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Resumo

Peptideos antimicrobianos sao multifuncionais e exibem diversas propriedades
biolégicas, dentre elas destacam-se as atividades antimicrobianas e
imunomodulatérias. A visao convencional de que proteinas e peptideos possuem uma
estrutura diretamente relacionada a uma unica fungao conflita com sua capacidade de
se adaptar e desenvolver novas fungdes. A secregao cutanea de anfibios € uma fonte
rica de peptideos biologicamente ativos e anuros do género Phyllomedusa tém
chamado atencdo dos cientistas por conterem em suas secre¢des cutdneas um
verdadeiro arsenal de moléculas com propriedades antimicrobianas, antiparasitarias,
antitumorais e imunomodulatérias. O presente projeto teve como objetivo geral a
purificacdo dos peptideos dermaseptina B2 e dermatoxina presentes na secrecao
cutanea do anuro Phyllomedusa bicolor e a avaliagdo de seus efeitos na imunidade
inata. O fracionamento da secrec¢ao bruta de P. bicolor em coluna de fase reversa C1s
resultou, em média, em 42 fracbes cromatograficas, sendo que 13 destas fragcbes
exibiram atividade antimicrobiana sobre as bactérias patogénicas Escherichia coli e
Staphylococcus aureus. Andlises por espectrometria de massas e sequenciamento
quimico por degradagdo de Edman permitiram identificar os peptideos de interesse
nesse estudo (dermaseptina B2 e dermatoxina) que foram purificados e acumulados
em quantidades suficientes para a realizacdo dos ensaios imunomodulatérios sobre
neutréfilos. A dermaseptina B2 promoveu aumento na capacidade fagocitica de
neutrofilos, na producao e liberacido de NETs e exibiu propriedades quimioatraentes
sobre os neutrdéfilos. Ja a dermatoxina também se mostrou capaz de aumentar a
atividade fagocitica de neutrofilos, assim como de agir como um quimioatraente, no
entanto ndo foi capaz de promover a liberagdo de NETs pelos neutréfilos nas
condigcbes experimentais empregadas. Os efeitos imunomodulatérios sobre
neutréfilos promovidos pela dermaseptina B2 e pela dermatoxina avaliados no
presente estudo demonstram o potencial de peptideos antimicrobianos de anuros
como agentes imunomodulatérios, ampliando seu leque de atividades biolégicas e,
consequentemente, de possiveis aplicagdes terapéuticas.

Palavras-chave: Anuros, Phyllomedusa bicolor, Dermaseptina B2, Dermatoxina,

Imunidade Inata, Neutrofilos.



Abstract

Antimicrobial peptides are multifunctional and exhibit several biological properties,
including antimicrobial and immunomodulatory activities. The conventional view that
proteins and peptides have a structure directly related to a single function conflicts with
their ability to adapt and develop new functions. The cutaneous secretion of
amphibians is a rich source of biologically active peptides and anurans of the
Phyllomedusa genus have drawn the attention of scientists because they contain in
their cutaneous secretions a veritable arsenal of molecules with antimicrobial,
antiparasitic, antitumor and immunomodulatory properties. The present project had as
a general objective the purification of dermaseptin B2 and dermatoxin peptides present
in the cutaneous secretion of the frog Phyllomedusa bicolor and the evaluation of their
effects on innate immunity. Fractionation of the crude secretion of P. bicolor on a C1s
reverse phase column resulted in an average of 42 chromatographic fractions, and
13 of these fractions exhibited antimicrobial activity on the pathogenic bacteria
Escherichia coli and Staphylococcus aureus. Analyzes by mass spectrometry and
chemical sequencing by Edman degradation allowed the identification of the peptides
of interest in this study (dermaseptin B2 and dermatoxin) that were purified and
accumulated in sufficient quantities to carry out immunomodulatory assays on
neutrophils. Dermaseptin B2 promoted an increase in the phagocytic capacity of
neutrophils, in the production and release of NETs and exhibited chemoattractant
properties on neutrophils. Dermatoxin was also shown to be able to increase the
phagocytic activity of neutrophils, as well as to act as a chemoattractant, however it
was not able to promote the release of NETs by neutrophils under the experimental
conditions used. The immunomodulatory effects on neutrophils promoted by
dermaseptin B2 and dermatoxin evaluated in the present study demonstrate the
potential of anuran antimicrobial peptides as immunomodulatory agents, expanding
their range of biological activities and, consequently, of possible therapeutic
applications.

Keywords: Anurans, Phyllomedusa bicolor, Dermaseptin B2, Dermatoxin, Innate

Immunity, Neutrophils.
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1. INTRODUGAO
1.1 Anfibios

Os Anuros (sapos), Caudata (salamandras) e os Gymnophiona (cecilideos)
s80 as unicas trés ordens vivas remanescentes do grupo Amphibia (Darrel Frost,
2021). Os anfibios sdo animais ectotérmicos, com pele lisa e umida possuindo
diversas glandulas (glandulas mucosas e granulosas). Possuem comportamento
reprodutivo didico, fecundacéao ¢é interna (salamandras e cecilias) ou externa (sapos,
rés e pererecas) e sao dependentes de agua para reprodugao (Dornelles et al., 2010;
Jm & Exbrayat, 2018)

Atualmente mais de 8.300 espécies de anuros foram descritas em todo o
mundo, distribuidas em uma ampla variedade de ambientes, exceto nos podlos.
Comparado com outros continentes, a América do Sul apresenta a maior quantidade
de espécies de anuros do mundo em seus biomas (Frost, 2021).

O tegumento dos anfibios trouxe ganhos evolutivos e foi um fator importante
na transicdo entre os ambientes aquatico e terrestre. E interessante ressaltar que a
pele de anfibios funciona como uma barreira protetora para diversos agentes
externos, choques mecanicos, e um importante regulador da temperatura. A pele dos
anfibios é particularmente caracterizada por seu aparato exocrino cutdneo notavel,
com numerosas glandulas granulosas (serosas) e mucosas (Duellman et al., 2016)
As glandulas mucosas estdo principalmente associadas a respiragéo e a protecao
contra dessecacdo, enquanto as glandulas granulosas fornecem um arsenal de
compostos quimicos usados para defesa contra microrganismos oportunistas e
predadores. Essas glandulas produzem secre¢des cuja composi¢cao de substancias
quimicas pode variar de familia para familia ou de espécie para espécie (Clarke, 1997;
Rollins-Smith et al., 2005; Toledo & Jared, 1995).

A ocorréncia generalizada de glandulas granulosas nos anuros sugere uma
caracteristica primitiva. E provavel que estas glandulas, antes de produzirem toxinas,
estivessem envolvidas com o armazenamento e a condensacgao de substancias (Lima
et al.,, 2019). As glandulas granulosas secretam, por mecanismo holdcrino, uma
grande diversidade de peptideos, aminas biogénicas, esterdides e alcaldéides com um
amplo espectro de atividades bioldgicas (Qi et al., 2018; Rollins-Smith et al., 2005;
Toledo & Jared, 1995; Yacoub et al., 2020). A secre¢ao das glandulas granulosas nos

anfibios geralmente exerce um efeito nocivo ou toxico por meio do contato com a
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mucosa da boca ou com o fluxo sanguineo de uma grande variedade de vertebrados
(Bokony et al., 2016; Santos et al., 2016; Toledo & Jared, 1995).

1.2 Familia Phyllomedusidae

Os membros da familia Phyllomedusidae sao popularmente conhecidos como
filomedusas e essa denominagao € derivada do grego phyll, que significa folha, e do
grego Medousa, fazendo alusdo as massas de ovos gelatinosos depositados nas
folhnas das arvores. Foi recentemente reconhecida como uma familia e apresenta
como caracteristicas principais iris verticalmente eliptica, cintura peitoral arciferal, oito
vértebras pré-sacrais procoelosas, calcaneo e astragalo separados, cartilagens
intercalares entre as falanges terminais e penultimas e falanges terminais em forma
de garra. Sao animais com SVL (comprimento rostro-cloacal) variando de 45 mm em
Callimedusa atelopoides a 119 mm em Phyllomedusa bicolor e complemento
cromossémico 2n = 26 (Darrel Frost, 2021; Duellman et al., 2016).

A familia Phyllomedusidae apresenta atualmente 67 espécies descritas
distribuidas entre o México e a Argentina. Esta dividida em oito géneros, sendo
Phyllomedusa o que possui 0 maior numero de representantes com 16 espécies
descritas até o momento (Frost, 2021):

Phyllomedusa bahiana (Lutz, 1925)

Phyllomedusa bicolor (Boddaert, 1772);

Phyllomedusa boliviana (Boulenger, 1902)

Phyllomedusa burmeisteri (Boulenger, 1882)

Phyllomedusa camba (De la Riva, 1999)

Phyllomedusa chaparroi (Castroviejo-Fisher, Kéhler, De la Riva, and Padial, 2017)

Phyllomedusa coelestis (Cope, 1874)

Phyllomedusa distincta (Lutz, 1950)

Phyllomedusa iheringii (Boulenger, 1885)

Phyllomedusa neildi (Barrio-Amorés, 2006)

Phyllomedusa sauvagii (Boulenger, 1882)

Phyllomedusa tarsius (Cope, 1868)

Phyllomedusa tetraploidea (Pombal and Haddad, 1992)

Phyllomedusa trinitatis (Mertens, 1926)

Phyllomedusa vaillantii (Boulenger, 1882)

Phyllomedusa venusta (Duellman and Trueb, 1967)
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1.3 O género Phyllomedusa e seus compostos ativos

As espécies do género Phyllomedusa apresentam caracteres unicos: séo
sapos grandes (SVL de 130 mm em Phyllomedusa bicolor), dentes vomerinos
presentes, membrana palpebral ndo reticulada e girinos com discos orais
moderadamente pequenos orientados antero ventralmente. Estdo distribuidas na
Bacia Amazoénica, regido do Chacoan no Paraguai, do leste do Brasil ao sul do
Uruguai e nordeste da Argentina, regidao das Guianas, Trinidad e norte da Venezuela,
Cordilheira Ocidental e Vale do Magdalena na Colémbia, e extremo leste do Panama
(Duellman et al., 2016).

Dentre seus representantes estdo espécies que despertam atencdo pela
presenca de substancias biologicamente ativas em suas secregdes cutaneas,
empregadas na protecdo contra a invasao de microrganismos patogénicos
oportunistas, na defesa passiva contra ataques de animais carnivoros e ainda como
feromonios (Brunetti et al., 2016).

