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RESUMO

Anfibios da ordem Urodela, salamandras e tritbes, compreendem uma rica
fonte de moléculas com propriedades bioativas, especialmente aquelas
isoladas da secrecédo excretada na pele, com propriedades antimicrobiana,
antioxidante, vasoativa, de modulacéo do sistema imunologico, entre outros.
Em 2020 iniciou-se a pandemia da doengca COVID-19, causada pelo virus
sindrome respiratéria aguda grave coronavirus 2 (SARS-Cov-2), que
acarretou em milhares de mortes. O que ressaltou a importancia dos estudos
de substancias para producdo drogas terapéuticas e profilaticas.
Considerando isso, esse trabalho teve por objetivo realizar uma revisao de
literatura a respeito das moléculas provenientes de urodelos, com énfase em
suas atividades bioldgicas e sintetizar e avaliar a atividade anti-SARS-Cov-2
de um peptideo identificado no transcriptoma da salamandra-de-fogo
(Salamandra salamandra). A literatura apresenta diversas classes de
moléculas de urodelos, em especial peptideos e alcaloides. Os quais
apresentam principalmente propriedades antibacterianas. O peptideo
identificado e sintetizado, defensina SS-1, pertence a classe das defensinas
e 0 experimento in silico de docking molecular 3D realizado entre o complexo
enzima-ligante com Spike/ECA2 e o ligante peptidico demonstram sua
interagdo com o sitio de ligagdo ativo. Embora estudos adicionais sejam
necessarios, o impacto preliminar da defensina SS1 avaliada in silico ilustrou
seu potencial como molécula promissora para 0 desenvolvimento de

medicamentos no tratamento da doencga de COVID-19.

Palavras-chave: Defensina; Peptideos; Salamandra salamandra; SARS-

Cov-2; Urodelos;



ABSTRACT

Amphibians of the Urodela order, salamanders and newts, comprise a rich
source of molecules with bioactive properties, especially those isolated from
the secretion excreted in the skin, with antimicrobial, antioxidant, vasoactive
properties, modulating the immune system, among others. In 2020, the
COVID-19 disease pandemic began, caused by the severe acute respiratory
syndrome virus coronavirus 2 (SARS-Cov-2), which resulted in thousands of
deaths. This highlighted the importance of studies of new substances to guide
the production of therapeutic and prophylactic drugs for infectious diseases.
Considering this, this work aimed to carry out a literature review regarding
molecules from urodels, with emphasis on their biological activities and to
synthesize and evaluate the anti-SARS-Cov-2 activity of a peptide identified in
the transcriptome of the fire salamander (Salamander salamander). The
literature presents several classes of urodelar molecules, especially peptides
and alkaloids. The identified and synthesized peptide, defensin SS-1, belongs
to the class of defensins and the in silico 3D molecular dynamics experiment
performed between the enzyme-linker complex with Spike WT RBD/hACE2
and the peptide linker demonstrate its interaction with the binding site active.
Although further studies are needed, the preliminary impact of SS1 defensin
evaluated in silico in assay illustrated its potential as a promising molecule for

drug development in the treatment of COVID-19 disease.

Keywords: Defensin; Peptides; Salamander salamander; SARS-CoV-2,

Urodeles;
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1. INTRODUCAO

A compreensdo da biodiversidade da Terra é importante para a
descricdo da diversidade genética e prospeccdo de moléculas bioativas de
diversos organismos (Cancelarich, Wilke et al. 2020). Essas moléculas
possuem aplicagdo principalmente no desenvolvimento de novos
medicamentos (Afolabi, Saeed et al. 2018). Os anfibios também tém
compreendido uma rica fonte desses compostos (Tempone, Melhem et al.
2007).

Os anfibios constituem a classe de animais vertebrados Amphilia que se
subdivide em trés ordens: Anura, que agrupa ras e sapos, Gymnophiona ou
Apoda, englobando as cecilias, e Caudata ou Urodela, a qual salamandras e
tritdes pertencem (Xiao, Liu et al. 2011). A ordem Urodela abrange 10 familias,
sendo a maior Plethodontidae, com 70% dos membros de toda a ordem. A
caracteristica anatdmica unificadora desses anfibios € a presenca de cauda
(Wake and Dresner 1967). Sua distribuicdo atual é limitada as regides do
hemisfério norte das Américas do Norte e Central, Europa, Asia e norte da
Africa, com ocorréncia de poucas espécies abaixo do equador na América do
Sul (Baitchman and Herman 2015).

Na pele dos anfibios existem dois tipos de glandulas - mucosas e
granulares. As glandulas granulares sdo responsaveis pela sintese de
compostos quimicos que desemprenham a funcdo de protecdo contra
predadores e infec¢des causadas por microorganismos (Clarke 1997). Sabe-
se que a secrecao excretada na pele desempenha diversas fungdes, como de
defesa contra predadores, realizacdo de comunicacao intraespecifica através
dos feromdnios e ainda de protecdo contra infec¢cdes por microorganismos
(Bucciarelli, Green et al. 2016).

Diversas moléculas bioativas tem sido isoladas da secrecao da pele de
espécies de anfibios ordem Urodela. Os alcaloides obtidos a partir da

secrecdo dérmica da Salamandra maculosa apresentaram uma atividade
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contra bactérias e fungos (Preusser, Habermehl et al. 1975). Também na
secrecdo dérmica da salamandra Plethodon cinerius (P.cinereus) foi
observada a presenca de acidos graxos com atividade contra bactérias Gram-
positivas (Rickrode, Mueller et al. 1986). O CCK-TV é uma colecistocina,
identificado a partir da pele da salamandra Tylototriton verrucosus que
mostrou potencial de inducdo da contracdo de musculo estriado liso (Jiang,
Hakim et al. 2015).

Além desses compostos, também foram encontrados em salamandras e
tritbes peptideos, principalmente com acdo antimicrobiana. A mistura de
peptideos isolada da pele de Ambystoma tigrinum, mostrou capacidade de
inibir o crescimento de bactérias (Sheafor, Davidson et al. 2008). O peptideo
F15 obtido da pele da P.cinereus foi capaz de reduzir a sobrevivéncia do
Staphylococcus aureus (Fredericks and Dankert 2000). Andricina 01, peptideo
isolado da secrecdo da pele da salamandra gigante chinesa Andrias
davidianus, apresentou atividade contra bactérias Gram-negativas e Gram-
positivas (Pei and Jiang 2017). CFBD-1, um peptideo da classe das
defensinas, foi isolado da secrecdo dérmica da Cynops fudingens. Essa
defensina apresentou-se ativa principalmente contra a bactéria Gram-positiva

S. aureus (Meng, Yang et al. 2013).

Os peptideos antimicrobianos (PAMs) constituem uma classe moléculas
compostas encontradas em diversos organismos e fazem parte de seus
sistemas imune inato (Jenssen, Hamill et al. 2006). Em geral, possuem
tamanho pequeno e carga residual positiva, por isso interagem facilmente com
a membrana de microorganismos (Mookherjee and Hancock 2007, Nguyen,
Haney et al. 2011). Ademais, sua estrutura contém partes tanto hidrofébicas
quanto hidrofilicas, o que favorece sua interagcdo em ambiente tanto aquosos
como de natureza hidrofébica ou lipidica, como das membranas celulares
(Yamasaki and Gallo 2008, Nguyen, Haney et al. 2011).

As defensinas sdo uma familia de PAMs, em geral sdo formadas por 18

a 45 residuos de aminoacidos e estao classificados em trés grupos: a-
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defensinas, B-defensinas e 8-defensinas de acordo com o local da ligagéo
dissulfeto (Zhao and Lu 2014, Gao, Wu et al. 2017). Essas moléculas estédo
presentes em diversos organismos e desempenham funcdes importantes no

sistema imune inato contra infecgdes microbianas (Lehrer and Lu 2012).

Salamandra salamandra, popularmente conhecida como salamandra-
de-fogo, € uma espécie de anfibio que pertence a ordem Urodela e é
encontrada nas regides sul e central da Europa (Manenti, Ficetola et al. 2009).
Assim como nos demais anfibios, a secrecdo da pele desses animais é
composta por diversos componentes como alcaloides, peptideos, aminas
biogénicas, proteinas e esteroides (Luddecke, Schulz et al. 2018). Um estudo
com a secrecao cutanea da S. salamandra revelou a presenca de um peptideo

com potencial antioxidante, o salamandrina-I (Placido, Bueno et al. 2020).

Em marco de 2020 a doencga viral COVID-19, que afeta principalmente
o trato respiratério, foi declarada pandémica pela Organizacdo Mundial de
Saude (Singhal 2020, Velavan and Meyer 2020). O sindrome respiratoria
aguda grave coronavirus 2 (SARS-Cov-2) € o0 agente etiol6gico dessa doenca
(Jean, Lee et al. 2020). E um virus de RNA de fita simples, envelopado, senso
positivo e tem por mecanismo de entrada na célula hospedeira a ligacdo a
enzima conversora de angiotensina 2 (ECA2) presente na superficie das
células, em especial do pulmé&o e intestino (Mahmoud, Jarrar et al. 2020, Zhu,
Yu et al. 2020). O principal meio de transmissdo é através do contato com
goticulas aerossolizadas, apesar de que outras vias de transmissao, como
contato direto, terem sido relatadas (Holshue, DeBolt et al. 2020). A pandemia
causada por SARS-CoV-2 foi responsavel por um grave problema de salde,
afetando a economia global, o que mostra a urgéncia de desenvolvimento de

novos farmacos contra doencas infecciosas (Zhu, Yu et al. 2020).
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2. JUSTIFICATIVA

A pandemia da doenca infecciosa coronavirus-19 (COVID-19)
compreende um importante problema de saude publica e que acarretou em
diversos impactos a nivel global, inclusive econdmicos. De acordo com
Organiza¢do Mundial de Saude, até margo de 2023 estima-se 759 milhdes de
casos e 6,8 milhdes de mortes decorrentes dessa doenca em todo o mundo.
O Brasil foi um dos paises mais severamente afetado pela pandemia de
COVID-19, sendo relatado quase 200.000 mortes por COVID-19 apenas em
2020 (Sansone, Nathalia et al. 2022). Estudos demonstraram que a
mortalidade é maior na populagdo idosa e que outros fatores, como certas
comorbidades, influenciam na severidade da doenca (Salian, Wright et al.
2021). Diversas vacinas foram desenvolvidas, no entanto, ainda ha casos e
mortes da doenca relatados, o que evidencia a necessidade de uma terapia
direcionada disponivel.

