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RESUMO

Peptideos antimicrobianos (PAMs) vém ganhando cada vez mais destaque no cenario
cientifico atual como uma alternativa na luta contra microrganismos patogénicos
resistentes a multiplos antibioticos (ATBs). O presente estudo teve como objetivo geral
investigar a secre¢do cutanea do anuro Boana albopunctata empregando uma abordagem
combinada de técnicas de biologia molecular e de quimica de peptideos. A tradugdo
in silico dos cDNAs obtidos indicou 14 precursores diferentes, permitindo a identificagado
do precursor do PAM Hilina-al, previamente isolado dessa secrecdo. Esta técnica foi
utilizada em paralelo com técnicas classicas de bioquimica que permitiram o isolamento e
a caracterizagdo de um PAM inédito presente na secrecdo cutanea de B. albopunctata.
A secrec¢do cutanea obtida por meio de estimulacdo elétrica foi fracionada por RP-HPLC.
Trés fragdes apresentaram atividade antimicrobiana acentuada sobre a bactéria
Gram-positiva Staphylococcus aureus (ATCC 25923). Estas fracdes foram analisadas por
MALDI-TOF MS. Tal andlise permitiu a identificacdo de dois PAMs ja isolados dessa
secre¢do: a Hilina-al e a Ceratotoxina-Ha (Ctx-Ha). O terceiro componente identificado ¢
um peptideo antimicrobiano inédito com massa molecular de 2981,8 Da. Este ¢ constituido
por 28 residuos de aminoacidos ('FLGAILRIGQALAKTVIPLVTNAIHPKQ?) e se
assemelha ao peptideo antimicrobiano Figainina 2, identificado com o emprego da
estratégia de clonagem de cDNAs da pele do anuro Boana raniceps. O novo peptideo
isolado foi nomeado como Figainina 2-Ba e apresentou um amplo espectro antimicrobiano,
incluindo atividade sobre bactérias de interesse veterinario, a bactéria Gram-negativa
Escherichia coli e a Gram-positiva Staphylococcus aureus, ambos de isolados clinicos
veterinarios, com valores de CIM iguais a 8 e 32 puM, respectivamente. Além disso,
o PAM Figainina 2-Ba apresentou atividade antifungica contra Candida albicans
ATCC 14053 e Cryptococcus neoformans H99 com valores de CIM iguais a 16 ¢ 8 uM,
respectivamente. Estes resultados sugerem o PAM Figainina 2-Ba como um bom candidato
para o desenvolvimento de novos medicamentos. No presente estudo, também foram
avaliados os efeitos antimicrobianos de cinco andlogos do PAM Ceratotoxina-Ha,
um PAM também identificado na secrecdo de B. albopunctata. Dentre os analogos do
PAM Ctx-Ha, o andlogo Ctx Ha-A3 demonstrou boa capacidade antimicrobiana com
valores de CIM iguais a 4 M contra as bactérias multirresistentes de interesse veterinario,
indicando ser um promissor agente terapéutico no tratamento dessas afecgdes.
Os resultados deste trabalho enfatizam a importancia da combina¢do de clonagem de
cDNAs ¢ estratégias classicas de purificagdo de peptideos, o que permitiu uma melhor

compreensdo do conjunto de peptideos presentes na pele do anuro estudado.

Palavras-chave: Anuros, Boana albopuctata, Secre¢do cutanea, cDNA, Peptideos

antimicrobianos, Purificagdo, Caracterizagao
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ABSTRACT
Antimicrobial peptides (AMPs) have been gaining increasing prominence in the current
scientific scenario as an alternative in the fight against pathogenic microorganisms resistant
to multiple antibiotics (ATBs). The present study aimed to investigate the cutaneous
secretion of the anuran Boana albopunctata using an approach combining molecular
biology and chemistry of peptides techniques. The in silico translation of the obtained
cDNAs indicated 14 different precursors, allowing the identification of the precursor of the
AMP Hylin al, previously isolated from this secretion. This technique was used in parallel
with the classic techniques of biochemistry that allowed the isolation and characterization
of'anovel AMP present in the cutaneous secretion of B. albopunctata. Cutaneous secretion
obtained by electrical stimulation was fractionated by RP-HPLC. Three fractions showed
marked antimicrobial activity on Gram-positive Staphylococcus aureus (ATCC 25923).
These fractions were analyzed by MALDI-TOF MS. This analysis allowed the
identification of two previously isolated AMPs from this secretion: Hylin-al and
Ceratotoxin-Ha (Ctx-Ha). The third identified component is a novel antimicrobial peptide
with a molecular mass of 2,981.8 Da. This peptide consists of 28 amino acid residues
('FLGAILRIGQALAKTVIPLVTNAIHPKQ?®) and resembles the antimicrobial peptide
Figainin 2, identified using the cloning strategy of cDNAs of the skin of the anuran
Boana raniceps. The new isolated peptide was named as Figainin 2-Ba and presented
a broad antimicrobial spectrum, including activity on bacteria of veterinary interest,
Gram-negative  Escherichia coli and Gram-positive Staphylococcus — aureus,
both veterinary clinical isolates, with MIC values of 8 and 32 uM, respectively. In addition,
AMP Figainin 2-Ba showed antifungal activity against Candida albicans ATCC 14053 and
Cryptococcus neoformans H99 with MIC values of 16 and 8 pM, respectively.
These results suggest the AMP Figainin 2-Ba as a good candidate for the development of
new drugs. The antimicrobial effects of five AMP analogs of Ceratotoxin-Ha, an AMP also
identified in the B. albopunctata secretion, were also evaluated in the present study.
Among the analogs of Ctx-Ha, the analog Ctx-Ha-A3 demonstrated good antimicrobial
capacity with MIC values of 4 uM against multiresistant bacteria of veterinary interest,
indicating to be a promising therapeutic agent in the treatment of these affections.
The results of this work emphasize the importance of the combination of cDNA cloning
and classical strategies of peptide purification, which allowed a better understanding of

the set of peptides in the skin of the studied anuran.

Key words: Anurans, Boana albopuctata, Cutaneous secretion, cDNA, Antimicrobial

peptides, Purification, Characterization
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1. Introducao

A resisténcia antimicrobiana tem sido considerada um desafio para a satde publica e
para a Medicina Veterinaria. Apesar de ser um fendmeno natural nos microrganismos, o uso
demasiado de antibidticos nas diferentes populagdes, seja humana ou animal, facilita a selegéo
de genes de resisténcia. Mesmo com o avango da microbiologia, das engenharias, da farmacia,
da medicina humana e veterinaria, esta resisténcia compromete o or¢camento dos sistemas de
saude, sejam eles publicos ou privados, além de intensificar a ocorréncia ¢ a gravidade de
infeccdes hospitalares e recidivas de patologias (da Costa e Junior, 2017).

Agentes antimicrobianos t€ém um papel fundamental no tratamento de doencas em
humanos e animais, demonstrando que estes dois grupos estdo intimamente ligados. O uso
indiscriminado de antimicrobianos na Medicina Veterinaria gera um aumento no aparecimento
de microrganismos resistentes, sejam eles patogénicos ou comensais (Argudin, et al., 2017).
A multirresisténcia a antimicrobianos tem se tornado frequente nas instituicdes de satde, na
comunidade, no meio ambiente ¢ no meio rural. Um exemplo sdo os relatos de isolamento de
cepas Gram-negativas multirresistentes ¢ cepas Gram-positivas de Staphylococus aureus
resistentes a meticilina (MRSA) nos ambientes hospitalares (Barriere, 2015; Lee et al., 2018;
Woolhouse, et al., 2018). Outro exemplo sdo as infecgdes cronicas causadas por cepas de
Staphylococcus spp. em casos de mastite subclinica em vacas, o que dificulta o tratamento e a
cura destes animais (de Souza, et al., 2016).

Pesquisas voltadas ao reconhecimento da biodiversidade e bioprospec¢do de novos
produtos de fontes naturais com atividade antimicrobiana s3o essenciais para o
desenvolvimento de novos medicamentos (da Costa e Junior, 2017). Venenos e toxinas de
origem natural possuem singulares efeitos farmacoldgicos. Os vertebrados, mais
especificamente os anfibios da ordem Anura, fabricam um arsenal de principios ativos que
despertam interesse devido as suas atividades como possiveis mediadores farmacolégicos
(Prates e Junior, 2001; Nascimento et al., 2003; Xu e Lai, 2015).

A classe Amphibia contém 7.993 espécies descritas, as quais estdo divididas em trés
ordens: Gymnophiona (cecilias), Caudata (salamandras) e Anura (sapos, ras e pererecas), sendo
que a ordem Anura possui 0 maior nimero de representantes, totalizando, até o momento,
7.100 espécies (Frost, 2019). Estes animais adaptaram-se a ambientes distintos, gerando
diversidade de locomocao e estratégias de defesa. Seu tegumento é um 6rgdo multifuncional

envolvido na respiracdo cutinea, protecdo contra abrasdo, osmorregulagdo, termorregulagéo,



além de secrecdo de substancias protetoras. Em espécies terrestres, a pele permite o0 movimento
passivo de agua e de gases, regulando o equilibrio osmotico e a entrada de agua (Clarke, 1997;
Nascimento et al., 2003). Desta forma, ha a criagdo de um ambiente propicio para
desenvolvimento de microrganismos oportunistas, como virus, bactérias, fungos e protozoarios.
Essa susceptibilidade permitiu o desenvolvimento de um mecanismo de defesa formado por
uma secrecdo rica em compostos bioativos, incluindo aminas biogénicas, alcaloides,
bufodienolideos, proteinas e peptideos (Clarke, 1997; Nascimento et al., 2003). Tais moléculas
apresentam diversas fungdes biologicas, incluindo propriedades neurotdxicas, vasoconstritoras,
alucindgenas, hipotensoras, antimicrobianas, citotoxicas, entre outros (Nascimento et al., 2003;
Carvalho et al., 2015). Dentre estes compostos, os peptideos antimicrobianos (PAMs) vém
ganhando cada vez mais destaque no cenario cientifico como uma alternativa no combate aos
microrganismos patogénicos e resistentes a antimicrobianos (Mangoni, 2006; Pukala et al.,
2006; Azevedo Calderon et al., 2011; Conlon et al., 2012; Bahar ¢ Ren, 2013; Ladram e
Nicolas, 2016).

1.1. Peptideos antimicrobianos (PAMs) de anuros

Peptideos antimicrobianos sdo importantes componentes do sistema imune inato de
diferentes espécies, como mamiferos, inclusive seres humanos, plantas, passaros, peixes,
anfibios, insetos e microrganismos (Bahar e Ren, 2013; Mojsoska e Jenssen, 2015).

Grandes quantidades de peptideos biologicamente ativos sdo produzidos na pele de
anfibios, dentre os quais merecem destaque os peptideos antimicrobianos que sdo moléculas
utilizadas ndo sé contra predadores macroscopicos, como ectoparasitas, mas também
microscopicos, como microrganismos patogénicos (Bevins e Zasloff, 1990; Raaymakers et al.,
2017).

Em anfibios, a produg@o de peptideos antimicrobianos parece ser constitutiva, sendo
liberados em resposta a um estimulo externo. Apesar da pouca especificidade, o sistema imune
inato proporciona um reservatorio imediato de peptideos presente nas glandulas granulosas com
atividade contra uma variedade de microrganismos (Barra ¢ Simmaco, 1995; Raaymakers,
etal., 2017).

Os PAMs de anuros sdo moléculas pequenas (1-3 kDa), majoritariamente catidnicos e,
em muitos casos, sdo anfipaticos (possuem uma regiao hidrofilica e uma regido hidrofobica)
(Nascimento et al., 2003). Podem ser capazes de induzir seus efeitos diretamente a partir da

interagdo com membranas biolégicas ou indiretamente agindo sobre o sistema imune por
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modulagdo de citocinas (Juarez et al., 2003). As caracteristicas fisico-quimicas comuns aos
peptideos antimicrobianos de anuros sdo essenciais para a sua a¢do na inibicao da proliferagdo
de bactérias Gram-positivas e Gram-negativas, fungos, assim como, parasitas (Conlon et al.,
2012; Guimaraes et al., 2016; Ladram e Nicolas, 2016; Marr et al., 2016). Além disso, ha
também relatos de acdo antiviral. De acordo com Holthausen e colaboradores (2017) o peptideo
urumina, também isolado de anuros, parece ter um efeito em cepas do virus Influenza a partir
de uma 4rea antigenicamente conservada, conhecida como proteina hemaglutina A.
Cao e colaboradores (2017) demonstraram que o peptideo antimicrobiano Hilina-al tem efeito
antitumoral in vitro e, quando encapsulado em nanoparticulas de silica conjugado a um
tripeptideo (Arg-Gli-Asp), inibe o crescimento de tumores in Vivo.

Os peptideos antimicrobianos (PAMs) presentes na secre¢do cutanea de anuros sao
sintetizados e processados a partir da traducdo de um RNA mensageiro caracteristico o qual
contém regides altamente conservadas (Wang et al., 2016). A tradu¢do do RNA mensageiro
nas células cutaneas dos anfibios resulta em um pré-pro-peptideo que comunga trés regioes
distintas, demarcadas pela presenga de sitios de clivagem enzimatica reconhecidos por
serinoproteases analogas a tripsina. Uma regido de peptideo sinal formada por 20-27 residuos
de aminoacidos; uma regido acidica, rica em residuos de acido glutdmico, formada por cerca de
20 residuos de aminoacidos; e a regido do peptideo ativo, que pode ser constituida por polimeros
contendo 10 a 50 residuos de aminoécidos, os quais serdo estocados nas glandulas granulosas

apos o processamento (Figura 1) (Popov, 2013).