Os peptideos encontrados na pele da Phyllomedusa estao distribuidos em trés
grupos principais de acordo com sua atividade "primaria": peptideos antimicrobianos
(PAMs); peptideos ativos em musculos lisos e peptideos ativos do sistema
nervoso(Erspamer et al., 1981). O primeiro grupo atua como uma barreira de defesa
passiva anti-infecciosa da pele, o segundo e o terceiro grupos causam a ruptura do
equilibrio da homeostase do predador. O grupo dos peptideos antimicrobianos sao os
mais diversificados dentre os trés grupos, incluindo sete familias distintas (ou
subfamilias) de acordo com sua similaridade estrutural e atividade biolégica, sendo
elas: dermaseptinas (Mor et al., 1994), dermatoxinas (Mor & Nicolas, 1994)
Distinctinas (Batista et al., 1999), filoseptinas (Leite et al., 2005), filoxinas (Chen et al.,
2005), plasticinas (Vanhoye et al., 2003) e Skin Polypeptide YY (Mor & Nicolas, 1994).

A familia das dermaseptinas compreendem um grande numero de peptideos
policatidbnicos (ricos em residuos de lisina) com diferentes comprimentos (28-34
residuos) e com uma elevada propensao a formagao de estrutura em a-hélice em
ambientes hidrofébicos encontrados na pele de Phyllomedusa azurea, P. bicolor, P.
burmeisteri, P. distinta, P. hypochondrialis, P. oreades, P. rohdei, P. sauvagii, P.
tarsius, P. tomopterna e P. trinitatis (Nicolas et al., 2003). As dermaseptinas e seus
analogos tém atividade litica in vitro contra um amplo espectro de de microrganismos

de vida livre como a bactéria sem parede celular S. melliferum (Fleury et al., 1998),

20



bactérias Gram-negativas e Gram-positivas como Escherichia coli e Staphylococcus
aureus, respectivamente (Batista et al., 1999; Fleury et al., 1998; Mor & Nicolas, 1994;
Strahilevitz et al., 1994)); fungos como Aspergillus fumigatus (Mor & Nicolas, 1994);
protozoarios como Trypanosoma cruzi (Leite et al., 2005) e virus como HSV-1(Belaid
et al., 2002) e HIV-1 (Lorin et al., 2005)

As dermatoxinas foram identificadas nas secre¢des da pele de Phyllomedusa
bicolor, P. sauvagii e P. tarsius. Em termos estruturais sdo altamente conservadas
exibindo poucas substituicdes de aminoacidos (Chen et al., 2005). Em contraste com
as dermaseptinas, as dermatoxinas néao possuem triptofano (W) em sua composicao,
tendo, em vez disso um residuo de glicina (G) na posi¢ao 3, ou um residuo de arginina
(R) precedido por AL- ou SL- e seguido por uma sequéncia conservada de consenso
KGVG. No meio da regido C-terminal existe uma sequéncia altamente conservada
AT[G/S] VGKV[M/IIVA[S]IDQFGID]KLLQ[E]. Outra caracteristica € a presenga do
dipeptideo C-terminal -GQ na dermatoxina-B1 de P. bicolor (DRT-B1). Apresenta uma
conformacao anfipatica a-helicoidal de baixa polaridade, que imita a lipofilicidade da
membrana plasmatica de microrganismos, € membranotropico e antimicrobiano com
mecanismo de morte celular semelhante ao exibido por dermaseptinas e filoxinas
(Amiche et al., 2000; Chen et al., 2005).

O espectro de atividade antimicrobiana da dermatoxina inclui: bactérias sem
parede celular e bactérias Gram-positivas e também, embora em menor grau,
bactérias Gram-negativas. As bactéria sem parede celular Acholeplasma laylawii,
Spiroplasma melliferum, a bactéria Gram-negativa Sinorhizobium melilotie as
bactérias Gram-positivas Bacillus megaterium e Corynebacterium glutamicum
mostraram-se suscetiveis a DRT-B1, enquanto as bactérias Gram-negativas
Burkholderia cepacia, Pseudomonas aeruginosa e Salmonella typhimurium e a
bactéria Gram-positiva Staphylococcus aureus sao resistentes a DRT-B1 (Amiche et
al., 2000). O autor ainda argumenta que a maior resisténcia apresentada por bactérias
Gram-negativas contra a dermatoxina pode estar relacionada a presengca de uma

segunda membrana em seu envelope.

1.4 Phyllomedusa bicolor
A espécie Phyllomedusa bicolor (Figura 1) ocorre na América do Sul, com

ampla distribuicdo na Bacia Amazdnia no Brasil, Colémbia, Bolivia, Peru e Venezuela;
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regides guianas da Venezuela e das Guianas, possivelmente presente na regiao
oriental do Equador (Frost, 2021).

E de habito noturno, vive em florestas de mata primaria e secundaria, podendo
ser encontrada préxima a pocgas isoladas em areas planas e altas (“platés”), em
margens de riachos e igarapés. A espécie, por ser arboricola, geralmente caminha
lentamente sobre os galhos de arvores os quais ficam acima de 4 metros do chao (de
Lima & Labate, 2007). E popularmente conhecida por “Kambd” ou “Kampd” e
empregada em rituais religiosos indigenas que supostamente melhoram o sistema
imune, fortalecem as habilidades dos cacadores e até aumentam a qualidade da vida
sexual (Pantoja & de Fraga, 2012).

Também é chamada de sapo arboricola ou sapo macaco gigante, podendo
medir até 135 mm (Lescure e Marty et al., 2000). O nome do género € derivado do
Grego “phyllo”, significando folha ou folhagem, e “medousa” significando rainha ou

protetora (Caramaschi & Cruz, 2002).

Figura 1. (A) Espécime adulto de Phyllomedusa bicolor. Manaus, Brasil. Fonte: acervo
pessoal. (B) Espécime adulto de P. bicolor. Leticia, Coldmbia. Fonte: Duellman et al.,
2016.

Os indios da tribo Matses, que vivem no Peru, capturam individuos dessa
espécie para serem utilizados em um ritual no qual sdo amarrados pelas pernas e
colocados estirados sobre fogo brando. Também cospem de duas a trés vezes no
animal para que este se irrite e elimine a secregéo (Daly et al., 1992; Gordo, M, G.,
2005). Essa secregcao € mantida em palitos ou pedagos de madeira nos quais
ressecam e, posteriormente. sdo reidratados para a aplicagao da “vacina do sapo”
(Figura 2), como também é conhecida no Acre e em outros centros urbanos (Silva et

al., 2019). Os indigenas acreditam que a secregdo do Kambdé pode livra-los de
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situagbes desagradaveis, como o0 azar na caga, indisposigdes como, por exemplo, a
"preguica" (de Lima e Labate, 2007).

Mesmo tendo sido relatados alguns casos de toxicidade devido a esses rituais,
o Kambd é cada vez mais usado no Ocidente como ritual xamanico de "cura" e muitos
praticantes alegam reducédo de dor e melhora dos sintomas derivados de muitos
disturbios. A administracdo do Kambd resulta em um complexo de sintomas
semelhante a um choque anafilatico transitério. No entanto, parece que esse
complexo de sintomas ndo € causado por uma reagdo exagerada do sistema
imunoldgico a um alérgeno, mas trata-se do efeito farmacoldgico de neuro peptideos

bioativos, que provavelmente atuam sinergicamente (Hesselink & Sacerdote, 2019).

Figura 2. (A) Perereca Kambd (Phyllomedusa bicolor); (B) Modo de coleta da secrecdo da pele
de P. bicolor; (C) Aplicagdo do Kambd; (D) Marcas na pele resultantes da aplicagdo do Kambd.
Fonte: Silva et al., 2019.
1.5 A resisténcia antimicrobiana e a crise dos antibiéticos

Os antibidticos, representam uma classe de medicamentos sintetizados tanto
naturalmente como quimicamente e sdo utilizados como uma ferramenta poderosa
no combate a doencas infecciosas, desde a descoberta da penicilina de Penicillium
notatum por Alexander Fleming em 1928. O uso generalizado e sem precedentes
meédicos de antibidticos impde uma forte pressdo de selegcado para o surgimento de
resisténcia (capacidade de resistir aos efeitos de antibioticos) assumindo um forte

controle sobre o sistema de saude global no que diz respeito a resisténcia ao regime
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de medicamentos disponiveis restringindo as opgdes terapéuticas disponiveis para
tratar doencas infecciosas (Sultan et al., 2018). Estima-se que a resisténcia
antimicrobiana podera causar 10 milhées de mortes por ano até 2050 (de Kraker et
al., 2016).

Observa-se uma expansdo, nos ultimos anos, do mercado farmacéutico
mundial voltado ao emprego em diagndstico e na terapéutica de peptideos e proteinas
em formulagdes medicamentosas (Uhlig et al.,, 2014) assim, os PAMs tém sido
considerados opgdes aos antibidticos convencionais para uso contra diversos
microorganismos resistentes (Bartels et al., 2019; Giuliani et al., 2007; Moridi et al.,
2020). Estima-se que mais de 2000 peptideos antimicrobianos ja foram descobertos
e caracterizados e a maioria deles demonstrou exercer efeitos bactericidas

proeminentes (Wang et al., 2015).

1.6 Seletividade e mecanismos de agao de PAMs

Os anfibios desenvolveram uma estratégia prospera para ambientes poluidos
e degradados pela agao do homem. A secregao oriunda da pele desses animais, além
de produzir grandes quantidades de peptideos biologicamente ativos muito
semelhantes aos neuropeptideos e horménios de mamiferos, contém também um rico
arsenal de peptideos antimicrobianos (ou PAMs) citoliticos de amplo espectro
(Hesselink & Sacerdote, 2019; Lazarus et al., 1999; Severini et al., 2002; Vanhoye et
al., 2003).

Os PAMs exibem fortes interacbes com as membranas bacterianas devido a
alta densidade de cargas eletronegativas nas superficies das bactérias, resultantes
da presenca de lipopolissacarideos na parte externa da membrana plasmatica de
bactérias Gram-negativas ou acidos teicéico e lipoteicdico nas membranas

bacterianas Gram-positivas (Figura 3) (Giuliani et al., 2007; Gustafsson et al., 2010).
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Figura 3. Estrutura esquematica das paredes celulares de bactérias Gram-positivas e Gram-negativas.
(A) As paredes celulares das bactérias Gram-positivas apresentam somente uma membrana
plasmatica e uma espessa camada de peptideoglicano entremeada por acidos teicoico e lipoteicoico.

24



(B) Ja as bactérias Gram-negativas possuem membranas plasmaticas interna e externa e uma camada
fina de peptideoglicano localizada no espacgo periplasmatico entre as membranas interna e externa.
Também existe uma camada de lipopolissacarideos forrando a membrana externa. Fonte: Atanasova,
2010.

As membranas bacterianas sdo organizadas de forma que as folhas mais
externas da bicamada sao fortemente povoadas por fosfolipidios carregados
negativamente, como fosfatidilglicerol e cardiolipina (Matsuzaki, 2009). Um exemplo
extremo € a membrana interna de Staphylococcus epidermidis que apresenta ~90%
de fosfatidilglicerol em sua composicdo (Matsuzaki et al., 1996). Em contraste, o
revestimento externo das membranas de plantas e animais €& composto
principalmente por fosfolipidios zwiteridbnicos, como fosfatidilcolina e esfingomielina e
outros componentes neutros como colesterol, sendo que a maioria dos lipidios com
cabecgas carregadas negativamente se localizam no folheto interno, voltados para o

citoplasma (Zasloff, 2019).
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Figura 4. Interacdo dos PAMs catibnicos com as membranas de animais multicelulares (A) e bactérias
(B). RBC: células sanguineas vermelhas. Fonte: Kumar et al., 2018.

