,78 +3 44 -0,041
Raniseptina 2 3159,79 +3 45 -0,0069
Raniseptina 3 2958,77 +4 50 0,3
Raniseptina 8 3086,80 +3 45 0,155
Raniseptina 9 2958,74 +3 46 0,286
Raniseptina 11 3198,80 +4 45 -0,110
Raniseptina 13 2992,76 +4 50 0,264

2Massa moleular tedrica calculada empregando-se a ferramenta Compute pl/Mw disponivel em https://web.expasy.org/compute_pi/

®Valores calculados com o emprego da ferramenta Antimicrobial Peptide Calculator and Predictor disponivel em
https://aps.unmc.edu/prediction.

“Valores calculados com o emprego da ferramenta Gravy Calculator disponivel em http://www.gravy-calculator.de/.

Estudos de relagdo estrutura-atividade com peptideos revelaram que varios parametros
fisico-quimicos e estruturais, incluindo cationicidade, anfipaticidade, hidrofobicidade e
composicdo da sequéncia de aminoécidos estdo entre os determinantes estruturais mais
importantes para suas atividades microbicidas e citotdxicas (Takahashi et al., 2010).

A cationicidade é um dos fatores mais criticos para sua atividade antibacteriana
(Takahashi et al., 2010), sendo que a grande maioria dos peptideos antimicrobianos ja descritos
apresentam carga liquida positiva entre +2 e +6, resultado da presenca de aminoacidos
carregados positivamente (Lys e Arg) (Conlon, 2011).

A hidrofobicidade é outro fator importante que define a poténcia antimicrobiana e a
seletividade celular (Takahashi et al., 2010) e, no caso da Raniseptina-Bl 1 observa-se a
presenca de um elevado nimero de residuos de aminoacidos apolares como Phe, Val, Leu, Ala,
com uma Razdo Hidrofébica Total igual a 52%.

Esse conjunto de parametros fisico-quimicos associados ao peptideo Raniseptina-Bl 1
indicam que esse peptideo provavelmente exibird propriedades antimicrobianas.

A projecdo em roda helicoidal (projecdo de Schiffer-Edmundson) e a predicdo de
estrutura secundaria da Ranispetina-Bl 1 foram realizadas com o uso de ferramentas de analise
online. A projecédo obtida (Figura 14) demonstra claramente uma hélice anfiptica com duas

regides bem delimitadas (uma face hidrofobica e outra hidrofilica), caracteristica comumente


http://www.gravy-calculator.de/
http://www.gravy-calculator.de/

encontrada em PAMs formadores de a-hélices, como as magaininas, dermaseptinas,
brevininas, filoseptinas, figaininas (Gesell et al., 1997; Jiang et al., 2020; Nicolas & EI Amri,
2009; Santana et al., 2020).
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Figura 14. Projecdo em roda helicoidal (projecao de Schiffer-Edmundson) da Raniseptina-B1 1.

A predicdo de estrutura secundaria para o peprideo Raniseptina-Bl 1 indicou também

uma alta propensédo a formac&o de estrutras em a-hélice (Figura 15).
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Figura 15. Predicdo da estrutura secundéria da Raniseptina-Bl 1 gerada pelo servidor Pep2D.

O perfil do espectro dicroico do peptideo raniseptina-Bl 1 obtido em agua a 25 °C
apresentou majoritariamente uma banda dicroica negativa em 200 nm. Este resultado
observado mostra que esta molécula apresenta estrutura do tipo desordenada em solugéo aquosa
(Figura 16). O espectro dicroico obtido na presenca de SDS (35 mM) mostrou deslocamento
da banda dicroica negativa de 200 nm para as regides de 208 nm e 222 nm, com Vvalores de
[0]208nm Variando entre -26.000 e -23.000 grau.cm?/dmol, e uma banda dicroica positiva em 190
nm. Este resultado mostra que na presenca de SDS, o peptideo Raniseptina-Bl 1 assumiu uma
conformacdo de estrutura secundéria predominante em a-hélice (Figura 16). Na presenca de
micelas de dodecil sulfato de sodio (SDS) ou trifluoretanol (TFE), alguns peptideos tendem a
estruturar-se, assumindo principalmente uma conformagdo em a- hélice (Krittanai & Johnson,
2000).
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Figura 16. Espectros dicroicos na regido distante do UV do peptideo Raniseptina-Bl 1 em agua (linha sélida) e
em SDS 35 mM (linha pontilhada).

