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RESUMO

No presente trabalho foi caracterizado biolégica e estruturalmente um
peptideo anélogo da ocelatina-P1 isolado a partir da secre¢édo da pele da ra-pimenta
Leptodactylus labyrinthicus. A secrecéo cutanea, obtida por estimulagéo elétrica, foi
fracionada por RP-HPLC em coluna Cg e as fracdes obtidas testadas contra cepas
referenciais das bactérias Escherichia coli e Staphylococcus aureus. Um novo
peptideo antimicrobiano, nomeado G160CP1, foi purificado por RP-HPLC em coluna
Cis, analisado por MALDI-TOF MS e submetido a degradacdo de Edman para
determinacdo de sua estrutura primaria. Posteriormente, o peptideo G160CP1 foi
sintetizado quimicamente (com o emprego da quimica Fmoc) e analisado por
dicroismo circular para avaliacdo dos seus componentes de estrutura secundaria,
bem como empregado em ensaios bioldgicos para avaliagcdo de suas propriedades
citoliticas. A atividade antibacteriana deste peptideo foi avaliada com a determinacéo
da CIM contra bactérias Gram-positivas (Staphylococcus aureus, Staphylococcus
epidermidis e Enterococcus faecalis) e Gram-negativas (Escherichia coli, Klebsiella
pneumoniae, Enterobacter cloacae e Pseudomonas aeruginosa). Também foram
avaliados seus efeitos citotoxicos sobre eritrocitos, leucécitos e plaguetas humanos.
O peptideo G160CP1 apresenta uma massa molecular de 2,51 kDa, amidacdo na
porcdo C-terminal e propenséo para formar estruturas em a-hélice em ambientes
hidrofdbicos. Tal peptideo mostrou-se ativo contra os bacilos Gram-negativos E. coli
e K.pneumoniae e contra a bactéria Gram-positiva S. epidermidis, ndo tendo
demonstrado toxicidade relevante contra células sanguineas. Essas caracteristicas
tornam o peptideo G160CP1 um bom candidato para o tratamento de doencas

causadas por bactérias Gram-negativas.

Palavras chave: Leptodactylus labyrinthicus, peptideo antimicrobiano,
ocelatina-P1, RP-HPLC, MALDI-TOF MS, degradacdo de Edman, amidacéo

C-terminal.



ABSTRACT

This study allowed the biological and structural characterization of a peptide
analog of ocellatin-P1 isolated from the skin secretion of the pepper-frog
Leptodactylus labyrinthicus. The skin secretion, obtained by electrical stimulation,
was fractioned by RP-HPLC using a Cg column and the eluted fractions were tested
against Escherichia coli and Staphylococcus aureus bacterial strains. One new
antimicrobial peptide, named G160CP1, was purified by RP-HPLC using a Cig
column, analyzed by MALDI-TOF MS and sequenced by Edman degradation.
Subsequently, the peptide was chemically synthesized (using Fmoc chemistry) and
analyzed by circular dichroism for assessment of its secondary structure
components, as well as employed in biological assays to evaluate its cytolytic
properties. Antibacterial activity of this peptide was assessed by determination of its
MICs against Gram-positive (Staphylococcus aureus, Staphylococcus epidermidis
and Enterococcus faecalis) and Gram-negative (Escherichia coli, Klebsiella
pneumoniae, Enterobacter and Pseudomonas aeruginosa) bacteria. Cytotoxic effects
on human erythrocytes, leucocytes and platelets were also assessed. The G160CP1
peptide has a molecular mass of 2.51 kDa, amidated C-terminus and a propensity to
form a-helix structures at hydrophobic environments. This peptide was active against
Gram-negative bacilli E. coli and K. pneumoniae and against the Gram-positive
bacteria S. epidermidis, while not relevant toxicity was found in blood cells. Such
features make G160CP1 a good candidate for treatment of diseases caused by

Gram-negative bacteria.

Keywords: Leptodactylus labyrinthicus, antimicrobial peptide, ocellatin-P1,
RP-HPLC, MALDI-TOF MS, Edman degradation, C-terminal amidation.



RESUMEN

Durante el presente trabajo se caracterizé bioldgica y estructuralmente un
péptido andlogo de la ocelatina-P1, aislado de la secrecion de la piel de la "rana
pimienta" Leptodactylus labyrinthicus. La secrecion cutanea fue obtenida por
estimulacién eléctrica y fraccionada por RP-HPLC en una columna Cg; las fracciones
obtenidas fueron probadas contra cepas de referencia de las bacterias Escherichia
coli y Staphylococcus aureus. Un nuevo péptido antimicrobiano, nombrado
G160CP1, fue purificado por RP-HPLC en columna C;g, analizado por MALDI-TOF
MS y sometido a degradacion de Edman para determinacion de su estructura
primaria. Posteriormente el péptido G160CP1 fue sintetizado quimicamente (usando
guimica Fmoc) y analizado por dicroismo circular para estimacion de sus
componentes de estructura secundaria, asi como empleado en ensayos biologicos
para evaluacion de sus propriedades citoliticas. La actividad antibacteriana de este
péptido fue evaluada por determinacion de la CIM contra bacterias Gram-positivas
(Staphylococcus aureus, Staphylococcus epidermidis and Enterococcus faecalis) y
Gram-negativas (Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae, Enterobacter and
Pseudomonas aeruginosa). También fueron evaluados sus efectos citotoxicos sobre
eritrocitos, leucocitos y plaguetas humanos. El péptido G160CP1 presenta una
masa molecular de 2,51 kDa, amidacion en el extremo C-terminal y propension para
formar estructuras a-hélice en ambientes hidrofébicos. Este péptido se mostro activo
contra los bacilos Gram-negativos E. coli y K. pneumoniae, y contra la bacteria
Gram-positiva S. epidermidis, sin mostrar toxicidad relevante contra células
sanguineas. Dichas caracteristicas tornan al péptido G160CP1 un buen candidato
para el tratamiento de enfermedades causadas por bacterias Gram-negativas.

Palabras clave: Leptodactylus labyrinthicus, péptido antimicrobiano,
ocelatina-P1, RP-HPLC, MALDI-TOF MS, degradacion de Edman, amidacion

C-terminal.
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1. INTRODUCAO

Ao longo da histéria, 0 homem teve oportunidade de aproveitar os diversos
beneficios e poderes curativos de plantas e animais. O estudo dessas fontes nos
tempos mais modernos tem permitido o desenvolvimento de iniUmeros produtos
industriais e biotecnoldgicos, incluindo farmacos com atividades biologicas
importantes, muitos dos quais sdo utilizados hoje no tratamento de doencas
relevantes, principalmente de natureza infecciosa, além de permitirem um melhor
conhecimento acerca da histéria natural dos seres vivos que produzem tais
compostos (CLARKE, 1997; NEWMAN; CRAGG, 2007).

Peptideos isolados de anuros e de outras espécies animais tem sido alvo de
diversos estudos visando o desenvolvimento de novos produtos industriais,
biotecnolégicos e farmacéuticos. Grande parte dos trabalhos atuais é dirigida
principalmente ao desenvolvimento de antibidticos e antitumorais inéditos, tendo em
conta que muitas destas moléculas possuem caracteristicas excepcionais, como
acao imediata e baixa toxicidade em mamiferos (HOSKIN; RAMAMOORTHY, 2008).
Alguns destes peptideos possuem também propriedades antivirais e liberadoras de
insulina que séo de interesse no desenvolvimento de drogas para o tratamento de
doencas como herpes (ALBIOL MATANIC; CASTILLA, 2004; BELAID et al., 2002),
AIDS (LORIN et al., 2005; VANCOMPERNOLLE et al., 2005) e diabetes (ABDEL-
WAHAB et al., 2007; ABDEL-WAHAB et al., 2005; CONLON et al., 2008; CONLON
et al.,, 2009; MARENAH et al., 2004a; MARENAH et al., 2004b; MARENAH et al.,
2005; MARENAH et al., 2006).

Finalmente, existe grande interesse no uso dessas moléculas em plantas
transgénicas, onde podem auxiliar no desenvolvimento de variedades resistentes a
fungos, bactérias e protozoarios patdgenos (CARDOSO et al., 2010; CHAKRABARTI
et al., 2003; COCA et al., 2006; JIA et al., 2010; XING et al., 2006).

1.1 PEPTIDEOS ANTIMICROBIANOS

Uma ampla variedade de organismos produz peptideos antimicrobianos
(PAMs) ou Host Defense Peptides como parte do seu mecanismo de defesa de
primeira linha (DENNISON et al., 2005). Estas moléculas estdo presentes em

praticamente todos os organismos viventes, desde unicelulares até pluricelulares,
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passando por bactérias, anuros e mamiferos, incluindo o homem (WANG; WANG,
2004; ZASLOFF, 2002).

Devido a sua relativa importancia e aparente implicagcdo nos sistemas de
defesa, os PAMs encontram-se abundantemente nos neutréfilos de mamiferos,
incluindo o homem, assim como em superficies mucosas como tragueia e intestino,
onde eles podem ser um componente importante do sistema de defesa (DE LUCCA,
2000).

Varias caracteristicas sdo compartilhadas pela maioria dos PAMs: sédo cadeias
relativamente curtas, a maioria com 5 a 40 residuos de aminoacidos; geralmente sao
catibnicos, apresentando uma carga liquida de +2 a +9 devido a presenca de
aminoacidos basicos (lisina e arginina); e, além disso, sdo anfipaticos. Usualmente
adquirem configuracdo tridimensional, com duas regides bastante distintas: uma
hidrofébica, que inclui as cadeias laterais de aminocidos apolares
(aproximadamente 30 % ou mais dos residuos presentes na cadeia polipeptidica) e
uma hidrofilica com os residuos polares carregados positivamente. No entanto, a
maioria dos PAMs lineares carece de estrutura definida quando em solucdo aquosa
(HOSKIN; RAMAMOORTHY, 2008).

PAMs anibnicos, embora menos comuns, também estdo presentes em
plantas, invertebrados, anfibios, roedores, ruminantes, e humanos (HARRIS;
DENNISON; PHOENIX, 2009). Varios destes peptideos foram obtidos em secrecdes
cutaneas ou sequéncias de cDNA de Xenopus laevis (BROGDEN; ACKERMANN,;
HUTTNER, 1997), Agalychnis annae e Agalychnis dacnicolor (CHRISTIAN, 1998),
Bombina orientalis (MIELE et al., 1998), Bombina maxima (LAl et al., 2002a) e Rana
japonica (ISAACSON et al., 2002).

A expressao dos peptideos antimicrobianos pode ser constitutiva ou induzida
por estimulos infecciosos ou inflamatérios, tais como citocinas proé-inflamatérias,
bactérias, fungos ou moléculas patogénicas que estimulam a imunidade inata
(CUNLIFFE; MAHIDA, 2004; HANCOCK, 2001; LEMAITRE et al., 1996). Em animais
multicelulares, eles podem ser expressos sistemicamente (por exemplo, na
hemolinfa dos insetos ou células imunes de vertebrados) ou podem ser restritos a
um tipo de célula ou tecido especifico mais susceptivel & infeccdo como, por
exemplo, o epitélio mucoso e a pele (JENSSEN; HAMILL; HANCOCK, 2006).
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1.2 CLASSIFICACAO DOS PAMs

Varias classificacdes dos PAMs tém sido propostas de acordo com diferentes
critérios. Um primeiro critério, baseado na via de sintese, agrupa os peptideos
antimicrobianos em duas classes: 1) peptideos nao sintetizados por ribossomos, tais
como as gramicidinas, polimixinas, bacitracinas e glicopeptideos, os quais com
frequéncia sao drasticamente modificados e produzidos abundantemente por
bactérias; e 2) peptideos sintetizados por ribossomos produzidos por todos os
organismos como principais componentes da imunidade inata (HANCOCK;
CHAPPLE, 1999).