Baseado em dados experimentais, alguns modelos de interagbes entre os
PAMs e as membranas de bactérias foram propostos, como o modelo denominado
"carpet" (carpete) (Figura 5), segundo o qual os peptideos sao atraidos
eletrostaticamente pelas cabecas anidnicas dos fosfolipideos e se orientam em
paralelo (“no plano”) a superficie da membrana como um carpete e, ao atingirem uma
concentracao critica, inserem-se na bicamada lipidica, desestabilizando a membrana
(Bechinger, 1999; Kumar & Tolia, 2019; Pouny et al., 1992).

Outro modelo proposto € o modelo “barrel-stave” (modelo barril) (Figura 5),
segundo o qual os PAMs se orientam paralelamente a membrana e se inserem

perpendicularmente a bicamada lipidica com um lumen central semelhante a um
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barril, resultando em poros transmembrana de formagdes transitérias (Brogden, 2005;
Kumar & Tolia, 2019; Leite et al., 2005).

No modelo ‘“toroidal-pore” (poro toroidal) (Figura 5), os peptideos
antimicrobianos se inserem na bicamada lipidica induzindo-a a se dobrar
continuamente através dos poros para que o nucleo hidrofilico seja revestido por
ambos os peptideos e os grupos da cabeca lipidica (Matsuzaki et al., 1996). Ao formar
um poro toroidal, as faces polares dos peptideos se associam as cabecgas polares dos
lipidios (Yamaguchi et al., 2002). Os lipidios envolvidos nessas interagdes conectam
os dois folhetos da membrana, formando uma curva continua de cima para baixo na
forma de um orificio toroidal. O modelo do poro toroidal difere do modelo barril, pois
os peptideos estdo sempre associados aos grupos lipidicos, mesmo quando inseridos
perpendicularmente na bicamada lipidica. Os poros sédo parcialmente formados por
peptideos e pelas cabecgas polares dos fosfolipidios (Kumar & Tolia, 2019; Lei et al.,
2019)

Durante a formagao dos poros transmembrana, alguns peptideos sao
translocados para o interior das células e atingem alvos intracelulares, levando a
morte celular como resultado da inibicdo dos processos de transcricdo, tradugcao e
sintese proteica. Esse modelo é conhecido como modelo de Shai-Matzuzaki-Huang

(Kumar & Tolia, 2019; Zasloff, 2019).
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Figura 5. Representagdo esquematica dos mecanismos de acdo de peptideos antimicrobianos.
Fonte: Mwangi et al., 2019.
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1.7 Peptideos antimicrobianos de Phyllomedusa bicolor

Em revisao publicada por Azevedo Calderon et al.(2011), diversos peptideos
antimicrobianos oriundos de anuros do género Phyllomedusa foram discutidos e a
espécie Phyllomedusa bicolor foi bem citada quanto ao seu arsenal de peptideos com
variadas fungdes bioldgicas.

No trabalho realizado por Charpetier (1998) foi isolado, da secregcéo de
P. bicolor, seis peptideos com 24 a 33 residuos de aminoacidos, tendo sido
denominados dermaseptinas B1 a B6. Embora esses peptideos exibem certo grau de
diversidade estrutural, todos s&o membros da familia das dermaseptinas.
As dermaseptinas B3 e B4 mostraram-se efetivas inibindo o crescimento das
bactérias Staphylococcus aureus e Pseudomonas aeruginosa, confirmando sua
atividade antimicrobiana.

No estudo desenvolvido por Fleury et al. (1998) foi demonstrada atividade
antimicrobiana para a dermaseptina B3 sintética contra varias espécies de molicutes
(classe de bactérias que se distingue pela auséncia de parede celular) e contra
bactérias Gram-positivas e Gram-negativas, com valores de concentrag&o inibitoria
minima variando de 6,25 a 100 uM.

Amiche et al. (2000) isolaram um outro peptideo com 32 residuos de
aminoacidos da secregao de P. bicolor, denominando-o dermatoxina. Este peptideo
é bactericida. Experimentos realizados com o S. melliferum sugerem que a membrana
plasmatica € o principal alvo de agao da dermatoxina porque o peptideo promoveu
despolarizacdo do potencial de membrana. Além disso, a auséncia de alteragoes
visiveis na morfologia de B. megaterium que, por ser uma bactéria Gram-positiva, é
cercada por uma parede celular espessa, também é consistente com um mecanismo
de morte celular baseado em alteragcao da permeabilidade da membrana, em vez da
solubilizacdo da membrana promovida pelas dermaseptinas B.

Um outro PAM encontrado na secregao de P. bicolor é a filoxina, que nao é
estruturalmente homologa as dermaseptinas nem as dermorfinas/deltorfinas. Esse
peptideo exibe similaridade com peptideos antimicrobianos da pele da rad Xenopus
laevis, uma espécie de anuro distante evolutivamente de P. bicolor e também
demonstrou atividade antibacteriana (Pierre et al., 2000)

Além de PAMs, existem outros tipos de peptideos com funcgdes distintas como
descrito, por exemplo, no trabalho desenvolvido por Richter et al. (1990), onde foram

identificados, a partir de uma biblioteca de cDNAs, quatro precursores das deltorfinas
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[D-Ala?] | e Il e, a partir desses cDNAs, as sequéncias de trés peptideos opidides
relacionados a dermorfina foram preditos, sendo eles, Lys’-dermorfina-OH; Trp*,
Asn’-dermorfina-OH e um pentapeptideo sem os residuos 5 e 6 da Trp* Asn’
dermorfina-OH.

As deltorfinas e a dermorfina sdo D-aminoacido-heptapeptideos e sao potentes
agonistas de receptores para opiaceos 6 e p, respectivamente (Pierre et al., 2000).
Os dois heptapeptideos apresentaram capacidade de inibir a contracéo induzida por
estimulacao elétrica de ileo de cobaia, de maneira semelhante a observada para a
dermorfina. No caso do pentapeptideo, ele apresentou 1/10 do efeito promovido pela
dermorfina (Richter et al., 1990).

Peptideos que aumentam ou inibem a ligacdo de analogos da adenosina a
receptores cerebrais de adenosina A1 também sdo encontrados na secreg¢ao cutanea
de P. bicolor. (Daly et al., 1992) demonstraram a presenca de adenoregulina, um
peptideo natural que pode conter um ou mais residuos de D-aminoacidos (uma
ocorréncia que tem precedente em outros peptideos de anfibios), que age

estimulando a ligagcédo de agonistas a receptores de adenosina A1.

1.8 Imunidade e atividade Imunomodulatéria de PAMs

A imunidade inata (também denominada imunidade natural ou nativa) fornece
a primeira linha de defesa contra microrganismos. Ela consiste em mecanismos de
defesa celulares e bioquimicos que estdo em vigor mesmo antes da infecgéo e séo
preparados para responder rapidamente a infeccbes. Complementares a imunidade
inata, existem outras respostas imunes que sdo estimuladas pela exposicao a
agentes infecciosos e aumentam em magnitude e capacidade defensiva em cada
exposi¢cao subsequente a um microrganismo particular. Pelo fato de esta forma de
imunidade se desenvolver como uma resposta a infec¢ao e se adaptar a infecgao, ela
€ chamada de imunidade adaptativa (também denominada imunidade adquirida ou
especifica). As caracteristicas que definem a imunidade adaptativa sdo a habilidade
de distinguir entre diferentes substancias, chamada especificidade, e a habilidade de
responder mais vigorosamente a exposi¢des repetidas ao mesmo microrganismo,
conhecida como memodria (Abbas, 2012).

Os PAMs também estdo envolvidos em atividades de imunomodulagao,
estimulacdo da resposta imunoprotetora, onde desempenham papel importante

suprimindo a resposta inflamatoria (Mansour et al., 2014). Existem semelhangas nas
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organizagdes dos sistemas imunoldgicos de anfibios e mamiferos em termos das
fungdes da imunidade inata e adaptativa, genes que codificam citocinas pro-
inflamatdrias, como interleucina-1 (IL-1), IL-6, fator de necrose tumoral a (TNF-a) e
interferon-y (IFN-y) estdo presentes em ambos os genomas de anfibios e mamiferos
(Colombo et al., 2015).

Nos ultimos anos, uma série de peptideos antimicrobianos de mamiferos
provaram ter, além de atividades antimicrobianas, efeitos nas células hospedeiras,
como promogao de quimiotaxia e ativagao de leucocitos, aumentando a angiogénese,
acelerando a cicatrizagao de feridas e neutralizando produtos microbianos téxicos
(Zasloff, 2019). Esses efeitos de peptideos de defesa contra células hospedeiras em
mamiferos sdo mediados por receptores. Os receptores que medeiam os efeitos
quimiotaticos de certas defensinas e da catelicidina humana LL-37 foram identificados
como sendo os receptores de quimiocina CCR6 e de formil peptideo semelhante
(FPRL) 1, respectivamente. Uma indicagdo de que os peptideos de defesa do
hospedeiro da pele de anfibios podem estar envolvidos no controle da resposta imune
é relacionada as suas propriedades quimioatraentes (Chen et al., 2004).

Aprendemos ao longo dos anos que os anfibios compartiham com os
mamiferos 0 mesmo tipo de mecanismo imunolégico molecular e celular, incluindo
componentes dos ramos inatos e adaptativos das respostas imunolégicas (O’Rourke,
2007).

Como os PAMs sao produzidos por diversas células do sistema imunoldgico,
como neutrofilos e macrofagos, eles sdo uma das primeiras moléculas que encontram
micrébios invasores (Calis et al., 2020). Em uma infecg¢ao, € importante produzir uma
resposta imune para atrair outras células imunes e também controlar a inflamacao.
Interessantemente, alguns PAMs podem produzir uma variedade de respostas
imunes: ativagdo, atragdo e diferenciagcdo de glébulos brancos; estimulagdo da
angiogénese; reducado da inflamagao diminuindo a expressao de quimiocinas proé-
inflamatdrias; e controlar a expressao de quimiocinas e de espécies reativas de
oxigénio/nitrogénio (Haney & Hancock, 2013). A migragdo de leucocitos e outras
células para tecidos infectados ou lesados sao vitais para a defesa do hospedeiro e
a resposta da cicatrizagao de feridas. Como primeiros respondentes em situagoes
agudas fases de inflamagao, neutrdfilos rapidamente migram da corrente sanguinea

para os locais de injuria. Descobertas recentes revelaram a capacidade dessas
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células de moldar a resposta do sistema imunolégico, desempenhando um papel
importante na interface entre as imunidades inata e adaptativa (Mécsai, 2013).

