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Resunto-

O uso indiscriminado de antibidticos tem provocado elevados niveis de resisténcia
bacteriana ao redor do mundo. Esse cenario se intensificou significativamente apds o
periodo pandémico de SARS-CoV 2, onde agentes antimicrobianos foram utilizados
desenfreada e erroneamente, mesmo que indicados apenas no caso de coinfeicdo com
bactérias ou fungos. Com isso, ocorreu um aumento expressivo de superbactérias
resistentes, sendo necessario o uso de antibidticos de amplo espectro causadores de graves
efeitos colaterais, como ¢ o caso da Polimixina B, um medicamento associado a intensa
nefrotoxicidade e uma das ultimas alternativas de tratamento para superbactérias
hospitalares. Diante disso, pesquisas envolvendo moléculas com potencial
antimicrobiano sdo de grande importancia para a sociedade e tém ganhado espaco no
meio cientifico. Uma interessante op¢do para esse quadro ¢ o estudo de moléculas
antimicrobianas naturais, como ¢ o caso dos peptideos antimicrobianos (PAMs) também
chamados de peptideos de defesa do hospedeiro (PDHs). Esses peptideos sdo moléculas
curtas, cationicas, anfipaticas e abundantes na natureza, sendo muito encontrados na
secrecdo cutdnea de anfibios. Nesse trabalho, foi isolado um potente peptideo
antimicrobiano presente na secre¢do cutdnea de Pithecopus rohdei, uma espécie da
subfamilia Phylomedusinae (Hylidae). A fracdo ativa foi isolada por cromatografia
liquida de alta eficiéncia e apresentou uma massa molecular de 3080,66 Da. A molécula
foi sequenciada por degradacdo de Edman e apresentou uma sequéncia peptidica de 30
residuos de aminoacidos (GLWKMLAKGAGKVLGHVASKFLGSQGQPES-COOH).
Por estudos de similaridade de sequéncia, foi observado que esse peptideo possui alta
similaridade de sequéncia com peptideos da classe das dermaseptinas, sendo entdo
denominado Dermaseptina PR-1 (PR em referéncia a espécie Pithecopu s rohdei). Através
de andlises de dicroismo celular, a estrutura secundaria do peptideo na presenga de SDS
e TFE foi avaliada, sendo possivel inferir que a Dermaseptina PR-1 adota uma estrutura
secundaria em alfa-hélice quando em contato com tais reagentes, um padrio associado a
respostas antimicrobianas em outros peptideos de defesa. No que diz respeito a suas
propriedades biologicas, o peptideo apresentou resultados inibitdrios sobre o crescimento
das bactérias Gram-positivas Staphylococcus aureus (CIM = 4 uM), S. epidermidis
(CIM =4 uM) e Enterococcus faecalis (CIM = 16 uM) e Gram-negativas Escherichia coli
(CIM = 1 uM), Klebsiella pneumoniae (CIM = 2 uM) e Pseudomonas aeruginosa
(CIM =4 uM), sendo observado, também, a atividade antibacteriana em um isolado
clinico multirresistente de K. pneumoniae carbapenemase (CIM = 16 uM), resultado que
foi corroborado por analises por Microscopia Eletronica de Varredura (MEV), em que
evidenciou-se a formacao de profundas rugosidades na membrana dessa bactéria, o que
possivelmente leva a desestruturacdo da parede e lise do microrganismo. Além disso,
como um teste preliminar para avaliar a capacidade inunomodulatéria dessa
dermaseptina, o peptideo foi avaliado quanto a sua capacidade de induzir a quimiotaxia
de neutrofilos, onde se observou uma moderada atividade quimiotatica. Esses resultados
sugerem que o peptideo pode atuar de forma dupla, erradicando bactérias de maneira
direta e indireta. Por fim, a atividade hemolitica do peptideo foi avaliada e resultou em
um baixo percentual de hemolise nas concentragdes relacionadas aos valores de CIMs de
bactérias sensiveis (2% a 9%) observando-se também uma moderada atividade
hemolitica na concentragdo inibitoria minima da superbactéria K. pneumoniae
carbapenemase (23%).

Palavras chave: Anuros; Pithecopus rohdei; peptideo antimicrobiano; quimiotaxia;
Polimixina B; KPC; sinergismo.



Abstract

The indiscriminate use of antibiotics has caused high levels of bacterial resistance around
the world. This scenario intensified significantly after the SARS-CoV 2 pandemic period,
where antimicrobial agents were wildly and erroneously used, even if indicated only in
the case of coinfection with bacteria or fungi. As a result, there has been a significant
increase in resistant superbugs, requiring the use of broad-spectrum antibiotics that cause
serious side effects, such as Polymyxin B, a drug associated with intense nephrotoxicity
and one of the last treatment alternatives for hospital superbugs. In view of this, research
involving molecules with antimicrobial potential is of great importance to society and has
gained space in the scientific community. An interesting option for this scenario is the
study of natural antimicrobial molecules, such as antimicrobial peptides (AMPs) also
called host defense peptides (PDHs). These peptides are short molecules, cationic,
amphipathic and abundant in nature, being often found in the cutaneous secretion of
amphibians. In this work, a potent antimicrobial peptide present in the cutaneous secretion
of Pithecopus rohdei, a species of the subfamily Phylomedusinae (Hylidae), was isolated.
The active fraction was isolated by high performance liquid chromatography and had a
molecular mass of 3080.66 Da. The molecule was sequenced by Edman degradation and
exhibited a peptide sequence of 30 amino acid residues
(GLWKMLAKGAGKVLGHVASKFLGSQGQPES-COOH). By sequence similarity
studies, it was observed that this peptide has high sequence similarity with peptides of the
dermaseptin class, being then named Dermaseptin PR-1 (PR in reference to the species
Pithecopus rohdei). Circular dichroism analyses were performed and the secondary
structure of the peptide in the presence of SDS and TFE was evaluated, making it possible
to infer that Dermaseptin PR-1 adopts a secondary structure in an alpha-helix when in
contact with such reagents, a pattern associated with antimicrobial responses in other
defense peptides. With regard to its biological properties, the peptide showed inhibitory
results on the growth of Gram-positive bacteria Staphylococcus aureus (MIC = 4 uM),
S. epidermidis (MIC = 4 uM) and Enterococcus faecalis (MIC = 16 uM) and
Gram-negative Escherichia coli (MIC = 1 uM), Klebsiella pneumoniae (MIC = 2 uM)
and Pseudomonas aeruginosa (MIC = 4 uM), with antibacterial activity also observed in
a multidrug-resistant clinical isolate of K. pneumoniae carbapenemase (MIC= 16 uM),
aresult that was corroborated by Scanning Electron Microscopy (SEM) analysis, in which
it was possible to observe the formation of deep roughness in the membrane of this
bacterium, which leads to disruption of the wall and lysis of the microorganism.
Furthermore, as a preliminary test to evaluate the immunomodulatory capacity of this
dermaseptin, the peptide was evaluated for its ability to induce neutrophil chemotaxis,
where a moderate chemotactic activity was observed. These results suggest that the
peptide can act in a dual way, eradicating bacteria directly and indirectly. Finally, the
hemolytic activity of the peptide was evaluated and resulted in a low percentage of
hemolysis in the concentrations related to the values of MICs of sensitive bacteria (2% to
9%) also observing a moderate hemolytic activity in the minimal inhibitory concentration
value of the superbug K. pneumoniae carbapenemase (23%).

Keywords: anurans; Pithecopus rohdei; skin secretion; antimicrobial peptides;
Dermaseptins; neutrophils; quimiotaxis; Polimixin B; KPC; synergism.
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1. Introdugcdo-
1.1. Microvgandsmos como-causadores de doengcas

Segundo o Jornal of American Medical Association, o termo sepse ¢ definido como uma
situagdo de disfungdo de oOrgdos, em que ocorre uma incapacidade do sistema circulatorio em
promover oxigénio e nutrientes de forma eficiente devido a uma exacerbada resposta inflamatoria.
(REINER; VIETTA; VIGNARDI; GAMA; KLINGELFUS, 2020). Em unidades de terapia intensiva,
a sepse ¢ a segunda maior causa de mortalidade e, no Brasil, a incidéncia ¢ de aproximadamente
200.000 casos por ano (LEITE, 2023). O aumento da idade média do brasileiro devido a sobrevida
aumentada de pessoas com doengas cronicas, ¢ uma das causas da observancia de um maior tempo de
internacao de pessoas portadoras dessas doencas, o que eleva a incidéncia da sepse (BARROS, 2016).
Os chamados estafilococos coagulase negativa (ECN) sdo potenciais causadores de infecgdes
nosocomiais, principalmente associadas a formagao de biofilmes em cateteres, proteses e outros
dispositivos médicos (TEIXEIRA, 2009). Sdo exemplos de patdogenos causadores de tais infecgdes as
bactérias Staphylococcus epidermidis, comumente encontradas na superficie da pele, as quais
apresentaram um aumento significativo nas ultimas décadas (BALABAN, 2004).

Outro exemplo importante de bactéria bastante recorrente em infec¢des hospitalares ¢ a
Escherichia coli , uma bactéria aerdbica presente no intestino de vertebrados, que pode causar diversas
infec¢des intra-abdominais, sendo a principal causadora de infec¢des do trato urindrio (ITUs) em
humanos.(RUSSO, 2003). Além disso, outras infec¢des extra-abdominais tém sido descritas, tais
como infecgdes cutaneas, pulmonares e de tecidos moles. (VIHTA, 2018). As infec¢des associadas a
E. coli sdo bastante comuns ¢ sua resisténcia aos antibioticos convencionais tem aumentado cada vez
mais, ocupando o terceiro lugar na lista de patdgenos resistentes prioritarios da Organizagdo Mundial

da Satde (OMS) (DENAMUR, 2021).

Ademais, tratando-se de microrganismos resistentes, uma das bactérias que mais se destaca no
ambito de infecgOes hospitalares ¢ a Klebsiella pneumoniae carbapenemase (KPC) (CHAPELLE,
2021). No género Klebsiella, a espécie K pneumoniae ¢ geralmente isolada de infecgdes de trato
urindrio, infecg¢des de feridas cirargicas, pneumonias, infeccdes de corrente sanguinea e infec¢des
intra-abdominais (PFEIFER; CULLIK; WITTE, 2010). Inicialmente, espécies do género Klebisiella
apresentavam sensibilidade a maioria dos antibidticos, contudo, devido ao surgimento de
enterobactérias produtoras de P-lactamases de amplo espectro (ESBL) foi necessario introduzir
antimicrobianos carbapenémicos ao tratamento de infec¢des por tais bactérias; com o passar do tempo,
algumas cepas passaram a apresentar resisténcia também a essa classe de antimicrobiano, produzindo,

dessa vez, as carbapenemases, enzimas que degradam os anéis -lactamicos dos agentes microbianos
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carbapenémicos (CAMPOS, 2017).

As carbapenemases podem ser classificadas em dois grupos: as metalo-f-lactamases, que
apresentam o metal zinco no sitio de atividade, e as serina-B-lactamases, que contém serina em seu
nucleo, sendo essa tltima a classificagdo em que se encaixa a Klebsiella pneumoniae carbapenemase.
(ABRANTES, 2017). Além disso, por estarem localizados nos plasmideos, os genes codificadores de
carbapenemases podem ser transferidos de bactéria para bactéria, elevando consideravelmente os
riscos de disseminagdo da resisténcia para outras espécies. (GOOTZ et al., 2009). Com a resisténcia
aos antibidticos carbapenémicos, as polimixinas, como a polimixina B, por exemplo, foram
reintroduzidas no tratamento de bactérias multirresistentes, porém, trata-se de um antibiotico de ultima
escolha, haja visto que traz intensa nefrotoxicidade, causa pela qual havia sido suspensa no passado
(LIMA, 2021).

Uma alternativa para a redugdo do risco de resisténcia em ambientes clinicos € utilizacao de
peptideos antimicrobianos (PAMs) em conjunto com outros antibioticos, essas moléculas sdo
substancias bastante estudadas e tém como fun¢do primordial a primeira linha de defesa do organismo,
dessa forma, pode-se estudar combina¢des que levem a sinergias antimicrobianas eficazes.
As combinagdes sinérgicas que tém varios alvos em vias independentes podem exigir dois conjuntos
independentes e simultdneos de mutagdes para enfrentar os dois desafios. A sinergia também pode ser
mais letal, diminuindo a probabilidade de as bactérias escaparem e desenvolverem resisténcia

(ZHU et al., 2022).

1.2. Resisténcia andimecrobiana

A resisténcia antimicrobiana (RAM) se tornou uma das maiores ameagas no ramo de saude,
sendo um problema ndo apenas restrito a paises subdesenvolvidos ou em desenvolvimento, mas
também presente em toda escala global (PRESTINACI et al., 2015). Segundo a Organizagdo Mundial
da Saude (OMS), em 2050, as mortes atribuidas a resisténcia a antimicrobianos chegarao a 10 milhdes,
ultrapassando, at¢ mesmo, os Obitos por cancer (OMS, 2014). Esse cenario, além de todo sofrimento
aos familiares dos pacientes, causa também desfalques na economia devido ao prolongamento de
internacdes, maiores gastos médicos € um aumento significativo da mortalidade por falhas no
tratamento. Estima-se que na Europa, por exemplo, os gastos anuais relacionados a resisténcia
microbiana a antibioticos ultrapassam nove bilhdes de euros (PRESTINACI et al., 2015).