Apesar da sua similaridade, o0s peptideos antimicrobianos variam
consideravelmente quanto a extensao da cadeia polipeptidica e quanto as estruturas
primaria e secundaria apresentadas. Levando tais caracteristicas em consideracao,
Hancock (HANCOCK, 2001) classificou os PAMs em quatro classes principais: 1)
peptideos que apresentam estruturas em folha B estabilizadas por duas ou trés
pontes dissulfeto; 2) peptideos com estrutura em a-hélice; 3) peptideos com
estrutura estendida e 4) peptideos com estrutura em alca (loop) com a presenca de
apenas uma ponte dissulfeto (Figura 1). Em concordancia com esse mesmo critério,
Brogden (2005) os agrupou em: 1) peptideos anibnicos, 2) a-hélices catibnicas
lineares, 3) peptideos catibnicos ricos em aminoacidos especificos, 4) peptideos
anibnicos e catibnicos que contém cisteina e formam pontes dissulfeto e 5)

fragmentos de peptideos anidnicos e catibnicos procedentes de proteinas maiores.
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Figura 1 — Principais classes de peptideos antimicrobianos de acordo com a
extensdo da cadeia polipeptidica e as estruturas priméria e secundaria apresentadas.

,.r *

1 /
\\/ﬂ’/ %fﬁ v v AN Vg

(d)

(a) Peptideos que apresentam estruturas em folha  estabilizadas por duas ou trés
pontes dissulfeto; (b) peptideos com estrutura em a-hélices; (c) peptideos com estrutura em
alca (loop) com a presenca de apenas uma ponte dissulfeto e (d) peptideos com estrutura
estendida. Retirado de Hancock (2001).

1.3 MECANISMOS DE A(;AO DOS PAMs

Os mecanismos de acao apresentados pelos PAMs sédo quase totalmente
dependentes de sua interagdo com a membrana celular das bactérias (HANCOCK;
ROZEK, 2002).

O acoplamento inicial é produzido pela atracdo entre o peptideo e a célula
bacteriana, por meio de interagBes eletrostaticas que podem ocorrer ao nivel de
fosfolipidios (ligando-se preferencialmente aos mais carregados, por exemplo,
fosfatidilglicerol, fosfatidiletanolamina e cardiolipina nas membranas bacterianas)
(BIGGIN; SANSOM, 1999; BLONDELLE; LOHNER; AGUILAR, 1999),
lipopolisacarideos (LPS), presentes na membrana externa de bactérias
Gram-negativas; ou grupos carboxila de amino&cidos, &cidos teicoicos e acidos
teicurdnicos presentes na camada de peptidoglicano de bactérias Gram-positivas
(JENSSEN; HAMILL; HANCOCK, 2006; TOSSI; SANDRI; GIANGASPERO, 2000).
Igualmente se ligam a moléculas de &cido sidlico na superficie das heméacias
(BLONDELLE; LOHNER; AGUILAR, 1999).
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Em qualquer um dos casos, a interagdo € facilitada por mecanismos que
permeabilizam a membrana externa de modo a promover a entrada do peptideo
(autopromocao), podendo ocorrer um dobramento da molécula em estruturas
associadas a membrana (JENSSEN; HAMILL; HANCOCK, 2006).

O mecanismo de autopromocédo € mediado pela alta afinidade dos peptideos
catidnicos pelos LPS. Estes substituem os cétions nativos Ca*? e Mg*?, interferindo
no funcionamento normal da membrana externa como barreira que entdo forma
fendas transitorias, permitindo assim a passagem de uma grande variedade de
moléculas, entre as quais podem estar pequenas proteinas e compostos
antimicrobianos, inclusive moléculas do peptideo antimicrobiano (HANCOCK;
CHAPPLE, 1999).

Os eventos que ocorrem logo depois na superficie da membrana séo objetivo
de consideraveis debates, sendo que varios modelos procuram explicar a acdo dos
peptideos formadores de a-hélice, uma vez que 0s mecanismos utilizados pelos
peptideos com estruturas em folhas 3 ainda ndo foram estudados em profundidade.

Um mecanismo conhecido como modelo do “poro toroidal” (toroidal pore
model) ou de “buraco de verme” (wormhole model) sugere que agregados de
peptideos antimicrobianos se inserem perpendicularmente na membrana para
formar um poro, sendo que a membrana curva-se em diregédo ao centro e forma um
buraco com as cabecas dos fosfolipidios apontando nessa dire¢cédo, enquanto o poro
€ delimitado pelas moléculas do peptideo (JENSSEN; HAMILL; HANCOCK, 2006)
(Figura 2, B).

Um segundo mecanismo, que envolve também a formacdo de poros, é
conhecido como mecanismo de “ripas de barril” (barrel-stave model) e consiste na
reorientacdo dos peptideos para formar um aglomerado em forma de barril,
perpendicular ao plano da membrana. As regifes hidrofobicas de cada peptideo
associam-se com o nucleo lipidico, enquanto as regides hidrofilicas apontam para o
centro do poro, que aumenta seu diametro pelo recrutamento de mais mondémeros
(HANCOCK; CHAPPLE, 1999; JENSSEN; HAMILL; HANCOCK, 2006) (Figura 2, C).

Em contraste com esses dois mecanismos, 0 modelo de carpete (carpet-like
model) (POUNY et al., 1992) propde que agregados do peptideo se orientam sobre
a membrana plasmatica cobrindo sua superficie, organizando-se de forma paralela
sobre a mesma e, em seguida, giram redirecionado os residuos hidrofébicos em

direcdo as regides hidrofobicas da membrana. Isso causaria a desestabilizacdo da
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membrana, o que poderia levar a desintegragcdo do empacotamento lipidico (GAZIT
et al., 1995). A partir de concentracdes elevadas, a disposicdo dos peptideos
poderia mudar, levando a um efeito detergente, com a micelizacdo de porcdes da
membrana e a possivel formacao de poros (JENSSEN; HAMILL; HANCOCK, 2006)
(Figura 2, D).

Num modelo adicional, nomeado “modelo de agregado” (aggregate model)
(WU et al., 1999), os peptideos se reorientam para atingir a membrana como um
agregado com complexos de peptideos e lipidios similares a micelas, de modo
parecido ao modelo de poro toroidal, mas sem que os peptideos adotem uma
orientacao particular (JENSSEN; HAMILL; HANCOCK, 2006) (Figura 2, A).

No modelo unificador de Shai-Matsuzaki-Huang, os peptideos interagem com
a superficie da membrana através de interacdes eletrostaticas, revestindo-a. Em
seguida, se incorporam a ela causando seu estreitamento e produzindo tensao por
aumento da superficie. Isto leva a formacao de poros transitorios, através dos quais
polipeptideos e lipidios podem migrar para o interior da célula e atingir alvos
intracelulares. Em funcdo das mudancas na estrutura da bicamada, a membrana
colapsa em fragmentos, levando a lise (ZASLOFF, 2002).

No mecanismo tipo detergente proposto por Bechinger e Lohner (2006), os
peptideos revestem a superficie da bicamada lipidica, de jeito similar as etapas
iniciais do modelo do poro toroidal. Em seguida, a agregacdo do peptideo leva a
uma concentracao local elevada o suficiente, de modo que a natureza anfipatica do
peptideo permita-lhe comportar-se como detergente e quebrar a membrana lipidica
em fragmentos pequenos com forma de bicelas ou micelas (BECHINGER; LOHNER,
2006; DURR; SUDHEENDRA; RAMAMOORTHY, 2006).

No modelo da “balsa naufragando” (sinking raft model), os PAMs agregam-se
lado a lado sobre a membrana, produzindo um desequilibrio de massas ao longo
desta, 0 que leva a sua curvatura; os peptideos associados afundam gerando poros
transitorios, nos quais os residuos hidrofobicos permanecem em contato com as
cadeias alifaticas dos lipidios, enquanto as porcdes hidrofilicas delimitam o poro.
Quando a translocacdo do peptideo é completada, o equilibrio de massas se
restabelece (POKORNY; ALMEIDA, 2004).
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Figura 2 — Principais mecanismos de acao dos peptideos antimicrobianos.
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Um modelo interessante e que difere bastante dos ja descritos é o modelo de
“eletroporacdo molecular” (MITEVA et al., 1999). Segundo esse modelo, os PAMs
tém a capacidade de criar uma diferenca no potencial elétrico entre as faces da
membrana plasmatica, causando a formacao de poros (HOSKIN; RAMAMOORTHY,
2008). Este processo, que comumente é induzido de forma artificial, € conhecido
como eletroporagao.

As membranas bacterianas contém enzimas respiratérias, de modo que o
dano causado na membrana poderia levar a alteracdes na respiracéo celular, sendo
aceitdvel que a morte ndo seja causada estritamente pela permeabilizacdo da
membrana (NASCIMENTO et al., 2003).

Um grande numero de peptideos se translocam de um lado ao outro da
membrana onde se acumulam intracelularmente interferindo com uma grande
variedade de processos biologicos podendo mediar a morte celular (Figura 2, E-I).
Tais peptideos podem agir inibindo a sintese de acidos nucleicos e proteinas,
alterando a atividade enzimatica, ou interferindo na formacdo de componentes
estruturais, como a parede celular (BROGDEN, 2005).

A atividade fungicida de muitos peptideos, isolados majoritariamente de
plantas, é também objeto de debates. Os peptideos antimicéticos variam
substancialmente em termos de similaridade estrutural, embora alguns deles tenham
tendéncia a serem ricos em aminoacidos polares e neutros. Sua atividade poderia
estar correlacionada com sua habilidade para formar complexos com lipidios
(JENSSEN; HAMILL; HANCOCK, 2006; LOPEZ-GARCIA et al., 2004). Entre os
principais mecanismos propostos encontram-se: a quebra da estrutura da membrana
celular (JANG et al.,, 2006; LEE et al.,, 2003; PARK; LEE; HAHM, 2004), a
danificacdo da parede celular (LEE et al.,, 2003), a interagdo com mitocondrias
(KAVANAGH; DOWD, 2004), e a despolarizacdo do citoesqueleto por
despolimerizacéo das fibras de actina (KOO et al., 2004).

Embora sejam pouco conhecidos 0os mecanismos pelos quais os peptideos
antimicrobianos atuam como antiparasitarios, acredita-se que sua atividade inibitoria
esteja mediada por mecanismos semelhantes aos observados em bactérias e
fungos. Contudo, a atividade de um mesmo peptideo com mudltiplos organismos
distintos poderia ser decorrente de modos de acédo distintos (JENSSEN; HAMILL;
HANCOCK, 2006). Os PAMs podem perturbar a membrana celular do parasita por
dissipacéo do seu potencial de membrana, sem provocar a lise da célula hospedeira
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(DAGAN et al., 2002; EFRON et al, 2002). Estruturas subcelulares como
mitocondrias e endomembranas também podem ser alvo dos PAMs nesses
organismos (MCGWIRE; KULKARNI, 2010).