A helicicidade do peptideo raniseptina-Bl 1 calculada, considerando o valor da
elipticidade molar a 208 nm, na presenca de SDS 35 mM foi de 82.7%. Este resultado sugere
que este peptideo apresenta alto potencial para estruturar-se adotando conformacédo em
o-hélice na presenca de membranas bioldgicas, podendo assim agir como agente
antimicrobiano contra microrganismos patogénicos.

PAMs formadores de a-hélices sdo frequentemente mais ativos do que peptideos com
estrutura secundéria menos definida e 0 aumento no contetido a-helicoidal correlaciona-se com
atividades antimicrobianas mais fortes (Li et al., 2021; Brogden, 2005; Park et al., 2000).
Embora véarios novos peptideos antimicrobianos ainda estejam sendo descobertos nas secre¢des
da pele de anuros, a grande maioria do PAMs ja descritos exibe uma alta propenséo a formacéo
de a-hélices anfipaticas como, por exemplo, citropina 1.1 , uperina 3.6, hilaseptina P1 e
frenatina 1, onde todos adotam conformagdes a-helicoidais anfipaticas na presenca de
trifluoretanol, um agente membrano-mimético (Haney et al., 2009).

O peptideo raniseptina-Bl 1 sintético foi testado contra 4 bactérias e 2 espécies de
fungos patogénicos. O peptideo foi efetivo na inibicdo do crescimento das bactérias Gram-
positivas com valores de MIC de 4 uM para S. aureus e de 2 uM para S. epidermidis. No caso
das bactérias Gram-negativas testadas, observou-se uma maior atividade da Raniseptina-Bl 1,
com valores de 0,5 UM para E. coli e de 1 uM para K. pneumoniae (Figura 17, Tabela 3). O
peptideo também foi efetivo inibindo o crescimento das leveduras patogénicas

C. albicans apresentando valor de MIC de 8 uM e Cryptococcus neoformans com MIC igual a



64 uM (Tabela 3).
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Figura 17. Porcentagem de crescimento das bactérias Gram-negativas e Gram-positivas ap0s incubagdo com o
peptideo Raniseptina-Bl 1, onde: A) E. coli, B) K. pneumoniae. C) S. aureus e D) S. epidermidis. Controle
positivo: suspensdo bacteriana e dgua Milli-Q. Controle negativo: suspensdo bacteriana e formaldeido 0,8%.
Os resultados estdo expressos como média + desvio padréo.

Tabela 1. Atividade antimicrobiana (MIC?, uM) do peptideo Raniseptina-Bl 1.

Microrganismos Raniseptina-Bl 1 (uM)
Bactéria Gram-negativa
E. coli (ATCC 25922) 0,5
K. pneumoniae (ATCC 13883) 1
Bactéria Gram-positiva
S. aureus (ATCC 25923) 4
S. epidermidis (ATCC 12228) 2
Leveduras
C. albicans (ATCC 14053) 8
Cryptococcus neoformans (H99) 64

aMIC: concentracao inibitéria minima



Os valores de MICs obtidos foram semelhantes aos encontrados por Aradjo (Aradjo,
2018) em experimentos realizados com a versao natural da Raniseptina-Bl 1 para a maioria dos
microrganismos testados. Merecem destaque os valores obtidos para a bactéria Gra-negativa
E. coli com valor de MIC igual a 4 uM, enquanto no presente trabalho foi obtido um valor de
0,5 UM e para a levedura C. neoformans foi determinado anteriormente um MIC igual a 4 uM
e nesse estudo o valor obtido foi de 64 uM. Essas diferencas observadas podem ser explicadas
em funcdo de ajustes no protocolo do ensaio antimicrobiano adotado no presente estudo e a
escala logaritmica do in6culo bacteriano empregado conforme protocolo estabelecido pelo
NCCLS/CLSI M7-AG6.