Dados levantados em uma revisao bibliografica na revista Lancet, em 2019, demostraram que

seis patdgenos foram os maiores responsaveis por mortes associadas e atribuidas 8 RAM neste mesmo

ano: E. coli, S. aureus, K. pneumoniae, S. pneumoniae, A. baumannii e P. aeruginosa. Juntas, essas



bactérias foram responsaveis por 929.000 de 1,27 milhdes de mortes atribuidas a resisténcia
antimicrobiana (MURRAY et al., 2022).

Além disso, a pandemia de SARS-COV 2 impulsionou ainda mais o aumento das taxas de
resisténcia, ja que antibioticos de espectros muito escalonados foram utilizados inadvertidamente
nesse periodo, apesar das recomendagdes de uso restritas a casos de coinfeccdo com bactérias ou
fungos. Quando comparado ao periodo pré-pandémico, foi observado um aumento expressivo da
resisténcia de diversos microrganismos, destacando-se a K. pneumoniae resistente a Polimixina B, em
que se teve um aumento de 15% em relagdo ao ano de 2019, e também a Klebsiella pneumoniae
produtora de carbapenemase (KPC) em que se observou um aumento de 24,1% na taxa de resisténcia
ao antibidtico supracitado, uma das ultimas opc¢des de tratamento disponiveis para bactérias
multirresistentes (GASPAR et al., 2021). Esse resultado, proveniente do uso excessivo de agentes
antimicrobianos, pode ser considerado uma consequéncia indireta grave da pandemia de coronavirus
(GUISADO-GIL et al., 2020).

Com isso, apesar da grande demanda, o rapido desenvolvimento de resisténcia a antibidticos
desestimula a criacdo de novos farmacos por parte da industria farmacéutica, considerando os altos
custos para a producdo de um novo farmaco associado ao baixo retorno financeiro apos o
medicamento ser lancado no mercado, uma vez que, com o mau uso ¢ o desenvolvimento de
resisténcia, os medicamentos tendem a perder utilidade em poucos anos, diminuindo
consideravelmente os lucros (MCKENNA, 2013). Logo, a corrida para o desenvolvimento de novos

farmacos ¢ contrabalanceada pela rapida evolucdo de resisténcia microbiana.

1.3. Mecanismos de resisténcia o carilibioticos

As bactérias possuem mecanismos que as permitem escapar dos efeitos nocivos dos
antimicrobianos. Sendo assim, os principais mecanismos de resisténcia conhecidos sdo: alteragdes na
permeabilidade da membrana plasmatica, inativacdo enzimatica, bombas de efluxo e alteragdes no

sistema de transporte do farmaco (Figura 1).
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Figura 1. Representagdo esquematica dos mecanismos de resisténcia a antimicrobianos. Fonte: ANVISA, 2007.



1.3.1. Alleracdo- da permeabilidade da membrana
plasmdiica

Os farmacos podem adentrar na membrana celular bacteriana por trés maneiras: difusdo
simples na bicamada fosfolipidica, difusdo facilitada por meio de proteinas transmembranares como
as porinas, ou ainda pelo chamado “self promoted uptake” (DA COSTA; JUNIOR, 2017) que esta
relacionado com interagdes idnicas entre o farmaco e moléculas de lipopolissacarideos presentes em
bactérias Gram-negativas. Essas interacdes causam mudangas conformacionais e resultam na abertura
de poros na membrana, facilitando a entrada do farmaco. Assim, diferencas na permeabilidade da
membrana podem estar relacionadas a alteracdes na funcdo, quantidade ou tamanho das porinas,

fazendo com que uma quantidade menor do farmaco atravesse a membrana, e consequentemente tenha

um efeito reduzido (TOLEMAN, 2011; DA COSTA & JUNIOR, 2017).
1.3.2. Inadltvagdo- engimaiica

O processo de resisténcia por degradagdo / inativagdo enzimatica ocorre em decorréncia da
producao bacteriana de enzimas que se ligam em determinadas partes do farmaco e o inativam através
de reagdes quimicas como hidrolise, transferéncia de grupos ou oxirreducdo (COSTA, 2016). Um bom
exemplo desse tipo de resisténcia ¢ a producdo da enzima B-lactamase, que realiza a reagdo de hidrolise
no anel de B-lactdmico nos farmacos que possuem essa estrutura, como as penicilinas, cefalosporinas

e carbapenémicos (KUMAR et al., 2013).

1.3.3. Bombw de efluxo-

Outro mecanismo de resisténcia bastante comum sdo as bombas de efluxo, que geralmente sdo
proteinas membranares que transferem o antibiotico para o meio externo da célula, diminuindo a
concentracdo intracelular do farmaco. Esse mecanismo afeta principalmente as classes de
macrolideos, tetraciclinas e fluoroquinolonas, porém, todas as classes de antibioticos ja apresentam
esse tipo de resisténcia em algum nivel (DZIDIC et al., 2008).

Existem cinco familias de bombas de efluxo bem elucidadas na literatura, sdo elas a
superfamilia ABC (Adenosine triphosphate — Binding Cassete), superfamilia MFS (Major Facilitator
Superfamily), familia MATE (Multidrug and Toxic Compound Extrusion), superfamilia RND
(Resistance-Nodulation-Cell-Division) e familia SMR (Small Multidrug Resistence) (DELMAR et al.,
2014) (Figura 2).
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Figura 2. Representagdo ilustrativa das principais bombas de efluxo de cada familia e seus respectivos modos de agdo.

Fonte: KUMAR E SCHWEIZER, 2005.

Os principais representantes das familias de bombas de efluxo bacterianas sdo NorA de S.
aureus, que pertence a superfamilia MFS; EmrE de E. coli, da superfamilia SMR; NorM de Vibrio
parahaemolyticus, pertencente a familia MATE; AcrABTolC de E. coli, da familia RND; ¢ LmrA
de Lactococcus latis, pertencente a superfamilia ABC (KUMAR e SCHWEIZER, 2005). A maioria
das bombas de efluxo realiza o processo de extrusdo através de sistema antiporte (forga proton
motiva), como ¢ o caso das bombas tipo MATE, MFS e SMR ou um mecanismo de gradiente de
prétons, como € o caso da superfamilia RND. Contudo, contrariamente as demais, os transportadores
da familia ABC utilizam a hidrolise de ATP como fonte de energia para realizar a exteriorizagao do

antimicrobiano, como mostrado na figura 1 (KUMAR, 2005; BLANCO, 2016).
1.3.4. Alteracdo- do- sitto- de acdo-

Outro mecanismo responsavel por conferir resisténcia ao antimicrobiano ¢ a mudanga de sitio
ativo do antibiotico, fazendo com que seus grupos farmacofdricos ndo atinjam os alvos para os quais
foram desenhados. Em alguns casos, pode ocorrer a transferéncia de genes de resisténcia entre as
bactérias por conjugacdo, transformacao ou transdugdo. Esses mecanismos ocorrem, por exemplo,
quando S. aureus adquire os genes MecA, responsaveis por codificar a proteina PBP2a, proteina que

confere resisténcia a Meticilina, gerando os famosos MRSA (em portugués, Staphylococcus aureus
resistentea meticilina) (LAMBERT, 2005).

Levando em consideracao a quantidade de vias de resisténcia que bactérias podem adquirir, ¢
de suma importancia pesquisas envolvendo novos agentes antimicrobianos, visto que os antibidticos

disponiveis ja demonstram grande dificuldade no tratamento de infeccdes por bactérias

multirresistentes.



1.4. Peptideos aniimicrobianos (PAMs)

Os peptideos antimicrobianos (PAMs) sdao muito estudados e estao presentes em varios seres
vivos, do menor ao maior nivel de complexidade. Essas moléculas sdo compostos naturais que tém
como fung¢do compor a primeira linha de defesa do organismo. Por isso, sdo também denominados por
alguns autores como peptideos de defesa do hospedeiro (PDHs) (ZHANG e GALLO, 2016). Elas sdao
formadas por sequéncias curtas de at¢ 100 residuos de aminoacidos e possuem uma estrutura
geralmente anfipdtica e cationica (carga liquida que varia a +2 a +13). Tais caracteristicas sdo resultado
da presenca de aminodcidos basicos, como a lisina, arginina e histidina, que possuem carga positiva
em PH acido (BALTZER e BROWN, 2011; KUMAR et al., 2018).

Em relacdo a estrutura secundaria, os PAMs sdo divididos em quatro familias: a-hélice, folha-f3
pregueada, estrutura estendida e loop, sendo que a maior parte dos peptideos se encaixa na primeira e
segunda familia (BAHAR e REN, 2013; ANDERSSON et al., 2016) (Figura 3). Dentre as familias,
os PAMs que se enovelam em a-hélice sdo os mais estudados e correspondem a quase 50 % de todos
os peptideos identificados. Essa estrutura helicoidal parece ter uma relacdo direta com a atividade
antimicrobiana, j& que PAMs catidnicos que se enovelam em estruturas o-hélices anfipaticas
demonstram uma maior atividade formadora de poros transmebranares (BAHAR e REN, 2013;

ANDERSSON et al., 2016; LI et al., 2021).
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Figura 3. Formas estruturais encontradas em peptideos antimicrobianos. Fonte: MORETTA et al., 2021.



Os peptideos de defesa podem ser produzidos e liberados de forma constitutiva, ou seja,
naturalmente, ou de forma induzida, através de estimulos externos. Na literatura, existem mais de dois
mil peptideos antimicrobianos descritos, porém, a atividade antimicrobiana ndo ¢ a unica
documentada, visto que formam um grupo versatil de defesa, desempenhando, além da funcdo
microbiana propriamente dita, atividades imunomodulatérias, fungicidas, pro-apoptoticas e

antiparasitarias (MAHLAPUU et al., 2016; MORAVE]J, 2018).

1.5. Mecanismos de nteracdo- enidrve membranas e
Ve 4 4
pepitideos anlimicrobianos
As membranas plasmaticas de microrganismos procaridticos, como as bactérias, diferem em
alguns aspectos das membranas animais, de modo que, apesar dos dois modelos apresentarem uma
estrutura formada por bicamadas fosfolipidicas associadas & uma vasta gama de proteinas, as
membranas celulares de bactérias possuem diferentes componentes estruturais, como por exemplo a
presenga de fosfolipidios 4cidos como fosfatidilglicerol e cardiolipina, além de lipopolissacarideos na
parede externa de bactérias Gram-negativas e também dacido teicoico e lipoteicdico nas paredes de
Gram-positivas (Figura 4). Tais caracteristicas na composicdo das paredes resulta em uma alta

densidade de cargas eletronegativas na superficie desses microrganismos, o que atrai as cargas

positivas de peptideos cationicos (KUMAR, 2018; ATANASSOVA, 2020).
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Figura 4. Estrutura da parede celular de bactérias Gram-positivas e Gram-negativas. Fonte: ATANASSOVA, 2020.

J& as membranas de organismos eucaridticos possuem significativas quantidades de
fosfolipideos zwiterionicos, como a fosfatidilcolina, fosfatidiletanolamina e esfingomielina além da
presenca abundante de colesterol e outros esterdis (Figura 5). Todos esses fatores juntos conferem

uma carga mais neutra a membrana (EBENHAN, 2014). Tais caracteristicas sdo essenciais para a



atividade e seletividade dos PAMs, ja que, geralmente, os PAMs apresentam uma carga liquida
positiva e uma polaridade predominantemente hidrofobica, devido a existéncia de aminoécidos
apolares em sua composi¢do (CONLON et al., 2009; ZHANG e GALLO, 2016). Essas caracteristicas
fazem com que haja uma atragao eletroestatica entre as cadeias laterais cationicas do peptideo com as
cabecas dos fosfolipideos da membrana, ocasionando a formagdo de poros que a desestabilizam e
causam a lise celular, podendo, também, inibir alvos intracelulares, perturbando a atividade fisiologica

do microrganismo (BECHINGER ¢ LOHNER, 2006; AZEVEDO et al., 2011) (Figura 6).
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Figura 5. Interagdoes moleculares que justificam a seletividade dos peptideos antimicrobianos. Adaptado de ZASLOFF,

2002.

Diante do exposto, foram propostos diversos modelos para explicar como ocorrem as
interacdes peptideo-membrana que resultam na lise célula (JENSSEN et al., 2006). Os principais
modelos descritos para essas interagdes sdo: barrel-stave (barril), carpet-like (carpete) e toroidal pore
(poro toroidal) (Figura 7).