Finalmente, acredita-se que muitos peptideos antimicrobianos podem atuar
por meio de diversos alvos celulares, seja ao nivel da membrana plasmatica ou ao
nivel intracelular (JENSSEN; HAMILL; HANCOCK, 2006).

1.4 MECANISMOS DE RESISTENCIA AOS PAMs

Microrganismos patogénicos tem desenvolvido coevolutivamente com o0s
PAMs diversos mecanismos que limitam seus efeitos. Esses mecanismos podem ser
de tipo constitutivo (passivo), sendo expressos, tanto na presenca, quanto na
auséncia de estimulo, ou induzivel (adaptativo), manifestando-se em resposta a
presenca do peptideo ou as reacdes que ele provoca na célula-alvo (YOUNT;
YEAMAN, 2005).

1.4.1 Mecanismos passivos de resisténcia.

Algumas bactérias possuem modificacbes no nivel de fosfolipidios ou
componentes do glicocélix que reduzem a eletronegatividade da membrana, com a
consequente perda de afinidade eletrostatica (BAYER et al., 2000; GUO et al., 1998;
NAHAIE et al., 1984). A resisténcia do patégeno pode ser decorrente do estado
energético deste ou da sua capacidade para se adaptar a um modo energético
quiescente (LEHRER; GANZ, 1996; YEAMAN et al., 1998). O glicocalix de algumas
bactérias contém complexos anibnicos de carboidratos e fosfatos que protegem a
célula bacteriana pela sua capacidade em sequestrar os PAMs antes deles terem
acesso a membrana (FRIEDRICH et al., 1999); patdégenos presentes nos tecidos
mucosos podem também formar biofilmes, mostrando mecanismos de resisténcia
similares (YOUNT; YEAMAN, 2005). A resisténcia pode, alias, ser dependente do
nicho especifico onde ocorre a infec¢do, tendo em conta que determinadas
caracteristicas do ambiente determinam o sucesso ou fracasso do mecanismo de
defesa do hospedeiro (YOUNT; YEAMAN, 2005).

1.4.2 Mecanismos adaptativos de resisténcia.

Respostas rapidas e coordenadas tém evoluido em microrganismos ante o
estresse produzido pelos PAMs. Segundo Yount e Yeaman (YOUNT; YEAMAN,

2005), essas respostas podem incluir um ou varios dos mecanismos a seguir.
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A resisténcia pode ser atingida ao modificar componentes que normalmente
seriam alvos extracelulares dos PAMs, como constituintes da parede celular ou da
membrana externa (lipidios, polissacarideos e proteinas induziveis), de modo a
diminuir a carga liquida negativa da superficie, ou reduzir o acesso a membrana
citoplasmatica (COLLINS et al., 2002; ERNST et al., 1999; ERNST; GUINA; MILLER,
1999; GUO et al., 1998; YOUNT; YEAMAN, 2005; ZHOU et al., 1999). A modificacao
de fosfolipidios da membrana citoplasmatica, assim como da relacdo
aniénicos/catiénicos pode contribuir para a resisténcia (DORRER; TEUBER, 1977;
PESCHEL et al., 2001). Da mesma forma, a modificacdo de proteinas-alvo
intracelulares pode ter um papel importante no mecanismo de resisténcia do
patégeno (DEL CASTILLO; DEL CASTILLO; MORENO, 2001).

As modificacbes podem ser induzidas através de sistemas do tipo
sensor-transdutor que ativam reguladores, ou através da transcricdo de genes que
codificam proteinas estruturais e enzimas que catalisam esses processos. Alvos
estruturais ou funcionais vulneraveis podem ndo apenas serem modificados, mas
também suprimidos (YOUNT; YEAMAN, 2005). Alguns patogenos, alias, podem
afetar os sistemas de defesa induziveis ao interferirem com cascatas de sinalizacao
indutivas (ISLAM et al., 2001).

Os PAMs podem também ser degradados de maneira induzida mediante a
secrecdo de proteases e expressdo de endopeptidases na membrana externa
(SCHMIDTCHEN et al.,, 2002; SUGIMURA; NISHIHARA, 1988; ULVATNE et al.,
2002).

Algumas bactérias e fungos teriam a capacidade de expulsar os PAMs do
interior celular (de maneira dependente de energia) por meio da inducdo de genes
que codificam proteinas formadoras de canais (BENGOECHEA; SKURNIK, 2000;
SHAFER et al., 1998).

Finalmente, moléculas produzidas no hospedeiro podem ainda serem
aproveitadas por microrganismos para a geracao de produtos proteoliticos que
interferem com o funcionamento dos PAMs, por exemplo, mediante o sequestro de
moléculas do peptideo (SCHMIDTCHEN; FRICK; BJORCK, 2001).

1.5 PAMs DE ANUROS
Uma grande quantidade de PAMs pertencentes a diversas familias ja foram

isolados a partir de secrecdes cutaneas de anuros. Esses peptideos apresentam de
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10-48 residuos de aminoacidos e geralmente adotam estruturas em a-hélice em
ambientes similares a membranas bioldgicas (CONLON et al., 2007).

Uma busca efetivada na base de dados Uniprot (THE UNIPROT
CONSORTIUM, 2012) em 14/03/2012 mostrou um total de 849 peptideos
antimicrobianos isolados da pele de mais de 100 espécies de anuros de 9 familias
(Tabela 1).

A familia Ranidae possui o maior numero de PAMs reportados, com
aproximadamente 45 % das entradas. Nesse taxon ja foram descritos quase 400
peptideos agrupados em varias familias bem estabelecidas que incluem: brevininas
(MORIKAWA; HAGIWARA; NAKAJIMA, 1992), esculentinas (SIMMACO et al.,
1993), ranalexinas (CLARK et al., 1994), temporinas (SIMMACO et al., 1996),
ranatuerinas (GORAYA; KNOOP; CONLON, 1998), palustrinas (BASIR et al., 2000),
nigrocinas (PARK et al., 2001), japonicinas (ISAACSON et al., 2002) e ranaciclinas
(MANGONI et al., 2003).

A familia Bombinatoridae possui aproximadamente 27 % das entradas,
incluindo as bombininas (CSORDAS; MICHL, 1970) e as maximinas (LAl et al.,
2002b).

Hylidae é a terceira familia com mais peptideos reportados (aproximadamente
23 % do total). Nessa familia ja foram isoladas dermaseptinas (MOR et al., 1991),
dermatoxinas (AMICHE et al., 2000), filoxinas (PIERRE et al., 2000), filoseptinas
(LEITE et al., 2005), hiposinas (THOMPSON et al., 2007), plasticinas (AMICHE;
LADRAM; NICOLAS, 2008), pseudinas (OLSON et al., 2001), aureinas (ROZEK et
al., 2000), hilinas (CASTRO et al., 2005) e raniseptinas (MAGALHAES et al., 2008).

As outras seis familias compreendem o 5 % restante, contendo as uperinas,
riparinas, signiferinas y deserticolinas de Myobatrachidae (BRADFORD et al., 1996;
JACKWAY et al., 2008), as magaininas e peptideos XT de Pipidae (ALI et al., 2001;
ZASLOFF, 1987), as ascafinas de Leiopelmatidae, as ocelatinas de Leptodactylidae
(NASCIMENTO et al., 2004), as tigerininas de Dicroglossidae (SAl et al., 2001) a
galensina de Kassina senegalensis (Hyperoliidae) e a proteina histona H2B isolada
da pele de Rhacophorus schlegelii (Rhacophoridae).

E importante ressaltar que, embora seja grande o numero de registros
encontrados para anuros, uma boa parte dos peptideos descobertos ainda néo foi

relatada nos bancos de dados, ou ndo se encontra ainda disponivel.
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Tabela 1 — PAMs de anuros presentes na base de dados Uniprot.

FAMILIA N- DE ENTRADAS % DO TOTAL

Ranidae 379 44,64
Bombinatoridae 228 26,86
Hylidae 196 23,09
Myobatrachidae 13 1,53
Pipidae 11 1,30
Leiopelmatidae 8 0,94
Leptodactylidae 8 0,94
Dicroglossidae 4 0,47
Hyperoliidae 1 0,12
Racophoridae 1 0,12
TOTAL 849 100

Mostram-se  as  contribuicbes  absolutas e  relativas por  familias,
tendo em conta o niumero de registros (entradas).

1.6 OCELATINAS E OUTROS PAMs de Leptodactylus

As ocelatinas constituem a familia de PAMs melhor conhecida do género
Leptodactylus. Mais de uma duzia destes peptideos e seus fragmentos ja foram
identificados em varias espécies do género (Tabela 2). As ocelatinas apresentam,
em geral, atividade antimicrobiana. Contudo, algumas delas, como as ocelatinas 1-5
sdo também hemoliticas (NASCIMENTO et al., 2004; NASCIMENTO, 2007) e outras
como a ocelatina-L2 carecem de atividade antibacteriana mas apresentam atividade
liberadora de insulina (CONLON et al., 2009).

Outros peptideos ndo pertencentes a esta familia também foram isolados de
Leptodactylus, porém em menor numero. Estes peptideos incluem: a plasticina-L1,
estruturalmente similar as plasticinas de Phyllomedusinae, que apresenta atividade
como indutor da liberacdo de insulina (CONLON et al., 2009); e o peptideo
denominado LASP (Leptodactylus aggression-stimulating peptide) que age como
feromdnio estimulando comportamentos agressivos em machos de L. fallax (KING et
al., 2005b).
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Tabela 2 — Principais peptideos antimicrobianos de Leptodactylus, segundo a
nomenclatura proposta por Conlon (2008).

Organismo* Nome do Referéncia Nimero de
9 PeptideoJr Acesso Uniprot
L. fallax Ocellatin-F1 Rollins-Smith et al. (2005) nr.
(fallaxin)
L. knudseni Ocellatin-K1 The Uniprot Consortium (2012) P86711
Ocellatin-L1 Conlon et al. (2006) n.r.
L. laticeps (laticeptin)
Ocellatin-L2 Conlon et al (2009) n.r.
Ocellatin-1 Nascimento et al. (2004) P83951
Ocellatin-2 Nascimento et al. (2004) P83866
Ocellatin-3 Nascimento et al. (2004) P83867
L. latrans (L. ocellatus) Ocellatin-4 Nascimento et al. (2007) P85090
Ocellatin-5 Nascimento (2007) P85443
Ocellatin-5 Leite et al. (2010) n.r.
Ocellatin-6 Leite et al. (2010) n.r.
Ocellatin-P1 .
L. pentadactylus (pentadactylin) King et al. (2005a) n.r.
L. syphax Ocellatin-S1 Dourado et al. (2007) P85279
(syphaxin)
Ocellatin-vV1 King et al. (2008) n.r.
L. validus Ocellatin-v2 King et al. (2008) n.r.
Ocellatin-V3 King et al. (2008) n.r.

*Entre parénteses tem-se 0 nome do organismo como consta na publicacdo original.
"Também encontra-se entre parénteses o nome do peptideo como descrito no momento da
publicag&o. n.r. = ndo reportado na base de dados Uniprot.

1.7 Leptodactylus labyrinthicus

Leptodactylus labyrinthicus (Spix, 1824) (Figura 3), conhecida como
ra-pimenta, € uma espécie de grande porte pertencente a familia Leptodactylidae e
incluida dentro do grupo pentadactylus (HEYER, 1979).