Moléculas de origem de anfibios vem sendo exploradas pela
comunidade cientifica como modelos para o desenho de novas drogas devido
a sua baixa toxicidade. Pesquisas demonstram que PAMs apresentam uma
importante capacidade antiviral, em especial as defensinas. Além disso,
quanto aos urodelos, existem poucos estudos voltados para a elucidagéao de
suas moléculas e atividades bioldgicas, o que ressalta a importancia da
exploracdo dessa area. Portanto, o estudo de moléculas oriundas da espécie
Salamandra salamandra (ordem Urodela) e avaliacdo de suas atividades
biolégicas € uma alternativa promissora para o desenvolvimento de

medicacdes antivirais.
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3. OBJETIVOS

3.1. Objetivo geral

Identificacdo de peptideo antimicrobiano através do transcriptoma da
espécie Salamandra salamandra e avaliacdo da sua atividade antiviral contra
0 virus SARS-CoV-2.

3.2. Objetivos especificos

3.2.1. Identificar, reunir e analisar as principais publicacdes sobre
as moléculas bioativas identificadas em anfibios da Ordem

Urodela e suas atividades biolégicas;

3.2.2. Identificacdo de peptideo antimicrobiano através do
transcriptoma da espécie Salamandra salamandra;

3.2.3. Sintese em fase sélida do peptideo previamente identificado;

3.2.4. Purificagdo do peptideo por Cromatografia Liquida de Alta
Eficiéncia,;

3.2.5. Avaliacdo da interacdo entre a proteina S do virus SARS-
CoV-2 e o peptideo in silico;

3.2.6. Avaliagdo in vitro da atividade antiviral contra SARS-CoV-2
em células Vero-E6 (ATCC® CRL-1586™).

18



4. CAPITULO 1 - REFERENCIAL TEORICO

4.1. Salamandra-de-fogo

Salamandra salamandra (Linnaeus, 1758), popularmente conhecida por
salamandra-de-fogo, € uma espécie de anfibio que pertence a ordem Urodela
e ocorre principalmente nas regides sul e central da Europa (Manenti, Ficetola
et al. 2009). Encontra-se amplamente distribuida nos ecossistemas florestais
folnosos dessas éareas (Bani, Pisa et al. 2015) e possui uma pele fina,
glandular e vascularizada que fornece um importante érgao respiratério que
funciona bem em ambientes aquaticos e terrestres (Feder and Burggren
1992).

Em geral o aspecto da pele desses animais é liso e brilhante apresentando
uma coloracdo de fundo negro, com manchas e linhas amarelas, ou uma
combinacdo de ambas, sendo variavel entre as subespécies (Figura 1). O
tamanho e a forma das manchas amarelas no corpo sofrem mudangcas com o
tempo. O fundo também pode ser marrom escuro e pode apresentar manchas
de cor vermelha ou vinho (Beukema, Nicieza et al. 2016). Acredita-se que a
coloracéo esteja diretamente relacionada a toxicidade dos animais, sendo um
importante aliado antipredador, considerada uma forma de aposematismo
(Laciak 2022).

Figura 1 - Espécimes adultos de Salamandra salamandra. Foto: Peter
Eaton.
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Na pele desses animais existem dois tipos de glandulas - mucosas e
granulares (Clarke 1997). As glandulas granulares sdo responsaveis pela
producdo de uma secrecdo que apresenta em sua composicao alcaloides,
peptideos bioativos, aminas biogénicas, proteinas e esteroides (Luddecke,
Schulz et al. 2018). Esses compostos possuem diversas funcdes, como
protecdo contra predadores, liberacdo de feromdnios e um importante papel
de defesa contra infeccOes bacterianas e fungicas na epiderme desse animal
(Gomes, Giri B Fau - Saha et al. , Mebs and Pogoda 2005, Bucciarelli, Green
et al. 2016).

4.2. Peptideos bioativos

Peptideos bioativos (PBs) compreendem um grupo de moléculas que
desempenham importantes funcfes nas células e podem ser encontrados em
formatos simples ou atrelados a estrutura de proteinas (Daliri, Oh et al. 2017,
Akbarian, Khani et al. 2022). S&o classificados em dois tipos: enddgenos,
produzidos por células e glandulas do préprio organismo, e exdgenos, 0S
adquiridos de diversas fontes, como alimentos e medicamentos (Lorenzo,
Munekata et al. 2018).

Desde a sintese da insulina, em 1921, os PBs sdo largamente estudados
e utilizados nas induastrias alimenticia, téxtil, de biocombustiveis e
principalmente na farmacéutica, como alternativa terapéutica, pois
apresentam diversas atividades biologicas e, atualmente had mais de 80
farmacos peptidicos desenvolvidos e aprovados (Mathieu, Gillard et al. 2017,
Wang, Wang et al. 2022).

As drogas peptidicas apresentam vantagens em relagdo as convencionais:
tém atividades mais especializadas no tecido alvo e, portanto, apresentam
menos efeito toxico; sdo eficazes em baixas concentracdes; ndo se acumulam
nos organismos e sao facilmente excretados e destruidos, o que proporciona
a eliminagdo adequada ap0s o uso (Akbarian 2021, Akbarian, Khani et al.
2022).
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Anfibios sdo uma rica fonte natural de peptideos com uma gama de
atividades, tais como antibacterianas, antivirais, cicatrizantes, antidiabéticas,
analgésicas e anticancerigenas (Depta, Matkowska et al. 2022). Dentre os
anfibios ha os urodelos, dos quais diversas moléculas ja foram identificados,
em especial da secrecdo excretada de sua pele (Placido, Bueno et al. 2020).

Os PAMSs, constituem uma classe de moléculas encontradas em diversas
espécies de organismos (Lau e Dunn 2018). Em geral, apresentam tamanho
pequeno e carga residual positiva o que lhe confere uma forte interacdo com
a membrana de microorganismos (Mookherjee e Hancock 2007, Nguyen,
Haney et al. 2011). Assim, a membrana celular € o principal alvo dessas
moléculas (Yeaman e Yount 2003).

PAMs possuem diversas atividades, mas destacam-se como agente
antimicrobiano, com a¢do em bactérias Gram-negativas e positivas, fungos,
virus e parasitas (Agrawal, Bhalla et al. 2018). Além dessas também ja foram
descritas acbes como de imunomodulacdo, atuando como regulador do
sistema imune (Molhoek, van Dijk et al. 2011), de neutralizagdo de
endotoxinas, acao cicatrizante e de promogéao de angiogénese (Molhoek, van
Dijk et al. 2011). PAMs tém sido identificados em diversos anfibios, como as
salamandras e tritdes da Ordem Urodela, em especial obtidos a partir da

secrecao excretada na pele (Pereira, Crother et al. 2018).

Em decorréncia da baixa capacidade dos microrganismos realizarem
mutagbes que alterem os componentes de sua membrana e por essa
estrutura da célula ser o principal alvo dos PAMs, além da variabilidade de
epitopos presentes nos PAMs, o que dificulta seu reconhecimento, o
desenvolvimento de resisténcia dos microrganismos a essas moléculas é
considerado atipico (Yeaman e Yount 2003, Shen, He et al. 2018). Diante
disso, os PAMs tém sido vistos como uma alternativa para o desenvolvimento

de novas farmacos (Nicola, Albuquerque et al. 2019).

Vérios trabalhos ja relataram a agdo de PAMs em evitar a internalizacao

de virus nas células ligando a receptores celulares usados como ponto de
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ancoragem inicial (Jenssen e Hancock, 2009; Currie et al., 2013). Um grupo
de PAMs bastante estudados quanto a sua acao antiviral é o das defensinas.
De modo geral, sdo peptideos pequenos com acao contra uma ampla gama
de microrganismos podendo ser classificados em duas subfamilias, a-
defensinas, B-defensinas e 6-defensinas (Oppenheim et al., 2003; Park et al.,
2018). Ja foi relatado que esse peptideo consegue se ligar a receptores de
membrana usados por virus, como € o caso do sulfato de heparana que sao
receptores primarios do herpes virus (Hazrati et al., 2006). Sabe-se também
que esses peptideos se ligam a receptores CD4 que sdo importantes na

internalizagao celular por HIV (Demirkhanyan et al., 2012).

A Lactoferrina (LF) é um PAM com um amplo espectro de atividade
antimicrobiana e de acordo com (Elnagdy e Alkhazindar, 2020), esse peptideo
pode ser considerado um agente terapéutico contra COVID-19 em potencial.
Foi demonstrado que a LF impede a infeccdo por pseudovirus SARS
bloqgueando proteoglicanos de sulfato de heparano na membrana que
funcionam como pontos de ancoragem fracos para o virus sugerindo, assim,
gue esse peptideo pode desempenhar um papel importante em uma infeccao
por SARS-Cov (Lang et al., 2011).