Pré-pro-peptideo Protease

g .

Peptideo sinal Regiio acidica Peptideo maduro

Regido conservada Regido varidvel

Figura 1. Estrutura geral do cDNA codificador de peptideos antimicrobianos. Retirado de Popov (2013) com

modificagdes.



Diferente das duas primeiras regides, as quais sdo bastante conservadas entre espécies,
a regido do peptideo ativo pode ser altamente variavel (Popov, 2013; Wang et al., 2016).
A similaridade da pré-pro-regido, a qual resulta em diversas estruturas, sugere que essa regiao
vem do mesmo ancestral (Vanhoye et al., 2003).

A porgao sinal do precursor tem como fun¢ao direcionar o peptideo para a regido correta
da glandula. Apds esse direcionamento, a porgao sinal ¢ clivada e liberada. Quando o animal é
estimulado, seja por um ataque ou doenca, o pro-peptideo € clivado e o peptideo maduro ¢
secretado na pele ou no trato gastrointestinal. Pode ocorrer de este peptideo ser citotoxico para
o animal e assim hé a degradagdo peptidica através de uma protease a qual inativa o peptideo
(Pukala et al., 2006).

1.2. Modos de acao dos PAMs

As principais caracteristicas que determinam a atividade bioldgica dos PAMs sdo a
estrutura secundaria, a cationicidade, a hidrofobicidade e a anfipaticidade destas moléculas
(Mojsoska e Jenssen, 2015). Quando comparados com a terapéutica tradicional de antibidticos
(ATBs) e quimioterdpicos, os PAMs possuem propriedades Unicas, tais como: efeito rapido,
amplo espectro de acdo e imunomodulacdo do organismo. Além disso, dificultam o
aparecimento de microrganismos multirresistentes e tém acdo anti-biofilmes, uma vez que seu
principal alvo na membrana celular ndo depende de receptores e sim da interacdo fisica entre
as partes (Huang et al., 2015; Fuente-Nunez et al., 2016). Estas interagdes ocorrem entre as
estruturas secundarias (a-hélice e folha B) e os fosfolipideos presentes na membrana do
microrganismo (Matsuzaki, 1999).

Os PAMs podem ser classificados de acordo com sua composicdo e também de acordo
com sua estrutura secundaria. Assim, eles podem ser lineares (ex.: magaininas, dermaseptinas);
ricos em cisteinas (ex.: esculentina) ou ricos em aminoacidos especificos, como glicina, prolina,
arginina e histidina. Em relacdo a estrutura, os PAMs podem assumir a forma de a-hélice; folha

f3; mista o ¢ B e ainda estendida (Mojsoska e Jenssen 2015; Narayana et al., 2015) (Figura 2).
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Figura 2. Diferentes estruturas de peptideos antimicrobianos. A) mista o e 3; B) folha B; C) a-hélice; D) estendida.

Retirado de Jenssen et al. (2006) com modificagdes.

A seletividade de agdo dos PAMs ¢ devida, principalmente, a diferenca entre as
membranas celulares eucaridticas e procaridticas. Nas primeiras, a membrana é composta
principalmente de fosfatidilcolina e esfingomileina, o que proporciona uma carga positiva.
Janas membranas de microrganismos, estas sdo organizadas de forma que a regido dos
fosfolipideos carregada negativamente se encontra exposta, conferindo uma carga negativa para
a membrana celular (Zasloff, 2002; Kumar et al., 2018).

No caso de bactérias Gram-negativas, a camada externa contém lipopolissacarideos e
as Gram-positivas, acidos tecoicos. Desta forma, interagdes hidrofébicas e eletrostaticas
permitem a unido e posterior efeito dos peptideos antimicrobianos (Matsuzaki, 1999;
Nascimento et al., 2003; Kumar et al., 2018). Além disso, a presenga de colesterol em células
eucaridticas deixa sua membrana mais rigida, dificultando a acdo dos PAMs nestas células

(Figura 3) (Bechinger e Gorr, 2017).



Peptideo antimicrobiano
+

TriberagBes hiflrofbbicas Interagdes hidrofobicas e
eletrostaticas
Fraca Forte
Membrana externa
Membrana interna %% g&)/O E Sm @ ggf Z (j

Membrana plasmatica Membrana citoplasmatica
encariotica (eritrocito) bacteriana
Colesterol O ﬁ R Fosfolipideos Zwiteridnicos
Fosfolipideos Acidicos

Figura 3. Modelo explicativo da seletividade de peptideos antimicrobianos catidnicos em relagdo as bactérias

Gram-positivas. Retirado de Zasloff (2002) com modificacdes.

Peptideos antimicrobianos podem agir de diferentes formas a depender de sua estrutura,
da razdo peptideo:lipideo e ainda das propriedades dos lipideos de membrana (Bechinger e
Gorr, 2017). A ag@o destas moléculas precisa ser seletiva, rapida, de amplo espectro e com
minima indugdo de resisténcia microbiana (Matsuzaki, 1999). Em suma, peptideos
antimicrobianos catidnicos interagem com a membrana microbiana e desestabilizam esta,
causando a morte do microrganismo. A interagdo ¢ ainda mais forte com bactérias
Gramnegativas, devido a presenca de lipopolissacarideos (LPS) na membrana (Mojsoska ¢
Jenssen, 2015). Além disso, ha indicios de que pode haver sinergismo na interacdo destas
moléculas, possibilitando uma maior especificidade e também o uso de menores doses em
futuras abordagens terapéuticas (Yu et al., 2016).

As variacdes na composic¢do, tamanho e carga residual de PAMs sdo responsaveis pela
diversidade de modos de agdo destas moléculas (Mishra et al., 2018). Os principais modelos de
interacdo entre peptideos e membranas, sdo: barrel stave (forma de barril), carpete e poro
toroidal.

O modelo de barrel stave sugere que, apds a ligacdo de PAMs com a membrana, os
primeiros se alinham perpendicularmente e se agregam a fim de formar poros ou canais na

membrana. As cadeias hidrofobicas dos peptideos antimicrobianos se voltam para o centro
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hidrofébico da membrana, enquanto a parte polar dos PAMs cria um poro hidrofilico (Figura 4).
Mesmo havendo desestabilizagdo da membrana microbiana, este modelo ndo explica
exatamente como ocorre a formacdo dos poros, uma vez que estes sdo, em sua maioria
irregulares tanto em tamanho quanto em seletividade (Hale e Hancock, 2007; Mojsoska e
Jenssen, 2015).

O modelo de poro toroidal é parecido com o barrel stave, porém os peptideos
permanecem ligados as cabecgas dos lipideos de membrana. Os lipideos se dobram para dentro
formando um poro que consiste exclusivamente de peptideos e dos grupos hidrofilicos dos
lipideos (Figura 4). Apos a formacdo do poro, ha vazamento celular e posterior morte do
microrganismo (Brogden, 2005; Hale e Hancock, 2007; Mojsoska e Jenssen, 2015).

Ja no modelo de carpete, os peptideos antimicrobianos catidnicos se reinem na camada
externa da membrana citoplasmatica e em um determinado momento a quantidade de PAMs
sobrecarrega a regido e causa um colapso de membrana (Figura 4). Desta forma, ha a formacéo
de micelas e perda de componentes citoplasmaticos (Hale e Hancock, 2007).

Por fim, ha o modelo conhecido como Shai-Matsuzaki-Huang (SMH) (Figuras 4 ¢ 5),
o qual explica a maioria das atividades de PAMs. Inicialmente hé interag@o entre o peptideo e
a membrana, logo em seguida ocorre o desarranjo dos fosfolipideos e consequente alteragdo da

estrutura da membrana, muito parecido com os outros modelos (Zasloft, 2002).

Figura 4. (A) Interagdo de PAMs catidnicos com a membrana interna; B) Modelo barrel stave; C) Modelo poro
toroidal; D) Modelo SMH; E) Modelo carpete. CM: Membrana citoplasmatica; IM: Membrana interna;

OM: Membrana externa. Retirado de Hale e Hancock (2007) com modificagdes.
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Figura 5. Tlustracdo do modelo Shai-Matzuzaki-Huang (SMH). Retirado de Zasloff (2002) com modificagdes.

Com ajuda da tecnologia do laser confocal, Park e colaboradores (2000) concluiram que
analogos do peptideo antimicrobiano Buforina II t€ém acdo acumulativa no interior da célula
bacteriana a depender da substituicdo do aminoacido leucina por prolina. Além disso, Buforina
IT e seus analogos apresentaram maior atividade antimicrobiana, com alta afinidade pelo
material genético de microrganismos, DNA/RNA, quando comparado com o seu selvagem,
Buforina I, isolado do sapo Bufo bufo garagrizans (Park et al., 2000). Em outro estudo,
Anunthawan e colaboradores (2015) demonstraram a capacidade dos peptideos cationicos KT2
e RT2 serem translocados para dentro da célula procariotica e se ligarem ao DNA. De acordo
com o estudo realizado em membranas lipossomais, peptideos catidnicos sdo capazes de
interagir fortemente com o LPS, por meio de interagdes eletrostaticas e hidrofobicas, o que
levaria a captacdo e consequente translocacao dos PAMs pela propria membrana citoplasmatica
(Anunthawan et al., 2015).

Apesar da grande quantidade de estudos a respeito do potencial dos PAMs na
terap€utica clinica, um melhor entendimento da ac¢ao destas moléculas ainda se faz necessario.
O conhecimento das respostas de diferentes microrganismos frente aos PAMs permitira o

desenvolvimento de novos peptideos com maior especificidade (Bechinger e Gorr, 2017).



1.3. Mecanismos de resisténcia antimicrobiana

Desde a descoberta da penicilina em 1928, o mau uso e abuso de antibidticos na saude
humana e veterinaria t€ém acelerado o fendmeno da resisténcia antimicrobiana. Antibioticos sdo
frequentemente prescritos de forma erronea para infec¢des virais como, por exemplo, gripes ou
resfriados, e também para doencas bacterianas que muitas vezes sdo auto-limitantes, ndo
necessitando de uma intervengdo medicamentosa. Além deste abuso, as chamadas infecgdes
multirresistentes t€m se tornado cada vez mais comuns, principalmente em ambientes
hospitalares. Dentre elas, as causadas por Staphylococcus aureus sdo as mais frequentes
(Mendes e Palmer, 2018).

Como resposta ao uso inapropriado de tais medicamentos, microrganismos acabam
passando por um processo de selecdo natural, onde se multiplicam e produzem uma progénie
mais resistente. Importante salientar que esse mecanismo de defesa foi desenvolvido a mais de
30.000 anos atras, ou seja, a presenga de alguns genes que conferem resisténcia as bactérias
patogénicas ¢ ndo patogénicas ¢ notada anteriormente ao uso de antibidticos pelos seres
humanos (Crofts et al., 2017). Ademais, desde 1980, houve uma paralisacdo na descoberta e
desenvolvimento de novos antimicrobianos, majoritariamente devido a perda de interesse por
parte das grandes empresas farmacéuticas (Ventola, 2015). Uma das razdes que explica este
comportamento € o desenvolvimento, quase inevitavel, de mecanismos de resisténcia mesmo
diante de novos antimicrobianos (Gould e Bal, 2013; Ventola, 2015).

Recentemente, alguns antibidticos contra bactérias Gram-positivas foram
desenvolvidos como, por exemplo, a oritavancina derivada da vancomicina. Porém, nenhuma
nova classe de antibidticos contra bactérias Gram-negativas foi descoberta ou aprovada desde
as fluoroquinolonas, ha mais de 50 anos atras (Fuente-Nunez et al., 2016; Kaur, 2018).
Em decorréncia deste cenario, existe uma necessidade premente em desenvolver novos
candidatos medicamentosos que tenham diferentes modos de acdo de maneira a impedir a
resisténcia cruzada que ocorre entre estes microrganismos. Antes disso, se fazem indispensaveis
a compreensdao dos mecanismos de resisténcia, o comprometimento de pesquisadores no
desenvolvimento de novos antimicrobianos e a futura aplicabilidade destes na clinica médica
humana e veterinaria (Kaur, 2018).

Alguns dos mecanismos de resisténcia desenvolvidos por microrganismos incluem:
evitar penetracdo de antimicrobianos nas células; degradagdo enzimatica dos medicamentos;

desenvolvimento de novas rotas metabolicas; modificagdes em receptores, como no caso da
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resisténcia a vancomicina, onde sdo necessarias seis mutacdes em diferentes genes a fim de
reduzir o acesso da droga e ainda mudangas na permeabilidade de membrana como, por
exemplo, bactérias Gram-negativas que impedem a entrada de compostos hidrofobicos, como
os antibidticos macrolideos e beta-lactamicos (Ferri et al. 2015; Foster, 2017). Os principais

mecanismos de resisténcia bacteriana estdo esquematizados na Figura 6.
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Figura 6. Mecanismos de ac¢do de algumas classes de antibioticos e seus respectivos mecanismos de resisténcia

antimicrobiana. Retirado de Crofts (2017) com modificagdes.

