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Abreviaturas e Siglas

1D

2D

3D
ACN
Amp
AMP
ATG
CD
cDNA
C-terminal
)

DIC
DNA
dNTPs
DSS
EDTA
ESI
FID
Fmoc
FT

GCG
HOBT
HPLC

HSQC

IPTG
LB

Unidimensional

Bidimensional

Tridimensional

Acetonitrila

Ampicilina

Peptideos antimicrobianos, do inglés Antimicrobial Peptides
Caodon de iniciacao da transcri¢do: adenina, timina, guanina.
Dicroismo circular, do inglés circular dichroism

Acido desoxirribonucléico complementar

Regido carboxi terminal de uma proteina

Deslocamento quimico

N.N’- diisopropilcarbodiimida

Acido desoxirribonucléico

Ribonucleotideos trifosfato
2,2-dimetil-silapentano-2-5-sulfonato

Acido etileno diamino-tetra-acético

lonizacdo por eletrospray, do inglés electron spray ionization
Free induction decay

9-fluorenilmetoxicarbonila

Transformada de Fourier

Unidade de forca centrifuga

Genetics computer group

1- hidroxibenzotriazola

Cromatografia liquida de alta eficiéncia, do inglés high performance
liquid chromatography.

Coeréncia heteronuclear de simples-quantum, do inglés Heteronuclear
single quantum coherence
Isopropil-beta-D-thiogalactopiranosideo

Meio de cultura Luria-Bertani



MALDI Dessorcao/ionizacéo de matriz assistida por laser, do inglés matrix
assisted laser dessorption/ionization
MIC Concentracdo inibitoria minima, do inglés minimal inhibitory

concentration

MMe Massa molecular experimental

MMt Massa molecular tedrica

MS Espectrometria de massa, do inglés mass spectrometry

NOE Efeito Overhauser nuclear, do ingles Nucleat Overhauser effect.

NOESY Espectroscopia bidimensional por efeito de Overhauser, do inglés Nuclear

overhauser effect spectroscopy

PTM Modificacdo pds-traducional, do inglés post translational modification
RMN Ressonancia magnética nuclear
RMSD Raiz Quadrada dos desvios médios quadrados, do inglés root of mean

square deviation
RP-HPLC Cromatografia de fase reversa, do inglés reverse phase chromatography
RP-UFLC Cromatografia de fase reversa ultra rapida, do inglés ultra fast reverse

phase chromatography

TFA Acido trifluoroacético, do inglés trifluoroacetic acid

TFE 2,2,2-trifluoroetanol

TOCSY Espectroscopia de correlagéo total, do inglés Total correlation
spectroscopy

TOF Tempo de v6o, do inglés time of flight
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Avant-propos

No ano de 2006, iniciei a jornada “o meu doutorado”, sob a orientagdo do Dr. Carlos
Bloch. A partir daquele ponto, minha postura diante ciéncia tornar-se-ia mais critica, e
severa. E, sinceramente, esta foi uma jornada de autoconhecimento e de compreensdo sobre o
que seria pensar verdades e ciéncia. Parafraseando Rudolf Flesh, no livro The Art of Clear
Thinking (1951), compreendi que:

“A coisa mais importante, a saber, com respeito a ciéncia é a seguinte: ndo é uma busca da verdade, mas
uma busca do erro. Um cientista vive num mundo onde a verdade ¢ inatingivel, mas onde é sempre possivel
encontrar erros no que foi penosamente estabelecido ou no ébvio. Se vocé quiser saber se alguma teoria é
realmente cientifica experimente 0 seguinte teste: se o texto estd truncado com ‘talvez’ e ‘possivelmente’,

qualificacGes, justificativas, entdo provavelmente é cientifico; quando se afirma ser a verdade final, ndo é

’

cientifico.’

Na maior parte de nossa existéncia somos alheios a diversos assuntos, o que nos leva a
ansia em busca de novos conhecimentos e a caminhos, 0s quais permitem uma ampliacdo da
visdo critica, neste caso, em relacdo a ciéncia. A compreensao de questdes basicas sobre “o
que sdo verdades em ciéncia?” incomoda, levando a busca pela compreensdo do grande
contrassenso presente na ciéncia moderna, no qual a soberba e a negligéncia, criadas pelo
saber determinante, séo capazes de reduzir a diversidade do mundo a ele mesmo. Fato esse
que aprisiona um saber, nos tornando iludidos ao falso fato de estarmos sozinhos no
universo.

Entretanto, para nds que estamos absorvidos com o desenvolvimento de um
conhecimento critico a mais sobre as moléculas presentes na secrecdo de anfibios,
entendemos que precisamos observar a ciéncia destas moléculas, como organismos que
necessitam de uma perspectiva que integre a sua morfologia, sua fisiologia, sua bioquimica,
seu comportamento e sua ecologia.

Acreditamos que toda esta informagéo deve ser colocada dentro de um contexto evolutivo
com o intuito de compreender o que cada uma destas informagfes esta carregando e
contribuindo para a fantastica escola destes encantadores animais, que representam tdo bem a
transicdo para a vida terrestre dos vertebrados.

E foi dentro desta escola que aprendemos a observar estas moléculas sob uma nova
perspectiva, na qual as caracteristicas Unicas na estrutura primaria nos guiaram a uma nova

ideia. Esta ideia foi desenvolvida e consolidada no periodo de doutorado sanduiche na Yale
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University, sob a orientacdo do Dr. Ivan Eid de Aradjo. Mais importante que aprender

neurociéncia, foi aprender a dialogar ciéncia. Como diria Marcel Proust:

“A verdadeira origem da descoberta consiste ndo em procurar novas paisagens, mas em ter novos olhos”

Este estudo € um enriquecimento sobre o ‘re-pensar’ o saber categorico, entendendo o
nosso conhecimento sobre uma nova miragem. Entendemaos, aqui, que as moléculas presentes
nos anfibios sdo capazes de carregar informacGes sobre as mais distintas estorias, as quais 0s
seres vivos travaram ao longo da histdria de sua existéncia.

Contudo, esta tese é o fruto de uma breve vida fascinada pelos mistérios do mundo, e de
seus habitantes. A busca pela compreensao microscépica daquilo que nos torna, hoje, capazes

de sobreviver em um mundo ilégico, e pouco reflexivo.
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Resumo

As toxinas de origem vegetal, animal e microbiana h4 muito despertam o interesse do
homem. Assim, a busca por moléculas bioativas que permitam uma ampla biblioteca
informativa surge como alternativa na busca de solugbes de problemas agricolas e
farmacoldgicos. A pele dos anfibios € uma rica fonte destas moléculas, as quais sdo
produzidas pelas glandulas serosas holécrinas do tegumento, as quais estdo localizadas nos
granulos do lumem, e sdo liberadas sob a presenca de estimulos apropriados. Suas funcdes
sdo variadas, atuando tanto na regulacdo das funcges fisioldgicas da pele, como na defesa
contra predadores e microrganismos. As moléculas mais estudas sdo o0s peptideos
antimicrobianos (PAM), os quais atuam diretamente na defesa quimica contra patgenos.
Neste trabalho, foi estudada uma nova classe de PAM presentes na secre¢do cutanea do anuro
Hypsiboas punctatus, as fenilseptinas (Phes). Estas sdo peptideos antimicrobianos de 18
residuos de aminodcido (FFFDTLKNLAGKVIGALT-NH2), com massa molecular
M+H"=1954.2, as quais ocorrem naturalmente na forma de uma mistura racémica (L-/D-
Phes), e apresentam propriedades sensoriais. A enantiomerizacdo do residuo de aminoacido
Phe2 e a amidacdo C-terminal foram estudadas e confirmadas por uma combinacdo de
técnicas incluindo RP-UFLC, espectrometria de massa combinada com mobilidade i6nica,
experimentos de MS/MS de alta resolugdo, sequenciamento de cDNA, sintese de peptideos
em fase solida e sequenciamento N-terminal por degradacdo de Edman. Os estudos
detalhados das 20 estruturas de menor energia obtidas por experimentos de ‘H RMN
demonstram que os peptideos assumem uma conformagdo de a-hélice dos residuos 5-18
(RMSD 0.22 £ 0.09), e existe em D-Phes uma de mudanca de 90° na orientacdo da por¢do N-
terminal 1-3. Os peptideos foram ativos contra bactérias gram-positivas e gram-negativas em
ensaios de determinacdo da atividade antimicrobiana in vitro (e.x. S. aureus -65,5 e 32,7 uM,
L-Phes e D-Phes, respectivamente). E, as mesmas moléculas foram testadas em camundongos
as propriedades gustativas, em um sistema de animais KO para um canal iénico essencial
para a transducdo do sabor amargo e doce (Trpmb5). Os camundongos WT rejeitaram 0s
peptideos (p < 0,05), enquanto que os camundongos KO foram indiferentes aos mesmos (p >
0,3). Provavelmente, as divergéncias estruturais sdo mais relacionadas com as diferencgas
observadas em relacdo as atividades antimicrobianas diferenciadas entre as duas moléculas,
do que com as propriedades sensoriais. Fenilseptinas representam o primeiro relato de

moléculas antimicrobianas, com propriedades sensoriais e enorme plasticidade estrutural.
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Abstract

Toxins from plant, animal and microorganism long light the interest of man. Thus, the search
for bioactive molecules that allow a large databank appears as an alternative looking for
solutions to agricultural problems and pharmacological. Amphibian skin secretions is a rich
source of these molecules, which are produced by serous holocrine glands, which are located
in the lumen of the granules and are released in the presence of appropriate stimuli. Their
functions are diverse, acting both in the regulation of physiological functions of the skin, as
in defense against predators and microorganisms. The molecules most studied are the
naturally occurring antimicrobial peptides (AMP), which act directly on the chemical defense
against pathogens. Here we report a new class of AMP present in the skin secretions of
anuran Hypsiboas punctatus, the fenilseptina (Phes). These are antimicrobial peptides of 18
amino acid residues (FFFDTLKNLAGKVIGALT-NH2), with a molecular mass of M+H+ =
1954.2, that was purified as two naturally occurring D- and L-Phe analogs, with sensorial
properties. The amino acid epimerazition and C-terminal amidation for both molecules (in
short, D-Phes and L-Phes) were confirmed by a combination of techniques including reverse-
phase UPLC, ion mobility mass spectrometry, high resolution MS/MS experiments, Edman
degradation, cDNA sequencing and solid-phase peptide synthesis. RMSD analysis of the
twenty best 'H NMR structures of each peptide revealed that the peptides assume an a-helical
conformation of residues 5-18 (RMSD 0:22 + 0.09), and there is D-Phes has a major 90°
difference between the two backbones at the first four N-terminal residues and substantial
orientation changes of the respective side chains. The peptides were active against gram-
positive and gram-negative in vitro assays (S. aureus -65.5 and 32.7 mM, L-and D-Phes Phes,
respectively). And the same molecules were tested in mice to evaluate the properties in a
system of KO animals to a ion channel essential for transduction of bitter and sweet (Trpm5).
The mice rejected the WT peptide (p < 0.05), while the KO mice were indifferent to them (p
> 0.3). These structural divergences are most likely linked to the quantified differences in
antimicrobial potencies determined for both molecules, but produced no detectable change in
the gustatory aversive behavior. Perhaps the Phenylseptins are early examples of the amazing

plasticity of small biomolecules yet to be understood.
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Introducdo — As toxinas de origem natural

Existe nos seres vivos um empenho continuo para maximizar seu potencial de
sobrevivéncia. Desde os primdrdios da existéncia, 0s organismos desenvolveram mecanismos
de protecdo aos perigos existentes, respondendo as mudangas que ocorrem em seu habitat. As
constantes pressdes do ambiente e a luta pela sobrevivéncia iniciaram uma histéria bioldgica,
a qual permitiu a incorporacdo e o desenvolvimento de diferentes estratégias, sejam elas
quimicas ou bioldgicas (Futuyma, 2002).

Os exemplos de estratégias quimicas de defesa na natureza sdo encontrados desde 0s
gambas (Didelphis sp), que liberam tidis em resposta ao perigo, até as plantas trepadeiras (i.e.
Acacia catechu), que produzem catecdis para se proteger de seus invasores. Essas moléculas
sdo conhecidas como toxinas, e encontram-se amplamente distribuidas na natureza (Clement,
1998; Wood et al., 2002).

Qualquer que seja o repositorio biolégico das toxinas, estas se caracterizam por sua
origem natural e pela sua habilidade em tornar as fungdes vitais dos outros organismos fracas
e debilitadas, podendo levar a morte. Esta habilidade garantiu, no curso da evolucédo, a
sobrevivéncia de muitas espécies, criando uma intima relacdo molecular entre uma toxina e o
seu mecanismo fisiolégico especifico de envenenamento’ (Duellman, 1986; Kordis e
Gubensek, 2000).

Uma estratégia de defesa comumente adotada, tanto por plantas quanto por animais, € a
producdo de substancias capazes de prové-los de gostos e de odores repelentes, criando um
sistema de alerta aos seus invasores. Em plantas, um exemplo classico, sdo as substancias
alcaldides, como as metilxantinas, presentes em sementes, frutos e folhas de espécies, como o
café, o cha e o cacau, na forma de cafeina, teofilina e teobromina, respectivamente (Poe e
Johnson, 1953; Gurney, 1971). Estas moléculas, conhecidamente amargas e aversivas, atuam
como inseticidas naturais protegendo as plantas contra o ataque de predadores (Kim et al.,
2010).

Exemplos de estratégias de defesa utilizando o amargor também sdo descritas em
anfibios da Ordem Anura. A secrecdo cutanea destes animais possui papel diversificado sobre
as funcdes fisiologicas da pele (i.e. respiragcdo), e € rica em diferentes substancias (i.e.

alcaloides, aminas biogénicas, peptideos e proteinas), as quais sdo capazes de prover 0s

! Ato ou efeito de envenenar (-se); Intoxicago, que por extenso é o ato de ingerir ou
absorver droga, ou qualquer substancia nociva ao organismo (Dicionario Aurelio Eletronico,
XXI, Verséo Il1).
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animais de gosto, de odor repelente e de propriedades adesivas que interferem nos processos
de ingestdo pelo predador, além de causarem nauseas, perda de coordenacdo e de consciéncia
ou eventual morte (Neuwirth et al.,, 1979; Duellman, 1986; Prates, 2003). Esta
impalatabilidade?, ou aversdo, é interpretada por mamiferos e alguns peixes como sinais
naturais de perigo (Darst e Cummings, 2006; Darst et al., 2006).

Isso ocorre porque, para o0s seres vivos em geral, o sentido do paladar desempenha um
papel fundamental na distingdo entre presas/alimentos seguros daqueles potencialmente
toxicos, os quais podem ser danosos ou até mesmo fatais (Amrein e Bray, 2003; Boughter e
Bachmanov, 2007). Estas informacdes sdo detectadas por sensores periféricos, e
posteriormente enviadas ao Sistema Nervoso Central, de onde respostas comportamentais de
aproximacao/ingestdo ou rejeicdo séo geradas. Desse modo, grande parte dos animais possui
uma instintiva aversdo a substancias amargas, sendo esta uma percep¢do muito mais sutil,
gue caminha além do carater hedénico do paladar (Duellman, 1986; Scott, 2005).

Em anfibios, a busca por moléculas com funcdes diversas, relacionadas com
estratégias de defesa como a mencionada acima, ainda € escassa, apesar de pesquisas que
demonstram a rejeicdo destes animais por predadores (Scott, 2005). Isso destaca a
importancia do desenvolvimento de pesquisas sobre a identificacdo e a caracterizacdo de
moléculas presentes nas suas secrecOes, buscando-se novas funces capazes de fornecer
dados que auxiliem os estudos sobre a biologia destas moléculas.

No presente estudo, prospectamos peptideos presentes na secrecdo cutanea do anuro
Hypsiboas punctatus, e caracterizamos duas classes: as hilaseptinas, descritas anteriormente
por Prates, et al., 2004, e uma nova classe de moléculas, as fenilseptinas. Esta Gltima classe
foi caracterizada bioquimica e estruturalmente, e, a partir das informacBes obtidas,
hipotetizamos: Teriam também as fenilseptinas propriedades quimico-sensoriais?

Desta forma, criamos um novo cenario para observar estas moléculas e fundamentar

nossas ideias a respeito de moléculas com multiplas funces.

2 O termo impalatabilidade descreve algo que provoca sensacdo de desagrado; desprazer; ao
ser comido e/ou ingerido.
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Peptideos bioativos presentes na secrecao cutanea de Anuros

O Anuro Hypsiboas punctatus.

H. punctatus (Hyla punctata - Schneider 1799) é um anfibio pertencente a familia
Hylidae. Em 2004, Faivovich e colaboradores revisaram esta espécie, e em 2006 incluiram-na
no género Hypsiboas (Faivovich et al., 2004; Frost, 2004).

A coloracdo desta espécie é extremamente variavel, sendo de caracteristica noturna,
com predominancia verde e de manchas marrom-avermelhadas fortes. Durante o dia, estas
manchas tornam-se dispersas e menores, podendo ser quase inexistentes, mantendo desta
forma uma coloragdo verde-amarelada intensa (Duellman, 1986). De acordo com Frost
(2004), a espécie ocorre nas regides amazonicas do Equador, Peru, Bolivia e Brasil, podendo
ocorrer também no Brasil Central, Paraguai e Argentina, Guianas, Guiana Francesa,
Suriname, Nordeste da Colémbia, Trinidade e Tobago e Venezuela.

Espécimes de H. punctatus foram identificados em florestas primérias e secundarias
(Duellman, 1986), mas sdo predominantemente encontrados em matas rasteiras e arbustos
(entre as folhas), em areas inundadas, pantanos sazonais, fossos ou rios. A presenca desta
espécie também € muitas vezes associada a uma planta denominada Montrichardia
arborescens. Os ovos e girinos desenvolvem-se na agua, em areas degradadas, jardins de
caracteristicas rurais e até mesmo no entorno das cidades (Lopez et al., 2009).

Os componentes da secrecdo desta espécie foram pouco estudados e, até o momento,
existem: uma publicacdo na revista Journal of Biological Chemistry, realizada por Prates e
colaboradores, em 2004; uma tese de doutorado apresentada pela mesma autora, em 2003; e
uma dissertacdo de mestrado apresentada por Ribeiro (2011).

O primeiro trabalho descreve o peptideo Hylaseptina P1, o qual foi classificado como
antimicrobiano, com base em ensaios realizados in vitro contra bactérias e fungos
patogénicos humanos. Este trabalho estabeleceu o primeiro relato dessa classe de peptideos
na secre¢do da pele de anfibios. Os dois Ultimos trabalhos descrevem um neuropeptideo
classificado como Hp-somatostatina, devido a alta similaridade com o hormonio
somatostatina, classicamente encontrado no cérebro e no sistema digestivo de vertebrados

superiores, inclusive em humanos (Prates, 2003; Ribeiro, 2011).
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Os anfibios, sua pele e suas biomoléculas.

A palavra amphibia, de origem latina, ¢ traduzida para o portugués como ‘duas vidas’.
Ela descreve, assim, a caracteristica mais importante destes animais: viver pelo menos uma
fase da vida em ambiente aquético, e outra fase em ambiente terrestre® (Duellman, 1986;
Clarke, 1997).

Estes animais (grupo Amphibia) séo descendentes dos primeiros vertebrados a
conquistar o ambiente terrestre. O estudo de fdsseis relativos a animais existentes ha 350
milhdes de anos (Periodo Devoniano) evidenciam que os anfibios compartilham um ancestral
comum com o crossopterigianos. Os anfibios primitivos possuiam caracteristicas muito
distintas daqueles que conhecemos hoje, os anfibios modernos, os quais surgiram cerca de
250 milhdes de anos (Gee, 1989; Strother et al., 2011).

O fossil mais antigo de um anfibio com a forma atual dos anuros é conhecido como
Triadobatrachus e foi encontrado em Madagascar, em uma decomposicdo de sedimentos
datada do Periodo Triassico (220-230 milhdes de anos atréas). Apesar de estes animais serem
intermediarios entre os peixes completamente aquaticos e 0s amniotas terrestres, ndo
podemos defini-los simplesmente como elementos transicionais em questdes como
morfologia, vida, histéria, ecologia e comportamento (Gee, 1989). Estes animais contam uma
das estorias de maior sucesso da vida na Terra, e por milhdes de anos, adaptaram-se a
ambientes distintos, gerando diversidade desde as formas de locomocéo até as estratégias de
defesa. A partir disso, surgiram morfologias especializadas que, possivelmente, garantiram tal
sucesso evolutivo (Trueb, 1973; Clarke, 1997).

O tegumento (ou pele) destes animais - um exemplo de morfologia especializada - o
qual é desprovido de escamas externas - é altamente permeavel a dgua e encoberto por
glandulas. As glandulas mucosas presentes sao em geral coloridas, com padrdes e cores tdo
confrontantes quanto aqueles presentes em aves coloridas (Noonan e Comeault, 2009;
Schempp et al., 2009). A estas caracteristicas, utilizadas como estratégia de camuflagem das
espécies ou alerta de toxicidade, somam-se os padrdes de comportamento (i.e mimetismo), e
a sua exposigdo constante a predadores, o que culminou no surgimento de diversificadas

adaptacOes para evitar situacGes de perigo. Tanto a coloracdo, o carater granular, quanto a

® Salientando que alguns anfibios sdo unicamente aquaticos (i.e. Pipa pipa, Xenopus laevis e
algumas salamandras), enquanto outros sdo adaptados ao ambiente terrestre (i.e. Bufo sp.).
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permeabilidade da pele tém importancia fundamental na modelagem da evolucéo e ecologia
dos anfibios (Duellman, 1986; Daly, 1995).