Ao se comparar os efeitos antimicrobianos da Raniseptina-Bl 1 com outros peptideos
ja isolados da espécie B. lundii, pode-se constatar que as hilinas b3 e b4 mostram-se, em geral,
menos ativas sobre as bactérias e leveduras testadas com valores de MIC variando de 8-64 uM
(Araujo, 2018).

Também foram similares aos resultados obtidos com a avaliacdo das propriedades
antimicrobianas da Raniseptina 1 (previamente isolada de B. raniceps) com valores de MIC de
5 UM para E. coli e 20 uM para S. aureus (Magalhaes et al., 2008). No caso das Raniseptinas
3 e 6, descritas por Freitas (2020), observou-se valores de MIC na faixa de 1-32 uM para as
mesmas bactérias, também se apresentando mais efetivas contra as bactérias Gram-negativas
testadas. Esses valores estdo na mesma faixa dos valores de MICs comumente observados para
PAMs da familia das dermaseptinas (Brand et al., 2006; Mor et al., 1994).

Alguns outros peptideos descritos para o género Boana apresentaram também, em
geral, menor efetividade sobre as bactérias Gram-positivas, como a Hylina al que exibiu um
MIC igual a 8 uM contra S. aureus (Castro et al., 2009), a Cinerascetina 01 com MIC igual a
10 uM (Almeida et al., 2015) e a Figainina 2 com MIC igual a 8 uM contra a bactéria S. aureus.

O peptideo Raniseptina-BI 1 apresenta uma longa superficie hidrofobica, com um indice
médio de hidropaticidade de 0,56 e carga liquida +4. Peptideos que foram projetados para ter
dominios hidrofébicos e com carga liquida positiva parecem interagir com 0s grupos anidnicos
de fosfatidilglicerol e cardiolipina na superficie da membrana citoplasmatica de E. coli, por
exemplo (Anunthawan et al., 2015). Assim, a facilidade de adentrarem na membrana da

bactéria Gram-negativa E. coli, refletindo-se em um valor de MIC bem baixo, 0,5 pM.

Também avaliou-se a citotoxicidade da Raniseptina-Bl 1 por meio da deteccdo da sua
capacidade em induzir a lise de eritrécitos. Na maior concentragdo empregada (128 uM), o
peptideo apresentou uma taxa de hemolise moderada, ~ 40% de hemolise. J& na regido dos

valores de MICs determinados para as bactérias testadas (0,5 — 4 uM), a porcentagem de



hemolise ficou abaixo de 10%, indicando uma baixa atividade citolitica.
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Figura 18. Atividade hemolitica do peptideo raniseptina-Bl 1 em eritrocitos humanos. Controle positivo foi
utilizado o Triton X-100 1% (v/v) como 100% de hemélise e Tris-NaCl para o controle negativo (0% de hemdlise).

Valores mostrados com + SD médias.

Atualmente existem alguns sites para predicdo de atividade hemolitica de peptideos
(Chaudhary et al., 2016; Timmons & Hewage, 2020). Foi realizado uma busca em um deles, o
HemoPi, um servidor web e também aplicativo mével, desenvolvido para predicdo e triagem
de peptideos com potencial hemolitico, com alcance de 95% de precisdo, baseando-se em
algumas caracteristicas do peptideo, tais como sua sequéncia e composicao de aminoacidos e
propriedades fisico-quimicas (Chaudhary et al., 2016). Analisando-se a sequéncia do peptideo
raniseptina-Bl 1, foi obtido o valor de 0,41 em uma escala entre O e 1, onde 1 indica muito

provavelmente hemolitico e 0 muito improvavel de ser hemolitico.

Tabela 4. Pontuagdo PROB (potencial hemolitico) do peptideo Raniseptina-BI 1.

Peptideo Sequéncia Pontua¢cdo PROB
Raniseptina-Bl 1 GFLDAVKAIGKKVGKIAIGVAKNLLNS 0,41

A ocorréncia de atividade hemolitica € um dos fatores limitantes na aplicagédo
terapéutica dos PAMSs, sendo assim essencial conhecer sua toxicidade sobre células de
mamiferos (Wang, 2020). Como observado, a Raniseptina-Bl 1 apresentou uma taxa de
hemdlise baixa na regido terapéutica e tal efeito pode ser decorrente do carater catidénico desse
peptideo, favorecendo as interacbes com as moléculas de &cido sialico carregadas

negativamente presentes nas membranas dos eritrécitos (Blondelle et al., 1995).