4.3. Defensinas

As defensinas constituem uma classe de pequenos peptideos
cationicos, ricos em folhas beta e estruturados por trés pontes dissulfeto.
Constituem um componente antigo altamente conservada do sistema imune
inato (Lehrer e Lu 2012). Em animais vertebrados é possivel identificar trés
tipos de defensinas, que se diferenciam pelo local de ocorréncia dessas
pontes: a-defensinas, B-defensinas e 6-defensinas (Tecle, Tripathi et al.
2010). Das quais as B-defensinas representam o maior grupo de moléculas
identificadas nos vertebrados e as do tipo 8 estdo restritas a macacos do

Velho Mundo (Familia Cercopithecidae) (Diamond, Kaiser et al. 2000).
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A maioria das defensinas apresenta atividade antimicrobiana de amplo
espectro, bem como fun¢cdes imunomoduladoras (Dale, Kimball et al. 2001).
Em humanos, os neutrofilos e as células de Paneth (células do intestino
delgado) séo responsaveis pela secregado das a-defensinas e B-defensinas
que sao expressas por células epiteliais de todo o corpo, em resposta a

patdgenos (Gehrke, Lausmann et al. 2018, Koeninger, Armbruster et al. 2020).

Essas moléculas séo liberadas em locais de infeccdo, onde promovem
o recrutamento de células do sistema imune, assim acarretando em uma acao
ampliada da resposta imunolégica (Droin, Hendra et al. 2009). Além disso,
elas se ligam a componentes de carga negativa da membrana bacteriana,
como lipopolissacarideos, é&cido teicoico, e fosfatidilglicerol das bactérias
(Kerenga, McKenna et al. 2019). Uma vez atrelados a membrana podem
causar sua ruptura ou despolarizacéo, que provoca interrupcao da sintese de
DNA, RNA e proteina impedindo a respiracdo, levando a morte desses
microorganismos (Wong, Xia et al. 2007). Esses peptideos também podem se
se organizar em redes fibrosas emaranhadas e aprisionar patégenos

microbianos, bloqueando a invaséo (Fan, Li et al. 2020).

A acdo antiviral das defensinas também é permitida pela sua capacidade
de ligar-se a particulas virais: interagem com as bicamadas lipidicas, devido
a presenca de fosfolipidios carregados negativamente, podem fazer ligacao
com glicoproteinas e glicolipideos e também s&o capazes de se envolver em
interagdes proteina-proteina ou proteina-DNA (Wilson, Wiens et al. 2013).
Essas interacdes sdo permitidas pois as defensinas sdo moléculas catibnicas
e anfipaticas, devido a sua oligomerizagado, em especial para a-defensinas, e
a estabilidade conformacional promovida pelas ligagGes dissulfeto de suas

estruturas (Smith, Silvestry et al. 2010).

Niveis elevados de defensinas sdo detectados em diversas doencas
pulmonares inflamatérias, incluindo sindrome do desconforto respiratorio
agudo, fibrose cistica, bronquiolite, fibrose pulmonar idiopatica e em doencas

infecciosas (van Wetering, Sterk et al. 1999). O que corrobora o papel dessas
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moléculas na defesa contra essas doencas. Diversos trabalhos tém
demonstrado PAMs como alternativa terapéutica promissora para a doenca

COVID-19, incluindo as defensinas (Ferreira, Santos et al. 2021).

4.4. Doencga COVID-19

Recentemente, a doenca do coronavirus 2019 (COVID-19), de
caracteristicas principalmente respiratorias, surgiu na China e tornou-se
pandémica em 2020 causando um grave problema de saude global com
consequéncias devastadoras (Sawadogo, Tsegaye et al. 2022). Essa
pandemia acarretou em 6.755.786 mortes até janeiro de 2023 (Worldometer,
2023). O agente etiolégico da COVID-19 € o sindrome respiratoria aguda
grave coronavirus 2 (SARS-CoV-2), um virus de RNA de fita simples que
pertence ao género Coronavirus e familia Coronaviridae (Filchakova, Dossym
et al. 2022, Montani, Savale et al. 2022).

A transmissdo da COVID-19 ocorre por contato com um individuo
infectado que produz goticulas respiratdrias ao tossir ou espirrar. Essa doenca
pode variar entre um quadro leve até casos mais graves (Salian, Wright et al.
2021). Os sintomas geralmente envolvem febre, tosse ndo produtiva, mialgia,
falta de ar, entre outros (Nehme, Braillard et al. 2021). Nos casos mais graves
de infeccdo pode ocorrer pneumonia, sindrome da pneumonia aguda grave,
insuficiéncia renal e morte (Freitas, Napimoga et al. 2020). Alguns fatores
estdo associados ao prognadstico ruim dessa doenca como a idade avancada,
sexo masculino e comorbidades como diabetes, hipertensdo, doenga renal
cronica, doencga respiratéria crébnica e doenca cardiovascular (Sepandi,
Taghdir et al. 2020).

O SARS-CoV-2 contém proteinas estruturais semelhantes a outros
coronavirus: as proteinas S (pico), E (envelope), (membrana) e N
(nucleocapsideo). A proteina S é responséavel pela ligagdo e entrada do
SARS-CoV-2 ao receptor da célula do hospedeiro, a enzima conversora de
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angiotensina 2 (ECA2) expressa nas células epiteliais alveolares tipo Il e
também nos tecidos extrapulmonares, como coracdo, rim, endotélio e
intestino. Estudos demonstraram que a proteina spike do SARS-Cov-2
apresenta grande afinidade a o receptor celular ECA-2. Apés a internalizacao
nas células do hospedeiro, 0s antigenos virais sdo apresentados por meio de
células apresentadoras de antigenos (APCs) para linfécitos T citotoxicos,
desencadeando uma resposta inflamatéria do organismo (Jackson, Farzan et
al. 2022).
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5. CAPITULO 2 - Artigo “O Arsenal de Moléculas Bioativas na
Secrecao da Pele de Anfibios Urodelos” publicado no periédico
Frontiers in Pharmacology. Fator de impacto: 5,988. ISSN: 1663-
9812. DOI: https://doi.org/10.3389/fphar.2021.810821

5.1. Resumo

Anfibios da Ordem Urodela (~768 spp.), salamandras e tritdes, sdo uma
rica fonte de moléculas com propriedades bioativas, especialmente
aquelas isoladas de suas secrecdes cutaneas. Estes incluem atributos
farmacolégicos, como atividades antimicrobianas, antioxidantes,
vasoativas, modulacdo do sistema imunolégico e cicatrizacdo de feridas
dérmicas. Considerando a alta demanda por novos compostos para guiar
a descoberta de novos farmacos para o tratamento de doencas
convencionais e novas, esta revisdo resume as caracteristicas de
moléculas identificadas na pele de anfibios urodelos. Descrevemos
peptideos e alcaloides derivados de urodelos, com énfase em suas
atividades biologicas, que podem ser considerados novos promissores
para a industria farmacéutica. Embora muito mais atencao tenha sido dada
aos anuros, as moléculas bioativas produzidas pelos urodelos tém
potencial para serem utilizadas para fins biotecnologicos e se apresentam

como alternativas viaveis para o desenvolvimento de agentes terapéuticos.

5.2. Introducéo

A pele dos anfibios exerce apresenta um amplo espectro de funcbes de

grande importancia para sua homeostase e interagdo com o ambiente.

Diferentes glandulas multicelulares da pele desses animais produzem

compostos que estdo envolvidos em seus processos vitais e mecanismos de
defesa (Clarke 1997, Heiss, Natchev et al. 2009).
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As glandulas mucosas produzem uma pelicula de muco escorregadio,
composta basicamente por mucopolissacarideos e mucoproteoglicanos, que
minimizam o atrito subaquatico e também tornam o animal escorregadio
auxiliando na protecéo contra predadores. Esse muco também contribui para
a prevencdo da perda de 4gua e a manutencdo de uma superficie Umida para
a realizacdo de troca de gases pela pele quando o animal sai da agua. As
glandulas granulares, classificadas em diferentes tipos de acordo com suas
caracteristicas histologicas, sdo responsaveis pela sintese de compostos,
como aminas, peptideos e alcalbides, que participam de varios mecanismos
de defesa contra potenciais agressores, desde grandes predadores a
microorganismos patogénicos (Bucciarelli, Green et al. 2016, Demori, Rashed
et al. 2019). No primeiro caso, 0s compostos podem irritar as mucosas, causar
sensacao desagradavel (por exemplo, dor ou desconforto), ou ainda ser
altamente toxicos e letais para seus agressores. No segundo caso,
substancias antimicrobianas, em associacdo com a microbiota comensal,
previnem a colonizacdo ou infeccdo por fungos, bactérias e virus (Brunetti,
Bunk et al. 2021).

As secrecdes cutaneas de anfibios tém sido historicamente utilizadas
como drogas etnofarmacéuticas em diversas culturas. Diversas pesquisas
sobre esse tépico foram acumuladas ao longo dos anos e muitas das
moléculas secretadas por anfibios foram isoladas e caracterizadas até o
momento. Verificou-se que esses compostos influenciam diferentes
processos nos sistemas vivos, atuando, por exemplo, como compostos
miotrépicos,  imunomoduladores,  antibiéticos,  anti-inflamatérios e
antioxidantes. Por esta razdo, a pele dos anfibios tem sido reconhecida como
um depoésito de moléculas bioativas com potencial farmacoldgico. Nesse
contexto, “bioatividade” refere-se a capacidade de uma molécula de exercer
um determinado efeito em um organismo que pode ser explorado para
aplicacbes biotecnoldgicas (por exemplo, inddstrias alimenticias ou
farmacéuticas), independentemente de sua funcéao original (evolutiva) em sua

fonte. Moléculas bioativas derivadas de anfibios atualmente se apresentam
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como possiveis substitutos para drogas convencionais ou como drogas
lideres para o desenvolvimento de agentes terapéuticos. Entre as ordens de
anfibios, muito mais atencéo tem sido dada aos anuros do que aos cecilias e

urodelos na pesquisa de moléculas bioativas.