A maioria dos antibioticos usados na Medicina Veterinaria para tratamento de doencas
infecciosas s@o também usados na Medicina Humana, ou seja, o aparecimento de resisténcia
em uma destas areas interfere na selecao de bactérias resistentes na outra e vice-versa. Além da
utilizagdo no tratamento de doengas infecciosas, ATBs também sdo utilizados como profilaticos
e estimuladores de crescimento em animais de produgdo. Normalmente essa medicacdo ¢ feita
na agua ou no alimento sem levar em conta a variacdo de peso dos animais. Assim, é bastante
comum a administragdo de doses subterapéuticas de antibioticos, o que leva a selecao de
microrganismos resistentes (Meek et al., 2015). Apesar de varios paises ja terem proibido o uso
de antibioticos como fatores de crescimento, ela ainda ocorre no Brasil.

O uso excessivo de ATBs nao s6 aumenta as chances de selecdo de microrganismos

resistentes, mas também de contaminagdo do meio ambiente. Alta solubilidade em agua, longa
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meia vida e a continua introducdo destes medicamentos em diversos tratamentos facilita sua
persisténcia no solo (Tasho e Cho, 2016). A depender da classe do antibidtico, da quantidade
usada e do animal a ser tratado, este medicamento pode ser fitotoxico e até mesmo mutagénico,
podendo interferir na microbiota do solo e facilitar a propagacdo de genes de resisténcia
(Jechalke et al., 2014; Tasho e Cho, 2016). Outro ponto a ser considerado é a possivel
acumulacdo de residuos medicamentosos nos produtos de origem animal o que pode gerar
sérios riscos a saude do consumidor. No Brasil, o drgao responsavel pela promogao da
seguranca quimica dos alimentos de origem animal ¢ o MAPA (Ministério da Agricultura,
Pecuaria e Abastecimento), por intermédio do Plano Nacional de Controle de Residuos e
Contaminantes — PNCRC/Animal (PNCRC, 2018).

Um dos maiores responsaveis por residuos antimicrobianos no leite € o tratamento para
mastite bovina, o qual ¢ feito, majoritariamente, por meio da aplicacdo do medicamento pela
via intramamaria, permitindo uma alta carga do principio ativo na regido (Pereira e Scussel,
2016). Nos tltimos anos, tem sido dificil impedir que linhagens virulentas de Staphylococcus
aureus causem mastite em bovinos de leite. Principalmente, por que estas linhagens sdo, em
sua maioria, resistentes a varios antibioticos beta-lactimicos, como a meticilina, considerado
um dos mais eficazes da classe (Hamid et al.,2017). Essa resisténcia se deve ao gene MecA,
encontrado na maioria das linhagens de S. aureus resistentes (Lowy, 2003). Em um estudo feito
com 160 amostras de leite de vaca e de bufala, 94,4% dos isolados de S. aureus se mostraram
resistentes a penicilina. O antibiograma revelou ainda que dos dez isolados resistentes a
meticilina, seis foram confirmados com a presenga do gene MecA (Hamid et al., 2017).

Fazendeiros que lidam com animais de produ¢do como porcos, gado e galindceos,
infectados com S. aureus resistente, tém grandes chances de se contaminarem e desenvolverem
a doenca (WHO, 2015). A crescente resisténcia antimicrobiana em meio aos patogenos de
interesse veterinario dificulta e inviabiliza tratamentos nessa area.

O controle da resisténcia antimicrobiana necessita de uma abordagem mais holistica,
onde envolva ndo s6 a saude humana e animal, mas também o meio ambiente (Puyvelde et al.,
2017). De acordo com a Organizagdo Mundial da Satde, o mundo estd lidando com uma era
pos-antibidticos, na qual infecgdes comuns podem levar a morte mais uma vez. Esta nova era ¢
marcada pela onipresenca da resisténcia a antibioticos e, devido a isso, deve-se melhorar o
desenvolvimento de novas terapias antimicrobianas, focando principalmente em genes de

resisténcia que sdo os principais responsaveis pela transferéncia horizontal da resisténcia
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(Crofts et al., 2017). Em 2015, a OMS desenvolveu o Plano Global em Resisténcia a
Antimicrobianos, o qual inclui: melhorar o entendimento da resisténcia antimicrobiana, reforgar
a pesquisa na area, reduzir a incidéncia de infecc¢des recidivantes, conscientizar a populacdo do
uso desses medicamentos e propiciar um investimento sustentavel no desenvolvimento de
novos medicamentos (WHO, 2015).

1.4. Analogos de peptideos

Atualmente ha mais de 60 medicamentos baseados em peptideos no mercado e este
numero tende a subir, uma vez que ja sdo aproximadamente 140 peptideos em fase de teste
clinico e mais de 500 peptideos terapéuticos em desenvolvimento (Fosgerau e Hoffman, 2015).
Apesar do grande potencial farmacoldgico, peptideos selvagens sdo pouco estaveis e t€m uma
meia vida muito curta, o que dificulta seu uso como medicamento. Uma das maneiras de
amenizar esses obstaculos ¢ o desenho racional destas moléculas. Essa estratégia permite a
identificacdo de aminoacidos essenciais que compdem o peptideo e ainda a localizagdo para
possiveis substitui¢des a fim de alterar as caracteristicas fisioquimicas da molécula em questao.
Assim, de acordo com as propriedades farmacocinéticas e farmacoldgicas desejadas ¢ possivel
evitar agregacao, aumentar seletividade e também a solubilidade destes peptideos terapéuticos
(Fosgerau e Hoffman, 2015).

A incorporacdo de D-aminoacidos e aminoacidos nao-naturais na sequéncia peptidica
tém sido usados a fim de aumentar sua atividade bioldgica e diminuir chances de protedlise
(Giuliani et al., 2008). A helicidade do PAM ¢ uma caracteristica importante, uma vez que uma
maior quantidade de hélices em sua formagao permite uma melhor interagdo com membranas
bioldgicas anfifilicas. Alguns aminoécidos facilitam a formagao destas hélices e propiciam uma
melhor atividade do peptideo. Porém, ¢ importante salientar que algumas substitui¢des podem
afetar outras propriedades e prejudicar a seletividade do PAM. Como, por exemplo, PAMs com
uma carga catidnica extensa demonstram uma diminuicao de especificidade procariotica (Dathe
e Wieprecht, 1999; Pal et al., 2005).

Além da substituicdo de aminoéacidos ndo codificados, ¢ possivel ainda conjugar
peptideos antimicrobianos a nanoparticulas, a fim de facilitar a chegada deste material em
células alvo. O uso deste carreador possibilita o aumento da concentragdo de peptideos no local
de acdo, além de proteger estes contra o meio externo e posterior degradagdo. De acordo com
Casciaro e colaboradores (2017), o uso do peptideo antimicrobiano Esculentina-la(1-21)NHz,

com suas devidas modificagdes estruturais, conjugado com nanoparticulas de ouro possibilitou
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uma maior a¢do contra a bactéria Gram-negativa P. aeruginosa quando comparado ao peptideo
selvagem livre. Também houve queda na citotoxicidade em queratindcitos com a presenga do
carreador, provando um potencial uso de nano-formulacdes em tratamentos topicos.

1.5. Peptideos na Medicina Veterinaria

Atualmente drogas baseadas em peptideos sdo bastante indicadas para o tratamento de
animais de companhia, cavalos e, principalmente, animais de produc¢do, como ruminantes,
porcos, frangos e peixes. Essa escolha ¢ devido a estes compostos ativos requererem menores
doses para realizar suas agdes (Mergler, 2017). O emprego de peptideos antimicrobianos ¢ uma
alternativa ao uso indiscriminado de antibioticos na producao animal. Além de terem uma
ampla a¢@o contra diferentes microrganismos e uma rapida degradabilidade no organismo do
animal, reduzem a chance de causar resisténcia microbiana, facilitando e diminuindo o tempo
de tratamento (Mergler, 2017).

Inimeros analogos do hormonio liberador do horménio luteinizante (LHRH) tém sido
estudados afim de regular as etapas reprodutivas de animais de producao como, por exemplo,
alarelina, deslorelina, lutrelina, entre outros (Bachem, 2016). O uso do LHRH e seus agonistas
ou antagonistas sdo utilizados para regular a fertilidade de animais de producdo e tratar
patologias do trato reprodutivo (Bachem, 2016).

Estudos recentes na medicina humana e veterindria indicaram o uso do C-peptideo como
um excelente marcador de funcdo pancreatica. O C-peptideo representa o produto da quebra da
extremidade C-terminal durante o processo de formacao da molécula ativa de insulina. O uso
deste biomarcador na clinica veterinaria permitiria a avaliacdo do desempenho pancreatico em
caes, gatos e cavalos, além de monitorar o status nutricional de primatas e investigar potenciais
tratamentos relacionados a diabetes. Infelizmente, a medicina veterinaria ainda esta iniciando
esses estudos e mais pesquisas devem ser realizadas a fim de validar tais resultados (Rosenfield
et al., 2017). Apesar do alto custo desta tecnologia, peptideos antimicrobianos nativos servem
como modelos para o desenvolvimento de andlogos mais potentes ¢ mais faceis de serem
produzidos em larga escala (Galdiero et al., 2015).

1.6. Microrganismos patogénicos de interesse médico

Viérias doencas causadas por microrganismos tém afetado cada vez mais a saude
humana e, também, a estabilidade econdmica da sociedade. Além de doencas transmitidas por

animais, sabe-se ainda do aumento de agentes multirresistentes causadores de diferentes
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patogenias, como salmonelose, tuberculose, choque endotoxémico, entre outras (Morens e
Fauci, 2013).

Klebsiella pneumoniae ¢ uma bactéria Gram-negativa, atualmente reconhecida como
uma ameaca urgente a saide humana, devido ao surgimento de linhagens multirresistentes
associadas a surtos hospitalares e linhagens hipervirulentas associadas a infecgdes graves
adquiridas. Em ambientes hospitalares ¢ especialmente problematica, pois provoca uma série
de infec¢des agudas em pacientes imunodebilitados (Holt et al., 2015).

Dentre as principais causas que favorecem a incidéncia de infec¢des hospitalares,
destacam-se: a suscetibilidade do paciente, os métodos de diagnostico e os procedimentos
terap€uticos utilizados. Também contribuem para o aumento da incidéncia, o proprio meio
ambiente hospitalar, incluindo o ar, a dgua e a superficie de alvenarias e moveis, pois
representam focos de crescimento de microrganismos (de Souza et al. 2016). As Unidades de
Terapia Intensiva (UTIs) apresentam uma maior frequéncia de contaminagdo, principalmente
devido a maior quantidade de equipamentos nesse setor ¢ as condigdes dos pacientes, que
tendem a apresentar mais fatores de risco € uma alta taxa de infecgao (De Oliveira e Damasceno,
2010).

A multirresisténcia a antibioticos das bactérias da familia Enterobacteriaceae, como
Escherichia coli, Klebsiella spp., Proteus spp., Enterobacter spp., Salmonella spp., Shigella
spp., Yersinia spp, entre outras, tem aumentado com o passar dos anos, principalmente aos
antibioticos beta-lactdmicos. Infe¢cdes causadas por estas bactérias ocorrem, normalmente, em
doentes imunocomprometidos, principalmente em doentes em ambiente hospitalar, e estdo
frequentemente associadas ao uso de dispositivos como ventiladores e cateteres, mas também
ao uso prolongado de antibioticos (Matos e Silva, 2017).

Staphylococcus aureus pode ser considerado uma bactéria Gram-positiva comensal ou
patogénica no nosso organismo. Quando oportunista causa infecgoes na pele, osteoarticulares,
em tecidos moles, bacteremia e endocardite. Staphylococcus aureus resistente a meticilina
(MRSA) ¢ uma das causas mais frequentes de infecdes hospitalares atualmente. Esta maior
incidéncia leva a utilizagdo de antibidticos mais potentes, como a daptomicina, os quais sao
mais caros € podem apresentar um maior numero de efeitos adversos, sendo necessaria a sua
monitorizagdo. No passado, MRSA era restrito a ambientes hospitalares enquanto que hoje

também causa infegoes adquiridas na comunidade (Matos e Silva, 2017).
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De acordo com Stojanovi¢-Radi¢ e colaboradores (2016), os agentes mais comuns em
infecgdes de feridas de pele sdo os do género Staphylococcus. No estudo, Staphylococcus
epidermidis foi o mais predominante (18,4%), seguido pelo S. aureus (16,8%), P. aeruginosa
(12,7%) e, por fim, E. faecalis (10,4%). As bactérias Gram-positivas mostraram um maior grau
de resistencia a penicilina, enquanto que a maioria das Gram-negativas foram resistentes a
tetraciclina.

1.7. Microrganismos patogénicos de interesse veterinario

1.7.1. Staphylococcus aureus isolado de mastite bovina

A mastite bovina ¢ um processo infeccioso e inflamatoério da glandula mamaria,
acarretando modifica¢des na composi¢do do leite in natura, como o aumento de células
somaticas, principalmente neutréfilos (Moritz e Moritz, 2016). Dentre os microrganismos
causadores desta patologia, a bactéria Gram-positiva Staphylococcus aureus ¢ um dos mais
comuns.