Nas concentracOes efetivas contra os microrganismos avaliados (MICs entre 0,5 e 4
uM), o peptideo Raniseptina-Bl 1 ndo promoveu hemolise significativa (abaixo de 10%), o que
torna este peptideo um candidato promissor para seu uso na clinica médica, comportamento
semelhante ao observado para as Raniseptinas 3 e 6, onde ambas promoveram cerca de 20%
de hemdlise mesmo na concentracdo mais alta utilizada (128 uM), sendo que nas concentragdes
onde a atividade antibacteriana foi relevante (entre 2 e 8 uM), a sua atividade citolitica ficou
abaixo de 5% (Freitas, 2020).

As alteracdes morfoldgicas sofridas pela bactéria Gram-negativa E. coli (bactéria que
se mostrou mais suceptivel a Raniseptina-Bl 1) tratada com o peptideo raniseptina-Bl 1 foram
avaliadas por microscopia eletronica de varredura (MEV).

A MEV é uma técnica comumente usada para avaliar as mudancas morfoldgicas
sofridas por bactérias apds o tratamento com PAMs, com foco principalmente na interrupcao
da integridade da membrana plasmaética associada a alteragfes morfoldgicas das células (Li et
al., 2021; Li et al., 2019). Os dados de MEV podem auxiliar na elucidacdo do possivel
mecanismo de morte celula promovido pelos PAMs. Por exemplo, no modelo "barrel-stave™,
0s peptideos formam poros transmembranicos por sua inser¢do direta no ndcleo lipidico da
membrana alvo (Ehrenstein & Lecar, 1977). Neste modelo, o PAM se liga a superficie da
membrana na forma monomeérica, seguido por sua oligomerizacdo e formacdo de poros.
O recrutamento de mondmeros adicionais pode aumentar o tamanho dos poros, permitindo o
vazamento de conteudo citoplasmatico com a morte celular subsequente. Nesse mecanismo,
estruturas secundarias de peptideos, como a-hélices, sdo essenciais para a formacao dos poros
(Guilhelmelli et al., 2013).

As bactérias ndo tratadas com o peptideo apresentaram uma superficie com aspecto
brilhante, tipica desta bactéria (Normark et al., 1969). Em contraste, as bactérias tratadas nas
diferentes concentracbes (2, 4 e 8 pM) apresentaram rugosidades, irregularidades, e
deformidades na superficie celular. Também foram observadas a presenca de poros,
provavelmente causadas pela interacdo e insercdo dos peptideos na camada externa dos

microrganismos (Figuras 19 e 20).
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Figura 19. Micrografias da microscopia eletronica de varredura de células de E. coli apds 30 min de tratamento
com o peptideo raniseptina-Bl 1. Onde: A) Células ndo tratadas (controle); B) Bactérias tratadas com Raniseptina-
Bl 1 2 uM (4 x MIC); C) Bactérias tratadas com Raniseptina-Bl 1 4 uM (8 x MIC) e D) Bactérias tratadas com
Raniseptina-Bl 1 8 uM (16 x MIC). As figuras foram ampliadas x10.000 e x20.000 vezes. Barra de escala = 1 pum.



Figura 20. Micrografia da microscopia eletrnica de varredura de células de E. coli apds 30 min de tratamento
com o peptideo raniseptina-Bl 1 na concentragdo de 2 uM (4 x MIC). Note nas setas (em branco) a presenca de

poros causadas por este PAM. Ampliacdo de x 20 000 vezes. Barra de escala = 1 pum.

Ao se comparar esses resultados com os descritos na literatura, pode-se observar
semelhangas como no caso do PAM Temporina L (isolado da secrecdo da pele da rd Rana
temporaria) que promoveu na bactéria E. coli na concentracdo de 2 uM o aparecimento de um
padrdo de rugosidade profunda da superficie celular da bactéria (Mangoni et al., 2004). Em um
estudo com a Brevinin-OS, oriunda de Odorrana schmackeri, observou que o peptideo foi
capaz de promover a morte da bactéria pela combinagéo da formacao de poros / canais de ions
(pelo modelo “barrel-stave” ou modelo do poro toroidal). Esses peptideos direcionados a
membrana das bactérias interrompem a integridade da membrana com a formacéao de poros e,
finalmente, levam ao vazamento do conteudo celular das bactérias (Zhou et al., 2020).

