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RESUMO

A secrecao cutanea de anuros é reconhecida como uma rica fonte
de compostos biologicamente ativos, incluindo aminas biogénicas, alcaloides,
bufadienolideos, peptideos e proteinas. Os peptideos antimicrobianos
constituem um sistema de defesa imediato, atuando sobre um grande espectro
de mircroorganismos. A busca por novas alternativas terapéuticas no
tratamento de infecgcbes e cancer tem impulsionado nos estudos voltados a
prospecgdo de novos peptideos antimicrobianos. No presente trabalho, as
secrecbes cutaneas de Leptodactylus labyrinthicus e Phyllomedusa azurea
foram utilizadas para avaliar seus efeitos antiproliferativos e citotoxicos sobre
células tumorais. Também foram submetidas a fracionamento cromatografico a
fim de se isolar peptideos com atividade inibitéria sobre a proliferacéo do fungo
patogénico Candida albicans. As fracdes bioativas foram analisadas por
MALDI-TOF MS e submetidas a recromatografia por RP-HPLC. De acordo com
a estratégia experimental empregada foi possivel a obtencédo de duas fracdes
homogéneas a partir da secrecédo de P. azurea, denominadas PaF31-7(F12) e
PaF36-10(F13) que foram empregadas na determinacdo dos MICs para C.
albicans. Tais fragcbes mostraram-se capazes de inibir parcialmente o
crescimento da levedura C. albicans na maior concentragdo empregada (128
uM). Também foram avaliados os efeitos citotoxicos e antiproliferativos das
secrecOes brutas de P. azurea e L. labyrinthicus sobre as linhagens celulares
HelLa, B16F10 e NIH3T3. Observou-se que a secrecdo bruta de L. labyrinthicus
apresenta atividade antiproliferativa acentuada sobre células tumorais
empregadas, especialmente células Hela, com um ICso de 4,216 pg/mL sem
apresentar citotoxicidade relevante contra células normais da linhagem
NIH3T3. Ensaios adicionais de citometria de fluxo revelaram que a secrecao
bruta de L. labyrinthicus nédo interfere de forma significativa nas etapas do ciclo
celular, no entanto, observa-se um aumento importante na fragmentacédo do
DNA de células HeLa quando expostas a secre¢do, sugerindo que a morte
celular ocorra por meio de apoptose. Mais estudos precisam ser realizados a
fim de se determinar o mecanismo pelo qual a secrecdo bruta de
L. labyrinthicus promove a morte das células tumorais.
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ABSTRACT

The anurans skin secretion is recognized as a rich source of active
biological compounds, including alkaloids, peptides and proteins. The
antimicrobial peptides constitute an immediate defense system, acting on a
wide spectrum of microorganisms. The quest for new therapeutics alternatives
for infections treatments and cancer have been driven studies focused on
prospecting for new antimicrobial peptides. In this present work, the skin
secretions by Leptodactylus labyrinthicus and Phillomedusa azurea were
utilized for evaluating their antiproliferative and cytotoxic effects on tumor cells.
Were also subjected the skin secretion to fractionation in order to isolate
peptides with inhibitory activity on the proliferation of the pathogenic fungus
Candida albicans. The bioactive fractions were analyzed by MALDI-TOF MS,
and subjected to rechromatography by RP-HPLC. According to the
experimental strategy used was possible to achieve two homogeneous fractions
secretion from P. azurea, called PaF31 7 (F12) and PaF36 10 (F13). These
fractions were capable of partially inhibiting the growth of the yeast C. albicans
in greater concentration employed (128 uM). We also evaluated the cytotoxic
and antiproliferative crude secretions of P. azurea and L. labyrinthicus on cell
lines HelLa, NIH3T3 and B16F10 effects. It was found that the crude secretion
of L. labyrinthicus shows marked antiproliferative activity on tumor cells
employed, especially Hela cells with an I1Cso of 4.216 p g / ml without showing
significant cytotoxicity against normal NIH3T3 cells lineage. Additional tests of
flow cytometry showed that the crude secretion of L. labyrinthicus not
significantly interfere with the stages of the cell cycle, however, there was a
significant increase in DNA fragmentation in HeLa cells exposed to secretion,
suggesting that cell death occurs by apoptosis. More studies need to be
conducted to determine the mechanism by which the crude secretion of L.

labyrinthicus promotes tumor cell death.
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ATCC: American Type Culture Collection

BHI — Brain Heart Infusion

Da — Dalton

HCCA: Acido a-ciano-4-hidroxicinamico
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MALDI-TOF MS: Matrix-assisted laser desorption/ionization time-of-flight mass

spectrometry

MIC: Concentracao inibitéria minima

PAM: Peptideo antimicrobiano

RP-HPLC: Reversed-phase high-performance liquid chromatography

TFA: Acido trifluoroacético

UFC: Unidade formadora de colbnia
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Dissrtagio de Mestrade Alive da Silva Clagan

Purificacéo e avaliagcdo da atividade anti-Candida de peptideos isolados da secrecdo cutanea das
espécies Leptodactylus labyrinthicus e Phyllomedusa azurea

INTRODUCAO

A necessidade de se pesquisar novas alternativas de medicamentos
antimicrobianos e antitumorais

Atualmente a resisténcia aos antimicrobianos representa um Sério
problema de salide publica, ndo somente no Brasil, mas no mundo todo. E um
fendmeno que acontece quando um microrganismo, por meio de selecao
natural, passa a apresentar mecanismos o torna refratario aos efeitos de um
determinado farmaco, em relacdo ao qual apresentava sensibilidade
anteriormente. Isso torna os tratamentos-padrdo empregados ineficazes e
infecgbes persistam podendo se espalhar e se tornar incontrolaveis.

Aliada a perda de eficacia dos agentes antimicrobianos comercialmente
disponiveis, ha uma reducdo no desenvolvimento de novos agentes
antimicrobianos. Se esta tendéncia nao for alterada, os medicamentos para
combater organismos resistentes em breve serdo esgotadas (WHO, 2012).
Estima-se que entre 1940 e 1962, mais de 20 novas classes de antibiéticos
foram comercializadas. Desde entdo, apenas duas novas classes teriam
chegado ao mercado, o restante do que se tém desenvolvido sdo analogos
daqueles previamente comercializados. De acordo com Sociedade Americana
de Doencas Infecciosas, pelo menos 10 novos antibidticos ativos contra
microorganismos multirresistentes precisam chegar ao mercado nos préximos
10 anos e, em longo prazo, serdo necessarias novas classes de antibioticos
para gue se possam combater as infec¢cdes que emergem com 0 aparecimento
de resisténcia aos medicamentos atualmente disponiveis no mercado (Coates,
Halls, & Hu, 2011).

Peptideos antimicrobianos de anuros

A classe dos anfibios € formada por um grupo monofilético de mais de
seis mil espécies distribuidas em trés ordens distintas que ocupam tanto o
ambiente terrestre quanto o aquatico: Anura (sapos, ras e pererecas), Urodela

(salamandras e tritbes) e Gymnophiona (cecilias), sendo a Anura a maior

1
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ordem com cerca de 6.300 espécies pertencentes a pelo menos 54 familias

(Frost, 2014).

Uma caracteristica dos anfibios é um tegumento altamente
especializado, que realiza grande parte das trocas gasosas de oxigénio e gas
carbbnico com o ambiente. Existem dois tipos de glandulas acinares na pele
dos anfibios: as glandulas mucosas que sdo mais numerosas e secretam
mucinas, que tem a fungdo de umidificar e lubrificar a pele para auxiliar na
respiracdo cutanea, termorregulacdo e protecao fisica contra predadores por
meio da lubrificacdo ou liberacdo de substancias pegajosas para dificultar sua
captura (Rollins-Smith et al., 2005) e as glandulas granulosas que sdo menos
numerosas, mas sintetizam e armazenam a maioria das substancias toxicas e
nocivas encontradas na secrecao cutanea dos anfibios.

Quando ha estimulo resultante de estresse ou injaria, ocorre a contracao
dos midcitos que envolvem as glandulas granulosas liberando seu conteudo.
Tais glandulas liberam secre¢des que contém compostos ativos como aminas
biogénicas, esterdides, alcaldides, bufodienolideos, peptideos e proteinas que
podem ter efeito neurotdxico, vasoconstritor, alucinégeno, hipotensor,
antimicrobiano e citotoxico (Nascimento et al., 2004; Mangoni & Shai, 2009).

Dentre as trés ordens conhecidas de anfibios, a ordem Anura foi a que
teve mais estudos acerca da composicdo e propriedades de sua secrecao
cutanea. Muitos peptideos e proteinas sdo encontrados na secre¢do de anuros,
varios deles possuindo analogos em tecidos gastrointestinais e neurais de
mamiferos, superficies mucosas, como a da traqueia, e em neutrofilos
sugerindo que ha uma relativa importancia e aparente implicacdo nos sistemas
de defesa de mamiferos, inclusive no homem (Lucca & Walsh, 1999).

A permeabilidade do tegumento a agua limita a maioria dos anfibios a
microhabitats Umidos onde possam controlar o ganho e a perda de agua
(osmorregulacéo), além do controle da temperatura corporal. Por ser uma
estrutura sensivel e estar em contato direto com o ambiente, ou seja, estar
constantemente exposta a acao de potenciais agentes patogénicos, 0S anuros

apresentam na sua secrecdo cutanea peptideos antimicrobianos (PAMs) que
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fazem parte do seu sistema imune inato (Nascimento et al., 2004). A pele dos
anfibios pode ser o ambiente ideal para colonizacdo e infeccdo de
microrganismos, de onde eles podem obter um suprimento continuo de
nutrientes, uam vez que ha oxigénio disponivel e a transmissdo ambiental pode
ocorrer em habitats aquaticos e terrestres. Dessa forma, um mecanismo de
defesa imune efetivo € crucial para proteger os anuros de infec¢des originadas
em nivel cutaneo. Dentre outros mecanismos imunoldgicos, os PAMs sdo o0s
gque mais contribuem para a protecdo cutdnea contra microrganismos
patogénicos (Daum et al., 2012).

Os peptideos antimicrobianos da secrecdo cutdnea dos anuros sao
caracterizados por ter de 10 a 48 residuos de aminoacidos, a maioria
apresenta-se como moléculas catidnicas (carga liquida igual ou superior a +2)
e, aproximadamente, 50% dos residuos presentes sao representados por
aminoéacidos hidrofébicos (Reddy et al., 2004; Marr et al., 2006). A atividade
bactericida dos peptideos ndo é mediada por interacdes entre receptores
especificos, mas pela interacdo direta entre o peptideo e os fosfolipideos da
membrana plasmética (Nascimento et al., 2004). Muitos peptideos
antimicrobianos adotam uma estrutura secundaria em a-hélice anfipatica
somente quando em contato com as membranas celulares, tornando-se ativos
e perturbando a integridade da membrana, criando falhas ou formando poros
(Bechinger & Lohner, 2006; Conlon et al., 2008).