Esta espécie ocorre no norte da Venezuela, nos cerrados e caatingas do
Brasil, ao leste do Paraguai, Bolivia, norte da Argentina e sul do Brasil; em
elevacOes de até 1.000 metros. Habita areas abertas e bosques tropicais secos e
umidos, sendo uma espécie plastica que coloniza com facilidade zonas de
assentamentos humanos e pocas temporéarias (HEYER; MIJARES; BALDO, 2004;
HEYER, 2005).



30

Seu estado de conservacao, de acordo com a IUCN, € de Preocupagdo Menor
(LC), apesar de ser cagada para consumo humano (HEYER; MIJARES; BALDO,
2004).

Figura 3 — Espécime adulto de Leptodactylus labyrinthicus (Spix, 1824).

Foto: Antonio Sebben.
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2. JUSTIFICATIVA

Estima-se que, em média, a pesquisa e desenvolvimento de medicamentos
anti-infecciosos leva em torno de 10 a 20 anos (WORLD HEALTH ORGANIZATION,
2000). Nas ultimas décadas o progresso nessa area tem sido pequeno, sendo que
entre 1983 e 2003 emergiram apenas duas classes novas de antibibticos e apenas 9
agentes antibacterianos foram aprovados pela FDA (SPELLBERG et al., 2004). E
por isso que a busca de novos medicamentos é uma das ac¢des prioritarias de modo
a permitir o controle da resisténcia a doencas infecciosas.

As pesquisas desenvolvidas até hoje permitiram identificar os anuros (sapos,
rds e pererecas) como uma fonte riquissima de peptideos antimicrobianos, tendo
sido descritos até mais de uma centena de peptideos com propriedades
antimicrobianas em uma Uunica espécie (LI et al., 2007). Alids, muitos estudos
relacionados com o isolamento e a caracterizacdo destes peptideos demonstraram a
possibilidade de desenvolver drogas sintéticas com propriedades melhoradas a partir
das estruturas originais identificadas em tais animais (CASTRO; CILLI; FONTES,
2006; COOTE et al., 1998; PORAT et al., 2006; SHALEV et al., 2006).

Os resultados das diversas pesquisas ja realizadas demonstram que os PAMs
ou host defense peptides, e seus derivados sintéticos, sao ativos contra uma grande
variedade de microrganismos, sendo efetivos ndo apenas contra bactérias, mas
também contra virus, como o HIV (LORIN et al., 2005; VANCOMPERNOLLE et al.,
2005) e herpes simplex (ALBIOL MATANIC; CASTILLA, 2004; BELAID et al., 2002);
protozoarios, como 0s agentes causadores da malaria (DAGAN et al., 2002; EFRON
et al., 2002; KUCKELHAUS et al., 2009), da leishmaniose (KUCKELHAUS et al.,
2009; MCGWIRE; KULKARNI, 2010), da doenca de Chagas (HUANG; CHEN;
ZIERDT, 1990; MCGWIRE; KULKARNI, 2010) e da criptosporidiase (GIACOMETTI
et al.,, 2001); e fungos como Saccharomyces cerevisiae (SIMMACO et al., 1994),
Candida albicans (SIMMACO et al, 1994) e Batrachochytrium dendrobatidis
(ROLLINS-SMITH; CONLON, 2005; WOODHAMS et al., 2006a; WOODHAMS et al.,
2006b). De outra parte, varios peptideos isolados de secre¢bes de anuros
promovem a liberagdo de insulina, sendo de interesse para o tratamento da diabetes
(ABDEL-WAHAB et al., 2007; ABDEL-WAHAB et al., 2005; CONLON et al., 2008;
CONLON et al., 2009; MARENAH et al., 2004a; MARENAH et al., 2004b; MARENAH
et al., 2005; MARENAH et al., 2006).
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Além disso, os PAMs tém despertado grande interesse nos ultimos anos
visando a producédo de plantas transgénicas de interesse comercial com resisténcia
melhorada a patdégenos (CARDOSO et al., 2010; CHAKRABARTI et al., 2003; COCA
et al., 2006; JIA et al., 2010; XING et al., 2006).

Um numero relativamente pequeno de peptideos tem sido identificado em
secrecOes de ras do género Leptodactylus (como foi mostrado na secdo anterior).
Apesar da maioria desses peptideos ter sido pouco estudada quanto a sua atividade
biolégica, as caracteristicas estruturais desses peptideos estdo em boa
concordancia com as da maioria dos PAMs conhecidos e sdo interessantes para o

desenvolvimento de farmacos a partir do aprimoramento da sua estrutura.
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3. OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

Isolamento e caracterizagdo estrutural e biolégica de um analogo da
ocelatina-P1 (pentadactilina) presente na secrecdo cutanea da ra Leptodactylus

labyrinthicus.

3.2 ETAPAS METODOLOGICAS PREVISTAS PARA ATINGIR O
OBJETIVO

e Fracionamento por RP-HPLC da secrecao cutanea de L. labyrinthicus;

e Avaliacdo biologica (atividade antibacteriana) das fracbes cromatograficas
obtidas;

e Andlise por espectrometria de massas das fracbes cromatograficas com
atividade antimicrobiana;

e Purificacdo por RP-HPLC do analogo G160CP1;

e Determinacdo da estrutura primaria do andlogo G160CP1 por
sequenciamento quimico (degradagédo de Edman);

e Sintese quimica do andlogo G160CP1;

e Avaliacdo dos componentes de estrutura secundaria presentes no analogo
G160CP1 por dicroismo circular;

e Avaliacdo dos efeitos antiproliferativos do peptideo sintético G160CP1 sobre
bactérias Gram-positivas e Gram-negativas.

e Avaliacdo dos efeitos citoliticos do peptideo sintético G160CP1 sobre

eritrocitos, leucocitos e plaquetas humanas.



34

4. MATERIAL E METODOS

4.1 REAGENTES E MICRORGANISMOS

Todos os experimentos foram realizados com reagentes comerciais de grau
analitico, utilizando apenas agua Milli-Q® (Millipore Reagent Water System, EMD
Millipore, USA) para o preparo das solucdes. Os solventes empregados nas etapas
cromatograficas foram todos grau HPLC, de diversos fornecedores.

As cepas bacterianas de Escherichia coli (ATCC 25922), Klebsiella
pneumoniae (ATCC 13883), Enterobacter cloacae (ATCC 35030), Pseudomonas
aeruginosa (ATCC 27853), Staphylococcus aureus (ATCC 25923), Staphylococcus
epidermidis (ATCC 12228) e Enterococcus faecalis (ATCC 29212) foram adquiridas

no Banco de Culturas Tropicais da Fundacao André Tosello (Campinas/SP).

4.2 COLETA DOS ANIMAIS E OBTENCAO DA SECRECAO CUTANEA

Machos adultos de Leptodactylus labyrinthicus foram capturados por
reconhecimento visual e acustico no municipio de Luziania/GO; em seguida, foram
transportados em caixas Umidas e mantidos em cativeiro no Laboratorio de
Toxinologia da Universidade de Brasilia, de acordo com autorizagdo ambiental
N2 17682-1 (SISBio/ICMBio/MMA). A secrecdo cutanea foi obtida por estimulacdo da
pele com uma fonte elétrica de corrente alternada de aproximadamente 110 V e
60 Hz, lavando em seguida com agua Milli-Q em abundéncia. ApGs a coleta, as
amostras foram congeladas em tubos Falcon, liofilizadas e armazenadas a -20 °C

para posterior uso.

4.3 FRACIONAMENTO CROMATOGRAFICO DA SECRECAO BRUTA DE
L. labyrinthicus
Aliguotas de 5,0 mg de secrecdo bruta de L. labyrinthicus foram dissolvidas
em 220 uL de TFA 0,1 % (v/iv) em &agua Milli-Q, centrifugadas por 5 min a
14.000 rpm e o sobrenadante submetido a RP-HPLC em uma coluna Cg
(Shim-pack® CLC-C8(M) 150 x 4.6 mm, Shimadzu Corporation, Jap&o) previamente
equilibrada com TFA 0,1 % (v/v) em agua Milli-Q (solvente A). Ap6s uma lavagem de
5 min com solvente A, a eluicéo foi realizada com fluxo de 1,0 mL/min utilizando-se
gradiente linear de TFA 0,1 % (v/v) em acetonitrila (solvente B): 0-55 % de solvente

B em 55 min, 55-100 % de solvente B em 5 min, e 5 min de lavagem com 100 % de
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solvente B. As fra¢des foram coletadas manualmente, como absorbancia monitorada
a 216 nm e, em seguida, secadas a vacuo e armazenadas a -20 °C para andlises

posteriores.

4.4 ENSAIO ANTIMICROBIANO PRELIMINAR

O ensaio antimicrobiano foi baseado no protocolo de Castro e colaboradores
(2009). Linhagens referenciais de Escherichia coli (ATCC 25922) e Staphylococcus
aureus (ATCC 25923), obtidas do Banco de Culturas Tropicais da Fundagdo André
Tosello (Campinas, SP), foram utilizadas em ensaios antimicrobianos, a fim de se
avaliar a atividade inibitéria das diferentes fracdes cromatogréficas eluidas a partir
da secrecao de L. labyrinthicus. As duas linhagens bacterianas foram cultivadas em
meio Mueler-Hilton a 37 °C sob agitacdo, por aproximadamente 18 horas, até a
obtencdo de uma cultura com densidade Optica igual a 1,0 em 590 nm. As bactérias
em fase logaritmica foram diluidas no mesmo meio de cultura nas proporcdes de
1:50 para E. coli e 1:100 para S. aureus.

As fracdes eluidas obtidas com a realizacdo de seis corridas cromatograficas
foram reunidas, secadas em SpeedVac e, em seguida, resuspendidas em 200 uL de
agua Milli-Q. Aliquotas de 50 uL de cada fragao foram transferidas para os pocos de
uma microplaca estéril e incubadas por 22 h a 37°C com 50 pL (contendo de 2 a
7 x 10° UFCs) de cada uma das culturas bacterianas.

A taxa de inibicdo do crescimento bacteriano foi determinada pela leitura da
densidade 6ptica a 595 nm empregando-se uma leitora de placas Multiskan® FC
(Thermo Scientific, USA). Como controle da auséncia de crescimento foi empregado
formaldeido 0,4% (v/v) e como controle de crescimento pleno foi utilizada agua
Milli-Q estéril.

45 ANALISES POR ESPECTROMETRIA DE MASSAS

As fracOes cromatograficas capazes de inibir o crescimento bacteriano foram
analisadas em um espectrometro de massas Autoflex Il TOF/TOF (Bruker Daltonics,
Alemanha). Cada fracdo cromatogréfica foi resuspendida em TFA 0,1% (v/v) em
agua Milli-Q e aplicadas em uma placa de aco inoxidavel junto com matriz
reconstituida de acido a-ciano-4-hidroxicinamico (HCCA) na proporcao 1:1.
O equipamento foi previamente calibrado utilizando-se uma mistura de angiotensina
I (Mr=1047,19), angiotensina | (Mr=1297,49), substancia P (Mr=1348,64),
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bombesina (Mr =1620,86) e fragmento 18-39 de hormonio adrenocorticotropico
(Mr = 2466,68). As amostras foram analisadas na faixa de 700-4000 Da no modo

refletor de ions positivos.