As glandulas mucosas presentes em toda a superficie da pele dos anuros produzem uma
secrecao rica em compostos mucopolissacaridicos biologicamente ativos, que se espalha por
todo o corpo mantendo a pele Umida, permeavel a 4gua e aos gases (oxigénio) e regulando a
temperatura corpérea dentro de limites estaveis. Nos sistemas biologicos, a permeabilidade a
agua é inseparavel da permeabilidade aos gases, e os anfibios sdo animais dependentes da
respiracdo cutanea, sendo esta responsdvel por uma parcela significativa de suas trocas
gasosas (Duellman, 1986).

Em espécimes de anfibios terrestres, a pele permite 0 movimento passivo de agua e de
gases, controlando o movimento de outros compostos, regulando o equilibrio osmético e a
entrada de agua (Clarke, 1997). Deste modo, é formado, na superficie da pele, um
microambiente propicio para o desenvolvimento de microrganismos oportunistas (virus,
bactérias, fungos e protozoarios), os quais acompanham os anfibios em todas as fases da vida
(Clarke, 1997; Peschel e Sahl, 2006).

Esta susceptibilidade obrigou a estes animais desenvolverem um eficiente sistema de
defesa formado pela secrecdo presente na pele e seus compostos bioativos, 0s quais podem
ser toxicos como os alcaldides, as aminas biogénicas, as proteinas e os peptideos. Os
peptideos podem ser neuroativos (i.e. somatostatina®), sinalizadores quimicos (i.e.
feromdnios), inibidores de proteases (i.e. FTKI em Phyllomedusa sp.), proteger contra
predadores de pequeno e médio porte (i.e. batracotoxinas) e atuar como agentes
antimicrobianos (i.e. dermaseptinas, filoseptinas, bombesinas, aureinas). Entretanto, a grande
maioria ndo possui fungdo conhecida (Daly, 1995; Brand et al., 2002; Nascimento et al.,
2003; Leite et al., 2005; Conlon et al., 2009; Conlon e Sonnevend, 2010).

* Relembrando: Somatostatina é um neuropeptideo, classicamente encontrado no cérebro e no
sistema digestivo de vertebrados superiores, inclusive em humano, e um analogo classificado
como Hp-somatostatina, foi encontrado no espécime Hypsiboas punctatus. Ver introducéo da
tese.
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Os peptideos antimicrobianos de anuros.

A caracterizagdo funcional e estrutural de um grande numero de moléculas bioativas
presentes em anuros foi realizada pelo farmacologista italiano Vittorio Erspamer e pelo
bidlogo americano John W. Daly (Erspamer et al., 1985). No inicio da década de 70,
Erspamer realizou estudos sistematicos que levaram a descoberta de diferentes fungdes
farmacoldgicas para estas moléculas (i.e. hipotensoras, hormonios, antimicrobianas)
(Erspamer et al., 1967; Anastasi e Erspamer, 1970; Erspamer, 1971; Erspamer et al., 1993).
Na mesma época os pesquisadores austriacos Csordas e Michl descreveram a bombinina, um
peptideo contendo 24 residuos de aminoacido, presente na secrecdo do anuro europeu
Bombina variegata (Csordas e Michl, 1969).

Os primeiros registros de peptideo oriundos de anfibios com acdo antimicrobiana datam
de mais de 20 anos, quando Zasloff, em 1987, isolou da secrecéo da pele do sapo africano
Xenopus laevis (Pipidae) uma molécula conhecida como magainina (Zasloff, 1987).
Posteriormente, descobriu-se que os genes codificam peptideos que sdo expressos na forma
de pré-pré-peptideo, os quais apresentam um padrdo de duas regides conservadas (peptideo
sinal e regido acidica) e uma hipermutavel (peptideo maduro), podendo sofrer diferentes tipos
de modificagdes pds-traducionais (i.e. clivagens enzimaticas, amidacdo, acetilacdo,
sulfonacdo, enantiomerizacdo de aminoécidos) (Conlon, Abraham et al., 2005; Conlon,
Jouenne et al., 2005).

Quando secretados, os pre-pro-peptideos sdo clivados enzimaticamente, em sitios
especificos liberando o peptideo biologicamente ativo (Figura 1Erro! Fonte de referéncia
ndo encontrada.). Os peptideos maduros possuem de 10 a 50 residuos de aminoacidos,
sendo que uma quantidade elevada destes possui carater hidrofébico (hidrofobicidade), uma
carga residual positiva (cationicidade), bem como a conformacdo em a-hélice anfifilica (uma
face apolar em contraste com uma face polar e separacdo de cargas), e podem compartilhar
identidade em sua estrutura primaria (Haney et al., 2009; Mangoni et al., 2011).
Especificamente, em secre¢des de algumas espécies, alguns peptideos podem ser agrupados
em familias a partir de semelhancas na sequéncia de aminoacidos, porem membros de uma
mesma familia podem ter graus de poténcia e seletividade diferenciados (Conlon et al., 2004;
Nicolas e EI Amri, 2009).
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Regiao conservada Regiao variavel
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(e.i. defensinas)

Figura 1. Estrutura geral do cDNA codificador de peptideos antimicrobianos. Em coloracéo laranja estdo
representados os éxons presente na estrutura génica. Em verde, o peptideo sinal, em roxo a regido acidica, €
finalmente em coloragdo rosa o peptideo maduro, o qual é secretado/liberado apés a acdo de enzimas
especificas. Na figura exemplos das diferentes estruturas que os peptideos antimicrobianos podem assumir.
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Especula-se que estes peptideos surgiram a partir da duplicacdo de um gene ancestral
(Tennessen e Blouin, 2007) e que a multiplicidade pode fornecer um espectro mais amplo de
defesa contra uma gama maior de microrganismos. Contudo, estas hipoGteses ainda ndo sao
comprovadas (Peschel e Sahl, 2006; Tennessen et al., 2009). Alguns pesquisadores utilizam a
sequéncia de aminoacidos destes peptideos para complementar outros tipos de analises
filogenéticas (i.e. cladistica), como comparacdo de genes ortdlogos, para elucidar a historia
evolutiva de determinados géneros (Conlon et al. 2004a, 2009d).

Hoje se sabe que a conservacdo da sequéncia de aminoacidos ndo é crucial para a sua
funcdo e que 0s mecanismos que regem sua atividade estdo relacionados com outras
caracteristicas (Haney et al., 2009). Acredita-se que a variabilidade estrutural destes PAMs
seja consequéncia da diversidade de microrganismos oportunistas, 0s quais compartilham o
habitat dos anfibios (Simmaco et al., 1994; Peschel e Sahl, 2006). Sendo estas as moléculas
efetoras diretas para a imunidade inata dos anfibios, a selecdo natural teria impulsionado a
geracdo de moléculas de amplo espectro, ou com seletividade para determinados alvos, nos
fazendo inferir que a diversidade molecular € um resultado da interacdo do hospedeiro com

um namero variado de microrganismos, em seu ambiente natural (Mor et al., 1994).

Modificagdes pos-traducionais em peptideos de anfibios

Sabemos que as proteinas sdo sintetizadas nos polissomos® como cadeias simples de
aminoacidos, e que este produto primario pode ser modificado por uma série de reacdes
conhecidas como processamento poés-traducional. As extremidades amino e carboxi-
terminais podem ser bloqueadas, bem como alguns motivos, pequenos ou grandes, podem ser
adicionados as cadeias simples de aminoacidos. De uma forma geral, praticamente todos 0s
grupos reativos das proteinas presente em um organismo podem ser modificados
guimicamente in vivo (Holland e Wangh, 1984; Auvynet et al., 2006).

Estas reacGes podem alterar as propriedades dos produtos primérios bésicos
modificando a solubilidade, a estabilidade, as interacbes com receptores ou com outras
proteinas e a localizacdo subcelular (i.e. pela adicdo de motivos apolares), e toda a rede de
transducdo de sinal pode ser alterada pela desfosforilagdo de certos aminoéacidos (i.e. serina,
treonina e tirosina). S&o estas e outras modificagdes pos-traducionais que contribui para a
diversidade biologica e, provavelmente, a vida como nos conhecemos seria inimaginavel
(Kreil, 1997).

> Polissomos s&o ribonucleoproteinas formadas por rRNA (RNA ribossomal) e proteinas.
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Neste trabalho vamos destacar a presenca de um tipo especifico de modificacdo pds-
traducional: a enantiomerizaco® (Heck et al., 1996; Kreil, 1997). A histéria de peptideos
biologicamente ativos contendo D-amino&cido tem inicio nos primeiros anos da década de 80
e muitos estudos demonstraram a presenca destes na secre¢do de anfibios, sendo alguns com
alta taxa de similaridade aos peptideos presente em mamiferos (i.e. demorfinas e deltorfinas)
(Erspamer et al., 1989; Melchiorri et al., 1992; Tooyama et al., 1993; Heck et al., 1996;
Auvynet et al., 2006).

Logo apos o isolamento da encefalinas presentes no cérebro de mamiferos (Simantov e
Snyder, 1976), Erspamer e colaboradores iniciaram uma busca por analogos presentes na
secrecdo da pele de diferentes anfibios. Foi este fato que levou ao isolamento das dermorfinas
e das deltorfinas presentes na secrecdo do anuro Phyllomedusa sauvagei. Estas moléculas
possuem alta afinidade e seletividade aos receptores opidide do tipo i e 8. As dermorfinas,
quando injetadas no cérebro, provocam efeitos de analgesia 1000 vezes mais potentes que a
morfina. E interessante notar que o aminoacido presente na segunda posi¢do da sequéncia é
uma D-alanina e que seu isdmero contendo o L-alanina, na mesma posicdo, € desprovido de
atividade biol6gica. Outros peptideos opidides também presentes na secrecdo de
Phyllomedusa tém em sua sequéncia N-terminal o motivo Tyr-Xaa-Phe, onde Xaa pode ser
D-alanina, D-metionina, D-leucina (Broccardo et al., 1981; Erspamer et al., 1981; Erspamer
et al., 1989; Kreil et al., 1989; Auvynet et al., 2006).

Uma classe de peptideos contendo D-aminoécidos sdo as chamadas bombininas, as
quais também possuem a modificacdo na segunda posicdo (D- isoleucina), sendo que
pequenas quantidades de isémeros contendo L-isoleucina também foram detectadas na
secrecdo do mesmo anfibio. Em todos os peptideos mencionados acima, 0 D-aminoacido
parece estar presente na segunda posi¢do das sequéncias (Gibson et al., 1991; Simmaco et al.,
1991).

A formagdo poés-traducional do D-aminoécido obviamente aumenta a diversidade de
produtos que podem ser formados a partir de um unico gene. Além do mais, alguns elementos
estruturais ndo podem ser formados pela simples presenca de L-aminodcidos. Por exemplo,
estudos de difracdo de raios-x demonstraram que a sequéncia Gly-D-Phe-Ala, forma um tipo

particular de estrutura 11"B-turn, o que € extremamente importante para a atividade bioldgica

® Enantiomerizac&o: Conversdo enziméatica de um residuo de aminoécido na conformagao L-
(levégena) para a forma D- (destrogena). Estas formas séo especulares (em espelho) uma da
outra.
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desta molécula, uma vez que a presenca de L-Phe na posicdo 2 torna a molécula inativa
(Kamatani et al., 1989).

Evidéncias de estudos de RMN sugerem que peptideos opiodides de anfibios, formam
estruturas em que 0s anéis aromaticos conseguem interagir. Esta estrutura é crucial para a
interacdo dos peptideos com os receptores opidides. Para estes peptideos, o L- isdmero nao é
capaz de se ligar ao receptor correspondente, entretanto outras interacdes mais sutis sao
observadas (Naim et al., 1996).

Outro ponto importante a ser salientado é que peptideos contendo D-amino&cidos séo
muito mais resistentes a proteolise. Este fato pode ser observado nas dermorfinas, que
possuem D-aminoacido em sua por¢do N-terminal, e ndo sdo hidrolisadas por
aminopeptidases, enquanto que seu L- isdmero é rapidamente degradado (Darlak et al.,
1988).

Este tipo de modificacdo é dificilmente detectado por grande parte das técnicas
protedmicas, pois sua ocorréncia ndo implica em mudancas na massa molecular dos
aminoacidos. Entretanto, com o avanco das técnicas de Quimica de Proteinas estes problemas
comecam a ser resolvidos com maior facilidade (i.e. mobilidade ibnica, espectrometria de

massa, cromatografia liquida de alta eficiéncia-HPLC).

Estrutura e modo de acao dos peptideos antimicrobianos de anfibios.

Nos tdpicos anteriores, discutimos sobre a estrutura primaria dos peptideos
antimicrobianos e o0s processos pelos quais sua diversidade pode ser aumentada e
exemplificamos a vasta rede de possibilidades para o seu espectro de a¢do. Agora entraremos
em uma nova etapa, onde sera importante compreender que, apesar de compartilharem pouca
identidade em relacdo a estrutura primaria, os PAMs podem compartilhar semelhancas com
relacdo aos padrdes estruturais, podendo ser categorizados em pelo menos quatro classes
estruturais:

i. Peptideos em a-hélice que ndo possuem cisteina (i.e.defensinas);

ii. Peptideos em folha-B estabilizados por pontes dissulfeto intramoleculares (i.e. Protegrina
);

iii. Peptideos contendo aminoacidos como histidina, prolina e triptofano (i.e. Pro/Arg Bac7);

iv. Peptideos com estrutura estendida (Figura 2).
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Figura 2. Exemplos de estruturas de peptideos de defesa encontrados em diferentes espécies. Figura
retirada e modificada do artigo Hancock e Sahl, 2006, Nature Biotechnology.

Os dois primeiros tipos, em geral, ttm uma carga liquida positiva e assumem uma
estrutura anfipatica, sendo estas caracteristicas primordiais para o0 entendimento do
mecanismo de acao dos conhecidos PAMs.

A primeira interacdo dos peptideos com as células alvo é mediada principalmente por
atracdo eletrostatica, causada pelo carater catidnico dos peptideos e a abundancia de
fosfolipidios aniénicos (i.e. fosfatidilglicerol) nas membranas dos microrganismos. Sendo
assim, a interacdo dos peptideos com as membranas bioldgicas € dependente ndo somente das
caracteristicas fisico-quimicas dos peptideos, mas também da constituicdo fosfolipidica de
cada tipo celular (Haney et al., 2009).

Em concentragdes micromolares, os peptideos membranoliticos podem agir causando
rompimento da membrana plasmatica das celulas procarioticas, enquanto muitas moléculas

séo incapazes de romper membranas de células de organismos eucarioticos superiores (i.e. as
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hemacias) (Brand et al., 2006). Outro fator importante para acdo dos peptideos € a agregacao
e a posterior integracdo com a bicamada lipidica, o que resulta na expansédo da porcao externa
levando a membrana a ruptura (Shaw et al., 2006; Chi et al., 2007; Mason et al., 2007).

Existem modelos que sugerem a formacéo de canais idnicos ou poros, os quais levavam
a ruptura das membranas biologicas: os modelos “Barrel-Stave”, “carpet-like”, “toroidal” e
“detergent-like”.

O modelo “Barrel-Stave” foi criado no pressuposto de que as regifes do peptideo
hidrofébico alinham-se com as cadeias acil dos lipidios da membrana, enquanto as regides
hidrofilicas peptidicas formam a superficie interna do canal de poros. Embora amplamente
vistos como prototipos para peptideos indutores de poros, este modelo se encaixa apenas para
um numero muito restrito de exemplos (Shai, 2002) (Figura 3).

O modelo “carpet-like” descrito por Shai e colaboradores (2002), talvez o mais aceito,
baseia-se na ligacdo dos peptideos, em sua forma monomérica, a8 membrana plasmatica, com
subsequente insercdo na membrana para a formacdo de poros e, por fim, no recrutamento
progressivo dos mondmeros, gerando agregacéo, a qual causa aumento no diametro do poro
formado (Shai, 2002; Shai et al., 2006) (Figura 3).

O modelo “toroidal” descreve que durante o processo de permeabilizacdo da membrana,
0s peptideos antimicrobianos interagem continuamente com a porcdo externa dos
fosfolipideos. Os peptideos sdo atraidos eletrostaticamente, ligando-se a superficie da
membrana e formando uma estrutura de carpete. Ou seja, 0s mondmeros se alinham na
superficie da membrana fazendo com que a face hidrofilica fique frente aos fosfolipideos. Em
seguida, ocorre uma re-orientacao dos residuos hidrofébicos em direcdo a regido hidrofébica
da membrana, com a posterior formacgédo de poros transientes e desintegracdo da membrana
(Shai, 2002).

E, finalmente o modelo mais geral “detergent-like”, proposto por Bechinger e Lohner
em 2006. Este modelo descreve que a permeabilizacdo da membrana ocorre apenas quando
0s peptideos atingem alta concentracéo, envolvendo toda a superficie celular, ndo existindo
uma organizacdo das porcOes hidrofilicas. Sendo assim, os peptideos ndo adotariam uma
estrutura determinada no momento da interagdo com a membrana (Bechinger e Lohner,
2006).

Alguns peptideos com atividade antitumoral tém seu mecanismo mediado por
gangliosideos negativamente carregados que estdo presentes em quantidade anormalmente
elevada sobre esses tipos celulares (Lizzi et al., 2009). No entanto, varios PAMs com carater

catibnico ou anfipatico menos acentuado sdo capazes de translocar para dentro do citoplasma
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sem permeabilizar a membrana citoplasmatica e, aparentemente, abordam alvos intracelulares

(i.e. defensina de ervilha Psd1) (Kovaleva et al., 2009)

Figura 3. Exemplos de modelos para mecanismo de acdo de peptideos antimicrobianos. (A) Figura
representando o modelo “Barrel-stave” de permeabilizagdo dos peptideos na membrana. (1) O peptideo encontra
a membrana (tanto os mondmeros, quanto os oligdmeros) e quando atingem a superficie da membrana (2) se
inserem no core lipidico da mesma recrutando outros mondmeros de peptideos. (B) Esta figura ilustra 0 modelo
“carpet-like” sugerido para permeabilizacdo dos peptideos na membrana. (1) Os peptideos encontram a
membrana e se ligam a surpeficie da mesma com a face hidrofdbica, enquanto a face hidrofilica interage com o
solvente. (2) Quando é atingida a concentragdo critica de peptideos monoméricos, a membrana é permeada e
poros transitorios sao formados, (3) o processo também pode levar a desintegracdo da membrana. Em coloragdo
azul as superficies hidrofébicas, e em vermelho as superficies hidrofilicas. Figura retirada e a adaptada de Shi,

2002. Biopolymers.
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Estudos estruturais de peptideos antimicrobianos de anfibios.

Resumindo todas as informagcfes e conhecimentos descritos até o momento,
observamos que 0s modelos existentes tentam descrever o0 modo de acdo destes peptideos,
mas talvez mais importante do que compreender 0s mecanismos € tentar observar os padroes
de multiplicidade conformacional, que podem ser gerados a partir das modificacbes pds-
traducionais descritas anteriormente, por degradacfes enzimaticas, ou simplesmente pela
plasticidade das moléculas de poderem se adaptar a diferentes ambientes quimicos. Este
altimo ponto é de torna-se relevante se pensarmos nos peptideos na pele dos anfibios como
moléculas que estdo sujeitas desde o contato com a membrana de microrganismos, até um
ambiente quimico repleto de enzimas com pH diferenciado (i.e. a boca de pequenos
mamiferos).

Neste sentido, a Ressonancia Magnética Nuclear (RMN) surge como uma ferramenta
importante para a elucidacdo estrutural de moléculas biologicas em solucdo, em especial
proteinas e peptideos (Marion et al., 1988; Park et al., 2007; Resende et al., 2008). Foi no
inicio da década de 80, que surgiram os primeiros trabalhos utilizando essa técnica para a
obtencdo de estruturas tridimensionais de biomoléculas, como a determinacdo estrutural do
glucagon (Braun et al., 1981) e o estudo conformacional, em solu¢do aquosa, de uma
entomotoxina proveniente do veneno de um escorpido — utilizando-se metodologias de
restricdes conformacionais (Arseniev, 1984).

Nessa mesma época, em 1986, Wuthrich desenvolveu a metodologia de atribuicdo
sequencial fundamentada na identificacdo de sequéncias Unicas de residuos em cadeias
polipeptidicas e de &cidos nucleicos, pela sistematizacdo de informagdes estruturais dos
mapas de contornos de RMN 2D (Wiithrich, 1986). Desde entéo, a espectroscopia de RMN
nos estudos de biomoléculas desenvolveu-se consideravelmente, permitindo a obtengdo de
espectros em aparelhos de alta resolucdo e mapas de contornos multidimensionais sem

sobreposicao de sinais.
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As percepgdes quimico-sensoriais dos animais

As percepgdes quimico-sensoriais sdo as mais antigas e universais do reino animal,
orientando o comportamento das especies mais do que qualquer outra percep¢do. Nos
animais, 0s quimioreceptores sdo utilizados para diversas finalidades, como por exemplo,
encontrar nutrientes e parceiros sexuais, reconhecer territorio e evitar situacdes de perigo
(Nei et al., 2008). Estas sdo a¢des essenciais a sobrevivéncia dos animais, as quais ao longo
do processo evolutivo permaneceram conservadas tanto no ambiente aquatico como no
terrestre. Os mamiferos sdo capazes de sentir um variado repertério de estimulos quimico—
sensoriais, 0 que permitiu o desenvolvimento de um apurado senso critico sensorial (Adler et
al., 2000; Zhao et al., 2003).