A ordem Urodela compreende as salamandras e tritbes que atualmente
estdo distribuidas na América do Norte e Central, Europa, Asia e Norte da
Africa, com algumas espécies ocorrendo na América do Sul (Baitchman e
Herman 2015). A ordem é dividida nas subordens Salamandroidea e
Cryptobranchoidea (Anderson 2012, Jia e Gao 2016). Assim como 0S anuros,
as moléculas bioativas produzidas pelos urodelos tém potencial para serem
utilizadas para fins biotecnoldgicos, o que torna esse grupo de anfibios uma
alternativa promissora para o desenvolvimento de produtos com aplicacéo na
saude humana (Afolabi, Saeed et al. 2018). Nesta revisdo, apresentamos uma
breve avaliagdo das moléculas isoladas da pele de anfibios urodelos e uma
visdo geral de suas atividades bioldgicas, com énfase em peptideos e

alcaloides.

5.3. Alcaloides

Alcaloides foram isolados de organismos diversos filogeneticamente,
incluindo microrganismos (Casciaro, Calcaterra et al. 2019, Zhang, Morris-
Natschke et al. 2021), plantas (Lelario, De Maria et al. 2019, Petruczynik,
Plech et al. 2019) e animais (Dumbacher, Spande et al. 2000, Jones, Adams
et al. 2012, Santos, Melo Coutinho et al. 2012, Saporito, Donnelly et al. 2012,
Cushnie, Cushnie et al. 2014, Jeckel, Grant et al. 2015, Ligabue-Braun e
Carlini 2015, Knepper, Luddecke et al. 2019). Os alcaloides demonstraram
possuir importantes atividades biol6gicas, como um mecanismo de defesa
contra microorganismos e predadores (De Luca e Laflamme 2001, Zhang,
Morris-Natschke et al. 2021). Em geral, sédo derivados de fontes alimentares

desses animais (Macfoy, Danosus et al. 2005), mas certos alcaloides, como
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0s samandarinas das salamandras, sdo sintetizados a partir do colesterol
(Habermehl e Haaf 1968, Daly, Spande et al. 2005).

A busca por alcaloides em anfibios da ordem Urodela foi iniciada por
Zalesky em 1866, que isolou da secrecdo da salamandra-de-fogo
(Salamandra salamandra) um alcaloide denominado samandarina. Entéo,
Schopf e Habermehl descreveram uma série de alcaloides esteroides e
elucidaram suas configuracbes (Weitz e Wolfel 1962, Habermehl 1967,
Knepper, Luddecke et al. 2019). Até o momento, os alcaloides caracterizados
a partir da secrecao cutanea de salamandras de fogo incluem samanina (1),
samandinina (2), samandenona (3), samandarona (4), samandarina (5),
samandaridina (6), cicloneosamandiona (7), O-Acetil-samandarina (8) e
isocicloneosamandaridina (9) (Habermehl 1964, Habermehl 1967, Habermehl
1971, Daly, Spande et al. 2005), samanona (10) e 0-(S)-3-
hydroxybutanoylsamandarina (11) (Knepper, Luddecke et al. 2019) — Figura

‘-” : f A
Salamandra de fogo(foto: Peter Eaton)
( Salamandra salamandra)

samandarona (4)
0

|\

3 f l ; [ =0

HN O Xﬁ

SN
. . OH .
O-Acetil-samandarina (8)  jsocicloneosamandaridina (9) samanona (10)  O-(s)-3-hydroxybutanoylsamandarina (11)

Figura 2 - Alcaloides identificados na secrecéo cutanea da salamandra-
de-fogo (Salamandra salamandra).

(2): (Habermehl 1967, Habermehl e Haaf 1968, Habermehl e Preusser 1969,
Habermehl 1971); (2): (Habermehl e Vogel 1969); (3, 4, 5, 6 e 7): (Habermehl
1964, Habermehl 1967, Habermehl e Haaf 1968, Habermehl e Preusser 1969,
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Habermehl 1971); (8): (Habermehl 1964); (9): (Daly, Spande et al. 2005); (10,
11): (Knepper, Luddecke et al. 2019).

Um estudo de toxinas usando cromatografia gasosa/espectrometria de
massa confirmou a presenca de alcaloides esteroides samandarina e/ou
samandarona em todas as espécies de Salamandra, bem como em
representantes do grupo Lycia salamandra. Outros salamandridos, como
Calotriton, Euproctus, Lissotriton e Triturus, também apresentam baixas
concentracbes de samandarona (Vences, Sanchez et al.), 2014 o que
evidencia a disseminacéo de alcaloides na secrec¢éo cutanea desse grupo de

animais.

A resisténcia aos antibioticos tornou-se uma das principais preocupacoes
dos sistemas de saude globais e o surgimento mundial de resisténcia
microbiana aos antibiéticos disponiveis levou a uma busca exaustiva por
novas moléculas com propriedades antimicrobianas, sendo as de urodelos
alternativas promissoras. Os alcaloides da secrecao da S. salamandra foram
capazes de inibir o crescimento de fungos (Geotrichum candidum) e bactérias

(Bacillus subtilis) (Habermehl e Preusser 1969).

A samandarona inibiu completamente o crescimento de fungos
(Phycomyces blakesleeanus) em uma concentracdo inibitéria minima de 3 x
107® M. A samandarona e a salamandarina de Salamandra maculosa inibiram
0 crescimento de Escherichia coli, Proteus mirabilis, Bacillus subtilis,
Phycomyces blakesleeanus, Saccharomyces cerevisiae, Geotrichum
candidum e Trichoderma viride em testes de difusdo em agar. A samandarona
apresentou as zonas de inibicdo mais amplas para todas as cepas e também
inibiu o crescimento de Penicillium expansum. Samandarona, samandarina e
samandaridina inibiram completamente o crescimento de Saccharomyces
cerevisiae em uma concentracgao inibitéria minima de 1,5x107 M (Preusser,
Habermehl et al. 1975).

Apesar do bom desempenho dos alcaloides como antibitticos contra uma
variedade de microrganismos, a toxicidade em grandes grupos de vertebrados
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também foi documentada, desestimulando seu uso farmacoldgico (von Byern,
Mebs et al. 2017). Além disso, os alcaloides dos anfibios urodelos séao
conhecidos por serem neurotoxinas para os vertebrados (Phisalix 1900, Mebs
e Pogoda 2005, Erjavec, Lukanc et al. 2017, Preil3ler, Gippner et al. 2019).

5.4. Peptideos

Os peptideos compdem outro grupo de moléculas com atividade
antibidtica produzidas pela pele de salamandras e tritbes, mas com suposta
(e, em alguns casos, comprovada) baixa toxicidade (Peters, Shirtliff et al.
2010). Tais como os peptideos antimicrobianos (PAMs), que sdo encontrados
em diversas espécies (Jenssen, Hamill et al. 2006). Em geral, os PAMs
apesentam entre 12 e 100 residuos de aminoacidos, s&o catibnicos,
anfipaticos e apresentam uma variedade de estruturas secundarias tipicas,
como a-hélices, B-folhas e alcas estendidas e flexiveis (Nguyen, Haney et al.
2011, Gao, Wu et al. 2017).

O desenvolvimento de resisténcia por microrganismos aos PAMs é
considerado relativamente improvavel, principalmente porque eles atingem
diretamente a membrana celular. Ademais, eles tém uma estrutura pouco
mutavel e apresentam uma ampla gama de epitopos, o que dificulta seu
reconhecimento (Yeaman and Yount 2003, Shen, He et al. 2018). Portanto,
0os PAMs tém sido considerados como candidatos alternativos para o
desenvolvimento de novos agentes antimicrobianos isoladamente (Nicola,
Albuquerqgue et al. 2019) ou em combinagdo com antibiéticos convencionais
(Choi e Lee 2012, Nuding, Frasch et al. 2014).

Em anfibios da ordem Urodela, peptideos com potencial atividade
biolégica foram isolados principalmente da secrecéo da pele, mas também de
diferentes partes dos animais (Tabela 1) (Pei, Feng et al.). O peptideo
Andricina 01 foi isolado da secrecéo cutanea da salamandra gigante chinesa
Andrias davidianus. Andricina 01 apresentou atividade antimicrobiana contra

bactérias Gram-negativas e Gram-positivas, porém nao apresentou atividade
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citotoxica para hepatécitos humanos ou células renais, e nenhuma atividade

hemolitica foi observada (Pei e Jiang 2017).

O peptideo F15 de 13,75 kDa foi isolado da pele da salamandra de
dorso vermelho Plethodon cinereus. Em um ensaio de contagem de colbnias,
F15 reduziu Staphylococcus aureus em 90% em 2 horas, assim mostra forte
atividade antibacteriana contra bactérias Gram-positivas (Fredericks e
Dankert 2000).

Outro trabalho identificou o CFBD-1 na pele do tritdo Cynops fudingens,
um peptideo da classe [(B-defensina, composto por 41 aminoacidos, com
massa molecular de 4251,37 Da. Essa defensina mostrou-se ativa
principalmente contra a bactéria Gram-positiva S. aureus, de forma
semelhante ao peptideo F15 descrito anteriormente, com uma concentragdo
inibitéria minima (MIC) de 65 ug/mL (Meng, Yang et al. 2013).