A carga positiva dos peptideos antimicrobianos favorece uma maior
interacdo com os fosfolipideos negativamente carregados (fosfatidilglicerol,
fosfatidiletanolamina e cardiolipina) das membranas bacterianas do que com
fosfolipideos “zwiteribnicos” (neutros) presentes na face extracelular da
membrana de células de mamiferos (Biggin & Sansom, 1999; Reddy et al.,
2004; Matsuzaki et al., 1999; Ramamoorthy et al., 2009), o que é uma
caracteristica que faz com que esses peptideos tenham uma toxicidade
seletiva intrinseca, tornando-os alvos interessantes de estudo para o
desenvolvimento de novos agentes de uso farmacoldgico. Os peptideos

antimicrobianos possuem um grande potencial terapéutico devido a sua
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propriedade litica. Eles tém demonstrado habilidade em matar rapidamente um

grande espectro de microrganismos, incluindo as bactérias multirresistentes a

drogas, exibindo atividade contra uma ampla gama de bactérias Gram-positivas

e Gram-negativas (Reddy et al., 2004).

O interesse cientifico em pesquisar peptideos antimicrobianos de anuros
comecou a emergir em 1970 depois de ser purificada a bombinina da espécie
Bombina variegata e intensificou-se acentuadamente apdés o isolamento das
magaininas da ra-africana Xenopus laevis em 1987 por Zasloff. As pesquisas
nessa area tém sido facilitadas pelo fato de que peptideos antimicrobianos
estdo disponiveis em grandes quantidades, sendo que as vezes € possivel
obter de um Unico animal material suficiente para a caracterizagcdo quimica e
biolégica dessas moléculas (Nascimento et al., 2004). Atualmente h& varios
estudos sendo desenvolvidos que descrevem o isolamento e a caracterizacéo
de peptideos com acao antimicrobiana isolados de varias espécies de anuros,
sendo que, no caso dos PAMs isolados de anuros do género Leptodactylus, a
descricdo dos primeiros PAMs isolados de uma espécie desse género foi pelo
nosso grupo em 2004, com o isolamento das ocellatinas a partir da secrecao
cutdnea da ra Sul-Americana L. latrans (anteriormente denominada L.
ocellatus, dai a denominacéao ocellatinas) (Nascimento et al., 2004). Atualmente
ja existe um conjunto de resultados interessantes com PAMs para uso

terapéutico isolados de anuros do género Leptodactylus.

Peptideos antimicrobianos do género Leptodactylus

Uma espécie ja bem estudada dentro desse género é a Leptodactylus
latrans (como dito acima, anteriormente conhecida como L. ocellatus), da qual
temos hoje isolados mais de uma dezena de PAMs. Esses peptideos sao
conhecidos como ocellatinas sendo que a maioria delas apresenta atividade
antimicrobiana. As trés primeiras ocellatinas isoladas apresentaram atividade
antimicrobiana contra E. coli, mas também exibiram atividade hemolitica
importante (Nascimento et al., 2004). Posteriormente, uma quarta ocellatina foi

identificada. A ocellatina 4 apresenta carga liquida neutra em pH fisiologico e
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baixa atividade antimicrobiana, sendo que o baixo efeito antimicrobiano poderia

estar relacionado com a sua carga neutra, o que faria com esse peptideo

interagisse fracamente com a membrana bacteriana carregada negativamente.

Em contraposicéo, exibiu consideravel atividade hemolitica, provavelmente por

possuir faces polares e apolares pouco distinguiveis (Nascimento et al., 2007).

Leite et al. (2010) isolaram as ocellatinas 5 e 6 (com 21 e 22 residuos de
aminoacidos, respectivamente) que exibiram potente atividade contra as
bactérias E. coli e S. aureus, mesmo em baixas concentracdes.
Algo interessante que se pode observar é que nos dois primeiros estudos, onde
foram isoladas as ocellatinas 1, 2, 3 e 4 (Nascimento et al., 2004; Nascimento
et al.,, 2007) foram utilizados individuos coletados no Cerrado e no trabalho
descrevendo as ocellatinas 5 e 6 (Leite et al., 2010) foram utilizados individuos
da mesma espécie coletados em regido de Mata Atlantica, tendo sido
constatadas diferencas importantes nas estruturas primarias das ocellatinas
dos animais coletados no Cerrado e daqueles coletados na Mata Atlantica,
mesmo ambos pertencendo a uma Unica espécie. No geral, observa-se que os
peptideos isolados de L. latrans (L. ocellatus) do Cerrado e da Mata Atlantica
exibem diferengas na porc¢ao C-terminal o que influenciaria de forma importante
a atividade biolégica dos mesmos.

Além dos peptideos isolados de L. latrans (L. ocellatus), espécie a qual
possui mais peptideos com propriedades antimicrobianas conhecidos até o
presente momento, analogos das ocellatinas foram encontrados na secrecdo
cutanea de outras espécies no género Leptodactylus.

Da espécie L. fallax foi isolada a fallaxina, com atividade inibitoria sobre
bactérias Gram-negativas (E. coli, P. aeruginosa, E. cloacae e K. pneumoniae),
embora com baixa poténcia (MIC = 20 uM) e inativa contra a bactéria
Gram-positiva S. aureus e o fungo Candida albicans. A fallaxina também possui
baixa atividade hemolitica (HCso > 200 uM) (Rollins-Smith et al., 2005).

Em uma analise peptiddmica da secrec¢do cutdnea de L. validus foram
identificados trés peptideos com sequéncias estruturalmente similares as

ocellatinas. Os peptideos foram denominados ocellatina V1, ocellatina V2 e

5
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ocellatina V3, os quais possuem baixa poténcia antimicrobiana provavelmente

devido a falta de anfipaticidade e pouca cationicidade quando comparados as

demais ocellatinas (King et al., 2008).

A leptoglicina, um peptideo rico em glicina e leucina
(GLLGGLLGPLLGGGGGGGGGLL) foi isolada da espécie L. pentadactylus,
mostrando-se ativa contra bactéria Gram-negativas (P. aeruginosa, E. coli e
C. freundii) em baixas concentracfes e inativa sobre bactérias Gram-positivas,
fungos e eritrocitos humanos (Sousa et al., 2009). Dessa mesma espécie, ja
era conhecida a pentadactilina, que demonstrou ter atividade contra bactérias
Gram-negativas (E. coli, E. cloacae, K. pneumoniae, P. aeruginosa), bactérias
Gram-positivas (S. aureus, S. epidermidis, E. faecalis, Streptococcus do grupo
B) com poténcias relativamente baixas (valores de MIC na faixa de 25 a
200 uM), tendo também baixa atividade hemolitica sobre eritrécitos humanos
(King et al., 2005).

Mais recentemente, 0 nosso grupo isolou a pentadactilina da secrecao
do anuro L. labyrinthicus e constatou que esse peptideo é capaz de reduzir a
viabilidade celular de células de melanona B16F10. Os estudos relacionados
com seu mecanismo de acao sugerem que as células B16F10 morrem por
apoptose, uma vez que a pentadactilina promove alteracées morfolégicas nas
células, ruptura na membrana plasmatica, fragmentacdo de DNA, parada do
ciclo celular na fase S e alteracdo no potencial de membrana mitocondrial
(Libério et al., 2011).

A syphaxina (SPX), com 25 residuos de aminoacidos, foi isolada de
Leptodactylus syphax, assim como dois peptideos truncados, SPX(1-22) e
SPX(1-16). Os peptideos truncados foram testados contra E. coli e S. aureus
demonstrando atividade inibitdria mesmo em baixas concentracdes e com
toxicidade desprezivel sobre células sanguineas humanas (Dourado et al.,
2007).

Além da presenca dos peptideos com atividade antimicrobiana, o género
pode ser considerado um alvo interessante de estudos envolvendo o

isolamento de peptideos com outras propriedades terapéuticas. Um bom
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exemplo disso € um estudo feito com peptideos extraidos da secrecdo cutanea
de L. laticeps, ricos em arginina e leucina, denominados plasticinas, analogos a
peptideos previamente isolados de phyllomedusideos (Hylidae). Um peptideo
isolado dessa espécie, denominado plasticina-L1, e um peptideo analogo das
ocellatinas, denominado ocellatina L2, ndo demonstraram atividade
antimicrobiana nos ensaios realizados, porém demonstraram serem capazes
de aumentar a liberacéo de insulina em culturas de células pancreaticas de rato
(Conlon et al., 2009).

Tabela 1: Relacdo dos peptideos antimicrobianos isolados das
secrecdes cutaneas de espécies do género Leptodactylus.

Nome e estrutura primaria do Referéncia
Leptodactylus Fallaxina: Rollins-Smith et
fallax GVVDILKGAAKDIAGHLASKVMNKL al. 2005
Leptodactylus Laticeptina: Conlon et al.
laticeps GVVDILKGAAKDLAGHLATKVMNKL 2006
Leptodactylus Ocellatina 1. NASCIMENTO
ocellatus VVDILKGAGKDLLAHLVGKISEKV et al., 2004;

Ocellatina 2: GVLDIFKDAAKQILAHAAEQI
Ocellatina 3: GVLDILKNAAKNILAHAAEQI

Nascimento et
Ocellatina 4: GLLDFVTGVGKDIFAQLIKQI al., 2007;

Leite Junior et
Ocellatina 5: AVLDILKDVGKGLLSHFMEKYVY al., 2010

Ocellatina 6:
AVLDFIKAAGKGLVTNIMEKVG
Leptodactylus Pentadactilina: King et al., 2005
pentadactylus GLLDTLKGAAKNVVGSLASKVMEKL
Leptoglicina: Sousa et al,
GLLGGLLGPLLGGGGGGGGGLL 2009
Leptodactylus Syphaxina: Dourado et al.,
syphax GVLDILKGAAKDLAGHVATKVINKI 2007

Syphaxina (1-22):
GVLDILKGAAKDLAGHVATKVI
Syphaxina (1-16):
GVLDILKGAAKDLAGH

Leptodactylus OcellatinaV1.: King et al., 2008
validus GVVDILKGAGKDLLAHALSKLSEKYV
OcellatinaV2:

GVLDILKGAGKDLLAHALSKISEKV
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Ocelltina V3:
GVLDILTGAGKDLLAHALSKLSEKVY

Peptideos citoliticos estudados na secrecdo cutanea de L. labyrinthicus

Leptocactylus labyrinthicus (Spix, 1824) (Figura 1), espécie alvo do
presente estudo, pertence a familia Leptodactylidae, atualmente com mais de
200 espécies catalogadas (Frost, 2014), estando incluida no grupo
pentadactylus. Trata-se de uma ra de grande porte conhecida popularmente
como ra-pimenta, em virtude da abundéancia de histamina em sua secrecao
cutanea (Erspamer et al., 1964). E generalista quanto a utilizacdo de seu
habitat e adapta-se facilmente aos ambientes com ocupacdo humana, pocas
temporéarias, podendo ser encontrada nos Cerrados, Caatingas do Brasil
central e no sudeste, costa da Venezuela, leste do Paraguai, Bolivia e norte da

7z

Argentina. O seu status de conservagdo € definido como de menor

preocupacao pela IUCN, apesar de ser uma espécie cacada para consumo
humano (Heyer et al., 2004, Frost, 2014).
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Figura 1: Espécime adulto de Leptodactylus labyrinthicus. Foto: Pedro H.
Martins (imagem obtida do sitio
http://www.flickr.com/photos/pedrohmartins/9402817415/sizes/k/in/photostream

]).