O paladar é responsavel por detectar e distinguir entre os mais diversos estimulos. Os
compostos quimicos capazes de evocar sensacfes gustativas em humanos sdo classificados
em cinco tipos: o azedo, o salgado, o doce, 0 umami e o amargo. Os compostos azedos
(&cidicos) sdo detectados por um canal idnico da familia TRP, e se supGe atualmente que este
também seja 0 caso para o gosto salgado. Os compostos de sabor doce, umami e amargo, por
sua vez, sdo detectados por células e receptores especificos e foram identificados em varias

espécies, incluindo camundongos e humanos (Boughter e Bachmanov, 2007) (Figura 4).

Microvilosidades
Cavidade Oral | Poro Gustativo

—

Epitélio

Tecido
Conjuntivo " (aferente)

Figura 4. Célula gustativa. Em amarelo as células do tipo I, e em verde as células do tipo Il ou células
receptoras, dedicadas para estimulos doce, amargo e umami. Em laranja células do tipo Il ou células pré-
sinapticas, em cinza, células do tipo IV ou basais e,m em azul, as células do tipo V, ou perigemal. Figura

retirada e modificada de Behrenas, et al, 2011. Chemistry of taste
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Os receptores gustativos responsaveis pela decodificacdo dos sabores doce séo
responsaveis por reconhecer fontes nutricionais ricas, enquanto que 0S receptores para
amargor sdo capazes de despertar no animal uma resposta aversiva sinalizando a presenca de
compostos toxicos ou potencialmente nocivos (Nei et al., 2008).

Estes receptores de membrana, em vertebrados, sdo codificados por seis familias
multigénicas diferentes, sendo 0s genes: receptores olfativos, receptores associados ao gosto
de amina, receptores vomeronasais do tipo 1 e 2, (V1R e V2R), receptores gustativos dos
tipos 1 e 2 (Taslr e Tas2r). Todas as proteinas codificadas por estes genes sdo receptores do
tipo proteina-G acoplada, possuindo sete regiGes de alfa-hélices transmembréanicas
(Chandrashekar et al., 2000).

Os dois tipos de receptores gustativos (i.e. 0os produtos das classes de genes Taslr e
Tas2r), denominados T1R e T2R, sdo expressos na regido apical de células epiteliais
especializadas (células gustativas) que se aglomeram em pequenos grupos celulares (50-150)
localizados nas papilas gustativas da lingua. Em mamiferos, sdo conhecidos atualmente trés
genes da classe Taslr (Taslrl, Taslr2 e Taslr3). Os produtos dos genes Taslr2 e Taslr3,
denominados T1R2 e T1R3, formam heterodimeros que funcionam como receptores de
amplo espectro para o sabor doce, e respondem a um grande numero de substancias
percebidas como tais por humanos, incluindo aclcares e os chamados adocantes artificiais
(i.e. compostos ndo caldricos possuindo alta afinidade com sub-regibes do dimero
T1R2+T1R3). Entretanto, especula-se também que homodimeros da forma T1R3+T1R3
podem ter uma funcdo especifica na deteccdo de carboidratos, mas ndo os adocantes
artificiais (Zhao et al., 2003).

Os heterodimeros da forma T1R1+T1R3, por sua vez, atuam como receptores de
sabores umami. Os receptores para amargor sao os do tipo T2R, reconhecendo uma grande
variedade de substancias. Os genes codificadores de receptores do tipo T2R estdo, em geral,
presentes em maior quantidade do que os genes de receptores do tipo T1R - receptores para
sabor doce e umami (Chandrashekar et al., 2000; Zhao et al., 2003).

Esta diferenca pode ser atribuida a grande diversidade de toxinas presentes no ambiente,
0 que significou um ganho evolutivo para o animal em termos de protecdo individual contra
intoxicaces e envenenamentos. O numero de receptores T2R presentes também varia de
espécie para espécie, sugerindo que diferentes espécies sdo expostas a diferentes toxinas (Nei
et al., 2008).

E ponto de destaque em nosso estudo notar que a transmissdo da informacgdo gustativa

ao sistema nervoso central é mediada pelos receptores T1IR e T2R e depende da presenca
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integral do canal i6nico ndo especifico Trpm5, expresso na regido basolateral das células
gustativas, as quais expressam estes receptores (Zhang et al., 2003). Em particular,
camundongos knockout para 0 gene trpm5 sdo insensiveis a compostos doces, umami e
amargos, 0 que os torna um 6timo modelo para o estudo comportamental das propriedades

gustativas de estimulos complexos (Figura 5).

GPCRs TRP channel

Umami Sweet Bitter Candidate sour
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TIRI+TTR: TIR2Z+1K ~-30 T2Rs PKD2L1

Figura 5. Esquema representativo dos receptores de gostos umami, doce, amargo e azedo. Este esquema é
um modelo dos receptores ou candidatos a receptores, os quais mediam quatro das cinco modalidades basicas de
gosto. Em cinza/azul, estao representados os receptores T2R, 0s quais sdo semelhantes aos receptores T1R, em
coloracdo amarela/marrom/rosa. De modo similar, o receptor PKD2L1 encontra-se proximo a um membro da

familia PKD1, os quais também podem formar um heterodimero. Figura retirada de Chandrashekar, et al, 2006.
Nature.
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Estrutura de peptideos relacionados com amargor

Quando as primeiras inferéncias sobre as unidades do amargor das moléculas foram
propostas, h& duas décadas, ndo havia conhecimento sobre os receptores para amargor, hoje
os conhecidos T2Rs. Em 1971, K.H.Ney estudou as caracteristicas amargas dos aminoacidos
e postulou a existéncia de uma relacdo entre a hidrofobicidade e o sabor amargo das
moléculas. A regra postulada descreve que a presenca de uma interacdo hidrofébica é
essencial para a sensagdo de amargor, sendo assim a sequéncia especifica de aminoacidos de
um dado peptideo ndo sera a Unica influéncia a determinar o amargor destes peptideos.

Alguns anos mais tarde, outros pesquisadores compararam estes dados com os dados de
Tanford, C. 1962 para 61 peptideos amargos presentes em fontes alimentares ricas. Os
experimentos corroboraram uma teoria segundo a qual é necessaria uma hidrofobicidade
média dos residuos presentes nos peptideos, permitindo uma relacdo entre a hidrofobicidade
dos residuos de aminoacidos e 0s sabores amargos. Entretanto, cabe ressaltar, a determinacao
do amargor ndo pode apenas ser determinada por estas relagdes (Tanford et al., 1962;
Maehashi e Huang, 2009).

Alguns peptideos amargos foram detectados em fontes naturais, como leite e queijo, e
foi demonstrada uma relacdo entre o amargor e a estrutura dos peptideos. Alguns exemplos
de peptideos encontrados sdo GPFPVI, FFVAPFPQVFGVK, FALPQYLK (Roudot-Algaron,
1996).

Todos estes peptideos, ricos em leucina, isoleucina e fenilalanina, foram classificados
como peptideos extremamente amargos (Roudot-Algaron, 1996). Devido a constante
presenca do residuo de fenilalanina nos peptideos amargos, esta foi estudada e,
posteriormente, considerada como 0 aminoacido central na predicdo do sabor amargo.

A fenilalanina (Phe) possui um sabor amargo, o qual pode ser intensificado quando o
aminoacido encontra-se bloqueado por grupamentos acetil e etoxi (Ishibashi N, 1987;
Maehashi e Huang, 2009). Vaérios peptideos foram sintetizados juntamente com seus
derivados (acetil e etoxi) e experimentos sistematicos entre as relacbes de amargor e a
estrutura dos peptideos foram realizados. Nestes estudos, peptideos glicidicos com
aminoéacido hidrofébicos, como Gly-Leu, Val-Gly e Gly-Phe-Gly, foram todos considerados
como amargos. Entretanto, aqueles ndo associados a amino&cidos hidrofobicos ndo tém
caracteristicas de amargor, como, por exemplo, Gly-Gly, Gly-Ala e Gly-Glu (Maehashi e
Huang, 2009).
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O amargor dos aminoacidos hidrofobicos € intensificado quando estes séo introduzidos
em certas cadeias peptidicas. Por exemplo, os residuos dos aminoacido leucina e fenilalanina
sdo amargos numa escala de 15-20 mM, e quando associados em Leu-Leu ou Leu-Phe esta
escala diminui, tornando estes dipeptideos 10 vezes mais amargos (Maehashi e Huang,
2009a).

Os peptideos que possuem em suas extremidades N- ou C- terminal grupamentos
blogueadores, também tém seu amargor aumentado. Estes grupamentos podem ser aminoacil,
acetilacOes, esterificacdes, metil-ésteres (Maehashi e Huang, 2009). Peptideos amargos
podem variar muito em sua estrutura primaria, ndo havendo uma regra de similaridade, mas
sim uma relacdo entre as propriedades fisico-quimicas compartilhadas entre eles.

Sabe-se que todos eles possuem uma elevada quantidade de aminoacidos de cadeia
lateral hidrofébica. Em solucdo aquosa, as proteinas possuem grupamentos polares e
hidrofilicos em sua superficie, com um centro hidrofébico empacotado. Quando degradadas
expdem estes grupamentos hidrofobicos, os quais alcancam mais facilmente os receptores
presentes, conferindo a sensacdo de amargor. Ou seja, para que 0s peptideos apresentem
sabor amargo faz-se necessdria a presenca de aminodcidos hidrofdbicos. Ishibashi e
colaboradores (1988) demonstraram - utilizando mais de 200 peptideos sintéticos -, que o
anel hidrofébico presente em alguns aminoacidos funciona como um sitio de ligacdo para
receptores de amargor, enquanto que grupamentos guanidinicos - como aqueles presentes na
arginina - desempenham um papel de unidade estimuladora (Ishibashi, 1988).

Aparentemente, o sabor amargo parece apenas se manifestar quando ambas as situacoes
ocorrem. Nestes estudos, grupos como guanidina (arginina), fenil (fenilalanina), imidazol
(histidina) e anéis iminos sdo reconhecidos como sitios de ligacdo determinantes para o
amargor (Ishibashi, 1988). Outra caracteristica importante estudada é a conformacéo espacial
em que 0s aminoacidos se encontram (Maehashi e Huang, 2009).

Uma abordagem comumente utilizada para estudar peptideos amargos € a analise de
QSAR (Quantitative Structure-Activity Relationship). Este tipo de abordagem tem sido
utilizado como ferramenta para a predicdo e a modelagem de farmacos, bem como em
proteinas e peptideos funcionais de alimentos. Estas anlises permitem encontrar correlacoes
estatisticas que descrevem a relacdo estrutura-atividade de peptideos, por exemplo,
antimicrobianos e amargos (Kim, 2006). Hellberg e colaboradores (1987) conduziram um
trabalho pioneiro de QSAR com aminoacidos e estabeleceram um sistema capaz de descrever

0s 20 residuos de aminoacidos como trés propriedades derivadas de uma anélise de
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componentes principais de uma matriz contendo 29 elementos fisico-quimicos (Hellberg,
1987).

Estas trés propriedades sdo conhecidas como trés valores de Z, representados por
hidrofobicidade (Z;), massa molecular (Z,) e propriedades eletronicas ou cargas (Z3) dos
aminoacidos. Hellberg, também aplicou a regressdo dos minimos quadrados parciais (PLS)
para construir um QSAR baseado em 48 peptideos amargos descritos por Asao e
colaboradores (1987). Baseando-se nestes estudos preliminares, Kim e seus colaboradores
(2006), desenharam mais de 224 peptideos contendo os cinco amino&cidos mais hidrofdébicos
para estudar as relacdes entre estrutura e amargor.

Os peptideos foram baseados nas caracteristicas de sequéncia, de hidrofobicidade
global, de massa molecular e nimero de residuos. Estes estudos demonstraram que o0 amargor
é conferido principalmente pelos aminoacidos hidrofébicos e, também, por residuos de
aminoacidos polares ndo carregados. Na escala descrita nesse trabalho, peptideos como Phe-
Phe-Phe, Arg-Gly-Pro-Pro-Phe-Phe-Phe, Arg-Pro-Pro-Pro-Phe-Phe-Phe foram considerados

extremamente amargos quando comparados aos demais (Kim e Li-Chan, 2006b; 2006a).

O amargor como estratégia de defesa em anfibios

Muitos trabalhos tém sido desenvolvidos demonstrando a impalatabilidade de diversos
anfibios e girinos, associada ao amargor, como estratégia de defesa (Madison et al., 2002;
Taylor et al., 2003; Darst e Cummings, 2006; Darst et al., 2006; Richardson et al., 2006).
Sendo assim, € clara a existéncia de uma estratégia de defesa baseada no sistema quimico-
sensorial dos animais. Esta estratégia conhecida ha décadas, e bem descrita no campo da
ecologia, ainda nao foi explorada do ponto de vista quimico.

A toxicidade da secrecdo cutanea, 0 aposematismo e 0 comportamento intimidador
servem como armas para evitar potenciais predadores. Especificamente, sinais quimico-
sensoriais sdo liberados pelas presas reduzindo as chances de ataques futuros, como pode ser
observado para alguns tipos de larvas e desovas de anfibios, os quais sdo reconhecidos como
repulsivos pelos predadores.

Como descrito anteriormente, apesar de uma variedade de peptideos apresentar acdo
antimicrobiana, estes diferem em tamanho, composicdo de aminoacidos, anfifilicidade,
angulo polar e conformagéo estrutural. Apesar de esta diversidade de estruturas primarias

encontradas, os residuos presentes compartilham algumas caracteristicas como a
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hidrofobicidade e anéis aromaticos em suas cadeias laterais e estes parecem ser fundamentais
para a estrutura e atividade biologica dos peptideos.

Tirando do contexto a atividade antimicrobiana, observamos que residuos hidrofébicos
como leucina e fenilalalina também s&o encontrados em peptideos que sdo percebidos como
amargos para mamiferos. Além desta caracteristica, alguns autores descrevem a importancia
da localizacdo destes residuos na estrutura primaria para a potencializacdo do efeito de
amargor percebido (Ney, 1971).

No presente trabalho, descrevemos a estrutura por *H RMN e realizamos estudos
funcionais de duas moléculas antimicrobianas analogas, em suas formas naturais de L- e D-
peptideo, sequenciadas por uma combinacdo de mobilidade idnica/espectrometria de massa,
degradacédo de Edman e isolamento de cDNAs. Os dois enantidmeros foram nomeados como
L- e D-fenilseptina, e ambos apresentaram propriedades gustatorias mediadas por vias
especificas, sendo comparaveis a resultados alcancados para alcaldides conhecidamente
amargos.

Este tipo de abordagem pode abrir novas perspectivas para estudos de toxinas animais,
permitindo uma visdo mais elaborada sobre a importancia da presenca destas moléculas sob o

ponto de vista evolutivo, ecolégico e comportamental.
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Justificativa

A busca por peptideos e a elaboracdo de ensaios para a determinacdo de suas atividades
bioldgicas fazem parte da rotina de muitos laboratorios de pesquisa. O estudo destas
moléculas atingiu um novo nivel com o desenvolvimento das técnicas protedmicas,
principalmente de cromatografia liquida de alta eficiéncia, da espectrometria de massa e da
ressondncia magnética nuclear. Atualmente, os equipamentos possuem alta resolucdo e
sensibilidade acelerando o processo de obtencdo de sequéncias peptidicas, permitindo uma
mudanc¢a no conceito de prospeccdo, analisando as moléculas como componentes de um
conjunto mais complexo e ndo como um prototipo isolado.

A secrecdo presente na pele dos anfibios nos permite explorar um fascinante campo de
estudo. Estes animais produzem uma variedade de moléculas bioativas, as quais sao
utilizadas no tratamento de doencas e em rituais misticos indigenas. O veneno destes animais
faz parte do sistema imunoldgico inato, atuando na defesa imediata contra patdgenos sendo
que, para cada espécie este mecanismo de defesa parece distinto, gerando uma diversidade
ainda maior de moléculas.

Neste contexto, tentar identificar peptideos com potencialidade para desempenhar
diferentes fungbes contribui para o entendimento mais claro e objetivo destas moléculas
permitindo a criacdo de novas abordagens, abrindo novas perspectivas no intuito de se buscar
resolver antigos problemas. Por conseguinte, aumentando o conhecimento funcional e
estrutural sobre essas moléculas.

Todo o patrimdnio cientifico assim gerado, além de despertar o interesse imediato das
indlstrias de alimentos, farmacéuticas e agricolas, pode igualmente representar uma
alternativa promissora para a descoberta de moléculas com novas funcgdes.

O grupo de pesquisa do Laboratério de Espectrometria de Massa da Embrapa Recursos
Genéticos e Biotecnologia vem desenvolvendo um trabalho de prospeccdo sistematica de
molécula bioativas disponiveis na biodiversidade brasileira. Tal esfor¢o culminou, entre
outros, no desenvolvimento de abordagens mais amplas sobre peptideos bioativos. E
exatamente a partir dessa abordagem e de resultados ja alcangados pelo grupo que o presente

trabalho se fundamentou.
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Objetivos

O objetivo principal deste trabalho consistiu da identificacdo, da caracterizacdo
bioquimica e estrutural, e da determinacéo das propriedades quimico-sensoriais dos peptideos

bioativos isolados a partir da secrecdo cutanea do anuro Hypsiboas punctatus.

Obijetivos especificos e estratégias adotadas.

a. Isolar e identificar novas moléculas bioativas em H. punctatus;

Estratégias:

i. Fracionar o extrato bruto obtido utilizando a técnica de cromatografia liquida de alta
eficiéncia em fase reversa (RP-HPLC);

ii. Analisar os componentes proteicos presentes, em cada fracdo cromatografica, por técnicas
de espectrometria de massa; fragmenta-los em espectrémetro de massa do tipo MALDI-
TOF/TOF, na célula de LIFT; obter a sequéncia primaria manualmente por sequenciamento
de novo; e analisar as sequéncias obtidas com auxilio de técnicas de bioinformética

disponiveis on-line.

b. Clonar e sequenciar os genes codificadores de peptideos antimicrobianos;

Estratégias:

i. Amplificar os genes codificadores de peptideos antimicrobianos utilizando
oligonucleotideos especificos para regifes conservadas de peptideos antimicrobianos ja
descritos na literatura; construir bibliotecas de cDNA; e realizar a analise completa das

sequéncias dos genes obtidos.

c. Determinar as modificagdes pos-traducionais existentes nos peptideos;

i. Clivar enzimaticamente o0s peptideos Fenilseptinas; purificar os fragmentos por
cromatografia liquida ultra répida em fase reversa (HP-UFLC); e determinar a massa
molecular de cada fragmento isolado por MALDI-TOF/TOF;

ii. Sintetizar os peptideos quimicamente pela estratégia Fmoc, modificando as regiGes que
apresentarem diferengas com relagcdo ao tempo de retencdo (cromatografia), porém mesma

massa molecular.
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d. Testar a atividade antimicrobiana das novas moléculas em cepas de bactérias
patogénicas humanas e bactérias fitopatogénicas com os peptideos isolados da secrecédo

cutanea de H. punctatus;

e. Sintetizar quimicamente os peptideos da familia Fenilseptina pelo método de sintese
de peptideos em fase sélida (SPPF) via estratégia Fmoc, bem como purificar e caracterizar 0s

peptideos sintéticos gerados;

f. Utilizar os peptideos sintéticos para determinar, por Ressonancia Magnética Nuclear

(RMN), a estrutura terciaria dos peptideos Fenilseptina (D- e L-Phes);

g. Estudar por mobilidade idnica as caracteristicas estruturais diferenciais entre os peptideos
D/L- Fenilseptinas (nativos) por mobilidade idnica acoplada a espectrometria de massa
(IM-MS)

h. Testar a hipotese de que os peptideos da familia Fenilseptina sdo amargos, em
camundongos mutantes insensiveis ao amargor, bem como averiguar o sistema de percepcoes
gustatorias, utilizando-se substancias controle conhecidamente amargas (metilxantinas:

cafeina, teofilina e teobromina).
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Material e Métodos
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Coleta dos animais

Espécimes adultos do anuro Hypsiboas punctatus, de ambos os sexos, foram coletados na
regido de Palmas (TO) (Figura 6). A coleta, o acondicionamento para transporte e a
manutenc¢do dos espécimes vivos seguiram as normas estabelecidas pelo Instituto Brasileiro
do Meio Ambiente e dos Recursos Renovaveis (IBAMA), que emitiu autorizagdo para 0s
procedimentos sob nimero 011/2007 — CGFAU.