No modelo barril, as faces hidrofobicas do PAM interagem com as cadeias carbonicas dos
lipidios presentes na membrana bacteriana e se inserem de forma perpendicular & bicamada,
resultando em poros transmembranares transitorios que se assemelham a barris (BROGDEN, 2005;
KUMAR e TOLIA, 2019). J4 no modelo carpete, os peptideos sdo atraidos eletrostaticamente e se
depositam paralelamente a membrana, como um tapete, e, ap0s atingirem uma concentragdo critica,
se inserem na bicamada lipidica, desestabilizando-a (KUMAR e TOLIA, 2019; PARENTE et al.,
2018). Outro modelo proposto € o poro toroidal, nesse processo, o peptideo interage com as cabecas

hidrofilicas dos fosfolipideos, fazendo com que a monocamada superior da membrana se dobre,



formando um poro composto por peptideos intercalados com cabecas fosfolipidios carregados

(BROGDEN, 2005; PARENTE et al., 2018).

Figura 6. Representacdo esquematica dos principais modelos de interagio de PAMs com as membranas de
microrganismos. A) Modelo barril ou barrel-stave; B) Modelo carpete-like e C) Modelo poro toroidal. Fonte: HERZOG
e FRIDMAN, 2014.

Outro modelo proposto ¢ ode modelo de Shai-Matsuzaki-Huang, nesse modelo h4d uma mistura
dos mecanismos propostos, primeiramente, o peptideo interage com a membrana formando uma
espécie de carpete, com a interagdo, ocorre um afinamento da camada externa e o deslocamento das
cabecas de fosfolipidios, provocando a formacao transitoria de poros. Além dos danos externos a
membrana, ha o transporte de lipidios e peptideos para a camada interna, e, com isso, ha a difusao dos
peptideos para alvos intracelulares (em alguns casos). Todo esse processo finda no colapso da

membrana plasmatica, provocando a morte do patogeno (SHAI, 2002; HUANG, 2006) (Figura 7).
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Figura 7. Representagdo esquematica do modelo de Shai-Matsuzaki-Huang. Fonte: SHAI, 2002; HUANG, 2006.

O estudo dos mecanismos pelos quais os PAMs levam ao rompimento das membranas de
microrganismos t€m como objetivo elucidar as interagdes peptideo-membrana, permitindo a
comunidade cientifica avancar cada vez mais em pesquisas com o uso de PAMs para o combate de
bactérias multirresistentes, alavancando o desenvolvimento de novas terapias (OLIVEIRA, 2021).

Além dos modelos de interacdo com a membrana, também sdo conhecidos mecanismos de
acdo intracelulares, onde os peptideos se ligam ao DNA das bactérias, perturbando a atividade
fisiologica e metabolica celular. Tal mecanismo confere uma maior poténcia aos PAMs, que pode agir

de forma dupla, atuando concomitantemente nas membranas e em alvos citoplasmaticos (LEI et al.,

2019).
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1.6. Célidas imunes como- alvo- de peplideos

arndimecrobianos

O sistema imune tem um papel crucial na defesa do organismo, sendo dividido didaticamente
em imunidade inata e adaptativa. A imunidade inata ¢ a primeira barreira de defesa do organismo sendo
formada por pele, células epiteliais, leucécitos polimorfonucleares (PMNs), como neutréfilos,
eosinodfilos e basofilos, € mononucleares, como os macréfagos, além das células dendriticas e das
células natural killers (NK). Quando ocorre um dano ou uma infecgéo, essas células sdo rapidamente
ativadas. Os neutrofilos, em especial, sao altamente especializados em fagocitar e destruir patdégenos,
sendo conhecidos como fagdcitos profissionais (JOHNSON et al.,1992).

Além dos componentes celulares supracitados, a imunidade inata conta também com
componentes humorais, como proteinas do sistema complemento, proteina C reativa, colectinas,
pentraxinas e peptideos antimicrobianos (KAUR e SECORD, 2021). Esse sistema reconhece
moléculas associadas a presenca de bactérias, virus e fungos, como proteinas, fitas de RNA, LPS, etc.
Essas moléculas, denominadas padrdes moleculares associados ao patogeno (PAMPs), ligam-se aos
receptores do tipo Toll-like (TLR), o que resulta na ativagdo de vias de sinaliza¢do que estimulam a
produgdo de fatores de transcri¢do como o fator nuclear kB (NFkB), a proteina de ativagdo 1 (AP-1),
o fator regulador de interferon 3 (IRF3), atores importantes para a expressao de moléculas necessarias
a resposta inflamatoria, como citocinas, quimiocinas ¢ moléculas de adesdo endotelial (ALQUINO,
2022).

Ademais, quando as células do proprio organismo se encontram danificadas ou em processo
de morte, sdo liberadas moléculas especificas denominadas padrdes moleculares associados ao dano
(DAMPs), que sdo identificadas e destruidas pelo sistema imune. Esses processos ocorrem de maneira
rapida, em questdo de minutos ou horas, e incluem respostas como ativagcdo de leucdcitos e células
dendriticas, fagocitose, migracdo celular em massa e producdo de citocinas pré inflamatdrias
(ABBAS, 2022).

Em relagdo a imunidade adaptativa, os efeitos sdo mais lentos, porém mais especificos.
As células efetoras sao denominadas linfocitos, que podem ser do tipo T ou B. Os linfécitos do tipo T
podem se diferenciar em trés tipos: linfocitos T auxiliadores ou “helpers”, linfocitos T citotdxicos e
linfocitos T supressores. Basicamente, sdo células que possuem fungdes especificas de: ativacao de
células B, eliminag¢do de células danificadas e finalizagao da producao de anticorpos, respectivamente.
Além das células T, o sistema adaptativo também conta com a presenga de linfocitos B, que produzem
anticorpos especificos para cada tipo de padrdo apresentado, como por exemplo, proteinas de uma

determinada bactéria ou virus as quais o organismo ja foi exposto. Nao obstante, os linfocitos B
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possuem funcdo de memoria imunitaria, ou seja, caso esse organismo seja infectado novamente,
anticorpos sdo liberados rapidamente contra tal antigeno, garantindo uma prote¢do mais rapida e
eficaz (NETEA et al., 2020; ABBAS, 2022) (Figura 8).

Desse modo, a imunidade tem a funcao de neutralizar agentes infeciosos externos e promover

a limpeza e detoxificagdo do organismo.
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Figura 8. Esquema representativo da imunidade inata e adaptativa demonstrando o tempo de resposta de cada fase. Fonte:
ABBAS, 2022.

Logo, além de propriedades antimicrobianas de acdo direta na membrana plasmatica, muitos
PAMs de mamiferos tém demonstrado efeitos interessantes nas células do sistema imunolégico como
a promogao de quimiotaxia, ativagao e diferenciacao de neutrofilos, estimulo a liberagdo de citocinas
pré e anti-inflamatorias, liberagdo de EROs (Figura 9) estimulacdo de angiogénese, melhora da

cicatrizag¢do e diminuicdo da formacao de cicatrizes (ZASLOFF, 2019; MAHLAPUU, 2020).
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Figura 9. Mecanismos bioldgicos de agio de PAMs mediante uma exposi¢do a patogeno. Além de alterar a permeabilidade da
membrana através dos principais modelos descritos (carpet-like, barrel-stave e toroidal pore) os PAMs também podem
modular o sistema imune, promovendo um aumento da quimiotaxia, fagocitose, liberagdo de espécies reativas de oxigénio
(EROs) entre outras atividades, auxiliando na eliminagdo do patégeno invasor. Imagem elaborada pela autora com
biorender.com.

1.7. Newdrofilos e quimiotaria

Os neutrofilos sdo células leucocitarias polimorfonucleares (PNM) predominantes no sistema
imunitario de mamiferos e representam por volta de 70% das células brancas presentes na circulagao
sanguinea. Essas células sdo consideradas pioneiras em sitios inflamatorios e combatem patdgenos de
forma muito eficiente através de processos como fagocitose, liberagao de peptideos antimicrobianos,
degranulacgdo, liberacdo de armadilhas extracelulares (do inglés Neutrophil extracellular traps, NETs) e
producdo de radicais livres (KOLACZKOWSKA e KUBES, 2013).

Ap0s ultrapassarem a barreira endotelial, os leucdcitos se inserem nos tecidos e sdo guiados
por moléculas quimioatraentes, através de um processo denominado quimiotaxia. Esse processo ¢
responsavel pelo recrutamento de uma grande quantidade neutrofilos que sdo atraidos por diversas
moléculas produzidas no foco da inflamag¢do, como quimiocinas, leocotrienos € componentes do
sistema complemento. Uma das moléculas quimioatraentes mais conhecidas ¢ o fMLP (N-formyl-
met-leu-phe), um peptideo de apenas trés amiodcidos, derivado de bactérias Gram-positivas que
também ¢ liberado quando ha dano mitocondrial estéril. O reconhecimento desse peptideo ¢ realizado

\

pelo receptor formil peptideo tipo 1 e 2 (FPRL1 e FPRL2), receptores acoplados a proteina G
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formados por sete algas transmembranares (PANARO e MITOLO, 1999; YANG, 2008).

A liga¢do do fMLP ao seu receptor desencadeia diversas cascatas de sinalizacdo intracelulares
que culminam na ativagdo do neutrdfilo, resultando em fendmenos como a producdo de EROs,
liberagdo de granulos citoplasmaticos, dentre outros mediadores e reguladores imunoldgicos como
interleucina-8, leocotrieno A4 e B4 ¢ TNF-a (DORWARD et al., 2015). Além disso, a ligagcdo ao
receptor estimula, também, a polarizacdo morfoldogica do neutrédfilo, condicdo necessaria para
migracdo em dire¢do a um gradiente quimiotatico. Com isso, tal molécula ¢ reconhecida como uma
potente ativadora e quimioatraente de neutrofilos, sendo muito utilizada em estudos com células

imunes (MARASCO et al., 1984).

1.8. Peptideos antlimicrobianos em anuros

A classe amphibia possui mais de 8.000 espécies descritas, divididas entre os grupos
Gymnophiona (cecilias), Caudata (salamandras) ¢ Anura (sapos, ras e pererecas) sendo a ultima a
ordem mais abundante, com 7577 espécies documentadas (FROST, 2023). Os anfibios possuem
caracteristicas peculiares em relacdo a outros vertebrados, visto que apresentam um ciclo de vida
bifasico, ou seja, metade aquatico, metade terrestre. Com isso, foi necessario o desenvolvimento de
severas adaptagdes evolutivas que conferissem a protegdo contra predadores naturais ou
particularidades de ambos os ambientes. Sendo assim, por ndo possuirem presas, garras ou ferrdes, o
principal foco evolutivo desses animais estd em sua superficie tegumentar, que € responsavel por
diversas func¢des, como respiragdo, termorregulacao, osmorregulacio e secre¢cdo de toxinas protetoras
(KONIG; BININDA-EMONDS; SHAW, 2015).

A pele dos anfibios conta com dois tipos glandulares: as glandulas mucosas e as granulosas
(Figura 10). As primeiras sd3o responsaveis basicamente pela secrecdo de mucinas e
mucopolissacarideos, que garantem a lubrificacdo e umidificagdo da superficie tegumentar, além de
diminuirem a perda de agua. Em contraste, as glandulas granulosas produzem um arsenal protetivo de
toxinas que sdo ativas contra uma gama de predadores e microrganismos. (DEMORI et al., 2019).
A liberacao desses compostos geralmente ¢ acionada pelo estimulo aos adrenoreceptores presentes na
parte exterior da glandula, portanto, quando o animal é exposto a algum estresse, ocorre a liberagao
de adrenalina e noradrenalina, que estimula os receptores desencadeia a compressdo de células
mioepiteliais adjacentes a glandula, resultando na liberacdo das substancias (CONLON et al., 2014;

DEMORI et al., 2019).
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Figura 10. Representacdo esquematica do tegumento de anfibios. Fonte: DEMORI, et al 2019.

Uma das substancias presentes nesse conjunto de compostos protetivos de anfibios sdo os
peptideos antimicrobianos. O primeiro estudo com esses peptideos em anuros data de 1987 e foi
realizado por Michael Zasloff com a espécie Xenopus laevis, de onde foram isolados os peptideos
Magainina 1 e Mangainina II. A partir desse momento, foram isolados diversos outros peptideos
antimicrobianos de anfibios, classificados em pelo menos 26 familias distintas, como as
dermaseptinas, temporinas, bombininas, esculetinas, entre outras. Nao obstante, a cada ano novos
peptideos sdo descobertos e suas peculiaridades acabam por originar novas familias, como ¢ o caso

das japonicinas, tigerininas e nigrocinas (CARVALHO, 2011).