Diferentes tipos de migracdo foram definidos de acordo com a migracao
ocorrendo direcionalmente ou aleatoriamente (Petrie et al., 2009). A migracao
direcionada ocorre em dire¢cdo as concentragdes crescentes de um atrator soluvel.
Esta forma de movimento é conhecida como quimiotaxia, e € essencial para o trafico
de leucdcitos, bem como a iniciagao e a persisténcia da resposta imune. A migragao
de leucocitos também pode ser ativamente dirigida contra a fonte do gradiente, que &
conhecido como fugetaxis. Esse tipo de movimento foi sugerido como um mecanismo
de regulagdo negativa da inflamagdo Migragdo aleatéria, conhecida como
quimiocinese, ocorre quando o atrator € apresentado uniformemente, e
provavelmente esta envolvido em vigilancia imunologica (Vianello et al., 2005).

Os principais mecanismos usados pelos neutréfilos para eliminar patdégenos
incluem a) fagocitose, b) liberagdo de peptideos antimicrobianos, ¢) produgao de
espécies reativas de oxigénio e nitrogénio antimicrobianos, e d) produgao de
armadilhas extracelulares de neutrofilos (NETs) (Nothan, 2006). NETs sao estruturas
frageis compostas por uma rede ramificada de filamentos de DNA decorados com
proteinas do citoesqueleto e estdo principalmente envolvidos na defesa do
hospedeiro durante infecgbes bacterianas, fungicas e infecgbes virais
(Papayannopoulos, 2018). NETs nao s6 contribuem para a eliminagao de patégenos,
mas em paralelo podem causar danos as células do espectador. Na sepse, uma
doenga infecciosa aguda sistémica com alta morbidade e mortalidade, as NETs
podem promover a sobrevida do paciente (Park et al., 2017).

O mecanismo classico de eliminacdo de microrganismos pelos neutréfilos € a
fagocitose. Apds o reconhecimento por receptores de superficie dos neutrdéfilos, os
patdgenos sdo engolfados em fagossomos e expostos a peptideos antimicrobianos,
enzimas e espécies reativas do oxigénio (EROS), que causam a morte do
microrganismo invasor. Apos a fagocitose, muitos neutrdéfilos sofrem apoptose (Park,
2003) e sao eficientemente removidos por macrofagos, assim prevenindo a liberagéo
de proteinas neutrofilicas que podem causar danos graves no tecido (Serhan & Sauvill,
2005)

Alguns exemplos de peptideos de anuros com propriedades
imunomodulatérias foram descritos, como, por exemplo a frenatina 2D, isolada de

secrecao cutanea da espécie Discoglossus sardus (Alytidae), que néo exibiu qualquer
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atividade microbicida ou hemolitica em concentracdes de até 300 yM, entretanto a
uma concentragdo de 20 pg/mL, esse peptideo aumentou a liberagdo de citocinas
pré-inflamatérias TNF-a e IL-1B, mas nao IL-6, por macrofagos peritoneais de
camundongo do tipo BALC/c (Conlon et al., 2013). Outro exemplo é a plasticina-L1,
um peptideo rico em glicina/leucina originado de pele da ré sul-americana
Leptodactylus laticeps (Leptodactylidae) similar a frenatina 2D. Ela também n&o
apresentou atividade antimicrobiana consistente, no entanto, a uma concentragéo de
20 pg/mL, foi capaz de promover a produgcao de agentes pro-inflamatorios I1L-1f3, IL-
12, IL-23 e TNF-a por macréfagos peritoneais de camundongos C57BL/6 e BALB/c
(Scorciapino et al., 2013)

Um derivado da himenocirina-1B (previamente isolada da secre¢ao da pele da
r& Hymenochirus boettgeri) foi produzido por substituicdo de varios aminoacidos por
L- ou D-lisina para aumentar a cationicidade, sem afetar a anfipaticidade, com vistas
a obtencdo de aumento da atividade microbicida, mas com menor atividade
hemolitica. O analogo [E6k, D9k] himenocirina-1B exibiu potente atividade
microbicida contra uma ampla gama de bactérias multirresistentes e mostrou-se
capaz de induzir a producgao de citocinas antiinflamatérias IL-4 e IL-10 po, enquanto
os efeitos na produgcdo de TNF-a pro-inflamatério e IL-17 ndo foram significativas
(Mechkarska et al., 2012).

1.9 Importancia terapéutica

E importante ressaltar que existem diversas opgdes terapéuticas para a
utilizacdo de PAMs, além dos seus empregos como possiveis agentes
antimicrobianos e imunomodulatérios, eles sao relacionados nas pesquisas de
agentes contra diversos tipos de cancer, como por exemplo os peptideos catidnicos
a-helicoidais (a-ACPs), os quais sao ricos em lisina e arginina, levando a presenga de
carga liquida de pelo menos +2. Esta € uma propriedade fundamental para
estabelecer e manter interagdes entre peptideos catibnicos e superficies anidnicas de
membranas celulares de cancer (Huang et al., 2012). Além desses direcionamentos,
os PAMs sao estudados como agentes terapéuticos contra parasitas, virus e fungos,

0 que os tornam especialmente versateis.
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Recentemente, PAMs com atividades de promoc¢ao de cicatrizacao de feridas
estao se tornando promissores candidatos para o desenvolvimento de novos agentes

terapéuticos (Hancock et al., 2016; Mansour et al., 2014).

A pele é o maior érgéo e sua principal fungdo € servir como uma barreira
protetora contra o ambiente externo e perda de agua. A pele consiste em duas
camadas de tecido: uma camada estratificada queratinizada epiderme e uma espessa
camada subjacente de tecido dérmico rico em colageno tecido conjuntivo fornecendo

suporte e nutricdo (Kondo & Ishida, 2010)

Além de proporcionar uma barreira estrutural, a pele contém varias células
imunes que podem ser ativadas por patdogenos invasores ou danos a pele. Umas das
células imunes mais importantes envolvidas na cicatrizagao de feridas € a macrofago,
que exibe diferentes fungdes imunoldgicas na pele, incluindo fagocitose e

apresentacao de antigenos (Werner, 2003).

As propriedades imunomoduladoras dos PAMs sao promissoras € muitos
desses peptideos sao agora conhecidos por estimular o sistema imunoldgico ao
suprimir a resposta inflamatéria. Consequentemente, o termo peptideo de defesa do
hospedeiro (HDP) é utilizado para essas moléculas, uma vez que abrange tanto a

atividade antibacteriana direta quanto sua capacidade de imunomodulacao (Figura 6).

i X&\\ . Modulagio

Morte direta da resposta imune
’1‘\\-
il PAM
W», & o
in % = PMNs \ ]
.._‘7 //‘
Alvos internos Perturbagdo da bicamada -
Monécito Linfacito
.q il Recrutamento e ativagio
D de células imunes
Ligagio especifica Perturbagao de sistemas Morte e eliminagio de Controle da
ja receptores lipidicos associados & membrana patégenos aumentadas inflamagio

Figura 6. Efeitos terapéuticos dos PAMs que podem atuar promovendo a morte direta de
microrganismos patogénicos e a ativagdo do sistema imunoldgico do hospedeiro. Fonte: Kumar et al.,
2018.

A compreensdo dos mecanismos complexos desses peptideos

imunomoduladores vem tornando-se atraente e representa uma nova via promissora
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para expandir o seu emprego terapéutico. O mecanismo de agao desses peptideos
na promogao da cura dessas feridas, assim como os seus efeitos sobre neutrofilos,
na interferéncia entre as células efetoras, e seus efeitos quimiotaticos sobre

neutréfilos e macréfagos, precisam ser melhor investigados.
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2. JUSTIFICATIVA

Os anfibios tém se tornado objeto de estudo no que diz respeito a prospecg¢ao
de peptideos antimicrobianos (Ladram & Nicolas, 2016) Anuros do género
Phyllomedusa tém chamado atencgéo dos cientistas por conterem em suas secregdes
cutaneas um verdadeiro arsenal de moléculas com propriedades antimicrobianas,
antiparasitarias, anti tumorais e imunomodulatérias (Bartels et al., 2019; Lei et al.,
2019).

Peptideos antimicrobianos possuem caracteristicas favoraveis quando se trata
de interagcbes com a membrana plasmatica de microrganismos, conferindo a essa
classe, vantagens em relagdo a morte celular destes, limitando a ocorréncia de
resisténcia antimicrobiana. Além da capacidade antimicrobiana, existem outras
aplicacdes terapéuticas nas quais os PAMs podem ser empregados, como, por
exemplo, na cicatrizagdo de feridas. Ha uma forte necessidade médica e social de
melhorar as abordagens terapéuticas para aumentar a capacidade endogena
regenerativa do tecido. A cicatrizagao de feridas cutdneas € um processo bioldgico
altamente orquestrado exigindo os esforgos colaborativos de muitos diferentes tipos
de células e eventos celulares para alcangar a restauragao do tecido. (Martin, 1997;
Minutti et al., 2017)

Nos Estados Unidos, as feridas cronicas afetam cerca de 6,5 milhdes de
pacientes. Estima-se que um excedente de US$ 25 bilhdes é gasto anualmente no
tratamento de feridas cronicas e esses valores podem crescer rapidamente devido ao
aumento dos custos de saude, envelhecimento da populacdo e aumento acentuado
na incidéncia de diabetes e obesidade em todo o0 mundo (Sen et al., 2009). O mundo
esta enfrentando um aumento na resisténcia antimicrobiana, levando a um aumento
irreversivel nas cepas de microorganismos, principalmente bactérias, que sao
resistentes. Isso se deve ao mau uso e uso excessivo de antimicrobianos em
humanos. Uma atualizagado publicada pela OMS em 13 de janeiro de 2020 mostra
que as infecgdes resistentes a medicamentos ainda sdo uma grande ameacga devido
a falta de novos antibidticos, e em 2050, sao esperadas 10 milhdes de mortes por ano
(Yacoub et al., 2020).

Embora a restauracdo de uma barreira epidérmica funcional é altamente
eficiente em condicbes fisiolégicas normais, a resposta de reparo € prejudicada
quando a ferida da pele ndo se repara em tempo habil, resultando em uma cura

retardada, feridas cronicas ou cicatriz com formagdo anormal (Eming et al., 2014),
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(Greaves et al., 2013). Um fato negligenciado € que a les&o traumatica foi uma das
principais causas de mortalidade em muitos paises (Eming et al., 2014). Os pacientes
com feridas crénicas frequentemente sofrem de doengas como diabetes e obesidade.
Isso parece ter ofuscado a importéncia das feridas por serem como um grande
problema de saude. Para além do trauma, existem milhdes de feridas cirurgicas
criadas no decurso de cuidados médicos de rotina todos os anos. O numero de
pacientes que sofrem com feridas crbnicas esta atingindo proporc¢des epidémicas e
se tornara ainda mais oneroso para os sistemas de saude (Sen et al., 2009). Dentro
desse contexto, a avaliagcao das propriedades imunomodulatérias de PAMs de anuros
tém sido um campo de estudo em expansado com vistas a se detectar agentes com
potencial terapéutico relacionados ao processo de cicatrizagao.