Caatinga
Mata Atlantica

[ Amazonia

- Cerrado

Figura 6. Mapa de alguns biomas do Brasil mostrando a localizacdo dos representantes da espécie de
anfibio investigadas. (A) H. punctatus de Manaus — AM e (B) H. punctatus de Palmas — TO (localizagdo dos
anfibios estudados).
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Extracéo do tecido granular.

Segmentos de tecido da porcdo dorsal de pele dos animais foram extraidos e colocados
em laminas de vidro, secadas e montadas com fita dupla-face na superficie de placas de
MALDI-TOF para as analises de imagem. Adicionalmente, a pele extraida foi congelada em

nitrogénio liquido para subsequente extracdo de RNA (construcédo de bibliotecas de cDNA).

Extracdo da secrecdo cutanea

A secrecdo cutanea foi extraida pela estimulacdo elétrica branda (6 - 9 V) das glandulas
granulares da pele de H. punctatus e coletada em agua Milli-Q resfriada como um extrato
soluvel. O extrato foi filtrado em papel de filtro de fibra de celulose (Millex 0,45 pm),
congelado em nitrogénio liquido, liofilizado (Centrivap concentrator, Labconco, Kansas
City, MO) e estocado a -80°C.

Construcao de bibliotecas de cDNAs codificadores de peptideos antimicrobianos
Extracdo do RNA total e sintese da cDNA

Amostras (10 mg) do tecido dorsal de H. punctatus contendo as glandulas granulares
foram pulverizadas com nitrogénio liquido utilizando almofariz e pistilo. O tecido animal em
po foi transferido para um tubo Falcon de 15 mL com 4 mL de solucdo de Trizol®
(Invitrogen), seguindo o protocolo do fabricante. A quantidade de RNA total foi determinada
em espectrofotdbmetro e a integridade avaliada em gel de agarose desnaturante com
formaldeido. Uma fragdo enriquecida com poli-A* foi obtida por RT-PCR a partir de 200 pg
de RNA total, utilizando uma resina associada a oligo-dT (Tabela 1) do kit Oligotex®
(QIAGEN®), conforme recomendacdes do fabricante. Foram utilizados 4 g do RNA-poliA”
resultando na construcdo da biblioteca de cDNAs, utilizando a técnica de RT-PCR. A sintese
de cDNA a partir de mRNA foi feita utilizando-se um oligonucleotideo oligo-dT e uma

transcriptase reversa (Invitrogen) seguindo protocolo do fabricante.

Amplificacio dos cDNAs por PCR

Para identificar os genes codificadores dos peptideos presentes em H. punctatus foi

utilizada a técnica de PCR (Reacdo da Polimerase em Cadeia). Os cDNAs gerados foram
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submetidos a uma reacdo de PCR com os oligonucleotideos especificos descritos na Tabela 2.
As reacOes foram realizadas em volumes de 25 pL contendo 2 pg de cDNA, 10 mM de Tris-
HCI pH 8,4, 2 mM MgCl; 50 mM KCI, 200 mM de cada dNTP, 500 nM de cada
oligonucleotideo ¢ 0,1 U-pL™* de Tag DNA polimerase, para cada amostra de DNA.

A amplificacdo foi realizada em termociclador (Eppendorf®) sob as seguintes
condicdes: desnaturacdo prévia a 94°C por 2 min; repeticdo de 30 ciclos a 94°C por 45 s
(desnaturagdo); anelamento dos oligonucleotideos por 45 s; 72°C por 2 min (extensdo da
DNA polimerase) e ao final uma extensdo a 72°C por 5 min.

Tabela 1. Descrigéo dos oligonucleotideos utilizados nas amplificagdes de PCR

Descricdo Tm* Sequéncia de nucleotideos do oligonucleotideo
dT-AP 77,8°C 5'GACCACGCGTATCGATGTCGACTTTTTTTTTTTTTTTT 3

AP 75,0°C 5'GACCACGCGTATCGATGTCGAC 3'

PPS-1 79,2°C 5'TGGCTTTCCTGAARAARTCBCTTTTYCTTGTACTATTCCTTGS 3/
PPS-1A  82,0°C 5'ATGGCTTTCCTGAAGAAATCTCTTTTCCTTGTACTATTCCTT 3
PPS-2 79,2°C 5'ATGGCTTTCCTGAARAARTCBCTTTTYCTTGTATTATTTCTCGG 3
PPS-2A  81,1°C 5'ATGGCTTTCCTGAAGAAATCTCTTTTCCTTGTATTATTTCTCGC 3!

*Tm — Temperatura de Meltin (pardmetro calculado utilizando-se o programa gratuito Oligotech)

Clonagem dos produtos de PCR, transformacéo dos clones e purificacao dos plasmideos.

Os fragmentos amplificados por PCR foram separados e visualizados por eletroforese
em gel 0,8% (p/v) de agarose. Os fragmentos de DNA excisados do gel foram purificados
utilizando-se o kit “Geneclean” (Bio 101 System). Os fragmentos purificados foram entao
ligados a 50 ng de vetor comercial pGEM-T easy (Promega), na razdo molar de 3:1
(inserto:vetor), com 4 U/uL T4 DNA ligase e tampdo 1x. Para a transformacéo do sistema de
ligacdo em Escherichia coli por eletroporagdo foram utilizados tubos com aliquotas de 40 pL
de células competentes de E. coli linhagem DH5a. O sistema de ligacdo foi adicionado as
celulas e o conteudo do tubo foi transferido para uma cubeta de eletroporacéo estéril de 0,1
cm e aplicou-se a corrente em um eletroporador Bio-Rad Gene Pulser TM com 0s seguintes
parametros: 1,8 kV de voltagem, 200 Q de resisténcia e 25 pF de capacitancia.

Clones positivos foram inoculados em tubos de vidro contendo 3,5 mL de meio LB-
amp e incubados por 16 h a 37°C em estufa a 300 rpm. Todo o material foi centrifugado e o
DNA plasmidial foi extraido conforme protocolos padrdes em biologia molecular e

posteriormente armazenado a - 20°C.
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Analise e alinhamento de sequéncias nucleotidicas e peptidicas.

Os fragmentos clonados (500 ng de vetor) foram sequenciados em um sequenciador
automatico ABI, utilizando-se 4 pmoles de oligonucleotideos gerais T7, SP6, reverso e
universal. As sequéncias obtidas foram submetidas a um banco dados de dados do GeneBank
e SwissProt pelos programas “BLASTn” e “BLASTp”, pelo endereco eletronico do NCBI
(http://www.ncbi.nIm.nih.gov/blast/Blast.cgi). A sequéncia consenso foi obtida pela anélise
dos alinhamentos multiplos das sequéncias dos fragmentos génicos, por meio dos programas
“gelassemble” e “pileup” do GCG (Universtiy of Wisconsin), para determinagdo da
sequéncia completa dos genes. A analise de dominios dos genes foi feita pelo programa
“CDD-Search” (Marchler-Bauer et al., 2005) utilizando-se o banco de dominios conservados
(Conserved Domain Database), também do NCBI, para a determinacdo da identidade ou da
similaridade, a identificacio de dominios conservados que podem estar associados ao
dominio em questdo e a observacdo do contexto no qual tais dominios sdo encontrados. A
massa molecular e o ponto isoelétrico das proteinas preditas foram determinados por
programas do “Expasy” (http://ca.expasy.org/tools/ pi_tool.ntml e http://www.up.univ-
mrs.fr/cgi-wabim/acompo-p.pl). As sequéncias também foram alinhadas pelo “CLUSTALW”

(Thompson et al., 2002) (http://wwwz2.ebi.ac.uk/clustalw/). Todos os oligonucleotideos

desenhados foram testados no programa “OligoTech”, que informa a Tm (temperatura onde
metade dos oligonucleotideos estdo anelados) e a ocorréncia de loops ou de homodimeros,
assim como a energia necessaria para romper estas estruturas indesejaveis.

As sequéncias de aminoacidos dos peptideos obtidas foram submetidas ao banco dados
do GeneBank e SwissProt pelo programa “BLASTp”. A massa molecular e ponto isoelétrico
das proteinas preditas foram determinados por programas do  “Expasy”

(http://ca.expasy.org/tools/ pi_tool.html e http://www.up.univ-mrs.fr/cgi-wabim/acompo-

p.pl).
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Separacdo e purificacao dos peptideos

O extrato total da secrecao foi solubilizado em 0,1% (v/v) &cido trifluoroacético/agua
(solvente A) e fracionado em um sistema de cromatografia liquida de alta eficiéncia — HPLC
(Class LC-10VP, Shimadzu Co., Kyoto, Japdo) utilizando coluna semi-preparativa de fase
reversa Vydac 218TP510 (Cyg) (10 mm/250 mm) equilibrada com 0,1% TFA (v/v) com
gradiente de 0,1% TFA (v/v) em acetonitrila (solvente B) em um fluxo de 2,5 mL-min™.
Foram injetados 5 mg de extrato total em um volume de 400 pL. As fragdes cromatograficas
foram eluidas sob gradiente linear de acetonitrila variando de 5 a 95% com fluxo continuo de
2,5 mL-min. O experimento foi monitorado a 216 e 280 nm, todas as fragdes foram
coletadas manualmente, submetidas a liofilizacdo e mantidas a -20°C. Algumas fra¢des foram
re-cromatografadas usando as colunas Vydac 218TP54 (C;g) e Source 5 RPC ST 4,6 mm/150
mm (poliestireno/divinil benzeno) (GE Healthcare, Waukesha, WI) utilizando gradientes
otimizados. Para validacdo do grau de pureza e cromatografias de alta resolucdo foram
realizadas cromatografias liquidas ultra rapidas de alta eficiéncia — UFLC (Prominence
UFLC, Shimadzu Co., Kyoto, Japdo) em fase reversa em coluna analitica C;g Shim-pack XR-
ODS de alta velocidade e eficiéncia de separagdo (3,0 mm ID x 50 mm), fluxo 0,4 mL-min™,

gradientes lineares de acetonitrila e controle da temperatura.

Anélise por espectrometria de massa (MS) e sequenciamento de novo

Aliquotas de cada fracdo cromatografica foram diluidas em agua Milli-Q ultrapura e
misturadas com uma solucdo saturada de matriz acido a-cyano-4-hydroxicindmico em
acetonitrila (1/3 v/v), e TFA a 3% (5/1 v/v). Foram aplicadas em triplicata em uma placa do
tipo Anchorchip com 600 um e cristalizadas a temperatura ambiente. Os dados de MS e
MS/MS foram obtidos em MALDI-TOF/TOF (Ultraflex Il e Ultraflex 111, Bruker Daltonics)
equipado com laser SmartBeam™, controlado pelo software FlexControl 3.0. Os espectros
foram adquiridos no modo refletor, com calibragdo externa, utilizando uma mistura de
peptideos ‘Peptide Calibration Standard I, Bruker Daltonics’ descritos na Tabela 2. Os
espectros de massa foram adquiridos com 200 disparos de laser, a uma frequéncia de 100 Hz
e deteccdo nas faixas de m/z 500-5000 e m/z 6000-20000 para os modos refletido e linear,
respectivamente. O modo MS/MS, visando a fragmentacéo dos ions precursores (TOF-TOF),
é realizado por meio de aceleragdo dos precursores de 3.6 kV. A fragmentacdo dos ions

ocorreu na celula de LIFT com aceleracdo de 19 kV. Os espectros foram processados
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utilizando o software FlexAnalysis 3.0. A estrutura primaria dos peptideos foi interpretada
manualmente por sequenciamento de novo dos espectros obtidos nas analises de MS/MS. Os
espectros foram visualizados utilizando-se os softwares FlexAnalysis 3.0 e PepSeq (Garrett,
1995).

Tabela 2. Mistura peptidica utilizada para calibracdo do espectrometro de massa MALDI-TOF/TOF
(Bruker Daltonics)

Peptideo Massa Monoisotépica [M+H]"
Bradicinina (1-7) 757,4
Angiotensina_ll 1046,5
Angiotensina_| 1296,7
Substancia_P 1347,7
Bombesina 1619,8

ACTH (1-17) 2093,1

Degradacdo de EDMAN

O sequenciamento automatico N-terminal de alguns peptideos foi realizado em um
sequenciador de proteinas e peptideos PPSQ-23 (Shimadzu Co.) seguindo as instrugcdes do
fabricante.

Sintese do peptideo Fenilseptina - L-Phes e D-Phes

Os peptideos L-Phes, de sequéncia NH; - Phe, Phe, Phe, Asp, Thr, Leu, Lys, Asn, Leu,
Ala, Gly, Lys, Val, lle, Gly, Ala, Leu, Thr - NH,, e D-Phes de sequéncia NH; - Phe, D-Phe,
Phe, Asp, Thr, Leu, Lys, Asn, Leu, Ala, Gly, Lys, Val, lle, Gly, Ala, Leu, Thr -NH, foram
sintetizados manualmente utilizando a estratégia Fmoc/t-butila em suporte sélido (Chan e
White, 2000). Para este procedimento utilizou-se como suporte sélido a resina Fmoc-PAL-
PEG-OS (Figura 7) com grau de substituicio 0,21 mmol-g™, a qual fornece como produto
final o peptideo amidado.
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Figura 7. Suporte solido utilizado para a sintese de peptideos. Estrutura da resina Fmoc-PAL-PEG-0OS. Em
vermelho o grupamento Fmoc, em preto o grupamento PAL, em azul o grupamento PEG e o circulo azul
representa o grupo OS.

O primeiro passo da sintese foi a etapa de desprotecdo do grupo Fmoc Figura 7, o qual
protege o sitio reativo da resina. Como o grupo Fmoc é base-labil, a desprotecéo foi realizada
com uma solugédo de piperidina a 20% (v/v) em dimetilformamida (DMF). Posteriormente,
foi realizada a etapa de acoplamento do primeiro residuo de Fmoc aminoécido. Este
procedimento foi realizado com uma solucdo contendo 1,3-diisopropilcarbodimida (DIC),
1H-hidroxibenzotriazol (HOBt) (agentes ativadores do grupo carboxila) e o Fmoc
aminoacido especifico, os quais foram encubados por 2 horas sob agita¢do continua.

Estas duas etapas (desprotecdo e acoplamento) sdo repetidas sucessivamente até a
adicdo e posterior desprotecdo do ultimo residuo de aminoacido. Apds cada etapa, a resina
deve ser lavada com DMF e MeOH (metanol), repetindo-se este procedimento
alternadamente por trés vezes.

Para acompanhamento da eficiéncia de todas as etapas de acoplamento das sinteses foi
utilizado o teste de Kaiser (teste quimico qualitativo colorimétrico que detecta a presenca de
aminas livres na cadeia peptidica - Figura 8), o qual emprega solucbes de piridina em KCN,
fenol em etanol e ninhidrina em piridina, nas propor¢des 1:2:1 e nesta ordem respectivamente
(Troll e Cannan, 1953).

No caso de acoplamentos realizados com sucesso, a solucdo apresenta-se com uma
coloragdo amarelada, indicando que ndo existem aminas livres para reagir com a solucgéo de
ninhidrina. Quando o resultado da reacdo é negativo (reagdo de coloracdo azulada), existem
aminas livres indicando que o acoplamento da reacdo nao foi eficiente. Para as etapas de
remocao do grupo Fmoc foram empregadas solucbes de 4-metilpiperidina em DMF (20% em

volume), sob agitacdo de 15 minutos.
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Figura 8. Reagéo de ninhidrina para deteccdo de amina primaria. Teste de Kaiser, Troll e Cannan, 1953.

Apbs a sintese, o peptideo foi clivado da resina utilizando-se triisopropilsilano (TIS) e
1,2-etanoditiol (EDT), sequestradores de carbocations, e uma mistura de 4&cido
trifluoroacético (TFA) e agua como solventes. A proporcdo dos reagentes na solucao
TFA:TIS:EDT:H,0 foi de 5:1:1:3 em volume. A ligacdo do residuo C-terminal do peptideo
com a resina € acido labil, por isso a desprotecdo final e a clivagem da resina foram
conduzidas em uma solugdo de TFA:TES:H,0 (95:2,5:2,5; v:v:v).

Apo6s a reacdo de clivagem entre o peptideo e a resina, o TFA foi removido,

borbulhando-se N2 dentro do tubo de reacdo. O peptideo foi precipitado com éter

diisopropilico gelado, retirando desta forma o excesso de grupamentos protetores e de
sequestradores de carbocations. Ao final, o peptideo foi solubilizado em agua contendo 20 %
(v/v) de ACN, filtrado em funil de placa porosa, congelado em N liquido e liofilizado.

O material bruto gerado foi purificado por RP-HPLC seguindo os procedimentos

descritos no item Separacéo e purificacdo dos peptideos.
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Estudos estruturais por mobilidade i6nica e espectrometria de massa (IM-MS)

As amostras dos dois enantidmeros (5 pM) foram diluidas em 1:1 MeOH/H,0 contendo
0,1 % de acido formico. Todos os espectros foram adquiridos por infusdo direta com fluxo de
1 pL-min™ em uma faixa de massa molecular de 100 a 1000 m/z. A voltagem do capilar de
3,0 kV e no cone de 40 V. As espécies triplamente carregadas foram selecionadas no
quadrupolo, sendo a analise por mobilidade idnica feita em seguida na célula T-wave, e com
posterior analise no analisador TOF. A energia de colisdo foi mantida no trap em 5 eV e
variada de acordo com a m/z de cada ion no transfer. Os experimentos foram realizados em
um espectrometro Synapt HDMS (Waters Co.). Este espectrometro de massa de mobilidade
ibnica de alta-resolucdo é equipado com um ionizador do tipo nano-spray, uma célula de
TWIMS -travelin wave ion mobility spectrometry- entre o analisador quadrupolo e o TOF
(Waters Micromass, UK). O T-wave possui trés subunidades: o trap responsavel por
aprisionar os ions, permitindo a entrada pulsada esse para a proxima cela; a camera de
mobilidade situada na regido que contem o gas N, onde ocorre a separacdo por mobilidade
ibnica, e o transfer que fica responsavel por transferir os ions para o analisador TOF.

Dados estruturais obtidos por RMN

Os espectros de RMN de 'H foram obtidos no Centro Nacional de Ressonancia
Magnética Nuclear Jiri Jonas (CNRMN), localizado no Centro de Ciéncias da Saude da
UFRJ, em um aparelho Bruker DRX800 — série AVANCE IlI, com quatro canais e sonda (5
mm de didmetro) de tripla ressonancia com gradiente de campo, que opera a 800,118 MHz
(para 'H). As amostras para RMN em TFE foram preparadas adicionando-se 2,2,2-
trifluoretanol-d, (Cambridge Isotope Laboratories, Andover, MA) e D,0O (99.9%, lIsotec,
Inc.) na proporgdo de TFE-d,:D20/60/40(v/v). Como padrdo de referéncia interna para as
ressonancias de *H foi utilizado o 4,4-dimetil-4-silapentano-1-sulfonato de sédio (DSS). O
peptideo foi adicionado a esta mistura a uma concentragio de 2 mmol-L™?, a qual foi
transferida para um tubo de RMN de 5 mm.

Foram realizadas sequéncias de pulso padrdo fornecidos pelo fabricante, para 0s
experimentos de correlagdo 2D homonuclear (modo de aquisicdo States-TPPI) e
heteronuclear (modo de aquisicdo Echo-antiecho), empregando-se uma sonda de deteccao
inversa multinuclear de 5 mm, com pulso *H a 90° e largura = 11.3 ms. Os mapas de

contornos 2D HSQC foram obtidos com sequéncias de pulso [*J (C,H) e *J (N,H)], com
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incrementos de tempo de 512, coletados para cada conjunto de dados de 1024 para
preenchimento de zero.

O tempo de mistura empregado no experimento de TOCSY foi de 70 ms (observando-
se experimentos anteriores), utilizando-se a sequéncia de pulsos MLEV-17. Os parametros
empregados foram: largura espectral de 11,96 ppm, incrementos de 512 t; e 12 transientes de
4096 pontos. O tempo de mistura para o experimento 2D NOESY foi determinado
realizando-se varios experimentos preliminares, variando-se o tempo de mistura de 60 a 200
ms, onde foi determinado o tempo ideal de 100 ms. A supressdo do sinal da &gua foi
alcancada empregando-se a técnica de WATERGATE (Piotto et al. 1992), e os espectros
construidos com um conjunto de dados de 512 espectros em F1 e 4096 espectros em F2 com
16 transientes.

O processamento dos dados foi realizado em um microcomputador SGI com o
programa NMRDraw para plataforma Linux. Os espectros processados foram convertidos,
utilizando-se o programa NMRPipe (Delaglio et al., 1995). Os espectros de RMN foram
analisados utilizando-se o programa NMRView 5.0 (Johnson e Blevins, 1994) também para
plataforma Linux.

As correlacbes de eNOEs, obtidas do experimento NOESY e analisadas no programa
NMRVIEW, foram integradas e seus volumes convertidos em distancias semi-quantitativas
através da calibracdo de Hybert (Hyberts et al., 1992) Os limites de restricdes de distancias
usados foram de 2,8 - 3,4 - 5,0 (NOEs fortes, médios e fracos, respectivamente).