4.6 PURIFICACAO DO ANALOGO G160CP1

O peptideo bioativo, aqui denominado G160CP1, foi acumulado a partir de
varias corridas cromatograficas e posteriormente resuspendido em TFA 0,1 %. (v/v)
em agua Milli-Q, centrifugado por 5 min a 14.000 rpm e o0 sobrenadante submetido a
RP-HPLC em uma coluna Ci;g (Shim-pack VP-ODS 150 x 4.6 mm, Shimadzu
Corporation, Japéo). Apés 5 min de lavagem com solvente A, a eluicao foi realizada
empregando-se solvente B nas seguintes condi¢des: 0—-30 % de solvente B em
10 min, 30-50 % de solvente B em 20 min, 50-100 % de solvente B em 5 min e
5 min de lavagem com 100 % de solvente B. As fracdes cromatograficas eluidas
foram coletadas manualmente, com fluxo de 1,0 mL/min, deteccdo em 216 nm,

secadas a vacuo e armazenadas a -20 °C.

4.7 ANALISE ESTRUTURAL DO ANALOGO G160CP1

4.7.1 Determinacdo da massa molecular

A fim de se determinar o grau de pureza e a massa molecular do peptideo
obtido apoOs a etapa de recromatografia em coluna Cig, 0 peptideo de interesse foi
novamente analisado por espectrometria de massas em espectrometro de massas
Autoflex Il TOF/TOF (Bruker Daltonics, Alemanha) de acordo com o protocolo
descrito na secao 4.5.

4.7.2 Determinacdo da estrutura primaria

A estrutura priméaria do analogo G160CP1 foi determinada por degradacéo de
Edman. O material purificado a partir de seis cromatografias semipreparativas foi
dissolvido em 60 pL de TFA 20 % (v/v) em acetonitrila e injetados na camara de
reacao de um sequenciador automatico 477A (Applied Biosystems, USA) modificado
como descrito por Fontes e colaboradores (1998). Os PTH-aminoacidos foram
identificados em 269 nm apds separacdo numa coluna de fase reversa PTH-Cig
acoplada a um equipamento de HPLC 120A (Applied Biosystems, USA). Antes da
analise, o sistema cromatografico foi calibrado com os respectivos padrbes de

PTH-aminoacidos.
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4.7.3 Determinacéo da presenca de amidacéo C-terminal

A presenca de amidagédo C-terminal foi avaliada por anélise em espectrémetro
de massas do peptideo G160CP1, nativo e apds metilacdo por esterificacdo de
Fischer, com base no método descrito por Powell e colaboradores (1995).
O peptideo purificado foi dissolvido em HCI metandlico (10 pL de cloreto de acetila
em 250 pL de metanol anidro) e incubado por 30 min a temperatura ambiente.
Em seguida, o solvente foi removido por evaporacdo em um concentrador tipo
SpeedVac e a amostra foi entdo ressuspendida em TFA 0,1 % (v/v) em agua Milli-Q
para ser analisada por MALDI-TOF como descrito anteriormente.

4.7.4 Andlises computacionais

Foi utilizado o algoritmo PSI-Blast (ALTSCHUL et al., 1997) para realizar uma
busca usando a base de dados de sequéncias proteicas ndo-redundantes do NCBI
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST). O Clustal W2 (LARKIN et al., 2007) foi usado
para 0 alinhamento multiplo de sequéncias
(http://www.ebi.ac.uk/Tools/clustalw2/index.html). A massa monoisotdpica teodrica foi
calculada a partir da sequencia com a ferramenta Compute pl/Mw (GASTEIGER et
al., 2005) disponivel em http://www.expasy.org/tools/pi_tool.html. A ferramenta
HydroMCalc
(http://www.bbcm.univ.trieste.it/~tossi/HydroCalc/HydroMCalc.html#Hiscale) foi
empregada para calcular a hidrofobicidade média e o0 momento hidrofobico médio
dos peptideos analisados, com base na escala de Eisenberg (EISENBERG; WEISS;
TERWILLIGER, 1982). A predicdo de estrutura secundaria foi feita pelo método
SOPMA (GEOURJON; DELEAGE, 1995) disponivel em http://npsa-pbil.ibcp.fr/cgi-
bin/npsa_automat.pl?page=/NPSA/npsa_sopma.html. Finalmente, foi utilizado um
aplicativo JAVA disponivel em
http://cti.itc.virginia.edu/~cmg/Demo/wheel/wheelApp.htm, para simular conformacao
em a-hélice, de acordo com o0 método de Schiffer e Edmundson (1967).

4.8 SINTESE QUIMICA DO ANALOGO G160CP1

O peptideo com amidacédo C-terminal G160CP1 foi sintetizado manualmente
de acordo com o método padrao do grupo protetor Na-Fmoc (CASALLANOVO et al.,
2006). Foram utilizados os grupos protetores Boc (N-tert-butoxicarbonil) para
proteger as cadeias laterais de K, tBut (t-butil) para D, T e E, e Pmc (2,2,5,7,8-
pentametilchromane-6-sulfonil) para N. Apds o acoplamento do C-terminal a resina
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(Rink-amide-MBHA) foram efetivados sucessivamente varios ciclos de sintese,
consistindo na desprotecao de Na-Fmoc com piperidina/dimetilformamida 20 % (V/V)
durante 20 min, seguido por lavagem com diclorometano/dimetilformamida e
acoplamento ao proximo residuo. Ao final da sintese, a clivagem do peptideo e
remocao do grupo protetor de cadeia lateral foi realisada simultaneamente com TFA
90 %, p-cresol 5 % e agua Milli-Q durante 2 h. O peptideo foi entdo precipitado com
etoxietano anidro e separado do material ndo-peptidico por centrifugacao. Depois foi
extraido em TFA 0,045% (v/v) e purificado por RP-HPLC numa coluna
semi-preparativa (C15 250 x 10 mm, Beckman Coulter, USA) com gradiente linear de
10-40 % de TFA/acetonitrila 0,036 % (v/v) (solvente B) durante 90 min, com fluxo de
5 mL/min, deteccdo em 220 nm e liofilizacdo ao final do processo. Apos a
purificacdo, a identidade do peptideo sintético foi confirmada por espectrometria de

massa seguindo o método descrito anteriormente.

4.9 DICROISMO CIRCULAR

Foram obtidos espectros dicroicos do peptideo G160CP1 utilizando um
espectropolarimetro J-815 (Jasco, Japdo) equipado com um suporte térmico de
cuvetas tipo Peltier. Foram registrados os espectros no UV-distante do peptideo em
agua Milli-Q, em TFE 20 % (v/v) e em TFE 50 % (v/v), na faixa de 190-250 nm a
25 °C usando cuvetas de quartzo de 0,1 cm. Os espectros foram coletados como a
média de 3 leituras obtidas em millidegree (1/1000°) e convertidas a elipticidade
molar [6] (° cm?dmol™?) considerando uma massa molecular por residuo de
100,5 Da, com base na formula (CORREA; RAMOS, 2009):

6+« 100« M
[6] = ————

Onde 6 é a elipticidade em millidegrees, | € o caminho 6ptico em cm, C é a

Cxl+*n

concentracdo em mg/mL, M € a massa molecular e n o numero de residuos.
O contedado de estrutura a-hélice secundaria foi estimado por meio da
seguinte equacdo (CAMARGOS et al., 2011):

_ [6],44 — 4000
T4 =33000—4000
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4.10 DETERMINACAO DA CONCENTRACAO INIBITORIA MINIMA (CIM)

Cepas das bactérias Gram-positvas (Staphylococcus aureus, Staphylococcus
epidermidis e Enterococcus faecalis) e Gram-negativas (Escherichia coli, Klebsiella
pneumoniae, Pseudomonas aeruginosa e Enterobacter cloacae) foram
descongeladas do estoque e incubadas em Meio Mueller—Hilton estéril a
temperatura ambiente durante aproximadamente 18 h até a obtencdo de culturas
com densidade optica igual a 1,0 em 590 nm. As bactérias em fase logaritmica foram
diluidas no mesmo meio de cultura nas proporcbes de 1:50 para as bactérias
Gram-negativas e 1:100 para as bactérias Gram-positivas.

Foram preparadas diluicbes seriadas em triplicata do peptideo sintético
G160CP1, a partir de uma solucao estoque de 256 uM esterilizada por filtracdo em
filtro Millex GV 0,22 um. Aliquotas de 50 uL de cada diluicdo foram incubadas em
microplacas de 96 pocos de fundo chato com 50 pyL de suspensado bacteriana
(contendo de 2 a7 x 10° UFCs) durante 20—-24 h a 37 °C. Ap6s esse periodo, as
placas foram analisadas a 595 nm numa leitora de placas Multiskan® FC (Thermo
Scientific, USA) utilizando formaldeido 0,4 % (v/v) como controle da auséncia de
crescimento e agua Milli-Q estéril como referéncia de 100 % de crescimento.

A Concentracdo Inibitéria Minima (CIM) foi definida como a menor
concentracdo do peptideo na qual ndo se observa crescimento detectavel pela

leitura espectrofotométrica.

4.11 TOXICIDADE SOBRE CELULAS SANGUINEAS

4.11.1 Efeitos sobre eritrocitos humanos

Hemacias humanas de doador saudavel O foram separadas do plasma por
sedimentacao e lavadas trés vezes com tampao Tris-HCI 0,01 M pH 7,4 contendo
NaCl 0,15 M e CaCl, 0,01 M. Esse mesmo tampéao foi empregado para preparar uma
suspensao 1% (v/v) de hemacias e na solubilizacdo do peptideo. Em microtubos de
1,5 mL, 100 yL da suspensao de hemacias foram incubados com 100 uL do
peptideo G160CP1 (diluido serialmente a partir de uma solucéo estoque de 256 uM)
por 60 min, a temperatura ambiente. Como controles foram empregados 100 yL da
suspensdo de hemacias na presenca de 100 pL de Triton X-100 1% (v/v), como
referéncia para 100% de hemolise e 100 uL da suspensédo de hemacias na presenca
de 100 pL de tampao-salino como referéncia para 0%. ApoOs a incubacéo, os tubos

foram centrifugados a 3000 rpm por 2 min e aliquotas de 100 yL dos sobrenadantes
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foram transferidas para placas de microtitulacdo de 96 pocos e analisadas em
405 nm, em leitora Multiskan® FC (Thermo Scientific, USA). A quantidade de
hemodlise foi avaliada utilizando-se a seguinte formula (OGUIURA et al., 2011):

A405 eptideo _A405 tampio
pep p %100

A405 Tritobn — A405 tampao

4.11.2 Efeitos sobre leucdcitos e plaguetas humanas

Para a determinacdo de efeitos citotoxicos sobre as diferentes células
sanguineas, foram realizadas contagens de células utilizando um hemocitémetro
Cell-Dyn 3700SL (Abbott Laboratories, USA).

O peptideo G160CP1 foi diluido em sangue fresco de doador saudavel O* na
concentracéo final de 25,6 pM e incubado durante 3 horas. Paralelamente foram
incubados: sangue total com adicdo de Triton X-100 a uma concentragao final de
1% (v/v), como controle de lise completa e sangue total com adicdo de solucao
salina, como controle negativo (auséncia de citolise).