Também analisou-se os efeitos do peptideo Raniseptina-Bl 1 na imunidade inata por
meio da avaliacdo da influéncia na modulagéo da capacidade fagocitica e da producdo de NETs
de neutrdfilos humanos.

A capacidade fagocitaria do neutrofilo € o meio utilizado para a destruicdo do agente
microbiano que conseguiu ultrapassar as barreiras fisicas e quimicas epiteliais (Figura 21)
(Lee etal., 2003). No presente estudo, a eliminagdo de microrganismos foi observada por meio
de dois parametros: (1) em funcdo do nimero de neutrofilos realizando fagocitose da levedura
Saccaromyces cerevisae (Figura 22); (2) e em fungdo do numero de leveduras (S. cerevisae)

fagocitadas por cada neutréfilo (Figura 23).



Figura 21. Fagocitose de leveduras por neutrdfilos. Seta amarela indica neutrdfilo, seta azul levedura

Saccaromyces cerevisiae e seta vermelha, neutréfilo fagocitando a levedura. Aumento de 100x. Fonte: Arquivo
pessoal.

O numero de neutrofilos realizando fagocitose apresentou diferenca significativa
somente em relacdo ao fMLP (p = 0,0137) (Figura 22). A incubacdo de neutrdfilos com a

Raniseptina-Bl 1, apesar de aparentemente influenciar o resultado, ndo teve validacéo
estatistica.
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Figura 22. Avaliacdo da capacidade fagocitaria de neutréfilos expostos ao peptideo Raniseptina-Bl 1.
As diferencas entre as amostras foram determinadas pela ANOVA unidirecional com o pés-teste de Tukey.



J& 0 nimero de leveduras fagocitadas por neutréfilo foi claramente influenciado pelo
fMLP (p = 0,00863), ndo sendo observada influéncia da Raniseptina-Bl 1 nesse processo
(Figura 23).
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Figura 23. Quantidade de leveduras por neutréfilos em 100 células contadas. As diferencas entre as amostras

foram determinadas pela ANOVA unidirecional com o p6s-teste de Tukey.

A formacéo de armadilhas extracelulares dos neutréfilos (NETs) € um mecanismo da
imunidade inata em que o neutréfilo emite uma rede extracelular com a finalidade de conter e
eliminar patégenos. Como consequéncia da formacéo das redes o neutréfilo passa por um
processo de morte celular, denominado NETose. No presente estudo, a producdo de NETs
também foi avaliada na presenca do peptideo Raniseptina-Bl 1 (Figura 24).

Apesar de haver uma aparente interacao entre a Raniseptina-Bl 1 e o fMLP na producdo
de NETSs, ndo houve comprovacdo estatistica pelo ANOVA de 2 vias do ponto central. Como
foram s6 3 replicatas e a variacdo bioldgica € grande, isso pode ter limitado o experimento.

Analisando-se os parametros das retas, ha uma diferenca significativa no coeficiente linear entre
neutréfilos quiescentes e a combinagdo Raniseptina-Bl 1 e fMLP que mostra uma possivel acéo
combinada, talvez sinérgica entre eles, de forma que juntos sdo capazes de induzir formacéo de
NETSs.
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Figura 24. Producgdo de NETS por neutrofilos em relacéo ao tempo (120 minutos) com deteccéo por fluorescéncia
emitida por Sytox. CondicOes experimentais: células quiescentes - tampdo (quiescent), células na presenca de
fMLP (fMLP), células na presenca do peptideo Raniseptina-BI1 (peptideo nomeado como P1), células na presenca
do peptideo Raniseptina-Bl1 e fMLP (P1 + fMLP).