Os calculos estruturais foram realizados no programa Xplor-NIH versdo 3.00
(Schwieters e Clore, 2001; Schwieters et al., 2003) e o algoritmo de simulated annealing
sa_new.inp (Schwieters et al., 2003) dos atomos em estruturas de proteinas determinadas em
alta resolugdo. Utilizou-se uma estrutura de partida gerada aleatoriamente pelo algoritmo
generate_input e com uma topologia determinada pelo programa seg2psf, e que levava em
conta a terminacdo amidada da extremidade C-terminal. Partindo-se da estrutura estendida,
500 estruturas foram geradas. Foram realizadas 10.000 etapas a 1000 K e o subsequente
decrescimo da temperatura em 20.000 etapas. Todas as estruturas foram analisadas por meio
do programa MOLMOL (Koradi et al., 1996).

As restricOes angulares foram obtidas pelo programa Talos+ (Delaglio et al., 1995), por
meio de analise dos valores de deslocamento quimico dos 4&tomos da cadeia principal Ca, Ha,
CB, N, HN e C’, em relagdo a um banco de dados de deslocamentos quimicos.

Os conjuntos de restrices de distancias e de angulos diedros foram analisados

previamente ao calculo de dindmica molecular utilizando-se o programa on line QUEEN
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(Quantitative Evaluation of Experimental NMR Restraints). Neste programa foram
empregados dois parametros (unicidade de informacdo e informacdo média) para analisar a
contribuigéo e a consisténcia de cada restricdo que constitui 0 conjunto total das restri¢coes
geomeétricas. A unicidade de informacéao representa a informacéo adicionada para a restricao
em questdo, tendo-se conhecimento das demais restricbes no conjunto de dados e informa se
um tipo de restricdo € unico em um dado conjunto, enquanto que a informacdo media indica a
importancia de uma dada restricdo considerando-se a totalidade do conjunto de restri¢Ges,
sendo calculada pela média do contetdo de informagdo em cada permutacao possivel na lista
de restricoes.

Os dados estatisticos, tais como os angulos diedros e as violagfes de eNOEs foram
analisados pelo programa PROCHECK. Foram selecionadas as 20 estruturas de menor
energia total, as quais foram sobrepostas e tiveram o valor de RMSD (Root Mean Square
Deviation) calculado para parte da validacdo do célculo. A validacdo e analises estruturais

foram feitas utilizando-se o servidor iCing (http://nmr.cmbi.ru.nl/icing/iCing.html), e a

qualidade dos modelos foi analisada observando-se as classificacbes de combinacbes dos
angulos ¢ e y em quatro regides do grafico de Ramachandran: as regides mais favoraveis, as

adicionalmente permitidas, as generosamente permitidas e a regido proibida.

Analise da atividade antimicrobiana.

A atividade antimicrobiana dos peptideos foi investigada contra E. coli ATCC 25922,
Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 e Staphylococcus aureus ATCC 43300 (American
Type Culture Collection). Os microrganismos foram cultivados em cultura estacionéria a
37°C e entdo transferidos para o meio liquido de cultura Mueller-Hinton (indicado pelo
National Comitee for Clinical Laboratory standards). O peptideo foi dissolvido e diluido oito
vezes em meio Mueller-Hinton, sendo sua concentracdo méaxima de 128 pug-mL™. O inéculo
inicial de bactérias foi de 2,510° cfu-mL™ (seguindo-se a escala McFarland). O volume final
foi de 100 pL, sendo 50 pL do peptideo testado e os outros 50 L do inoculo. O experimento
foi realizado em cultura estacionaria a 37°C e as medidas espectrofotométricas foram
efetuadas 12 horas apds a incubagdo. A concentracdo inibitéria minima (MIC) foi calculada a
partir da densidade optica (Asgs nm) e foi o resultado de trés medidas independentes.
Antibidticos convencionais (ampicilina e cloranfenicol) tiveram seus MICs determinados e

foram utilizados como padréo.
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Caracterizacdo das propriedades gustatorias.
Preparacéo dos estimulos Metilxantinas: Cafeina, Teofilina e Teobromina

Como substancias controle foram utilizadas moléculas conhecidamente amargas, como
as metilxantinas Cafeina (1,3,7 — Trimetilxantina), teofilina (1,3 — Dimetilxantina),
teobromina (3,7 — Dimetilxantina), 6leo de mostarda (Allyl isothiocynate 95%) ultra puros da
marca Sigma (St Louis, MO) foram utilizados nos experimentos. Para todas as concentracfes
de cafeina e teofilina utilizadas (5, 10 e 20 mM), as solucdes foram preparadas em
temperatura ambiente em agua destilada. No caso da teofilina, devido a sua insolubilidade,
em concentragdes acima de 5 mM, concentragcbes como 10 e 20 mM foram preparadas em
tampdo fosfato 1X (PBS). Nestas situagdes o tampéo foi utilizado como linha de base dos
estimulos, sendo a base de comparacdo dos experimentos. O pH de todas as solucBes foi
cuidadosamente analisado ap0s cada preparo, e quando necessario corrigido.

A concentracdo dos estimulos controles foi escolhida com base em experimentos de
comportamento, eletrofisiologia e in vitro os quais analisavam o efeito das metilxantinas em
roedores (ratos e/ou camundongos). Em ratos, a resposta a cafeina em nervos cranianos € na
faixa de 10 mM para o nervo glossofaringeo, e de cerca de 10-30 mM para a corda timpanica
(Iwasaki et al., 1981). O mesmo estudo demonstra que 10 mM é o necessario para uma
resposta aversiva a cafeina em experimentos de comportamento de dois recipientes.

Com base nestes experimentos, utilizamos em nossos estudos as concentracdes de 10 e
20 mM, bem como a concentracdo de 5 mM (concentracdo basal) para avaliar o papel do
canal idnico TRPM5 na geracdo de uma resposta comportamental a cafeina (Zhao et al.,
2010, Nagatomo e Kubo, 2008). E, para poder comparar todas as metilxantinas neste estudo,

todas as substancias foram analisadas nas mesmas concentracoes.

Peptideos: L-Phes e D-Phes

Poucos estudos relatam o comportamento de camundongos ou ratos quando estimulados
com peptideos. Concentragdes de 20-50 mM de aminoacidos livres parecem provocar
rejeicdo ou preferéncia dos animais, enquanto alguns peptideos parecem ser amargos em
concentragdes de 5- 10 mM (Maehashi e Huang, 2009). Infelizmente, os peptideos testados
sdo comumente di, tri ou tetra peptideos, o que dificulta a escolha de uma faixa de

concentracdo. Diante desta situacdo todos os peptideos foram testados inicialmente a uma
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concentracdo de 1 mM, e as concentracdes subsequentes foram escolhidas com referencia no
resultado deste estimulo nos animais. Como controle negativo dos experimentos contendo 0s
peptideos foram preparadas solugdes contendo os aminodcidos livres presentes nos 3
peptideos. Todos os amino&cidos livres utilizados neste trabalho sdo da marca Sigma (St

Louis, MO). A concentracdo escolhida foi de 1 mM para todas as misturas.

Avaliagéo comportamental da resposta gustativa em camundongos

Os testes comportamentais de reacdo gustativa aos peptideos foram realizados em
camundongos machos, adultos (trés a cinco meses de vida), da linhagem C57BL/6 (Jackson
Laboratory, Bar Harbor, ME, EUA). Em todos os experimentos foram utilizados animais
homozigotos para uma delecdo parcial do gene trpm5 (controle negativo). Este gene codifica
um canal iénico expresso no epitélio sensorial da lingua, necessario para a transdugdo do
amargor. Na sua auséncia esses animais tornam-se incapazes de diferenciar solugdes amargas
de 4gua (Zhang et al., 2003).

Desta forma, foi possivel verificar se 0 amargor era o fator gustativo responsavel pelo
aspecto aversivo das solucGes-teste contendo os peptideos. Como controles positivos foram
utilizadas substancias conhecidamente amargas como as metilxantinas. Desta forma, o0s
animais foram condicionados em um sistema modelo, e subsequentemente sob as mesmas
condicbes foram submetidos aos peptideos da classe fenilseptina. Este tipo de experimento
nos permite uma analise confiavel dos dados, permitindo a avaliacdo de um padrdo de
comportamento gustatorio nos animais.

Para avaliacdo quanto a presenca ou delecdo parcial do gene trpm5, o DNA de todos os
animais foi averiguado por PCR. Foram utilizados oligonucleotideos especificos para o gene
trpm5. Todas as reagdes de PCR foram conduzidas em um termociclador iCycle (Bio-Rad,
Hercules, CA, EUA). Os produtos da reagdo foram submetidos a uma eletroforese em gel de
agarose 1% (p/v) e a documentacdo de cada gel foi obtida usando-se o sistema de
imageamento digital ChemiDoc (Bio-Rad, Hercules, CA, EUA). O comprimento de cada
segmento foi avaliado usando-se software apropriado (QuantityOne, Bio-Rad) Sequéncia dos
oligonucleotideos utilizados no estudo: sense- 5’-ATTCTAGAGCCCACCCGCCCCATC-3’
e anti-sense 5’- TTCACCTGCCCAGCCCTCATCTAC-3’
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Camaras comportamentais

Os testes de gustacdo foram conduzidos em camaras de comportamento operante,
equipadas com duas aberturas para acoplamento dos recipientes contendo as solugdes a serem
testadas. Cada abertura dos recipientes é equipada com detectores de contato, os quais
identificam com precisdo temporal de aproximadamente 10 milissegundos, 0 momento em
que o animal encosta a lingua no tubo metélico do recipiente (Contact lickometer, Med
Associates Inc., St. Albans, VT, EUA).

Testes de Preferéncia com dois recipientes

Os camundongos também foram testados em um segundo protocolo cléssico, o teste de
apresentacdo de dois recipientes, ou simplesmente “teste de duas garrafas” (Bachmanov,
2001). A cada animal (desprovido de acesso a agua por 16 horas) foi oferecida a
oportunidade de ingerir solucGes de dois recipientes. Tipicamente, neste teste, uma das
garrafas contera agua destilada e a outra conterd uma das solugdes-teste; em alguns
experimentos a preferéncia entre duas solucgdes-teste diferentes foi avaliada.

Para minimizar a influéncia de efeitos fisiologicos pdés-ingestivos, cada teste foi
conduzido por um periodo maximo de dez (10) minutos. Finalmente, para controle de
possiveis tendéncias de consumo em um lado especifico da camara, os testes foram repetidos
no dia seguinte invertendo-se a posi¢do das garrafas. Estes experimentos foram conduzidos

por quatro (4) dias para cada solucdo-teste.

Analise de dados comportamentais

Os resultados dos experimentos comportamentais foram expressos como média * erro
padrdo. As analises foram realizadas usando-se scripts escritos na plataforma Matlab (R14,
Mathworks, Inc., EUA), ou Origin Professional (v8, OriginLab, Northampton, MA) baseadas
em andlises de variancia (de um fator - 1-way, ou dois fatores - 2-way ANOVAS) e testes t
para comparacOes posteriores entre duas medias. Corregdes para comparacdes multiplas
(Bonferroni) foram aplicadas sempre que necessario.

Para 0 caso dos testes de acesso breve, a preferéncia por uma solucéo-teste foi definida
como a quantidade de solucdo consumida em relagdo a 4gua ou, mais precisamente, a razao

entre 0 numero de detec¢des (lingua contatando o recipiente) para a solugdo e o numero de
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deteccOes para agua: 2n H,O n Sol Teste Razao onde n, denota o nimero total de deteccbes
para um determinado estimulo durante a sessao experimental. Estes valores foram inseridos
em um teste de 2-way ANOVAs (gendtipo x solucdo), seguidos por testes t.

Nestes, a hipdtese nula estabelece que Razdo = 1.0 (i.e. ndo existe diferenca de
palatabilidade entre a solucdo teste e agua destilada). NdOs antecipamos uma interacao
gendtipo x solucgdo significante, onde os valores de Razéo serdo significativamente menores
do que 1.0 (aversivos) em animais normais, mas ndo significativamente diferentes de 1.0 em
animais knockout (devido ao amargor ser o principal aspecto aversivo da solugéo).

Para o caso dos testes com duas garrafas, a preferéncia pelo estimulo contido no
recipiente 1 em relacdo ao estimulo contido no recipiente 2 foi definida como Preferéncia por
recipiente 1 (Re 1) (Re 2) (Re 1) n recipiente n recipiente n recipiente onde n (Recipiente 1) e
n (Recipiente 2) denotam, respectivamente, o nimero total de detec¢fes para os estimulos
contidos nas garrafas 1 e 2 durante a sessdo experimental.

Estes valores serdo inseridos em 2 - way ANOVAs (gendtipo x solucdo), seguidos por
testes t. Nestes, a hipotese nula estabelece que Preferéncia = 0.5 (i.e. ndo existe diferenca de
palatabilidade entre os dois estimulos). No caso em que o recipiente 1 contenha uma das
solucdes teste e recipiente 2 agua destilada, noés antecipamos uma interacdo genotipo x
solucdo significante, onde os valores de “Preferéncia por Recipiente 17 serdo
significativamente menores do que 0.5 (aversivos) em animais normais mas ndo
significativamente diferentes de 0.5 em animais knockout (devido ao amargor ser o principal

aspecto aversivo da solucéo).
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Resultados
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Purificacéo e identificacdo dos componentes presentes na secre¢io cutéanea de H. punctatus.

O extrato total liofilizado dos espécimes de H. punctatus foi fracionado por cromatografia
liquida de alta eficiéncia em fase reversa (RP-HPLC), utilizando-se uma coluna semi-preparativa
Cis (Figura 9). Ao final, foram coletadas, manualmente, aproximadamente 55 fracoes
cromatograficas, as quais foram submetidas a analises de espectrometria de massa do tipo
MALDI TOF-TOF/MS, em modo refletido e linear, com o intuito de identificar a massa
molecular dos componentes isolados. Apds a analise monoisotopica de massa 0s componentes
foram agrupados em nove grupos distintos (Figura 9). Os valores obtidos das massas moleculares
correspondentes a cada grupo e os tempos de retencdo referentes ao experimento da Figura 9

foram transcritos para a Tabela 3.

216 nm
2.0- 3 280 nm
/'80
< 1.5- 1 '
= 5 -60 §
0 o}
2 6 3,
«_g 1.0+ 7 g
B "40’9-.':~
8 8 2
<C 0.54 ~
9 -20
0.0 = . -
0 20 60 80

Tempo (minutos)

Figura 9. Cromatograma do extrato bruto fracionado de H. punctatus. O extrato foi submetido a cromatografia
liquida de alta eficiéncia em fase reversa (RP-HPLC) em coluna semi-preparativa Vydac Cyg, fluxo 2,5 mL-min™,
utilizando gradiente linear de acetonitrila. A absorbéncia foi monitorada a 216 e 280 nm (linha preta e cinza,
respectivamente). As fracBes obtidas foram separadas em nove grupos representados pelas caixas e nimeros.
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Tabela 3. Lista das massas moleculares encontradas na secrec¢do do anuro H. punctatus adquiridas por
MALDI-TOF/TOF em modo de aquisicéo refletido e linear.

Localizacao TR (min) Massa Molecular [M+H]"
5,1 667,00 665,00
6,2 1120,64 1878,85 1300,92
8,9 893,45 943,45 921,48
10,7 1087,54
16,4 1216,58 785,29 769,31
Grupo 01 19,7 655,95  1289,54 1522,60 884,31  1161,49
21,7 1272,61 786,34  1400,70 770,35  1290,61 1418,71
1418,64 1290,60 899,41  1281,59 643,93  1653,73
218 1395,64
23,4 1768,92 1794,05 1737,96 1074,64 1052,66 1274,64
6265,70 5811,50 5339,60
28,3 1108,71 1122,72 1100,73 1086,71
1709,96 1481,93 1086,65 1553,86 754,48  1122,64
29 1100,67
Grupo 02 300 1132,69 709,30 754,49  1507,98 1116,71 1515,95
1529,97 5860,90 1094,76
31,2 2987,99 635,28  1524,02 1556,00 1541,97 2155,10
33,2 1507,99 122569 1541,97 2155,18 1556,00
33,4 1180,61 2155,05 1166,60 1550,00 1051,57
Grupo 03 35,1 486,00 6488,7
37,2 1839,14 859,84 971,91  3059,24
39,7 810,78
41,7 1826,06 1362,92
43,2 1120,66 810,69  1947,22
Grupo 04 44,2 766,70  1323,03 1120,72 1301,01
sas 2365,43 2379,43 1894,78 1878,81 1369,80 1353,83
1300,90 1331,87
45,6 1297,85 1331,84 1340,86
49,5 2365,52 2276,44 2365,64
Grupo 05 53,5 1124,73 1256,77 2524,83 2661,63 2716,12
Grupo 06 60,5 1954,20 2740,25 2416,6  2438,60 2447,66 2919,06
Grupo 07 65,5 1954,40 1661,26
Grupo 08 68,6 1691,29 1661,26
Grupo 09 68,6 1691,29 1661,26
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Hilaseptinas (Hsp) — Purificacéo, identificacéo e caracterizagao.

As fraces contendo os fons identificados com os valores de massa [M+H]" = 2365,95 Da,
[M+H]" = 2425,72 Da, [M+H]" = 2416,44 Da, [M+H]" = 2661,67 Da, [M+H]" = 2716,63 Da e
[M+H]" = 2740,62 Da foram submetidas a novas purificacdes utilizando-se colunas Cig
analiticas, e gradientes otimizados. Em alguns casos foi necessario o uso de fases estacionarias e
matrizes de colunas de natureza distintas (i.e. M+H" = 2365,95 Da). Os cromatogramas dos
peptideos purificados e as massas moleculares correspondentes podem ser observados na Figura
10. Todos os espectros de massa foram obtidos utilizando-se o modo refletido de analise.

Os peptideos isolados foram entdo fragmentados por MS/MS e as sequéncias elucidadas
por sequenciamento de novo’. Ap6s a analise pelo programa Blastp foram identificados como
novos membros da familia Hilaseptina (Hsp), descrita por Prates (2003). As sequéncias obtidas,
a massa molecular calculada, o ponto isoelétrico (tedrico), a massa experimental e 0s a

nomenclatura de peptideo podem ser observados na Tabela 4.

Tabela 4. Sequéncias de aminoacidos dos peptideos da familia das Hilaseptinas (Hsp)
identificadas no anuro H. punctatus. A massa molecular teérica (MM,) e o0 ponto isoelétrico foram
calculados in silico, utilizando o pacote de programas disponivel na plataforma do ExPASy Proteomics
Tools, de dominio publico, disponivel on-line. As massas moleculares experimentais (MM,) form obtidas
por analises de espectrometria de massa.

Hsp Sequéncia [,\';Al\f_fr [,\Zﬂl\,ﬁr pl
Hsp-1 NHZ—G I LD A I KA I A’'K'Js;'z's;"c;"'lNH2 1311,77 1131,80 8,6
Hsp-2 NH,- GVFDAIKAIAK.AAGKAALHAAGDSI -NH, 2365,31 2366,31 8,6
Hsp-3 NH,- GFVDAIKAIAKAAGKAALHAAGDSI -NH, 2365,31 2366,31 8,6
Hsp-4 NH,- GVLDAIKAIAK,AAGKAAFHAAGDSI -NH, 2365,31 2366,31 8,6
Hsp-5 NH,- GIGDILKNIAKAAGKAALHAVGESI -NH, 2416,38 2417,18 8,6

Hsp-6 NHZ—GFVDTLKKIGKVAGKVVLGIAKNFLT -COOH 2716,63 2716,64 10,1
Hsp-7 NHZ—G FVDTLKTIGK'VAGKVALGLAKNFLT -COOH 2661,68 2661,56 10,0
Hsp-8 NHZ—G FVDTLKTIGKVAGKVALGLAKNFLT -COOH 2740,60 2740,46 11,0

Hsp-9 NH,- FIGAILKAVA.KVAKTVVVEIANALS— NH, 2524,72 2525,54 9,7

MM, — Massa Molecular Experimental, MM, — Massa Molecular Tedrica, pl — Ponto Isoelétrico Tedbrico.

" Para conferir as anélises de interpretacdo dos espectros MS/MS obtidos - secdo ‘Anexos’ desta
tese.
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Os valores de massa molecular calculados dos peptideos Hsp-2, Hsp-3, Hsp-4, Hsp-5 e
Hsp-9 quando comparados aos valores obtidos experimentalmente, apresentaram uma diferenca
de aproximadamente 0,97 Da. Esta discrepancia sugere a presenca de uma carboxiamidacdo na
porcao C-terminal dos peptideos (Sforca et al., 2004). Este tipo de modificacdo pds-traducional é
comum em peptideos antimicrobianos oriundos de anfibios como, por exemplo, as dermaseptinas
(Mor et al., 1994; Brand et al., 2002), as filoseptinas (Leite et al., 2005) e Hsp-1 (Prates et al.,
2003).

As Hsp encontradas na secrecdo cutdnea de H. punctatus possuem o N-terminal com
identidade de 92,2% com Hsp-1. Os peptideos desta familia ainda apresentam similaridade de
53% com os peptideos da familia das dermaseptinas (Phyllomedusa azurea). Foram identificadas
substituicOes conservativas de residuos de aminoécidos Valina (V) por Isoleucina (1) e Alanina
(A) por Glicina (G), todos de cadeia lateral neutra e hidrofébicos. Além destas, também foram
observadas substituicdes ndo conservativas de Lisina (K) por Alanina (A) e Glicina (G) por
Histidina (H), aminoacidos de cadeia lateral carregada para aminoacidos de cadeia lateral neutra.