1.9. Peptideos antimicrobianos da subfamiliac
Phyllomedusinae

Anuros Hilideos (Hylidae) pertencentes a subfamilia Phyllomedusinae possuem um arsenal
peptidico em suas secregdes cutaneas. Até o momento, foram identificados agentes antimicrobianos,
miotrdpicos, inibidores de protease, antioxidantes, imunomodulatdrios potenciadores da bradicinina,
moduladores do sistema nervoso central, entre outros. Esses peptideos tém sido amplamente
estudados, tendo os peptideos antimicrobianos um grande foco, devido a situacdo emergente de
resisténcia a antibioticos (SENA, 2021). Em relacdo aos peptideos antimicrobianos, a familia possui

seis classes descritas: dermaseptinas, filoxinas, dermatoxinas, filoseptinas, plasticininas e

polipeptidios de pele YY (Tabela 1) (SENA, 2021).
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Tabela 1. Peptideos da subfamilia Phyllomesinae.

Dermaseptinas 24-34
Filoxinas 19
Dermatoxinas 32

Filoseptinas 19-21
Plasticininas 23
Polipeptidios de pele YY 36

Fonte: SENA, 2021.

As dermaseptinas tém chamado bastante aten¢do devido a sua capacidade antimicrobiana
associada ao baixo efeito hemolitico. Sao peptideos antimicrobianos policationicos formadores de
a-hélice e possuem significativos efeitos tanto em bactérias, como em fungos, virus e protozoarios.
Além disso, descobertas recentes demonstram alguns efeitos antitumorais associados (BARTELS,
2019).

Existem diversas dermaseptinas descritas, o peptideo DRS- CA-1, por exemplo, ¢ uma
dermaseptina isolada de Phyllomedusa camba que demonstra atividades antimicrobianas em bactérias
Gam-positivas e Gram-negativas, inclusive resistentes a drogas, sem apresentar efeitos hemoliticos
significantes (Zhu, et al., 2018). Assim, peptideos dessa classe possuem caracteristicas marcantes € se
mostram promissores para o estudo e desenvolvimento de novos agentes terapéuticos, podendo,
também, ter sua atividade melhorada por altera¢des estruturais ou outros mecanismos, como € o caso
de um estudo recente feito por Hazime e colaboradores (2022) em que foram associadas nano
particulas de alginato a dermaseptina DRS-B2 de Phylomedusa bicolor, resultando em uma melhora
do efeito antimicrobiano (HAZIME et al., 2022).

A espécie Pithecopus rohdei (Mertens, 1926) (Figura 11) pertence a subfamilia
Phyllomedusinae e ¢ rotineiramente apelidada de perereca das folhagens. Essa espécie de anfibio
possui glandulas parotoides (pequenas protuberancias localizadas na dorsal do timpano) e costumam
ser encontrados em regides subtropicais e tropicais umidas de baixa altitude, além de savanas imidas,
rios e plantacdes. E possivel encontra-los também em regides do sudeste do Brasil, como Sao Paulo,

Rio de Janeiro, Espirito Santo e Minas Gerais (SBH, 2023).
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Figura 11. Exemplar adulto de Pithecopus rohdei. Foto de Gabriel Rodrigues. Fonte: SBH, 2023.

Segundo estudos, machos dessa espécie, quando ameagados, adotam um comportamento
defensivo de encolher-se, de forma a permanecer com o corpo arqueado para dentro e patas retraidas
(ENNES e WOGEL, 2017). Esse comportamento pode ser justificado por favorecer a exposicao das
glandulas, facilitando a liberagdo de toxinas caso o animal seja atacado (TOLEDO; SAZIMA;
HADDAD, 2010; ENNES e WOGEL, 2017). Assim, tais glandulas sdo responsaveis principalmente
pela secre¢dao de compostos importantes para a defesa do animal, sendo ativos contra bactérias, fungos,
protozoarios, dentre outros, o que torna esse tipo de secre¢do muito visada por pesquisadores na area

de bioprospeccao de compostos biologicamente ativos.

2. Justificaliva

A resisténcia microbiana ¢ uma realidade bastante preocupante no ambito hospitalar e terapias
alternativas tém sido alvo de intensos estudos no meio cientifico, principalmente devido as
dificuldades de tratamento em cepas resistentes. (CAMOU et al., 2017). Esse cenério desestimula a
industria farmacéutica, uma vez que antes do lancamento do produto farmacéutico sdo necessarias
quatro fases dispendiosas de estudos, sendo uma fase pré-clinica e trés clinicas. Tal processo tem
duragcdo média de 10 anos e sdo gastos aproximadamente 1 bilhdo de dolares; dessa forma, o alto
investimento esta associado a um risco de baixo retorno financeiro, o que torna a pesquisa por novos
farmacos antimicrobianos desvantajosa para as empresas (BRENNAN, 2016). Assim, os peptideos
antimicrobianos sdo uma op¢do promissora, ja que possuem um amplo espectro de atividades
associadas a baixas chances de desenvolvimento de resisténcia, devido ao fato de apresentarem
multiplos mecanismos de acdo (PATOCKA, 2019) Além disso, a alternativa do uso de PAMs, em

esquema de monoterapia ou associados a outros antibidticos, traz consigo a possivel diminuicao da
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dosagem e, consequentemente, a reducdo de efeitos colaterais associados ao farmaco, sem prejudicar o efeito
sobre as bactérias. (LEON-BUITIMEA et al., 2020). Considerando esse cenario, o grupo de pesquisa
liderado pela Profa.Dra. Mariana S. Castro tem trabalhado ha varios anos na busca por peptideos
biologicamente ativos na secre¢do cutdnea de anuros, tendo em vista a pesquisa de possiveis agentes
anti-infeciosos que possam auxiliar no combate da resisténcia microbiana. Assim, neste trabalho, serdo
expostos os passos voltados a caracterizagdo bioldgica do peptideo Dermaseptina PR-1, isolado da

secrecdo cutanea do anuro Pithecopus rohdei.

3. Objetivo-Geral

O presente estudo teve como objetivo geral caracterizar as propriedades biologicas de um
novo peptideo da classe das dermaseptinas proveniente da secregdo cutanea de Phithecopus rohdei,
com foco na avaliagdo de atividades antimicrobianas em bactérias sensiveis e resistente a Polimixina

B, além de atividades quimiotaticas em neutrofilos, hemoliticas e sinérgicas.

4. Resudliados e Discussdo-

As metodologias, resultados e a discussoes estao apresentados em formato de artigo cientifico,
empregando o template da revista Biomolecules (http://www.mdpi.com/journal/biomolecules).
Optou-se por apresentar o artigo cientifico ainda em lingua portuguesa, com exce¢do do titulo e
abstract, porém, oportunamente sera feita a tradugdo total para a lingua inglesa e a consequente

submissao do artigo.
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Abstract:

The indiscriminate use of antibiotics has caused high levels of bacterial resistance around the world. As a result, there was
a significant increase in resistant superbugs, leading to the need for the use of high-spectrum antibiotics and serious side
effects, such as Polymyxin B, one of the last treatment alternatives for hospital superbugs associated with intense
nephrotoxicity. In view of this, research involving molecules with antimicrobial potential is of great importance to society
and has gained space in the scientific community. An interesting option for this scenario is the study of natural
antimicrobial molecules, such as antimicrobial peptides (AMPs) also called host defense peptides (HDPs). These peptides
are short molecules, cationic, amphipathic and abundant in nature, being often found in the cutaneous secretion of
amphibians. In this work, a potent antimicrobial peptide present in the cutaneous secretion of Pithecopus rohdei was isolated
and characterized. This peptide was purified by RP-HPLC, exhibited a molecular mass of 3080.66 Da, and presented a
peptide sequence of 30 amino acid residues (GLWKMLAKGAGKVLGHVASKFLGSQGQPES-COOH). This novel peptide
was named as Dermaseptin PR-1 (PR in reference to Pithecopus rohdei, DRS PR-1). The secondary structure of the peptide in
the presence of SDS and TFE was evaluated by circular dichroism, making it possible to infer that DRS PR-1 forms an alpha
helix structure when in contact with membranes. The peptide showed inhibitory effects on Gram-positive bacteria, Gram-
negative susceptible and in a multiresistant clinical isolate of Klebsiella pneumoniae carbapanemase (KPC), a result that was
corroborated by Scanning Electron Microscopy (SEM) where it was possible to observe the formation of pores and deep
roughness in the membrane of this bacterium, which leads to disruption of the wall and lysis of the microorganism.
Furthermore, as a preliminary assay to evaluate the immunomodulatory capacity of this dermaseptin, DRS PR-1 was tested
for its ability to induce neutrophil chemotaxis, where a moderate chemotactic activity was observed. These results suggest
that the peptide can act in a dual way, eradicating bacteria directly and indirectly. Finally, the hemolytic activity of the
peptide was evaluated and resulted in a low percentage of hemolysis in the concentrations related to the MICs of sensitive
bacteria (2% to 9% of hemolysis) also observing a moderate hemolytic activity in the inhibitory concentration of the
superbug Klebsiella pneumoniae carbapenemase (23% of hemolysis).

Keywords: anurans; Pithecopus rohdei; skin secretion; antimicrobial peptides; Dermaseptins; neutrophils; quimiotaxis;
Polimixin B; KPC; synergism.
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1. Introducao

A resisténcia a antimicrobianos tem se tornado um sério problema de satide publica, ndao sendo restrita
apenas a paises subdesenvolvidos, mas sim se tratando de uma dificuldade em escala global. Esse cenario causa
sofrimentos imensuraveis e desfalques significativos na economia (MURRAY et al., 2022). Infec¢bes por
patégenos multirresistentes tém sido relatadas constantemente, sendo que, apds a pandemia de COVID-19,
devido ao mau uso de agentes antimicrobianos, o ntiimero de casos sofreu aumentos significativos e
preocupantes (GASPAR et al., 2021). Com isso, a busca por novos compostos com atividade antimicrobiana se
mostra necessaria e urgente. Peptideos antimicrobianos de anuros tém sido amplamente estudados para esse
fim, sendo uma alternativa para o desenvolvimento de novos farmacos. Esses peptideos geralmente sao
catidnicos, apresentam de 10 a 46 residuos de aminoacidos, sao anfipaticos e podem apresentar estruturas alfa-
hélice, folha beta ou mistas. Além disso, geralmente é observado uma quantidade maior de aminoacidos
hidrofdbicos na composicao. Essas caracteristicas influenciam diretamente nos mecanismos de atividade desses
compostos, que podem agir tanto na superficie da membrana plasmatica, quanto em alvos intracelulares
(NASCIMENTO et al., 2005; CONLON, 2011; LADRAN e NICOLAS, 2016).

A subfamilia Phyllomedusinae (familia Hylidae) possui um arsenal de peptideos antimicrobianos
descritos, como € o caso das dermaseptinas, um amplo grupo de peptideos com diversas atividades bioldgicas,
como antimicrobiana, fungicida, antiparasitaria imunomodulatéria, antitumoral (PRESTINACI et al., 2015).
Compostos com atividade antimicrobiana e imunomodulatoria sao uma excelente opgao para o tratamento de
infeccdes, ja que se trata de um mecanismo duplo de eliminagao de patégenos. Além disso, outra possibilidade
promissora € a combinacado de drogas antimicrobianas comerciais com peptideos antimicrobianos naturais, o
que pode simbolizar um aumento da atividade do agente em uso na clinica, e consequentemente a diminuigao
da dose empregada e redugao dos efeitos colaterais (ZHU et al., 2022).

O presente estudo descreve a purificagdo e a caracterizagdo quimica e bioldgica de uma nova
dermaseptina isolada do anuro Pithecopus rohdei, demonstrando seus efeitos antimicrobianos, quimiotaticos e
sinérgicos com o antibidtico Polimixina B sobre o microrganismo resistente Klebsielln pneumoniae
carbapenemase.

2. Materiais e Métodos
2.1. Coleta dos espécimes e extracio da secrecdo cutinea de Pithecopus rohdei

Sob licenga da ICMBIO (SISBIO no. 71054-1) foram coletados espécimes adultos da espécie Pithecopus
rohdei no municipio de Uruguca, Bahia. A secregdao cutanea dos animais foi obtida por meio da aplicacao de
uma corrente elétrica branda nas regides dorsais dos anuros, sendo esses posteriormente libertados na
natureza. Apos a coleta, o material foi congelado, liofilizado e armazenado a -20 °C. O procedimento de coleta
da secrecio foi aprovado pelo Comité de Etica no uso Animal da Universidade de Brasilia.

2.2. Fracionamento cromatogrdfico da secregdo cutinea de P. rohdei

Aliquotas da secregao cutanea obtida foram ressuspendidas em agua deionizada com TFA 0,1% (v/v),
centrifugadas e inseridas em coluna de fase reversa (RP-HPLC) do tipo Cis (Shimadzu Shim-pack CLC ODS
6,0 ID x 150 mm, 5 pm) para o fracionamento. O comprimento de onda utilizado na deteccéo foi de 216 nm na
regido do ultravioleta (UV). As condicdes de elui¢ao foram gradientes lineares de acido trifluoracético (TFA)
0,1% em acetonitrila (soluc¢ao de eluigao) nas seguintes proporgoes: 0 a 25% de soluc¢do de elui¢ao em 5 min;
25 a 45% de solugao de elui¢do em 25 min; 50 a 100% de solugao de elui¢ao A em 10 min, seguido de lavagem
final por 5 min com 100% de solugao de eluicdo. A coleta das fra¢des cromatograficas resultantes da eluicéo foi
realizada manualmente, sendo as amostras posteriormente secas em concentrador a vacuo (SpeedVac Modelo
SC 100, Savant) e armazenadas a -20°C.