As contagens de células foram realizadas em triplicata apds 30, 90 e 180 min,
utilizando-se 220 pL da suspensao de células em cada leitura. Os efeitos citotoxicos
foram avaliados por comparacdo entre o controle negativo e o tratamento com o
peptideo G160CP1, nos diferentes periodos de tempo empregados. A avaliacao
estatistica foi feita através de testes t para grupos independentes, utilizando-se o
software Prism 5.03 (Graphpad Software, USA) e considerando um nivel de

significancia de 0,05.
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5. RESULTADOS

A secrecao cutanea de Leptodactylus labyrinthicus mostrou-se, em geral, uma
secrecdo rica e complexa, resultando na eluicdo de aproximadamente 47 fracoes
durante o fracionamento cromatografico realizado em coluna de fase reversa Csg,
como pode ser comprovado pela andlise da Figura 4. As fracdes cromatograficas
eluidas foram manualmente coletadas e avaliadas quanto a sua capacidade em
inibir o crescimento das bactérias E. coli e S. aureus. Algumas fragbes apresentaram
significativa atividade inibitéria sobre o crescimento das bactérias testadas. Tais
fracOes bioativas foram analisadas por MALDI-TOF MS, determinando-se as massas
moleculares dos componentes presentes nas fracdes ativas biologicamente. Dois
peptideos, com massas moleculares monoisotépicas de 2.540,9 e 2.546,6 Da foram
detectados nessa secrecdo e identificados como o0s peptideos ocelatina-P1
(pentadactilina) e ocelatina-F1 (falaxina), respectivamente. Tais peptideos ja haviam
sido isolados e caracterizados previamente nas secre¢des de L. pentadactylus, L.
fallax e L. labyrinthicus (KING et al., 2005a; LIBERIO, 2008; LIBERIO et al., 2011;
ROLLINS-SMITH et al., 2005).

Um terceiro peptideo com atividade antibacteriana foi encontrado na fragéo
que eluiu em aproximadamente 49 min de corrida (45 % de solvente B, Figura 4). Tal
peptideo apresentou massa molecular monoisotopica de 2510,5 Da (Figura 5) por
analise em espectrémetro de massas tipo MALDI-TOF.

Uma vez que se tratava de um peptideo antimicrobiano inédito identificado em
tal secrecdo, esse peptideo foi entdo acumulado por fracionamento de 30 mg da
secrecéo bruta de L. labyrinthicus em coluna de fase reversa Cg. Posteriormente foi
submetido a varias cromatografias e purificado em coluna C;g a fim de se obté-lo em
alto grau de pureza para fins de caracterizagédo por degradacdo de Edman (Figura
6).

O sequenciamento N-terminal do peptideo nativo permitiu a determinacao
inequivoca de sua estrutura primaria, como sendo:
'GLLDTLKGAAKNVVGGLASKVMEKL®, a qual resultou ser acentuadamente similar
aguela determinada para a ocelatina-P1 (pentadactilina), também presente nessa
secrecdo, ao conter apenas uma substituicdo, conservada, de serina por glicina na
posicdo 16. Como se tratava de um novo analogo da ocelatina-P1, tal peptideo foi
denominado G160CP1.
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Figura 4 — Perfil cromatografico obtido por fracionamento da secrecédo cutanea
bruta de L. labyrinthicus empregando-se coluna Cs.

42501
4000 Fas0
3750 -a0.0
-85 0
35007
Fao.o
3250
F75.0
3000
700
2750 1 Feis.0
5 2500 F60.0
|
£ 2250 550 4
z g
& 20004 ps00 g
™~ =
= =
2 Fa50 3
g 7an 1 g
] 2
% 1500 Fann £
o
@ /
= |
E] 2 35.0
12504 -
Fa0.0
1000
250
750 .
500 F15.0
250 JG -10.0
% 5.0
T T T T T T T T T T T T T 0.0
il 5.0 10.0 158.0 200 25.0 300 35.0 40.0 45.0 50.0 5.0 60.0 65.0
Tempo {min}

Em destaque, as fracdes cromatogréficas com atividade antibacteriana identificadas
no presente estudo: 1 = Ocelatina-F1, 2 = G160CP1, 3 = Ocelatina-P1. Fluxo: 1 mL/min.

Figura 5 — Espectro obtido por MALDI-TOF MS da fragdo de cromatografia
semi-preparativa contendo o peptideo G160CP1.
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Pode-se observar o peptideo G160CP1 nativo (2511,5 Da, [M+H"]) na companhia de
adutos formados com os ions sédio (2533,5) e potassio (2549,5), além de outros
componentes peptidicos presentes na amostra. O inserto na figura mostra a faixa de
700—4000 Da (m/z).
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Figura 6 — Purificacdo do peptideo G160CP1 por RP-HPLC utilizando-se
coluna Cys.
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Denota-se com (*) a fracdo que contém o peptideo G160CP1. Fluxo: 1 mL/min.
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Figura 7 — Espectro obtido por MALDI-TOF do peptideo G160CP1l apéds
purificagéo.
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Pode-se observar o peptideo G160CP1 nativo (2511,5 Da, [M+H"])* na companhia
de adutos formados com os ions sddio (2533,5) e potassio (2549,5), O inserto na figura
mostra a faixa de 700—4000 Da (m/z).

A diferenca entre a massa molecular calculada do peptideo G160CP1
(2511,45 Da) e a experimental (2510,47 Da) sugeriu a presenca de uma possivel
amidacdo na por¢cdo C-terminal da cadeia polipeptidica, uma caracteristica comum
em muitos peptideos antimicrobianos, principalmente de anuros. Essa hipétese foi
comprovada mediante a derivatizacdo do peptideo por esterificacdo de Fischer,
reacdo,que levaria a formacdo de ésteres de metilo nos grupos carboxila livres
produzindo mudangas em mudltiplos de +14 Da. A analise de massas do peptideo
derivatizado mostrou apenas incrementos de +14 Da (uma metilacdo) ou +28 Da
(duas metilacdes), sendo atribuidas a esterificacdo das cadeias laterais dos dois
residuos de aminoécidos acidos (Asp* e Glu®) presentes na estrutura do peptideo
G160CP1 (Figura 8). A auséncia de mudancas da ordem de +42 Da (trés
metilacdes) indicou a auséncia de qualquer outro grupo carboxila livre na cadeia
polipeptidica.

De posse da estrutura primaria do analogo G160CP1, tal peptideo foi
sintetizado com o emprego de sintese quimica manual (Fmoc) e posteriormente
submetido a sequenciamento quimico, de modo a se confirmar a correcdo do

produto sintético produzido. Apds confirmacdo, a versdo sintética do peptideo
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G160CP1 foi

caracterizagao bioldgica.

empregada nos experimentos de dicroismo circular e de

Figura 8 — Espectro do peptideo G160CP1 obtidos por MALDI-TOF MS antes e
apods a derivatizagéo por esterificacdo de Fischer.
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a) Controle: peptideo G160CP1 nativo (2512,2 Da, [M+H'])* com adutos formados
com os ions sodio (2534,2 Da) e potassio (2550,2 Da). b) Peptideo G160CP1 apls
derivatizagdo de Fischer: peptideo G160CP1 com uma metilagdo e formando aduto com o
fon sddio (2548,156 Da, [M+H']) e peptideo G160CP1 com duas metilagdes e formando
aduto com o ion sddio (2562,187 Da, [M+H']). * Embora a massa molecular determinada
para o peptideo nativo fosse 1 Da superior aquela observada anteriormente, em virtude de
problemas na calibracdo do espectrdbmetro de massas, as diferengcas com relagdo aos
peptideos metilados foram suficientes para se determinar a existéncia de dois sitios de
metilacao neste peptideo.

A propensdo do peptideo G160CP1 em formar elementos de estrutura
secundaria foi avaliada com o emprego do algoritmo SOPMA (GEOURJON;
DELEAGE, 1995). A andlise da sua estrutura por este método sugeriu 100 % de
estrutura em a-hélice (Quadro 1). Essa predicao foi avaliada mediante experimentos
de dicroismo circular, analisando o comportamento do peptideo sintético em agua e
na presenca de trifluoroetanol (TFE), um conhecido indutor de a-hélice (BUCK,
1998). Em &gua, o peptideo apresentou um espectro dicroico tipico de estrutura
desordenada com valor minimo em 197 nm. Entretanto, na presenca de TFE 20 %
(v/v) a curva do sinal dicréico comecgou a adotar um padréo diferenciado com valores

minimos em 208 e 222 nm, que tornaram-se mais acentuados na presenca de TFE
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50% (v/v) e que sdo caracteristicos de estruturas em a-hélice (Figura 9). O
conteddo de a-hélice da estrutura foi calculado com base na curva do sinal dicréico,
obtendo-se valores de 37 % de estrutura helicoidal em TFE 20 % (v/v) e 56 % em
TFE 50 % (V/v).

Quadro 1 — Predicdo da estrutura secundaria do peptideo G160CP1 pelo
méetodo SOPMA.

SOPMA PREDICTION:

10 20

| |
GLLDTLKGAAKNVVGGLASKVMEKL
hhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhh

Sequence length : 25

SOPMA :
Alpha helix (Hh) : 25 i1s 100.00%
310 helix (Go) : 0 is 0.00%
Pi helix () : 0 is 0.00%
Beta bridge (Bb) : 0 is 0.00%
Extended strand (Ee) : 0 is 0.00%
Beta turn o) : 0 is 0.00%
Bend region (Ss) : 0 is 0.00%
Random coil (Co) : 0 is 0.00%
Ambigous states (?) : 0 is 0.00%
Other states 0 is 0.00%

Parameters :
Window width - 17
Similarity threshold : 8

Number of states : 4
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Figura 9 — Espectro dicrdico do peptideo G160CP1 em agua e TFE.
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Elipticidade molar [6] em fungdo do comprimento de onda do peptideo G160CP1
quando dissolvido em agua, TFE 20 % (v/v) e TFE 50 % (v/v).

O peptideo G160CP1 exibiu atividade inibitéria contra as bactérias
Gram-negativas E. coli e K. pneumoniae em concentracdes baixas (CIM = 32 uM) e
também contra a bactéria Gram-positiva S. epidermidis na maior concentracao
testada (CIM =128 uM). Contudo, ndo se mostrou ativo, mesmo na maior
concentracdo empregada (128 uM), contra as demais bactérias testadas:

P. aeruginosa, E. cloacae, S. aureus e E. faecalis (Tabela 3).

Tabela 3 — Concentracdes inibitérias minimas (CIMs) do peptideo G160CP1 em
bactérias Gram-negativas e Gram-positivas.

BACTERIA CIM (uM)*
Escherichia coli ATCC 25922 32
Klebsiella pneumoniae ATCC 13883 32
Enterobacter cloacae ATCC 35030 >128 (12)
Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 s.a.
Staphylococcus epidermidis ATCC 12228 128
Staphylococcus aureus ATCC 25923 >128 (11)
Enterococcus faecalis ATCC 29212 s.a.

Controles: agua Milli-Q estéril (0% de inibicdo), formaldeido 0,4 % (100 % de
inibicdo). *O valor entre paréntesis representa a porcentagem de inibicAo na maior
concentracao testada (128 puM). s.a.: sem atividade (inibicdo em 128 pM = 0 %).
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Ao se avaliar os efeitos citoliticos sobre eritr6citos humanos, o peptideo
G160CP1 nao apresentou indicios de atividade hemolitica, mesmo na maior
concentracéao testada (128 uM).

