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V. RESUMO

O presente trabalho descreve um modelo experimental que permite avaliar as
alteracdes nos niveis de transcricdo de RNAs, sintese e processamento de peptideos
presentes nas secrecdes cutaneas de anfibios. A partir deste modelo, foram utilizadas
ferramentas de biologia molecular em associacdo com técnicas de obtencdo de imagens
moleculares por espectrometria de massa, com o objetivo de avaliar como Hypsiboas raniceps
reage a um modelo experimental no qual anfibios sdo submetidos a diferentes tipos de
estresses (bidticos e abidticos). A utilizacdo das técnicas de biologia molecular conjugadas a
imagens de ions moleculares por espectrometria de massa permitiu as analises dos niveis de
transcricdo de diversos genes, assim como da sintese dos peptideos codificados a partir
destes, em uma mesma regido do tecido animal. Os resultados sugerem que a aplicagdo do
estimulo elétrico (estresse abibtico) promove um aumento imediato dos niveis de transcricdo
dos genes e seus respectivos peptideos antimicrobianos em H. raniceps o qual se estende por
até 36 horas, periodo no qual as glandulas granulares tornam-se carregadas de peptideos
novamente e 0s niveis de transcricdo voltam a diminuir. De forma anéloga aos dados
anteriores, a presenca de micro-organismos (Estresse biotico) na pele de H. raniceps parece
estimular o sistema imune inato de defesa ao promover o aumento dos niveis de transcricdo
dos genes que codificam peptideos antimicrobianos. Sob condicbes experimentais
complementares as anteriores, anfibios submetidos ao contato tépico com os antibiéticos,
oxacilina, gentamicina e ampicilina, apresentaram niveis de expressdo génica superiores
aqueles dos anfibios que foram expostos unicamente a micro-organismos. O modelo
experimental proposto apresenta-se como uma estratégia alternativa para estudos de analise

da expressao diferencial de peptideos em tecidos bioldgicos.



V. ABSTRACT

The present work describes a strategy for in situ identification of antimicrobial peptides
present in frog skin, their respective RNA transcription levels and peptide synthesis variation
analysis. The chosen experimental model is based on molecular biology and imaging mass
spectrometry (IMS) techniques to investigate the antimicrobial peptide skin composition of
Hypsiboas raniceps when the anuran is submitted to biotic and abiotic stress. Under a mild
electrical shock stimulation high transcriptional levels of RNA encoding antimicrobial peptides
can be observed for 36 hours, only after that antimicrobial peptides ions are detected by IMS
experiments whereas the transcriptional levels decrease. When the animals are exposed to
pathogenic microorganisms (biotic stress) there is an evident increase in gene expression levels
leading to a corresponding increment on antimicrobial polypeptide content in the skin. In a
complementary experiment, frogs were washed with an antibiotic solution, containing oxacillin,
gentamicin and ampicilin. Under this conditions superior RNA expressions levels than the
previous experiments were observed suggesting that the microorganism-based molecules that
composed the antibiotic solution may have triggered the defense mechanism more efficiently.
The experimental model introduced here represents an alternative strategy for differential gene

expression analysis and peptides identification directly on biological tissue.



1. INTRODUCAO

1.1. A PELE DOS ANFIBIOS

A classe Amphibia abrange trés ordens: Anura (sapos, ras e pererecas), Caudata
(salamandras) e Gymnophiona (cecilias ou cobras-cegas) (DUELLMAN e TRUEB, 1994).
Existem 6433 espécies de anfibios descritas em todo o mundo (Amphibian Species of the
World - http://research.amnh.org/vz/herpetology/amphibia/ - acessado em 25 de Janeiro de
2010). No territério brasileiro, sdo 849 espécies descritas, das quais 821 pertencem a ordem
Anura (Sociedade Brasileira de herpetologia - http://www.sbherpetologia.org.br/). A pele dos
anfibios € um érgao que desempenha papéis importantes e imprescindiveis para a manutencéo
fisiolégica normal destes organismos. Entre estes, destacam-se: a respira¢do, o transporte de
agua e solutos, a regulacdo osmoética, a regulacdo da temperatura corporal e a defesa contra
predadores e micro-organismos (SEBBEN et al.,, 1993). A defesa contra micro-organismos
patogénicos € importante porque a pele desses animais € um ambiente favoravel para o
crescimento de bactérias e fungos (TOLEDO e JARED, 1995). Existem dois tipos de glandulas
na pele da maioria dos anfibios: glandulas mucosas e glandulas granulares (Figura 1). As
glandulas mucosas, menores e em maior nimero, Sao responsaveis por manter a pele tmida e
escorregadia por meio da secre¢do de mucinas. As glandulas granulares, por outro lado, sé&o
maiores e apresentam-se em menor nimero, as quais estdo localizadas, principalmente, na
parte dorsal da pele desses animais. As glandulas granulares séo responsaveis pela producéo,
armazenamento e liberagdo de moléculas bioativas, como peptideos antimicrobianos (TOLEDO

e JARED, 1995; DOCKRAY e HOPKINS, 1975).
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Figura 1. Corte histol6gico do tecido cutaneo dorsal de Dendropsophus minutus evidenciando glandula
mucosa (A) e glandula granular (B). A barra horizontal representa uma escala de 5 pm (Fornecido pelo
pesquisador Luciano Paulino Silva — Embrapa Cenargen).

1.2. PEPTIDEOS ANTIMICROBIANOS ISOLADOS A PARTIR DA SECRECAO
CUTANEA DE ANFIBIOS

1.2.1. CARACTERISTICAS GERAIS

A producéo de peptideos antimicrobianos em anfibios faz parte do sistema imune inato,
um mecanismo essencial de defesa em organismos multicelulares cuja funcéo é agir como a
primeira barreira de prote¢éo contra o ataque e proliferacdo de micro-organismos patogénicos
(BROWN E HANCOCK, 2006). A estrutura primaria dos primeiros peptideos isolados a partir da
secrecdo de anfibios foi determinada por CSORDAS E MICHL (1969) enquanto estudavam as
toxinas do anfibio Bombina variegata. No entanto, a atividade antimicrobiana desses peptideos
ainda ndo havia sido caracterizada. ZASLOFF (1987) foi o primeiro a descrever a atividade
antimicrobiana de peptideos caracterizados a partir da secrecdo cutanea de anfibios.

Estudando a espécie Xenopus laevis, 0 autor isolou, caracterizou e determinou a atividade
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antimicrobiana de dois peptideos, nomeados de Magainina 1 e Magainina 2. Desde entdo, ja
foram caracterizados centenas de peptideos antimicrobianos, isolados a partir da secregcéo
cutnea de varias espécies de anfibios. Tais peptideos possuem atividade contra um amplo
espectro de patdégenos microbidticos e estdo agrupados em, pelo menos, 26 familias distintas

(Antimicrobial Peptide Database - http://aps.unmc.edu/AP/main.php - acessado em 25 de

janeiro de 2010).

Os peptideos antimicrobianos isolados a partir da secrecdo cutanea de anfibios
possuem uma grande diversidade em estrutura primaria. No entanto, a maioria desses
peptideos compartilha caracteristicas fisico-quimicas comuns, como: carga positiva, devido,
principalmente, a presenca de residuos catibnicos em sua estrutura primaria; tamanho
pequeno, com peptideos apresentando entre 10-50 residuos de aminoacidos; e estrutura
tridimensional em forma de a-hélice anfipatica quando estdo em meio apolar (NICOLAS et al.,
2003). Especula-se que essas caracteristicas fisico-quimicas, comuns aos peptideos
antimicrobianos de anfibios, sejam essenciais para a sua acdo na inibicdo do crescimento de
bactérias gram-positivas e gram-negativas, fungos, assim como, protozoarios (MAGALHAES et
al., 2008; BRAND et al., 2006; LEITE et al, 2005; SHAI, 2002; GIANGASPERO et al., 2001;

SHAI, 1999; WIEPRECHT et al., 1997;).

A desestabilizacdo de membranas biologicas tem sido considerada 0 mecanismo pelo
qual os peptideos antimicrobianos exercem sua fung&o, agindo como detergentes, ou formando
poros (MEINCKEN et al., 2005; MECKE et al., 2005). No entanto, evidéncias sugerem que tal
desestabilizagdo pode ser apenas um dos mecanismos pelos quais 0s peptideos
antimicrobianos agem (SAHL et al., 2005). De qualquer forma, a interacao entre os peptideos
antimicrobianos e as membranas biolégicas alvo €, aparentemente, imprescindivel para a acédo

destes.
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1.2.2. SINTESE DE PEPTIDEOS ANTIMICROBIANOS EM ANUROS

Os peptideos antimicrobianos presentes na secrecdo cutdnea de anfibios séo
sintetizados e processados a partir da traducdo de um RNA mensageiro caracteristico o qual
contém regides altamente conservadas entre aqueles pertencentes as familias Hylidae e
Ranidae, principalmente (NICOLAS et al., 2003). Os genes responsaveis pela transcricdo de
RNAs que codificam peptideos antimicrobianos em anfibios possuem em sua estrutura pelo
menos dois éxons separados por uma regido ndo codificadora pequena (CHEN at al., 2005;
MIELE et al., 1998; VOUILLE et al., 1997). O “éxonl” codifica a sequéncia de aminoacidos que
forma a regido do peptideo sinal, assim como, os primeiros aminoacidos de uma regido que
contém varios residuos de aminoacidos carregados negativamente, conhecida como regido
acidica. O “éxon2” codifica o restante da sequéncia de aminoacidos da regido acidica e a
sequéncia de aminoacidos do que vira a ser o peptideo ativo. Dessa forma, apés o
processamento do RNA, a tradu¢cdo do RNA mensageiro nas células cutdneas dos anfibios
resulta em um pré-pré-peptideo que comunga trés regides distintas, as quais estdo
demarcadas pela presenca de sitios de clivagem enzimatica reconhecidos por serino-proteases
do tipo 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 aminoacidos, 0os quais serdo estocados nas glandulas granulares apés o
processamento (CHEN at al., 2005; TERRY et al, 1988). Alguns peptideos sofrem
modificagBes pos-traducionais, dentre as quais, a amidacdo C-terminal € a mais frequente

(PUKALA et al., 2006).