O S. aureus é uma bactéria Gram-positiva que atua como agente de uma ampla
variedade de infecgdes, variando desde aquelas localizadas até algumas disseminadas, com
elevada gravidade. Os principais fatores de viruléncia deste microrganismo sao os componentes
da superficie celular, toxinas e enzimas, sendo suas principais funcdes evitar a fagocitose, lisar
células e coagular o sangue do hospedeiro (Trabulsi et al.,2005). Mesmo nao sendo considerado
um patdgeno tipicamente intracelular, como Listeria monocytogenes e Shigella flexneri,
S. aureus pode invadir e sobreviver dentro de células mamarias do hospedeiro, no caso da
mastite (Bardiau et al. 2016, Garzoni e Kelley, 2009). A invasdo de células epiteliais por
bactérias € um importante mecanismo para a progressdao da mastite ¢ pode ser modulada pelo
ambiente, genética e ainda, fatores hormonais do animal (Ochoa-Zarzosa et al., 2009).

Apesar da bactéria S. aureus ser susceptivel a acdo de diversas drogas (ex.: penicilinas,
cefalosporinas, eritromicina, aminoglicosideos, tetraciclina e cloranfenicol), ainda ha uma alta
capacidade desta em apresentar resisténcia. A porcentagem de cura usando antibidticos
previamente aprovados ¢ de aproximadamente 10-30% (Gomes e Henriques, 2016).
Tal resisténcia € determinada por mutacdes em genes € também por aquisicdo de genes de
resisténcia de outras bactérias da mesma espécie, por meio de plasmideos e transposons
(Trabulsi et al., 2005). Devido a esta multipla resisténcia, se faz necessario a realizagdo

periodica de testes de sensibilidade in vitro, uma vez que existem variagdes no perfil de
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sensibilidade e resisténcia, o que compromete o tratamento do animal e aumenta os custos da
produgéo rural (Medeiros et al., 2009).

A mastite infecciosa ¢ considerada a mais importante, pois ndo € auto-limitante,
podendo evoluir eventualmente para um quadro de septicemia. Além disso, apresenta baixa
porcentagem de cura espontanea e representa um potencial risco a saide do consumidor por
veicular microrganismos zoonoticos (da Costa, 1998).

Além dos aspectos ligados a saude, a mastite ¢ uma das principais causas de prejuizos
na produgao leiteira. Este prejuizo ¢ devido a uma série de fatores, sendo o principal a redugao
na producdo das glandulas mamarias com mastite subclinica. Outros fatores sdo: a perda por
leite descartado por alteracdo e/ou pela presenca de residuos apds tratamento; gastos com
tratamentos, isto €, honorarios de veterinarios e despesas com medicamentos e, por fim, a morte,
descarte do animal, e a desvalorizagdo comercial do animal, devido a glandulas mamarias
afuncionais ou atrofiadas (Gomes ¢ Henriques, 2016; da Costa, 1998).

A mastite pode ser classificada em clinica e subclinica. A mastite clinica caracteriza-se
por alteragdes visiveis da glandula e/ou do leite. Pode ser aguda ou crénica. No caso da primeira,
observam-se sinais claros do processo inflamatorio (edema, dor, calor, rubor) com ou sem
alteragOes das caracteristicas do leite. Ja na mastite clinica cronica observa-se fibrosamento de
tetos e alteragdes no leite, como grumos e coagulos. Ja a mastite subclinica ndo ¢é tio evidente.
Sua principal caracteristica ¢ a diminui¢do da producdo leiteira sem a presenca de sinais de
processo inflamatdrio ou fibrosamento, o que torna o diagnostico mais dificil (da Costa, 1998).

Recentemente o controle de mastite subclinica em vacas tem sido bastante discutido,
principalmente em relac@o a reducdo do uso de antibidticos nestes animais. Alternativas para o
uso indiscriminado destes medicamentos no campo se fazem necessarias, especialmente pela
entrada de bactérias resistentes na cadeia alimenticia (Geetha et al., 2015; Gomes e Henriques,
2016). Além disso, a presenca de residuos de antibidticos em produtos lacteos consumidos por
humanos representa uma enorme preocupagdo. Desta forma, é preciso desenvolver novas
terapias antimicrobianas, além de antibioticos, a fim de minimizar o uso destes Ultimos em
animais de producao (Gomes ¢ Henriques, 2016). Alguns tratamentos alternativos ao uso de
antibioticos incluem bacteri6fagos, nanoparticulas e agentes antimicrobianos derivados de

plantas ou animais (Gomes e Henriques, 2016).
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1.7.2. Escherichia coli isolada de urina de cdes com infec¢oes de trato urinario

As infecgdes bacterianas do trato urinario (ITUs) sdo causa comum de doenga em caes,
gatos e humanos. Embora bactérias Gram-positivas como Staphylococcus spp.,
Streptococcus spp. e Enterococcus spp., possam ocasionar ITUs, as bactérias Gram-negativas
(Escherichia coli, Proteus spp., Klebsiella spp., Pseudomonas spp. ¢ Enterobacter spp.)
respondem por mais de 70% dos casos (Carvalho et al., 2014). A proximidade com o anus e
com a uretra, além do uso de cateteres, facilita o acesso dessas bactérias ao trato urogenital.

De acordo com Kern e colaboradores (2018), as ITUs sdo classificadas como nao
complicadas e complicadas. As infec¢des ndo complicadas sdo definidas como infec¢des sem
causas primarias, como anormalidades anatdmicas, doencas metabdlicas ou endocrinas,
imunossupressao, e as complicadas sdo infecgdes com causas primarias e/ou genéticas e o sexo
definido como macho.

Escherichia coli uropatogénica tem caracteristicas que a permitem infectar o trato
urindrio como, por exemplo, a presenca de flagelos e pili. Apesar de varios estudos serem
desenvolvidos a fim de identificar aspectos moleculares que facilitam sua adaptagao em seres
humanos, pouco se sabe a respeito das linhagens de E.coli que infectam o trato urinario de caes
e gatos. O conhecimento da patogenia desta bactéria em animais domésticos se faz necessaria,
uma vez que existem fatores de risco ai associados que diferem dos ja conhecidos nos seres
humanos (Hill et al., 2015).

A escolha do antimicrobiano para o tratamento desta afec¢do deveria fundamentar-se
em testes de sensibilidade microbiana. Porém, sabe-se que a escolha de antibioticos se da,
comumente, baseado na experiéncia profissional, no apelo comercial ou no custo destes
medicamentos. Este uso indevido e indiscriminado no combate as infec¢des do trato urinario
de cdes e gatos tem aumentado a pressao seletiva de linhagens multirresistentes nos animais de
companbhia (Siqueira et al., 2008).

Estudos continuados de sensibilidade bacteriana, principalmente para E. coli, ¢ de
extrema importancia para otimizar protocolos terapéuticos e investigar a ocorréncia de
linhagens multirresistentes em virtude de transmissao cruzada entre homens e animais (Siqueira
et al., 2008). Kern et al. (2018) demonstraram que cdes infectados com linhagens de E. coli
formadoras de biofilme ndo tém distingdo clinica daqueles com infec¢@o de trato urinario por

linhagens ndo-formadoras de biofilmes. Isso significa que a terapéutica antibiotica usada
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normalmente ¢ a mesma para ambas as infeccdes, o que prova a pouca especificidade dos
tratamentos realizados para esta afeccao.

1.8. O anuro Boana albopunctata

O anuro Boana albopuctata (Spix, 1824) pertence a familia Hylidae que representa uma
das familias com maior diversidade de espécies entre os anuros. (Frost, 2019). Apresenta ampla
distribuigdo pela América do Sul, ocorrendo na Argentina, Uruguai, Bolivia, Paraguai e Brasil
(Pacheco et al., 2017). Apesar da preferéncia por matas rasteiras e areas inundadas com
presenca de fossos ou rios, seu habitat se estende por todo o territorio brasileiro, principalmente
pela sua adaptabilidade a ambientes desmatados e modificados (Brandao e Araajo, 2001).
A coloragdo deste anuro ¢ bastante variavel, indo do amarelo ao marrom-claro.
Sua caracteristica diferencial € a presenca de pontos amarelos em face ventral das coxas, o que
contribui para sua captura, além da vocalizacdo tipica dos machos. Estes vocalizam juntos, as
vezes em quartetos, com o corpo em posi¢ao horizontal ou com a cabega levemente voltada
para cima (Clemente, 2008) (Figura 7). Os componentes da secre¢ao desta espécie ainda sao
pouco estudados, sabendo-se da presenca do peptideo citolitico Hilina-al (Castro et al., 2009)
e do peptideo antimicrobiano denominado Ctx-Ha, o qual possui similaridade com as
ceratoxinas isoladas da mosca Ceratitis capitata (Cespedes et al., 2012). O PAM Hilina-al,
com estrutura primaria [FGAILPLALGALKNLIK-NH2, contém alta taxa de residuos
hidrofébicos (I, L e V) e uma porg¢ao C-terminal amidada. A presenca de uma hélice anfipatica
bastante estavel explica sua atividade antimicrobiana contra bactérias Gram-positivas e também

sua atividade hemolitica (Castro, et al. 2009; Alves et al., 2015).

Carlos Henrique'l, N. Almeida " SRS

Figura 7. Espécime adulto do anuro Boana albopuctata (Foto gentilmente cedida por Carlos Henrique L. N.

Almeida).
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2. JUSTIFICATIVA

O entendimento dos mecanismos que regem a expressdo dos genes que codificam
peptideos antimicrobianos ¢ um passo de extrema importdncia para a compreensdo da
diversificacdo dos peptideos antimicrobianos presentes na secre¢do cutidnea de anuros.
Além disso, de posse das sequéncias de cDNAs ¢é possivel a selegdo e sintese quimica de PAMs
que serdo caracterizados biologicamente, permitindo ganhos consideraveis no tempo de
execucao dos projetos de pesquisa na area. Importante salientar que os componentes da secregao
da espécie em questao, B. albopunctata, foram pouco estudadas até o momento, abrindo espago
para o isolamento e a caracterizagdo de peptideos antimicrobianos inéditos utilizando técnicas
de biologia molecular e bioquimica.

A caracterizacdo de novos peptideos com efeitos antimicrobianos e ndo citoliticos sobre
as células do hospedeiro ¢ de extrema importancia pelo fato da crescente resisténcia dos
microrganismos aos tratamentos atualmente disponiveis.

Nos ultimos anos, o grupo de "Tecnologia de Peptideos Biologicamente Ativos" da
Universidade de Brasilia vem se dedicando a purificacdo e caracterizagdo de peptideos
antimicrobianos (PAMs) isolados da secrecdo cutanea de anuros, assim como, ao desenho
racional e sintese quimica de analogos de PAMs com vistas a produg¢do de compostos com
aplicagdo terapéutica e o presente trabalho esta inserido dentro desse contexto e pretende
contribuir com a area com a identificacdo de novos PAMs, bem como a avaliagdo de suas

propriedades antimicrobianas.
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3. OBJETIVOS

3.1. OBJETIVO GERAL

O presente projeto teve por objetivo geral investigar os componentes da secrecdo
cutanea do anuro Boana albopunctata empregando uma abordagem experimental combinando
técnicas de biologia molecular e de quimica de peptideos.

3.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

3.2.1. Identificar, isolar e caracterizar estruturalmente peptideos antimicrobianos
inéditos presentes na secre¢ao cutanea do anuro B. albopunctata;

3.2.2. Analisar comparativamente o novo peptideo antimicrobiano de B. albopunctata
isolado no presente estudo com outros PAMs j4 descritos na literatura;

3.2.3. Sintetizar quimicamente o peptideo antimicrobiano de B. albopunctata isolado no
presente estudo;

3.2.4. Determinar a composi¢do de elementos de estrutura secundaria do peptideo
antimicrobiano de B. albopunctata isolado no presente estudo e dos analogos do PAM Ctx-Ha
(previamente produzidos pelo nosso grupo de pesquisa) com o emprego da técnica de dicroismo
circular;

3.2.5. Avaliar a atividade antimicrobiana do peptideo antimicrobiano de
B. albopunctata isolado no presente estudo e dos analogos do PAM Ctx-Ha (previamente
produzidos pelo nosso grupo de pesquisa) sobre isolados clinicos obtidos de infecgdes
veterinarias e sobre bactérias e fungos susceptiveis de interesse médico;

3.2.6. Identificar cDNAs para peptideos antimicrobianos obtido a partir de RNAs
isolados do tegumento do anuro B. albopunctata;

3.2.7. Analisar e caracterizar os cDNAs codificadores para peptideos antimicrobianos

do anuro B. albopunctata.
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4. MATERIAL E METODOS

4.1. Captura dos espécimes e obtenc¢io da secre¢ido cutinea de B. albopunctata

Espécimes adultos de B. albopuctata do sexo masculino foram coletados no Estado de
Goids. Os anfibios foram capturados manualmente durante o periodo noturno, sendo
localizados por meio dos sons emitidos durante sua vocalizagdo. Todas as coletas foram
realizadas sob licenca do ICMBIO.