Informagbes complementares para identificacdo dos residuos isdbaros como Leu/lle e
Lys/GIn foram obtidas por meio de anélises de sequenciamento N-terminal por degradacdo de
Edman e anélises de cDNA. Os resultados encontrados nestes métodos foram coincidentes entre
si e com os dados observados por espectrometria de massa (MS).

As Hsp-2, Hsp-3 e Hsp-4 apresentaram massa molecular de [M+H]" = 2365,95 Da e
mesma composi¢cdo de aminoacidos. Na Figura 10A observamos a presenca de apenas uma
fracdo cromatogréafica (*), bem como de um Unico componente molecular. Entretanto, o espectro
de MS/MS gerado permitiu trés modos distintos de interpretacdo. Com o intuito de averiguar esta
ambiguidade, a amostra foi submetida ao sequenciamento N-terminal. Os dados gerados por esta
analise demonstram a co-eluicdo de alguns residuos em pontos especificos da sequéncia. Os
residuos Phe e Leu trocam suas posicdes gerando os peptideos Hsp-2 com Phe’ e Leu'® e o
peptideo Hsp-4 com Leu® e Phe®®. Ainda pode ser percebida outra troca de aminoacidos entre os

residuos Val® e Phe® de Hsp-2, gerando o peptideo Hsp-3 com Phe?e Val® (vide Anexo)
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Figura 10. Purificacdo e caracterizacdo de Hilaseptinas de H. punctatus. Espectros de massa (MS) e perfil
cromatografico analitico dos peptideos identificados. Todas as fracGes foram submetidas a uma cromatografia
liquida de alta eficiéncia em fase reversa (RP-HPLC) em coluna analitica VVydac Cyg, fluxo 1,0 mL-min, utilizando
gradiente modificado. A absorbancia foi monitorada a 216 nm. As fragGes majoritarias foram submetidas a analise
de espectrometria de massa MALDI TOF-TOF/MS para a determinacdo da massa monoisotépica dos peptideos
nativos. Nos espectros obtidos podem ser observados os adutos de sodio (Na*) e potéssio (K*). Todos os espectros
foram obtidos em modo refletor, usando calibrante externo. As hilaseptinas encontradas no grupo 05 sdo observadas
na figura (A) Hsp-2, Hsp3 e Hsp-4, [M+H]" = 2365,65 Da; hilaseptinas encontradas no grupo 06 nas figuras (B)
Hsp-6, [M+H]* = 2716,63 Da (C) Hsp-7, [M+H]* = 2661,60 Da e (D) Hsp-9, [M+H]" = 2524,72 Da; e hilaseptinas
encontradas no grupo 07 nas figuras (E) Hsp-5, [M+H]" = 2416,44 Da e (F) Hsp-8, [M+H]" = 2740,60 Da.

Anélises das fragbes do grupo 02 demonstraram a presenca de hilaseptinas de menor massa molecular, as

quais podem ser observadas na Tabela 5 e na Figura 11.

Tabela 5. Sequéncias de aminoécidos dos fragmentos de peptideos da familia Hsp.

Hsp Sequéncia MM, [M+H]" MM, [M+H]"  pl
Hsp-01 NH2-GILDAIKAIAKAAG-NH2 1311,77 1311,80 8,6
Hsp-02b NH2-GVFDAIKAIAKAAG 1331,76 1331,23 8,6
Hsp-04b NH2-GVLDAIKAIAKAAG 1297,78 1298,56 8,6
Hsp-05b NH2-GIGDILKNIAKAAG 1340,78 1340,22 8,6
Hsp-06b NH2-GFVDTLKKIGKVAG 1433,84 1432,53 9,7
Hsp-06c NH2-GFVDTLKKIG 1077,62 1077,62 8,6
Hsp-10b NH2-KVALGIAKNFLT 1273,78 1274,87 10,0
Hsp-11 NH2-GILDTLKALAKAAG 1341,80 1341,34 8,6
Hsp-12 NH2-KAAFHAAGDSL 1086,55 1086,45 6,7
Hsp-13 NH2-KAAFHAAGESL 1100,56 1100,20 6,7
Hsp-14 NH2-KAALHAAGESV 1053,56 1052,56 6,7
Hsp-15 NH2-KAALHAAGESL 1066,58 1066,40 6,7
Hsp-16 NH2-KAALHAAGESM 1085,53 1085,20 6,7
Hsp-17 NH2-FLGLALKLGKAVA 1300,83 1300,10 10,0
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Figura 11. Localizagdo das hilaseptinas pertencentes ao grupo 02. Todos os ions pertencentes a este grupo séo
fragmentos de hilaseptinas ou versdes curtas. O extrato foi submetido a cromatografia liquida de alta eficiéncia em
fase reversa (RP-HPLC) em coluna semi-preparativa \Vydac Cig, fluxo 2,5 mL-min, utilizando gradiente linear de
acetonitrila. A absorbancia foi monitorada a 216 e 280 nm (linhas em cor preta e cinza, respectivamente).

70



Analise dos cDNAs codificadores de hilaseptinas

Para determinar a sequéncia completa dos genes, codificadores de Hsp, foram desenhados
oligonucleotideos degenerados nas regides conservadas, referentes ao peptideo sinal, de
peptideos antimicrobianos descritos na literatura (i.e. dermaseptinas). Esta estratégia foi adotada
devido a alta similaridade desta regido nos PAM’s de Hilideos.

Os fragmentos amplificados (400 pb) foram clonados e sequenciados. As sequéncias
nucleotidicas obtidas foram analisadas utilizando-se os dados depositados no Genbank — NCBI, e
observou-se que correspondiam a novos genes codificadores de hilaseptinas. Os novos genes
apresentaram 58% de identidade com genes correspondentes as brevininas, oriundas de Rana
esculenta e 52% de identidade com dermaseptinas oriundas de P. azurea. As sequéncias de
cDNA, codificadoras foram deduzidas e alinhadas (Figura 12).

Os cDNAs identificados possuem uma regido sinal caracteristica de sinalizacdo para translocag¢do na
membrana do reticulo endoplasmatico (residuos 1 ao 25). Esta regido, conhecida como peptideo sinal, é seguida de
uma regido intermedidria acidica contendo 23 residuos com um par de residuos bésicos (Lys22 e Arg23) no C-
terminal. As sequéncias dos peptideos apresentaram 99% de similaridade na regido de peptideo sinal e acidica, e alta
variabilidade na regido do peptideo maduro, demonstrando a alta diversidade destes genes (Nicolas e EI Amri,
2009).

As sequéncias proteicas deduzidas foram comparadas com os peptideos identificados na
secrecdo cutanea do mesmo anuro, e observou-se que trés percursores génicos correspondiam as
Hsp-4/-6/-8, enquanto que as demais apresentavam regides correspondentes as hilaseptinas
curtas Hsp-5b/-10/-18/-19. Algumas publicacdes com peptideos desta natureza relatam a
presenca de formas truncadas, as quais sao geradas a partir de um peptideo precursor maior. Este
tipo de processamento parece modular o potencial de acdo dos peptideos, bem como o arsenal
bioguimico destes animais (Magalhaes et al., 2008).
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Figura 12. Identificacdo dos cDNAs codificadores de Hilaseptinas (Hsp). (A) cDNA de Hsp-04 representado pelas letras em italico, e a sequéncia de

aminoacidos deduzida a partir da sequencia nucleotidica em cédigo de uma letra. As linhas continua, pontilhada e a caixa em cor laranja representando os trés
dominios caracteristicos dos peptideos conhecidamente antimicrobianos (peptideo sinal, regido acidica e o peptideo maduro, respectivamente). (B) Alinhamento
das sequéncias deduzidas a partir das sequencias nucleotidicas de cDNA de Hsp. As sequencias génicas, juntamente com as analises de Edman, auxiliaram na
confirmagdo dos residuos isébaros e também na confirmagédo das modificagSes pds-traducionais encontradas no C-terminal (carboxiamidagao).
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Determinacao da atividade antimicrobiana de hilaseptinas

A atividade minima inibitoria (MIC) necessaria para inibicdo do crescimento bacteriano foi
testada em ensaios de micro diluicdo utilizando-se bactérias patogénicas da espécie humana do
tipo ATCC. As bactérias testadas foram S. aureus (Gram-positiva), E.coli e P.aeruginosa (Gram-
negativas). Os ensaios foram realizados por meio de diluicdo seriada dos peptideos, partindo-se
de uma concentracao inicial de 256 pgmL'1 até uma concentragao minima de 2 pgmL’l. Como
referéncias foram testados antibidticos de uso comercial como ampicilina e cloranfenicol, nas
mesmas concentracdes molares dos peptideos. Os peptideos DS01 e magainina foram utilizados
como peptideos controle, devido a sua conhecida a¢do antimicrobiana (Zasloff, 1987; Brand et
al., 2002).

Os resultados demonstram que os peptideos pertencentes a familia Hsp possuem atividade
antimicrobiana, inibindo o crescimento das trés bactérias testadas (Tabela 6). Estes dados
corroboram com os dados obtidos por Prates e colaboradores, onde o peptideo Hsp-1, oriundo do
mesmo anfibio, pertencente a mesma familia, também apresentou atividade antimicrobiana

satisfatoria.

Tabela 6. Determinacéo da atividade antibacteriana das Hilaseptinas oriundas de H. punctatus.

MIC (M)

Microrganismo
Hsp-4 Hsp-5 Hsp-6 Hsp-7 Hsp-8 Hsp-9 Mg DS01 Amp Clor

S. aureus ATCC 29313 6,76 194 235 12,02 58 126 ND 26,5 <11 ND
E. coli ATCC 25922 6,76 194 235 12,02 58 126 79 6,6 46 25

P. aeruginosa ATCC 27853 27,06 77,03 235 24,05 ND 50,71 157,8 NT 25 25

ND — Atividade ndo determinada; NT — Atividade ndo testada
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Fenilseptinas (Phes) — Identificacdo, purificacéo e caracterizacao.

As andlises iniciais dos componentes obtidos a partir do fracionamento do extrato bruto
permitiram a identificacdo de mais de 20 moléculas, por MALDI TOF-TOF/MS. Estas foram,
em sua maioria, descritas como membros da classe de peptideos antimicrobianos hilaseptina.
Além destas moléculas foram encontrados dois componentes, inicialmente, denominados de ‘a’ e
‘b’, os quais foram eluidos da cromatografia com os tempos de retengao de 61.0 e 64.3 minutos,
respectivamente (Figura 13A). Analises iniciais destes dois peptideos sugeriram que estes, apesar
de eluidos em fracBes distintas, apresentavam mesmas caracteristicas, como mesma massa
molecular, bem como a mesma sequéncia primaria.

Objetivando confirmar este resultado, cada uma das fracdes foi submetida a novos passos
cromatograficos, agora em escala analitica, para obtencdo de amostras homogenias para ambos
0s peptideos (Figura 13B-E). A diferenca com relacdo ao tempo de retencdo foi entdo
confirmada (Figura 14B, linha preta), e as analises moleculares de massa monoisotopica refeitas,
confirmando que as duas amostras apresentavam valor de M+H+ = 1954,2 Da (Figura 14A).

Os ions precursores dos peptideos foram novamente fragmentados no modo LIFT
(MS/MS) em um MALDI TOF-TOF/MS e os espectros foram manualmente interpretados. A
andlise dos espectros de MS/MS permitiu o reconhecimento completo dos fragmentos gerados, e
das séries de ions y e b confirmando uma similaridade de 100% entre os ions dos dois peptideos
(Figura 15). Ao final, foi obtida uma sequéncia de 18 residuos: FFFDTLKNLAGKVIGALT-
NH2.

Anélises de degradacdo de Edman e dos fragmentos tripticos correspondentes excluiram
a possibilidade de tipicas ambiguidades de MS/MS para residuos is6baros como
leucina/isoleucina e lisina/glutamina Tabela 7. Além disso, identificamos nos dois peptideos
uma amidacdo da porcdo C-terminal no residuo Thr-18, e este mesmo resultado foi confirmado

pelas analises de cDNA como demonstrado na Figura 16.
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Figura 13. Identificacdo e purificacdo de fenilseptinas presentes na secrec¢do cutanea de H. punctatus. Identificacio dos peptideos fenilseptina ‘a’ e ‘b’ que
sdo eluidos a 61 e 64.3 minutos, respectivamente(A). Purificagdo do componente ‘a’ (B) e ‘b’ (D) purificados por cromatografia de fase reversa utlizando colunas
RPC ST 4.6 mm/150 mm de poliestireno/divinil benzeno com gradientes de acetonitrila otimizados, em um fluxo de 1.0 mL-min™. Apés estes passos
cromatograficos em gradientes lentos de acetonitrila, os peptideos ‘a’ (C) e ‘b’ (E) foram finalmente purificados por cromatografia ultra rapida de alta eficiéncia
(UFLC Prominence system Shimadzu Co., Japdo) usando uma coluna Shimpack-XR-ODS (Shimadzu Co) em um gradiente linear de acetonitrila, com fluxo de
0.4 mL-min™. Em todos os passos a absorbancia foi monitorada a 216 nm, e quando necessério a 254 ou 280 nm.
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Figura 14. Determinacdo da massa molecular e tempo de retencdo de fenilseptinas. (A) A massa molecular acurada e a pureza dos ions de Phes foram
determinados por MALDI-TOF/MS (UltraFlex 111, Bruker Daltonics, Alemanha) e a massa molecular observada foi 1954.2 para os dois peptideos. (B) Perfil
cromatografico analitico dos peptideos naturais (linha preta) e sintéticos L- Phes (linha vermelha pontilhada) e D- Phes (linha azul pontilhada). Quantidades
equimolares dos dois peptideos foram misturadas com o intuito de formar uma Unica amostra homogénea, a qual foi submetida a uma cromatografia liquida ultra
rapida (UFLC-HPLC) usando uma coluna Shimpack-XR-ODS (Shimadzu Co) com gradiente linear de acetonitrila, e fluxo de 0.4 mL-min™. Duas fragées foram
obtidas: L- Phes a 11 minutos e D- Phes 12 minutos.
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Figura 15. Assinalamento do espectro de MS/MS para os fragmentos dos peptideos L/ D- Phes. A massa molecular observada foi de 1954.2 Da. Os
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manualmente usando o programa Pepseq (Garrett, 1995) e Flex Analysis 3.0 (Bruker Daltonics). A sequéncia primaria foi confirmada por degradagdo de Edman
(PPSQ-23 Shimadzu Corp.). A perda de 1 Da no C-terminal Thr-18 indica a presenca de uma amidagéo. Carga do precursor:+1. Tolerancia:0.3 Da.
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Tabela 7. lons preditos de fenilseptina que corroboram com aqueles observados
experimentalmente.
N-terminal* lon* a calc b caic Y calc Z calc C-terminal * lon*
F 1 120.08 148.08 1954.12 1937.09 T 18
F 2 267.15 295.14 1807.05 1790.02 L 17
F 3 414.22 442.21 1659.98 1642.95 A 16
D 4 529.25 557.24 1512.91 1495.88 G 15
T 5 630.29 658.29 1397.88 1380.85 I 14
L 6 743.38 771.37 1296.84 1279.81 \% 13
K 7 871.47 899.47 1183.75 1166.72 K 12
N 8 985.51 1013.51 1055.66 1038.63 G 11
L 9 1098.6 1126.59 941.61 924.58 A 10
A 10 1169.64 1197.63 828.53 811.5 L 9
G 11 1226.66 1254.65 757.49 740.46 N 8
K 12 1354.75 1382.75 700.47 683.44 K 7
\% 13 1453.82 1481.82 572.38 555.35 L 6
I 14 1566.9 1594.9 473.31 456.28 T 5
G 15 1623.93 1651.92 360.22 343.19 D 4
A 16 1694.96 1722.96 303.2 286.2 F 3
L 17 1808.05 1836.05 232.17 215.14 F 2
T 18 1909.1 1937.09 119.08 102.05 F 1

* Os nameros e os codigos de uma letra dos aminoacidos correspondem ao peptideo precursor e seus
respectivos residuos. Tolerancia de massa 0.1 Da.
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Um anico gene codificador da familia Fenilseptina

A partir da biblioteca de cDNA gerada para as hilaseptinas, identificamos uma sequéncia
nucleotidica codificadora para um tipico percursor de gene antimicrobiano na forma de pré-pro-
peptideo, a qual contém em sua sequéncia deduzida um peptideo, de 18 residuos de aminoacido,
100% idéntico aquele previamente descrito por espectrometria de massa (de novo) e degradacao
de Edman. O fragmento génico apresenta antes do stop cddon (taa), um codon para o residuo de
aminoacido Glicina (Gly-G), caracteristico de peptideos carboxiamidados (Figura 16). Na
sequencia de aminoacidos deduzida nota-se a presenca dos trés dominios caracteristicos dos
peptideos conhecidamente antimicrobianos: peptideo sinal, em caixa, regido acidica, em linha
tracejada, e o peptideo maduro em negrito (Figura 16A).

A sequéncia de aminoacidos deduzida do pré-pro-peptideo apresentou identidade com
outras sequéncia de genes antimicrobianos descritos na familia Ranidae, nas espécies Rana
rugosa (37% gaegurina), Rana temporaria (48% brevinina-2Ta e 46% 2Tb), Rana esculenta
(50% brevinina-2Ef), e com um gene descrito na familia Hylidae, na espécie Litorea aurea (54%
aureina 3.1; 56% aureina 2.5 e aureina 2.3; 57 % aureina 2.2). Todos os dados foram obtidos no
banco de dados GenBank™ (Figura 16B).

O peptideo pouco convencional contendo o motivo phe-phe-phe na por¢do N-terminal,
com estrutura primaria madura semelhante a outras moléculas antimicrobianas, apresentando
duas formas com relacdo ao tempo de retencdo por RP-HPLC e a confirmacgdo de uma sequéncia
proteica primaria idéntica para ambas, nos levou a formular a hip6tese de que existiria, ao longo

da cadeia polipeptidica, pelo menos um residuo de aminoacido isdmero.
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Figura 16. Um Unico gene codificador de fenilseptinas (A) Sequéncia nucleotidica do gene codificador de fenilseptina. (A) Em destaque, peptideo sinal (em
caixa), regido acidica (linhas pontilhadas) e o peptideo maduro (negrito sublinhado); cédon C-terminal referente a uma glicina (azul) e o codon de terminacéo (*).
A sequéncia nucleotidica foi depositada no banco de dados NCBI com nimero de acesso HQ0112497. (B) A sequéncia de aminoacidos deduzida de fenilseptina

foi alinhada com outras sequéncias conhecidas de hilideos (aureina, ranateurina, brevinina e gaegurina). O alinhamento das sequéncias foi realizado no programa

CLUSTAL W e editado no programa BIOEDIT.
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D- fenilalanina esté presente no peptideo natural D- Phes (‘b’).

Analises de RP-UFLC usando colunas Shim-Pack-XR-ODS (2.0 mm i.d. x 30.0 mm) Csg
determinaram que Phes ‘a’ estava relacionado com um tempo de retengdo de 11 minutos,
enquanto, Phes ‘b’ com um tempo de reten¢do de 12 minutos. (Figura 14B — linha continua
preta). Apos digestBes enzimaticas com tripsina imobilizada, os fragmentos gerados foram
submetidos a uma analise de UFLC, a qual determinou o tempo de retencdo de cada um (Figura
17 e Tabela 8).

Esta analise permitiu observar que o fragmento 1-7, correspondente a porcao N-terminal
de Phes ‘b’ (FFFDTLK; M+H" = 917.55 Da) tem quase um minuto de diferenca (em relagio ao
tempo de retengdo) quando comparado com o mesmo fragmento em Phes ‘a’. Com o intuito de
investigar a presenca de um residuo de D- fenilalanina na segunda posi¢do do N-terminal como
descrito por outros trabalhos (Mangoni et al., 2006), foram sintetizados andlogos contendo [D-
Phe2]-Phes e [L-Phe2]-Phes (de agora em diante chamados de D-Phes e L-Phes,
respectivamente).