Ha até o momento dois estudos sobre os peptideos encontrados na
secrecdo cutanea de L. labyrinthicus. No primeiro, feito por Libério (2008) foram
isolados dessa secrec¢do dois peptideos previamente descritos na literatura, a
pentadactilina (King et al., 2005) e a fallaxina (Rollins-Smith et al., 2005) as
quais se mostraram ativas contra bactérias Gram-negativas e contra células
tumorais das linhagens HeLa, MCF-7 e B16F10, sendo pouco seletivos, ja que
apresentaram também toxicidade contra células de fibroblastos humanos
saudaveis. Foi constatada também a presenca da leptoglicina, um peptideo rico
em glicina e leucina que fora previamente descrito por Sousa et al. (2009).

No estudo desenvolvido por Prias-Marquez (2012) foi identificado um
novo peptideo, analogo da pentadactilina denominado G160CP1, que se
mostrou ativo contra bactérias Gram-negativas e Gram-positivas sem exibir
toxicidade relevante sobre células sanguineas. Tal peptideo apresenta as
caracteristicas tipicas de um peptideo antimicrobiano, tais como amidagédo na
porcdo C-terminal, propensao a formar estruturas em a-hélice quando em
ambientes hidrofébicos e carga liquida positiva.

Na tabela a seqguir estdo descritos os peptideos estudados que foram
encontrados na secrecdo cutanea de L. labyrinthicus e suas respectivas

atividades bioldgicas.
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Tabela 2: Relacdo dos peptideos isolados da secrecdo cutanea de
L. labyrinthicus e suas respectivas atividades biolégicas.

Nome

Estrutura Primaria

Massa
Molecular
(Daltons)

Atividade Biolégica

Referéncia

Pentadactilina

GLLDTLKGAAKNVVGSLASKVMEKL-NH2

2.540,5 Da

Atividade antitumoral
sobre células tumorais
humanas

Atividade
antimicrobiana
Bactérias Gram-
negativas:

Escherichia coli (25
HM)

Enterobacter cloacae
(50 pm)

Klebsiella pneumoniae
(100 pm)
Pseudomonas
aeruginosa (100 pM)
Bactérias Gram-
positivas:

B. subtilis (2 uM)
Staphylococcus
aureus (200 pM)
Staphylococcus
epidermidis (100 pM)
Enterococcus faecalis
(200 pMm)
Streptococcus  Group
B (50 uM)

P. mirabilis (>200 pM)
Fungos:

Candida albicans
(>200 pM)

Atividade  hemolitica
muito baixa > 400 uM

King et al.,
2005;
Libério
2008
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Fallaxina

GVVDILKGAAKDIAGHLASKVMNKL- NH2

2.546,5 Da

Atividade antitumoral
sobre células tumorais
humanas

Atividade
antimicrobiana
Bactérias Gram-
negativas:
Enterobacter cloacae
(20 pM)

Escherichia coli
(40uM)

Klebsiella pneumoniae
(80 u™)

Pseudomonas
aeruginosa (80uM)

P. mirabilis (>160 pM)
Bactérias Gram-
positivas:

B. subtilis (16 pM)
Inativa sobre S.aureus
Fungos:

Inativa sobre C.
albicans

Fraca atividade
hemolitica

Rollins-
Smith et al.,
2005;
Libério
2008

G160CP1

GLLDTLKGAAKNVVGGLASKVMEKL-NH2

2.510,5 Da

Atividade
antimicrobiana
Bactérias Gram-
negativas:
Enterobacter cloacae
(>128 pMm)
Escherichia coli (32
HM)

Klebsiella pneumoniae
(32 pm)

Inativo sobre
Pseudomonas
aeruginosa

Bactérias Gram-
positivas:
Staphylococcus
aureus (>128)
Staphylococcus
epidermidis (128 pM)
Inativo sobre
Enterococcus faecalis

Sem atividade
hemolitica

Prias
Marquez,
2012

11
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Leptoglicina

GLLGGLLGPLLGGGGGGGGGLL 1.761 Atividade Sousa et
antimicrobiana al., 2009
Bactérias Gram-
negativas:
Pseudomonas

aeruginosa,(8uM)
Escherichia coli (50
uM)

Citrobacter freundii (75

HM)

Sem atividade contra
bactérias Gram-
positivas e fungos

Sem atividade
hemolitica

Peptideos citoliticos estudados na secrecao cutanea de P. azurea

Phyllomedusa azurea (Cope, 1862) (Figura 2), também empregada no
presente estudo, € uma espécie que atualmente pertence ao grupo
P. hyponchondrialis, redefinido em 2006 por Ulisses Caramaschi. Por essa
razdo a busca pelos trabalhos disponiveis na literatura com essa espécie foi
realizado também para o grupo P. hyponchondrialis. Trata-se de uma perereca
arbicola de tamanho mediano, ocupando areas de influéncia chaquenha
(semelhantes ao Pantanal brasileiro) na Bolivia, norte da Argentina (Provincias
Salta, leste de Jujuy, Formosa, Chaco, norte de Santiago del Estero, Santa Fe
e Corrientes) e areas de influéncia das regides do Pantanal e Cerrados no
Brasil Central (Estados de Mato Grosso, Mato Grosso do Sul, Tocantins, Goias,
Distrito Federal e Minas Gerais) (Frost, 2014).

Leite et al. (2005) estudaram a secrecéo cutanea de P. hypochondrialis e
P. oreades e identificaram seis peptideos antimicrobianos que foram
denominados phylloseptinas, peptideos com cadeias primarias contendo entre
19 e 21 residuos de aminoacidos, com por¢cdo N-terminal altamente
conservada e amidacdo da porcao C-terminal. A phylloseptinal (PS-1) se
mostrou ativa contra bactérias Gram-positivas e Gram-negativas em baixas
concentracdes, sem atividade hemolitica significativa. Nesse mesmo trabalho,
foram identificados dois peptideos com atividade antiparasitaria contra formas

epimastigotas de T. cruzi denominados PS-4 e PS-5.
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Em um trabalho realizado por Conceicéo et al. (2006), a phylloseptina
PS-7 se mostrou ativa contra S. aureus, E. coli e P. aeruginosa. Utilizando
técnicas de protebmica e gendémica, Cheng et al. (2006) identificaram mais
cinco phylloseptinas (PS-7, PS-8, PS-9, PS-10 E PS-11), sendo que
Thompsom et al. (2007) identificaram mais quatro phylloseptinas (PS-12,
PS-13, PS-14 e PS-15).

Estudos da atividade protozoaricida da phylloseptina 1 foram realizados
por Kuckelhaus et al. (2009) avaliando sua atividade contra Leishmania
amazonenses e Plasmodium falciparum. O peptideo se mostrou eficaz contra
ambos os parasitas em baixas concentracdes, com poténcia comparavel a
medicamentos conhecidos no mercado como antimoniato de n-metil-glucamina

e artesunato, sem, no entanto exibir toxicidade contra células de mamiferos.

Figura 2: Espécime adulto de Phyllomedusa azurea. Foto: Gabriel Horta
(imagem obtida do sitio
http://www.flickr.com/photos/gabrielhorta/4606985486/sizes/l/in/photostream/).
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Além das phylloseptinas, um outro grupo de PAMs encontrados em
abundéancia na secrecdo cutanea de P. azurea é representado pelas
dermaseptinas.

Brand et al. (2006) isolaram e caracterizaram seis novas dermaseptinas
denominadas DShypo 01, 02, 03, 04, 06 e 07 de secrecao de P. hypochorialis.
Também relataram a ocorréncia da DS 01, previamente descrita pelo mesmo
grupo ao estudar a secrecéo cutanea de Phyllomedusa oreades. DShypo 01 foi
testada contra S. aureus e E. coli, mostrando-se mais ativa contra E. coli.
Também foi avaliada contra formas promastigotas de L.amazonenses e
revelou-se eficiente contra esse protozoario.

As dermaseptinas H-4 e H-5 foram identificadas por Thompsom et al.
(2007) e exibiram atividade contra bactérias Gram-negativas e Gram-positivas.

Conceicéo et al. (2006) isolaram uma dermaseptina denominada Dph-1
gue foi testada contra M. luteus, S. aureus, E. coli e P. aeruginosa e se mostrou
eficaz contra todas as bactérias testadas.

Recentemente, Xi et al. (2013) identificaram, na secrecdo de
P. hypochondrialis, uma nova classe de peptideos denominados medusinas 0s
guais se mostraram ativos contra S. aureus e C. albicans.

Na tabela a seguir estdo descritos os peptideos estudados que foram
encontrados na secrecao cutanea de P.azurea/P. hypochondrialis e suas

respectivas atividades bioldgicas.
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Tabela 3: Relacdo dos peptideos isolados da secrecdo cutanea de
P. azurea e suas respectivas atividades bioldgicas.