A secrecao cutdnea foi obtida por estimulagdo elétrica, com aplicacdo de corrente
elétrica branda alternada na regido dorsal dos animais. Esta estimulacdo se deu em trés etapas
com duracdo de 30 s de estimulo. O material foi coletado em agua Milli-Q e colhido em tubos
de 50 mL como um extrato soluvel. Este foi entdo mantido no gelo e liofilizado logo em
seguida. A secre¢do cutdnea utilizada foi armazenada no banco de secrecdes do Laboratorio de
Toxinologia da Universidade de Brasilia a -20 °C até seu uso.

4.2. Fracionamento cromatografico da secreciio cutinea de B. albopunctata

Aliquotas individualizadas das secre¢des liofilizadas foram dissolvidas em TFA 0,1%
(v/v) em agua Milli-Q, centrifugadas e fracionadas em colunas de RP-HPLC tipo Cis analitica
(Vydac 218TP54, 4.6 ID x 250 mm, 5 p). A eluicdo foi realizada com aplicagdo de gradientes
lincares de acetonitrila e detecgdo no ultravioleta em 216 nm. As condi¢des de eluigdo
empregadas foram as seguintes: gradiente de 0 a 25% de solvente B (TFA 0,1% (v/v) em
acetonitrila) em 5 min; de 25 a 45% de solvente B em 25 min; de 50 a 100% de solvente B em
10 min, seguido de lavagem final por 5 min com 100% de solvente B. As fra¢des eluidas foram
coletadas manualmente e secadas em concentrador a vacuo e armazenadas a 20 °C.

4.3. Analise por espectrometria de massas do tipo MALDI-TOF

As fragdes cromatograficas que exibiram atividade antimicrobiana no ensaio de varredura
realizado (como descrito no item 4.7) foram analisadas off-line em um espectrometro de massas
do tipo MALDI-TOF modelo Autoflex II (Bruker, Alemanha) operado no modo positivo e com
emprego do refletor. Nas andlises foi avaliado o grau de homogeneidade e as massas
moleculares dos componentes presentes nas amostras. As fragdes foram reconstituidas em
acetonitrila 50% (v/v) contendo TFA 0,1% (v/v) e 1 pL de cada fragdo cromatografica foi
aplicada em uma placa de ago inoxidavel juntamente com a matriz acido o-ciano-4-
hidroxicinamico (HCCA, 10 pg/pL) ressuspendida em acetonitrila 50% (v/v) contendo
TFA 0,1% (v/v). O equipamento foi previamente calibrado utilizando-se o padrdo Peptide

Calibration Standard II (Bruker, Alemanha), sendo analisada a faixa de m/z de 800 a 3500.
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O software FlexAnalysis 3.4 foi empregado nas analises dos espectros de massa obtidos.
Os peptideos antimicrobianos identificados no banco de cDNAs também foram analisados
empregando-se sequenciamento de NOVO por espectrometria de massa usando o mesmo
equipamento modelo Autoflex II (Bruker, Alemanha) operado no modo positivo, com emprego
do refletor.

4.4. Determinacio da estrutura primaria do peptideo antimicrobiano de
B. albopunctata

O peptideo antimicrobiano isolado no presente estudo foi sequenciado empregando-se
a técnica de sequenciamento quimico N-terminal (degradacdo de Edman) em sequenciador
automatico PPSQ-31A/33A (Shimadzu Co., Japao). O equipamento foi previamente calibrado
com uma mistura padrdo de PTH-aminoacidos e foi operado de acordo com as orientacdes do
fabricante.

4.5. Bioinformatica

O algoritmo  BLASTp  (Altschul et al, 1990; disponivel em
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi), o banco de dados APD3 (Wang et al., 2016; disponivel
em http://aps.unmc.edu/AP/main.php) e diferentes referéncias bibliograficas sobre o tema
foram utilizados para buscas de similaridade entre as sequéncias encontradas para os PAMs de
B. albopuctata e outros peptideos antimicrobianos ja descritos na literatura; a ferramenta
Expasy pl/Mw tool (http://web.expasy.org/compute pi/) (Bjellqvist et al., 1993) foi utilizada
para o calculo da massa tedrica monoisotopica dos peptideos; para o alinhamento de duas
sequéncias  foi empregado EMBOSS Needle Pairwise  Sequence  Alignment)
(https://www.ebi.ac.uk/Tools/psa/emboss_needle/). Também foi empregado o programa
NetWheels (disponivel em http://Ibqp.unb.br/NetWheels/) para a geragdo de projecdes em roda
helicoidal - representacdo de Schiffer—Edmundson (Schiffer e Edmundson, 1967).

4.6. Sintese quimica de peptideos

O peptideo antimicrobiano de B. albopunctata isolado no presente estudo e o
PAM Ctx-Ha e seus analogos foram produzidos pela empresa especializada em sintese de
peptideos GenOne e empregados nos experimentos propostos

4.7. Quantificacido de peptideos

Os peptideos sintéticos empregados no presente estudo foram quantificados em

espectrofotometro Bel Photonics UV/Vis M51 (Biovera, Brasil), por meio da leitura das
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absorbancias nos comprimentos de onda 205, 215 e 225 nm (Aitken e Learmonth, 2002;
https://www.ruf rice.edu/~bioslabs/methods/protein/abs205.html).

O célculo que permitiu obter a concentragao protéica em pug/mL a partir das medidas de
absorbancia esta descrito abaixo:

Concentragédos = Absosnm) X 1000 Concentragdo: = 144 x [Abs@1snm) — AbS225nm)]
31

Concentragao1 + Concentracdoz = Concentragédo da aliquota analisada
2

O volume total do estoque de cada peptideo foi aliquotado em microtubos de 1,5 mL
que foram secos em concentrador a vacuo.

4.8. Analise dos componentes de estrutura secundaria dos peptideos sintéticos

Ensaios de dicroismo circular (DC) foram realizados utilizando o espectropolarimetro
Jasco J-815 (Jasco, Toquio, Japao) equipado com um controlador de temperatura do tipo Peltier
(Jasco, Japdo) e uma bomba de dgua. Espectros na regido distante da UV visivel (190-260 nm)
dos peptideos sintéticos a 50 pM foram obtidos em agua destilada e em SDS 35 mM a25°Ce
foram adquiridos usando uma cubeta de quartzo de comprimento de 0,1 cm. Cinco medi¢des
consecutivas foram acumuladas e os espectros médios foram corrigidos para a contribuigdo da
linha de base da agua e do SDS. A elipticidade observada foi transformada em valores de
elipticidade molar ([8]) baseada na massa molecular por residuo de 115 Da (Pace et al., 1997).
O conteudo de a-helice foi estimado considerando os valores de [0] 208 nm em diferentes

temperaturas usando a seguinte equagdo (Greenfield e Fasman, 1969):
(—33000 — 4000)

fu

4.9. Avaliacao da atividade dos peptideos sobre bactérias patogénicas de interesse
médico

Linhagens de bactérias, obtidas do Banco de Culturas do Laboratorio de Toxinologia da
Universidade de Brasilia, foram cultivadas em 7 mL de meio Mueller-Hinton (MH), sob
agitacdo, por 12 h a 37 °C. Em seguida, foram diluidas em meio MH até atingir o valor 1.0 de
densidade otica a 590 nm. Finalmente, cada suspensdo bacteriana foi diluida em meio
MuellerHinton fresco, nas propor¢des de 1:50 para bactérias Gram-negativas e 1:100 para
Gram-positivas. As amostras foram solubilizadas em agua Milli-Q estéril e incubadas com a
suspensao bacteriana diluida, numa proporgao de 1:1 (v/v), em placas de microtitulagao estéreis

(96 pogos, fundo chato).
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Como controle representativo da auséncia de crescimento bacteriano, foi realizada a
incubacdo de formaldeido 0,4% (v/v) com a suspensdo bacteriana. Como controle
representativo da proliferacdo maxima, foi feita a incubacao da suspensdo bacteriana com agua
Milli-Q estéril. Apds a incubacdo por um periodo de 20-24 h, a 37 °C, as placas foram
analisadas a 595 nm em leitora de microplacas (Multiskan® FC, Thermo Scientific, EUA).

O ensaio de varredura foi realizado com as bactérias Staphylococcus aureus ATCC
25923 (Gram-positiva) ¢ Pseudomonas aeruginosa ATCC 2883 (Gram-negativa), a fim de
verificar quais fracdes cromatograficas apresentariam atividade inibitoria sobre o crescimento
bacteriano. Cada fragcdo cromatografica de uma corrida de RP-HPLC foi solubilizada em agua
Milli-Q e incubada com a suspensdo bacteriana, de acordo com o método descrito.

De posse das versodes sintéticas do PAM inédito isolado da secre¢do cutinea de
B. albopuctata e também do PAM Ctx-Ha e seus analogos foram realizadas determinagdes da
concentragdo minima inibitéria (CIM) para as bactérias Gram-negativas Escherichia coli
ATCC 25922, Klebsiella pneumoniae ATCC 13883, Enterobacter hormaechei ATCC 700323
e Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 e Gram-positivas Staphylococcus aureus
ATCC 25923 e Enterococcus faecalis ATCC 29212. Aliquotas de 50 uL de diluig¢des seriadas
de cada peptideo puro, feitas a partir de uma solugdo-estoque de 256 pM esterilizada por
filtragdo em filtros Millex GV 0,22 pm (Merck, Alemanha) foram incubadas com 50 pL de
suspensio bacteriana, contendo de 2-7 x 10° UFCs. Ap0s a incubagdo por um periodo de 20-24
h a 37 °C, as placas foram analisadas a 595 nm, em leitora de microplacas (Multiskan FC,
ThermoScientific, EUA). Dois ensaios independentes foram realizados em triplicata onde a
CIM foi assumida como sendo a menor concentragdo do composto na qual niao houve
crescimento espectrofotometricamente detectavel.

4.10. Avaliacao da atividade dos peptideos sobre bactérias patogénicas de interesse
veterinario

Linhagens resistentes de Staphylococcus aureus (Gram-positiva) e Escherichia coli
(Gram-negativa), ambas de isolados clinicos, o primeiro de mastite bovina e o segundo de urina
de caes com cistite, foram gentilmente cedidas pelo Banco de Culturas do Laboratorio de
Microbiologia do Hospital Veterinario de Brasilia (HVET-UnB). Estas bactérias foram
cultivadas em placas contendo meios de cultura apropriados para cada linhagem bacteriana pelo
periodo de 24 h a 37 °C. As bactérias, em fase logaritmica de crescimento, foram diluidas no

meio de cultura Mueller-Hinton caldo nas proporgdes 1:50 para a bactéria Gram-negativa e
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1:100 para a Gram-positiva. Aliquotas de 50 pL de dilui¢Ges seriadas de cada peptideo puro,
feitas a partir de uma solugdo-estoque de 256 uM esterilizada por filtragdo em filtros Millex GV
0,22 um (Merck, Alemanha), foram incubadas com 50 pL de suspensdo bacteriana, contendo
de 2-7 x 10° UFCs. Apo6s a incubagdo por um periodo de 20-24 h a 37 °C, as placas foram
analisadas a 595 nm, em leitora de microplacas (Multiskan FC, ThermoScientific, EUA).
Dois ensaios independentes foram realizados em triplicata onde a onde a CIM foi assumida
como sendo a menor concentracdo do composto na qual ndo houve crescimento
espectrofotometricamente detectavel.

4.11. Avaliacio da atividade dos peptideos sobre leveduras patogénicas

Linhagens de Candida albicans ATCC 14053 e Cryptococcus neoformans H99, obtidas
do Banco de Culturas do Laboratério de Toxinologia da Universidade de Brasilia, foram
cultivadas em 7 mL de caldo de infusdo cérebro-coracdao (BHI), sob agitacdo, por 12 ha 37 °C.
Em seguida, foram diluidas em meio BHI até atingir o valor 1.0 de densidade 6tica a 590 nm.
As leveduras foram diluidas no mesmo meio de cultura na propor¢ao 1:100. Uma aliquota de
50 pL desta suspensdo de levedura a 1:100 (contendo aproximadamente 2 x 10° UFCs) foi
incubada a 37 °C com 50 pL de cada peptideo ressuspendido em agua MilliQ estéril, em placas
de microtitulacdo estéreis (96 pocos, fundo chato). A partir de uma solucido de peptideo a
256 uM foi realizada a dilui¢do seriada. Aliquotas de 50 pL do indculo contendo
aproximadamente 2 x 10° UFCs, mais 50 puL da solu¢do de peptideo foram adicionados as
microplacas, ficando cada pogo com volume final de 100 uL. Os controles para auséncia de
crescimento e crescimento pleno foram, respectivamente, formaldeido 0,4% (v/v) e agua
Milli-Q estéril, ambos incubados com as suspensdes das leveduras. Apos a inoculagao, as placas
foram incubadas a 37 °C, com leitura de absorbancia em 595 nm ap6s 20-24 h de incubacgdo em
leitora de placas (Multiskan FC, Thermo Scientific, USA).