As regifes que compreendem o peptideo sinal e a regido acidica dos pré-pro-peptideos
antimicrobianos de anfibios sédo altamente conservadas entre aqueles pertencentes a

diferentes géneros, e, até mesmo, entre anfibios pertencentes a familias distintas (NICOLAS et

13



al., 2003; VANHOYE et al., 2003), em contraste com a regido do peptideo ativo, a qual pode
ser altamente varidvel entre as diferentes espécies (Figura 2). Muitos grupos de pesquisa tém
utilizado essa informacdo para caracterizar estruturas de RNAs que codificam peptideos
antimicrobianos em anfibios com o auxilio de técnicas de RT-PCR. Oligonucleotideos
especificos complementares as regides conservadas de tais RNAs sao utlizados com o
objetivo de selecionar transcritos por meio de PCR. Recentemente, Magalhdes e colaboradores
(2008) demonstraram, com o auxilio de técnicas de sequenciamento de cDNAs e
espectrometria de massa, que peptideos isolados a partir da secre¢éo cutanea de Hypsiboas
raniceps sofrem processamento proteolitico apdés a sua secrecdo na pele. Este trabalho
demonstrou que alguns peptideos com atividade antimicrobiana encontrados na pele de H.
raniceps, denominados de Raniseptinas, sofrem clivagem enzimatica em sitios especificos,
gerando fragmentos peptidicos que possuem baixa atividade antimicrobiana. Outros ensaios
bioldgicos devem ser realizados com o objetivo de investigar uma possivel funcdo desses

peptideos gerados a partir da clivagem enzimatica.
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1.3. INDUCAO DA EXPRESSAO DOS GENES QUE CODIFICAM PEPTIDEOS

ANTIMICROBIANOS

O sistema imune inato é um mecanismo de defesa evolutivamente conservado entre os
animais (JANEWAY e MEDZHITOV, 2002). Acionado quando o organismo é infectado por
patégenos, sua ativacdo acontece por meio de receptores que reconhecem moléculas
especificas presentes na superficie dos micro-organismos (HOFFMANN et al. 1999). Entre as
moléculas que podem ser reconhecidas pelo sistema imune inato, se destacam o0s
lipopolissacarideos presentes nas membranas externas de bactérias Gram-negativas,
peptideoglicanos de bactérias Gram-positivas e 1,3-p-D-Glucan presentes na superficie de
fungos (MEDZHITOV e JANEWAY, 2002). Estudos realizados em insetos demonstram que o
reconhecimento dessas moléculas pelo sistema imune inato aciona uma complexa cascata de
sinalizagéo do tipo serino-proteinase (JIANG e KANOST, 2000), a qual, em um ultimo estagio,
induz a expressao de genes que codificam fatores de transcricdo do tipo kKB (NF-kB). Estes
fatores de transcri¢cdo sao sintetizados no citoplasma e posteriormente transportados ao nucleo
celular, onde irdo interagir com a regido promotora dos genes que codificam peptideos
antimicrobianos, induzindo o aumento da taxa de transcri¢céo de tais genes (ANDERSON, 2000;
LEMAITRE e HOFFMANN, 2007). Interessantemente, em moscas do género Drosophila,
existem duas rotas de sinalizacao diferentes que levam a sintese de peptideos antimicrobianos
por meio da agdo de dois tipos de fatores nucleares de transcri¢cao distintos: DIF (dorsal-related
immunity factor) e Relish. O primeiro é ativado principalmente em resposta a infeccdes
promovidas por fungos e bactérias Gram-positivas, enquanto o segundo aquelas promovidas

por bactérias Gram-negativas (LEMAITRE et al., 1996).

SCHEINMAN e colaboradores (1995) demonstraram que glicocorticoides sdo capazes

de suprimir a sintese de peptideos antimicrobianos em células humanas por meio da inducéo
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de genes que codificam inibidores dos fatores de transcricdo, chamados I-k. Esses inibidores

(I-xB) ligam-se a NF-k presentes no citoplasma, impedindo sua entrada no nucleo celular.

No que diz respeito a indugcdo da expressdo dos genes que codificam peptideos
antimicrobianos em anfibios, foi demonstrado que a presenca da bactéria Aeromonas
hydrophila na pele de Pelophylax esculentus promove um aumento do pool de peptideos
presentes na secrecdo cutanea deste, reduzindo a proliferacdo bacteriana e controlando os
niveis de infeccdo (SIMMACO et al., 1998). MIELE e colaboradores (1998) caracterizaram a
presenca de sitios de ligacdo a fatores de transcricdo do tipo NF-kf na regido promotora do
gene que codifica as bombininas, peptideos antimicrobianos isolados a partir da secregéo
cutanea de Bombina orientalis, corroborando a hipétese de que o sistema inato de defesa é
conservado evolutivamente entre os animais. Além disso, estudos demonstram que sapos da
espécie Pelophylax esculentus, quando tratados com glicocorticéides, tornam-se
temporariamente incapazes de sintetizar peptideos antimicrobianos para a secre¢ao cutanea.
Como demonstrado em células de mamiferos, os glicocorticéides inibem a expressdo dos
genes que codificam peptideos antimicrobianos em anfibios por meio da inducéo da sintese de

I-kB, um inibidor de fatores de transcricdo do sistema imune inato (SIMMACO et al., 1997).
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2. OBJETIVOS

Determinar a estrutura de RNAs que codificam pré-pré-peptideos antimicrobianos em H.
raniceps. Avaliar os niveis de transcricdo de seus respectivos genes. Determinar a presenca e
a localizacdo de peptideos no tecido cutdneo desse mesmo anfibio. Propor um modelo
experimental no qual seja possivel analisar as variagdes dos niveis de transcricdo de genes
gue codificam peptideos antimicrobianos, assim como, de sintese de peptideos codificados por

estes, quando anfibios sédo submetidos a estresses bioticos e abidticos.
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3. JUSTIFICATIVA

Nicolas e colaboradores (2003) demonstraram por meio de andlises filogenéticas,
realizadas a partir do alinhamento de diversas sequéncias de pré-pro-peptideos pertencentes a
diferentes espécies de anfibios, que, provavelmente, os peptideos antimicrobianos encontrados
na secrecdo cutdnea de anfibios descendem de um ancestral comum presente ha,
aproximadamente, 50 milhdes de anos. No que diz respeito aos fatores externos que poderiam
estimular a producdo e posterior diversificacdo de peptideos antimicrobianos na pele dos
anfibios, SIMMACO e colaboradores (1998) demonstraram que uma bactéria isolada a partir da
pele do anfibio Pelophylax esculentus é capaz de promover o aumento da sintese de peptideos
antimicrobianos nos anfibios desta espécie, quando comparado a anfibios mantidos em
ambientes livres de micro-organismos. Esse trabalho demonstrou pela primeira vez que um
estimulo externo é importante para que ocorra a produgdo de peptideos antimicrobianos na
pele de anfibios. Este € um indicio de que a grande diversidade estrutural de peptideos
antimicrobianos encontrada nas diversas espécies de anfibios pode ser fruto de uma pressao
seletiva promovida pelas interagdes entre o animal e 0s micro-organismos presentes em seu
habitat natural. No entanto, nada se sabe a respeito do que acontece com 0s niveis de

expressao dos genes que codificam peptideos antimicrobianos especificos em anfibios quando

estes sdo submetidos a presenca de diferentes micro-organismos patogénicos ao homem.

Os peptideos antimicrobianos isolados a partir da secrecao cutanea de anfibios tém
sido considerados, potencialmente, como uma ferramenta para o desenvolvimento de futuras
drogas, por serem eficientes no combate a uma grande variedade de micro-organismos
patogénicos ao homem, inclusive contra aqueles que tém adquirido resisténcia as drogas de
uso convencional (CONLON et al., 2004; PRATES e BLOCH, 2000). Dessa forma, €&
importante, do ponto de vista biol6gico, estudar as interacdes que envolvem os anfibios e os

micro-organismos, buscando analisar os efeitos da presenca de micro-organismos especificos
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na expressao dos genes que codificam peptideos antimicrobianos. Este € um passo importante
para a compreensdo dos mecanismos que promoveram a diversificacdo dos peptideos

antimicrobianos presentes na secrecao cutanea de anfibios.
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4. MATERIAL

4.1. OLIGONUCLEOTIDEOS:

Todos os oligonucleotideos foram dissolvidos em agua Milli-Q de forma a obter uma
concentracao de uso igual a 10 uM. A Tabela 1 apresenta a sequéncia dos oligonucleotideos

gue possuem como alvo a regiao 3’ de RNAs ou cDNAs, assim como sua aplicacao.