2.3. Analise por espectrometria de massas

Apos arealizacdo de um ensaio de varredura para detecgao de atividade antimicrobiana (como descrito
no item 2.9) nas fragdes cromatogréficas coletadas, as fragdes ativas foram analisadas em espectrometro de
massas do tipo MALDI-TOF/TOF modelo Autoflex II (Bruker Daltonics, Bremen, Alemanha). Para isso, as
fragdes que exibiram atividade antimicrobiana foram ressuspendidas em TFA 1% (v/v) em acetonitrila 50%
(v/v), homogeneizadas e aplicadas em placa de ago inoxidavel juntamente com a matriz acido a-ciano-4-
hidroxicinamico (HCCA 10 ug/uL em TFA 1% (v/v) em acetonitrila de forma proporcional (1:1). O kit padrao
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“Pepmix” foi utilizado para calibragdo, sendo essa uma referéncia de amostras peptidicas de massas
conhecidas. A andlise foi realizada em modo positivo refletido, utilizando-se a faixa de m/z de 750 a 4000.

2.4. Quantificacdo empregando espectroscopia UV

As amostras peptidicas foram quantificadas com o emprego de espectroscopia UV nos comprimentos
de onda 205, 215 e 225 nm como descrito por AITKEN e LEARMONTH (1996) em espectrofotometro (UV-M51,
Bel Photonics, Brazil). Os peptideos foram aliquotados, secos em concentrador a vacuo (SpeedVac Modelo SC
100, Savant) e armazenados a -20 °C até o momento de sua utilizagao.

2.5. Sequenciamento quimico

Para se determinar a estrutura primaria do peptideo purificado, a fragdo de interesse foi sequenciada
pelo processo de degradagao de Edman, utilizando um sequenciador de peptideos e proteinas automatico
modelo PSSQ 33A (Shimadzu, Japao). A calibragao do equipamento foi realizada com uma mistura padrao
PTH-aminodcidos.

2.6. Analises computacionais

Os bancos de dados utilizados para nas buscas de similaridades foram BLAST
(http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi) e APD (http://aps. unmc.edu/AP/). Para o alinhamento das sequéncias,
foi utilizada a ferramenta Clustal Omega (http://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalo/), NetWheels
(http://tools.alanmol.com.br/NetWheels/) (MOR; CASTRO; FONTES, 2018), [-Tasser
(https://zhanglab.ccmb.med.umich.edu/I-TASSER/) além de varias ferramentas disponiveis em
https://www.expasy.org/ , que foram utililizadas para obter as propriedades fisico-quimicas do peptideos,
projecoes em alfa-hélices e predigdes de estrutura tridimensional (GASTEIGER et al., 2005).

2.7. Sintese quimica

O peptideo foi produzido por sintese quimica em fase solida por estratégia Fmoc pela empresa
especializada Genone (https://www.genone.com.br/). Os resultados relacionados a pureza da molécula
produzida estao disponiveis nos Anexos I e II.

2.8. Andlise por dicroismo circular

O tipo de estrutura secunddria do peptideo foi estimado por Dicroismo Circular (DC), utilizando-se o
espectropolarimetro Jasco J-815 (Jasco Analytical Instruments, Toquio, Japao) equipado com um sistema de
controle de temperatura Peltier, conectado a uma bomba de dgua (Instrumentos analiticos, Japao). Os ensaios
foram realizados com o peptideo na concentragao de 12 uM (0,036 mg/mL), em agua (controle) e na presenca
de diferentes concentragdes de dodecil sulfato de sodio (SDS) (0,05 a 10 mM) e trifluoretanol (TFE) diluidos
também em agua (10, 20 e 50%). O primeiro reagente forma micelas que simulam as membranas plasmaticas
dos microrganismos, enquanto o segundo € um conhecido indutor de alfa hélice . Os espectros dicroicos foram
obtidos utilizando-se uma cubeta de quartzo de 0,1 cm, na faixade comprimentos de onda distantes da luz UV
(190-260 nm) com intervalos de 0,2 nm, taxa de escaneamento de 50 nm/min, tempo de resposta de 1 segundo
e largura da banda de 1,7, na temperatura de 25 °C. Os resultados foram analisados no software Spectra
Manager II. Os resultados foram obtidos a partir da média decinco leituras consecutivas e a subtracao dos
valores do sinal dicroico do espectro do controle, sem a presengado peptideo, utilizado como branco.
As elipticidades (mdeg) obtidas no ensaio foram convertidas em elipticidade molar ([O]).

2.9. Atividade antimicrobiana

Os experimentos de varredura e para determinacdo da concentragao inibitéria minima (CIM) foram
realizados baseados no protocolo de inibi¢do por microdilui¢do em caldo padronizadas pela Clinical and
Laboratory Standards Institute — CLSI (M07-A9, 2018).

O ensaio de varredura foi realizado com as bactérias S. aureus ATCC 25923 e E. coli ATCC 25922, a fim
de verificar quais componentes resultantes do fracionamento da secrecdo de P. rohdei apresentavam atividade
inibitdria sobre o crescimento microbiano. Cada fracao cromatografica de cinco corridas de RP-HPLC foram
reunidas, solubilizadas em 250 pL de agua deionizada e incubadas com 50 pL da suspensao bacteriana,
preparade de acordo com o método descrito abaixo.

Para determinacdao da CIM, os efeitos antimicrobianos foram avaliados em seis bactérias sensiveis,
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sendo trés Gram-positivas: S. aureus (ATCC 25923), S. epidermidis (ATCC 12228) e E. faecalis (ATCC 29292) - e
trés Gram-negativas: E. coli (ATCC 25922), K. pneumoniae (ATCC 13883) e P. aeruginosa (ATCC 27853). Além
disso, o ensaio foi realizado com a superbactéria Klebsiella pneumoniae carbapenemase (KPC) de um isolado
clinico do Hospital Universitario de Brasilia (HUB). Inicialmente, para cultivar os microrganismos, 200 uL dos
in6culos mencionados foram adicionados a 7 mL de caldo Muller-Hinton. A solucao foi incubada por 24 h
a 37 °C sob agitagao constante. Passado este periodo, a densidade dptica foi avaliada e ajustada para uma faixa
entre 0,08-0,1 utilizando um espectrofotometro a 625 nm, para que a concentragao de bactérias de trabalho
chegasseao valor aproximado de 1x10° células. Posteriormente, foram realizadas duas dilui¢des: a primeira
de 1:10 a partir do inéculo com a densidade éptica ajustada, e a segunda de 1:20 a partir do indculo diluido
(CLSI, 2018).Todo o experimento foi realizado em placas de 96 pocos de fundo chato contendo os peptideos
em diferentes concentrag¢des, iniciando na concentragao de 256 pM no primeiro pogo, sendo esse volume
diluidoseriadamente até a concentracdo de 0,125 pM no ultimo pogo. Posteriormente a dilui¢do, foram
adicionados aos pogos 50 uL do inéculo diluido (dilui¢ao 1:20) de cada bactéria, obtendo-se uma concentragao
final de 5x10° células/mL e um volume de 100 pL por pogo. Os controles utilizados foram agua deionizada
para indicar ocrescimento pleno e formaldeido 0,4% (v/v) para inibi¢do do crescimento. As placas foram
incubadas a 37 °C por 24 h. A leitura foi realizada a 620 nm em leitora de placas Multiskan®FC (Thermo
Scientific, USA) apds o tratamento. Para se determinar a concentracdo inibitéria minima (CIM), as leituras
foram realizadas e a CIM foi assumida como sendo a menor concentracao na qual ndo houve crescimento
espectrofotometricamente detectavel.

2.10. Avaliacio dos efeitos de Dermaseptina PR-1 sobre a morfologia celular de KPC por Microscopia
Eletronica de Varredura (MEYV)

O protocolo deste experimento foi proposto baseado em LUCA et al. (2013) e MANGONI et al. (2004),
com as devidas adaptagdes. O inéculo bacteriano de Klebsiella pneumoniae carbapenemase (KPC) foi preparado
retirando-se as bactérias diretamente da placa de cultura, com o auxilio de uma alga calibrada de 10 L, e
colocado-as em tubos falcon contendo 7 mL de tampao PBS 1x. O indculo foi lido em espectrofotometro no
comprimento de onda de 535 nm e ajustado para a faixa de 0,08-0,1 (aproximadamente 1x10°células). 100 uL
desse material foram inseridos em tubos de polipropileno contendo 100 pL do peptideo em diferentes
concentragdes finais (8 puM, 16 uM e 32 uM) escolhidas conforme os valores de CIM obtidas no ensaio
antimicrobiano, sendo a primeira referente a metade da CIM, a segunda ao valor da CIM e a terceira ao dobro
da CIM. A suspensao obtida foi entdo encubada por 30 min a 37 °C. Como controle foram utilizados 100 pL de
agua deionizada juntamente com a bactéria.

Passado o tempo de incubag@o, os tubos foram centrifugados a 10.000 g por 5 min. O sobrenadante foi
retirado e o sedimento restante foi dissolvido em 500 pL de fixador Karnovsky (glutaraldeido 2,5% em 0,2 M
tampao cacodilato de soédio, pH 7,2) e incubado por 24 h. Apds a fixagdo primadria, a amostra foi entao
centrifugada a 10.000 g durante 2 min e o sobrenadante foi novamente descartado. Com isso, a suspensao foi
lavada por 2 vezes com o tampao cacodilato de sédio 0,1 M. Logo apds, foi adicionado o reagente tetroxido de
0smiol% e, apds 1 h de incubacao, foi realizada a lavagem com tampao e as amostras foram inseridas em uma
laminula, onde adicionou-se 1 gota da solucdo de poli- L-lisina, que foi entdo espalhada pela superficie.
O material resultante foi reservado por 5 minutos para secagem e, posteriormente, foi retirado o excesso de
reagente. A amostra passou entdo por uma série de banhos com acetona em diferentes concentracoes (50%,
70%, 90% e 100%) para garantir sua desidratacao gradual, sendo a tltima concentracao repetida por 2 vezes.
Ap0s a desidratacdo, a amostra foi inserida em camara de ponto critico por 40 min, para que toda a dgua fosse
retirada. Por fim, a amostra foi submetida ao processo de metalizagdo com ouro e o material foi analisado a
partir das imagens geradas no equipamento Quanta 450 — FEI (Philips/FEI), com um aumento de 10.000 vezes
no Laboratdrio de Microscopia e Microanalise (LMM) da UnB.

2.11. Ensaio de sinergismo pelo método de ckeckerboard

A avaliagdo de sinergismo foi realizado por ensaio de checkerboard. Esse método permite avaliar
concentra¢des combinadas dos agentes antimicrobianos, sendo possivel observar se a concentracdes as
combinagdes resultam em atividades sinérgicas, antagénicas ou indiferentes, comparadas as concentra¢des
isoladas de cada agente. (ORHAN et al., 2005; KARAOGLAN et al., 2013).

Em um primeiro momento, foi realizado o ensaio antimicrobiano em triplicata com o antibidtico
Polimixina B contra Klebsiella pneumoniae carbapenemase (KPC) seguindo a metodologia do tépico 2.9, com o
objetivo de se obter a concentracao inibitdria minima do antibidtico contra a cepa resistente avaliada.
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Ja se tratando do ensaio de sinergismo propriamente dito, inicialmente, tanto o antibiético comercial
quanto o peptideo foram filtrados em filtro Millex GV 0,22 um e, logo apds, foram inseridos 100 pL da solugao
de polimixina B a 550 uM na coluna 12, dalinha A a F de uma placa de 96 pogos. Foi entao realizada uma diluigao
seriada do antibiético da coluna 12 a 2, sendo que, na coluna 1, foi plaqueado o peptideo em sua concentragao
minima inibitéria. Apds a dilui¢do do antibidtico, foram inseridos 50 uL de Dermaseptina PR-1 na concentragao
de 256 1M, dessa vez, foi feita uma diluicao de cima para baixo, da linha A —F, dessa forma, foi possivel obter
diferentes combinag¢des dos agentes antimicrobianos. Ao finalizar as dilui¢des, 50 pL da suspensao bacteriana
(aproximadamente 5x10° células/mL) foram inseridos. Os respectivos controles foram: solu¢ao de Polimixina
550 uM + KPC para inibigao do crescimento, agua + KPC para crescimento pleno, DRS PR-1 + KPC para CIM
do peptideo e dgua deionizada + meio Mueller Hinton como branco. A leitura foi realizada a 625 nm em leitora
de placas (Multiskan® FC, Thermo Scientific, EUA) apds 22 h de incubagao a 37 °C. O esquema de plaqueamento
esta demonstrado na Figura 1. Apesar da concentracao do antibiético se apresentar na unidade um/mL, para
uniformizar as unidades de trabalho, as concentracdes de Polimixina B foram convertidas em pM para. Assim,
ao fim da tripla diluigao, a concentragao inicial da Polimixina B passou a ser 137, 5 uM e a do peptideo 64 uM.
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Figura 1. Esquema de plaqueamento de Polimixina B e DRS PR-1 para avaliagao do possivel sinergismo entre as duas
drogas.