O nosso grupo tem se dedicado, nos ultimos anos, ao isolamento e a
caracterizacao de peptideos antimicrobianos de anuros encontrados nas secregoes
de espécies da fauna brasileira. O Brasil apresenta uma anurofauna altamente
diversificada representando uma fonte de compostos de interesse farmacolégico de
valor inestimavel. A espécie Phyllomedusa bicolor € um icone da fauna Amazénica e
sua secregao cutanea é riquissima em compostos biologicamente ativos, dentre eles
os peptideos dermaseptina B2 e dermatoxina. Por serem componentes bastante
abundantes dessa secregdo e com atividades biolégicas relevantes ja descritas,
decidimos avaliar seu potencial modulador na imunidade inata, especificamente sobre
neutréfilos humanos como uma etapa inicial antes de ampliarmos a investigagao
empregando, por exemplo, modelos de feridas cutdneas excisionais em

camundongos.
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3. OBJETIVO E METAS
3.1 Objetivo geral

Purificar os peptideos dermaseptina B2 e dermatoxina presentes na secrecao
cutanea do anuro Phyllomedusa bicolor e a avaliar seu potencial modulatério na

imunidade inata.

3.2 Metas estabelecidas

v Coletar espécimes e obtencao da secregao bruta de P. bicolor,

v Fracionar secrecao bruta de P. bicolor e purificar peptideos empregando
cromatografia liquida de alta eficiéncia em coluna de fase reversa Cis;

v Avaliar os efeitos antimicrobianos das fragbes cromatograficas de
interesse sobre as bactérias patogénicas Escherichia coli (ATCC 25922) e
Staphylococcus aureus (ATCC 25923);

v Analisar as fragcdes ativas por espectrometria de massas do tipo
MALDI-TOF;

v Purificar os peptideos dermaseptina B2 e dermatoxina;

v Avaliar os efeitos dos peptideos dermaseptina B2 e dermatoxina na

imunidade inata.
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4. MATERIAIS E METODOS
4.1 Coleta e obtencao da secrecao cutanea de Phyllomedusa. bicolor
Espécimes adultos de P. bicolor foram coletados em fragmentos de mata
secundaria, localizados no setor sul do campus universitario da Universidade Federal
do Amazonas - UFAM (Figura 7), sob a licenga de numero 68193-1 - SISBIO. A coleta
se deu no periodo chuvoso da cidade de Manaus (entre dezembro e janeiro), visto
gue o macho da espécie vocaliza um canto, para ajudar na sua reprodugao, facilitando
a coleta, pois sdo animais de habitos noturnos. A Phyllomedusa bicolor por ser o maior
exemplar do seu género, produz grande quantidade de secregao, rendendo uma boa
quantidade de material com apenas 08 individuos machos.
A secrecao cutanea foi recolhida em um recipiente estéril, apds estimulo
elétrico moderado, seguida de lavagem com agua deionizada e, posteriormente,

congelada, liofilizada e armazenada a -20°C até o momento do uso.

= Entrada da trilha

Figura 7. Entrada da trilha que leva ao local de captura dos exemplares de P. bicolor no campus
universitario da UFAM. Fonte: Google mapas.
4.2 Fracionamento cromatografico da secrec¢ao bruta de P. bicolor e purificagao
dos peptideos dermaseptina B2 e dermatoxina

Aliquotas de 10 mg da secregéao cutanea bruta de liofilizada de P. bicolor foram
dissolvidas em 1 mL de TFA 0,12% (v/v), centrifugadas a 13.000 rpm por 10 minutos.
Aliquotas de 200 pL do sobrenadante foram injetadas em coluna de fase reversa C1s

(Shimadzu VP-ODS, 4.6 x 150 mm), com fluxo de 1 mL/min. Inicialmente, a coluna
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cromatografica foi equilibrada com TFA 0,12% (v/v) (solvente A) durante 15 minutos.
Apods a aplicagdo da amostra foi realizada uma corrida padronizada com gradiente
crescente de 0-25% de TFA 0,12% (v/v) em acetonitrila (solvente B) em 5 min., de
25-45% do solvente B em 25 min. e, finalmente, de 45-70% de solvente B em 45
minutos. A eluicdo das fracbes foi monitorada ao ultravioleta nos comprimentos de
onda 216 e 280 nm. As fragdes eluidas foram manualmente coletadas em tubos de
polipropileno e, em seguida, secas a vacuo por SpeedVac e armazenadas a -20°C.
As fragbes de interesse foram recromatografadas usando a mesma coluna da
etapa anterior (Vydac VP-ODS 2122082) com as seguintes condigbes
cromatograficas: a coluna foi previamente equilibrada com solvente A e a eluigéo foi
realizada empregando-se o gradiente de 0 a 50% de solvente B em 10 minutos, de
50 a 70% de solvente B em 30 minutos, de 70 a 100% do solvente B em 35 minutos,
seguida de uma lavagem a 100% por 5 minutos. As fragdes de interesse foram
coletadas acumuladas em um unico tubo do tipo Falcon (15 mL), totalizando 90
recromatografias, secas em SpeedVac SC100 (Savant) e armazenadas a -20°C até

a realizagao dos experimentos.

4.3 Ensaios de varredura para identificagao das fragcoes com atividade
antimicrobiana

As fragdes cromatograficas obtidas com o fracionamento da secregao bruta de
P. bicolor foram utilizadas para avaliar a capacidade de inibir o crescimento de duas
bactérias patogénicas: a bactéria Gram-positiva Staphylococcus aureus (ATCC
25923) e a Gram-negativa Escherichia coli (ATCC 25922).

As bactérias foram cultivadas em 7 mL de meio Mueller-Hinton (MH),
preparado segundo informagdes do fabricante, sob agitagdo a 37°C até atingirem
densidade o6ptica (DO) em 625 nm igual a 0.08-0.1 e, em seguida, diluidas 1:10 com
MH. Finalmente, a diluicdo 1:10 foi empregada para preparar o indculo diluindo essa
suspenséo 1:20 (5 x 10° células/mL). Aliquotas secas de cada fragdo cromatografica
foram dissolvidas em 1 ml de agua Milli Q e 50 yL de cada fragdo foram transferidos
para os pogos de fundo chato e, em seguida, adicionados 50 pyL da suspensao de
bactérias. Apds 24 h de incubacédo a 37°C, a DO dos pogos foi medida a 620 nm
utilizando uma leitora de placas modelo Multiskan FC (Thermo Scientific, San Jose,
CA, EUA). Os controles para auséncia de crescimento e crescimento pleno foram,

respectivamente, formaldeido 0,8% (v/v) e agua Milli Q, ambos incubados com as
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suspensdes bacterianas. O experimento foi repetido trés vezes e cada fragao foi

testada em triplicata.

4.4 Analise por espectrometria de massas

As fragdes ativas identificadas no ensaio antimicrobiano descrito no item 4.3
foram analisadas por espectrometria de massas do tipo MALDI-TOF em equipamento
Autoflex Il (Bruker Daltonics, Alemanha). As amostras foram ressuspendidas em TFA
0,12% (v/v) em acetonitrila 50% (v/v) e 1 yL de cada amostra foi aplicado em placa
de aco inoxidavel seguido da aplicacdo de 1 pyL de matriz acido a-ciano-4-
hidroxicinamico (20 mg/mL). A matriz foi diluida em TFA a 0,12% (v/v) em acetonitrila
50% (v/v). As amostras foram analisadas no modo refletido positivo, sendo a faixa
m/z analisada de 1000 a 5000. A calibracao foi realizada com o padrao Peptide
Calibration Standard Il, contendo o0s seguintes peptideos: Bradicinina(1-
7)_[M+H]"_mono (757.399 Da), Angiotensina_| [M+H]*_mono (1046.5418 Da),
Angiotensina_Il_[M+H]*_mono (1296.6848 Da), Substancia_ P _[M+H]"_mono
(1347.7354 Da), Bombesina[M+H]"_mono (1619.8223 Da), ACTH_clip(1-
17)_[M+H]*_mono (2093.0862 Da), ACTH_clip (18-39)_[M+H]*_mono (2465.1983
Da) e Somatostatina(28) [ M+H]*_mono (3147.4710 Da).

4.5 Determinagao das estruturas primarias dos peptideos dermaseptina B2 e
dermatoxina

As estruturas primarias dos peptideos dermaseptina B2 e dermatoxina foram
determinadas por degradacado de Edman em sequenciador automatico de peptideos
modelo PPSQ-33A (Shimadzu, Japéo), de acordo com as orientagdes do fabricante.
O equipamento foi previamente calibrado com uma mistura padrdo de PTH-

aminoacidos.

4.6 Dosagem dos peptideos

Os peptideos foram dosados em espectrofotometro (Bel Photonics UV/Vis
M51) por meio da leitura das absorbancias nos comprimentos de onda 205, 215 e 225
nm (Aitken e Learmonth, 2002). Os calculos que permitiram obter a concentragao

protéica em pg/mL a partir das medidas de absorbancia estdo descritos abaixo:
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Concentracio, = Abssasne X 1000 Concentraciio; = 144 x [ Absg1sem; - ADSs3enm)]
M

Concenlragan: + Concentragdo; = Concentragao da aliguota analisada

2

O volume total do estoque de cada peptideo foi aliquotado em microtubos de

1 mL, que posteriormente foram secos a vacuo (SpeedVac SC100, Savant)

4.7 Avaliagao da capacidade imunomodulatéria dos peptideos dermaseptina B2

e dermatoxina sobre neutréfilos humanos

4.7.1 Separacao de neutréfilos

Amostras de sangue periférico foram coletados de trés doadores saudaveis em
seringa estéril e heparinizada. 12 mL de sangue foram colocados sobre gradiente de
densidade utilizando Percoll (60 % e 70 %). O sangue sobre o gradiente foi
centrifugado por 15 minutos a 1300 rpm, lavado 2x com HBSS 1X e as hemacias
foram lisadas adicionando-se 3 mL de agua Milli-Q por 25 seg seguido da adi¢do de
3 mL de HBSS 2x. Os neutréfilos foram entdo avaliados quanto a viabilidade e

quantidade na camara de Neubauer e quanto a morfologia e pureza.

4.7.2. Ativagao de neutroéfilos

Os neutréfilos foram divididos igualmente em aliquotas para analise de cinco
condigdes, sendo quatro delas estimulos simples (controle, fMLP 100 nM, PMA 107 M
e peptideo 16 pM) e uma condigdo de estimulo duplo (peptideo + fMLP).
A concentragéo da suspenséo de células foi ajustada com adigdo de HBSS com Ca?*
e Mg?" e plasma autélogo de forma que a concentracdo final de células fosse
6660 células/mL. Todas as condi¢dbes foram incubadas em ThermoMixer
(Eppendorf AG, Alemanha) a 37 °C, 350 rpm durante 1 h. Na condi¢cdo de estimulo

duplo, o fMLP foi adicionado apés 20 min de incubacdo com os peptideos.