Tabela 1. Oligonucleotideos utilizados complementares a regido 3’ de cDNAs/RNAs.

Oligo-dT TTTTTTTTTTTTTTT Sintese de cDNAs

(15) visando PCR
guantitativo

ED-dTAP GACCACGCGTATCGATGTCGACTTTTTTTTTTTTTTTT Sintese de cDNA
visando PCR

convencional

ED-AP GACCACGCGTATCGATGTCGAC PCR

Com o objetivo de determinar a estrutura de RNAs mensageiros que codificam
peptideos antimicrobianos em H. raniceps, oligonucleotideos degenerados foram desenhados e
sintetizados. O desenho dos oligonucleotideos foi feito com base na constituigdo dos
nucleotideos que compde a regido codificadora do peptideo sinal de pré-pro-peptideos
antimicrobianos de anfibios anuros da familia Hylidae, cujas sequéncias dos cDNAs
correspondentes encontram-se depositados em bancos de dados. A Tabela 2 apresenta as

sequéncias dos oligonucleotideos em questéo.
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Tabela 2. Oligonucleotideos degenerados complementares a regidao 5’ de cDNAs que codificam peptideos
antimicrobianos em Hylideos.

Sequéncia (5’ - 3))

'PPS-1  ATG GCT TTC CTG AAR AAR TCB CTT TTY CTT GTACTATTC CTT GS
PPS-1A ATG GCT TTC CTG AAG AAA TCT CTT TTC CTT GTA CTATTC CTT GG
PPS-2 ATG GCT TTC CTG AAR AAR TCB CTT TTY CTT GTATTA TTT CTC GG
PPS-2A ATG GCT TTC CTG AAG AAA TCT CTT TTC CTT GTATTATTT CTC GC

4.2. MEIOS DE CULTURA PARA CRESCIMENTO DE MICRO-ORGANISMOS:

Todos os meios de cultura foram autoclavados por 20 minutos a 120 °C , apés

solubilizar os reagentes em agua Milli-Q.

Meio LB (Luria-Bertani)

Peptona de caseina — 1,0% (p/v)
Extrato de levedura — 0,5% (p/v)
NaCl — 1,0% (p/v)

pH ajustado para 7,0 com NaOH

Para meio LB sélido (LB — Agar) é adicionado Agar bacteriol6gico — 1,5% (p/v)

Meio Minimo (MM)

Fosfato de potassio bibasico 0,627% (p/v)
Fosfato de potassio monobésico 0,191% (p/v)
Nitrato de so6dio 0,501% (p/v)

Sulfato de magnésio 0,099% (p/v)

Sulfato ferroso 0,014% (p/v)

Glicose 8,0% (p/v)
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Meio SOC

Peptona — 2,0% (p/v)

Extrato de levedura — 0,5 % (p/v)

NaCl 1M — 1% (v/v)

KCl 1M — 0, 25% (V/v)

Agua Milli-Q — 98 ml

Apébs a autoclavagem, adicionar:

Mg+ 2M — 1% (v/v)

Glicose 2M (filtrado) — 1% (v/v)

Filtrar a solucao final em membrana biol6gica contendo poros com espessura igual a

0,22 ym (Millipore).
MEIO PARA CULTURA DE FUNGOS (Aspergillus nidulans)

KKMg 10X — 100 mL

NaNO; 7M — 10 mL

Agar — 15 g (em caso de meio sélido)
Agua Milli-Q — 1000 mL

Apés autoclavagem, adicionar:
Glicose 20% — 50 mL

Lisina (200 mg/mL) — 1 mL

Biotina (0,2 mg/mL) — 1 mL

Timberlake* — 1 mL
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*TIMBERLAKE (Micro-elementos 1000x)

ZnS0,4.7H,O0 - 76 mM — 2,20 g

H;BO; - 178 mM -1,10g

MoCl,.4H,0 — 25 mM - 0,50 g

FeS0O,.7H,0 — 18 mM - 0,509

CoCl,.6H,O0 -7,1mM-0,17 g
CuS04.5H,0-6,4mM-0,16 g

Na;M00,4.2H,0 - 6,2 MM -0,15g
EDTA-174mM-5,0g

Dissolver na ordem acima em 80 mL de agua Milli-Q

Ajustar o pH para 6,5 utilizando KOH

Completar o volume para 100 mL e guardar a 4 °C protegido da luz.

4.3. ENZIMAS:

Platinum Tag DNA polymerase High Fidelity — 5 U/uL (Invitrogen)
ImProm Il Reverse Transcriptase (Promega)

RQ1 DNAse — 1 U/uL (Promega)
4.4. KITS COMERCIAIS UTILIZADOS:

Wizard SV Gel and PCR Clean-Up System (Promega)
pGEM-T and pGEM-T Easy vector system (Promega)
Platinum SYBR Green gPCR SuperMix-UDG with ROX (Invitrogen)

Big Dye Terminator v3.1 Cycle Sequencing kit
4.5. SOLUCAO PARA EXTRACAO DE RNA

Trizol LS Reagent — 100 mL (Invitrogen)
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4.6. SOLUCOES PARA ELETROFORESE EM GEL DE AGAROSE:
Tampao de corrida para gel de agarose (TAE) 50x:

Tris-base — 24,2% (p/v)
0,5 M EDTA — 1% (v/v)
Acido Acético Glacial —5,71% (v/v)
Agua Milli-Q - 942,9 mL

Juntar os reagentes e autoclavar a 120 °C por 20 minutos.
Tampé&o para amostra:
10X Loading Buffer (Invitrogen) — utilizado em uma concentracao final igual a 1X.
Solucdo de brometo de etidio 20.000X
Brometo de etidio — 5 mg/mL
Marcadores de massas moleculares (MM) para DNA
1 Kb Ladder (Promega) — é aplicado um volume contendo 1 ug de DNA.
100 pb DNA Ladder (Promega) — é aplicado um volume contendo 1 pg de DNA.
4.7. SOLUCOES PARA O ISOLAMENTO DE PLASMIDEOS
Solucgéo |

Glicose 20% — 4,6% (v/v)
EDTA 0,5M (pH 8) — 2% (v/v)
Tris 1M (pH 7,4) — 2,6% (v/v)

Agua Milli-Q — 454 mL
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Solucéo

NaOH 4M — 5% (v/v)
SDS (Sédio-Dodecil-Sulfato) — 1% (p/v)

Agua Milli-Q — 12,75 mL

Solucéo 1l

Acetato de Potassio 5M — 60% (v/v)
Acido acético glacial — 11,5% (v/v)

Agua Milli-Q — 28,5% (v/v)
RNAse

RNAse A — 10 U/uL

4.8. SOLVENTES PARA CROMATOGRAFIA LIQUIDA DE ALTA EFICIENCIA

(HPLC)

Solvente A (Polar) — 4gua Milli-Q contendo &cido trifluoracético (TFA) 0,1% (v/v)

Solvente B (Apolar) — acetonitrila contendo acido trifluoracético (TFA) 0,1% (v/v)
4.9. OUTRAS SOLUCOES UTILIZADAS:

Mistura de dNTPs

dATP (Promega) — 10 mM
dCTP (Promega) — 10 mM
dGTP (Promega) — 10 mM

dTTP (Promega) — 10 mM
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IPTG (Isopropil-B-D-tiogalactopiranosideo)

IPTG — 100 mM
A solucdo, preparada com agua Milli-Q, é esterilizada por filtragdo em membrana

biolégica contendo poros com espessura igual a 0,22 um (Millipore).

X-gal (5-bromo-4-cloro-3-indolil-B-D-galactose)

X-gal — 20 mg/ml (dissolvido em N,N-Dimetilformamida).

Ampicilina
Ampicilina — 1 g dissolvido em agua Milli-Q e esterilizada por filtragdo em membrana

biolégica contendo poros com espessura igual a 0,22 um (Millipore).
Oxacilina
Oxacilina/SIGMA — 100 pg/mL
Gentamicina
Gentamicina/SIGMA — 50 pg/mL
Matriz para ionizacdo de peptideos por meio de MALDI-TOF/MS

a-cyano-4-hydroxicinamico (05 mg/ml) dissolvida em acetonitrila/agua/3% 4&cido

trifluoroacético (5:4:1)
Mistura de peptideos para calibracdo do espectrometro de massa (TOF-TOF)

E adicionada uma solucdo de matriz para ionizac&o na proporcéo de 1/1 (v/v) a mistura

de peptideos antes da calibracao.
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Tabela 3. Mistura de peptideos utilizados para a calibragdo do espectrometro de massa.