Estrutura Primaria Massa Atividade REEIE

Molecular | Biol6gica a
(Daltons)

DPh-1 GLWSTIKNVGKEAAIAAGKAALGAL-NH2 2408.40 Atividade Conceigéo
antimicrobian etal.,
a sobre 2006
bactérias
Gram-
positivas e
Gram-
negativas

DS-01 GLWSTIKQKGKEAAIAAAKAAGQAALGAL-NH2 2793.39 Atividade Brand et
antimicrobian al., 2002;
a sobre Brand et
bactérias al., 2006;
Gram- Zampa et
positivas. al., 2009
Gram-
negativas,

T.cruzi,

L.
amazonensis
e

L.. chagasi

DShypo GLWSTIKNVGKEAAIAAGKAALGAL-NH2 2409. 41 Atividade Brand et
01 antimicrobian al., 2006
a sobre
bactérias
Gram-
positivas,
Gram-
negativas e L.
amazonensis

Dermase  GLWSTIKNVGKEAAIAAGKAALGAL-NH:z 2408.40 Atividade Thompson
ptina H4 antimicrobian et al. 2007

a sobre

bactérias

Gram-

positivas e

Gram-

negativas

Dermase  GLWSTIKNVGKEAAIAAGKAVLGSL-NH2 2452.42 Atividade Thompson
ptina H5 antimicrobian et al. 2007
a sobre
bactérias
Gram-
positivas e
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Phyllose
ptina 1

Phyllose
ptina 4

Phyllose
ptina 5

Phyllose
ptina 7

Phyllose
ptina 12

Medusin-
PH

FLSLIPHAINAVSAIAKHN-NH2

FLSLIPHAINAVSTLVHHSG-NH2

FLSLIPHAINAVSAIAKHS-NH2

FLSLIPHAINAVSAIAKHF-NH2

FLSLLPSIVSGAVSLAKKL-NH2

LLGMIPVAISAISALSKAL-NH2

Aline da Slva Chagpn

2015.25

2112.18

1988.15

2047.21

1941.19

1796.3

Gram-
negativas

Atividade Leite et al.
antimicrobian 2004;

a sobre Kuckelhau
bactérias s et al.
Gram- 2009
positivas,

Gram-

negativas, C.

albicans,

L.

amazonensis

e

P. falciparum

Atividade Leite et al.
antimicrobian 2004

a sobre T.

cruzi

Atividade Leite et al.
antimicrobian 2004

a sobre T.

cruzi

Atividade Conceicéo
antimicrobian et al.

a sobre 2006;
bactérias Thompson
Gram- et al. 2007
positivas e

Gram-

negativas

Atividade Thompson
antimicrobian et al. 2007
a sobre

bactérias

Gram-

positivas

Atividade Xi et al
antimicrobian 2013
a sobre

bactérias

Gram-

positivas e

C.albicans
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Candida albicans: aspectos biolégicos, patogénicos e relevancia clinica

Candida albicans € um fungo patogénico aos seres humanos e é hoje o
mais bem estudado por ser o mais prevalente nas infeccbes flungicas.
A biologia de C. albicans apresenta diferentes aspectos, entre eles, a
habilidade de se apresentar com distintas morfologias. Candida spp sé&o fungos
que crescem como leveduras e que sao “imperfeitos”, o que significa que
aparentemente falta um ciclo sexual completo, ainda, C. albicans e varias
espécies de Candida relatadas claramente possuem potencial para se
desenvolver de forma parassexual. Antes, pensava-se que eram diploides
obrigatérios, mas hoje se sabe que também podem também formar hifas
verdadeiras filamentosas em adicdo ao brotamento de leveduras e
pseudo-hifas, que na verdade sdo leveduras alongadas, unidas entre si.
A mudanca na morfologia de fase leveduriforme para filamentosa pode ser
induzida por uma variedade de fatores ambientais como variagdo de
temperatura e pH. Essa flexibilidade morfologica também pode estar associada
a uma possivel viruléncia, levando a uma transicdo do estado comensal para
patolégico quando se leva em consideracdo sua relacdo com o hospedeiro
(Barbedo, 2010; Berman, 2012).

Espécies desse género residem no organismo do ser humano como
comensais, habitando membranas mucosas do corpo, como a cavidade oral e
orgaos genitais, podem estar em areas quentes e Umidas como as dobras da
pele e nos dedos dos pés e fazem parte da microbiota normal do trato
digestorio de cerca de 80% dos individuos sadios. Entre as mulheres, cerca de
20 a 30% apresentam colonizac¢do vaginal por Candida. Todavia, quando ha
uma ruptura no balanco normal da microbiota ou o sistema imune do
hospedeiro encontra-se comprometido, as espécies do género Candida tendem
a se tornarem patogénicas. Em hospitais, infec¢des fungicas documentadas
sdo causadas em cerca de 80% das vezes por fungos desse género sendo que
em cerca de 42% desses casos, a espécie causadora é C. albicans. A infeccéo
pode ser de origem enddgena ou exdgena, como nos casos de doencas

sexualmente transmissiveis. Essas infec¢des envolvem um espectro amplo de
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doencas superficiais e invasivas de carater oportunista, acometendo pacientes
expostos a uma grande diversidade de fatores de risco tais como rompimento
das barreiras cutadneas e mucosas (casos de queimaduras, ferimentos),
disfuncéo de neutrofilos, defeito na imunidade mediada por células, desordens
metabdlicas, extremos de idade (recém-nascidos e idosos), desnutricdo aguda,
tratamentos quimioterapicos, desenvolvimento de resisténcia a antifingicos.
InfecgBes fungicas invasivas tém tido um aumento significativo nos anos
recentes, principalmente devido ao aumento do numero de pacientes
imunocomprometidos, como por exemplo, aqueles que sofrem de HIV/AIDS;
também ao aumento do numero de pacientes transplantados, devido ao
desenvolvimento e aprimoramento das técnicas de transplante de 6rgaos;
pacientes de UTI's submetidos a intubagdo traqueal, uso de sondas e
cateteres, técnicas endoscoépicas e também o uso de extensivo de antibioticos
de amplo espectro, imunossupressores e corticosteroides (Barbedo, 2010; Liu

et al., 2014).

Cancer: a importancia de se investigar compostos com agao antitumoral
na secrecao de anuros

Céancer € o nome dado a um conjunto de mais de 100 doengas que tém
em comum o crescimento desordenado de células, que invadem tecidos e
orgaos. Dividindo-se rapidamente, estas células tendem a ser muito agressivas
e incontrolaveis, determinando a formacdo de tumores malignos, que podem
espalhar-se para outras regides do corpo (INCA, 2014).

O tratamento do cancer costuma envolver mais de uma estratégia,
sendo a cirurgia 0 método mais empregado e de escolha para tumores solidos
localizados e também a radioterapia que geralmente é utilizada como adjuvante
e/ou apds a cirurgia; assim como a quimioterapia que pode ser o tratamento de
escolha para os tumores generalizados ou também como tratamento adjuvante
a cirurgia e/ou radioterapia. A maioria dos farmacos antineoplasicos sao
agentes antiproliferativos que interferem no ciclo celular, uma vez que as

células tumorais multiplicam-se mais rapidamente que a maioria das normais.
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Comumente, quando se administra um farmaco antineoplasico, apenas uma

pequena fracdo da dose reage com os sitios de acdo. A maior parte é

distribuida aos érgaos sadios, provocando-lhes toxicidade (Anchiéta Jr. , 2012).

Apesar da quimioterapia hoje ser um dos principais modos de tratar o
cancer, sua efetividade é limitada pelo desenvolvimento de resisténcia pelas
células tumorais. Essa resisténcia pode ser intrinseca, quando antes de
receber a quimioterapia, existem fatores de mediacao ou resisténcia da maioria
das células, o que torna a quimioterapia ineficaz, ou adquirida que se
desenvolve durante o tratamento de um tumor que inicialmente era sensivel,
cujas células podem sofrer mutacbes, bem como ter outras respostas
adaptativas, como aumento da expressdo do alvo terapéutico ou ativagcédo de
vias de sinalizagdo alternativas et al., 2013; Masui et al., 2013).

Drogas antitumorais desenvolvidas a partir de recursos naturais Sao
pesquisadas em todo o mundo. Venenos de animais e toxinas S&0 recursos
potentes e ferramentas terapéuticas conhecidas pelo homem hé& séculos
através dos conhecimentos popular e tradicional. O uso da secrecdo cutanea e
pele de anfibios tem sido documentado em varias culturas e folclores em varias
regides do planeta. O conhecimento tradicional tem sido envolvido no conceito
de que a pele dos anfibios pode ser um tesouro de compostos biologicamente
ativos. Buscas por secrecfes toxicas ou nocivas e a presenca de aminas
biogénicas, peptideos, bufadienolideos, tetrodotoxinas, alcaloides lipofilicos
foram descritas ha alguns anos. Desde entdo, investigacbes tém sido feitas,
adicionando centenas de compostos a essa lista de substancias ativas isoladas
da pele de anfibios (Sciani et al., 2013).
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JUSTIFICATIVA

Atualmente existe uma necessidade muito grande de identificacdo de
novos compostos com atividade citolitica, pois tem sido crescente o
aparecimento de linhagens de microrganismos com resisténcia ampla aos
antibidticos. Nos ultimos anos, o uso abusivo de antimicrobianos tem
incrementado 0 numero e o0s tipos de microrganismos resistentes, em
consequéncia, muitas enfermidades infecciosas podem se tornar
incontrolaveis. Ao passo que acontece a perda da eficacia dos antimicrobianos
conhecidos, ha uma reducdo no desenvolvimento de novos antimicrobianos, o
tempo estimado de pesquisa e desenvolvimento de um novo medicamento € de
10 a 20 anos e se seguirmos essa tendéncia, o arsenal terapéutico contra 0s
microrganismos resistentes se esgotardo em pouco tempo (WHO, 2012).

O desenvolvimento de resisténcia farmacolégica ndo é um problema
apenas dos antimicrobianos. Os medicamentos que temos hoje para o
tratamento de tumores malignos ainda causam muitos efeitos deletérios a
células saudaveis, além de haver também um alto indice de refratariedade de
alguns tipos de células tumorais a varios tratamentos. O cancer é hoje a
segunda maior causa de morte no mundo e no Brasil, perdendo apenas para
as doengas cardiovasculares. Somente no Brasil estima-se que pelo menos
3.459.552 pessoas tenham morrido entre 1979 e 2011 vitimas de neoplasias
(INCA, 2014).

As pesquisas com secrecdo cutanea de anuros tém revelado diversos
compostos bioativos com potencial terapéutico promissor, provando que esse é
um material riquissimo em moléculas de interesse para a pesquisa e producéo
de novos medicamentos, dentre as quais 0s peptideos antimicrobianos tém
despertado grande interesse, devido as suas caracteristicas estruturais e
mecanismos de acdo, que tende a torna-los mais seletivos contra células de
microrganismos (Prates, 1999; Rodrigues et al., 2009).