4.7.3. Fagocitose de Saccharomyces cerevisiae

Para avaliagdo da fagocitose, as células previamente ativadas foram
aliquotadas de cada condi¢cdo e ressuspendida na presenga de Saccharomyces
cerevisiae na proporgédo de 1:5 (neutrdfilos: leveduras) e colocada em lamina para

incubagcdo em camara umida por mais 40 minutos. Finalizada a incubacao, as
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laminas foram secas e coradas utilizando o kit Pandtico rapido (Reny Lab). Para
analise, 100 células de cada pocgo foram avaliadas quanto a presencga de leveduras
no interior ou na membrana dos neutréfilos e quanto a quantidade de leveduras em
cada fagocito. O experimento foi repetido trés vezes e cada peptideo foi testado em

triplicata.

4.7.4 Avaliacao da produgao de NET-DNA

Neutrdfilos (6600 células/mL) apds incubagao com os peptideos (16 uM) foram
transferidos para pogos de uma placa escura de 96 pogos e marcados com Sytox
Green® (Invitrogen S7020). A quantificagdo fluorimétrica de NET-DNA foi realizada
em equipamento CLARIOstar® Multi-Mode Microplate Reader (BMG Labtech,
Alemanha) a cada 15 minutos durante 120 minutos (paréametros empregados
ex:485 nm/em:535 nm). As leituras foram obtidas a 37 °C como unidades arbitrarias
de fluorescéncia. O experimento foi repetido trés vezes e cada peptideo foi testado

em triplicata.

4.7.5 Avaliacao da migracao de neutréfilos em tempo real (RTCA)

A placa de invasao celular e migragao (cell invasion and migration, CIM) foi
preparada no minimo 1h antes da adi¢cdo das células (neutrofilos) e da analise no
instrumento xCELLigence RTCA-DP (Agilent). O preparo consistiu em 160 uL do
quimioatraente fMLP (N-formilmetionil-leucil-fenilalanina) para o controle positivo e
160 uL dos peptideos a serem testados a 16 uM. Para os controles negativo e branco
foram adicionados 160 uL de HBSS com Ca?* e Mg?*. A placa foi montada e entdo
adicionados mais 25 puL de HBSS com Ca?' e Mg?* no pogo superior, sem que
houvesse qualquer contato da ponteira com os eletrodos. Apds 1 hora, foi adicionado
60 pL de células (6600 células/uL) no pogo superior. Posteriormente encaixada e
programada no RTCA para avaliagdo do indice celular a cada 60 segundos pelo

periodo total de 3 horas

4.7.6 Analise estatistica

As andlises estatisticas foram realizadas no programa GraphPad Prism 7.03®.
Foirealizado o teste ANOVA de 2-vias seguido de pos-teste de Tukey para
comparagao entre todos os valores obtidos adotando um valor de significancia de
p<0,05.
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5. RESULTADOS
5.1 Coleta e obtencao da secregao cutanea de P. bicolor

Foram coletados 8 espécimes de P. bicolor que foram submetidos a
estimulacao elétrica de baixa intensidade e a secrecéo liberada dissolvida em agua
Milli Q, liofilizada e, posteriormente, pesada, obteve-se aproximadamente 50 g de

conteudo seco.

5.2 Fracionamento cromatografico da secregao bruta de P. bicolor

Aliquotas de 15 mg da secrecgao bruta de P. bicolor foram fracionadas em
coluna C1s com fluxo de 1 ml/min, obtendo-se o perfil cromatografico abaixo (Figura
8). Cada corrida cromatografica resultou, em média, em 42 fragbes que foram

coletadas manualmente.
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Figura 8. Perfil cromatografico tipico do fracionamento da secregéo cuténea bruta de P. bicolorem uma
coluna C1s (Shimadzu VP-ODS,150 x 4.6) em sistema HPLC com um fluxo de 1,0 mL/min e detecgéo
em 216 nm.
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Todas as fragdes cromatograficas coletadas foram avaliadas quanto ao seu
potencial antibacteriano e as fracdes capazes de inibir o crescimento das bactérias
empregadas nos ensaios foram submetidas a analises por espectrometria de massas
do tipo MALDI-TOF a fim de se obter as informagdes de massas moleculares dos
componentes presentes em cada fragdo de modo a se avaliar seu grau de
homogeneidade, bem como para comparagao com os dados de massas moleculares
dos peptideos ja isolados e caracterizados das secregdes de espécies do género

Phyllomedusa.

5.3 Ensaios antimicrobianos de varredura para identificagao das fragoes ativas

Nos ensaios antimicrobianos, 13 fragbes cromatograficas mostraram-se
capazes de inibir o crescimento da bactéria patogénica Gram-negativa E. coli.
As fragoes identificadas como 30, 31, 32, 33, 34, 35, 36, 37, 38, 39, 40, 41 e 42 foram
capazes de inibir completamente o crescimento de E. coli nas condigdes do ensaio.
Ao avaliar os efeitos inibitérios das fragcbes de P. bicolor sobre o patdégeno
Gram-positivo S. aureus, observou-se inibigdo consideravel a partir da fragao 21,
onde as fragdes 21, 22, 23, 24, 29, 31, 33, 37, 41 e 42 demonstraram inibigdo a partir
de 20%, no entanto, ndo atingiram 100% ficando entre 20% e 60% de inibicdo e as
fragdes 34, 36, 39 e 40, demonstraram 100% de inibicao nas condigbes empregadas

neste ensaio.

5.4 Analise por espectrometria de massas

As fragdes cromatograficas obtidas com o fracionamento da secregao bruta de
P. bicolor foram submetidas a analise por espectrometria de massas do tipo
MALDI-TOF e os componentes moleculares detectados estdo relacionados na
Tabela 1.

Tabela 1. Relagdo dos componentes moleculares detectados nas fragées cromatograficas obtidas
com o fracionamento da secrecao cutanea de Phyllomedusa bicolor.

Fracao Massas moleculares protonadas dos componentes
cromatografica presentes na secrecio cutanea de P. bicolor (Da)
1 883,169
2 877,139;1727,167
3 877,139;1727,167
4 877,076; 172,195
6 877,054; 1610,131; 1727,085
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7 855,269; 893,267; 1066,322; 1082,303; 1727,545
8 881,333; 1726,824
9 751,315; 881,455; 1727,152
10 1833,448; 1783,232; 1610,172; 994,234; 881,436
11 1727,045; 1610,084; 912,389; 828,322
12 1727,105; 1610,202; 1547,889; 1186,466
13 1726,998; 1146,459; 997,341; 827,446
14 2426,317; 2297,847; 2010,186; 1727,252;
1083,560; 842,616
15 1242,548;1255,598;2229,760;1223,491;
1691,756; 2336,015; 2207,873
16 1188,676; 2336,213; 1299,610; 825,612; 843,666
17 1207,507;1026,656; 807,422; 1252,334; 944,384;
869,540; 1610,122; 1727,084
18 945,458; 2906,933;1181,020;1223,038; 916,763
19 1384,591; 3159,318; 2204,501; 1727,045; 3166,423; 1399,662;
2189,171; 2332,912;1610,073
20 2292,971;1363,822; 2285,638; 2179,678;908,545;
2303,022; 2450,829; 2317,695
21 2501,894; 1696,153; 2436,353;2109,294; 2450,398
22 1032,780;1138,708; 1646,221; 1717,260;
1809,186; 1076,551
23 2884,448;1660,158; 2727,787; 2116,362
24 3435,808; 2221,352; 3009,176; 2736,979; 2803,841; 3279,168;
1830,133; 2367,594
25 1272,673; 1545,945; 2394,714; 3281,041
26 1041,680; 1353,992; 2909,437
27 1188,025; 1339,635;1369,032;1433,095
28 1171,630; 1336,891
29 1171,601; 1579,862; 1639,783
30 1172,406; 1180,464;1557,508
31 2568,480; 3810,186
32 1556,808; 2440,634; 3094,576
33 1540,709; 1850,772; 2322,285; 2997,815; 3181,571
34 3180,5492
35 3163,873;1775,748; 2596,67; 2735,725; 3163,873
36 2999,463; 2665,211
37 2633,256; 1998,812; 2021,41; 2037,332; 2418,350
38 2020,991; 2632,917
39 2684,107;2418,806; 2722,327; 3093,875; 3128,738; 3181,151
40 2781,272;2036,526; 3165,016
41 2418,690
472 3191,517b

aComponente de massa molecular equivalente ao peptideo dermaseptina B2.
bComponente de massa molecular equivalente ao peptideo dermatoxina.
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Identificada as massas moleculares dos componentes presentes nas fragdes
cromatograficas, foi realizada uma busca em bancos de dados procurando se
identificar os peptideos ja isolados da secregao cutanea de P. bicolor empregando-se

o banco UniProt, resultando em 19 (dezenove) peptideos descritos (Tabela 2)

Tabela 2. Relacdo de peptideos ja descritos isolados da secrecéo cuténea de Phyllomedusa. bicolor.

N° Peptideo Sequéncia (aa) Fracio Massa (Da)
. GLWSKIKEVGKEAAKAAAKAAGK

1 Dermaseptin-B2 AALGAVSEAV 34 3179.80

5 i‘l‘:tgglcg"gg‘ege“e' SCDTSTCATQRLADFLSRSGGIGS 31 2808.73

bep PDFVPTDVSANSF '
S-CGRP

3 [D-AlaZ]-deltorphins YAFWYPN 959.42
. ALWKDILKNVGKAAGKAVLNTVT

4 Dermaseptin-B4 DMVNQ 36 2996.65

5 Phylloxin GWMSKIASGIGTFLSGMQQ 1997.97

. SLGSFLKGVGTTLASVGKVVSDQF

6 Dermatoxin GKLLQAGQ 42 3191.76
: ALWKNMLKGIGKLAGQAALGAV

7 Dermaseptin-B3 KTLVGAE 2907.67

3 Dermaseptin-B6 ALWKDILKNAG(IQ(AALNEINQLVN .y 2663.48

9 Phyllomedusin QNPNRFIGLM 30 1188.61
. ALWKTIIKGAGKMIGSLAKNLLGS

10 Dermaseptin DRG3 QAQPES 3109.73

11 Dermaseptin-B5 GLWNKIKEAAS;‘?/AG LGFVN 2702.46
. GLWSNIKTAGKEAAKAALKAAGK

12 Dermaseptin DRG1 AALGAVTDAV 3151.77
. RGLWSKIKEAGKAALTAAGKAAL

13 Dermaseptin DRG2 GAVSDAV 2909.64

14 Dermaseptin-B6 ALWKDILKNAS;?ALNEINQLVN 2849.54
: AMWKDVLKKIGTVALHAGKAAL

15 Dermaseptin-B1 GAVADTISQ 35 3162.76

16 Phyllokininogen-B1 RPPGFSPFRIY 1335.71

17 Dermaseptin-like PBN2 GLVTSLIKGAGI&LSLGGLFGSVTGG 41 2416.37

18 PBN1 FLSLIPHIVSGVAALAKHLG 2042.20

19 Phylloseptin-B2 FLSLIPHIVSGVASIAKHFG 2092.18

Ao se confrontar as massas moleculares dos componentes identificados no
presente trabalho com as massas moleculares dos peptideos ja descritos para essa
secregao, foi possivel a identificacdo de 8 (oito) fragdes com componentes de massas
moleculares semelhantes a peptideos previamente descritos para essa espécie
(Tabela 3).
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Tabela 3. Relacdo dos peptideos identificados no presente trabalho com outros peptideos

ja descrito para Phyllomedusa. bicolor.