Os neutréfilos formam a primeira linha do mecanismo de defesa do hospedeiro devido,
principalmente, a rapidez com que séo recrutados. As fungdes dos neutrofilos sdo altamente
reguladas por sinais recebidos de seu repertério de PRRs, e isso permite que os neutréfilos,
cujo recrutamento é modulado por quimiocinas, detectem tanto padrdes moleculares associados
a padroes (PAMPs) quanto padrdes moleculares associados a danos (DAMPS) no local de
inflamacdo. O recrutamento robusto de neutrofilos para um local inflamado é a marca registrada
de todas as lesGes e infec¢gdes microbianas agudas. Embora os neutrofilos destruam os agentes
patogénicos, eles também tém a capacidade de modular significativamente as funcdes de outras
células do sistema imunolégico (Effah et al., 2021).

Embora, ao que tudo indica em funcdo da anélise estatistica realizada, ndo foi observado
estimulo a fagocitose e a producdo de NETSs pelos neutréfilos na presenga da Raniseptina-Bl,
essas atividades s@o importantes na defesa contra a invasdo por patdégenos nos tecidos dos

hospedeiros permitindo assim a interrupcao de processo infecciosos.



Recentemente, um analogo sintético da temporina-L apresentou potente atividade
antiinflamatéria em um modelo in vivo bem caracterizado de inflamagdo aguda. Isso foi
exemplificado por sua capacidade de inibir o recrutamento de mondcitos inflamatérios
(Bellavita et al., 2020). Outros exemplos de PAMs de anfibios com atividade
imunomodulatoria séo as temporinas A e B, que podem atuar como mediadores multifuncionais
da imunidade inata em humanos (Grazi et al., 2014; Luisa Mangoni et al., 2015).

As propriedads multifuncionais exibidas pelos PAMs isolados de anuros tém osalcado
a uma importante posicdo como possiveis modelos para o desenvolvimento de novos agentes
terapéuticos, em especial, como drogas anti-infecciosas. Os PAMs exibem uma pléiade de
atividades bioldgicas de interesse médico e representam uma possivel opgdo aos tratamentos
convencionais atualmente disponiveis (Sultana et al., 2021). O Brasil € detentor de uma imensa
e diversificada anurofaura (Segalla et al., 2021) e é de extrema importancia a exploracdo desse

riquissimo repositorio de moléculas de interesse terapéutico.



6.CONCLUSAO

Em resumo, o peptideo antimicrobiano Raniseptina-Bl 1, previamente identificado na
secrecdo cutanea do anuro Boana lundii, foi produzido com sucesso por sintese quimica manual
e suas propriedades biologicas e estruturais foram avaliadas. A Raniseptina-Bl 1 exibiu
propriedades antimicrobianas promissoras, com valores de MIC na faixa de 0,5 a 8 uM para 0s
microrganismos testados (E. coli, K. pneumoniae, S. aureus, S. epidermidis e Candida
albicans), além de uma baixa atividade hemolitica (menos de 10% de hemolise na faixa
detectada para os MICs). Esse conjunto de resultados sinaliza o potencial da Raniseptina-Bl 1
em servir como modelo para o desenvolvimento de novos agentes antimicrobianos de modo a
combater a atual crise associada a resisténcia microbiana aos antibioticos comercialmente

disponiveis.



7.PERSPECTIVAS
Como perspectivas para o presente trabalho, destacamos:

1. Avaliar a propriedade antimicrobiana do peptideo do presente estudo por
meio da realizacdo de ensaios complementares de inibicdo avaliando seus efeitos
sobre  microrganismos  multirresistentes, como Klebsiella pneumoniae
carbapenemase (KPC) e Staphylococcus aureus resistente a meticilina (MRSA);

2. Avaliar os efeitos antiproliferativos e citotdxicos do peptideo do presente
estudo sobre linhagens de células tumorais, como linhagens de células de cancer de
mama (MCF-7) e células de melanoma murino (B16F10);

3. Avaliar o efeito do peptideo do presente estudo sobre diferentes
organismos patogénicos como protozoarios Trypanosoma cruzi e Plasmodium
falciparum, arbovirus (virus da febre Chikungunya, da dengue, da febre amarela e
Zika) e coronavirus como o0 SARS-CoV-2.

4. Avaliar o potencial antioxidante do peptideo do presente estudo.
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