Para isso, analisa-se as concentrag¢des inibitérias fracionadas em relagdo as concentrag¢des inibitérias
isoladas, que foram comparadas a partir da formula:

CIF A= CIF A combinado / CIF de A sozinho
CIF B= CIF B combinado / CIF de B sozinho

> CIF=CIF A+ CIF B

Os resultados considerados sinérgicos, antagonicos e indiferentes sdo analisados de acordo com
BONAPACE et al. (2002), como mostrado abaixo (Tabela 1).
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Tabela 1. Valores de ICIF e relagao com atividade sinérgica, antagonica ou indiferente.

ICIF =} CIF A+B

CIF<0,5 Sinergismo
CIF>1,0 Antagonismo
ICIF entre 0,5e 1 Indiferente

CIM: Concentra¢do Inibitoéria Minima
CIF: Concentragao Inibitoria Fracionada
ICIF: Indice de Concentragdo Inibitéria Fracionada

2.12. Atividade citolitica em eritrécitos humanos

As avaliagOes do efeito hemolitico do peptideo Dermaseptina PR-1 e foi realizada segundo o protocolo
estabelecido em CASTRO et al. (2009). Inicialmente, foram coletados aproximadamente 5 mL de sangue
humano*. Apds a coleta, o sangue total foi centrifugado a 800 g por 5 min a 25 °C, gerando uma porgao inferior
contendo eritrécitos e uma porcao superior contendo plasma. O plasma foi retirado e os eritrocitos foram
lavados trés vezes com tampao-salina Tris-HCI 0,01 M contendo NaCl 0,15 M em um pH de 7,4. Posterior a
lavagem, foi preparada uma soluciao de 1% (v/v) de eritrdcitos em tampao, sendo esta a solugao de trabalho.
A solugao de eritrocitos preparada foi entdo tratada com o peptideo em concentragdes decrescentes (128 pM a
0,0625 uM) em uma placa de 96 pogos de fundo redondo. Os controles negativo (auséncia de hemolise) e
positivo (hemolise completa) foram, respectivamente, solu¢ao tampao Tris-HC1 0,1 M + NaCl 0,15 M e solugao
Triton X-100 1% (v/v). Apos o tratamento, os eritrécitos foram incubados por 1h em temperatura ambiente.
Passado esse tempo, as placas foram centrifugadas e 100 uL. do sobrenadante foi plaqueado em placa de
96 pocos, dessa vez de fundo chato. A leitura foi realizada em leitora de placas Multiskan® FC (Thermo
Scientific, USA) a 405 nm. Os resultados obtidos foram expressos em media + DP. A porcentagem de hemolise
foi calculada a partir da féormula abaixo:

% Hemodlise = 100 (A peptideo — A Tris-salina) / (ATriton — ATris-salina)

Utilizando o programa GraphPad Prism v.5.04, foi possivel calcular as concentragdes capazes de
promover 50% de hemdlise e obter o grafico resultante do experimento.

Todo procedimento adotado foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa com Seres Humanos da
Faculdadede Ciéncias da Satide da Universidade de Brasilia.

2.13. Ativagdo de neutrdfilos e avaliagdo do efeito quimiotdtico do peptideo

A doagao de sangue para a obtencao das células PNMs (polimorfonucleares) foi realizada por doador
do sexo masculino, em jejum, para que fossem evitadas influéncias hormonais. Um volume de 20 mL foi
coletado e 12 mL foram inseridas em um gradiente de Percoll 60% sobre 70%, o material foi centrifugado por
15 min a 1300 rpm. Ao fim da centrifugacdo, foram realizadas duas lavagens com tampao HBSS somadas a
duas lavagens com agua milli-Q para lisar as hemacias e retirar completamente o Percoll. (TELES et al., 2012).
As células foram entao ressuspendidas em HBSS e separadas para contagem (1 pL em 49 pL de azul de tripan
0,2%) e avaliagdo da morfologia (coloragdo com Kit Pandtico). A avaliagdo da influéncia do peptideo na
migragao de células imunes, mais especificamente em neutrdfilos, foi realizada como descrito por (CANO;
VARGAS; LAVOIE, 2016), em equipamento de RTCA (do inglés Real Time Cell Analyzer). Utilizando uma placa
CIM (CIM-Plate 16; ACEA Biosciences Inc., San Diego, CA) de 16 pogos, que possui dois compartimentos
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sobrepostos em contato com uma fina lamina de outro, responsavel por medir a impedancia das células
migrantes. A montagem da placa inferior foi realizada inserindo 160 puL. de fMLP a 100 nM de 160 pL de tampao
HBSS como controle negativo. A placa superior foi entdo encaixada na inferior, e 25 uL. de HBSS foram
adicionados a todos os pogos superiores. As placas foram fechadas e o material foi incubado durante 1h em
temperatura ambiente antes da adi¢ao das células, para que fosse formado um gradiente quimiotatico entre as
camaras. Ap0s a incubacao, foram adicionados 60 pL de peptideo (para avaliar a migra¢ao do peptideo sozinho
para fMLP) e peptideo + neutrdfilos (para avaliar o efeito competitivo do peptideo em relagao ao fMPL na
migracdo). A anadlise foi programada para realizar leituras de 5 em 5 minutos durante 3 horas. Ao fim do
experimento, as placas foram lavadas com PBS, tripsina e 4gua deionizada para posterior reutilizagao.

Todo procedimento adotado foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa com Seres Humanos da
Faculdade de Ciéncias da Saude da Universidade de Brasilia.

3. Resultados e Discussao
3.1. Purificagio da Dermaseptina PR-1

A secregao cutanea de P. rohdei foi fracionada por RP-HPLC usando uma coluna C18 e resultou em um
perfil cromatografico tipico com a eluicao de 34 fragdes (Figura 2). A partir de um ensaio antimicrobiano de
triagem de com E. coli (ATCC 25922) e S. aureus (ATCC 25923) foram observadas diversas fragdes ativas, eluidas
em concentra¢des proximas de 40% de acetonitrila. Em 2009 e 2011, CASTRO et al. e CONLON et al.
demonstraram que existe uma relagdo entre um maior tempo de retengao na coluna com um maior indice de
hidrofobicidade, caracteristicas marcantes de peptideos antimicrobianos. (CASTRO et al., 2009; CONLON et
al., 2011) Dentre as fracbes que apresentaram atividade antimicrobiana, a fracdo 27 se mostrou bastante
promissora, sendo assim a escolhida para dar continuidade aos estudos. Tal fracdo foi analisada por
espectrometria de massas de dessor¢ao/ionizagao a laser assistida por matriz- tempo de voo (MALDI-TOF MS)
com matriz de acido a-ciano-4-hidroxicinamico (HCCA), mostrando que a massa molecular do componente
principal foi de 3081,107 Da [M + H]* (Figura 3).
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Figura 2. Perfil cromatogréfico tipico do fracionamento da secre¢do cutinea de P. rohdei em coluna Cis (Shimadzu
Shim-pack CLC ODS 6,0 ID x 150 mm, 5 um) em sistema HPLC com fluxo de 1 mL/min e monitoramento ao UV em 216 nm.
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Figura 3. Espectro de massas da fracdo 27 obtida em modo positivo com uso de refletor (matriz de acido a-ciano-4-
hidroxicindmico).

3.2. Caracterizagdo estrutural da Dermaseptina PR-1

O peptideo de P. rohdei foi sequenciado por degradacdao de Edman e apresentou uma cadeia pepdidica
composta por 30 residuos de aminoacidos: 'GLWKMLAKGAGKVLGHVASKFLGSQGQPES*-COOH. Com o
auxilio das bases de dados BLAST (http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi) e APD (http://aps. unmc.edu/AP/),
foi possivel comparar a estrutura peptidica encontrada com outras presentes na natureza, observando-se um
perfil de alta similaridade (entre 80-83%) com as dermaseptinas 11PS isoladas de Phyllomedusa sauvagiie 3.1TR1
e 3.2, de Phyllomedusa trinitatis (Figura 4). Por esse motivo, o inédito peptideo aqui isolado foi denominado
Dermaseptina PR-1 (PR em alusao a espécie Pithecopus rohdei).

Dermaseptin-1PR GLWKMLAKGAGKVLGHVASKFLGSQGQPES 30
Dermaseptin-11PS ALWKTLLKGAGKVFGHVAKQF LGSQGQPES 30
Dermaseptin-3.1TR GLFKTLIKGAGKMLGHVAKQFLGSQGQPES 30

Dermaseptin-3.2TR GLFKTLIKGAGKMLGHVAKEFLGSQGQPES 30

¥ . K

Figura 4. Alinhamento entre o peptideo dermaseptin PR-1 isolado de P. rohdei e as dermaseptinas 11PS de Phyllomedusa
sauvagii e 3.1TR e 3.2TR de P. trinitatis. O simbolo “* ” indica residuos idénticos e “:” indica substitui¢des conservativas.

O peptideo dermaseptina-PR1 apresenta em sua composi¢ao uma variedade de residuos de
aminoacidos comuns em peptideos de defesa do hospedeiro (PHDs) como glicina, lisina, alanina e leucina
(WANG, 2017). Trata-se de um peptideo cationico, com carga +3 e massa molecular de 3080 Da. O indice
GRAVY diz respeito a hidrofobicidade do peptideo ou proteina. Um indce positivo indica hidrofobicidade,
enquanto um indice negativo indica maior hidrofilicidade. A grande maioria dos peptideos antimicrobianos
apresentam uma estrutura majoritariamente hidrofdbica e, do contrario do que se espera, a Dermaseptina PR1
apresentou um perfil hidrofilico, ja que possui um indice de hidrofobicidade de 40 % e um indice GRAVY
negativo (Tabela 2).

Tabela 2. Propriedades fisico-quimicas de Dermaseptina PR-1.

Peptideo Mass Calc. (Da) Mass Obs. (Da) Carga Liquida Razao Hidrofébica (%) GRAVY
DRS PR-1 3080,66 3080,10 +3 40% -0,09

A massa molecular calculada (calc) e a massa molecular observada (obs) sdo expressas na forma desprotonada
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O peptideo foi avaliado por dicroismo circular para avaliagdo dos components de estrutura secundaria
presentes. Sabe-se que, quando em contato com as micelas formadas por SDS ou na presenca de um solvente
indutor de alfa-hélice como o TFE, alguns peptideos antimicrobianos tendem a se enovelar e assumir uma
conformagao alfa helicoidal (KRITTANAI e JOHNSON, 2000). O perfil do espectro dicroico do peptideo
Dermaseptina PR-1 em agua a 25 °C apresentou uma banda de valor negativo a partir de 190 nm, o que sugere
que a molécula assume uma estrutura desordenada em meio aquoso. Ja os espectros obtidos na presenca de
SDS e TFE, em diferentes concentragdes, foram observadas a formacao de uma banda positiva por volta de 190
nm e bandas negativas em 208 e 222 nm, resultado compativel com o padrao observado para a formacéo de
alfa-hélice em proteinas e peptideos. Pode-se observar, também, que a formacdo de estruturas helicoidais
parece se mostrar dose-depente a partir do aumento da concentragio dos reagents (CORREA, 2009) (Figura 5).

Ensaios de dicroismo circular (CD), espectroscopia no infravermelho por transformada de Fourier
(FTIR) e espectroscopia por ressonancia magnética nuclear (RMN) demonstraram que Dermaseptinas DS-01
de Phithecopus oreades e Dermaseptina B2 de P. bicolor, por exemplo, seguem o mesmo padrao e assumem uma
estrutura em alfa-hélice anfipatica quando em contato com micelas formadas por SDS ou solventes apolares.
Esses resultados corroboram com a premissa que dermaseptinas adotam esse tipo de enovelamento; (SHALEV
et al.,, 2002; LEQUIN et al., 2003; CASTIGLIONE, et al., 2005; DOURADO, 2021). Além disso, Vanhoye et al.
(2004) demonstraram que existe uma relagao entre a presenca de residuos de glicina e lisina e a formacao de
estruturas em alfa-hélice. Devido a essa estrutura, os aminoacidos polares e apolares ficam dispostos em faces
opostas do eixo da hélice, e, quando interage com a membrana, o peptideo insere uma por¢do majoritariamente
hidrofébica na bicamada lipidica. A medida que as moléculas interagem com a superficie celular, sio formados
buracos transitdrios que muitas vezes permitem a entrada de moléculas de baixo peso molecular antes de
provocarem a ruptura total da membrana.
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Figura 5. Espectros de dicroismo circular na regiao distante do UV (190 a 260 nm) de Dermaseptina PR-1 em 4dgua e em
diferentes concentracoes de (A) SDS e (B) TFE a 25 °C.