Massa
Fragcao Massa molecular molecular do
cromatografica experimental Peptideo ja peptideo de
monoprotonada descrito para P. P. bicolor
observada nesse bicolor (Da)
estudo (m/z)
31 3810.186 Skin calcitonin 3808.73
34 3180.549 Dermaseptin B2 3179.80
35 3163.873 Dermaseptin B1 3162.76
2997.015 Dermaseptin B4 2996.65
36 2665.211 Dermaseptin B6 2663.48
41 2418.690 Dermaseptin-like 2416.37
PBN2
42 3191.517 Dermatoxin 3191.76
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5.5 Determinagao das sequéncias parciais de aminoacidos dos pepitideos
dermaseptina B2 e dermatoxina

Dentre esses peptideos, as fragbes 34 e 42 foram submetidas a
recromatografia e os espectros de massas dos componentes purificados estao
apresentados nas Figuras 9 e 10, exibindo componentes com massas moleculares

equivalentes as dos peptideos dermaseptina B2 e dermatoxina, respectivamente.

A identidade desses peptideos foi confirmada por sequenciamento quimico
empregando-se degradacao de Edman, com apresentado na tabela 4. A Figura 11
apresenta o alinhamento das sequéncias completas de aminoacidos dos peptideos

dermaseptina B2 e dermatoxina.
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Figura 9. Espectro de massas (MALDI-TOF) da fragcdo 34 apods purificagao por RP-HPLC em coluna
analitica C1s. O componente de massa molecular protonada igual a 3180.549 Da corresponde ao
peptideo dermaseptina B2 presente na secregao de P. bicolor.
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Figura 10. Espectro de massas (MALDI-TOF) da fragdo 42 apoés purificagdo por RP-HPLC em coluna
analitica C1s. O componente de massa molecular protonada igual a 3191.517 Da corresponde ao
peptideo dermatoxina presente na secregéo de P. bicolor.

47



Tabela 4. Sequéncias parciais de aminoacidos da dermaseptina B2 e da dermatoxina obtidas por
degradagao de Edman.

Fracdo cromatografica Sequéncia parcial de aminoacidos
34 GLWSKIKEVG
Dermaseptina B2
42 SLGSFLKGVG
Dermatoxina

Dermaseptina B2 1 —------ GLWSK I KEVGKEAAKAAAK --AAGKAALGAVSEAV 33
- == 11l = I 1l
Dermatoxina 1 SLGSFLKGVGTTLASVGKVVSDQFGKLLQAGQ--~-------~ 32

Figura 11. Alinhamento das sequéncias completas dos peptideos dermaseptina B2 e dermatoxina.

5.6 Avaliacao da capacidade imunomodulatéria dos peptideos dermaseptina B2

e dermatoxina sobre neutroéfilos humanos

5.6.1 Separacao de neutroéfilos

O percentual de pureza obtido para os neutrofilos foi de 97,2% (Figura 12),

garantindo o adequado nivel de pureza para a execugao dos experimentos previstos.

B Neutrdfilos Qutras

Figura 12. Distribuicdo (%) de neutrdfilos apds o procedimento de separagao celular.

5.6.2 Fagocitose de Saccharomyces cerevisiae

Os resultados obtidos neste ensaio foram avaliados pela porcentagem de

neutrofilos fagocintando a levedura utilizada no experimento, Saccharomyces
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cerevisiae, conforme Figura 13, e pela quantidade de leveduras observadas no interior
dos neutréfilos, conforme Figura 14.

Observa-se que os peptideos estudados, dermaseptina B2 e dermatoxina,
apresentaram diferenga significativa em relagdo ao controle negativo utilizado
(tampao), observando aumento na porcentagem de neutréfilos fagocitando leveduras.
Entretanto, ndo houve diferenga significativa quanto ao numero de leveduras
fagocitadas por neutrofilo.

A dermaseptina B2 parece interferir com a estimulagdo da atividade fagocitica
induzida pelo fMLP, aumentando-a, enquanto a combinagcdo fMLP e dermatoxina

parece promover inibicido dessa atividade.
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0

Controle MMLP Dermaseptina B2 MLP Dermatoxina MmLP
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Dermaseptina B2 Dermatoxina
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Figura 13. Atividade fagocitica (%) dos neutréfilos. Os asteriscos indicam aumento estatisticamente
significativo na atividade fagocitica em relagéo ao controle (p<0,005).
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Figura 14. Quantidade média de leveduras (Sacharomycces cerevisae) fagocitadas por neutrdfilo.
Nao houve diferenga estatisticamente significativa no nimero de leveduras fagocitadas.

5.6.3 Avaliacao da producao de NET-DNA

A analise dos resultados dos experimentos de producdo de NET pelos
neutrofilos permitem concluir que a dermaseptina B2 é capaz de promover liberagao
de NETs pelos neutréfilos, enquanto que a dermatoxina exibiu baixa capacidade de
induzir a liberacdo de NETs com um perfil semelhante ao exibido pelo fMLP
(Figura 15).
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Figura 15. Evolugdo temporal (120 min) na liberagdo de NETs por neutréfilos com detecgéo baseada
na fluorescéncia emitida por Sytox. Condi¢des experimentais: células quiescentes - tampao (quiescent),
células na presenca de fMLP (fMLP), células na presenca de dermaseptina B2 (P2), células na
presenga de dermatoxina (P3), células na presenca de dermaseptina B2 e fMLP (P2 + fMLP) e células
na presenca de dermatoxina e fMLP (P3 + fMLP).

De modo a se avaliar se as tendéncias exibidas pelas curvas sao
estatisticamente significativas, foi realizada analise por ANOVA de 2-vias e teste de
Tukey no tempo de 30 min, podendo-se constatar que dentre os peptideos estudados,
a dermaseptina B2 (P2) promoveu aumento significativo na liberagdo de NET em

comparagao ao controle e também ao peptideo dermatoxina, conforme Figuras 16 A
e B.
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Figura 16. Analise por ANOVA de 2-vias do efeito da incubacao dos peptideos dermaseptina B2 (p2)
e dermatoxina (p3), bem como do fMLP sobre a produgéo de NETs por neutréfilos humanos. O efeito
dos peptideos moduladores p2 e p3 foi tratado como um fator e do fMLP como outro fator. Ambos
apresentam os respectivos controles de incubagdo com tampao. (A) Boxplot para visualizagao das
distribuicbes em cada condicdo, em que se observa n&o haver influéncia significativa do fator
fMLP comparado ao seu controle, porém observa-se aumento significativo da produgcao de NETs em
resposta a p2, comparado tanto ao controle quanto a p3 (p<0,001). (B) Grafico de linhas representando
a auséncia de efeito interativo da incubagéo dos peptideos dermaseptina B2 e dermatoxina sobre a
producdo de NETs por neutréfilos humanos. Nota-se que ambas as linhas seguem tendéncias
similares, o que ilustra a auséncia de interacdo mostrada no teste ANOVA de 2-vias.

5.6.4 Avaliagao da migracao de neutréfilos em tempo real (RTCA)

Os peptideos testados exibiram capacidade quimioatraente relevante em
relacdo aos controles utilizados. Observamos nesse estudo que a dermaseptina B2
(p12) na primeira hora de analise revelou um potencial quimioatraente superior ao
controle positivo (fMLP 100 nM), sendo que apdés 1 hora essa capacidade
guimioatraente decaiu, enquanto que a queda na curva do controle positivo passou a
cair mais lentamente. Também foi possivel observar que a incubacao das células na
presenca da dermaseptina B2 interferiu com a capacidade quimioatraente do fMLP
100 nM, reduzindo-a drasticamente (Figura 17).

A capacidade quimioatraente da dermatoxina também foi constatada, mas com
um efeito mais discreto e persistente, sendo também capaz de inibir a migragcao dos

neutroéfilos para o quimioatrente fMLP (Figura 18).
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Figura 17. Migragéo de neutréfilos em tempo real na presenga de fMLP e de dermaseptina B2 (P12).
Migragao das células para o tampéao (quiescent to buffer); migragéo das células para o fMLP (quiescent
to fMLP); migragdo das células incubadas com a dermaseptina B2 para o fMLP (P12 to fMLP) e
migracgao das células para a dermaseptina (quiescent to P12).
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Figura 18. Migragdo de neutrofilos em tempo real na presenca de fMLP e de dermatoxina (P13).
Migracao das células para o tampao (quiescent to buffer); migragdo das células para o fMLP (quiescent
to fMLP); migracao das células incubadas com a dermatoxina para o fMLP (P13 to fMLP) e migracao
das células para a dermatoxina (quiescent to P13).
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6. DISCUSSAO

A secrecao da espécie Phyllomedusa bicolor foi estudada primeiramente no
inicio dos anos 60 pelo grupo de pesquisadores liderados pelo professor
Vittorio Erspamer. Por meio desses estudos, constatou-se que a sua pele era uma
rica fonte de peptideos bioativos, despertando assim o interesse da comunidade
cientifica.

O método empregado no fracionamento da secrecdo cuténea bruta de
P. bicolor foi adequado ao comparar o perfil cromatografico obtido com os gerados
em outros estudos, como o estudo realizado por (de Morais et al., 2018).

No presente trabalho foram identificadas 8 (oito) fracées cromatograficas com
atividade antimicrobiana com componentes de massas moleculares equivalentes a
peptideos previamente descritos para essa espécie sendo eles os peptideos
phyllomedusina, skin calcitonina, dermaseptina B2, dermaseptina B1, dermaseptina
B4, dermaseptina B6, dermaseptina-like PBN2 e dermatoxina.

Além desses peptideos ja descritos, novos componentes com atividade
antimicrobiana foram observados em diversas fragdes cromatograficas (32, 33, 37,
38, 39, 40) demonstrando a grande diversidade de peptideos antimicrobianos
presentes nessa secre¢ao e que merecem uma investigagdo mais aprofundada.

Observou-se que, a maioria das fragcdes antimicrobianas, foram capazes de
inibir o crescimento das duas bactérias empregadas corroborando os estudos
realizados por (Charpentier et al., 1998) com as dermaseptinas, Amiche et al. (2000)
com a dermatoxina, Mor et al. (1994) com a dermaseptina B2 e com a filoxina, todos
trabalhos nos quais foram relatadas as propriedades antibacterianas dos peptideos
isolados da secregao de P. bicolor.