4.12. Construcio do banco de cDNAs de precursores de PAMs expressos no
tegumento do anuro B. albopunctata

4.12.1. Dissecacio da pele

Trés anfibios da espécie B. albopunctata foram eutanasiados com uma inje¢do
intracraniana - via foramen magnum - de lidocaina, de acordo com Sebben, 2007. Com a ajuda
de pinga e tesoura, isolou-se o tecido cutineo dorsal. Os tecidos foram dissecados e
imediatamente congelados em nitrogénio liquido e armazenados a —80 °C para posterior

1solamento de RNA.
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4.12.2. Extracao de RNA total e sintese de cDNAs

Os tecidos dorsais dissecados de trés animais foram macerados em nitrogénio liquido
com auxilio de cadinho e pistilo. Aproximadamente 10 mg de cada amostra foi pulverizada e
entdo utilizada para a extragdo de RNA com Trizol (Invitrogen, USA), de acordo com as normas
do fabricante.

A fim de se checar a integridade do RNA extraido, a amostra foi submetida a eleroforese
em gel de agarose 1%. O RNA total foi entdo quantificado em espectrofotdometro do tipo
NanoDrop One (Thermo Scientific, USA) e armazenado a -80 °C.

A sintese de cDNA se deu utilizando-se 2 pL (equivalente a 0,28 pg/ul) do RNA com
o emprego do kit SuperScript III (Invitrogen, Estados Unidos), segundo as normas do
fabricante. O oligonucleotideo NOTIT-15 foi utilizado nas reagdes de PCR para sintese de
cDNAs. Os ciclos de temperatura empregados foram: 50 min a 50 °C; 5 min a 85 °C.
A quantificagdo de cDNAs foi feita no NanoDrop One (Thermo Scientific, USA).

4.12.3. Reaciio em Cadeia de Polimerase (PCR) e determinacio das sequéncias dos
genes que codificam peptideos antimicrobianos (PAMs) em B. albopunctata

Os cDNAs sintetizados foram usados como molde em reagdes com a enzima MyTaq
DNA polimerase (Invitrogen, Estado Unidos), de acordo com as normas do fabricante.

Os ciclos de temperatura foram realizados em um termociclador modelo 2720 (Applied
Biosystems, Estados Unidos). Apds o pré-aquecimento das amostras a 94 °C por 2 min foram

realizados os ciclos térmicos demonstrados a seguir:

94°C — 1 min 94°C -30s
68°C — 1 min 5 ciclos ‘ 68°C -30s 30 ciclos
72°C — 2 min 72°C — 8 min

Os oligonucleotideos degenerados e especificos usados neste trabalho estdo descritos
nas Tabelas 1 e 2. Na Tabela 1 estdo descritos os oligonucleotideos que possuem como alvo a
regido 3" de RNAs e cDNAs. A Tabela 2 apresenta os oligonucleotideos complementares a
regido codificadora dos peptideos sinal de pré-pro-peptideos antimicrobianos de anuros da
familia Hylidae. Aliquotas das reacdes de PCR foram submetidas a eletroforese em gel de
agarose 1% para analise dos fragmentos amplificados.

O gel de agarose foi preparado com tampao TAE 1x em concentracgao igual a 1% (p/v).

Brometo de etideo foi adicionado em uma concentracdo igual a 0,5 pg/mL. As amostras
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aplicadas no gel foram misturadas com o tampao para amostra 6x em uma concentracao final
igual a 1x e submetidas a eletroforese em tampao TAE 1x. O DNA foi visualizado com a
utilizagdo de um transiluminador de luz ultravioleta. O gel de agarose contendo os fragmentos
de DNA a serem recuperados foi visualizado em um transiluminador de mao. A porcdo do gel
contendo os fragmentos de interesse, de massa molecular entre 250 e 400 pares de base
nitrogenadas (pb), foi recortada e transferida para um tubo com o auxilio de uma lamina de
bisturi nova. Os fragmentos foram entdo purificados com Wizard SV Gel and PCR

CleanUpSistem (Promega, Estados Unidos), segundo as normas do fabricante.

Tabela 1. Oligonucleotideos complementares a regido 3'de RNAs e cDNAs.

Nome Sequéncia (5°-3") Aplicacio
Sintese de cDNA para
NOT-1-Primer GACTAGTTCTAGATCGCGAGCGGCCGCCC(T)15 uso em PCR
convencional
NOT-1-Reverse TCGCGAGCGGCCGCCCTTTTTT PCR

Tabela 2. Oligonucleotideos complementares a regido 5°de cDNAs que codificam

peptideos antimicrobianos em hilideos.

Nome Sequéncia
ATG GCT TTC CTG AAR AAR TCB CTT TTY CTT GTA
Frst CTATTC CTT GS
ATG GCT TTC CTG AAG AAA TCT CTT TTC CTT GTA
PrSiA CTA TTC CTC GG
ATG GCT TTC CTG AAR AAR TCB CTT TTY CTT GTA
Frs2 TTA TTT CTC GG
ATG GCT TTC CTG AAG AAA TCT CTT TTC CTT GTA
prSaa TTA TTT CTC GC

4.12.4. Ligacao de fragmentos de DNA em vetor, transformacio de bactérias e
selecao das colonias de interesse

Ap6s purificagdo das bandas de tamanho entre 250 e 400 pb, as amostras de DNA foram
submetidas a reag¢do de ligacdo em vetor utilizando pGEM-T Easy Vector System (Promega,
Estados Unidos), em reacdes com concentragdo molar igual a 3:1 (inserto/vetor) e, entdo,
inseridas em E. coli DHS5a por meio de choque térmico.

Uma aliquota de 50 pL da célula competente (E. coli DH5a) foi descongelada em banho

de gelo e misturada com 10 plL de DNA plasmideal. Os microtubos foram incubados em
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banho-maria seco a 42 °C por 60 s e, em seguida, posicionados em gelo por pelo menos
1 minuto para que ocorresse o choque térmico e consequente inser¢do do plasmideo nas
bactérias. Estas foram entdo suspensas em 1 mL de meio SOC (Meio Super Otimo com
Repressao de Catabolitos). Em seguida, os microtubos foram incubados em banho maria seco
a 37 °C, sob agitacdo, durante 60 min.

A selecio dos clones foi realizada em meio seletivo solido (LB Agar), contendo
ampicilina, X-Gal e IPTG nas concentragdes de 100 pg/mL, 40 pg/mL e 24 pg/mL,
respectivamente, onde foram espalhados 100 puL da solucdo de cultura bacteriana. Apés 18 h
de incubagdo a 37°C, as colonias que apresentarem coloracdo branca foram selecionadas e
inoculadas em placas de 96 pocos contendo 900 puL de meio liquido LB com ampicilina
(100 pg/mL). Os in6culos foram incubados a 37 °C com rotagao horizontal igual a 300 rpm por,
aproximadamente, 18 h.

4.12.5. Isolamento de DNA plasmideal

O isolamento dos plasmideos foi realizado de acordo com o protocolo que se segue:

1. As placas, contendo as bactérias, foram retiradas do agitador, conferidas quanto a
uniformidade do crescimento e submetidas a centrifugacao a 4.550 g por 6 min;

2. O sobrenadante foi desprezado e foram adicionados 240 pL de Solugdo I
(composta por 50 mM glucose; 25 mM Tris HCI pH 8,0; 10 mM EDTA pH 8,0. Autoclavada
por 15 minutos e mantida a 4 °C até sua utilizagdo) em cada poco da placa. A placa foi selada
com adesivo, levada ao agitador para solubilizar as células e submetida a centrifugagdo a 4550 g
por 6 minutos;

3. O sobrenadante foi desprezado e foram adicionados 80 puL de Solugdo I em cada pogo.
A placa foi selada com adesivo e levada ao agitador;

4. Aliquotas de 60 pL da suspensdo de células foram transferidas para uma placa com
fundo em U contendo 2,5 pL. de RNAse (10 mg/mL) em cada pogo, nos quais foram adicionados
60 pL da Solugdo IT (composta por NaOH 0,2 N e SDS 1% p/v);

5. A placa foi selada, agitada gentilmente e deixada a temperatura ambiente por
7 minutos;

6. Foram adicionados 60 pL de Solucdo III (composta por 60 mL de acetato de potassio
5 M; 11,5 mL de acido acético glacial e 28,5 mL de agua. Estocar a 4 °C) em cada poco da
placa a qual foi selada, agitada gentilmente e deixada a temperatura ambiente por 7 minutos;

7. A placa foi submetida a centrifugacdo por 6 min e, ap6s a remogdo do adesivo,
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colocada em uma estufa a 90 °C por 30 min;

8. Ap0s retirar a placa da estufa, esta foi resfriada em gelo por 10 min, selada com
adesivo e submetida a centrifugac@o por 4 minutos a 4.550 g a 20 °C;

9. A solugdo presente na placa foi transferida para uma placa filtro de fundo V a qual
foi submetida a centrifugacdo por 5,5 min a 4.550 g a 20 °C.

10. A placa filtro foi removida e foram adicionados 90 pL de isopropanol 100% em cada
poco da placa;

11. A placa foi selada, agitada gentilmente e submetida a centrifugacido por 45 min a
4.550 g a 20 °C;

12. O sobrenadante foi descartado e foram adicionados 200 pL de etanol 70%. A placa
foi entdo, submetida a centrifugacdo por 5 min a 4.550 g a 20 °C;

13. O sobrenadante foi descartado e a placa, invertida sobre papel toalha, foi submetida
a centrifugacdo por 3 min a 300 g a 20 °C;

14. A placa foi colocada em estufa a 37 °C por 15 min;

15. O precipitado foi solubilizado em 40 pL de agua Milli-Q.

4.12.6. Sequenciamento automatico de nucleotideos

Amostras de DNA plasmideal foram sequenciadas pela empresa Myleus Biotechnology
(Brasil) através do método Sanger utilizando o primer Forward M13, cuja sequéncia ¢
TGT AAA ACG ACG GCC AGT (5° -3).

4.12.7. Analises das sequéncias nucleotidicas e peptidicas

As andlises das sequéncias de nucleotideos obtidas foram realizadas utilizando os
programas EditSeq e SeqMan (DNASTAR, Estados Unidos). Os alinhamentos das sequéncias
obtidas foram feitos utilizado o programa Clustal W (https://www.genome.jp/tools-
bin/clustalw). A busca por similaridades foi realizada usando o programa FASTA 3 no Expasy

Molecular Server (http://ca.expasy.org/).
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5. RESULTADOS

5.1. Fracionamento da secre¢io bruta de B. albopunctata por cromatografia
liquida de alta eficiéncia e purificacio de um PAM inédito

A secrecdo bruta liofilizada de B. albopunctata foi fracionada por cromatografia liquida
de alta eficiéncia em fase reversa (RP-HPLC), utilizando-se uma coluna Cis (Vydac 218TP54,
4.6 ID x 250 mm, 5 p), empregando-se gradiente linear de acetonitrila e detecgdo ao ultravioleta
em 216 nm. Uma corrida cromatografica tipica do fracionamento da secre¢do bruta de
B. albopuctata resultou na eluigdo e coletada de 28 fragdes cromatograficas (Figura 8).

As fragdes cromatograficas foram submetidas a ensaio de varredura (screening) para
deteccdo das fracdes capazes de inibir o crescimento das bactérias Gram-positivas S. aureus
ATCC 25922 e P. aeruginosa ATCC 27853. As fragdes com atividade inibitoria, indicadas em
vermelho na Figura 8, foram submetidas a analises por espectrometria de massas do tipo

MALDI TOF/MS (Autoflex II, Bruker, Alemanha).
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Figura 8. Perfil cromatografico tipico resultante do fracionamento da secre¢do cutdnea de B. albopunctata em
coluna Cg(Vydac 218TP54, 4.6 ID x 250 mm, 5 p) em sistema HPLC com fluxo de 1 mL/min e detec¢do ao

ultravioleta em 216 nm. As fragdes que apresentaram atividade antibacteriana estdo indicadas em vermelho.

A analise da fracdo 23 por espectrometria de massas tipo MALDI-TOF (Figura 9)
revelou a presenca de um peptideo com massa molecular monoisotopica igual a 2287,8 Da.

O peptideo previamente isolado de B. albopuctata que apresenta essa mesma massa molecular
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corresponde ao PAM Ctx-Ha (Cespedes et al., 2012). O PAM Ctx-Ha tem uma estrutura
primaria semelhante (75% de similaridade) ao do peptideo antimicrobiano Ceratotoxina B
isolado da mosca Ceratitis capitata. Além disso, seu modo de a¢do também se baseia na
formacao de poros em membranas de microrganismos (Cespedes et al., 2012).

A fracdo 25 (Figura 10) corresponde a um peptideo antimicrobiano também isolado da
pele do anuro B. albopunctata chamado Hilina-al, com massa de 1862,7 Da. Este PAM foi o
primeiro peptideo citolitico a ser isolado desta espécie de anuro, apresentando 18 residuos de
aminoacidos. Sua atividade antimicrobiana ¢ de amplo espectro, atingindo bactérias
Grampositivas, Gram-negativas e fungos, mas apresenta atividade hemolitica relevante sobre

eritrocitos humanos (Castro et al., 2009).
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Figura 9. Espectro de massas da fragdo 23 obtido em Figura 10. Espectro de massas da fragdo 25 obtido em
modo positivo (com emprego de refletor) com uso de  modo positivo (com emprego de refletor) com uso de
matriz de acido a-ciano-4-hidroxicinamico (HCCA). matriz de acido a-ciano-4-hidroxicindmico (HCCA).

Esse peptideo corresponde ao PAM Ctx-Ha. Esse peptideo corresponde ao PAM Hilina-al.