Através de mecanismos muito semelhantes aos que os tornam ativos
contra microrganismos, esses peptideos também podem exercer agao

citolitica/citotoxica contra ceélulas tumorais, ja que elas tém uma importante

20



Dissrtagio de Meshrado Alire da Slva Clagan

Purificacdo e avaliacdo da atividade anti-Candida de peptideos isolados da secrecdo cutanea das
espécies Leptodactylus labyrinthicus e Phyllomedusa azurea

caracteristica em comum com células microbianas, que € a carga liquida
negativa em suas membranas devido a maior expressao de fosfatidilserinas e
mucinas o-glicosiladas, diferente de células normais que tendem a ter carga
neutra em sua superficie. Esses peptideos costumam interagir com células
tumorais com alta afinidade e especifidade, o que os torna menos téxicos se
comparados aos quimioterapicos, além do mais, seu mecanismo de acao é
diferente, enquanto quimioterapicos em sua maioria atuam interferindo no ciclo
celular, peptideos antitumorais costumam levar essas células a processos
apoptoticos ou necroticos, ndo possuindo atividade genotoxica e podendo atuar
de forma sinérgica aos quimioterapicos convencionais (Bhutia & Maiti, 2008;
Hoskin & Ramamoorthy, 2008; Libério et al., 2011; Riedl et al., 2011).
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OBJETIVO GERAL

Identificar, purificar e caracterizar quimica e biologicamente peptideos

antimicrobianos inéditos presentes nas secrecdes cutaneas dos anuros

Leptodactylus labyrinthicus e Phyllomedusa azurea. Aliado a isso, avaliar os

efeitos

citotbxicos sobre células tumorais das secrecdes brutas de

L. labyrinthicus e P. azurea.

v

v

v

v

METAS ESTABELECIDAS

Coletar individuos das espécies L. labyrinthicus e P. azurea e obter
suas secrecdes cutaneas por meio de estimulacao elétrica moderada;
Fracionar as secregdes cutaneas liofilizadas de L. labyrinthicus e
P. azurea por meio de cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC)
em coluna de fase reversa Cis;

Avaliar os efeitos inibitérios das fracdes cromatograficas resultantes do
fracionamento secregdes cutaneas liofilizadas de L. labyrinthicus e
P. azurea por RP-HPLC sobre fungo patogénico Candida albicans;
Analisar, por espectrometria de massas do tipo MALDI-TOF, as fracdes
cromatograficas que exibiram atividade inibitéria sobre o crescimento
de C. albicans relevante de modo a determinar seu grau de
homogeneidade, bem como as massas moleculares dos componentes
presentes;

Obter, em alto grau de pureza e em quantidade suficiente para permitir
sua caracterizacdo quimica e biologica, os peptideos antifungicos
identificados no presente trabalho, mediante recromatografia em coluna
de fase reversa Cis;

Determinar a concentracdo inibitéria minima (MIC) dos peptideos
PaF31-1-(7) e Pa F36-1-(10) isolados a partir da secre¢do cutanea do

anuro P. azurea, sobre o fungo patogénico Candida albicans.
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v' Avaliar os efeitos citotoxicos sobre células tumorais humanas das
secregOes brutas de L. labyrinthicus e P. azurea, assim como
determinar seus valores de ICso sobre as células utilizadas;

v Investigar os possiveis mecanismos de citotoxidade empregando

citometria de fluxo.
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MATERIAIS E METODOS

REAGENTES QUIMICOS

Todos os experimentos foram realizados com reagentes comerciais de grau
analitico utilizando apenas agua Mili-Q (Milipore Reagent Water System, USA)
para o preparo das solucdes. Os solventes utilizados nas etapas foram todos

grau HPLC de diversos fornecedores.

COLETA DOS ANIMAIS E OBTENCAO DAS SECRECOES CUTANEAS

Um total de 32 espécimes adultos de Phyllomedusa azurea e 5 espécimes
adultos de Leptodactylus labyrinthicus foram coletados durante a noite com o
auxilio de uma lanterna, na fazenda Nossa Senhora Aparecida, no municipio
de Monte Alegre-GO, divisa com o estado de Tocantins sob a licenca de coleta
no. 17682-1 (MMA/ICMBIo/SISBIO). A secrecao cutanea foi obtida por meio de
estimulacdo elétrica moderada. A secrecédo liberada foi recolhida por meio de
lavagem do corpo do animal com agua Milli Q e, em seguida, congelada,

liofilizada e armazenada a -20°C.

FRACIONAMENTO CROMATOGRAFICO DAS SECREQC)ES BRUTAS
DE L. labyrinthicus e P. azurea

Aliquotas de 3 mg para a secrecdo de P. azurea e 10 mg para a secrecao
de L. labyrinthicus foram diluidas em 200 puL de uma solucdo de TFA 0,12%
(v/v) em agua Milli-Q (solvente A) e submetidas a centrifugacao para separar o
sobrenadante da parte insolivel. O sobrenadante recolhido foi submetido a
fracionamento em coluna de fase reversa Cis (coluna semi-preparativa Vydac,
238TP1010, 10 x 250 mm, fluxo de 1,5 mL/min. Para secrecdo de
L. labyrinthicus e coluna analitica Phenomenex Synergi 4p Fusion-RP 80A, 4,6
X 250 mm mm, fluxo de 1 mL/min para secrecdo de P. azurea) previamente
equilibrada com solvente A. A eluicéo foi realizada aplicando-se um gradiente
linear de TFA 0,12% (v/v) em acetonitrila (solvente B), elevando-se a

concentracdo de acetonitrila de 0 a 60% em 60 minutos. As fragcdes eluidas
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correspondentes aos picos no cromatograma foram monitoradas por
absorbancia UV em 216 nm, sendo coletadas manualmente, secadas a vacuo
e armazenadas a -20°C. As fracOes de interesse detectadas no ensaio
antimicrobiano preliminar foram recromatografadas em coluna Phenomenex
Synergi 4u Fusion-RP 80A, 4,6 x 250 mm, com fluxo de 1 mL/min, equilibrada
em solvente A e monitorada em deteccdo UV a 216 nm. A eluicdo foi realizada
aplicando-se gradiente linear de acetonitrila. As fracdes cromatograficas foram

coletadas, secadas a vacuo e armazenadas a -20°C para posterior utilizacao.

ENSAIO DE VARREDURA PARA IDENTIFICAR AS FRACOES
CROMATOGRAFICAS CAPAZES DE INIBIR O CRESCIMENTO DO FUNGO
PATOGENICO Candida albicans

A cepa ATCC 14053 do fungo Candida albicans foi gentilmente cedida pelo
Laboratério de Micologia do LACEN/DF. O fungo foi cultivado em Agar
Sabouraud dextrose sendo executadas passagens (repigues) para assegurar
sua pureza e viabilidade. Apés 24 horas de incubacgéo a 37°C, foi feito o in6culo
de colbnias frascas em 5 mL de meio BHI, sob agitacdo, a 37°C. Quando a
densidade Gtica em 595 nm atingiu o valor de 1.0, a suspenséao fungica inicial
foi diluida em meio BHI fresco, na proporcao de 1:100. As fracles
cromatograficas provenientes de uma corrida cromatografica foram
solubilizadas em 120 uL de agua Milli-Q estéril e 50 uL de cada amostra foi
incubada com 50 uL da suspenséo fungica.

Como controle representativo da auséncia de proliferacdo do fungo, foi
realizada a incubacdo da suspensao fungica com formaldeido 0,4% (v/v) €;
como controle representativo da proliferacdo maxima, foi feita a incubacédo da
suspensao fungica com agua Milli-Q estéril.

Apés a incubacdo por um periodo de 20 a 24 horas, a 37°C, as placas
foram analisadas a 595 nm em leitora de microplacas (Multiskan® FC, Thermo
Scientific, USA).

O ensaio de varredura (screening) foi realizado com o fungo C. albicans a

fim de se verificar quais componentes da secrecao cutanea de L. labyrinthicus
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e P. azurea apresentam atividade inibitéria sobre a proliferacdo fangica.

Cada fracdo cromatografica de uma corrida de RP-HPLC foi solubilizada em

agua Milli-Q e incubada com a suspenséo fungica a fim de obter-se o perfil de

inibicdo sobre o crescimento de C. albicans.

ENSAIO DE VARREDURA PARA IDENTIFICAR AS FRACOES
CROMATOGRAFICAS CAPAZES DE INIBIR O CRESCIMENTO DE
BACTERIAS PATOGENICAS

As linhagens referenciais de E. coli ATCC 25922 e S. aureus ATCC 25923
foram obtidas do banco de culturas da Fundacdo André Tosello
(Campinas/SP). O inéculo de coldnias congelado foi misturado a 5 mL de meio
Mueller-Hinton e incubado sob agitacdo, a 37°C, durante a noite. Quando a
densidade Gtica em 595 nm atingiu o valor de 1.0, as suspensfes bacterianas
foram diluidas em meio meio Mueller-Hinton nas propor¢cdes de 1:100 para
S. aureus e 1:50 para E. coli. As fracBes cromatograficas provenientes de uma
corrida cromatogréfica foram solubilizadas em 120 uL de agua Milli-Q estéril e
50 pL de cada amostra foi incubada com 50 pL da suspenséo bacteriana.

Como controle representativo da auséncia de proliferacdo da bactéria, foi
realizada a incubacéo d a suspenséao bacteriana com formaldeido 0,4% (v/v) e;
como controle representativo da proliferacdo maxima, foi feita a incubacéo da
suspensao bacteriana com agua Milli-Q estéril.

Apés a incubacdo por um periodo de 20 a 24 horas, a 37°C, as placas
foram analisadas a 595 nm em leitora de microplacas (Multiskan® FC, Thermo
Scientific, USA).

ANALISES POR ESPECTOMETRIA DE MASSAS

As fragbes cromatograficas que apresentaram atividade anti-Candida no
ensaio de varredura foram analisadas em um espectrometro de massas do tipo
MALDI-TOF modelo Autoflex Il (Bruker, Rheinstten, Alemanha) de modo a se
determinar a massa molecular dos componentes presentes e 0 grau de

homogeneidade das amostras analisadas. As fragdes foram dissolvidas em
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TFA 0,1% (v/v) em agua Milli-Q e 1 uL de cada fragao foi aplicada em placa de
aco inoxidavel juntamente com 1 puL da matriz reconstituida de acido
a-ciano-4-hidroxicinamico (HCCA 20 ug/pL). As analises foram realizadas com
as fracdes no modo refletor de ions positivos tendo sido utilizada a solugéo
Peptide Mix (Brucker Daltonics) para calibracdo, sendo a faixa analisada de
500 a 5000 Da. As fracOes bioativas recromatografados foram submetidas ao
mesmo procedimento descrito acima para a verificacdo do seu grau de

homogeneidade antes da realizacdo dos ensaios de atividade bioldgica.