As contagens de células sanguineas por citometria de fluxo ndo mostraram
diferencas significativas no numero de hemacias ou plaquetas presentes, ao
comparar o controle negativo (sangue puro) e o sangue incubado com o peptideo
G160CP1 na concentracdo de 25,6 uM apods 30, 60 ou 90 minutos de incubacéao
(Figura 10).

Figura 10 — Efeitos do peptideo G160CP1 25,6 uM sobre hemacias e plaquetas
humanas apds 30, 90 e 180 minutos de incubacao.
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a) Hemacias. b) Plaquetas. As barras representam a média de trés leituras com o
respectivo desvio padrao. As diferencas observadas nédo foram significativas (p > 0,05, teste
t para amostras ndo pareadas). Controle: Solugéo salina (NaCl 0,9 %).

A guantidade de células brancas também foi avaliada a través da citometria
de fluxo, observando-se diferencas significativas ao se comparar 0 numero de
neutroéfilos e de linfocitos apds 30 e 90 min, respectivamente (teste t para amostras
independentes, p < 0,05). No entanto, tais mudangas foram pequenas, sendo que o
namero de neutréfilos apdés 30 min de incubacdo com o peptideo G160CP1 diminuiu
em 3 % e o numero de linfécitos aumentou em 1 %. Contrariamente, o niumero de
células ndo se mostrou significativamente alterado nas contagens de neutrofilos em
90 e 180 min, nem nas contagens de linfocitos em 30 e 180 min (Figura 11, A).
Finalmente, o numero de mondcitos, eosindfilos e basofilos ndo apresentou
mudancas significativas em nenhum dos tempos analisados, apds a incubagdo com
0 peptideo G160CP1 na concentragdo de 25,6 pUM (teste t para amostras
independentes, p > 0,05) (Figura 11, B).
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Figura 11 — Efeitos do peptideo G160CP1 sobre leucécitos humanos apés 30,
90 e 180 minutos de incubacéo.
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a) Neutrdfilos (NEU) e linfocitos (LIN). b) Mondcitos (MON), eosindfilos (EOS) e
basofilos (BAS). Controle: Solugéo salina (NaCl 0,9 %). As barras representam a média de
trés leituras com o respectivo desvio padrdo. * = p < 0,05, teste t para amostras nao
pareadas. Controle: Solugéo salina (NaCl 0,9 %).
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6. DISCUSSAO

No presente trabalho, foi possivel o isolamento e caracterizacdo quimica e
biolégica de um novo peptideo antimicrobiano, denominado G160CP1.

O peptideo G160CP1 exibiu atividade seletiva contra as bactérias
Gram-negativas Escherichia coli e Klebsiella pneumoniae em concentracdes
consideradas baixas (32 uM) e mostrou-se praticamente inativo contra bactérias
Gram-positivas, sendo que apenas a bactéria Staphylococcus epidermidis
apresentou uma leve susceptibilidade ao tratamento com o peptideo. Embora ainda
ndo exista certeza sobre os mecanismos especificos de acdo dos peptideos
antimicrobianos, é, geralmente, aceito que sua eficacia depende em grande parte da
sua interacdo com a membrana da célula-alvo (HANCOCK; ROZEK, 2002). Na
medida em que os PAMs catibnicos atacam bactérias Gram-negativas, eles
provocam perda de estabilidade na membrana externa ao interagir com
lipopolissacarideos ou fosfolipidios negativamente carregados presentes na sua
superficie. Em bactérias Gram-positivas, esse ataque ocorre ao nivel dos acidos
teicbicos e teicurbnicos e em grupos carboxilicos de aminoacidos presentes na
parede de peptidoglicano (DEVINE, 2003; JENSSEN; HAMILL; HANCOCK, 2006;
TOSSI; SANDRI; GIANGASPERO, 2000). Embora a interacdo peptideo—bactéria
seja um processo complexo e possivelmente especifico para cada dupla, a
seletividade da G160CP1 pelas duas bactérias Gram-negativas, E. coli e K.
pneumoniae, poderia ser produto da interacdo mais eficiente do peptideo com os
componentes da membrana destes organismos (SHAI, 2002).

Os resultados encontrados para as CIMs foram comparados com o0s
encontrados previamente para o peptideo analogo ocelatina-P1 (KING et al., 2005a;
LIBERIO, 2008) (Tabela 4). A comparacdo de algumas propriedades dos dois
peptideos, calculadas a partir das suas estruturas primarias, indicam que as
diferencas fisico-quimicas entre eles sdo bastante sutis (Tabela 5); além disso,
nesse estudo Libério (2008) encontrou valores de CIM para a ocelatina-P1 que sao
idénticos aos encontrados no presente estudo com o peptideo G160CP1. No caso
de Klebsiella pneumoniae, a cepa utilizada neste trabalho mostrou-se menos
resistente que a utilizada por King e colaboradores (KING et al., 2005a). Estudos
realizados com esta bactéria sugerem que a resisténcia aos PAMs € conferida por

polissacarideos da capsula bacteriana (CAMPOS et al.,, 2004), por proteinas da
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membrana externa envolvidas com sistemas adaptativos de resisténcia (LLOBET et

al., 2009), ou por sistemas de efluxo (PADILLA et al., 2010); portanto, a grande

diferenca encontrada na susceptibilidade de K. pneumoniae poderia ser resultado de

mudancas estruturais produzidas pela substituicio desse Unico residuo de

aminoacido, ou ser produto de diferencas fenotipicas existentes na superficie

externa das bactérias de diferentes cepas.

Tabela 4 — Comparagdo das atividades antimicrobiana e hemolitica dos
peptideos ocelatina-P1 e G160CP1.

CELULAS

OCELATINA-P1

G160CP1

King et al. (2005a)

Libério (2008)

Este trabalho

Escherichia coli
ATCC 25922

25

32

32

Klebsiella pneumoniae
KK3 9904

Klebsiella pneumoniae
ATCC 13883

100

32

Enterobacter cloacae
HNTCC 53001
Enterobacter cloacae
ATCC 35030

50

> 128

Pseudomonas aeruginosa
ATCC 27853

100

> 128

S.a.

Staphylococcus aureus
NCTC 8325
Staphylococcus aureus
ATCC 25923

200

> 128

> 128

Staphylococcus epidermidis
RPG62A

Staphylococcus epidermidis
ATCC 12228

100

128

Enterococcus faecalis
ATCC 29212

200

S.a.

Eritrocitos (HCs)*

> 400 (29)

S.a.

S.a.

(-): ndo avaliado. *O valor entre parénteses representa a porcentagem de hemolise
na maxima concentracao avaliada.

Tabela 5 — Propriedades fisico-quimicas dos peptideos ocelatina-P1 e
G160CP1.
MM (Da) Q pl <H> <My
G160CP1 2542 +3 10,55 -0,05 0,15
Ocelatina-P1 2512 +3 10,55 -0,03 0,12

MM = Massa molecular; Q = carga; pl=ponto isoelétrico; <H> = hidrofobicidade
média; <uH> = momento hidrofébico médio.
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Alguns PAMs podem adotar estruturas em a-hélice anfifilicas ao ligar-se a
membrana citoplasmatica ou interagir com a superficie externa de bactérias
Gram-positivas ou Gram-negativas (DEVINE, 2003; TOSSI; SANDRI;
GIANGASPERO, 2000). Os a-AMPs encontram-se entre os PAMs mais abundantes
e melhor distribuidos na natureza (TOSSI; SANDRI; GIANGASPERO, 2000) e as
concentracgdes efetivas de varios deles estéo situadas, em geral, na faixa micromolar
(DENNISON et al., 2005), como as encontradas para o peptideo G160CP1(Tabela
3).

A maioria desses peptideos apresentam estrutura randémica em solucao
aquosa, mas adquirem conformacdo a-hélice durante a insercdo na membrana
mediante interacdes hidrofébicas com ela (DENNISON et al., 2005). As predi¢cdes
pelo método SOPMA e os resultados das analises por dicroismo circular indicam que
0 peptideo G160CP1 adota uma conformacdo em a-hélice ao entrar em contato
com a membrana das bactérias. Foi observado que o peptideo adota 56 % de
conformacdo em a-hélice na presenca de TFE 50 % (v/v). Esses resultados
complementam as escassas observacOes realizadas nesta familia de peptideos
quanto ao seu enovelamento. Além disso, Nielsen e colaboradores (2007)
encontraram que o peptideo da mesma familia, ocelatina-F1, também presente na
secrecdo de L. labyrinthicus, adota 53 % de conformac&o em a-hélice na presenca
de TFE 50 %. A ocelatina-F1 apresenta 68 % de similaridade com o peptideo
G160CP1, sendo a maioria das substituicdes, conservativas (Quadro 2, a).

Uma série de caracteristicas, tais como carga liquida, hidrofobicidade,
anfifilicidade e composicdo da membrana sao importantes tanto para a atividade
citolitica, quanto para a seletividade dos PAMs (YEAMAN; YOUNT, 2003). A eficacia
de um determinado peptideo depende em grande parte de como esse conjunto de
fatores conferem vantagens Unicas a molécula frente a um determinado organismo.

A amidacdo C-terminal presente no peptideo G160CP1 é uma modificacao
pos-traducional importante em muitos PAMs, jA que incrementa a carga liquida da
molécula e favorece a formacdo de a-hélice ao promover uma ponte de hidrogénio
adicional que permite estabilizar a hélice (WHITE; WIMLEY, 1999).
Essa caracteristica € importante também para o incremento da carga liquida e a
reducdo da susceptibilidade a carboxipeptidases (SHALEV; MOR; KUSTANOVICH,

2002). Um estudo de Mor e Nicolas (1994) demonstrou que a amidacao de
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fragmentos da dermaseptina-S1 produz melhorias no potencial antimicrobiano

desses polipeptideos.

Quadro 2 — Alinhamento multiplo dos peptideos da familia das ocelatinas.

a)
10 20
G160CP1 GLLDTLKGAAKNVVGGLASKVMEKL 25
Ocellatin-F1 GVVDILKGAAKDIAGHLASKVMNKL 25
*: :* ******: - _* ******:**
b)
10 20
Ocellatin-2 GVLDIFKDAAKQILAHAAEQI---- 21
Ocellatin-3 GVLDILKNAAKNILAHAAEQI---- 21
Ocellatin-F1 GVVDILKGAAKDIAGHLASKVMNKL 25
Ocellatin-K1 GVVDILKGAAKDLAGHLASKVMNKI 25
Ocellatin-L1 GVVDILKGAAKDLAGHLATKVMNKL 25
Ocellatin-L2 GVVDILKGAAKDLAGHLATKVMDKL 25
Ocellatin-S1 GVLDILKGAAKDLAGHVATKVINKI 25
G160CP1 GLLDTLKGAAKNVVGGLASKVMEKL 25
Ocellatin-P1 GLLDTLKGAAKNVVGSLASKVMEKL 25
Ocellatin-5* GLLDFLKAAGKGLVTNL---————- 17
Ocellatin-6 AVLDFIKAAGKGLVTNIMEKVG--- 22
Ocellatin-5** AVLDILKDVGKGLLSHFMEKV---- 21
Ocellatin-V1 GVVDILKGAGKDLLAHALSKLSEKY 25
Ocellatin-V3 GVLDILTGAGKDLLAHALSKLSEKVY 25
Ocellatin-V2 GVLDILKGAGKDLLAHALSKISEKY 25
Ocellatin-1 GVVDILKGAGKDLLAHLVGKISEKY 25
Ocellatin-4 GLLDFVTGVGKDIFAQLIKQI---- 21
- - * -
Consenso GVLD I LKGAAKDLL+HLASKVMEKL

a) Alinhamento entre os peptideos G160CP1 e ocelatina-F1. b) Alinhamento multiplo
do peptideo G160CP1 com as outras ocelatinas reportadas na literatura e na base de dados
Uniprot. As cores dos residuos de aminoacidos representam suas propriedades
fisico-quimicas: laranja = apolar; verde = polar sem carga; rosa = bésico; azul = acido.
Substituicdes conservativas e semi-conservativas estdo assinaladas com (1) e ()
respectivamente. *The Uniprot Consortium (2012). **Leite et al. (2010).