Um peptideo antimicrobiano inédito foi isolado a partir da fragcdo 26. Tal peptideo
apresenta massa molecular monoisotopica igual a 2981,8 Da (Figura 11) e eluiu no tempo de
retencdo de 62,9 min (Figura 8). A estrutura primaria deste peptideo foi determinada por
degradacdo de Edman e apresenta uma cadeia polipeptidica composta por 28 residuos de
aminoécidos: 'FLGAILRIGQALAKTVIPLVTNALHPKQ?. A proje¢do em a-hélice para esse

peptideo esta apresentada na Figura 12 evidenciando o carater anfipatico dessa molécula.
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Figura 11. Espectro de massas da fragdo 26 obtido em modo positivo (com emprego de refletor) com uso de
matriz de acido a-ciano-4-hidroxicindmico (HCCA). O inserto mostra a presenca de adutos com os ions sodio e

potassio.
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Figura 12. Projecao em roda helicoidal do peptideo isolado a partir da fragao 26.

O peptideo isolado da fragdo 26 apresentou grande similaridade estrutural com o

peptideo Figainina 2, identificado a partir da secre¢do de um anuro do mesmo género,
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Boana raniceps (Barbosa, 2010), a Figainina 2. Sendo assim, o novo peptideo isolado foi
denominado Figainina 2-Ba (Figura 13). A Figainina 2-Ba exibiu indices de similaridade e de

identidade de 85% e 79%, respectivamente, com a Figainina 2 de B. raniceps.

Figainina 2-Ba 1 FLGAILRIGQALAKTVIPLVTNALHPKQ 28

PEEREE=00 PRRLRE=0=01i 11l
Figainina 2 1 FLGAILKIGHALAKTVLPMVTNAFKPKQ 28

Figura 13. Alinhamento das sequéncias do peptideo presente na fracdo 26 (denominado Figainina 2-Ba) de
B. albopunctata com a do peptideo Figainina 2 isolado de B. raniceps. Os simbolos: (|) indica residuos idénticos
e (:) indica substituigdes conservativas. Pairwise Sequence Alignment: EMBOSS Needle; Matrix:

EBLOSUMS®62; Gap penalty: 10.0; Extend penalty: 0.5.

Quando comparado ao peptideo Hilina-al, a similaridade ¢ bem menor (Castro et al.,

2009) (Figura 14).

Figainina 2-Ba 1 FLGAILRIGQALAKTVIPLVTNALHPKQ 28

111l - I -l
Hilina-al 1 IFGAILPLALGALKNLIK---—---——- 18

Figura 14. Alinhamento das sequéncias do peptideo presente na fracdo 26 (denominado Figainina 2-Ba) de
B. albopunctata com a do peptideo Hilina-al também isolado de B. albopunctata. Os simbolos: (]) indica residuos
idénticos e (:) indica substituigdes conservativas. Pairwise Sequence Alignment: EMBOSS Needle; Matrix:

EBLOSUMS®62; Gap penalty: 10.0; Extend penalty: 0.5.

5.2. Caracterizacao da atividade antimicrobiana dos peptideos

Foram realizados ensaios de microdiluicao seriada em meio liquido para avaliacdo dos
efeitos antimicrobianos do PAM Figainina 2-Ba, isolado no presente estudo a partir da secre¢ao
cutanea de B. albopunctata e de 5 analogos do PAM Ctx-Ha, previamento isolado dessa mesma
secrecdo bioldgica. As sequéncias dos andlogos do PAM Ctx-Ha ndo serdo divulgadas por
questoes de protecao da propriedade intelectual.

O PAM Figainina 2-Ba foi testado contra linhagens resistentes de S. aureus ¢ E. coli,
ambas isolados clinicos veterinarios, ¢ apresentou valores de CIM de 8 uM, para ambas as
bactérias (Tabela 3). Quando testado contra as bactérias susceptiveis Enterecoccus hormaechei
ATCC 700323, Staphylococcus epidermidis ATCC 12228, S. aureus ATCC 25923 e
Escherichia coli ATCC 25922 os valores de CIM foram iguais a 32, 32, 16 ¢ 8 uM,

respectivamente (Tabela 4).
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O andlogo Ctx-Ha-A3 apresentou uma atividade consideravel contra as bactérias
Gram-positivas e Gram-negativas empregadas, com valores de CIM entre <1 e 8§ uM
(Tabelas 3 e 4). Ainda assim, o peptideo antimicrobiano selvagem Ctx-Ha obteve valores
menores do que 1 pM contra a maioria das bactérias testadas, o que ja era esperado devido ao
seu grande poder citolitico (Cespedes et al., 2012).

Os peptideos Figainina 2-Ba, Ctx-Ha e Ctx-Ha-Al, -A2 e -A3 apresentaram atividade
antifungica contra C. albicans e C. neoformans, com valores de CIM entre 16 ¢ 4 uM
(Tabela 5).

Tabela 3. Avalia¢do dos efeitos antimicrobianos (CIM, uM) dos peptideos antimicrobianos Figainina 2-Ba e
Ctx--Ha e de seus andlogos sobre as bactérias resistentes Gram-positiva Staphylococcus aureus e Gram-negativa

Escherichia coli de isolados clinicos de interesse veterinario.

Peptideo S. aureus 004# E. coli 11#
Isolado Isolado
Figainna 2-Ba 8 8
Ctx-Ha 2 2
Ctx-Ha-Al S.A. 128
Ctx-Ha-A2 S.A. 64
Ctx-Ha-A3 2 2
Ctx-Ha-A4 S.A. S.A.
Ctx-Ha-A5 S.A S.A

# Isolados clinicos.
S.A. — sem atividade detectavel mesmo na maior concentragdo empregada (128 uM).
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Tabela 4. Avalia¢do dos efeitos antimicrobianos (CIM, uM) dos peptideos antimicrobianos Figainina 2-Ba e

Ctx-Ha e de seus analogos sobre bactérias Gram-positivas e Gram-negativas susceptiveis de interesse médico.

Staphylococcus Escherichia Enterococcus Pseudomonas Enterebacter Staphylococcus Klebsiella
Peptideo aureus coli faecalis aeruginosa hormaechei epidermidis pneumoniae
ATCC 25923 ATCC 25922 ATCC 29212 ATCC 27853 ATCC 700323 ATCC 12228 ATCC 13883
Figainina 2-Ba 16 8 = = 32 32 =
Ctx-Ha <1 <1 <1 <1 4 2 4
Ctx-Ha-Al 64 8 S.A. 64 32 64 64
Ctx-Ha-A2 64 4 S.A. 64 16 8 8
Ctx-Ha-A3 4 2 8 2 <1 <1 2
Ctx-Ha-A4 S.A. S.A. S.A. S.A. S.A. S.A. S.A.
Ctx-Ha-A5 S.A. S.A. S.A. S.A. S.A. S.A. S.A.

S.A. — sem atividade detectavel mesmo na maior concentragdo empregada (128 uM).

Tabela 5. Avaliagdo dos efeitos antimicrobianos (CIM, uM) dos peptideos antimicrobianos Figainina 2-Ba e

Ctx-Ha e de seus analogos sobre as leveduras de interesse médico Candida albicans e Cryptococcus neoformans.

Peptideo

C. albicans ATCC 14053

Cryptococcus. neoformans H99

Figainina 2-Ba
Ctx-Ha
Ctx-Ha-Al
Ctx-Ha-A2
Ctx-Ha-A3
Ctx-Ha-A4
Ctx-Ha-A5

16
16
32
16
8

S.A.
S.A.

8
4

S.A.

16
8

S.A.
S.A.

S.A. — sem atividade detectdvel mesmo na maior concentragdo empregada (128 uM).

5.3. Caracterizacio estrutural dos peptideos por dicroismo circular (DC)

Os espectros dicroicos obtidos em agua a 25°C mostram as caracteristicas tipicas de

peptideos com estrutura desordenada para todos os peptideos avaliados (Figura 15A-G).

Na presenca de agua, essas moléculas normalmente se apresentam com forma randdmica.

Entretanto, quando submetidos a presenca de surfactantes como SDS, os peptideos tendem a

apresentar mudangas conformacionais, assumindo diferentes contetidos de estrutura secundaria

(Krittanai e Johnson, 2000). Os resultados obtidos na presenga de SDS mostram deslocamento

da banda de 200 nm, formando uma banda negativa dicroica com sinal em 208 e 222 nm.

Esta banda dicroica foi formada para todos os peptideos estudados, exceto para o analogo 4 do
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PAM Ctx-Ha (Figura 15F), que apresentou uma banda centrada somente em 208 nm.

O percentual de a-hélice foi determinado e esta apresentado na tabela 6.
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Figura 15. Espectros dicroicos na regido do ultravioleta distante dos peptideos em agua (linha sé6lida) e SDS
(35 mM) (linha tracejada). (A) Figainina 2-Ba; (B) Ctx-Ha; (C) Ctx-Ha-Al; (D) Ctx-Ha-A2; (E) Ctx-Ha-A3;
(F) Ctx-Ha-A4 e (G) Ctx-Ha-AS.

A helicidade dos peptideos foi calculada considerando o valor obtido de elipticidade

molar a 208 nm em agua e na presenga de SDS (35 mM) (Tabela 6).

Tabela 6. Estimativa do contetido em o-hélice (%) dos peptideos em agua e em SDS 35 mM.

a-hélice (%)

Amostra Agua SDS
Figainina 2-Ba 12,48 22,05
CTx- Ha 12,93 22,32
Ctx-Ha-Al 12,50 17,36
Ctx-Ha-A2 14,35 25,25
Ctx-Ha-A3 14,85 26,16
Ctx-Ha-A4 13,55 16,51
Ctx-Ha-A5 13,86 21,91

5.4. Determinacio da integridade de RNAs e construcao de banco de cDNAs que
codificam peptideos antimicrobianos

Aproximadamente 10 mg dos tecidos pulverizados foram submetidos ao isolamento de
RNA total, utilizando o reagente Trizol (Invitrogen), cuja integridade foi analisada utilizando

um gel de agarose a 1% (Figura 16).
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RNA 18S —>

RNA mensageiro (Nuvens) —>

Figura 16. Gel de agarose a 1% para verificacdo da integridade do RNA total isolado a partir dos tecidos cutaneos

de B. albopunctata em pogos 1,2, 3,4 ¢ 5.

Ap0s a sintese de cDNAs, realizada a partir do RNA total extraido, os quatro conjuntos
de primers, sintetizados com base na sequéncia de aminoacidos que compde a regido de
peptideo sinal de RNAs que codificam peptideos antimicrobianos em anfibios, foram utilizados
em reagoes de PCR. A partir de analises dos produtos da PCR, feitas em gel de agarose a 1%
(Figura 17), os fragmentos amplificados que apresentaram entre 250 e 400 pb (pares de base)

foram isolados e purificados para clonagem em vetor pPGEM-Teasy (Figura 18).

300 pb

80 pb

Figura 17. Anélise em gel de agarose a 1% dos produtos de PCR obtidos a partir do cDNA de B. albopunctata
utilizando os oligonucleotideos (1) PPS-1, (2) PPS-1A, (3) PPS-2 ¢ (4) PPS-2A. (M) Marcador de massa molecular
100bp, (A) Actina especifica para Hilideos.
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Figura 18. Vetor pGEM-T-Easy e visualizago dos sitios das enzimas de restricio (PROMEGA, 2018).

5.5. Sequéncias peptidicas derivadas de cDNAs isolados da pele de B. albopunctata
A tradug@o in silico dos nucleotideos dos 60 clones sequenciados permitiu a
determinagdo da sequéncia peptidica de catorze precursores distintos (Tabela 7).
Os outros clones ndo demonstraram estruturas peptidicas de interesse. Um dos 60 clones
sequenciados corresponde ao peptideo ja identificado nesta espécie: Hilina-al. A Figura 19
apresenta uma das sequéncias caracterizadas, com as trés regides comuns aos pré-pro-peptideos

antimicrobianos de anfibios assinalados (peptideo sinal, regido acidica e peptideo funcional).
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Tabela 7. Sequéncias peptidicas codificadas pelos cDNAs isolados da pele do anuro B. albopunctata. Em negrito
e sublinhado, a sequéncia do peptideo maduro. Cada sequéncia foi identificada como B.albo_cX, onde X se

refere a sua ordem de apresentago na tabela.

Massa molecular

Ordem Sequéncia peptidica Similaridade (%)
monoisotopica*

1 IFGAILPLALGALKNLIKG 1864,2146 Hilina-al (94%)
2 IFGAILPLALGALKNLTKG 1853,1622 Hilina-al (88.89%)
3 LFGAVLPLALGALKNLLKG 1851,1830 Hilina-al (82.35%)
4 IFGAVLPLALGTLKNLLKG 1881,1935 Hilina-al (77,78%)
5 IFGAVRPLALGALKNLLKG 1894,2000 Hilina-al (83.3%)
6 QIGKVAGRVALGVAQDYLNPKQ 2325,3037 Raniseptina (75%)
7 IIGPLLHTITGLLGRFLVVLGVDKM 2676,6122 -
8 IIGPLLHTTTGLLGSVLGGLGR 2146,2832 -
9 IIGPLLHTITGLLGSVLGGLGR 2158,3196 =
10 EAEQDLLSELLNIFHHQA 2108,0532 -
11 EAEEDLLSELLNIFHHQA 2109,0373 =
12 EAEQDLFFEFFNIFPHQV 2258,0678 -
13 EAEQDLLFEIFNIFHHQG 2130,0290 -
14 EAEEDLLSELLNIFHHQA 2109,0373 -

*A massa molecular teérica monoisotopica foi calculada para os peptideos maduros usando Compass Isotope Pattern.