Os peptideos foram sintetizados manualmente pela técnica Fmoc/t-butila em suporte
solido. O produto bruto (aproximadamente 20 mg) obtido para cada uma das sinteses foi
submetido a uma primeira analise de espectrometria de massa para confirmacao do produto de
interesse de massa [M+H]" = 1954 Da na amostra (Figura 18 e Figura 19). Fracdes contendo os
peptideos sintéticos foram submetidas a uma nova RP-HPLC em coluna analitica Cyg para
obtenc¢do de amostras homogéneas em larga escala. Apos estas etapas o peptideo nativo Phes ‘a’

co-eluiu com L-Phes, enquanto que Phes ‘b’ co-eldiu com D-Phes, como pode ser observado na

Figura 14.
Tabela 8. Fragmentos tripticos téoricos gerados pela fragmentacdo com a enzima tripsina
_ _ _ _ MM [M+H]" _ o .
Fenilseptina Regiéo Sequéncia Hidrofobicidade
Calc. Exp.
17 FFFDTLK 917.4  917.5 251
FFFDTLKNLAGKVIGALT-NH2 8-12 NLAGK 5022  524.1° -2.16
13-18 VIGALT-NH2 572.3 594.1°% 2.53

* Massa molecular calculada utilizando o programa PeptideMass disponivel on-line no Expasy
(http://www.expasy.org/tools/peptide-mass.html).
® A massa molecular experimental determinada corresponde aos adutos de sddio [M+Na]" = 22Da
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Figura 17. Analises por UFLC e espectrometria de massa da digestdo enzimatica dos peptideos naturais L/D-
Phes. (A) Perfil cromatografico analitico dos peptideos digeridos usando UFLC-HPLC com coluna Shimpack-XR-
ODS, com gradiente linear de acetonitrila, fluxo de 0.4 mL-min™. L- Phes (linha vermelha) e D- Phes (linha azul)
geraram trés fragmentos cada. Fragmentos 1/1” e 2/2’ foram eluidos a0 mesmo tempo, enquanto que o fragmento
3/3’ foi diferencialmente eluido com uma diferenga de aproximadamente 1 minuto. (B) A massa molecular acurada
e o grau de pureza de todos os fragmentos foram determinados por MALDI TOF-TOF/MS (UltraFlex 111, Bruker
Daltonics, Alemanha) e as massa moleculares observadas foram 524,1 para 1/1°, 594,1 para 2/2° e 917 para o
fragmento 3/3”.
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Figura 18. Purificacdo do peptideo sintético L-Phes. (A) Perfil cromatografico do extrato bruto, destacando o
peptideo sintético L-Phes eluido com 66,5% de acetonitrila e em A; o perfil cromatografico analitico do peptideo,
demonstrando a pureza do material. (B) Massa monoisotopica do peptideo sintético, seus adutos de sodio (Na*) e
potassio (K", e as impurezas. O espectro foi obtido em modo refletido, usando calibrante externo.
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Figura 19. Purificacdo do peptideo sintético D-Phes. (A) Perfil cromatogréafico do extrato bruto, destacando o
peptideo sintético D-Phes eluido com 70,5% de acetonitrila e em A; o perfil cromatografico analitico do peptideo,
demonstrando a pureza do material. (B) Massa monoisotdpica do peptideo sintético, seus adutos de sodio (Na*) e
potassio (K", e as impurezas. O espectro foi obtido em modo refletido, usando calibrante externo.
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L- Phes e D- Phes tem atividade antimicrobiana distinta

Ensaios de atividade antimicrobiana realizados in vitro demonstraram que os peptideos
possuem atividades distintas contra as bactérias patogénicas S. aureus (ATCC 29313) e P.
aeruginosa (ATCC 27853). Especificamente, D- Phes foi mais efetivo contra estas bactérias do
que L- Phes e Magainina (Mg), porém menos efetivo do que DS01, que foi utilizado com
controle positivo mais potente. Quando testados contra a bactéria fitopatogénica X. axonopodis
pv glycines ISBF 327 o MIC obtido para D- Phes foi oito vezes maior do que L- Phes, 4,1 contra
32,7 UM, respectivamente (Tabela 9).

Tabela 9. Determinacéo da atividade antibacteriana das Fenilseptinas oriundas de H. punctatus.

Microrganismo MIC (uM)"
L-Phes D-Phes Mg DS-01 Amp Cloran
S. aureus ATCC 29313 65.5 32.7 ND 26,5 <11 ND
E. coli ATCC 25922 65.5 65.5 79 6,6 46 25
P.aeruginosa  ATCC 27853 >130 130 157.8 NT 25 25
X. axonopodis pv glycines ISBF 327 * 32.7 4.1 13 <1.42 ND ND

®MIC -"minimal inhibitory concentration". Concentracdo minima que inibe o crescimento bacteriano
em micro-molar.

*ND - Atividade antimicrobiana ndo-detectada;

* Bactéria fitopatogénica; Amp e Cloran- ampicilina e cloranfenicol;

Mg -Peptideo controle Magainina (Zasloff, et al);

DSO01 - Peptideo controle (Brand, et al).
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Estudos conformacionais dos analogos de fenilseptina por Mobilidade ibnica acoplada a
espectrometria de massa (IM-MS).

Com o objetivo de investigar as possiveis preferéncias conformacionais dos analogos de
Fenilseptina, os mesmos foram submetidos a uma analise de IM-MS. Este tipo de abordagem
permite a separacdo de ions de acordo com a massa, a carga e a geometria da molécula (cross-
section). No equipamento utilizado, Synapt HDMS (Waters Co.), existe uma camara
pressurizada com um gas inerte (em geral, N,), onde um baixo campo elétrico é aplicado
continuamente, e um campo RF mais forte € aplicado em uma por¢do empurrando os ions. Desse
modo os ions se movem em pulsos, conforme a onda causada pelo campo elétrico separando-os
de acordo com sua mobilidade.

Teoricamente, todos os ions movem-se simultaneamente, mas como consequéncia da
presenca do gas, ions ‘maiores’ ou com menor numero de cargas movimentam-se de modo mais
lento do que ions ‘menores’ ou com menor niamero de cargas. Ou seja, quanto maior o ion maior
0 numero de colisdes com o gas presente na célula fazendo com que 0os mesmo demorem a
passar pela cAmera de mobilidade iénica.

Quando acoplada a espectrometria de massa (IM-MS), a mobilidade ibnica permite a
separacdo das moléculas em uma nova dimensdo, com definicdo permitindo a geracdo de
espectros contendo a relacdo massa/carga, intensidade e o tempo de separacdo (drift-time). Isso
permite resolver problemas em amostras heterogéneas complexas uma vez que a geometria das
moléculas € fundamental na separacéo.

Neste caso, quando os analogos de Phes foram analisados quanto a mobilidade ibnica notou-
se a presenca de dois conférmeros majoritarios para L- Phes, e um conférmero majoritario para
D- Phes, que pode ser determinado pelos tempos de mobilidade de 10.45, 12.89 e 10.80 ms,
respectivamente (Figura 20). Estes resultados sugerem que L-Phes, quando analisada em fase
gasosa, tem muito mais graus de liberdade em sua estrutura do que o peptideo D-Phes. Estes
resultados corroboram com os dados obtidos por cromatografia liquida, e posteriormente 0s

encontrados pelas analises de RMN.
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Figura 20. Analise da mobilidade i6nica dos peptideos L- e D- Phes. (A) L- Phes de massa triplamente carregada
[M+3H]" = 652,17 com dois conférmeros majoritarios em 10,45 e 12, 89 ms. (B) D- Phes de massa triplamente
carregada [M+3H]" = 652,17 com o conférmero majoritario em 10,89 ms.
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Estruturas de Fenilseptinas obtidas por RMN

Os assinalamentos das ressonancias dos nucleos de hidrogénio foram feitos usando-se a
técnica padrdao de Wirthrich (Withrich, 1986) para os sistemas de spin intra-residuais e para
determinagéo das conectividades inter-residuais por meio de experimentos de 2D *H-'H TOCSY
e 2D 'H-'H NOESY.

As amostras foram solubilizadas em 60% de TFE-d2 em agua contendo 2 mmol/L de
peptideo. Os mapas de contorno de TOCSY em TFE foram utilizados para identificar
acoplamentos de sistemas de spin NH-CaH, NH-CBH, NH-CyH, e NH-C3H intra-residuais e,
assim, determinar cada residuo da sequéncia. Os mapas de contorno de NOESY forneceram
dados de conectividades de hidrogénios daN(i,i+1) para o assinalamento sequencial (Figura 21).
As duas estruturas foram obtidas utilizando-se um conjunto de 361 e 373 NOEs, respectivamente
(Tabela 10).

As regides de interacdes de hidrogénio amidicos (NH-NH) dos mapas de contornos de
NOESY em TFE estdo apresentadas na Figura 21. Pode ser observada a diferenca entre os dois
mapas de contornos de algumas conectividades dNN(i,i+1), mostrando a maior estruturacdo do
peptideo D-Phes. Outras conectividades encontradas, incluindo daNi+1), daNi+2), daNi3) €
daNgi+s) Nos mapas de contornos de NOESY forneceram tambem informagdes sobre a estrutura
dos peptideos. A quantidade de NOEs observados foram resumidos graficamente na Figura 23.

A Figura 24 mostra os deslocamentos quimicos de cada residuo (CSI) para as
ressonancias dos protons o, dos dois peptideos. Os valores negativos observados a partir do
sugerem a presenca de um segmento helicoidal para ambos os peptideos, e apesar dos inferiores
a 0,1, indicando possiveis flutuacdes conformacionais.

As correlagBes de NOEs na regido N-terminal (phe-phe-phe) dos peptideos indicam
diferencas estruturais significativas entre as formas L- e D- Phes, principalmente devido a
enantiomerizacdo do residuo Phe2. A combinagdo dos resultados obtidos a partir dos padrdes de
NOE fortes do tipo dNNg;, i+1y € daNg, i+3) € 0s deslocamentos dos prétons de aCH indicam a

conformacaéo tipica de a- hélice para a regido dos residuos 4-18, para os dois peptideos.
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Figura 21. Mapa de contornos parcial TOCSY (800 MHz) de (A) L-Phes e (B) D-Phes em solucdo de TFE/H,0 40:60
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v/v da regido de interagdo das fenilalaninas. Mapas de contornos parciais NOESY (800 MHz) de (C) L-Phes e (D) D-Phes

da regido de interagdo daNg.q).
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As andlises individuais de RMSD (Root Mean Square Deviation) de todos os atomos da

cadeia principal de cada um dos peptideos foi 0,53 £+ 0,21 para L-Phes e 0,38 £+ 0,18 para D-

Phes, e nenhuma violagdo acima de 11 foi observada. Os valores de RMSD para o segmento 4-17

foi similar entre as duas estruturas sendo 0,22 + 0,09 para L- Phes e 0,22 + 0,08 para D- Phes.

Entretanto, quando analisada a regido N-terminal ‘Phe- *Phe os valores de RMSD para L- Phes
foi de 0,40 £ 0,22 e de 0,08 = 0,06 para D- Phes. Na estrutura D- Phes calculada foi observado

que os anéis aromaticos dos residuos Phel e Phe3 tém uma interagdo significante, enquanto o

anel aromético de Phe2 interage fortemente com os grupamentos laterais CH, de Leu6

permitindo uma maior estruturacdo da regido N- terminal em D- Phes (Figura 22).
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Figura 22. Mapa de contornos parciais NOESY (800 MHz) de D-Phes da regiéo daN .1y mostrando a interagdo
entre Phe2 e Leu6, Phe3 e Phel.
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Figura 23. Numero de constraints de eNOEs para cada residuo de aminoécido utilizado no céalculo da estrutura em
60% TFE para os dois peptideos L-/D-Phes. As categoraias de eNOE estdo representadas em preto os eNOESs intra-
residuais, em cinza escuro os eNOEs sequienciais e em cinza claro os eNOEs de média distancia.

92



FFFDTLKNLAGKVIGALT

AdHao

D- Phes

-0.6 -

Figura 24. Deslocamento quimico dos prétons de ,CH dos peptideos L- Phes e D- Phes 2 mmol mL™ em
TFE/H,O (40:60). As diferengas de deslocamento foram calculadas pela subtragdo dos valores observados para
cada um dos peptideos dos valores da estrutura randémica obtida de dados da literatura.
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Tabela 10. Dados e estatisticos obtidos das analises das estruturas de L/D- Phes em 60% TFE/H,O0.

Estatisticas das estruturas ® L-Phes D-Phes
Restricdes experimentais "
Distancia
Intra-residual (i-j = 0) 185 184
Sequenciais (| i-j| = 1) 80 82
Média distancia (2 <| i-j| <4) 66 78
Longa distancia (| i-j| =5) 0 1
Restricbes diedral
Angulo de tors&o (phi/psi) 30 28
Numero total de restricdes 361 373
Estatistica das restrices
NOE violagdes > 0.5 A 11 8
Diedral violagbes > 5° 3 1
CNS energias (Kcal/mol)
Etotal 308.8+7.40 37,664,556
RMSD total dos residuos 1-18 (A) ©
Cadeia principal N, CA, C' 0.51+0.17 0,44 +0,12
Atomos pesados 1.55+0.40 1.01+0,10
RMSD total dos residuos 1-3 (A) ©
Cadeira principal N, CA, C' 0.47 £0.22 0,24 +0,18
RMSD total dos residuos 4-17 (A) ©
Cadeia principal N, CA, C' 0.20 £ 0.08 0,20 + 0,08
Ramachandran plot ¢
Regides favorecidas (%) 85,7 99,6
Regides permitidas adicionais (%) 0,0 0,4
Regides generosamente permitidas (%) 8,9 0,0
Regides proibidas (%) 5,4 0,0

% Os dados estatisticos foram obtidos a partir das 20 estruturas de menor energia refinadas

no vacuo. Estruturas para os dois peptideos (L-/D-Phes).

® Dados estatisticos das restricbes descritos para uma Unica, ndo-ambigua assinalamento

de NOEs.

° A precisdo das coordenadas é dada pelas coordenadas cartesianas do conjunto de

RMSD do somatério das estruturas.

“ Valores obtidos ap6s anélises dos residuos globais no programa PROCHECK-NMR.
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90° L-Phe-2

N-terminal

v
C-terminal

L/D-Phes

Figura 25. Estruturas calculadas de L/D- Phes em TFE/ H,O (40/60, v/v) a partir de dados de RMN.
Sobreposicédo da cadeia principal e das cadeias laterais das estruturas de menor energia (mais estaveis). Em destaque
os residuos hidrofébicos em azul e os residuos hidrofilicos em verde. A estrutura entre 0s enantidmeros apresenta-se
conservada do residuo Asp4-Thrl8. Nota-se que a extremidade N-terminal ndo é conservada entre as duas
estruturas, os detalhes referentes estdo destacados na Figura 27.
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N-terminal

v
C-terminal

D-Phes L-Phes

Figura 26. Estruturas calculadas de D-Phes (A)-(C) e L-Phes (B)-(D). (A-B) Sobreposi¢éo das 20 estruturas mais
estiveis com estrutura em a-hélice mostrando a regido de 4-18. Em verde os residuos hidrofilicos e em dourado os
residuos hidrofobicos. (C-D) Demonstracéo frontal da hélice (verde polares e azul apolares).
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N-terminal
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D-Phes L-Phes C-terminal

Figura 27. Estruturas calculadas de D-Phes e L-Phes com destaque para as fenilalaninas. Sobreposi¢do das 20
estruturas mais estiveis com estrutura em a-hélice mostrando a regido de 1-1. Em azul, Phe2 e em vermelho Phel e
Phe3.
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Estrutura priméria relacionado com amargor em fenilseptinas

Analisando a sequéncia priméria de fenilseptinas notamos a presenca de um motivo rico
em Fenilalanina na porcdo N- Terminal, a qual compartilha similaridades como os motivos
conhecidamente amargos phe-phe-phe demonstrados na Figura 28. Desta forma, hipotetizamos:
Seria a presenga do motivo phe-phe-phe, encontrado nos dois peptideos, capaz de fornecer
propriedades aversivas, mediadas pelas conhecidas vias de transducdo de sinal da resposta ao

amargor?
Peptideo Sequéncia Amargor Referéncias
Phenylseptin Trabalho Atual

Bitter peptide
Bitter peptide
Bitter peptide
Bitter peptide
Bitter peptide
Bitter peptide
Bitter peptide
Bitter peptide
Bitter peptide
Bitter peptide 10
Bitter peptide 11
Bitter peptide 12
Bitter peptide 13
Bitter peptide 14
Bitter peptide 15
Bitter peptide 16
Bitter peptide 17
Bitter peptide 18
Bitter peptide 19
Bitter peptide 20
Bitter peptide 21
Bitter peptide 22
Bitter peptide 23
Bitter peptide 24
Bitter peptide 25
Bitter peptide 26
Bitter peptide 27
Bitter peptide 28
Bitter peptide 29
Bitter peptide 30
Bitter peptide 31
Bitter peptide 32

Shinoda, |, et al, 1987
Otagiri, K., et al, 1984
Otagiri, K., et al, 1984
Nosho, Y., et al, 1985
Shinoda, |, ef al, 1987
Nosho, Y., ef al, 1985
Otagiri, K., et al, 1984
Shinoda, |, et al, 1987
Nosho, Y., et al, 1985
Nosho, Y., et al, 1985
Shinoda, |, ef al, 1987
Otagiri, K., et al, 1985
Nosho, Y., ef al, 1985
Otagiri, K., et al, 1985
Otagiri, K., et al, 1985
Shinoda, |, ef al, 1987
Shinoda, |, ef al, 1987
Shinoda, |, ef al, 1987
Shinoda, |, ef al, 1987
Otagiri, K., ef al, 19585
Shinoda, |, ef al, 1987
Ishibashi, N, et al, 1987
Shinoda, |, ef al, 1987
Otagiri, K., ef al, 1984
Otagiri, K., et al, 1984
Nosho, Y., et al, 1985
Shinoda, |, ef al, 1987
Nosho, Y., et al, 1985
Otagiri, K., ef al, 19584
Shinoda, |, ef al, 1987
MNosho, Y., ef al, 1985

VOO0 Es WK =

(T

Figura 28. As fenilseptinas apresentam o tipico motivo de amargor phe-phe-phe. A sequéncia foi comparada
com outros peptideos descritos na literatura como amargos. O alinhamento destas sequéncias foi realizado no
programa BIOEDIT. Na coluna central esta representada a escala de amargor hipotética descrita pelas analises de
Kim, et al.
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Caracterizacéo das propriedades gustativas

Preferéncias gustativas em camundongos Trpm5 KO e WT envolvendo alcaloides tipicamente
amargos.

Os camundongos das linhagens selvagens (WT) e mutantes para o gene Trpm5 (KO)
foram expostos ao teste de preferéncia de dois recipientes de curta duragdo, onde as combinagdes
de escolha foram:

5 mM, 10 mM ou 20 mM Cafeina (WT; N=7 e KO; N=7) x agua destilada;

5mM, 10 mM ou 20 mM Teofilina (WT; N=4 e KO; N=4) x agua destilada;

5 mM, 10 mM ou 20 mM Teobromina (WT; N=7 e KO; N=7) x 1x Tamp&o PBS.

Analises de variancia de dois fatores (ANOVA two-way) entre genétipo x concentracao
de metilxantinas foram realizadas individualmente para cada estimulo (cafeina, teofilina e
teobromina).

A anélise revelou um maior efeito de gendtipo para cafeina (p<0,0005) e teofilina
(p<0,001), e para o estimulo teobromina nenhum efeito foi observado (p=0,17). Também foi
observada uma interagdo significativa entre as duas varidveis para cafeina (p<0,02) e teofilina
(p<0,008). Desta forma, cada genotipo foi analisado separadamente, e para teobromina nédo
foram observados nem efeitos de gendtipo (p=0,17) ou interacdo (p=0,4). Entretanto, existe um
efeito significativo da interacdo entre gendtipo x concentracdo de cafeina (p<0.02) e de teofilina
(p<0.008), o que correlaciona diretamente com os dados obtidos para as analises de variancia
simples (ANOVA one-way). Andlise post-hoc das preferéncias individuais para cada estimulo
confirmaram que, enguanto os camundongos WT apresentam preferéncia significativa para 10-
20 mM de cafeina, 5-10-20 mM de teofilina e 20 mM de teobromina, os camundongos KO foram
uniformemente indiferentes a todas as escolhas. Estes controles estdo descritos na Figura 29 A-
C.

Diante estes resultados, concluimos que Trpm5 é mediador fundamental para uma

resposta comportamental normal a substancias amargas como cafeina, teofilina e teobromina.
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Preferéncias gustativas em camundongos Trpm5 KO e WT envolvendo fenilseptinas de H.
punctatus.

Ap0s a validacdo da metodologia, os mesmos camundongos (WT e KO) foram expostos
ao teste de preferéncia de dois recipientes de curta duragdo onde as combinacdes de escolha
foram:

1 mM, 100 uM ou 10 uM mM L- Phes (WT; N=7 e KO; N=7) x agua destilada;

1 mM, 100 uM ou 10 uM mM D-Phes (WT; N=7 e KO; N=7) x agua destilada;

1 mM, 100 uM ou 10 uM mM L- Phes.1 (WT; N=7 e KO; N=7) x agua destilada;

O peptideo L- Phes.1 foi utilizando como controle para averiguar a importancia da
sequéncia completa, ou apenas do fragmento triptico, o qual também foi encontrado no extrato
de H. punctatus. Hipotetizamos a possibilidade do C- terminal ser crucial para o aumento ou
diminuigdo do amargor deste peptideo.

Anadlises de variancia de dois fatores (ANOVA two-way) entre gendtipo x concentracao
foram realizadas individualmente para todas as trés metilxantinas, e foi observado um
significativo efeito de genotipo entre os camundongos testados para L-Phes (F11, = 31.9, p <
0.0002), D- Phes (F112 = 21.2, p < 0.0006) e L-Phes.1 (F11, = 76.1, p < 0.0005). Entretanto,
nenhum efeito entre camundongos foi encontrado para L- Phes (F11,=1.12, p = 0.31), D- Phes
(F112=1.32, p = 0.27) ou L- Phes.1 (F112 = 1.23, p = 0.30). Da mesma forma, nenhum efeito
significativo da concentracdo dos peptideos x genotipo para L- Phes (F112, = 0.29, p = 0.75), D-
Phes (F11,=1.32, p=0.27) e L- Phes.1 (F112,=0.04, p = 0.84).