DETERMINACAO DA CONCENTRACAO INIBITORIA MINIMA (MIC)

A cepa ATCC 14053 do fungo Candida albicans foram inoculadas em 5 mL
de meio BHI fresco sob agitacdo continua a 37° C até atingir densidade Optica
igual a 1 em 595 nm. As leveduras em fase logaritmica foram diluidas no
mesmo meio de cultura na proporcdo de 1:100 (contendo aproximadamente
2x10° UFCs). Foram pipetados 50 pL da suspensdo flngica em placas de
microtitulacdo estéreis de 96 pocos previamente preenchidos com 50 uL dos
peptideos a serem testados, diluidos de forma seriada em agua Milli-Q estéril,
partindo de uma concentracéo inicial de 128 uM até 4 uM atigindo dessa forma
um volume final de 100 microlitros em cada poc¢o. Os controles para auséncia
de crescimento e crescimento pleno foram respectivamente 50 uL de
formaldeido 0,4% (v/v) e 50 uL de agua Milli-Q estéril, ambos incubados com
50 pL de suspenséo de leveduras. As placas foram levadas a estufa a 37° C
onde permaneceram por 23 horas. Foi feita entdo a leitura espectofotométrica
em leitora de microplacas (Multiskan FC® Thermo Scientific, USA) com leitura
de absorbancia em 595 nm a fim de se verificar o crescimento fingico em cada
poco. A concentracao inibitéria minima (CIM) para cada peptideo foi assumida
como sendo a menor concentragcdo onde ndo houve crescimento detectavel

espectofotometricamente.
ENSAIO ANTITUMORAL - Teste de viabilidade celular (MTT)
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Foram utilizadas as linhagens de células tumorais Hela (derivada de céancer
cervical, humana) e B16F10 (modelo murinho de melanoma). Como modelo de
células saudaveis foram utilizadas linhagens de células NIH3T3 (células
embrionérias de camundongo) para realizacdo de ensaios antitumorais com as
secrec¢des brutas de L. labyrinthicus e P.azurea. Aliquotas de células de cancer
e fibroblastos foram removidas de um estoque em nitrogénio liquido e
descongeladas rapidamente a 37°C. Aliquotas de 500 pL foram lentamente
adicionados em 3 mL de meio de cultura DMEM completo (tamponado com
bicarbonato de sodio, suplementado com 10% de soro fetal bovino e 1% de
antibiotico). Em seguida, as células foram centrifugadas a 1000 g por
5 minutos, o sobrenadante foi descartado e o sedimento foi ressuspenso em
1 mL de meio de cultura DMEM, transferidas para um frasco de cultura de
células e incubadas em estufa a 37°C e 5% de CO2. Para assegurar a
qualidade das células a serem utilizadas nos experimentos, a cada 48 horas, 0
meio de cultura foi substituido por um meio de cultura novo. A cultura de
células foi observada em microscépio de luz invertido e monitorada quanto ao
crescimento celular, aspectos morfolégicos e presenca de contaminantes.
Ao atingir o estagio de confluéncia (elevada densidade de células em uma
determinada area), as células foram removidas do frasco de cultura e
re-cultivadas em uma densidade menor seguindo o procedimento descrito a
seguir. O meio de cultura foi descartado e 2 mL de solucdo de tripsina-EDTA
foram adicionados ao frasco de cultura para a remo¢do da monocamada de
células. Apds 2 minutos de incubacdo em estufa a 37°C, a remocao das células
foi observada em microscopio de luz invertido. Em seguida, foram
acrescentados 2 mL de meio de cultura para inativar a atividade da tripsina.
A suspensdo de células foi centrifugada a 1000 g por 5 minutos.
O sobrenadante foi removido e as células ressuspensas em meio de cultura.
Aproximadamente, 10% das células foram re-cultivadas em frascos de cultura e
incubadas em estufa a 37°C e 5% de CO2 e o restante utilizada para fazer
estoque criogénico. Ao atingir o estagio de confluéncia, as células de cancer ou

fibroblastos normais foram removidas do frasco de cultura e centrifugadas
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como descrito anteriormente. O sobrenadante foi descartado e as células
ressuspensas em 1 mL de meio de cultura. Para a determinacdo do numero de
células, 10 uL da suspensédo de células foi adicionado a 40 uL de solucdo de
azul tripan (0,4% diluidos em PBS, p/v). Uma aliquota de 8 uL dessa mistura foi
depositada gentiimente em uma camara de Neubauer, onde células presentes
nos quatro quadrantes maiores laterais foram contadas em microscoépio de luz.

O numero de células foi determinado pela seguinte formula:

NUmero de células/ mL = NUmero de células contadas x fator de dilui¢éo (=5) x 10*

Numero de quadrantes contados (=4)

As células contadas foram transferidas para placas de cultura e
incubadas em estufa a 37°C e 5% de CO2 por 12 a 16 horas para a completa
adesd@o das células no fundo da placa. As células foram transferidas para
placas de 96 pocos em triplicata para ensaios de viabilidade celular por MTT
(ver descricdo abaixo) com concentracdo inicial de 5 x 102 células/poco.
O meio de cultura contendo as secrec¢fes brutas de interesse foi preparado a
partir da diluicdo seriada de solu¢gbes das secre¢des brutas centrifugadas em
meio de cultura. As doses utilizadas nos experimentos variaram a partir de
500 pug/mL a 3,9 pg/mL para o primeiro ensaio de viabilidade celular com MTT;
e para o segundo ensaio de viabilidade celular com MTT utilizou-se a dose
calculada para o ICso. O meio de cultura do grupo controle (auséncia da
secrecdo) continha apenas agua Milli-Q estéril na mesma proporcdo que foi
adicionada aos outros grupos experimentais. O meio de cultura das placas foi
substituido pelo que continha os peptideos. As placas foram incubadas em
estufa a 37°C e 5% de CO:2 por 24 horas. Apos o periodo de incubacdo, o meio
de cultura contendo a secre¢do bruta foi substituido por 150 uL de um novo
meio de cultura contendo MTT (15 uL de MTT 5 mg/mL diluidos em 135 uL de
meio DMEM) e as placas foram incubadas novamente nas mesmas condi¢bes
acima por 3 horas. Apos esse periodo, as placas foram retiradas da estufa, o
meio de cultura descartado, preservando-se as células com o MTT, foram
entdo adicionados 100 uL de DMSO e a leitura da placa foi feita a 595 nm em
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espectrofotdbmetro conjugado a uma leitora de microplacas (Multiskan FC®
Thermo Scientific, USA). A concentracdo inibitéria 50% (ICso) representa a
concentragdo em que a viabilidade celular foi reduzida em 50% e foi calculada

utilizando-se o software Graph Pad Prism 5.

ANALISES POR CITOMETRIA DE FLUXO

AVALIAC}AO DOS EFEITOS SOBRE A FRAGMENTAC}AO DE DNA

A determinagdo da fragmentacdo de DNA foi realizada de acordo com
protocolo ja descrito (PERES et al., 2005). Apds o tratamento com a secre¢ao
bruta de L. labyrinthicus na concentracdo de 4,216 pug/mL, células Hela foram
ressuspensas em 100 uL de meio de cultura foram incubadas em 200 uL de
tampéo de lise (0,1% de citrato de sodio, 0,1% Triton X-100 e 20 pg/mL de
iodeto de propidio diluido em PBS, pH 7,4) por 30 minutos em temperatura
ambiente. As amostras foram protegidas da luz durante o tempo de incubacéo.
Em seguida, essa suspensao foi avaliada em citdmetro de fluxo no canal FL2-H
(sensivel a detec¢cbes na faixa de 560 e 580 nm). Os dados obtidos foram
analisados no programa CellQuest 3.0.1 (Becton & Dickinson, EUA).
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AVALIACAO DOS EFEITOS SOBRE O CICLO CELULAR

A identificacdo das fases do ciclo celular foi realizada de acordo com
protocolo descrito por Peres e Curi (2005). Apos o tratamento com a secrecao
bruta de L. labyrinthicus na concentracéo de 4,216 pug/mL, células Hela foram
ressuspensas em 100 pL de meio de cultura DMEM foram incubadas em
200 uL de tampéo de lise (0,1% de citrato de soédio, 0,1% Triton X-100 e
20 ug/mL de iodeto de propidio diluido em PBS, pH 7,4) por 30 minutos em
temperatura ambiente. As amostras foram protegidas da luz durante o tempo
de incubacdo. Em seguida, essa suspensao foi avaliada em citdmetro de fluxo
no canal FL2-A (sensivel a deteccdes na faixa de 560 e 580 nm) para a
identificacéo das fases do ciclo celular. Os dados obtidos foram analisados com
o programa CellQuest 3.0.1 (Becton & Dickinson, EUA).
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RESULTADOS E DISCUSSAO

A etapa inicial do trabalho consistiu no fracionamento das secrecgdes
brutas de L. labyrinthicus e P. azurea por RP-HPLC e a identificacdo das
fracBes cromatogréficas capazes de inibir a proliferacdo do fungo C. albicans.

As secrecdes cutaneas de ambas as espécies apresentaram, em geral,
um padrdo cromatografico complexo com a eluicdo de uma média de
50 fracbes para L. labyrinthicus (Figura 3) e 40 fracBes no caso de P. azurea
(Figura 4), perfis compativeis com os obtidos por pesquisadores que ja
trabalharam com o fracionamento dessas mesmas secregdes (Brand et al.,
2006; Thompson et al., 2007; Libério et al., 2011).

A identificacdo das fracOes capazes de inibir a proliferacdo do fungo
patogénico C. albicans e das bactérias E. coli e S. aureus foi realizada
empregando-se ensaio em meio liquido em placas de microtiluacdo e permitiu
a identificacdo de duas fracdes ativas na secrecdo cutanea de L. labyrinthicus
contra E. coli com tempo de retencédo igual a 50 minutos e 54 minutos (Figura
3), sendo que essas duas fracbes também mostraram-se capazes de inibir a
proliferacdo de C. albicans e ainda um amplo leque de fracdes ativas contra
E. coli e S. aureus na secrecao cutanea de P. azurea, com tais fracdes ativas
eluindo com tempos de retencéo que variaram entre 36 e 54 minutos (Figura
4). Com relacdo a capacidade de inibir a proliferacdo do fungo C. albicans,
duas dessas fracBes mostraram-se ativas (Figura 4).