A
DNA: ATG GCTTTCCTG AAG AAATCTCTT TTCCTT GTA CTATTCCTT GGA ATCGTT TCC
MA F L K K 5 L F LV L F L 6 I V s
DNA: TTG TCC ATC GGT GAA GAA GAG AAA AGA GAA GAA GAG GAG AAG AATGAA GAC
L § I G A F L K K § L F L VvV L F L

DNA: TAT GAA AACCAG GAG GAA AAT GCA AAA AAT AGA GAA AAG AGAATT TTC GGA
G I v 5 L 5 | 6 E E E K R E E E E

DNA:GCT ATA CTT CCC CTG GCT CTA GGA GCT TTG AAA AACCTT ATT AAG GGT TGA TAA
K N E DY E NQ E E N A KNUR E K R

DNA: AAT GCA ATG TTT TAT CACTAA GGT GCA CGATTATCATTAGTT GTG CCA GAC
I F 6 Al L P L AL GA LK N L I

DNA: ATCCAG ACA TAT AAT AAA GCA TAT GAA CTG AAA AAA AAA AAA AAAAAA AAA
K

B PEPTIDEO SINAL l REGIAD ACIDICA l PEPTIDEO FUNCIONAL
MAFLEKSLFLVLFLGIVELIGAFIKKSLFLVLFLcIVELScEEKRE EEEEKNEDYENQEEMNAKNREKR IFGAILPLALGALKNUK

Figura 19. Sequéncia nucleotidica de um cDNA que codifica um pré-pro-peptideo antimicrobiano obtido a partir
do tecido cutaneo de B. albopunctata. (A) Tradugéo in silico e (B) oligopeptideo traduzido. As setas indicam os
sitios de clivagem para processamento do peptideo.
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As sequéncias nucleotidicas que codificam os pré-pro-peptideos identificados foram
submetidas a uma busca por similaridade, realizada no banco de dados NCBI Blast, o que
permitiu concluir serem sequéncias inéditas.

Os pré-pro-peptideos antimicrobianos caracterizados foram clivados in silico com o
objetivo de determinar a estrutura primaria dos peptideos maduros. Estes sdo armazenados nas
glandulas granulosas ap6s o processamento pos-traducional. Assim, foram determinadas as
sequéncias primarias e calculadas as massas monoisotopicas tedricas dos peptideos maduros
(Tabela 7)

Com relagc@o aos cDNAs identificados a partir dos RNAs isolados do tegumento de
B. albopuctata, a sequéncia do peptideo antimicrobiano Hilina-al alinhou-se completamente
com a sequéncia referente ao cDNA B.albo cl (Tabela 7). Ja na comparagio entre a fragdo do
novo peptideo identificado, Figainina 2-Ba, com as sequéncias isoladas de cDNA nao foram
observadas similaridades relevantes. A maior similaridade foi com a sequéncia proveniente do
cDNA B.albo c6 (Figura 20).

O precursor equivalente ao peptideo antimicrobiano Ctx-Ha ndo foi encontrado no
banco de cDNAs obtido.

Figainina 2-Ba 1 FLGAILRIGQALAKTVIPLVTNALHPKQ 28

1: = N
B.albo_c6 1 ————- QIGKVAGRVALGVAQDYLNPKQ 22

Figura 20. Alinhamento das sequéncias do peptideo presente na fracdo 26 (denominado Figainina 2-Ba) de
B. albopunctata com a do peptideo derivado do clone B.albo_c6. Os simbolos: (|) indica residuos idénticos e (:)
indica substitui¢des conservativas. Pairwise Sequence Alignment: EMBOSS Needle; Matrix: EBLOSUMG62; Gap
penalty: 10.0; Extend penalty: 0.5.
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6. DISCUSSAO

No presente estudo foi possivel o isolamento e a caracterizacdo de um peptideo
antimicrobiano inédito presente na secreg¢do cutdnea de B. albopuctata. Esse novo PAM
mostrou-se semelhante ao PAM Figainina 2 identificado na pele de outro anuro, B. raniceps,
a partir de um banco de cDNA produzido para essa espécie (Barbosa, 2010). Esse novo PAM
foi nomeado Figainina 2-Ba.

Em uma segunda etapa, foi feita a caracterizacdo das propriedades antimicrobianas do
PAM Figainina 2-Ba. Aliada a caracterizagdo bioldgica desse novo PAM de B. albopuctata,
também foi feita a avaliacdo dos efeitos inibitorios do PAM Ceratoxina-Ha (Ctx-Ha),
previamente isolada dessa mesma secregdo (Cespedes at al., 2012) e de cinco analogos
derivados desse PAM.

Sete bactérias de interesse médico, S. aureus, S. epidermidis, E. faecalis, E. hormaechei,
P. aeruginosa, K. pneumoniae e E. coli, e duas leveduras, C. albicans e C. neoformans foram
empregados no presente estudo, além de 2 isolados clinicos de interesse veterinario.
Os resultados demonstram que o novo peptideo Figainina 2-Ba, o PAM Ctx-Ha e seus analogos
Ctx-Ha-A1, Ctx-Ha-A2 e Ctx-Ha-A3 possuem atividade antimicrobiana, inibindo o
crescimento das bactérias e leveduras testadas. Os dados citados corroboram com os dados
obtidos por Cespedes e colaboradores (2012), os quais demonstram que o peptideo Ctx-Ha,
oriundo de B. albopunctata, apresentou notaveis atividades antimicrobiana e antifungica.

Os andlogos Ctx-Ha-A4 e Ctx-Ha-AS5 ndo apresentaram atividade antimicrobiana.
Peptideos sdo orientados até a membrana citoplasmatica devido a sua elevada hidrofobicidade.
Esta caracteristica, juntamente com a formagao de a-hélices, ¢ determinante na modulagao da
atividade antimicrobiana (Brand et al. 2018; Cespedes, et al., 2012). Este dado explicaria o fato
dos andlogos Ctx-Ha-A4 e Ctx-Ha-A5 ndo terem apresentado atividade antimicrobiana,
uma vez que o percentual de hidrofobicidade destas moléculas ¢ menor que 50%, para ambas.

Quando testados contra as duas bactérias de interesse médico veterinario, S. aureus
isolado de mastite bovina e E. coli isolada de trato urinario de cdes com cistite, tanto 0 novo
peptideo caracterizado quanto o PAM CTx-Ha e seu analogo Ctx-Ha-A3 tiveram agdo com
valores de CIM < 8 uM. Mohamed ¢ colaboradores (2016) demonstraram a capacidade de dois
peptideos antimicrobianos, WR12 e D-IK8, em erradicar infec¢des persistentes causadas por
S.aureus resistente a meticilina e também eliminar este patdgeno intracelularmente em

queratindcitos. Barreras-Serrano e colaboradores (2016) também publicaram resultados
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promissores com o peptideo antimicrobiano K9CATH, o qual demonstrou capacidade em
diminuir a infec¢do por S. aureus em glandulas mamarias de murinos com mastite.
Isso confirma o potencial farmacolégico de PAMs na medicina veterinaria, principalmente em
tratamentos refratarios como a mastite bovina e doengas do trato urinario em caes.

A recorréncia de doencas de trato urinario em cdes e gatos ¢ bastante comum na rotina
clinica, uma vez que cultura bacteriana e testes de susceptibilidade dificilmente sdo realizados
para uma melhor escolha de tratamento. O cloranfenicol ¢ um antibidtico de largo espectro
utilizado em infec¢des urindrias multirresistentes. Este medicamento, quando usado em longo
prazo, pode causar mielosupresdo em cies e gatos (Weese et al., 2011). Dentre as classes de
antimicrobianos, os betalactamicos s@o utilizados frequentemente no tratamento das infecgoes
estafilocdcicas em bovinos, sendo as penicilinas a classe mais utilizada na Medicina Veterinaria
(Moritz ¢ Moritz, 2016). Andrade (2012) observou um indice de resisténcia a penicilina
superior a 70% nas cepas de S. aureus isoladas de mastite subclinica bovina no Distrito Federal
e entorno. Estes dados ressaltam a importancia de um manejo correto associado a escolha
adequada de um antimicrobiano eficaz para o tratamento de mastite, evitando a possibilidade
de resisténcia microbiana no rebanho, o qual pode se tornar um risco a saude humana e animal
(Moritz e Moritz, 2016).

Apesar das diversas vantagens dos peptideos antimicrobianos, como a ndo indugéo de
resisténcia bacteriana, ainda ha limitagdes em seu uso terapéutico, principalmente em relagao a
sua citotoxicidade. Para que um peptideo seja de interesse farmacéutico, este deve ter alto poder
antimicrobiano e baixa atividade hemolitica. Uma das estratégias para conseguir essas
caracteristicas € sintetizar analogos dessa moléculas (Dathe e Wieprecht, 1999). Neste sentido,
o peptideo Ctx-Ha-A3 se mostrou um forte candidato devido aos baixos valores de CIM contra
bactérias derivadas de patologias veterindrias. Esses dados estimulam a continuacdo deste
estudo a fim de consolidar mecanismo de agdo deste PAM ¢ seu uso na clinica.

A metodologia de clonagem de cDNAs utilizada neste trabalho mostrou-se efetiva com
o sequenciamento de 14 transcritos que codificam pré-pro-peptideos antimicrobianos em
B. albopunctata. Estes foram segregados de acordo com a similaridade entre eles, apds a
traducdo in silico (Tabela 7).

A expressdo de peptideos antimicrobianos pode ser regulada de maneira distinta entre
individuos a depender de sexo, presenca de patologias ou o seu microambiente. A analise de

RNAm (RNA mensageiro) por intermédio da secre¢do ou da pele de anfibios complementa a
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protedmica e permite a identificacdo de novos peptideos antimicrobianos. Além disso, pode
ajudar a entender a regulagdo transcricional de PAMs e como o ambiente pode afetar essa
expressdo (Robertson et al., 2013).

Trabalhos demonstram que existe a possibilidade de clonar cDNAs a partir da secrecao
ao invés de retirar a pele do animal, uma metodologia que evitaria o sacrificio do individuo
estudado (Chen et al., 2006; Robertson et al., 2013). Porém, ndo se sabe ao certo o quio
representativo € o conjunto de RNAs que esté presente na secre¢ao. Este RNAm se origina nas
células das glandulas granulosas do animal € 0 momento exato em que essas células se rompem
a fim de liberar seu conteudo para um futuro estoque na glandula ainda nao foi definido.
Dessa forma, ndo € possivel saber se houve ou nao alguma repressao de expressao génica neste
momento, o que mudaria a representacdo de RNAs na secrecdo. Devido a essa incerteza,
a utilizag@o da pele do animal continua sendo a melhor fonte para entender a expressdo génica
da secrecgdo de anfibios.

As sequéncias dos peptideos apresentaram alta similaridade nas regides sinal e acidica,
enquanto que a regido do peptideo maduro apresentou variabilidade, demonstrando uma grande
diversidade na expressao génica. Apesar das sequéncias nucleotidicas referentes aos peptideos
Ctx-Ha e Figainina 2-Ba ndo terem sido isoladas, isso ndo significa que o precursor destes
PAMs ndo se encontram na pele do anuro estudado. Modificagdes pos-traducionais, erros
durante o sequenciamento ou, até mesmo, a nao clonagem deste cDNAs durante o experimento

poderia explicar tal fendmeno.
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7. CONCLUSOES

v" O presente estudo possibilitou um maior conhecimento a respeito da diversidade
de PAMs provenientes do anfibio Boana albopunctata.

v" O novo peptideo isolado, Figainina 2-Ba, exibiu atividade antimicrobiana de
largo espectro, inclusive sobre microrganismos isolados de patologias veterinarias.

v' O analogo Ctx-Ha-A3 demonstrou boas atividades antimicrobianas e
antifingicas, inclusive contra S. aureus isolado de mastite bovina.

v A constru¢do de um banco de ¢cDNAs a partir do tegumento do anuro
B. albopunctata permitiu a identificagdo de 14 precursores de PAMs, incluindo a do

PAM Hilina-al, previamente isolado dessa secre¢do cutanea.
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8. PERSPECTIVAS

A fim de caracterizar os transcritos identificados neste trabalho, recomenda-se a sintese
quimica dos respectivos peptideos e a realiza¢do de ensaios biologicos, de modo a determinar
suas propriedades.

Novos ensaios contra bactérias e fungos devem ser feitos para determinar a a¢do do
novo peptideo Figainina 2-Ba.

Os resultados expostos neste trabalho sugerem que o peptideo Ctx-Ha-A3 ¢ um forte
candidato para o desenvolvimento de medicagdo intramamaria no tratamento de mastite bovina.
A fim de alcangar esse objetivo, novos ensaios in Vitro sdo necessarios para determinar seu
modo de agdo e sua atividade sobre células epiteliais mamarias (MAC-T) e queratinécitos e

posteriormente in Vivo.
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