Especificamente, usando o teste t (Student ao nivel de 0.05), observamos que, mesmo em
baixas concentracdes, os camundongos WT rejeitam o0s peptideos, enquanto os camundongos
KO permanecem indiferentes. O mesmo padrdo de resposta comportamental foi observado para
o controle positivo de metilxantinas. Nossos resultados demonstram que testes de preferéncia de
dois recipientes de curta duracdo sdo eficazes para analise de diferentes modelos, e que o0s
animais Trpm5 KO sdo indiferentes as escolhas de peptideos. Os resultados podem ser
observados na Figura 29 D-F.

Resultados prévios descrito demonstram que em concentracdes elevadas, a mistura de

aminoacidos-livres foi reconhecida pelos camundongos WT, enquanto que os camundongos KO
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foram uniformemente indiferentes a todas as escolhas. Mais uma vez, diante estes resultados,
concluimos que TRPM5 é mediador fundamental para uma resposta comportamental normal

para peptideos da classe fenilseptina.

Importancia da estrutura priméria dos peptideos para a percep¢ao gustatoria.

Os aminoacidos presentes em cada fenilseptina (L- e D- Phes) foram misturados
individualmente na concentracdo de 1 mM. A solucdo de aminoacidos livre foi oferecida aos
mesmos camundongos dos experimentos anteriores, para a condugédo do mesmo experimento. As
analises de variancia de dois fatores (ANOVA two-way) entre genotipo x concentracdo foram
feitas individualmente para cada genotipico utilizando-se a preparacdo como fator. Ndo foram
observados efeitos nas médias de preferéncia, tanto em camundongos WT, quanto em KO. Este
resultado demonstra que o sabor amargo dos peptideos percebido pelos camundongos é
dependente da estrutura primaria que as moléculas assumem. Os resultados encontram-se na
Figura 29G.
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Figura 29. A estrutura primaria nos peptideos é fundamental para as percepcdes gustatorias das
fenilseptinas. As substancias testadas sdo percebidas como amargas, e dependentes do canal idnico Trpm5.
Ensaios de preferéncia de dois recipientes de curta-duragdo (10 minutos) (A) cafeina vs. Agua, (B) teofilina e (C)
teobromina. Os camundongos mutantes Trpm5 (KO) foram indiferentes a todas as escolhas. (D) O amargor de
fenilseptinas é dependente de Trpm5. Os camundongos mutantes (KO) foram indiferentes a todas as escolhas. Os
valores foram normalizados e calculados em relagdo a preferéncia por dgua. (G) Os camundongos normais (WT) e
mutantes (KO) foram indiferentes a todas as escolhas. CorrecOes de Bonferroni (teste t) contam as médias de
indiferenca 0,5: *p<0.05; **p<0.04;todas as outras comparagdes p>0.05. A linha vermelha representa os niveis
de indiferenga (média de preferéncia de 0.5).
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Discussao
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As glandulas secretoras dos anfibios produzem uma variedade de peptideos bioativos,
sendo muitos com atividade antimicrobiana. Estas moléculas sdo importantes elementos do
sistema imune inato destes animais, e possivelmente funcionam como uma estratégia de
sobrevivéncia (Zasloff, 2002b; 2002a). Em particular, do género Hypsiboas, séo poucos 0s
peptideos isolados [i.e. hilinas presentes em H. albomarginatus, (Castro et al., 2009), as
ranaceptinas em H. raniceps, (Magalhaes et al., 2008) e a hilaseptina Hsp-1 em H. punctatus,
(Prates et al., 2004)].

A partir do extrato total da secrecdo cutdnea de H. punctatus, foram identificados e
caracterizados 27 novos peptideos biologicamente ativos, dos quais dez apresentam uma cadeia
peptidica de 18-25 residuos de aminoacido, e dezessete de cadeia contendo 8-12 residuos. Apds
andlises de massa e pureza por MALDI TOF-TOF/MS, os peptideos foram sequenciados por
métodos distintos, e complementares, cujos resultados foram compativeis entre si.

Estas andlises levaram a identificacdo de duas classes de peptideos antimicrobianos: (i) a
primeira classe foi denominada de hilaseptina, constituida por 25 moléculas, as quais
apresentaram alto grau de identidade (92%) com o peptideo Hsp-1 descrito, na mesma espécie,
por Prates, et al (2004); (ii) e a segunda classe foi denominada de fenilseptina, a qual é
composta por dois peptideos, que coexistem naturalmente em uma mistura racémica nas formas
L-/ D-, onde a enantiomerizacdo do segundo residuo N-terminal L-Phes ocorre como
consequéncia de uma modificacdo pos-traducional do respectivo gene codificador.

No passado, acreditava-se que durante o processo evolutivo haviam sido selecionados
apenas os peptideos e as proteinas que continham L- aminoacidos (Kreil, 1997; Ohide et al.,
2011). Entretanto, no inicio do século XX, varios estudos comegam a sugerir a presenca de D-
aminoacidos em microrganismos (Heilmann, 1974; Lam et al., 2009), o que levou a identificacdo
de uma D- alanina e uma D- glutamina em peptideoglicanas de paredes celulares bacterianas
(Ashiuchi et al., 2002; Lee e Fischetti, 2003; Korza e Bochtler, 2005). Estudos posteriores
demonstraram gque 0s mesmos organismos eram capazes de produzir, metabolizar e utilizar D-
aminoacidos.

O primeiro relato de D- aminodcidos presentes em tecidos animais foram em
invertebrados e anfibios (Kreil, 1994). A partir de técnicas cromatograficas, D- alaninas livres
foram isoladas do sangue de Oncopeltus fasciatus, e proteinas contendo D-alanina, D-

fenilalanina, D-serina, D-metionina, e D-cisteina foram isoladas de alguns animais (Auclair e
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Patton, 1950; Bassi e Feir, 1972). Recentemente, com 0 desenvolvimento das técnicas
cromatograficas, e com o aumento da sensibilidade de detec¢do de quantidades extremamente
baixas comecam a ser identificadas, a exemplo do peptideo D- Phes identificado na mistura
complexa de H. punctatus.

Em anfibios, os primeiros peptideos isolados da secrecdo contendo D- aminoacido foram
0s peptideos-opidides deltorfinas e dermorfinas, presentes em Phyllomedusa sauvagei e P.
bicolor. Porém, o descobrimento de peptideos antimicrobianos contendo um (nico D-
aminoécido foi descrita por (Mignogna et al., 1992), nas bombininas. Ao contrario dos peptideos
opidides, as L-/D- bombininas coexistem em um mesmo organismo formando uma mistura
racémica, assim como foi observado para as fenilseptinas.

As fenilseptinas sdo peptideos catiénicos, hidrofébicos que possuem um precursor génico
que carrega caracteristicas classicas de peptideos antimicrobianos, como a presenca de uma
regido sinalizadora e acidica extremamente conservadas, € um dominio hipervariavel (Figura
16). Este tipo de estrutura pode ser observada em outros peptideos antimicrobianos. Essa
variabilidade pode ter um valor seletivo adaptativo, que foi ocorrendo a medida que os anfibios
ocupavam novos nichos ecoldgicos, ou que novos elementos sdo introduzidos em seu habitat
(Vanhoye et al., 2003). Peptideos com estas caracteristicas, ndo sdo exclusivos de anfibios, mas
podem ocorrer em plantas, invertebrados e humanos, e todos funcionam como elementos
fundamentais do sistema imune inato dos organismos de referencia.

Foi exatamente observando estas caracteristicas que testamos a atividade antimicrobiana
das fenilseptinas. As fenilseptinas foram ativas contra 0s microrganismos testados como
representado na Tabela 9. A fenilseptina contendo D-Phes apresentou uma maior atividade
antimicrobiana, principalmente na bactéria fitopatogénica X. glycines, padrao este observado nas
bombininas, e outros PAM’s contendo D- aminoacido. Alguns autores descrevem que a
seletividade dos peptideos antimicrobianos esta fundamentada exatamente nas diferencas de
composi¢do das membranas entre os eucariotos e os procariotos (Matsuzaki et al., 1999). A
membrana dos eucariotos superiores € constituida de fosfolipidios neutros, como a
fosfatidilcolina e a esfingomielina, enquanto que as membranas bacterianas possuem
fosfolipideos com cargas negativas expostas como o fosfatidilglicerol e a cardiolipina
(Matsuzaki et al., 1999). A caracteristica em comum das bactérias é que nenhuma delas

apresenta colesterol.
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Outra caracteristica observada nas fenilseptinas, também correlacionada com a sua
estrutura primaria, € a presenca do motivo incomum phe-phe-phe na por¢cdo N-terminal. Este
motivo também é encontrado em peptideos descritos como amargos, 0s quais sdo provenientes
de fontes naturais, como leite e queijo (exemplos de peptideos contendo phe-phe-phe estéo
descritos na Figura 28).

E curioso notar que Roudot-Algaron, em 1966, demonstrou que existe uma intima relagéo
entre 0 amargor e a estrutura priméaria destes peptideos e que aqueles extremamente amargos sao
ricos em leucina, isoleucina e fenilalanina. Devido a presenca constante do residuo de
fenilalanina em peptideos amargos, esta caracteristica, também presente em Phes, foi estudada e,
posteriormente considerada como o aminoacido central na predicdo do sabor amargo. A L-Phes
possui um sabor amargo, o qual pode ser intensificado principalmente quando presente no N-
terminal dos peptideos (Ishibashi N, 1987; Maehashi e Huang, 2009b).

Além desta peculiaridade de estrutura primaria, foram observados, por analises de
mobilidade i6nica, que L- Phes e D- Phes formam diferentes conférmeros quando analisadas em
vacuo (Figura 20). Esta multiplicidade conformacional nos levou a questionar se estas moléculas
nédo seriam capazes de assumir conformacdes diferenciadas, quando interagindo com ambientes
quimicos distintos, assumindo assim diferentes fungdes bioldgicas.

Nossas analises de RMN corroboram com os dados anteriores mostrando que apesar da
estrutura rigida na regido de a-hélice dos residuos 4-18, o peptideo L- Phes apresenta alta
variabilidade estrutural na regido phe-phe-phe N-terminal, o que levaria a uma maior diversidade
de conférmeros. Ja o peptideo D- Phes devido a enantiomerizacao da Phe2, sofre uma mudanca
de conformacéo de 90°C no N-terminal da molécula, causada pela forte interacdo das Phel-Phe3,
e da D-Phe2-Leu6, levando a uma rigidez estrutural maior.

Conectando estas informacoes, testamos os peptideos L-/ D- Phes quanto as possiveis
caracteristicas gustativas relacionadas com amargor. Observamos que as respostas gustativas
aversivas observadas em camundongos WT as solu¢bes aquosas contendo fenilseptinas séo
comparaveis com aquelas constituidas pelas substancias alcaldides classicamente amargas, as
metilxantinas (cafeina, teofilina e teobromina), quando oferecidas aos mesmaos animais.

De fato, os animais homozigotos (com uma delecdo parcial do gene trpm5) foram

indiferentes as solugfes contendo os peptideos e as substancias controle. Estes dados validam a
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nossa hipotese que as fenilseptinas sdo amargas, e também demonstram que o canal iénico
TRPMD5 é necessario para que a resposta normal de rejeicéo seja gerada.

No6s ndo pretendemos neste estudo afirmar que o sabor amargo das fenilseptinas €
mediado por receptores da familia T2R. Nossos resultados séo limitados ao fato de que TRPM5,
um canal iénico importante para que a transducdo de amargor via receptores do tipo T2R (Zhang,
et al., 2003; Damak et al., 2006), esta diretamente envolvido com a detec¢do pelos camundongos
das amargas fenilseptinas.

Em particular, devemos lembrar que estes peptideos podem entrar diretamente nas células
atuando nos dominios intracelulares de TRPM5, mediando a resposta por meio de uma
sinalizacdo intracelular (Zhang et al., 2007). Alguns autores descrevem peptideos
antimicrobianos com modos de a¢do via ativacao de alvos intracelulares, que penetram a célula e
encontram seus alvos. Independente da forma como a via de transducdo de sinal foi ativada,
percebemos que as concentraces de peptideo utilizadas neste estudo sdo aversivas aos animais
WT, e indiferentes aos animais KO.

E interessante notar que muitos autores descrevem o aposematismo, 0 comportamento e a
impalatabilidade como sendo estratégias eficientes contra o ataque de predadores que engolem ou
estracalham suas presas, como por exemplo, os peixes (Heyer et al., 1975; Van Burskirk, 1988;
Hero et al., 2001).

Supostamente, 0s predadores aprendem a evitar presas de sabor repelente (desagradaveis)
mais rapidamente caso elas sejam visiveis a eles, fazendo com que estas caracteristicas trabalhem
juntas (Gittleman et al 1980;. Guilford 1988). Sendo assim, algumas substancias funcionariam
como protetores iniciais de defesa nos anfibios. E, aproveito para especular que, talvez,
fenilseptinas atuem especificamente em potenciais predadores em que o canal idnico TRPM5
esteja presente, como por exemplo em peixes, morcegos, pequenos mamiferos. Devido a falta de
dados sobre a ecologia e comportamento desta espécie torna-se dificil qualquer outro tipo de
especulacéo diretamente relacionando com o sistema predador-presa destes animais.

A presenca destas moléculas com estruturas e espectros de acdo tdo diversificados
representa o sucesso evolutivo do processo de defesa, permitindo aos anfibios protecdo contra
invasores e predadores, aumentando assim as chances de sobrevivéncia. 1sso por que os anfibios
sdo alvos de pequenos mamiferos, aves e peixes, 0s quais possuem receptores gustativos, e sdo

capazes de perceber o amargor via TRPMDb.
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De fato, ate aonde 0 nosso conhecimento chega, as fenilseptinas sdo o primeiro relato de
genes codificadores de uma proteina, a qual é expressa na forma madura, sofre pelo menos duas
modificacbes pos-traducionais, uma no Gltimo residuo da por¢do C-terminal e outra ao longo da
cadeia por enzimas amino-isomerases, e que apresenta atividade antimicrobiana e propriedades
sensoriais.

Sendo assim, torna-se plausivel inferir que um tipo semelhante de resposta aversiva pode
ser um constituinte das estratégias de defesa dos animais contra predadores de varias espécies.
Estes resultados sugerem que as fenilseptinas podem ser parte de um “pool” de peptideos e
proteinas multifuncionais produzidos pelas glandulas da pele de H. punctatus com pelo menos
duas potencialidades de defesa testadas: (i) uma contra microrganismos patogénicos e (ii) outra
contra potenciais predadores capazes de perceber amargor.

E, apesar deste ser o primeiro relato de uma molécula, tdo pequena, versatil e com
caracteristicas funcionais tao incriveis, provavelmente devem existir outras moléculas com as
mesmas propriedades, tornando as fenilseptinas uma regra, e ndo uma excecdo. Talvez, as
fenilseptinas sejam o primeiro exemplo de moléculas com tamanha plasticidade, e este é apenas o

primeiro passo para um novo mundo a ser explorado.
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ANexos
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Purificacao e espectros MS e MS/MS das hilaseptinas identificadas.
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Purificagdo dos componentes pertencentes ao Grupo_05 do extrato bruto de H. punctatus. (A) Perfil
cromatografico do extrato bruto, destacando a fracdo cromatografia 6. (B) Perfil cromatografico analitico da
fracdo 5. A fracdo foi submetida a uma cromatografia liquida de alta eficiéncia em fase reversa (RP-HPLC) em
coluna analitica Viydac Cig, fluxo 1,0 mL-min™, utilizando gradiente modificado (linha azul). A absorbancia foi
monitorada a 216 e 280 nm (linhas pretas e vermelhas, respectivamente). A fracdo majoritaria foi submetida a
andlise de espectrometria de massa MALDI-TOF/TOF.
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Espectro de massa (MS) do componente ‘a’ de [M+H]" = 2365,65 Da (A) e Sequenciamento de novo (B) e (C).
(A) Massa monoisotdpica do peptideo nativo e seu aduto de sédio (Na*). O espectro foi obtido em modo refletido,
usando calibrante externo. (B) e (C) Sequenciamento da molécula Hsp-2, 3 e 4 [M+H]" = 2365,65 Da, em MALDI-
TOF/TOF utilizando 0 modo LIFT. Os fragmentos gerados permitiram o reconhecimento completo das séries de
fons y (vermelho) e b (azul). As sequéncias peptidicas usando o codigo de uma Unica letra estdo indicadas na parte
superior.
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Purificagdo dos componentes pertencentes ao Grupo 06 do extrato bruto de H. punctatus. (A) Perfil
cromatografico do extrato bruto, destacando a fracdo cromatografia 6. (B) Perfil cromatografico analitico da
fracdo_6. A fragdo foi submetida a uma cromatografia liquida de alta eficiéncia em fase reversa (RP-HPLC) em
coluna analitica Viydac Cig, fluxo 1,0 mL-min™, utilizando gradiente modificado (linha azul). A absorbancia foi
monitorada a 216 e 280 nm (linhas pretas e vermelhas, respectivamente). As trés fracGes obtidas foram submetidas
a analise de espectrometria de massa MALDI-TOF/TOF.
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Espectro de massa (MS) do componente ‘b’ de [M+H]" = 2716,63 Da (A) e Sequenciamento De novo (B). (A)
Massa monoisotopica do peptideo nativo e seus adutos de sodio (Na*) e potassio (K). O espectro foi obtido em
modo refletido, usando calibrante externo. (B) Sequenciamento da molécula Hsp-6, [M+H]" = 2716,63 Da, em
MALDI-TOF/TOF utilizando o modo LIFT. Os fragmentos gerados permitiram o reconhecimento completo das
séries de fons y (vermelho) e b (azul). As sequéncias peptidicas usando o cédigo de uma Unica letra estdo indicadas

na parte superior.
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Espectro de massa (MS) do componente ‘¢’ de [M+H]" = 2661,60 Da (A) e Sequenciamento De novo (B). (A)
Massa monoisotopica do peptideo nativo e seus adutos de sddio (Na*) e potassio (K*). O espectro foi obtido em
modo refletido, usando calibrante externo. (B) Sequenciamento da molécula Hsp-7, [M+H]" = 2661,60 Da, em
MALDI-TOF/TOF utilizando o modo LIFT. Os fragmentos gerados permitiram o reconhecimento completo das
séries de fons y (vermelho) e b (azul). As sequéncias peptidicas usando o codigo de uma Unica letra estdo indicadas
na parte superior.
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Espectro de massa (MS) do componente ‘d’ de [M+H]" = 2524,72 Da (A) e Sequenciamento De novo (B). (A)
Massa monoisotopica do peptideo nativo e seus adutos de sodio (Na*) e potassio (K). O espectro foi obtido em
modo refletido, usando calibrante externo. (B) Sequenciamento da molécula Hsp-9, [M+H]" = 2524,72 Da, em
MALDI-TOF/TOF utilizando o modo LIFT. Os fragmentos gerados permitiram o reconhecimento completo das
séries de fons y (vermelho) e b (azul). As sequéncias peptidicas usando o codigo de uma Unica letra estdo indicadas

na parte superior.
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Purificagdo dos componentes pertencentes ao Grupo_07 do extrato bruto de H. punctatus. (A) Perfil
cromatografico do extrato bruto, destacando a fragdo cromatografica 7. (B) Perfil cromatografico analitico da
fracdo_7. A fragdo foi submetida a uma cromatografia liquida de alta eficiéncia em fase reversa (RP-HPLC) em
coluna analitica Vydac Cyg, fluxo 1,0 mL-min™, utilizando gradiente modificado (linha azul). A absorbéncia foi
monitorada a 216 e 280 nm (linhas pretas e vermelhas, respectivamente). As trés fracGes obtidas foram submetidas
a analise de espectrometria de massa MALDI-TOF/TOF.
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Espectro de massa (MS) do componente ‘d’ de [M+H]" = 2416,44 Da (A) e Sequenciamento De novo (B). (A)
Massa monoisotopica do peptideo nativo e seus adutos de sodio (Na*) e potassio (K. O espectro foi obtido em
modo refletido, usando calibrante externo. (B) Sequenciamento da molécula Hsp-5, [M+H]" = 2416,44 Da, em
MALDI-TOF/TOF utilizando o modo LIFT. Os fragmentos gerados permitiram o reconhecimento completo das
séries de fons y (vermelho) e b (azul). As sequéncias peptidicas usando o codigo de uma Unica letra estdo indicadas
na parte superior.
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Espectro de massa (MS) do componente ‘d’ de [M+H]" = 2740,60 Da (A) e Sequenciamento De novo (B). (A)
Massa monoisotdpica do peptideo nativo e seus adutos de sodio (Na*) e potassio (K*). O espectro foi obtido em
modo refletido, usando calibrante externo. (B) Sequenciamento da molécula Hsp-8, [M+H]* = 2740,60 Da, em
MALDI-TOF/TOF utilizando o modo LIFT. Peptideo de [M+H]" = 2661,56 Da sulfonado. Os fragmentos gerados
permitiram o reconhecimento completo das séries de ions y (vermelho) e b (azul). As sequéncias peptidicas usando
0 cédigo de uma Unica letra estdo indicadas na parte superior.
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