Optou-se por dar continuidade ao trabalho concentrando-se no
isolamento e caracterizacdo dos peptideos que exibiram atividade inibitéria
sobre a proliferacédo de C. albicans, visto que a maioria dos estudos realizados
com essas mesmas espécies de anuros tiveram maior enfoque em peptideos
com atividade antibacteriana (Leite et al., 2005; Brand et al., 2006;
Thompson et al., 2007; Libério et al., 2011; Xi et al., 2013).
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Figura 3: Perfil cromatogréfico tipico do fracionamento da secrecao
cutanea de L. labyrinthicus. As fracdes indicadas por (*) foram ativas contra E.

coli e as fragdes indicada por (**) foram ativas contra C. albicans.
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Figura 4: Perfil cromatogréafico tipico do fracionamento da secrecéo
cutanea de P. azurea. As fracbes que se encontram dentro do intervalo
destacado em vermelho tiveram atividade contra S. aureus e E. coli. As fracdes
indicadas pelas setas tiveram também atividade contra C. albicans (**).

No caso da secrecdo cutanea de L. labyrinthicus, existem realizadas
duas dissertacdes de mestrado desenvolvidas por alunos vinculados ao nosso
grupo, Libério, 2008 e Prias Marquez, 2012, nos quais foram identificados trés
peptideos com atividade sobre bactérias Gram-positivas e Gram-negativas.
Dois desses peptideos correspondem aos peptideos pentadactilina e fallaxina,
previamente isolados das espécies L. pentadactylus e L. fallax,
respectivamente (King et al., 2005; Rollins-Smith et al., 2005).

Ja para a secrecdo cutanea de P. azurea, podem ser encontrados
diversos trabalhos na literatura relatando o isolamento e a caracterizacao
bioldgica de varios peptideos, sendo que a grande maioria deles mostrou-se
ativa contra bactérias, tanto Gram-positivas quanto Gram-negativas, e alguns
deles também exibiram atividade inibitéria  contra  protozoarios

(L. amazonenses, L. chagasi, P. falciparum e T. cruzi) demostrando tratar-se de
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uma secrec¢ao rica em componentes bioativos (Brand et al, 2002; Brand et al
2006; Leite et al, 2005; Conceicdo et al, 2006; Thompson et al, 2007;
Kickelhaus et al. 2009; Zhang et al. 2010). Cabe ressaltar que em apenas dois
estudos a atividade antifungica contra C. albicans foi avaliada. Zhang et al.
(2010) identificaram um peptideo denominado filosseptina 1 que apresentou
MIC igual a 100 uM. Em um trabalho mais recente, Xi et al. (2013) identificaram
uma nova classe de peptideos denominados medusinas, dentre os quais a
medusina-PH se mostrou ativa contra C. albicans com MIC igual a 128 uM.

As fracbes nas quais foi detectada atividade inibitéria sobre o
crescimento de C. albicans foram analisadas quanto ao seu grau de
homogeneidade, bem como para a determinacdo das massas moleculares dos
componentes presente em cada fracdo empregando-se espectrometria de
massas do tipo MALDI-TOF. Para efeito de identificacdo, as fracdes ativas de
L. labyrinthicus foram denominadas de acordo com a ordem na qual eluiram da
coluna de fase reversa, L.lab.F31(RT50) e L.lab.F35 (RT54). Seguindo a
mesma logica, as fragbes ativas de P. azurea foram denominadas P. azurea
F31 (RT38) e P. azurea F36 (RT42). Os espectros de massa obtidos revelaram
que todas as fragcbes encontram-se impuras, com a presenca de varios
componentes, demonstrando ser necessaria uma nova etapa cromatografica
de modo a obter os componentes purificados.

Tendo sido verificado pelas analises por espectrometria de massas que as
fracOes ativas ndo se encontravam puras, tais amostras foram submetidas a
recromatografia. Varias corridas cromatogréaficas envolvendo o fracionamento
das secrecdes brutas de L. labyrinthicus e P. azurea foram realizadas e as
fracBes correspondentes as fracfes bioativas foram reunidas antes de serem
submetidas a recromatografia, de modo a permitir a obtencdo de material em

guantidade suficiente para a sua caracterizagcdo quimica e biologica.
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A figura 5 representa o perfil da recromatografia da fracdo identificada
como L. labyrinthicus F31 (RT50). Pela andlise do perfil cromatogréfico obtido
pode ser constatado que um menor grau de contaminacédo dessa amostra com
a eluicho de uma fracdo principal ap6s 10 min do inicio da corrida

cromatografica (Figura 5).
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Figura 5: Perfil cromatografico tipico da recromatografia da fracao
L. labyrinthicus F31(RT50,1). A fracdo indicada pela seta apresentou-se mais
homogénea na anélise por MALDI MS e foi denominada LIF31-4(F10).

Tal fracdo, denominada LIF31-4(F10), apdés analise por MALDI-MS,
infelizmente ainda se apresentou inadequada para 0 avangco da sua
caracterizacdo bioldgica por meio da avaliacdo dos efeitos inibitérios sobre a
proliferacdo de C. albicans, uma vez que foi constatado um alto grau de

contaminantes presentes nessa fracao.
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Figura 6: Espectro de massas da fracdo LIF31-4(F10), podendo ser
observado um componente majoritario com massa molecular protonada igual a
2550,97 Da.

A figura 7 exibe o perfil cromatografico obtido com a recromatografia da
fracdo de P. azurea F31(RT38,26). Como pode ser observado, tal amostra
encontrava-se bastante contaminada e todas as fracbes eluidas durante o
procedimento de recromatografia foram analisadas por espectrometria de
massas do tipo MALDI-TOF.
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Figura 7: Perfil cromatografico tipico da recromatografia da fracao
P.azurea F31(RT38,26). A fracdo indicada pela seta apresentou-se mais
homogénea na analise por MALDI MS e foi denominada PaF31-7(F12), tendo
sido avaliada quanto aos seus efeitos inibitérios sobre a proliferagdo de
C. albicans.
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A figura 8 representa o espectro de massa obtido com a analise da fracao
eluida apdos 12 min do inicio da corrida cromatografica (fracédo indicada por uma
seta na figura 7). Pode-se observar claramente que tal fracdo, nomeada
PaF31-7(RT12), encontra-se bem mais homogénea com a presenga
predominante de um componente com massa molecular protonada igual a
2960,816 Da.
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Figura 8: Espectro de massas da fracdo PaF31-7(F12), podendo ser
observado um componente majoritario com massa molecular protonada igual a
2960,81 Da.

O mesmo procedimento foi adotado com a fracdo de P. azurea
F36(RT41,67), podendo-se observar também para essa fracdo a presenca de

diversos contaminantes no perfil cromatogréfico resultante (Figura 9).
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Figura 9: Perfil cromatografico tipico da recromatografia da fracdo
P.azurea F36(RT41,67). A fracdo indicada pela seta apresentou-se mais
homogénea na analise por MALDI MS e foi denominada PaF36-10(F13), tendo
sido avaliada quanto aos seus efeitos inibitorios sobre a proliferacdo de
C. albicans.

A analise por espectrometria de massas tipo MALDI-TOF permitiu constatar
que a fracdo eluida aos 13,5 min ap6s o inicio da corrida cromatografica
apresentou-se mais homogénea com um componente principal com massa

molecular protonada igual a 2050,82 Da (Figura 10).
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Figura 10: Espectro de massas da fracdo PaF36-10(F13), podendo ser
observado um componente majoritario com massa molecular protonada igual a
2050,82 Da.
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As fragcbes denominadas PaF31-7(F12) e PaF36-10(F13), por
apresentarem mais homogéneas nas analises por MALDI-MS foram
selecionadas e acumuladas em quantidade suficiente para a determinagéo dos
seus efeitos sobre a proliferacédo celular do fungo patogénico C. albicans.

ApoOs incubacdo de diferentes concentracbes fracbes denominadas
PaF31-7(F12) (Figura 11) e PaF36-10(F13) (Figura 12) com uma suspensao de
C. albicans nao foi possivel a determinacdo dos seus MICs frente a esse
patégeno, uma vez que foi observada apenas inibicdo parcial (de 47 e 51%,
respectivamente) na concentragdo mais alta empregada (128 uM),
evidenciando a susceptibilidade de C. albicans frente a essas fracdes. No
entanto, tais efeitos podem ser considerados fracos, uma vez que existem
varios PAMs isolados das secrecdes cutdneas de anuros com atividade

anti-Candida com MICs entre 4-12 uM (Li et al., 2013; Lin et al., 2013).
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Figura 11. Efeito da incubacdo de doses crescentes da fracao
PaF31-7(F12) sobre a proliferacdo do fungo patogénico Candida albicans.

40



Dissertagio de Mestrado Aline da Sibva Clagn

Purificacéo e avaliagcdo da atividade anti-Candida de peptideos isolados da secrecdo cutanea das
espécies Leptodactylus labyrinthicus e Phyllomedusa azurea

100
£ g0
o
AT
O
3
£ 60
()
°
£
@ 40
8
[=
8
- I
a.
O T T T T . T -_|
128 64 32 16 8 4
Concentragdo (uM)

Figura 12: Efeito da incubacdo de doses crescentes da fracao
PaF36-10(F13) sobre a proliferacdo do fungo patogénico Candida albicans.
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Uma segunda abordagem empregada no presente estudo envolveu a
avaliacao dos efeitos citotoxicos e antiproliferativos das secrecfes cutaneas de
L. labyrinthicus e P. azurea sobre células tumorais das linhagens HelLa e
B16F10, bem como sobre células saudaveis, fibroblastos murinos da linhagem
NIH3T3.

Em um primeiro momento, foram realizados ensaios de viabilidade
celular empregando-se as linhagens tumorais HelLa e B16F10, bem como uma
linhagem de fibroblastos normais murinos (NIH3T3), a fim de se determinar o
grau de susceptibilidade dessas células frente as secre¢des de interesse. Foi
feito um ensaio inicial com intervalos mais amplos de concentracdes da
secrecdo bruta testada e um segundo ensaio com concentracées mais
proximas ao ICsp calculado inicialmente a fim de se obter um valor mais exato.

Observou-se que a secregcdo bruta de P. azurea apresentou efeitos
citotoxicos contra células HeLa com um ICso de 70,06 pg/mL e contra células
B16F10 com um ICso de 51,76 pg/mL. No entanto apresentou também
citotoxidade sobre células normais com ICsp de 45,09 pg/mL, valor
relativamente proximo aos obtidos para as células tumorais (Figuras 13 e 15) .