Peptideo Massa Mono-isotépica
Bradykinin(1-7)_[M+H]+_mono 757,4
Angiotensin_II_[M+H]+_mono 1046,5
Angiotensin_I_[M+H]+_mono 1296,7
Substance_P_[M+H]+_mono 1347,7
Bombesin_[M+H]+_mono 1619,8
Renin_Substrate_[M+H]+_mono 1758,9
ACTH_clip(2-17)[M+H]+_mono 2093,1
ACTH_clip(18-39)[M+H]+_mono 2465,2
Somatostatin(28)[M+H]+_mono 3147,5

4.10. MICRO-ORGANISMOS UTILIZADOS

Tabela 4. Linhagens de micro-organismos utilizados.
Escherichia coli DH5a
Escherichia coli ATCC 25922
Staphyloccocus aureus ATCC 25923
Aspergillus nidulans PAO-1 (biAL;pyrG89::pAO4-
2;lysB5;fwAl;uaY9) Andrade et al (2000)

MGG 263:966-977




5. METODOS

5.1 LICENCAS E AUTORIZACOES

O projeto foi submetido e aprovado pelo Comité de Etica do Uso Animal da
Universidade de Brasilia (UnBDOC n° 29077/2009). Os animais necessarios a execuc¢do deste
projeto foram capturados conforme permissao legal (Licenca numero: 17851-1) cedida pelo
Instituto Brasileiro do Meio Ambiente (IBAMA) apds submissdo e aprovacdo do projeto de

pesquisa.
5.2.  CAPTURA DOS ANIMAIS:

Os anfibios foram capturados manualmente durante o periodo noturno, sendo
localizados por meio dos sons emitidos durante a vocalizacdo. ApOs a coleta, e durante o
transporte, os anfibios foram colocados individualmente em recipientes plasticos (20 x 15 cm)
contendo agua. Amostras das folhagens presentes no local da coleta também foram colocadas
nos recipientes para forrar o fundo destes. Anfibios da espécie Hypsiboas raniceps foram
coletados em vegetacédo do tipo bioma cerrado, nas proximidades do municipio de Flores (GO).

Todos os anfibios eram do sexo masculino.
5.3. OBTENCAO DA SECRECAO:

A secrecao cutanea dos anfibios foi adquirida com o método n&o invasivo e néo letal de
estimulacao elétrica (6 V) a qual foi realizada em duas etapas com duragéo de 30 segundos de
estimulo. O material foi coletado com agua Milli-Q em tubos de 50 mL mantidos em gelo. Apos
obtencdo da secrecdo, as amostras foram filtradas (filtros Millipore) e imediatamente

congeladas para liofilizagéo.
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5.4. DETERMINACAO DA CINETICA DE EXPRESSAO DOS GENES QUE

CODIFICAM PEPTIDEOS ANTIMICROBIANOS APOS ESTIMULO ELETRICO:

Anfibios da espécie H. raniceps foram separados em oito grupos experimentais
compreendidos por trés animais, cada. Todos os animais foram submetidos previamente a
extracdo/coleta da secrecao cutdnea com o objetivo de depletar o conteudo peptidico de suas
glandulas granulares localizadas na pele. Os animais foram colocados juntos em cativeiro e
separados em grupos experimentais, compreendidos por dois animais cada. Apds periodos de
tempos pré-determinados, as peles dos animais foram isoladas. Os tempos experimentais
foram: 0 hora ap0s a extragdo da secrecao cutanea, 12 horas, 24 horas, 36 horas, 48 horas, 72
horas, 96 horas e 120 horas. Dois grupos controles foram constituidos por trés animais que néo
foram submetidos a extracdo da secrecdo cutanea. Os animais do grupo controle | sofreram os
mesmos procedimentos executados nos grupos experimentais antes do inicio dos
experimentos, ao passo que, os do grupo controle Il sofreram 0os mesmos procedimentos no
tltimo dia de experimentos. Os tecidos cutaneos isolados foram utilizados para extragdo do
RNA total visando experimentos de expressao relativa de genes por meio de PCR quantitativo -
porcdo esquerda do tecido - e para andlise dos componentes moleculares por meio de
espectrometria de massa (MALDI — Imaging) - porcdo direita do tecido. As secre¢des cutaneas
obtidas foram guardadas para analises futuras visando a purificacdo e ao seqiienciamento de

peptideos.

55. DETERMINACAO DOS NIVEIS DE EXPRESSAO DE GENES INDUZIDOS

POR MICRO-OGANISMOS:

Vinte e dois anfibios foram separados em seis grupos experimentais e dois grupos
controles, compreendidos por trés animais, cada (exceto 0os grupos experimentais | e Il os quais

foram compreendidos por dois animais, cada). Os animais foram colocados individualmente em
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recipientes plasticos (20 x 15 cm) previamente lavados com NaOH, enxaguados com etanol
75% e esterilizados por meio de exposi¢éo a luz ultravioleta por 20 minutos. Os animais dos
grupos experimentais foram submetidos a banhos, a cada seis horas, com 1 ml de solucdo
contendo diferentes micro-organismos. Os grupos experimentais | e IV foram banhados com
uma solucdo contendo E. coli (10° UFC/mL); os grupos experimentais Il e V com S. aureus (10°
UFC/mL) e o grupos experimentais Il e VI com solucdo contendo A. nidulans (10°
conidios/mL). Os anfibios dos grupos controle | e Il foram submetidos a banhos com 1 ml de
solucéo contendo oxacilina, gentamicina e ampicilina, nas concentra¢cdes de 100, 50 e 100
pg/ml, respectivamente, também, a cada 06 horas. Os animais dos grupos experimentais |, Il e
I, assim como os do grupo controle I, foram submetidos aos procedimentos por um periodo de
tempo igual a 12 horas, enquanto os animais dos grupos experimental 1V, V e VI, assim como
os do grupo controle Il, foram expostos aos tratamentos por 36 horas. Apés os periodos de
exposicdo, as peles dorsais dos animais de cada um dos grupos, experimentais e controle,
foram dissecadas e submetidas a extracdo de RNA total visando experimentos de expressao
relativa de genes por meio de PCR quantitativo - por¢cdo esquerda do tecido - e a analise dos
componentes moleculares por meio de espectrometria de massa (MALDI — Imaging) - por¢céo

direita do tecido.
5.6. DISSECCAO DA PELE:

Os anfibios foram eutanasiados por dupla seccdo da medula espinhal. O tecido cutaneo
dorsal foi isolado com o auxilio de pingcas e tesouras. Os tecidos dissecados visando ao
isolamento de RNA foram imediatamente congelados em nitrogénio liquido e armazenados a -

80 °C.
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5.7. IMAGEM POR ESPECTROMETRIA DE MASSA (IMS):

Apbs a disseccdo, os tecidos visando experimentos de IMS foram devidamente
esticados em laminas de vidro para secagem a temperatura ambiente. Apds a secagem, 0S
tecidos foram fixados em placa de MALDI utilizando fita adesiva dupla-face. Uma camada fina
de matriz para a ionizagédo de peptideos e proteinas foi depositada sobre os tecidos de maneira
uniforme com o auxilio de pipeta. Ap6s 60 minutos de secagem, as amostras foram submetidas
a analise em espectrébmetro de massa UltraFlex 1ll TOF/TOF (Bruker Daltonics) no modo
refletido. A varredura automatica das amostras, e a aquisicdo dos dados, foi controlada com o
software Flexlmaging (Bruker Daltonics) ajustado para rastrear as areas determinadas em
passos Unicos de 200 um, com 50 tiros sendo disparados em cada posicdo e laser com
intensidade igual, ou aproximada, a 30%. O mapeamento foi ajustado para a detecgdo dos
componentes com razdo m/z entre 600 e 5000. A calibragdo do espectrometro foi realizada
utilizando uma mistura de peptideos, cujas massas moleculares se encontram na tabela 7, da
gual foi depositada uma aliquota sobre o tecido a ser analisado. A analise das imagens obtidas
foi realizada utilizando os softwares Fleximaging (Bruker Daltonics) e BioMap, este, disponivel

no sitio: http://www.maldi-msi.org/index.php?option=com_content&task=view&id=14&Itemid=39.

5.8. ISOLAMENTO DO RNA TOTAL E SINTESE DE CDNA:

Os tecidos foram pulverizados em nitrogénio liquido com o auxilio de pistilo e cadinho.
Aproximadamente 10 mg dos tecidos pulverizados foram utilizados para a extragdo do RNA
total, utilizando o reagente Trizol (Invitrogen), de acordo com as normas do fabricante. A
integridade do RNA extraido foi verificada por meio de eletroforese em gel de agarose a 1%. O
RNA total extraido foi submetido a um tratamento com RQ1 DNAse (Promega) de acordo com
as normas do fabricante, uma nova analise em gel de agarose a 1% é realizada. O RNA total

foi, entdo, quantificado em espectrofotdmetro do tipo NanoDrop, modelo ND 1000 (Uniscience),
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e armazenado a — 80 °C. Um miligrama de RNA foi submetido a sintese de cDNA com a
enzima ImProm Il (Promega), segundo as normas do fabricante. Os cDNAs visando reacgdes de
PCR quantitativo foram sintetizados utilizando o oligonucleotideo oligo-dT (15), ao passo que,
cDNAs visando PCR cujo produto foi submetido ao seqlenciamento automatico de
nucleotideos para a determinacdo da estrutura de RNAs que codificam peptideos

antimicrobianos foram sintetizados utilizando o oligonucleotideo ED-dTAP (Tabela 1).