Inicialmente, diversos colegas determinaram a atividade antimicrobiana
do extrato bruto total ou da fracdo proteica da secrecdo cutanea de varios
urodelos. Um estudo realizado com a analise do numero total de peptideos
isolados da pele de larvas de salamandras e adultos da espécie Ambystoma
tigrinum revelou atividade antibacteriana contra Bacillus dendrobatidis,

Staphylococcus aureus e Klebsiella sp.(Sheafor, Davidson et al. 2008).

Estudos com o extrato bruto das secrec¢des cutaneas das espécies
Lissotriton vulgaris e Triturus ivanbureschi mostraram que essas secrecdes
apresentam um total de 18 e 20 fracdes proteicas, respectivamente. Esses
extratos apresentaram atividade antimicrobiana para bactérias, Escherichia
coli e Enterococcus faecalis, e fungos, Candida albicans, e atividade
hemolitica para heméacias humanas e de coelhos (Mert, Dodancan et al.
2018). Essa atividade antimicrobiana pode ser resultado da ac&o de peptideos
ativos (Pukala, Bowie et al. 2006). Aléem disso, eles também mostraram altos
efeitos citotoxicos para linhagens de células cancerigenas, com a maior
atividade anticancerigena de ambas as amostras de secrecéo (L.vulgaris e T.

ivanbureschi) sendo para a linha celular de cancer de mama MDA-MB-231
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(Mert, Dogancan et al. 2018). Esses achados preliminares destacam a
importancia de mais pesquisas sobre as secrec¢des cutaneas desses animais,

para caracterizar as moléculas responsaveis pelas atividades antibiéticas.

Além dos peptideos antimicrobianos, outros peptideos isolados de
urodelos também podem apresentar outras propriedades farmacologicas,
como atividades antioxidantes e imunomoduladoras (Coorens, Scheenstra et
al. 2017, Holthausen, Lee et al. 2017, Lee, Harris et al. 2019, Woodhams,
Rollins-Smith et al. 2020).

Espécies reativas de oxigénio sdo necessarias para 0S pProcessos
bioguimicos naturais das células (Litescu, Eremia et al. 2011). Porém, em
quantidades excessivas, quando ocorre o estresse oxidativo, podem danificar
algumas estruturas, como DNA, proteinas e lipidios (Duarte e Lunec 2005).
Este processo estd relacionado a doencas cardiovasculares, diabetes,
doencas neurodegenerativas, cancer, doencas inflamatadrias cronicas (Llesuy,
Evelson et al. 2001).

Os antioxidantes quimicos sintéticos geralmente apresentam baixa
estabilidade, efeitos citotoxicos e carcinogénicos, o que levou a busca por
antioxidantes naturais com baixa citotoxicidade (Gurlek, Yarkent et al. 2020).
A salamandrina-l € uma molécula recentemente descrita que apresentou
relevante atividade antioxidante. Essa molécula foi o primeiro peptideo
identificado na pele da salamandra-de-fogo europeia (Salamandra
salamandra). O peptideo neutraliza os radicais livres DPPH e ABTS em
concentracdes nao téxicas para células da microglia e hemacias humanas
(Placido, Bueno et al. 2020). A descoberta desse peptideo abre caminho para
uma investigacdo mais aprofundada de outros peptideos antioxidantes na

secrecao cutanea de urodelos.

Atualmente a medicacao disponivel para cicatrizacéo de feridas € cara,
tem baixa atividade e produz cicatrizes hiperplasicas, 0 que ressalta a
necessidade da busca por novos medicamentos (Hardwicke, Schmaljohann

et al. 2008). Peptideos de anfibios tém mostrado potencial alternativa
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terapéutica (Cao, Wang et al. 2018). O peptideo tilotoina identificado na pele
da salamandra Tylototriton verrucosus mostrou-se eficaz em ensaios com
feridas dérmicas em camundongos. Ele mostrou uma capacidade de
cicatrizacdo de feridas semelhante ao fator de crescimento epidérmico. O
peptideo demonstrou promover maior motilidade e proliferacdo de
queratindcitos, células endoteliais vasculares e fibroblastos, resultando em
reepitelizacdo acelerada e formacdo de tecido de granulacdo no local da
ferida. A tilotoina promove a liberacdo do Fator de transformacdo do
crescimento-beta 1 (TGF-1) e da Interleucina 6 (IL-6), que sdo essenciais na

resposta de cicatrizacdo de feridas (Mu, Tang et al. 2014).

Em geral, devido as suas propriedades bioquimicas e terapéuticas
distintas, os peptideos estdo em desenvolvimento para interromper as
interacdes proteina-proteina e direcionar ou inibir moléculas intracelulares,
como receptores proteicos (Lee, Harris et al. 2019). Além disso, inUmeras
moléculas peptidicas foram descritas para interagir com as membranas
microbianas por meio de diferentes mecanismos, desestabilizando-as, o que
torna os peptideos uma classe especial de compostos farmacéuticos (Vineeth
Kumar e Sanil 2017).

O campo da descoberta de medicamentos peptidicos evoluiu do design
racional auxiliado por computador e da quimica combinatéria para a
descoberta de novas moléculas como trampolins para o design de novos
medicamentos, envolvendo grupos académicos e empresas privadas (Al
Shaer, Al Musaimi et al. 2020, Sampaio de Oliveira, Leite et al. 2020). Com
alto dinamismo, varios medicamentos peptidicos sdo aprovados para uso
clinico nos Estados Unidos, Europa e Japéo, e cerca de 400 peptideos ja
estdo em desenvolvimento clinico (Lee, Harris et al. 2019). Portanto, os
peptideos de urodelos merecem mais atencdo para esclarecer suas

caracteristicas estruturais e mecanismo de acgéao.
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Tabela 1- Estrutura priméaria de peptideos isolados de anfibios

urodelos.
Fonte Nome Estrutura Massa Atividade Referénci
a
Andrias Andricina 01 | AIGHCLGATL 955,1 Da | Antibacteriana | (Pei and
davidianus Jiang
2017)
Andrias Andricina B GLTRLPSVIK - Antibacteriana | (Pei, Feng
davidianus Antifangica et al.)
Plethodon F15 - 13,75 Antibacteriana | (Frederick
cinereus kDa se
Dankert
2000)
Cynops CFBD-1 FAVWGCADYRGYCRA | 4251,37 | Antibacteriana | (Meng,
fudingens ACFAFEYSLGPKGCTE | Da Yang et al.
GYVCCVPNTF 2013)
Salamandra | Salamandrin | FAVWGCADYRGY-NH2 | 1406,6 Antioxidante (Placido,
salamandra | a-l Da Bueno et
al. 2020)
Cynops NVRP-1 HSDAVFTDNYSRLLGKT | 3000 Da | Inducéo da (Teranishi,
pyrrhogaster ALKNYLDGALKKE contracao Muneoka
NVRP-2 HSDAVFTDNYSRLLAKT muscular et al.
ALKNYLDGALKKE 2004)
NVRP-3 HSDAVFTDNYSRLLGKI
ALKNYLDEALKKE
NVRP-4 HSDAVFTDNYSRLLGKT
ALKNYLDSALKKE
Tylototriton Tylotoina KCVRQNNKRVCK 1473,80 | Cicatrizacéo (Mu, Tang
Verrucosus Da de feridas et al.
2014)
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5.5. Outras moléculas

Além dos alcaloides e peptideos, outros compostos foram descritos em
salamandras e tritbes. O CCK-TV €& uma molécula da classe das
colecistocininas, um hormdnio gastrointestinal, identificado a partir da pele da
salamandra Tylototriton verrucosus. CCK-TV mostrou potencial para induzir
contracdo muscular estriado liso isolado da vesicula biliar suina em

concentracdes que variam de 5,0x107' a 2,0x107° (Jiang et al., 2015).

A andlise da secrecdo dérmica da salamandra Plethodon cinereus,
mostra a presenca de trés acidos graxos com atividade antibacteriana. O teste
de inibicAo mostrou que o acido miristoleico, o acido linolénico e o acido
palmitoleico inibiram o crescimento de Bacillus cereus em 24 horas, nas
concentracdes de 27, 7 e 6,9 ug, respectivamente, com halos de inibicdo em
torno de 8,0 a 6,5 mm de diametro (Rickrode, Mueller et al. 1986).

Outra classe de moléculas bioativas encontradas na pele dos anfibios
sdo as aminas biogénicas. Aminas, como putrescina, histamina, triptamina e
feniletilamina, sdo bases de baixo peso molecular encontradas em
organismos vivos ou como produtos de decomposicdo do processo de
fermentacdo (Erspamer 1971, Jovaisiene, Bakutis et al. 2017). Estudos
relataram a presenca de altas concentracdes de triptamina e serotonina na
pele de espécies de salamandras (Erspamer 1971, Rickrode, Mueller et al.
1986, Luddecke, Schulz et al. 2018).

5.6. Concluséao

Compreender a biodiversidade da Terra € importante para descrever a
diversidade genética e prospeccdo de moléculas bioativas de diversos
organismos. A secrecao cutanea de anfibios da ordem Urodela é uma fonte
importante de alcaloides, peptideos, aminas biogénicas e outros compostos

com diversas estruturas e fungdes considerados como compostos bioativos.
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Os estudos compilados nesta revisdo apontam que os alcaloides
esteroides e peptideos das secrecOes da pele de animais da Urodela sao
considerados a primeira linha de defesa contra patdgenos, porém esses
estudos apresentaram limitacdes, como dificuldades extragdo dos compostos
ou na sintese por métodos artificiais. O que acarretou em um estudo restrito
da capacidade total dessas moléculas como antimicrobianos, assim a maioria

das pesquisas descritas ainda séo preliminares.

No caso de peptideos, a disponibilidade de metodologia sintética
forneceu acesso para explorar as estruturas de analogos, enquanto no caso
de moléculas complexas, a sintese parcial ou total pode ser mais desafiadora,
especialmente quando apenas compostos putativos séo inferidos a partir dos
dados de espectrometria de massa e 0s numeros de centros quirais e o

namero de diastereoisémeros possiveis tornam a tarefa ainda mais complexa.