A inibicdo do crescimento bacteriano se da aos mecanismos que promovem
uma ruptura da membrana plasmatica de bactérias gram-positivas e gram-negativas
quando um alto conteudo de lipidios anibnicos em membranas procaridticas € uma
ligacado preferencial de peptideos catidbnicos a membranas bacterianas através de
interagdes eletrostaticas de longo alcance.

O modelo unificador Shai-Matzusaki-Huang propde: (i) que o peptideo
catidnico se liga, paralelamente ao plano da membrana, para os grupos de cabeca de
fosfolipidica e cobrem a membrana com os aminoacidos apolares penetrando

parcialmente no nucleo de hidrocarboneto de bicamada e os residuos catibnicos
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interagindo negativamente com o porgdes de fosfato carregadas dos grupos principais
de lipidios, (ii) formacao subsequente de uma hélice peptidica anfipatica; (iii) rotacéo
dos peptideos helicoidais levando a reorientacdo dos residuos hidrofébicos em
diregdo ao nucleo hidrofobico da membrana; (iv) para liberar a tensdo, uma fragéo de
os peptideos mudam sua orientacdo de paralelo para transversal, formando
fosfolipidio-peptideo misto transitério poros toroidais. (v) uma vez que um acumulo de
limite de peptideo ligado a membrana é atingido, o que pode levar a ruptura /
solubilizagdo da membrana de uma maneira semelhante a um detergente. Estes
resultados vém a somar com um numero crescente de trabalhos que tém abordado
as secregdes cutaneas de anuros como fontes de substancias com potencial anti-
infeccioso.

A maior parte desses componentes eluiram com altas concentragbes de
acetonitrila (acima de 40%) e estudos demonstram que um maior tempo de retencéo
em RP-HPLC esta associado a uma maior hidrofobicidade e, geralmente, uma carga
liquida positiva menor, resultando em um aumento da atividade hemolitica e uma
reducéo da atividade antimicrobiana dessas moléculas (Conlon et al., 2013; Kim et
al., 2004). A alta hidrofobicidade é resultado da presenca de aminoacidos apolares
como leucina (L), isoleucina (l), valina (V), metionina (M) e prolina (P) e a carga liquida
positiva esta associada ao numero de aminoacidos carregados positivamente, como
lisina (K) e arginina (R). Ao analisar as sequéncias dos peptideos escolhidos para os
testes imunomodulatérios € possivel observar que sdo compostos por um percentual
elevado de aminoacidos hidrofdbicos, justificando os tempos de reten¢ao observados
durante a corrida cromatografica, essa alta hidrofobicidade pode ser uma
desvantagem para as aplicagdes terapéuticas, no entanto, pode — se sugerir uma
nanoencapsulagao para a administracido dessas moléculas em formulacgdes futuras.

Os dois peptideos podem estar ligados a efeitos imunomodulatérios sobre
neutréfilos humanos, devido a capacidade fagocitaria, observou-se que os peptideos
estudados, dermaseptina B2 e dermatoxina, induziram aumento significativo na
atividade dos neutrofilos, sugerindo que eles induzem nesta concentragéo testada a
ativacao por parte dos neutréfilos, em contrapartida ha na literatura um peptideo que
testado em menor concentragdo, o peptideo figainina 2 isolada da Boana raniceps,
na concentracao de 8 uM, ndo promove mudanga significativa na atividade fagocitica
das células (ao contrario do efeito causado pelo ativador fMLP), sugerindo que a

atividade imunomoduladora especifica que desencadeia vias intracelulares

55



provavelmente independentes da familia de receptores formil de peptideos (Santana
et al., 2020). Espécie esta que € da mesma familia, a familia Hylidae, observa-se que
ha diferenca nas concentragdes utilizadas, devido a este motivo, sugere -se que a
nao promogao possa ter a ver também com a concentragéo.

No experimento de fagocitose, para nenhum dos peptideos ndo foi observado
uma diferenca estatisticamente significativa quanto a quantidade de leveduras por
célula.

No ano de 2004, foi descrito por Brinkmann e colaboradores uma terceira
funcao efetiva de neutrdéfilos contra microrganismos. Esta nova estratégia se refere a
capacidade dos neutrofilos de lancarem redes extracelulares compostas por
proteinas derivadas do citoplasma celular e, surpreendentemente, por DNA.
O mecanismo de extrusédo destas redes foi denominado NETose e, as redes em si,
NETs (neutrophil extracelular traps). As NETs s&o estruturas complexas, compostas
por milhares de filamentos de aproximadamente 15 nm de didmetro que se
entrelagam formando redes extracelulares (Brinkmann et al., 2004). NETs séao
estruturas de DNA e proteinas liberadas por neutrofilos em locais inflamatérios e suas
principais fungdes sdo capturar e matar patégenos (Doring et al., 2020).

A avaliacdo da producido de NETs neste trabalho demonstrou que dentre os
peptideos estudados, a dermaseptina B2, apds a avaliagao do teste de significancia
estatistica no tempo 30 minutos, promoveu aumento estatisticamente significativo,
indicando que as propriedades antimicrobianas da dermaseptina B2 podem também
envolver a eliminagédo do patégeno ao hospedeiro por meio da liberagdo de NETSs.

Os neutrofilos constituem cerca de 50 a 70% do total de leucdcitos circulantes
na corrente sanguinea e sao recrutados para o sitio de infecgdo por sinais
quimiotaticos. Inicialmente, por meio de intera¢des transitorias entre moléculas de
adesdo da familia das selectinas (presentes em células endoteliais e neutrofilos),
ocorre o rolamento pela parede do vaso sanguineo adjacente ao sitio de inflamagao.
Apos firme adesao, os neutrdéfilos realizam a diapedese, processo pelo qual migram
entre as células endoteliais para alcancar o sitio de infeccdo extravascular em que
ocorreu a resposta. Como primeiros respondentes em situagdes de inflamagéo aguda,
os neutréfilos migram da corrente sanguinea para os locais de inflamacgao.

Descobertas recentes revelaram a capacidade dessas células de moldar a resposta
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do sistema imunoldgico, desempenhando um papel importante na interface entre a
imunidade inata e adaptativa (Cano et al., 2016).

Alguns estudos avaliando as propriedades quimioatraentes tém sido descritos
para peptideos antimicrobianos de anfibios. Todos eles se relacionam com peptideos
anfipaticos formadores de a-hélices, como Drs S1 (Ammar et al., 1998) e temporina
A e seus analogos (Radzishevsky et al., 2005). Drs S1 e temporina A mostraram ser
quimiotaticos a 10 e 250 pM.

A dermaseptina B2 exibiu uma intensa atividade quimioatraente na primeira
hora de incubacédo com os neutrdéfilos em relacéo ao ativador fMLP. Ja a dermatoxina
também se mostrou quimioatraente, mas com um perfil de atracdo distinto, mais
discreto e persistente. Outro efeito interessante foi a capacidade dos dois peptideos
(dermaseptina B2 e dermatoxina) em interferir com a capacidade quimioatraente do
fMLP.

Os nossos resultados com a dermaseptina B2 se assemelham com os
resultados obtidos no trabalho desenvolvido por (Auvynet et al., 2008), onde a
dermaseptina DRS-S9 demonstra atividade quimiotatica. No trabalho realizado pelo
mesmo autor, a Dermaseptin DA4 (DRS-DA4) de um sapo mexicano a Paquimedusa
dacnicolor, onde demonstrou atividade quimiotatica e bactericida, sugerindo que o
efeito quimiotatico foi mediado pelo receptor acoplado a proteina G de baixa afinidade
para FPRL-1, recentemente relatado para interagir com muitos diferentes ligantes,
como fMLP, os peptideos antimicrobianos a-helicoidais LL-37 e temporina A, e 0s
peptideos amiloidogénicos Ab1-42 e DRS-S9. (Auvynet et al., 2008).

A maioria dos peptideos pertencentes dessa familia de dermaseptinas foram
identificados principalmente com base em sua atividade antimicrobiana. No entanto,
as funcbes biolégicas ndo sao bem reconhecidas podendo estar diretamente
associadas ou ndo aos patogenos. Por exemplo, a dermaseptina B2 (DRS-B2) foi
identificado pela primeira vez como um peptideo capaz de estimular a ligagéo de
agonistas dos receptores A1-adenosina (Daly et. al., 1992), e ainda mostrou aumentar
a poténcia de ligagdo de varios GPCRagonistas (Moni et al., 1995). O peptideo
insulintrépico de pele de ra (FSIP), também um membro desta superfamilia, teve
significativamente a liberacdo tardia de insulina em BRINBD responsivo a glicose das
células (Marenah et al., 2004), e a dermaseptina S1 (DRS-1) foi relatada para

estimular a atividade microbicida de poli-leucécitos morfonucleares (PMN) (Ammar et.
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al., 1998) e dermaseptina S9 (DRS-S9) para quimio atrair leucocitos PMN (Auvynet
et. al., 2008).

A quimiotaxia induzida por peptideos antimicrobianos € presumivelmente
mediada por receptores acoplados a proteina G, como pré-tratamento das células
com toxina pertussis ou fosfolipase C, fosfoinositida-3-quinase e os inibidores da Rho
quinase eliminam a migragao celular (Vongsa et al., 2009).De acordo com o peptideo
e a célula, varios receptores tém sido identificados. LL-37, os peptideos de ra
temporina A e provavelmente Drs S9, atraem células através de receptor de peptideo
formil-like-1.(Auvynet et. al., 2008).

Os efeitos imunomodulatérios sobre neutréfilos promovidos pela dermaseptina
B2 e pela dermatoxina no presente estudo demonstram o potencial de PAMs de
anuros como agentes imunomodulatorios, ampliando seu leque de atividades

bioldgicas e, consequentemente, de possiveis aplicagdes terapéuticas.
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7. Conclusao

A secrecgao cutanea de anfibios € uma fonte rica de PAMs e anuros do género
Phyllomedusa tém chamado atengao dos cientistas por conterem em suas secregoes
cutaneas um verdadeiro arsenal de moléculas com propriedades antimicrobianas,
antiparasitarias, anti tumorais e imunomodulatérias. O presente projeto teve como
objetivos gerais a purificacdo dos peptideos dermaseptina B2 e dermatoxina
presentes na secre¢ao cutanea do anuro Phyllomedusa bicolor e a avaliagao de seu
potencial modulador em neutréfilos humanos.

A dermaseptina B2 promoveu aumento na capacidade fagocitica de
neutrofilos, na producéo e liberacido de NETs e exibiu propriedades quimioatraentes
sobre os neutrdfilos. Ja a dermatoxina também se mostrou capaz de aumentar a
atividade fagocitica de neutrdfilos, assim como de agir como um quimioatraente, no
entanto ndo foi capaz de promover a liberacdo de NETs pelos neutréfilos nas
condi¢cdes experimentais empregadas.

A modulacdo dos neutréfilos promovidos pela dermaseptina B2 e pela
dermatoxina avaliados no presente estudo demonstram o potencial de PAMs de
anuros como agentes imunomodulatorios, ampliando seu leque de atividades

bioldgicas e, consequentemente, de possiveis aplicagdes terapéuticas.
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