59. REAGCAO EM CADEIA DA POLIMERASE (PCR) E DETERMINAGCAO DA
ESTRUTURA DOS RNAS QUE CODIFICAM PEPTIDEOS ANTIMICROBIANOS

EM H. raniceps:

Oligonucleotideos degenerados foram desenhados e sintetizados com base nas
sequéncias de aminoacidos que compde a regido do peptideo sinal de pré-pro-peptideos
antimicrobianos ja descritos em anfibios (Tabela 2). Estes foram utilizados em conjunto com o
oligonucleotideo ED-AP (Tabela 1) em reagbes de PCR do tipo 3'RACE. Os cDNAs
sintetizados com o oligonucleotideo ED-dTAP foram empregados como template em reacdes
com a enzima Platinum Taq DNA polimerase (Invitrogem), segundo as normas do fabricante.
Os ciclos de temperatura foram realizados em um termociclador modelo PTC-100 (MJ
Research). Apds o pré-aquecimento das amostras a 94 °C por 2 minutos, foram realizados os

ciclos térmicos demonstrados na Tabela 5.

Tabela 5. Ciclos de temperatura para PCR.

Temperatura (°C) Tempo (s) Repeticdes
94 60

53 60 4
72 60

94 30

53 30 30
72 60

72 300 0
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Aliquotas das reacdes de PCR foram submetidas a eletroforese em gel de agarose
1,0% para analise dos fragmentos amplificados. Aqueles que apresentaram massa molecular
entre 250 e 400 pb foram isolados e purificados com Wizard SV Gel and PCR Clean-Up Sistem
(Promega), segundo as normas do fabricante. As amostras de DNA purificadas foram
submetidas a reacdo de ligacdo em vetor pGEM-T Easy (Promega), segundo as normas do
fabricante, e transfectadas em E. coli (DH5a) por meio de eletroporacdo. Apés a selecao dos
clones de interesse, os plasmideos isolados foram submetidos ao sequenciamento automatico

de nucleotideos.
5.10. ANALISE DE DNA/RNA EM GEL DE AGAROSE:

O gel de agarose foi preparado com tamp&o TAE 1X em concentracado igual a 1% (p/v).
Brometo de etideo foi adicionado em uma concentracdo igual a 0,5 pg/mL. As amostras
aplicadas no gel foram misturadas com o tampao para amostra 10X Loading Buffer (Invitrogen)
em uma concentracdo final igual a 1X e submetidas a eletroforese em tampédo TAE 1X. O

DNA/RNA foi visualizado com a utilizagdo de um transiluminador de luz ultravioleta.

5.11. RECUPERACAO DE FRAGMENTOS DE DNA A PARTIR DO GEL DE

AGAROSE:

O gel de agarose contendo o fragmento de DNA a ser recuperado foi visualizado em um
transiluminador de méo. A porcédo do gel contendo os fragmentos de interesse foi recortada e
transferida para um tubo com o auxilio de uma lamina de bisturi nova. O isolamento dos
fragmentos de DNA a partir do gel de agarose foi feito utilizando Wizard SV Gel and PCR

Clean-Up System (Promega), seguindo as normas do fabricante.
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5.12. LIGACAO DE FRAGMENTOS DE DNA EM VETOR:

Os fragmentos de DNA foram ligados em vetor pGEM-T em reacbes com concentracao
molar igual a 3:1 (inserto/vetor), utilizando pGEM-T and pGEM-T Easy vector system

(Promega), segundo o fabricante.

5.13. TRANSFECCAO DE BACTERIAS COMPETENTES POR MEIO DE

ELETROPORAGAO, E SELECAO DAS COLONIAS DE INTERESSE:

Uma aliquota de 50 pL da célula competente (E. coli — DH5a) foi descongelada em
banho de gelo e misturada com 2 — 5 pL de DNA plasmidial (1-10 ng). O tubo foi incubado em
gelo por, aproximadamente, 2 minutos. A mistura de células/DNA foi transferida para uma
cubeta de eletroporacdo (0,1 cm entre eletrodos) previamente resfriada em gelo. A
eletroporacao foi realizada em um eletroporador modelo MicroPulser (BioRad) ajustado para
transfeccdo de bactérias (ECL1). Apés a eletroporagéo, as bactérias foram suspensas com a
adicdo de 1 mL de meio SOC a cubeta. Essa solugéo foi transferida para um tubo falcon,
esterilizado, com capacidade para 15 mL, o qual foi incubado durante 60 minutos a 37 °C e 300
RPM, por meio do uso de um agitador horizontal. A selecdo dos clones foi realizada em meio
seletivo sélido (LB Agar), contendo ampicilina, X-Gal e IPTG nas concentragfes de 100 pg/mL,
40 pg/mL e 24 pg/ml, respectivamente, onde foram espalhados 50 pL da solucdo de cultura
bacteriana. Ap6s 18 horas de incubacgdo a 37 °C, as col6nias que apresentarem coloragdo
branca foram selecionadas e inoculadas em placas de 96 pocos contendo 900 uL de meio
liquido LB com ampicilina (100 pg/mL). Os inéculos foram incubados a 37 °C com rotacdo
horizontal igual a 300 RPM, por, aproximadamente, 18 horas. Apos o crescimento das colbnias,
o DNA plasmideal foi isolado, purificado e submetido ao sequenciamento automatico de

nucleotideos.
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5.14. ISOLAMENTO DE DNA PLAMIDEAL

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 centrifugacdo a 4550 G por 6
minutos;

2. O sobrenadante foi desprezado e foram adicionados 240 yL de Solucéo |
em cada poco da placa. A placa foi selada com adesivo, levada ao agitador para
solubilizar as células e submetida a centrifugagéo a 4550 G por 6 minutos;

3. O sobrenadante foi desprezado e foram adicionados 80 pL de Solucéo |
em cada poco. A placa foi selada com adesivo e levada ao agitador;

4, Foram transferidos 60 pL da suspenséo de células para uma placa com
fundo em U contendo 2,5 yL de RNAse (10 mg/mL) em cada pogo, nos quais foram
adicionados 60 pL da Solucao II;

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

6. Foram adicionados 60 pL de Solucéo Il em cada pocgo 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 minutos e, apés a remocao
do adesivo, colocada em uma estufa a 90 °C por 30 minutos;

8. Apos retirar a placa da estufa, esta foi resfriada em gelo por 10 minutos,
selada com adesivo e submetida a centrifugacéo por 4 minutos a 4550 G e 20 °C;

9. A solucéo presente na placa foi transferida para uma placa filtro de fundo
V a qual foi submetida a centrifugacéo por 5,5 minutos a 4550 G e 20 °C.

10. A placa filtro foi removida e foram adicionados 90 uL de isopropanol

100%, em cada poco da placa;
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11. A placa foi selada, agitada gentilmente e submetida a centrifugacao por
45 minutos a 4550 G e 20 °C;

12. O sobrenadante foi descartado, foram adicionados 200 uL de etanol 70%
gelado e a placa foi submetida a centrifugagdo por 5 minutos a 4550 G e 20 °C;

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

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

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

5.15. SEQUENCIAMENTO AUTOMATICO DE NUCLEOTIDEOS

Amostras de DNA plasmideal foram submetidas a reacdo de seqiienciamento com Big
Dye Terminator (Applied Biosystems), em seqienciador automatico de nucleotideos modelo
3130xI Genetic Analyser (Applied Biosystems), de acordo com o fabricante. Os
oligonucleotideos utilizados na reagdo de PCR visando o sequenciamento foram o M13

Forward Primer ou M13 Reverse Primer (Tabela 6).

Tabela 6. Oligonucleotideos para reagdo de sequenciamento.

Oligonucleotideo Sequéncia (5 - 3’)
M13 Forward Primer TGT AAA ACG ACG GCC AGT
M13 Reverse Primer CAG GAA ACA GCT ATG ACC
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5.16. CULTIVO DE MICRO-ORGANISMOS E PREPARO DAS SOLUCOES
VISANDO A  ESTIMULACAO DA SINTESE DE PEPTIDEOS

ANTIMICROBIANOS EM H. raniceps:

As cepas de Escherichia coli e Staphyloccocus aureus (ATCC 25922 e 25923,
respectivamente) foram cultivadas em meio minimo. A incubacéo foi feita por 18 horas a 37 °C
e 300 RPM, em agitador horizontal. Ap6s a proliferacdo das bactérias, foram realizadas
diluicBes seriadas a partir de uma aliquota do meio de cultura que as contém. Um volume igual
a 50 pL de cada uma das diluicdes foi espalhado em placas contendo meio LB — Agar, as quais
foram incubadas a 37 °C por 18 horas. O nimero de unidades formadoras de coldnias (CFU)
presentes nas placas apds as 18 horas foi utilizado para determinar a proporcao de diluicao
dos meios de cultura que contém as bactérias de maneira a se obter solu¢gbes de E. coli e S.
aureus contendo 10° CFU/mL. As diluicdes foram realizadas utilizando o meio minimo contendo

Biotina, Lisina e Timberlake.