Apesar do conhecimento consideravel sobre alcaloides de urodelos,
estudos de secrecdes em termos de componentes antimicrobianos ainda néo
identificados sd@o necessarios para melhorar a compreensdo atual do
complexo sistema de toxinas de sua pele (Luddecke, Schulz et al. 2018).
Moléculas derivadas de anfibios urodelos séo alternativas terapéuticas pouco
exploradas aos antibidticos convencionais usados para tratar infeccdes

fungicas e bacterianas.
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6. CAPITULO 3 - Antiviral activity against SARS-CoV-2 of a novel
defensin peptide present in the transcriptome of the fire
salamander (Salamandra salamandra) Artigo em preparacao para
a revista ‘“Pharmaceuticals” (Journal Rank: JCR - Q1
(Pharmacology & Pharmacy) / CiteScore - Q2 (Pharmaceutical

Science).

6.1. Introducéo

Em dezembro de 2019, um novo coronavirus, o sindrome respiratoria
aguda grave coronavirus 2 (SARS-CoV-2), causou uma série de doencas
respiratorias atipicas agudas em Wuhan, na China. O SARS-CoV-2 é um virus
de RNA de fita simples que pertence ao género Coronavirus e familia
Coronaviridae (Savale et al. 2022). Essa doenca viral foi denominada doenca
coronavirus 19 (COVID-19), tornou-se pandémica em marco de 2020 (Zheng,
Shao et al. 2022) e acarretou em 6.755.786 mortes até janeiro de 2023
(Worldometer, 2023). O que alertou a comunidade cientifica para a
necessidade do desenvolvimento de novas alternativas terapéuticas e

profilaticas para doencas virais.

As defensinas compreendem um grupo de peptideos antimicrobianos
conhecido por sua acao antiviral. De modo geral, sdo peptideos pequenos
com acdo contra uma ampla gama de microrganismos podendo ser
classificados em subfamilias, a-defensinas, B-defensinas e 6-defensinas, de
acordo com o local de ocorréncia das pontes dissulfeto (Oppenheim et al.,
2003; Park et al., 2018). Essas moléculas conseguem evitar a internalizacao
dos virus as células hospedeiras ligando-se a receptores de membrana celular
utilizados por esses microorganismos durante esse processo. A enzima
conversora de angiotensina 2 (ECA2) esta presente na membrana de alguns
tipos celulares podendo ser encontrado amplamente no coracao, rins e

alvéolos pulmonares (Donoghue et al., 2000; Reynolds et al., 2020). Células
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que expressam ECA2 sdo mais susceptiveis a invasao por SARS-Cov-2, ja
gue essa enzima atua como receptor de liga¢do dando inicio a invasao celular
pelo virus (Li et al., 2020).

A salamandra-de-fogo (Salamandra salamandra) € um anfibio da ordem
Urodela, com maior ocorréncia nas regides sul e central da Europa (Manenti,
Ficetola et al. 2009). Na secrecdo dérmica desses animais sédo encontradas
moléculas como alcaloides, aminas, esteroides e peptideos, que sao
responsaveis principalmente pela defesa contra microorganismos patdégenos
(Luddecke, Schulz et al. 2018, Placido, Bueno et al. 2020). Uma pesquisa
identificou na pele de outro urodelo, o tritdo Cynops fudingens, um peptideo
da classe defensinas (Meng, Yang et al. 2013).

Neste estudo, avaliamos o transcriptoma da Salamandra salamandra
para a existéncia de peptideos antimicrobianos. Um peptideo antimicrobiano
da classe das defensinas foi identificado, suas interacbes com enzima
conversora de angiotensina humana 2 foram avaliadas e um teste de infeccéo

por SARS-CoV-2 baseado em células Vero-E6 foi realizado.

6.2. Materiais e métodos

6.2.1. ldentificacdo do peptideo

Para a identificacdo do peptideo um conjunto de dados de amostra de
RNA-Seq da Salamandra salamandra foi obtido do arquivo SRA (Sequence
Read Archive) de numero de acesso SRR11118085. O controle de qualidade
dos dados brutos e o corte dos adaptadores foram feitos respectivamente
pelos programas FastQC (v0.11.4) (Andrews, S. 2010) e Trim Galore (v0.4.1)
usando a opc¢ao de executar Cutadapt (v1.8.3) (Martin 2011) com valores
padrdo. Em seguida, as leituras foram montadas usando rnaSPAdes (v3.14.0)
(Bushmanova, Antipov et al. 2019) sem o modo de correcéo de erro de leitura
(parametro --only-assembler). Finalmente, makeblastdb (v2.6.0) (Camacho,

Coulouris et al. 2009) foi usado para criar um banco de dados de transcritos
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montados seguido por um alinhamento por tblastn local tomando a sequéncia
da defensina CFBD-1 de Cynops fudingensis como consulta (query). As
melhores transcricdes de acertos retornadas como resultado foram usadas

para analise de traducao.

Para traducdo dos transcritos foi usado o Traslate tool (Gasteiger,
Gattiker et al. 2003) que gerou as sequéncias de aminoacidos que foram
alinhados por blastp contra o banco de proteinas do NCBI para buscar
identidade com a sequéncia de defensina CFBD-1 de Cynops fudingensis. A
montagem do transcriptoma gerou 589690 transcritos. A analise por tblastn
produziu um transcrito que foi utilizado para traducéo e busca de identidade
por blastn com banco de dados do NCBI.

6.2.2. Sintese do peptideo

A sintese do peptideo foi realizada de acordo com a metodologia da
técnica de Sintese de Peptideo em Fase Sdélida (Chan e White 2000). Para
isso utilizamos a resina Rink Amide e aminoacidos contendo grupo protetor 9-
fluorenilmetil carbonila (Fmoc). Primeiro, inchou-se a resina adicionando-se
diclorometano (DCM) e deixando-se sob agitacdo. Em seguida, foi realizado
o procedimento de desprotecdo do grupo protetor Fmoc (também contido na
resina), utilizando-se uma solucdo de 4-Metil-Piperidina a 20% em DMF

(dimetilformamida).

Apos isso, para a confirmacéo da desprotecdo foi realizado o teste de
Kaizer que indica se o grupo amina esta livre para as reac6es de acoplamento
formando uma cor escura. Para isso, retirou-se uma parcela pequena da
amostra e a ela foi adicionado uma solugdo composta por 5% de ninidrina em
etanol (m/v), 80% de fenol em etanol (m/v) e KCN (Cianeto de pot4ssio) em
piridina (2 mL 0,001 M KCN em 98 mL de piridina). A mistura foi aquecida a

120 °C. Ao final observou-se a formacao ou ndo da colora¢éo escura.
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O terceiro passo do procedimento consistiu no acoplamento de cada
aminoacido em sequéncia, de acordo com a estrutura do peptideo (descrita
na secao 6.2 — Figura 4), utilizando-se equivalentes dos amoniacido DIC
(diisopropil carbodiimida) OXIMA®. Assim, adicionava-se a resina o
aminoacido referente da sequéncia e DMF (Dimetilformamida), deixava-se
sob agitacdo para ocorrer a reacéo, lava-se com DCM e DMF e secava-se a
mistura através de separacdo a vacuo. Apos isso, para avaliar o sucesso do

acoplamento, também realizava-se o teste de Kaizer.

Ao final dos acoplamentos de todos os aminoacidos, foi feita a clivagem
da resina ligada aos aminoacidos acoplados, utilizando-se uma solucédo de
clivagem contendo TFA (Acido trifluoracético)/Tioanisol/Agua/Fenol/EDT
sendo 82.5:5:5:5:2.5 (V/V). Assim, adicionou-se essa solucdo a mistrura
peptideo-resina e deixou-se sob agitacdo. Em seguida, removeu-se o TFA
através de evaporacao com fluxo de Nitrogénio e colocou-se diisopropil éter
gelado para a precipitacdo do peptideo e solubilizagcdo do restante dos
reagentes de clivagem e estruturas de protecdo de cadeia lateral.
Posteriormente, realizou-se uma filtragem para separacdo da fase sélida e
fase etérea. Esta foi descartada. Em seguida, solubilizou-se o peptideo em
agua/acetonitrila 1:1 (v/v). O peptideo solubilizado foi submetido a liofilizacao.

6.2.3. Purificacdo e Caracterizacdo da estrutura do peptideo

Apés a sintese, foi realizada a purificacdo da molécula através de
cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC — Shimadzu Co). Para isso, 0
peptideo bruto foi diluido em uma concentragdo de 5mg/mL em uma solugéo
de 55% acetonitrila e 45% de agua ultrapura. Foi utilizado uma coluna
preparativa Phenomenex® Jupiter 10um C-18 com duas solucdes de
eluentes, acetonitrila e &gua ultrapura, ambas com 0,1% de acido

trifluoracético (TFA). Seguido a purificagdo, a massa e a estrutura do peptideo
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foram confirmadas por analise em espectrometria de massas do tipo ESI-TOF

(lonizacgéo por eletrospray-Tempo de voo).

6.2.4. Ensaios in silico: Avaliagdo das interacdes entre peptideo

DSS1 e enzima conversora de angiotensina humana 2

A estrutura basica do peptideo DSS1 foi projetada por meio de
modelagem de homologia com o auxilio do MPI Bioinformatics Toolkit
(Zimmermann, Stephens et al. 2018, Gabler, Nam et al. 2020) e corrigido via
software Pymol (SCHRODINGER, L., DELANO W. 2020). Os estados de
protonacao dos residuos foram avaliados com auxilio do servidor PDB2PQR

(Dolinsky, Nielsen et al. 2004) em pH neutro.