A projecao em roda helicoidal proposta por Schiffer-Edmunson indica que a Dermaseptina PR-1
apresenta um comportamento coerente com essa premissa (Figura 6A), apresentando residuos hidrofébicos
(amarelo) dispostos majoritariamente do lado contrario aos hidrofilicos. Logo, considerando esses resultados,
presume-se que a Dermaseptina PR-1 assuma uma conformagcao helicoidal quando em contato com superficie
celular, Na projecdao em roda helicoidal de Schifer- Edmunson e no modelo tridimensional feita pelo servidor
I-Tasser (Figura 6B) é possivel obserrvar que o peptpideo possui uma regiao hidroféfbica e outra que possui
alguns residuos hidrofilicos, caracterizando uma molécula anfipatica, o que ¢ comum em PAMs.
Os residuos positivos sao ligados a membrana na interface hidrofilica e o nticleo hidrofébico interage com a
regiao de hidrocarbonetos (apolar), promovendo, assim, a desestabilizacdo da membrana e a lise celular.
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Figura 6. (A) Projecdo em roda helicoidal de Schiffer-Edmunson de Dermaseptina PR-1 mostrando a face hidrofilica polar
e a face apolar e hidrofdbica. (B) Modelo de estrutura secundaria 3D usando o servidor I-Tasser.

3.3. Caracterizacgdo da atividade antimicrobiana da Dermaseptina PR-1

O ensaio antimicrobiano demonstrou que a Dermaseptina PR-1 possui atividade contra bactérias
Gram-positivas e Gram-negativas, incluindo uma superbactéria multirresistente. Os valores das CIMs obtidos
foram inferiores a 4 uM, para bactérias sensiveis, com excegao de E. faecalis, cujo CIM foi de 32 pM. J& para a
bacteria multirresistente K. pneumoniae carbapenase (KPC) a CIM ficou em 16 uM (Tabela 3).

Tabela 3. Atividade antimicrobiana de Dermaseptina PR-1 (CIM, pM).

Microrganismos DRS PR-1
Bactérias Gram-negativas
E. coli (ATCC 25922) 1
K. pneumoniae (ATCC 13883)
P. aeruginosa (ATCC 27853) 4
Bactérias Gram-positivas
S. aureus (ATCC 25923) 4
S. epidermidis (ATCC 12228) 8
E. faecalis (ATCC 29212) 32
Bactéria multirresistente (MR)
K. pneumoniae carbapanemase (KPC) 16

Em relacdo as bactérias Gram-negativas, foi observado valor de CIM de 1 uM para E. coli, em
concordancia com o resultado obtido por MOR; HANI e NICOLAS (1994). Porém, em outros trabalhos, foram
observados valores de CIMs superiores, como nos trabalhos de CONCEICAO et al. (2006) e ZHU et al. (2018)
com as dermaseptinas DRS-H3, DRS-DU1, em que foram observados os valores de 6 uM e 4 pM,
respectivamente. Em relacdo a P. aeruginosa, nosso resultado estd em concordancia com o trabalho de
NAVON-VENEZIA et al. (2002) com a Dermaseptina DRS-54, no qual também foi observado uma CIM de
4 uM. Em contrapartida, a grande maioria dos estudos mais atuais com dermaseptinas trazem CIMs superiores
a 10 pM para essa bactéria, como descrito por SHAMS et al. (2019), que obteve um valor de atividade minimo
de 34 uM com a DRS-B1 e HUANG et al. (2017) que demonstrou o valor de 64 uM com a DRS-PH. Ja para K.
pneumoniae, foi observado uma CIM de 2 uM, metade do valor encontrado por CHEN (2021) com a DRS-AC.

No que concerne as bactérias Gram-positivas, foram observadas inibi¢des a partir da concentragao de
4 uM para S. aureus e S. epidermidis, assim como demonstrado por ZHU et al. (2018) com a Dermaseptina DRS
CA-1. Porém, diversos trabalhos trazem CIMs superiores, no género Staphylococcus, como CONLON et al.
(2007), que encontrou uma CIM de 128 pM para S. aureus. Além disso, a bactéria E. faecalis foi uma excegao aos
resultados de CIMs encontrados em outras bactérias sensiveis testadas, pois no caso dessa bactéria, a inibigao
de crescimento sé comegou a ocorrer a partir de 32 pM. Um resultado bastante superior aos encontrados, o que
reflete um padrao observado no meio cientifico; um exemplo é o trabalho realizado em 2017 por HUANG et
al. que também encontrou um valor de CIM de 32 uM para a Dermaseptina DRS-PH contra E. faecalis, bem
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como no trabalho de CHEN et al. (2021), que demonstrou o mesmo valor de CIM para Dermaseptina PS4. Ja no
trabalho de ZHU (2018) realizado com as Dermaseptinas DRS-DU1 e DRS-CA1, foram observados CIMs mais
elevadas, de 64 uM e 128 uM, respectivamente. Esses altos valores se devem, provavelmente, a uma resisténcia
intrinseca presente no género Enterococcus (tipo de resisténcia ndo adquirida que faz parte das caracteristicas
genéticas naturais do microrganismo). Nesse caso, o género Enterococcus pode expressar resisténcia por
diversos mecanismos, como a producdo de proteinas de ligagdo a penicilina (PBPs) de baixa afinidade,
diminuicdo da permeabilidade membranar, alteracio da parede celular e producao de bombas de
efluxo. (HOLLENBECK,2012).

Outro resultado promissor foi a atividade em K. pneumoniae carbapenemase (KPC), que apresentou uma
CIM de 16 uM, um valor baixo, levando em consideragao que essa bactéria possui um abundante arsenal de
mecanismos de resisténcia associados. Em seu trabalho realizado em 2012, COSTA demonstrou que dois
analogos do peptideo Hylina al de Boana albopunctata (HA1_1996 e HA1_1883) apresentaram atividade
inibitéria em KPC com uma CIM de 128 uM, uma concentragao 8 vezes maior do que a encontrada para a
Dermaseptina PR-1. Esses resultados demonstram um grande potencial antimicrobiano do peptideo de
P. rohdei, e indicam uma promissora alternativa terapéutica para o tratamento de infecgdes por KPC.

BARTELS et al. (2019) publicaram uma revisao bibliografica apresentando uma visao geral dos efeitos
de dermaseptinas em bactérias patogénicas, e eritrécitos humanos. O estudo contou com a avaliagdo dos
resultados de diversos autores, considerando as concentragoes inibitérias minimas encontradas até o momento
para as principais dermaseptinas isoladas de anuros em bactérias como E. coli, S aureus, E. faecalis e P. aeruginosa.
O estudo demonstrou que diversas dermaseptinas apresentam valores de CIM menores que 10 pM para essas
bactérias, ilustrando o interessante potencial antimicrobiano dessa classe de peptideos em baixas
concentragdes. Em adicao, pode-se observar também nesse estudo que as dermaseptinas, em geral, possuem
baixa toxicidade em eritrécitos, o que pode ser justificado pela carga mais proxima a neutralidade das células
humanas, em oposi¢cdo as membranas plasmaticas de bactérias que apresentam cargas negativas em suas
superficies (KUMAR, 2018). Essa caracteristica torna a classe das dermaseptinas ainda mais interessante para
estudos de novas moléculas para fins terapéuticos.

A microscopia eletronica de varredura é comumente usada para avaliar alteracdes na morfologia
bacteriana apds o tratamento com peptideos antimicrobianos, avaliando principalmente danos relacionados a
integridade da membrana plasmatica (LI et al., 2021) Esses dados podem auxiliar no desvendamento dos
possiveis mecanismos de agao do peptideo, como a interagao do tipo barrel-stave, carpet-like e poro toroidal.
A bactéria multirresistente K. pneumoniae carbapenemase (KPC) foi submetida ao tratamento com a
Dermaseptina PR-1 durante 30 min nas concentrac¢des de 8 uM (Figura 7B) e 16 uM (Figura 7C), onde pdde-se
observar, em um aumento de 10.000 vezes, rugosidades e depressodes formadas na superficie celular até mesmo
em metade da concentracdo inibitdria minima, o que demonstra que o peptideo possui uma agao dose-
dependente rapida e potente.

Tais resultados sugerem que a Dermaseptina PR-1 atua desestruturando e desestabilizando a
membrana celular da bactéria, promovendo, assim, a morte do microrganismo. Peptideos como Temporina L
de Rana temporaria também foram avaliados por microscopia eletronica de varredura em E. coli, demonstrando
rugosidades e poros profundos na superficie celular dessa bactéria na concentracao de 2 pM, assim como foi
observado com a Brevinina-OS, de Odorrana schmackeri, confirmando, mais uma vez, o efeito da interacao de
peptideos catidnicos com a membrana celular de bactérias, que interrompem a integridade da membrana e
levam ao extravasamento do contetdo citoplasmatico (ZHOU et al., 2020).

B

Figura 7. Microscopia eletronica de varredura da bactéria KPC apds 30 min de incubagdo com Dermaseptina PR-1. (A)
Controle sem tratamento; (B) Incubagao da bactéria com a Dermaseptina PR-1 a 8 uM (metade da CIM); (C) Incubagao da
bactéria com a Dermaseptina PR-1 a 16 uM (CIM).

29



O peptideo foi avaliado quanto a sua capacidade em agir sinergicamente em relagao a polimixina B
sobre o isolado clinico de KPC. A cepa de K. pneumoniae carbapenemase apresentou CIM de 4,25 uM (4 ng/mL)
para Polimixina B, o que a caracteriza como resistente a droga, segundo o ponto de corte estabelecido pelo CLSI
(2018) (CIM > 2 p/mL) enquanto o peptideo apresentou CIM de 16 pM como demonstrado na Tabela 4.

Tabela 4. Concentragdes inibitorias minimas para a Polimixina B e a Dermaseptina PR-1.

CIM de Polimixina B | CIM de DRS PR-1
4,25 uM | 16 uM

Diante da escassez de antibioticos eficazes contra bactérias Gram-negativas resistentes, drogas usadas
no passado tém sido reinseridas, como é o caso da Polimixina B. Esse medicamento é um lipopeptideo
policatidnico que tem como mecanismo de ac¢do a interacdo com o LPS de bactérias Gram-negativas, porém,
apesar do uso, o antimicrobiano é causador de intensa nefrotoxicidade, o que ilustra a urgéncia no
desenvolvimento de novas terapias ou a descoberta de tratamentos combinados (LIMA et al., 2021).

A combinacao de drogas tem como objetivo a reducao das doses empregadas, o que consequentemente
leva a diminuigao dos efeitos adversos. Nesse ensaio, quando associada, a Dermaseptina PR-1 demonstrou a
capacidade de manter a atividade inibitéria da Polimixina B em doses menores que a CIM obtida no ensaio
antimicrobiano. Para demonstrar esse resultado, avaliou-se 0 0 pogo com a menor concentra¢ao de ambos os
agentes capazes de inibir o crescimento do indculo, nesse pogo, as concentracdes de Polimixina B e
Dermaseptina PR-1 foram, respectivamente, 0,133 uM e 2 pM (Pogo 8F). Identificadas as concentracdes de
interesse, foi realizado o calculo para avaliar o efeito dessa interagdo, relacionando as concentragdes inibitérias
combinadas as individuais de cada agente antimicrobiano. Os célculos realizados resultaram em um ICF de
0,156 uM, o que significa uma acéo sinérgica entre os dois compostos nas concentra¢des avaliadas (Tabela 5).

Tabela 5. Calculo para avaliagao do efeito sinérgico, antagénico ou indiferente da combinacéo de drogas.

Poco IF P=PB.C/ [PB] IF DRS= DRS.C/ [DRS] CIF = CIF PB + CIF DRS Resultado
Poco 0,133/ 4,25= 0,031 2/16=0,125 0,031+0,125 = 0,156 0,5 = Sinergismo
8F

PB: Polimixina B; PB.C = Polimixina B combinada; DRS = Dermaseptina PR-1; DRS.C = Dermaseptina PR-1 combinada; CIF=
Concentragdes Inibitorias Fracionadas; ICF= Indice de Concentragao Fracionada.

A figura 8 exibe esse resultado graficamente, onde a concentragao 0,133 M de Polimixina B e a
concentragao de 2 uM de peptideo ndo promoviam a inibicdo do crescimento bacteriano quando testadas
isoladamente, enquanto essas mesmas concentra¢des combinadas resultaram em 100% de inibi¢ao da bactéria.
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Figura 8. Influéncia sobre o percentual de crescimento bacteriano promovido pela associagdo de Dermaseptina PR-1 e
Polimixina B.
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Essesresultados sugerem que a Dermaseptina PR-1 atua em sinergismo com a Polimixina B, reduzindo
em 32 vezes a concentragao inibitdria do antibidtico e em 8 vezes a concentra¢ao do peptideo (Tabela 6) Com
isso, é possivel presumir que o efeito sinérgico entre Dermaseptina PR-1 e Polimixina B poderia promover uma
redugao dos efeitos de nefrotoxicidade causados pela Polimixina B, aumentando também as possibilidades de
utilizagao do peptideo, visto que, em associacao, a atividade hemolitica do peptideo nao se mostra significativa
devido a redugdo da sua concentragéo efetiva para 2 pM.