Aspergillus nidulans foi cultivado a 37 °C por um periodo de tempo necessario para a
producdo de esporos (aproximadamente, sete dias). Os esporos foram recolhidos da placa de
cultura, apés serem dissolvidos em agua Milli-Q, e foram submetidos a contagem em camara
de Neubauer, apds filtracdo sob vacuo em |4 de vidro, para retirada das hifas. Foram
preparadas solucdes contendo 10° conideos/mL em meio minimo (adicionado de Biotina, Lisina
e Timberlake). As solucdes foram incubadas por 10 horas a 37 °C para promover a germinacao

dos esporos.

O meio minimo, livre de micro-organismos, foi utilizado como solucdo para o controle
negativo, na qual foi adicionada, oxacilina, gentamicina e ampicilina, nas concentracbes de
100, 50 e 100 pg/mL , respectivamente, além de Biotina, Lisina e Timberlake, nas mesmas

concentracoes utilizadas para o preparado dos meios contendo 0s micro-organismos.
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5.17. DESENHO DE OLIGONUCLEOTIDEOS PARA ENSAIOS DE PCR EM TEMPO

REAL (QPCRY):

As sequéncias nucleotidicas determinadas pelo sequenciamento automético, que
possuem a mesma estrutura daquelas que codificam pré-pro-peptideos antimicrobianos em
anfibios, foram utilizadas como modelo para o desenho e sintese de oligonucleotideos
especificos visando ensaios de expressao relativa de genes por meio de PCR em tempo real.
Para o desenho dos primers foi utilizado o programa Primer Express 3.0 (Applied Biosystems).
Como controle enddgeno foi utilizado um par de oligonucleotideos especificos que sao
complementares ao gene que codifica a proteina actina em H. punctatus (tabela 7). A estrutura
deste gene foi determinada por meio da andlise de sequéncias nucleotidicas depositadas em

uma biblioteca de ESTs, a qual se encontra ha Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia.

Foi realizado o experimento para determinacdo da eficiéncia de amplificacdo dos
oligonucleotideos sintetizados. Para isto, foram realizadas diluicbes seriadas (razdo 1:100) de
produtos de PCR obtidos a partir da amplificacdo dos insertos de interesse. As amostras foram
submetidas a ensaios de gPCR realizados em um 7500 Fast Real-Time PCR System (Applied
Biosystems), no modo Absolute quantification. Platinum SYBR Green qPCR SuperMix-UDG

with ROX (Invitrogen) foi utilizado no preparo das reagdes, de acordo com o fabricante.

Tabela 7. Oligonucleotideos especificos utilizados como controle endégeno de expressdo nos
ensaios de qPCR.

Oligonucleotideo Sequéncia (5’ - 3’)
ACTIN_PUNS3_F CCC TGT ATG CCT CTG GTC GTA
ACTIN_PUN_3 R GCG TGA GGC AGG GCA TAG
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5.18. ENSAIOS DE EXPRESSAO RELATIVA POR MEIO DE PCR EM TEMPO REAL

(QPCR):

Uma fracdo de cDNA, sintetizado com o oligonucleotideo Oligo-dT (15), foi diluida em
H,O Milli-Q (1:25). Esta solucdo foi utilizada como template nos ensaios de gPCR o0s quais
foram realizados em um 7500 Fast Real-Time PCR System (Applied Biosystems), no modo
Relative Quantification Plate. Platinum SYBR Green gPCR SuperMix-UDG with ROX
(Invitrogen) foi utilizado no preparo das reacdes, de acordo com o fabricante, em conjunto com
os oligonucleotideos especificos para transcritos de RNAs que codificam pré-pro-peptideos
antimicrobianos em anfibios. A expressdo do gene que codifica a proteina actina foi utilizada
como um normalizador. Ao término de cada reacdo, procedeu-se o ciclo de dissociacdo para
verificacdo da especificidade dos oligonucleotideos. O experimento foi realizado em triplicata.
As analises estatisticas dos resultados foram feitas de acordo com o manual sugerido pela

Applied Biosystems.
5.19. ANALISES DAS SEQUENCIAS PEPTIDICAS/NUCLEOTIDICAS:

Foi realizada uma busca por similaridades usando o programa FASTA 3 no Expasy
Molecular Server (http://ca.expasy.org/). Os alinhamentos das sequéncias obtidas foram feitos
usando Clustal W. As analises das sequéncias de nucleotideos obtidas foram realizadas

utilizando os programas EditSeq e SeqMan (DNASTAR).

40



6. RESULTADOS

6.1. DETERMINAGCAO DA ESTRUTURA DE RNAs QUE CODIFICAM PEPTIDEOS

ANTIMICROBIANOS:

Cerca de 10 mg dos tecidos pulverizados foram submetidos ao isolamento de RNA
total, utilizando o reagente Trizol (Invitrogen), cuja integridade pdde ser observada através de

analises em gel de agarose a 1% (Figura 3).

Figura 3. Analise em gel de agarose a 1% para verificagédo da integridade do RNA total isolado a partir
dos tecidos cutaneos de H. raniceps.

Apoés a sintese de cDNAs, realizada a partir do RNA total extraido, os quatro conjuntos
de primers degenerados, 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 reacbes de PCR. A partir de analises dos produtos de PCR, feitas em gel de
agarose a 1%, observou-se a presenca de fragmentos amplificados possuindo peso molecular
de vérios tamanhos (Figura 4). Fragmentos amplificados que possuiram entre 250 e 400 pb

foram isolados e purificados para clonagem em vetor pGEM-T.

41



Figura 4. Andlise em gel de agarose a 1% dos produtos de PCR obtidos a partir do cDNA de H.
raniceps utilizando os oligonucleotideos (B) PPS-1, (C) PPS-1A, (D) PPS-2 e (E) PPS-2A. (A) Marcador
de peso molecular (a seta indica o fragmento que corresponde a 400 pb).

Apoés a transfeccdo em E. coli (DH5a), para multiplicacdo dos plasmideos, estes foram
extraidos, purificados e submetidos ao sequenciamento automatico de nucleotideos, no qual,
192 clones foram sequenciados. A traducao in silico dos nucleotideos permitiu a determinacao
de 17 sequéncias nucleotidicas distintas contendo as caracteristicas estruturais dos RNAs que
codificam peptideos antimicrobianos em anfibios (Anexo I). Na Figura 5 é apresentada uma das
sequéncias caracterizadas, na qual estdo assinaladas as trés regides comuns aos pré-pro-
peptideos antimicrobianos de anfibios (peptideo sinal, regido acidica e peptideo funcional),

assim como, os sitios de clivagem para o processamento do pré-pro-peptideo.
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DNA: ATGGCTTTCCTGAAGAAATCTCTTTTCCTTGTACTATTCCTTGGAATAGTT
+l: M A F L K K 8§ L F L VvV L F L G I V

DNA: TCCCTATCCATCTGTCAAGAAGAGAAAAGAGAAGGAGAAGAAGAGGAGAAG
+41: s L 8 I C Q@ E E K R E G E E E E K

DNA: CAAGAGGAAGAAAATGAAGAGTTGAGTGAAGAAGAACTTAGAGAAAGGAGA
+1: QO E E E N E E L S E E E L R E R R

DNA: GCATTGCTTGATAAACTAAAGAGCCTTGGTAAAGTAGTTGGCAAAGTTGCT
+1: A L L D K L K S L G K VvV VvV G K vV A

DNA: ATTGGAGTTGCTCAACATTACTTGAATCCACAGCAATGATTCATAATGCAT
+41: I ¢ V A Q H Y L N P Q Q *

DNA: AATTATTAATTACGCCAGACATATAATAAAGCATATTACCCCAAAAAAAAR
+1:

PEPTIDEO SINAL Jl REGIAO ACIDICA ¢ PEPTIDEO FUNCIONAL

MAFLEKSLFLVLFLGIVSLSICQEEKR EGEEEEKQEEENEELSEEELRERR ALLDKLKSLGKVVGKVAIGVAQHYLNPQQ

Figura 5. Sequéncia nucleotidica de um cDNA que codifica um pré-pré-peptideo antimicrobiano obtido
a partir do tecido cutdneo de H. raniceps. (A) Traducéo in silico (A) e (B) destaque do oligopeptideo
traduzido. Observa-se que o oligopeptideo apresenta a estrutura cldssica comum aos pré-pro-peptideos
antimicrobianos de anfibios. As setas indicam os sitios de clivagem para processamento do peptideo.

O alinhamento das sequéncias de residuos de aminoacidos que compde 0s pré-pro-
peptideos caracterizados permitiu a separacdo destes em quatro grupos distintos que
compartilham caracteristicas estruturais similares. Dessa forma, os pré-pro-peptideos
caracterizados foram separados em quatro familias diferentes: Raniseptinas A, Raniseptinas B
(Rsp), Figaininas (Fgn) e Dissulfinas (Dsf) (Tabela 8). As sequéncias nucleotidicas que
codificam os pré-pré-peptideos caracterizados foram submetidas a uma busca por similaridade,
realizada em bancos de dados, o que permitiu concluir que estas eram inéditas, quando foram
caracterizadas. Algumas dessas sequéncias ja foram disponibilizadas na literatura em 2008
como parte de um trabalho desenvolvido por esse mesmo grupo de pesquisa, por meio da
publicacdo de um artigo cientifico (MAGALHAES et al., 2008) e, portanto, j4 se encontram

disponiveis em bancos de dados.
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Tabela 8. Alinhamento das sequéncias de aminoacidos que compdem os pré-pré-peptideos obtidos a partir
datraducéo in silico dos RNAs isolados da pele de H. raniceps.