As interacbes entre peptideo DSS1 e enzima conversora de
angiotensina humana 2 (ECA2-PEP) e peptideo DSS1 e estrutura de ligacao
do novo pico de coronavirus (SPIKE-PEP) foram avaliadas via docking
proteina-peptideo, com o auxilio do servidor HADDOCK2.4 (van Zundert,
Rodrigues et al. 2016, Honorato, Koukos et al. 2021). As estruturas ECA2 e
SPIKE foram obtidas dos arquivos Protein Data Bank (6LZG) (Wang, Zhang
et al. 2020) e isoladas via software Pymol. Os aminoacidos interfaciais

ECA2/SPIKE foram selecionados como residuos ativos para docking.

Simulagbes de dindmica molecular (DM) foram realizadas usando os
complexos de estrutura conformacional obtidos na etapa anterior do docking
molecular, aqui denominados como: ECA2-PEP-S1 e ECA2-PEP-S2
(complexos correspondentes as duas melhores solu¢des do docking entre os
proteina ECA2 e o peptideo em estudo) e; SPIKE-PEP-S1 e SPIKE-PEP-S2
(complexos correspondentes as duas melhores solugdes do docking entre a
proteina SPIKE e o peptideo em estudo). Todas as simulagdes de DM foram
realizadas usando o software GROMACS v.2018 (Van Der Spoel, Lindahl et
al. 2005). O servidor PDB2PQR (Dolinsky, Nielsen et al. 2004) foi usado para

avaliar os estados de protonacgdo dos residuos de aminoacidos em pH 7,0.
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A estrutura dos complexos ECA2-PEP-S1, ECA2-PEP-S2, SPIKE-PEP-
S1 e SPIKE-PEP-S2 foram otimizadas energeticamente aplicando descida
mais ingreme (SD) e energia baseada em Newton-Raphson de base adotada
(ABNR), minimizagao (500 passos), e entdo submetido a uma simulagao de
100 ps-DM para o equilibrio de temperatura (T = 300 K) usando o campo de
forca de Charmm (Vanommeslaeghe, Hatcher et al. 2010) com solvente
explicito (TIP3P). Em seguida, foram realizadas simulacfes de 100 ns-DM sob
temperatura (T=300 K) e pressao (1,0 bar) constantes, também aplicando o
campo de forca de Charmm. A estabilidade dos complexos durante as
simulagcdes DM foi avaliada com base nas pontes de hidrogénio entre os
ligantes e os receptores. Os parametros de corte para determinacdo das
pontes de hidrogénio foram: distancia doador-aceptor ~ 3,5 A e angulos em
torno de 30°.

6.2.5. Ensaio in vitro de infec¢cdo por SARS-CoV-2 baseado em
células Vero-E6

O peptideo foi diluido para a concentragdo de 2 mM em DMSO antes de
realizar o tratamento das células, diluidos 33,33x em PBS, e 10 pL de cada
diluicéo foi transferida para as placas de ensaio, tendo, portanto, um fator de
diluicéo final de 200x. Os compostos foram testados em dose resposta com
uma concentragao inicial de 10 uM. Como controle positivo foi utilizada
cloroquina.

Células Vero E6 foram plaqueadas em placas de 384 pocos. Apos 24
horas, as células receberam os compostos conforme indicado acima e, em
seguida, o virus foi adicionado em uma multiplicidade de ensaio (MOI) de 0,1
particulas virais por célula. A concentragdo final de DMSO nas placas de
ensaio foi 0,5% (v/v). Apés 33 horas de ensaio SARS-CoV-2, as placas foram
fixadas, a imunofluorescéncia foi realizada com soro de pacientes de covid-
19 foi feita e as imagens foram adquiridas e analisadas pelo equipamento de
HCS Operetta.
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Os parametros medidos em cada um dos pogos foram: nimero total de
células e numero total de células infectadas. A reducdo no numero de células
infectadas indica a porcentagem de atividade antiviral das amostras. A partir
dos controles infectado e n&o infectado, a atividade de cada um dos

compostos foi normalizada, assim como a taxa de sobrevivéncia celular.

6.3. Resultados e Discussao

A sequéncia do transcrito obtido por tblastn gerou a sequéncia abaixo:
Transcrito de Salamandra salamandra
>NODE_106908_length_431 cov_6.795812 g92401_i0

GGCGTGAATTAGCTGAAATCAGAAATTCAAAGTTGTTAAAAACAGG
GGCCCCCAAAATATGTTTGGCCCGGGGCCCCCAAAATCCTTAAGATGTC
CCTGACTGGATTACATTTGACGAGAAGCCCGCTTGGTTGCCTTTTAACT
ATCGTGTTTCATTAGAAAGCAGAGGATTCGTATCAGCAAAGGTTTCTCGT
CTTTTCCTTGATCGCTGGGCCAGATAAATAGATCACATTCACTTGGACTC
CAGCTAGACTCTTCTTCTGTGACTCTTCTTCTGTTACATAAGTCTAAAGG
TGTTTGGCACACAACATATGTAACCGTCTGCACATCCCTTCGCTCCCAA
CGAATATTCATAAGCGAAGCAGGCTGTTCGGCAGCTTCCTCTGTAATCA
GCGCAGCCCCAGACTACAAAGTGCGCTCCCTGGCTGCCG

Esse transcrito teve identidade de 78.72% com a sequéncia de defensina
CFBD-1 de Cynops fudingensis. Quando traduzido, o transcrito produziu a
sequéncia 3-'5' Frame2-GSQGAHFVVWGCADYRGSCRTAC
FAYEYSLGAKGCADGYICCVPNTFRL Met Stop. A analise
por blastp confirmou a identidade de 78% para defensina de C. fudingensis. A
Figura 3 mostra o resultado do alinhamento do peptideo maduro de S.
salamandra com a defensina de outras espécies com coberturas que varia de
95 a 70%.
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10 20 30 40
[Cynops fudingensis] SQGVEFAVWGCADYRGYCRAACFAFEYSLGPKGCTEGYVCCVPNT
[Zhangixalus puerensis] SDGASPALWGCDSFLGYCRIACFAHEASVGQKDCAEGMICCLPNYV
[Xenopus laevis] SEGKD IWGCDVFL CRIACFVHEKSVGPKNCAE VCCIPGVY
[Chelonia mydas] - WGCANYRGYCRAACFPQENSLGPKDCAE V... -
[Paroedura picta] CAHYRGYCRETCFPQEKSLGPQGCPEGQVCCLSGS
[Oncorhynchus mykiss] | PWGCSNYSGVCRAVCLSAELP P CAK VCCVAHV
[Salmo salar] | PWGCSNYSGICRAVCLSAELPFGP CAK VCCVAHYV
[Alligator mississippiensis] WGCANYR CRAVCYPQENPVGPKDCAEGLVCCI
[Alligator mississippiensis] WGCANYRGYCRAVCYPQENPVGPKDCAEGLVCCI
[Plecoglossus altivelis] - WGCSKYSGVCRPVCLAAELP P CSK VCCVAHVI
[Tachysurus fulvidraco] - - ---WSCTNYSGVCRPICLPTELP PFACSK VCCV.
[Megalops cyprinoides] - WSCSSFSGVCRPMCLPSEMH P CAK LCCVSH
[Salamandra salamandra] SQGAHFVVWGCADYRGSCRTACFAYEYSLGAKGCAD ICCVPN I
Consensus C CR € E C

Figura 3 - Alinhamento multiplo com os melhores scores de blastp para
sequéncia traduzida que caracteriza o peptideo maduro de defensina
CFBD-1.

A Figura 4 apresenta a estrutura do peptideo identificado, o qual foi
denominado de defensina SS-1 (DSS-1) e posteriormente sintetizado
guimicamente. As defensinas sdo uma classe de peptideos antimicrobianos,
em geral constituidas por 18 a 45 aminoécidos, incluindo seis ou oito residuos
de cisteina conservados que apresentam pontes dissulfeto em sua estrutura
(Wong, Xia et al. 2007, Yang, Dong et al. 2012). Peptideos antimicrobianos
de anfibios contendo segmentos de pontes dissulfeto ja foram identificadas
anteriormente, no entanto, apenas algumas pertencem a classe das
defensinas (Li, Xu et al. 2007, Zhang, Zhang et al. 2009). Outra defensina de
uma espécie de urodelo, o tritAo Cynops fudingensis, foi anteriormente

identificada por Meng, Yang et al. 2013, denominada de CFBD-1.

FVWWGCADYRGSCRTACFAYEYSLG
AKGCADGYICCVPNTFRLM

Figura 4 - Estrutura do peptideo identificado no transcriptoma da
Salamandra-de-fogo (Salamandra salamandra) — DSS-1.

A analise por espectrometria de massas (ESI-TOF) confirmou a estrutura
do peptideo e o0 sucesso do procedimento de sintese em fase sdlida, conforme

aponta o espectro na Figura 5.
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Figura 5 - Confirmacdo por Espectrometria de Massa (ESI-TOF) do
peptideo DSS-1 de acordo com a relagdo massa/carga.

As interacBes proteina-proteina sdo essencialmente estabilizadas por
ligagbes de hidrogénio (H-ligagbes) (Nazario de Moraes, Tommasini Grotto et
al. 2019). Portanto, a Figura 5A mostra que o numero de ligacdes de H ao
longo das simulagdes DM diferiu significativamente para os complexos. As
interacdes entre as proteinas dos complexos ECA2-PEP-S1 e SPIKE-PEP-S1
apresentaram alta frequéncia de H-ligacbes entre 0 e 3, 0 que torna a
interacdo entre as proteinas do complexo bastante instavel. Dessa forma,
mesmo essas solucdes de docking sendo energeticamente viaveis, esses
resultados evidenciaram que a formacdo desses complexos ndo pode ser

promissora.