Tabela 6. Influéncia na concentragdo promovida pela associagdo de Polimixina B e Dermaseptina PR-1.

CIM Polimixina B Menor concentracio inibitoria combinada de Polimixina B | Reducdo da dose
4,25 uM 0,133 uM 32x
CIM Dermaseptina PR-1 Menor concentracio inibitoria combinada de DRS PR-1 -
16 uM 2 uM 8x

Diversos estudos com peptideos antimicrianos de anuros tem explorado as atividades sinérgicas dessas
moléculas, como é o caso dos PAMs LL-37 e Magainina II, que demosntraram grande aumento da atividade
antimicrobiana em S aureus resistentes a meticilina (MRSA) em combinagdo com antibidticos comerciais como
como polimixina E, piperacilina, azitromicina, linezolida, entre outros (FATIMA, 2021). Também foram
demosntrados efeitos desse peptideos em bactérias Gram-negativas resistentes, como P. aeruginosa.
Outro exemplo de peptideo antimicrobiano que apresenta sinergismo com antibi6ticos comerciais é o peptideo
1018 que apresenta sinergismo em cepas de P. aeruginosa, E. coli, E. cloacae e K. pneumoniae. O peptideo DJK-5,
nesse mesmo trabalho, apresentou acao sinérgica com meropenem, eritromicina, gentamicina,ciprofloxacina e
vancomicina contra P. aeruginosa, K. pneumoniae, A. baumannii e S. aureus (PLETZER et al., 2018).

O efeito de sinergismo entre Polimixina B e Dermaseptina PR-1 pode ocorrer em virtude da polimixina
apresentar uma estrutura quimica cationica e anfipatica, muito semelhante as estruturas observadas em PAMs.
Essa estrutura promove a formacdo de poros na membrana através da interagao eletroestatica do peptideo
pelas cargas negativas da superficie celular das bactérias (VELKOV et al., 2013).

3.4. Caracterizacgdo da atividade hemolitica da Dermaseptina PR-1 sobre eritrocitos humanos

Uma importante fase para o avang¢o dos estudos com peptideos antimicrobianos ¢ a avaliagao da sua
capacidade citolitica em eritrécitos, ja que esse aspecto é uma das limitagdes do uso de novas moléculas na
clinica. Assim, € essencial que esses efeitos sejam conhecidos e driblados através de modificagdes moleculares
feitas com estratégias de bioinformatica (WANG, 2020). No caso da Dermaseptina PR-1, com excecdao de
E. faecalis e KPC, foi observada uma baixa atividade hemolitica nas concentrag¢des inibitérias minimas
associadas aos testes antimicrobianos das demais bactérias testadas (entre 1 uM e 8 uM — hemolise de 2% a 9%),
indicando potencial efeito antimicrobiano associado a uma baixa taxa hemolitica (Figura 9) Em CIMs maisaltas,
como em 32 pM (E. faecalis), foi observada uma taxa de hemolise bastante superior, préxima a 50%.No que
diz respeito a bactéria multirresistente KPC, foi obtido um valor de aproximadamente 23% de hemdlise na
concentracao referente a CIM (16 uM).

Apesar desses resultados, podem ser realizadas modificagdes na estrutura e carga do peptideo, de
forma a diminuir a atividade hemolitica. CHEN et al. (2005), ao realizarem estudos de bioinformatica em
peptideos antimicrobianos, observaram uma diminuicao do efeito hemolitico quando houve a substituicao de
L-aminodcidos por D-aminodacidos na porc¢ao hidrofébica. Outro critério observado nesse mesmo estudo foi a
redugao da hemolise em analogos em que se substituiu alguns residuos hidrofébicos da face polar por residuos
um pouco menos apolares. Assim, essas e outras estratégias podem ser empregadas visando a obtengao de
compostos com baixa atividade hemolitica e atividade antimicrobiana mantida ou melhorada.
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Figura 9. Atividade hemolitica promovida pela incubagdo da Dermaseptina PR-1 com eritrécitos humanos. Controle
positivo (hemolise completa, C+): solugao de Triton X-100 1% (v/v) e controle negativo (auséncia de hemdlise, C-): tampao
Tris-salina.

3.5. Avaliacgdo do efeito quimiotdtico da Dermaseptina PR-1 sobre neutrdfilos humanos

O ensaio de RTCA demonstrou que a Dermaseptina PR-1 estimula a migragao direcional de
neutrofilos. Para isso, o ensaio foi realizado em duas partes: a primeira visava demonstrar a quimiotaxia dos
neutrdfilos migrando diretamente para o peptideo, sendo o peptideo plaqueado na placa inferior e as células
ativadas nos pogos superiores, e a segunda teve como objetivo avaliar a for¢a quimioatraente entre neutrofilo
e peptideo, sendo o peptideo incubado juntamente com os neutrdfilos na placa superior e fMLP na placa
inferior. Dessa forma, em uma primeira analise, foi possivel inferir que o peptideo Dermaseptina PR-1
apresentou capacidade quimiotatica, ou seja, ocorreu migragao dos neutréfilos em diregao ao peptideo (curva
em verde: aumento da migracdo em relagao ao controle negativo, em azul). Essa observagao foi confirmada
com a segunda parte do ensaio, onde foi possivel observar a diminui¢ao da migragao de neutrofilos para fMLP,
quando esses estao associados ao peptideo (curva em roxo: diminui¢ao da migracao para fMLP em relagao ao
controle positivo, em vermelho), revelando uma competi¢do quimiotatica entre a Dermaseptina PR-1 e fMLP,
demonstrando, assim, o efeito quimiotatico do peptideo devido a interferencia na migragao para o agente
quimiotatico padrao (Figura 10).

Nossos resultados se assemelham com os obtidos por DOURADO (2021) em que se observou um
padrao de migracao semelhante para a Dermaseptina B2 de Phyllomedusa bicolor. Outro trabalho com resultados
semelhantes de quimiotaxia é o de AUVYNET (2008) que avaliou a capacidade quimiotatica de DRS-59 obtendo
resultados positivos para a migragao. Alguns peptideos antimicrobianos conhecidos possuem capacidade
quimiotatica, como a Temporina A (RADZISHEVSKY et al., 2005) e LL-37 (BRAVO, 2016), ambos formadores
de alfa-hélice, um padrédo que se repete na maioria dos peptideos antimicrobianos descritos com essa acdo,
indicando que tal atividade possa estar relacionada a estrutura tridimensional do peptideo (DOURADO, 2021).
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Figura 10. Avaliacdo do potencial quimioatraente da Dermaseptina PR-1. As amostras foram avaliadas por um periodo de
3 horas, com intervalos de 5 minutos entre as leituras.
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4. Conclusao

O presente trabalho teve como objetivo o isolamento, caracterizagdo quimica e avaliagdo dos efeitos
bioldgicos da Dermaseptina PR-1, uma nova dermaseptina isolada da secre¢ao cutanea do anuro Pithecopus
rohdei. A estratégia de fracionamento por RP-HPLC associada ao monitoramento da atividade antimicrobjana
resultou na purificacdo de um peptideo com massa molecular de 3080,66 Da. Esse peptideo foi sequenciado
por degradacdo de Edman, resultando em um peptideo com 30 residuos de aminoacidos
(GLWKMLAKGAGKVLGHVASKFLGSQGQPES-COOH), rico residuos de lisina, leucina e glicina. Estudos de
dicroismo circular na presenca de SDS e TFE demonstraram que o peptideo adota uma conformagao
predominantemente alfa-hélice, um padrao bastante observado em peptideos antimicrobianos de anuros com
atividades antibacterianas. Em relacdo as atividades biologicas, o peptideo demonstrou uma interessante
atividade antimicrobiana em bactérias de importancia clinica em baixas concentra¢des, sendo que, além de
bactérias sensiveis aos antibidticos convencionais, foi observada uma atividade promissora em (KPC), para a
qual se obteve uma CIM de 16 pM, um valor baixo considerando os diversos mecanismos de resisténcia
associados a esse patdgeno. Para um maior entendimento do mecanismos de agdo do peptideo, a bactéria
submetida ao tratamento foi avaliada por MEV, em que foi observada a formacao de profundas depressoes e
poros na membrana celular do microrganismo, validando a hipdtese que o peptideo desestabiliza a membrana
através de sua ligagao cationica a superficie negativamente carregada das bactérias. O ensaio de sinergismo
demonstrou que a Dermaseptina PR-1 age sinergicamente com polimixina B, reduzindo em até 32 vezes a CIM
de polimixina e em 8 vezes a CIM do peptideo para KPC. Além disso, foi realizado um ensaio de quimiotaxia
para uma avaliacdo inicial dos efeitos imunomodulatdrios do peptideo, sendo possivel inferir que
Dermaseptina PR-1 induz a migragao de neutrdfilos na concentragao de 16 uM. Por fim, para que o peptideo
tenha condi¢des de seguir em objetivos terapéuticos, foi avaliada a capacidade citoldtica em eritrdcitos
humanos, obtendo-se resultados baixos (<10%) para a maioria das bactérias testadas. Em relagao a KPC, foi
obtido uma hemolise de aproximadamente 23%, porém, estudos podem ser realizados para que se fagca um
desenho racional de analogos que contenham alteragdes que permitam a diminui¢ao do efeito hemolitico sem
influenciar na potente acao antimicrobiana da dermaseptina sobre a KPC. Esses resultados trazem perspectivas
positivas em relagao a dermaseptina de Pithecopus rohdeii, que pode atuar tanto diretamente na membrana
de bactérias, como no recrutamento de células imunes para o sitio inflamatério, sugerindo uma potente agao
dupla do peptideo.
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5. Perspectivas Fuluras

O presente trabalho tem como perspectivas futuras:

v Avaliar fungdes imunomodulatorias como a produc¢ao de EROs, inducao de fagocitose
e inducao de NETs, assim como, indugao de citocinas pré e pro-inflamatdrias.

4 Avaliar os efeitos antimicrobianos da Dermaseptina PR-1 em outros microrganismos
resistentes problematicos na vivéncia hospitalar, como Staphylococcus aureus resistente a meticilina
(MRSA), Acinetobacter baumannii, Pseudomonas aeruginosa multirresistente ¢ Enterococcus

resistentes a vancomicina (VRE) e seus possiveis efeitos sinérgicos com antibioticos comercialmente

disponiveis.

v Produzir analogos da Dermaseptina PR-1 com vistas a reduzir a atividade hemolitica.

4 Avaliar o comportamento dose-resposta de indug¢do de quimiotaxia de neutrofilos
humanos.

v Avaliar o sinergismo da Dermaseptina PR-1 quando em conjunto com antimicrobianos
carbapenémicos.

4 Avaliar os efeitos sobre protozodrios de interesse médico e veterinario, como

Leishmania sp., Trypanosoma cruzi e Plasmodium falciparum;
v Avaliar os efeitos antiproliferativos e citotoxicos sobre linhagens de células tumorais e

nio tumorais de mamiferos.
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7. AnexoZ

HPLC Report

Structure: E5-30

Sequence: [H-GLWEMLAEGAGEVLGHVASKFLGSOGOPES-[OH]
Order IDiHame: 134051-1/ltem-1

Lot No.: 'WB400837-P221008

Column: 4.5=250 mm, Sinochrom ODS-BPF Sum

Solvent A: 0.1% trifluoroacetic in 100% acetonitrile

Solvent B: 0.1% triflucroacetic in 100% waler

Gradient: A B
0.01min 28% T2%
25min 53% 4T%
25_1min 100% 0%
A0min STOP

Flow rate: 1.0 mL/min
Wawvelength: 220 nm
Volume: 10 pL

L
) i L L b e L'
Peak No. Ret Tirme Height Arez Conc.
1 12165 955 13727 0.5x0%
2 12757 261053 2484020 o5.E2
E| 13.133 9022 S4666 1.650
Total pLE VR ]
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S Anexo-I7

Mass Spectrum Report

Order ID: 134051-1

Sequence: [H-CLWEMLAEGACEVLEHVASKFLES0EOPES-[OH]
Diata Acquired: 10/31/2022 Probe: ESI
Acquired by: SHAD Mebulizer Gas Floe: 1.5 Lfmin
Injection Volume: 1 CoL: -20.0W
Sample Mame: 1340511 COL Temp: 250 “C
MW 3083257 Block Temp: 200 “C

Lot Mo.: WEBADDG3 7-P22 1008

Probe bias: 4.5 kv
Detactor: 1.5 KV

T.Flow: 02 mLmin
B.conc: S0% HyD/509 ACH

e 10,0
ma
EH (==
I+ TH]E
i TR
#H ®mE e
1K
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