O alinhamento de sequéncias de peptideos da familia das ocelatinas permite
observar que o peptideo G160CP1 possui bastante similaridade com as outras
ocelatinas previamente isoladas de anuros do género Leptodactylus e que, em sua
maioria, possuem atividade antimicrobiana. Pela andlise do multialinhamento é
possivel observar uma regido amino-terminal bastante conservada, com residuos
idénticos nas posicoes 4 (Asp) e 11 (Lys), além de trés substituicdes conservativas
nas posicoes 2, 3 e 13, e cinco substituicbes semiconservativas nas posic¢oes 1, 6, 7,
9 e 10 (Quadro 2, b). A conservagdo das caracteristicas desses residuos parece
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entdo ter sido favorecida evolutivamente nas espécies do género Leptodactylus, em
virtude das vantagens que esses peptideos trazem a sobrevivéncia desses animais.
O peptideo G160CP1 apresenta varias propriedades em sua estrutura
primaria que podem favorecer a atividade antimicrobiana. A presenca e abundancia
relativa de determinados aminoacidos é decisiva para a carga liquida, a
hidrofobicidade e a estrutura tridimensional do peptideo. Ao analisar-se a
composicdo da G160CP1 (Tabela 6) é possivel observar a presenca de varios
residuos que poderiam favorecer sua interacdo com membranas bacterianas.
Analises deste tipo indicam que os a-AMPs possuem aproximadamente 50 % de
residuos polares e 50 % de residuos apolares (TOSSI; SANDRI; GIANGASPERO,
2000). A composicao do peptideo G160CP1 mostra distribuicdo semelhante, com
48 % de residuos hidrofébicos e 52 % de residuos polares. Tal peptideo apresenta
também quatro residuos de lisina que favorecem o carater catidbnico da molécula.
Residuos anidnicos acostumam ser escassos nos PAMs formadores de a-hélice,
mas, quando presentes, encontram-se a trés ou quatro posi¢cdes com relacdo aos
residuos catiénicos (DENNISON et al., 2005; DENNISON, 2004; PARK et al., 1997).
Na estrutura do analogo G160CP1 essa caracteristica pode ser evidenciada nas
posicdes Asp’~Lys’ e Lys?*>~Glu?®. Apesar de reduzir a carga liquida da molécula, a
presenca desses dois residuos acidos (Asp? e Glu®), poderia ajudar a estabilizar a
hélice pela formacao de pontes salinas, ao permitir a interagdo com os residuos de
lisina positivamente carregados, como sugerem Betts e Russell (2003). Por outro
lado, é conhecido que residuos como lisina, leucina e alanina (também abundantes
em G160CP1) estabilizam ou promovem a formacédo da a-hélice (DENNISON, 2004;
ROLLINS-SMITH et al., 2005). Finalmente, o aminoacido glicina, que também é
abundante em muitos PAMs formadores de a-hélice, apresenta-se em alta
frequéncia no peptideo G160CP1 (com a presenca de quatro residuos ou 16 %).
Este residuo € bastante comum na posicdo 1 e aparentemente confere resisténcia
as aminopeptidases. Alem disso, a glicina parece ter importancia na terminacao da
hélice ou em regibes de dobradica (TOSSI; SANDRI; GIANGASPERO, 2000). Um
estudo realizado com o peptideo ranatuerin-1 demonstrou que a substituicdo de
glicina na regido central da molécula promoveu a formacdo de a-hélice, mas
suprimiu a atividade antimicrobiana (SONNEVEND et al.,, 2004). No entanto, a
substituicdo de Ser'® > Gly, que diferencia a G160CP1 da ocelatina-P1, parece néo

afetar a atividade dessa molécula, visto que as CIMs para iguais cepas bacterianas,
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assim como, a atividade hemolitica foram muito similares, quando comparados 0s
dados deste trabalho com os dados de Libério (2008) (Tabela 4).

Tabela 6 — Composicéo de aminoacidos do peptideo G160CP1.

AMINOACIDOS FREQUENCIA FREQUENCIA

ABSOLUTA RELATIVA (%)
Ala 3 12
Asn 1 4
Asp 1 4
Glu 1 4
Gly 4 16
Leu 5 20
Lys 4 16
Met 1 4
Ser 1 4
Thr 1 4
Val 3 12

Laranja = apolar; verde = polar sem carga; rosa = basico; azul = acido.

Duas caracteristicas importantes na atividade dos PAMs formadores de
a-hélice sdo a hidrofobicidade e a anfifilicidade. Estas propriedades acostumam ser
analisadas através da hidrofobicidade média <H> e o momento hidrofobico médio
<uH> (EISENBERG; WEISS; TERWILLIGER, 1982; PHOENIX et al., 2002). Varios
estudos permitiram determinar uma correlacdo negativa entre essas duas
caracteristicas e sugeriram que deve existir um equilibrio apropriado para a
efetividade e especificidade desses peptideos ao interagirem com as membranas
biolégicas (DENNISON, 2004; HARRIS, 2000; WALLACE; HARRIS; PHOENIX,
2003). A anfifilicidade em peptideos formadores de a-hélice manifesta-se, na
estrutura priméria, pela presenca de grupos de dois ou trés residuos hidrofobicos,
alternados com padrdes similares de residuos polares (DENNISON et al., 2005).
Esse modelo pode ser observado, ndo apenas na G160CP1, mas também nas
outras ocelatinas (Quadro 2, b). A andlise detalhada desses peptideos nos permite
inferir que devido as similaridades estruturais, varios desses peptideos poderiam
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exercer sua atividade através da adocédo de estruturas em a-hélice como foi sugerido
por outros autores (CONLON et al., 2006; KING et al., 2005a; KING et al., 2008;
ROLLINS-SMITH et al., 2005), pois de acordo com French e Robson (1983), as
pressbes evolutivas favorecem a conservacdo dos elementos de estrutura
secundaria.

Foi sugerido que, além das membranas bacterianas, os PAMs podem interagir
com a superficie dos eritrécitos ao se ligarem a residuos de acido sialico presentes
em glicoproteinas ou glicoesfingolipidios que fazem parte do glicocalix
(BLONDELLE; LOHNER; AGUILAR, 1999). No entanto, os resultados dos ensaios
de toxicidade em células sanguineas sugerem que o peptideo G160CP1 ndo afeta a
integridade dos eritrécitos nas concentracfes testadas, visto que nao foi detectada
hemolise mesmo em 128 uM (concentracdo maxima avaliada). A insercdo dos PAMs
na bicamada lipidica dos eritrocitos parece depender da sua habilidade para
ultrapassar a barreira de carboidratos do glicocalix (BLONDELLE; LOHNER;
AGUILAR, 1999). Porém, o fato de que a maioria dos PAMs catiénicos possui baixa
afinidade pelas membranas “zwitteribnicas” pode dificultar a liberacdo do peptideo
do glicocalix para a membrana fosfolipidica (PAPO; SHAI, 2003).

Da mesma forma, o peptideo G160CP1 parece ndo afetar a integridade das
plaguetas nem das células brancas (neutréfilos, linfocitos, mondcitos, eosindfilos e
basdfilos, Figura 11). Embora tenha sido observada uma leve diminuicdo no niumero
de neutrofilos apés a incubacdo do sangue com o peptideo G160CP1, essa
diferenca foi observada apenas nos primeiros 30 min, sendo que apo6s 90 e 180 min
ndo houve diferengas significativas no niamero de células contadas. Portanto, tais
observacdes indicam que a populacdo de neutrofilos ndo foi realmente prejudicada
pela presenca do peptideo de interesse.

A conformagdo em a-hélice e a anfifilicidade s&o consideradas importantes
para a atividade contra bactérias Gram-positivas, bem como para a atividade
hemolitica (DATHE et al., 1997; GIANGASPERO; SANDRI; TOSSI, 2001). Uma
projecdo realizada pelo método de Schiffer e Edmundson (1967) mostra que o
peptideo G160CP1 possui uma boa distribuicdo anfifilica nos primeiros 19 residuos.
No entanto, a distribuicdo de residuos polares e apolares apresenta-se mais
dispersa nos ultimos seis residuos de aminoacidos (Figura 12). Portanto, essa falta
de uma estrutura anfifilica bem definida poderia explicar a baixa efetividade contra

células Gram-positvas, assim como a falta de atividade hemolitica desse peptideo.
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Figura 12 — Projecdo em roda helicoidal do peptideo G160CPL1.
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Em sintese, os resultados do presente estudo demonstram que o peptideo
G160CP1 é um bom candidato para o desenvolvimento de novos farmacos com
aplicacdo no tratamento de doencas infecciosas causadas por bactérias
gram-negativas.

A producéo de peptideos € um processo custoso para a industria (HANCOCK;
SAHL, 2006). Portanto, a modificacdo sistematica da estrutura deste peptideo
poderia ainda permitir o melhoramento de sua atividade antimicrobiana, sem
alteracdo de seus efeitos sobre as células de mamiferos. No entanto, essas
hipoteses precisam ser comprovadas a fim de se avancar no conhecimento do

potencial farmacéutico deste peptideo.
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7. CONCLUSOES

O estudo da secregcao cutanea de Leptodactylus labyrinthicus permitiu a
identificacdo e purificacdo do peptideo inédito G160CP1. Tal peptideo mostrou-se
ser um andalogo da ocelatina-P1, previamente isolado das secre¢Bes cutdneas dos
anuros L. pentadactylus e L. labyrinthicus.

Os resultados demostram que este peptideo tem funcédo antimicrobiana e que
aparentemente € mais efetivo contra bactérias Gram-negativas, possuindo atividade
consideravel contra cepas de Escherichia coli e Klebsiella pneumoniae; embora
apresente atividade, porém fraca, contra uma cepa da bactéria Gram-positiva
Staphylococcus epidermidis.

Analises estruturais do peptideo G160CP1 permitem sugerir que as
caracteristicas fisico-quimicas decorrentes de sua estrutura primaria, como a
presenca e disposi¢cdo de determinados residuos de aminoé&cidos e a existéncia de
amidacao na porcéo C-terminal favorecem a formacédo de uma estrutura em a-hélice
parcialmente anfifilica ao interagir com membranas bioldgicas.

Finalmente o peptideo G160CP1 demonstrou baixa toxicidade sobre células
sanguineas humanas, indicando sua possivel aplicacdo no tratamento de doencas

infecciosas causadas por bactérias Gram-negativas.
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