NOME PRE-PRO-PEPTIDEO FAMILIA
Rsp -6 MAFLKKSLFLVLFLGIVSLSICEEEKREGEEEEKQEEENEELSEEELRERRALLDKLKSLGKVVGKVALGVVONYLNPRQ
Rsp -7 MAFLKKSLFLVLFLGIVSLSICEEEKREGEEEEKQEEENEELSEEELRERRALLDKLKSLGKVVGKVALGVAQHYLNPQQ
RANISEPTINAS
Rsp - 11 MAFLKKSLFLVLFLGIVSLSICEEEKREGEEEENQEEENEELSEEELRERRALLDKLKSLGKKVGEKLL---LELLNIT- A
Rsp - 12 MAFLKKSLFLVLFLGIVSLSICEEEKREGEEEEKQEEENEELSEEELRERRALLDKLKNLGKVVGKVFFGVAQHYLNPQQ
Rsp - 13 MAFLKKSLFLVLFLGIVSLSICEEEKREGEEEEKQEEENEELSEEELRERRALLDKLKSLGKVVGKVALGVVQHYLNPRQ
B P R L N R . Y
Rsp -3 MAFLKKSLFLVLFLGIVSLSICEEEKREGEEEEKQEEENEELSEEELRERRAWLDKLKSIGKVVGKVAIGVAKNLLNPQ-
Rsp -1 MAFLKKSLFLVLFLGIVSLSICEEEKREGEEEEKQEEENEELSEEELREKRAWLDKLKSLGKVVGKVALGVAQNYLNPQQ
Rsp -5 MAFLKKSLFLVLFLGIVSLSICEEEKREGEEEEKQEEENEELSEEELREKRAWLDKLKNLGKVVGKVALGVVQONYLNPRQ
RANISEPTINAS
Rsp -2 MAFLKKSLFLVLFLGIVSLSICEEEKREGEEEEKQEEENEELSEEELREKRAWLDKLKSLGKVVGKVALGVAQNYLNPQ- B
Rsp -4 MAFLKKSLFLVLFLGIVSLSICEEEKREGEEEEKQEEENEELSEEELREKRAWLDKLKSLGKVVGKVAFGVAQNYLNPRQ
Rsp -9 MAFLKKSLFLVLFLGIVSLSICEEEKREGEEEEKQEEENEELSEEELRERRAWLDKLKSIGKVVGKVAIGVAKNFLNPQ-
Rsp - 10 MAFLKKSLFLVLFLGIVSLSICEEEKREGEEEEKQEEENEELSEEELRERRAWLDKLKSLGKVVGKVALGVVQONYLNPRQ
dkhkkhkhkhkkhkhhkkkhhkkhkhhhkkhhhhkhhhkhkhhhkhkhhhkhhhhkhhhhhkh . hkhkkhhkkh -khkkhkkhkh . kkx - % *kk.
Fgn-1 MAFLKKSLFLVLFLGIVSLSIGEEEKRE---EEEKNEEGANQEEN----AESKEKRFIGTLIPL-—-—-——— ALGALTKLFKG—
Fgn -4 MAFLKKSLFLVLFLGIVSLSVCEEEKREGEEKEEKREEEEGKEENEDGNEEHKEKRFLGAILKIGHALAKTVLPMVTNAFKPKQ FIGAININAS
Fgn -5 MAFLKKSLFLVLFLGIVSLSIGEEEKRE---EEEKNEEEENEEDN----VKNREKRFFGAIVPW-——-—-—— LISLVSSWVKKG—
KKK KKK KKK KKK KKK KK KK ¢ kKA KKK SEKK KK kK PR T R . L L
Dsf-1 MAFLKKSLFLVLFLGLVSLSICEEENREEEREENEPDNS---EEGNEEEAEDTKEKRDKERPICSNTFRGRKCG
Dsf -2 MAFLKKSLFLVLFLGLVSLSICEEENREEEREENEGNDSKEEEEGNEEENEESKEK--EKRACFLTRLGTYVCG DISSULFINAS
KKK KK KK KKK KKK KKK KKK KKK KA KKK KKK KA KK 3 ok KKKKKKK Ky KKK e K Lo * ke

Y

Os pré-pro-peptideos antimicrobianos caracterizados foram submetidos a clivagem

enzimatica in silico com o objetivo de determinar a estrutura primaria dos “peptideos maduros”,

0s quais sao estocados nas glandulas granulares apés o processamento pds-traducional nas

células cutaneas dos anfibios. Dessa forma foi possivel determinar a sequéncia primaria dos

possiveis peptideos maduros e calcular suas massas mono-isotopicas teoricas (Tabela 9).
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Tabela 9. Massas mono-isotépicas tedricas dos peptideos maduros preditos a partir da clivagem enzimatica
in silico dos pré-pré-peptideos antimicrobianos caracterizados.

NOME SEQUENCIA DO PEPTIDEO PREDITO [M+H']" (Da)
Rsp-8 ALLDKLKSLGKVVGKVAIGVAQHYLNPQQ 3088.80
Rsp-6 ALLDKLKSLGKVVGKVALGVVQNYLNPRQ 3121.86
Rsp-7 ALLDKLKSLGKVVGKVALGVAQHYLNPQQ 3088.80
Rsp-11 ALLDKLKSLGKKVGEKLLLELLNIT 2750.72
Rsp-12 ALLDKLKNLGKVVGKVFFGVAQHYLNPQQ 3325.83
Rsp-13 ALLDKLKSLGKVVGKVALGVVQHYLNPRQ 3144.88
Rsp-3 AWLDKLKSIGKVVGKVAIGVAKNLLNPQ 2960.78
Rsp-1 AWLDKLKSLGKVVGKVALGVAQNYLNPQQ 3138.78
Rsp-5 AWLDKLKNLGKVVGKVALGVVQNYLNPRQ 3221.87
Rsp-2 AWLDKLKSLGKVVGKVALGVAQNYLNPQ 3010.72
Rsp-4 AWLDKLKSLGKVVGKVAFGVAQNYLNPRQ 3200.81
Rsp-9 AWLDKLKSIGKVVGKVAIGVAKNFLNPQ 2994.77
Rsp-10 AWLDKLKSLGKVVGKVALGVVQNYLNPRQ 3194.87
Fgn-1 FIGTLIPLALGALTKLFKG 1974.22
Fgn-4 FLGAILKIGHALAKTVLPMVTNAFKPKQ 3007.77
Fgn-5 FFGAIVPWLISLVSSWVKKG 2235.27
Dsf-1 DKERPICSNTFRGRKCG 1967.97
Dsf-2 ACFLTRLGTYVCG 1404.68

[M+H"]" corresponde & massa mono-isotdpica teérica.

6.2. DESENHO DE OLIGONUCLEOTIDEOS PARA ENSAIOS DE gPCR:

As sequéncias nucleotidicas que codificam os novos pré-pro-peptideos antimicrobianos
caracterizados foram submetidas a analises visando o desenho de oligonucleotideos
especificos com o objetivo de realizar ensaios de PCR quantitativo em tempo real (qPCR)
Devido a alta similaridade existente entre os transcritos que codificam os pré-pro-peptideos
antimicrobianos pertencentes as familias Raniseptinas A e B, ndo foi possivel desenhar
oligonucleotideos especificos de maneira que permitisse analisar os niveis de transcricdo
individual de cada um deles. Dessa forma, apenas os transcritos que codificam as Raniseptinas
3, 11 e 12 foram analisados de maneira individual. Todos os transcritos pertencentes as
familias das Figaininas e Dissulfinas foram analisados de maneira individual. Além de

oligonucleotideos visando a amplificacdo de transcritos especificos, também foram desenhados
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oligonucleotideos capazes de anelar em regides conservadas dos transcritos pertencentes a
familia das Raniseptinas A ou das Raniseptinas B, assim como, de qualquer RNA mensageiro
gue possua a regido codificadora do peptideo sinal compartilhada pelos pré-pro-peptideos
antimicrobianos de anfibios, o qual sera tratado aqui como “Antimicrobianos Totais”. A tabela

10 apresenta a sequéncia dos oligonucleotideos sintetizados.

Tabela 10. Oligonucleotideos especificos para ensaios de PCR quantitativo.