Por outro lado, os complexos ECA2-PEP-S2 e SPIKE-PEP-S2
apresentaram frequéncia de ligacdes de H predominantemente variando entre
4 e 10, o que é relativamente alto, pois 0 peptideo DSS1 possui apenas 44
aminodcidos. Esses resultados sugerem que os complexos ECA2-PEP-S2 e
SPIKE-PEP-S2 sao relativamente estaveis, evidenciando que o peptideo

DSS1 pode interagir tanto com as proteinas SPIKE quanto com as ECA2.
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Figura 6 - (A) Frequéncia das ligacGes de H entre as proteinas dos
complexos: ECA2-PEP-S1, ECA2-PEP-S2, SPIKE-PEP-S1 e SPIKE-PEP-
S2 ao longo das simulacdes DM. (B) RMSD de simulagcdes DM das duas
melhores solugbes de ancoragem: ECA2-PEP-S2 e SPIKE-PEP-S2. (C)
llustracdo das ligacdes de H nos complexos ECA2-PEP-S2 e SPIKE-PEP-
S2 das estruturas com as ligagdes de H mais altas durante o DM.

As ligacdes de H com ocupacao superior a 50% ao longo do DM entre
0s residuos dos complexos ECA2-PEP-S2 e SPIKE-PEP-S2 sao
apresentadas na Tabela 2. Esses sdo o0s residuos mais criticos para a
estabilidade dos complexos. A Figura 6B mostra o desvio quadratico médio
(RMSD) das posicdes atbmicas das simulacbes DM. Esses resultados séo
apresentados independentemente para cada proteina: ECA2, complexo
peptideo com a proteina ECA2 (PEP(ECA2)), SPIKE e complexo peptideo
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com a proteina SPIKE (PEP(SPIKE)). Os resultados do RMSD mostraram
poucas mudancas conformacionais nas proteinas ECA2 e SPIKE, mostrando

a estabilidade das moléculas ao longo dos 100 ns de simulacao.
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Tabela 2 - Lista de residuos dos complexos ECA2-PEP-S2 e SPIKE-PEP-S2
que formam ligacbes de H com ocupacdo superior a 10% ao longo da
simulacéo DM.

ECA2-PEP-S2 SPIKE-PEP-S2
Doador Receptor | Ocupacgéo Doador Receptor | Ocupacéao
ALA16- ASP30- 93,72% | ARG42-PEP | GLU484- 97,74%
PEP ECA2 SPIKE
THR15- ASP30- 93,28% THR500- ASP31- 30,33%
PEP ECA2 SPIKE PEP
LYS26- ASP31- 65,47% PHE1-PEP ASN501- 22,97%
ECA2 PEP SPIKE
GLY-PEP ALA387- 64,17% ARG42-PEP | GLY482- 20,09%
ECA2 SPIKE
ARG42- GLU37- 62,71% PHE1-PEP GLN498- 19,83%
PEP ECA2 SPIKE
ARG14- ASP30- 62,67% ASN450- MET44- 19,13%
PEP ECA2 SPIKE PEP
TRP4-PEP | GLN388- 36,05% ASN39-PEP | GLU484- 17,19%
ECA2 SPIKE
LYS353- LEU43- 27,77% GLN498- ASP31- 14,91%
ECA2 PEP SPIKE PEP
TYR33- ASP30- 15,81% ASN501- PHE1-PEP 14,73%
PEP ECA2 SPIKE
TRP4-PEP ALA387- 15,35% TYR33-PEP GLN498- 12,20%
ECA2 SPIKE
THR15-PEP GLY446- 11,32%
SPIKE
ASN39-PEP | GLU484- 10,58%
SPIKE

Apesar de ser uma molécula menor, o peptideo DSS1 apresentou

maiores valores de RMSD em ambas as simulagfes e, portanto, mudangas
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conformacionais mais marcantes durante o DM. Isso ocorreu porque o
peptideo mostrou excelente flexibilidade, sendo o peptideo recursivamente
rearranjado para manter as ligacdes de hidrogénio. Finalmente, a Figura 6C
apresenta as estruturas dos complexos ECA2-PEP-S2 e SPIKE-PEP-S2 com
0 maior numero de ligacdes de H durante o DM.

Avaliamos a capacidade de inibicdo do virus SARS-CoV-2 do peptideo
defensina SS-1 em células vero transfectadas. Como demonstrado na Figura
7, 0 peptideo mostrou inibicdo da infeccao viral com ECso = 2,7uM para nas
células nesse ensaio. Além disso, houve sobrevivéncia celular mesmo com o

peptideo a uma concentracdo de 10 uM.

SARS-CoV-2 Células vero CCL-81
| ]
EC50 (uM) = 2,7 CC50 (uM) = 10,0

Atividade Normalizada, %
)]
o
|
0/, 1B|N|32 BIDUYAIASIQOS

0- T
-25
-50 - Log([SS-1]1. M) 50

Figura 7 - Curva de concentragcdo-resposta antiviral SARS-CoV-2 para o
peptideo.

Pesquisas anteriores também relataram a agdo antiviral de alguns
peptideos através do mecanismo de evitar a internalizacdo de virus nas
células ligando a receptores celulares usados como ponto de ancoragem
inicial (Jenssen e Hancock, 2009; Currie et al., 2013). Segundo Hazrati et al.,

2006, defensinas séao capazes de se ligar a receptores de membrana usados
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por virus, como é o caso do sulfato de heparana, que sao receptores primarios
do herpes virus. Além disso, Demirkhanyan et al., 2012 relatam que essas
moléculas também se ligam a receptores CD4 que estdo relacionados a
internalizacdo do virus HIV as células. Em um outro estudo, o peptideo
lactoferrina  impediu a infeccdo por pseudovirus SARS bloqueando
proteoglicanos de sulfato de heparano na membrana que funcionam como

pontos de ancoragem para o virus. (Lang et al., 2011).

Segundo Maiti, 2020, residuos especificos de aminoacidos séo
responsaveis pela ligacdo entre o0 SARS-Cov-2 e ECA2, 0 que sugere que um
peptideo com capacidade de bloquear o receptor reduza a capacidade de
infecgéo viral. Wang, C. et al., 2020, em estudo utilizando o AMP HD5, uma
a-defensina localizada no intestino, os autores observaram que esse peptideo
se liga fortemente a ECA2, bloqueando a ligacdo da subunidade S1 da
proteina spike de SARS-Cov-2 ao receptor, levando a crer, que HD5 pode
evitar a ligacé@o do virus com as células hospedeiras.

Dessa forma, evitar a interacdo entre o virus, através da proteina S, e o
receptor da célula hospedeira, ECA2, como apresentado no ensaio in silico
de dinamica molecular aqui realizado, € um mecanismo interessante a ser
explorado como possivel alternativa terapéutica para a COVID-19. Tendo isso
em vista, avaliamos a capacidade de inibicdo do virus SARS-CoV-2 do
peptideo defensina SS-1 em células vero transfectadas. Em estudos
anteriores outros peptideos foram avaliados e apresentaram resultados
semelhantes ao desse trabalho. Os peptideos (p-BthTX-1)2K e analogos
isolados da miotoxina do veneno da serpente Bothrops jararacugu mostraram
inibicdo da infeccao viral por SARS-Cov-2 em até 70%, com ECso de 51 uM,
65 uM e 67 uM (Freire, Noske et al. 2021). Outra pesquisa com o peptideo de
um anfibio, o Hylin al (Hy-al), proveniente da toxina do sapo Hypsiboas
albopunctatus, também foi avaliado quando a sua inibicdo de SARS-Cov-2 e
citotoxicidade, e apresentou ECso = 4 pM e CCso = 81 pM (Alves, Junior et al.
2015).
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7. CONCLUSAO

A literatura apresenta diversas classes de moléculas de urodelos, com
maior énfase em peptideos e alcaloides, os quais apresentam principalmente
potencial antibacteriano. No entanto, os estudos realizados ainda apresentam
algumas limitacdes, como a dificuldade de extracdo e de sintese desses

compostos, restringindo a exploracao do potencial antimicrobiano.

Nessa pesquisa foi identificado através do transcriptoma da Salamandra
salamandra um peptideo da classe das defensinas, o DSS1. De acordo com
0s ensaios in silico realizados entre o complexo enzima-ligante com
Spike/ECA e ligante peptidico, ha uma interacdo com o sitio de ligagéo ativo.
Além disso, 0s ensaios in vitro realizados demonstraram que a defensina
DSS1 é ativo contra SARS-CoV-2, sendo capaz de inibir esse virus em
concentracdes nao toxicas para células vero, com ECso = 2,7uM. Portanto, o
peptideo identificado no transcriptoma da espécie Salamandra salamandra
deve ser explorado para melhor avaliacao da sua atividade de contencéo da
internalizagéo virus SARS-Cov-2.

Peptideos antimicrobianos tém se mostrado uma alternativa promissora no
desenvolvimento de novos farmacos para uso no manejo terapéutico de
diversas doencas infecciosas. A recente pandemia destacou a importancia de
a ciéncia estar preparada para enfrentar novos desafios futuros. A
bioprospeccdo e caracterizacdo de novas moléculas sdo de extrema
relevancia para a pesquisa e desenvolvimento de drogas para tratamento e
manejo viral. Os anfibios sdo uma fonte rica de peptideos antimicrobianos,
incluindo as espécies da ordem Urodela. Por conseguinte, as descobertas
aqui apresentadas representam um recurso valioso na exploracdo de novas
moléculas que podem servir de protétipos para desenvolvimento de

medicamentos contra infecgdes por SARS-CoV-2.
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