A secrecao bruta de L. labyrinthicus teve efeitos citotdéxicos bem mais
pronunciados sobre as células tumorais com ICso de 31,05 ug/mL para células
B16F10 com um ICso de 4,216 pg/mL para células HeLa. N&ao foi possivel
determinar um ICso para as células NIH3T3, pois no primeiro ensaio verificou-
se citotoxicidade pronunciada, no entanto, no segundo ensaio, tal secrecéo nao
apresentou efeitos citotoxicos contra células NIH3T3 nas concentracdes
testadas (Figuras 14 e 15).
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Figura 13: Avaliacdo da viabilidade celular apés incubacdo com a
secrecdo bruta de P. azurea nas concentracfes de 500 a 3,9 ug/mL.
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Figura 14: Avaliacdo da viabilidade celular apdés incubacdo com a
secrec¢do bruta de L. labyrinthicus nas concentracdes de 500 a 3,9 ug/mL.
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Figura 15: Comparacgdo dos ICso obtidos apos incubacgdo das diferentes
linhagens celulares com as secrec¢des cutaneas de P. azurea e L. labyrinthicus.
N&o foi observada toxicidade sobre a linhagem NIH3T3 nas doses testadas
nesse ensaio.

ApGs a realizacdo dos ensaios de viabilidade celular, foram realizados os
testes de citometria de fluxo a fim de se avaliar os efeitos citotoxicos da
secrecdo bruta de L. labyrinthicus sobre as linhagens celulares de interesse.
Optou-se por avancar a investigacao dos efeitos citotoxicos promovidos pela
incubacdo da secrecdo cutanea de L. labyrinthicus sobre células HelLa, uma
vez que foi observada uma alta susceptibilidade dessa linhagem a essa
secrecao (ICso, 4,216 pg/mL). Além disso, essa secrecdo, diferentemente da
secrecdo P. azurea, ndo se mostrou toxica para NIH3T3 no ensaio
confirmatorio.

Nessa etapa foram avaliados os efeitos da incubacdo de células HelLa
com a secrecdo cutanea de L.labyrinthicus sobre a fragmentacdo de DNA e
sobre o ciclo celular.

Pode-se observar que a incubacdo das células tumorais com a secrecao
cutanea de L.labyrinthicus promoveu 56,2% de fragmentacdo do DNA, ao
passo que no grupo controle, o qual ndo foi tratado com a secrecdo de

L.labyrinthicus, observou-se apenas 4,1% de fragmentacao (Figura 16) .
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Figura 16: Efeito da incubacéo da secrecdo bruta de L. labyrinthicus
sobre a fragmentacdo de DNA de células HelLa.

A andlise dos efeitos sobre o ciclo celular ndo evidenciaram diferencas
entre 0 grupo controle e o grupo incubado com a secre¢do cutanea de

L. labyrinthicus (Figura 17).
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Figura 17: Efeito da incubacédo da secrecdo bruta de L. labyrinthicus
sobre a distribuicdo de células nas diferentes fases do ciclo celular.

Tais ensaios bioldgicos tiveram como objetivo avaliar se a secrecao
bruta de L. labyrinthicus induz efeitos relacionados ao bloqueio da proliferacédo
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e do ciclo celular. Tal avaliacdo é importante, considerando que a proliferacao

celular descontrolada é uma das principais caracteristicas do cancer.
Muitos dos medicamentos antitumorais que temos hoje a disposicdo tém seu
mecanismo de agao relacionado a uma determinada etapa do ciclo celular. Os
peptideos antitumorais presentes em secrecdo cutdnea de anuros costumam
ter um modo de acdo muito similar ao modo de acdo antimicrobiano, atuando
seletivamente em células tumorais por disrupcdo da membrana plasméatica
levando a morte celular por lise ou passando por ela e interagindo com
membranas negativamente carregadas das mitocondrias, desestabilizando-as
e causando a liberacdo de citocromo c, o que iniciaria uma cadeia de
sinalizacdo que culminaria em apoptose (Bhutia & Maiti, 2008). O fato de nao
terem sido observadas diferengas no ciclo celular e de haver uma diferenca
significativa no nivel de fragmentacdo do DNA é um indicativo de que os
componenentes presentes na secregao de L. labyrinthicus ndo estariam
atuando no arresto do ciclo celular e sim por um mecanismo que leva a
apoptose celular ou necrose tendo um efeito citolitico ao invés de citostatico.
Estudos relacionados com a avaliacdo dos efeitos da secre¢do bruta de
anuros ndo sao tao usuais, normalmente o caminho tem sido a purificacao de
um peptideos ativo e sua caracterizacdo bioldgica. No entando, ao serem
analisados como séo realizados os estudos de bioprospeccdo com plantas,
observa-se que a estratégia mais comumente empregada envolve avaliar-se
inicialmente as propriedade bioldgicas de um extrato bruto e, verificadas as
propriedades de interesse, busca-se isolar a molécula responsavel pelo efeito,
0 que nem sempre é possivel, visto que em diversos casos uma molécula
isolada ndo possui a mesma atividade do extrato, onde ha muitas vezes um
sinergismo de acao entre varias substancias ali presentes. Conhecer o perfil de
atividade de uma secrecdo bruta € um dado importante para compararmos com
o perfil de atividade de um peptideo isolado, por exemplo, e pode nos dar
pistas sobre a possibilidade de termos mais substancias atuando
conjuntamente com o peptideo de interesse. Ferreira et al. (2013) utilizaram

essa estratégia ao estudar as propriedades antitumorais dos extratos brutos da
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pele de dois anfibios das espécies Rhinella marina e Rhaebo guattatus,

fazendo posteriormente a purificacdo e identificando bufadienolideos como os

responsaveis pelo efeito antitumoral.

Na medicina tradicional chinesa, secrecao bruta de anuros vem sendo
utilizada ha séculos com finalidades terapéuticas, como o exemplo do
Huachansu, que € um preparado feito a partir de pele sapo, que exibe atividade
farmacoldgica sobre alguns tipos de cancer, tais como hepatoma, céancer
gastrico, linfoadenoma e carcinome esofagial. Na india, foi revelado que o
extrato da pele de Bufo melanostictus possui propriedades imunomodulatérias
e antineoplasicas, assim como efeitos citotoxicos, antiproliferativos e
apoptoticos sobre células tumorais (Lu et al., 2008; Qi et al., 2011). Estudos
com a secrecado bruta de P. hypochondrialis, grupo monofilético no qual
P. azurea até ha pouco tempo era classificada, foram feitos, a exemplo do
trabalho de Sciani et al. (2012) no qual se constatou os seus efeitos citotéxicos,
sendo capaz de inibir a proliferacdo celular de células MCF-7 e MDA-MB-231,
causando alteracdes morfolégicas em ambas as linhagens, incluindo formacéao
de corpos apoptoticos e morte celular, além de ter também um efeito
citostatico, promovendo arresto de ciclo celular na fase G2/M.

Fica evidente que as secrecdes cutaneas sdo uma rica fonte de compostos
com atividades terapéuticas e que mais estudos devem ser realizados a fim de
se avaliar o real potencial desses compostos na producdo de novos

medicamentos.
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CONCLUSAO

No presente estudo foi comprovada a presenca de peptideos com
atividade inibitoria sobre o crescimento do fungo patogénico Candida albicans
nas secrecbes cutaneas dos anuros Leptodactylus labyrinthicus e
Phyllomedusa azurea. De acordo com a estratégia experimental empregada foi
possivel a obtencdo de duas fragbes homogéneas a partir da secrecdo de
P. azurea, denominadas PaF31-7(F12) e PaF36-10(F13). Tais fracfes
mostraram-se capazes de inibir parcialmente o crescimento da levedura
C. albicans na maior concentracdo empregada (128 uM). Os peptideos
predominantes nessas duas fracdes serdo obtidos em alto grau de pureza de
modo a se avancar na sua caracterizacao estrutural e bioldgica.

Também foram avaliados os efeitos citotoxicos e antiproliferativos das
secrecOes brutas de P. azurea e L. labyrinthicus sobre as linhagens celulares
HelLa, B16F10 e NIH3T3. Observou-se que a secrec¢ao bruta de L. labyrinthicus
apresenta atividade antiproliferativa acentuada sobre células tumorais
empregadas, especialmente células Hela, com um ICsp de 4,216 pg/mL sem
apresentar citotoxicidade relevante contra células normais da linhagem
NIH3T3. Ensaios adicionais de citometria de fluxo revelaram que a secrecao
bruta de L. labyrinthicus nédo interfere de forma significativa nas etapas do ciclo
celular, no entanto, observa-se um aumento importante na fragmentacédo do
DNA de células HeLa quando expostas a secrecdo, sugerindo que a morte
celular ocorra por meio de apoptose. Mais estudos precisam ser realizados a
fim de se determinar o mecanismo pelo qual a secrecdo bruta de

L. labyrinthicus promove a morte das células tumorais.

48



Dissrtagio de Meshrado Alire da Slva Clagan

Purificacdo e avaliacdo da atividade anti-Candida de peptideos isolados da secrecdo cutanea das

espécies Leptodactylus labyrinthicus e Phyllomedusa azurea

PERSPECTIVAS

Como perspectivas imediatas do presente trabalho, podem ser relacionadas

as seguintes etapas:

v

Purificacdo dos peptideos com atividade anti-Candida isolados a partir
da secrecdo cutanea de P. azurea;

Determinacdo das estruturas primarias dos peptideos antifungicos
isolados;

Producdo, por sintese quimica, dos peptideos com atividade
anti-Candida empregando-se quimica Fmoc;

Tendo disponibilidade de material, proceder a determinacdo das
atividades inibitérias dos peptideos bioativos isolados sobre a
proliferacdo de diferentes organismos patogénicos como leveduras
(Candida albicans, C. krusei e C. parapsilosis e Crytococcus
neoformans), bactérias (E.coli, S. aureus, P. aeruginosa, K.
pneumoniae, P. mirabilis, E. faecalis) e protozoarios(T. cruzi, L.
brasiliensis, P. falciparum);

Avaliacdo dos efeitos citotoxicos dos peptideos bioativos isolados
sobre células tumorais;

Avaliacdo dos efeitos citoliticos dos peptideos bioativos isolados sobre
células sanguineas humanas.

Determinacédo do mecanismo de morte celular pelo qual a secregao

cutanea de L. labyrinthicus promove sobre células Hela.
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