Oligonucleotideo Sequéncia (5’ — 3’) Alvo
ALL7_F2 GCA TTG CTT GAT AAA CTA AAG AAC CTC

Raniseptina 12
ALL7 _R2 TGC TGT GGA TTC AAG TAA TGT TGA
ALL6 F GAG GAA GAA AAT GAA GAATTG AGT GA

Raniseptina 11
ALL6 R AGC AAC TCC AAT AGC AACTTT TCC
AWL1 F GGC TTG ATA AAC TAAAGA GCATTG G
AWL1R TGA TGA ATC ATT GTG GAT TCA AGA G Raniseptina 3
AWLG_F GAA AAG AGA AGG AGA AGA AGA GGA GAA
AWLG_R CCA AGGCTCTTT AGT TTATCAAGCC Raniseptinas B
ALLG_F GAA AAG AGA AGG AGA AGA AGA GGA GAA
ALLG_R CCA AGGCTCTTT AGT TTATCA AGC A Raniseptinas A
FGL1_F2 GAA TGA AGA GGG TGC AAACCA G

Figainina 1
FGL1_R CAA AGC TCC TAA AGC CAG AGG A
FGL4_F CGG CGC TAT TTT AAA AATTGG A

Figainina 2
FGL4_R GCTTTG GTT TAA AGG CATTGG TC
FGL5_F CTATTG TACCTT GGC TTATAT CACTTGTTA G
FGL5_R CAT GCT CCT TAG AGA TAA AAC ATT ACATTT Figainina 3
SS1_F AGG AGC GTC CCATTT GTT CA Dissulfina 1
SS2_F AAA GAA AAG GAA AAGCGTGCAT Dissulfina 2
gPPS_F GAA GAA ATCTCT TTT CCT TGT ACT ATT CCT

Antimicrobianos
gPPS_R2 CTCTTT TCT CTT CTT CAC CGA TGG Totais
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Os oligonucleotideos foram submetidos a andlise visando a determinacdo das

eficiéncias de amplificacdo. Todos os oligonucleotideos sintetizados apresentaram uma boa

eficiéncia de amplificacdo (Tabela 11) cujos valores de eficiéncia encontram-se proximos

daqueles aceitaveis (100 + 10%). Os parametros utilizados para calcular os valores da

eficiéncia de amplificacdo foram retirados do manual fornecido pela Applied Biosystems

(http://www.appliedbiosystems.com.br/site/material/d1jg4lmm.pdf - acessado em 20 de Janeiro

de 2010).

Tabela 11. Eficiéncia de amplificacao dos oligonucleotideos sintetizados para a utilizagdo nos ensaios de

gPCR.

Alvo do Oligonucleotideo Inclinacédo dareta R? Eficiéncia (%)
Raniseptina 3 -3.319 0.995 100.139
Raniseptina 11 -3.601 1 89.530
Raniseptina 12 -3.595 0.999 89.742
Raniseptinas A -3.44 1 95.306
Raniseptinas B -3.581 0.998 90.208
Figainina 1 -3.488 1 93.943
Figainina 2 -3.287 1 98.517
Figainina 3 -3.214 0.998 95.286
Dissulfina 1 -3.342 0.999 99.157
Dissulfina 2 -3.449 0.999 94.942
Antimicrobianos totais -3.605 1 89.405
Actina -3.175 0.995 093.481

Foi realizada a andlise das curvas de dissociacao dos fragmentos amplificados ao final

dos ensaios de qPCR, para cada par de oligonucleotideo utilizado, com o objetivo de verificar a

especificidade de anelamento dos oligonucleotideos aos fragmentos de interesse. Os

resultados permitem concluir que cada par de oligonucleotideo promoveu a amplificagdo de

produtos apresentando um mesmo tamanho, reflexo de uma boa especificidade de anelamento

(Figura 6). Os produtos de PCR podem ainda ser submetidos ao sequenciamento automatico
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de nucleotideos, como alternativa de validar ainda mais a especificidade de anelamento dos

oligonucleotideos utilizados.
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Figura 6. Curvas de dissociagdo dos produtos de PCR realizadas apds o ensaio de quantificagio
relativa por qPCR para andlise da especificidades dos oligonucleotideos aos transcritos de interesse. Tm
representa a temperatura na qual 50% dos produtos da amplificacdo encontram-se em dupla fita e 50%
encontram-se dissociados em fitas simples. A — Raniseptina 11. B — Raniseptina 12. C — Raniseptinas A.
D — Raniseptina 3. E- Raniseptinas B. F — Figainina 1. G — Figainina 2. H — Figainina 3. | — Dissulfina 1. J

— Dissulfina 2. K — Antimicrobianos totais. L — Controle enddgeno (Actina).
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6.3.1. CINETICA DE EXPRESSAO DOS GENES QUE CODIFICAM

PEPTIDEOS ANTIMICROBIANOS APOS A ESTIMULAGAO ELETRICA:

Foi determinada a variacdo dos niveis de expressédo de genes que codificam peptideos
antimicrobianos em H. raniceps apds estimulacéo elétrica. Apds a aplicacdo do estimulo em 24
animais, seguida pela coleta da secrecao em tubos tipo Falcon, estes foram colocados juntos
em cativeiro. Os animais foram eutanasiados zero hora apés a aplicagdo do estimulo, 12 horas,
24 horas, 36 horas, 48 horas, 72 horas, 96 horas e 120 horas. As peles dos animais foram
dissecadas e submetidas ao isolamento do RNA total com o objetivo de quantificar a expresséo
de genes que codificam peptideos antimicrobianos, por meio de qPCR, em cada um dos
tempos apOs o estimulo. Foi realizada a analise de oito genes especificos estruturalmente

relacionados com peptideos antimicrobianos isolados de anfibios.

Os resultados obtidos permitem concluir que a aplicagdo do estimulo elétrico promoveu
0 aumento da expressdo da maioria dos genes estudados nas primeiras 24 horas, quando os
niveis de expressdo dos genes comecam a baixar até préximos do nivel basal (Figura 7). As
taxas de expressdo dos genes nas primeiras 24 horas apdés o estimulo foram,
aproximadamente, duas vezes maiores que as do controle C1 (animais que ndo sofreram
estimulacdo elétrica cujos RNAs foram obtidas no primeiro dia de experimento). As excec¢des
sdo as taxas de expressao dos genes Fgnl e Fgn2, as quais foram mais altas 36 horas apés a
aplicagdo do estimulo. Além disso, observa-se que houve um aumento nos niveis de expressao

de alguns genes 96 horas apés a aplicacdo do estimulo elétrico.
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Figura 7. Cinética dos niveis de transcricdo de genes que codificam peptideos antimicrobianos em H.
raniceps apos estimulo elétrico. As expressdes sao relativas ao tempo C1. Os dados foram normalizados
com a expressédo do gene que codifica para a proteina actina. C1 — nivel de transcricdo dos genes em
animais que ndo sofreram estimulacdo elétrica cujos RNAs foram obtidas no primeiro dia de
experimento. C2 — nivel de transcricdo dos genes em animais que ndo sofreram estimulacédo elétrica
cujos RNAs foram obtidos nos ultimo dia de experimentos (120 dias em cativeiro). As barras horizontais
representam os desvios padrdes médios.

Andlises da expressao global dos genes que codificam os peptideos pertencentes a
familia das Raniseptinas também foram realizadas. Para isso, foram sintetizados
oligonucleotideos especificos capazes de anelar em regies conservadas compartilhadas
apenas por RNAs que codificam peptideos pertencentes a essa familia. Além disso, também
foram realizadas andlises da expressao de todos 0s genes que contém a estrutura do peptideo
sinal compartilhada pelos peptideos antimicrobianos de anfibios. Para isso, foram sintetizados
oligonucleotideos com base na sequéncia nucleotidica que codifica o peptideo sinal de tais
moléculas. Os resultados obtidos também permitem concluir que os niveis de expressao dos
genes dos peptideos antimicrobianos em H. raniceps sdo mais altos nas primeiras 24 horas

que sucedem ao estimulo (Figura 8).
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Figura 8. Cinética dos niveis de transcricdo dos grupos de genes que codificam peptideos
antimicrobianos em H. raniceps apés estimulo elétrico. As expressdes sao relativas ao tempo C1. Os
dados foram normalizados com 0s niveis de transcricdo do gene que codifica para a proteina actina. C1
— nivel de transcricdo dos genes em animais que ndo sofreram estimulacao elétrica cujos RNAs foram
obtidas no primeiro dia de experimento. C2 — nivel de transcricdo dos genes em animais que nao
sofreram estimulagdo elétrica cujos RNAs foram obtidos nos ultimo dia de experimentos (120 dias em
cativeiro). As barras horizontais representam os desvios padrdes das médias.

Dessa forma, como a expressao dos genes que codificam peptideos antimicrobianos
em H. raniceps foi mais elevada nas primeiras 24 horas apos a aplicacéo do estimulo elétrico, e
comecou a diminuir apés as 36 horas que sucederam ao estimulo, os ensaios de inducédo e
determinacdo da expressao de genes motivada por micro-organismos foram realizados com a

exposi¢cado dos animais aos micro-organismos por um tempo igual a 24 e 36 horas.

6.3.2. IMAGENS POR ESPECTROMETRIA DE MASSA DOS TECIDOS ISOLADOS

APOS A ESTIMULACAO ELETRICA:

As massas moleculares dos peptideos deduzidos a partir dos pré-pro-peptideos
antimicrobianos caracterizados com o sequenciamento de cDNAs foram calculadas. Dessa
forma, foram feitos experimentos de obtencédo de imagens moleculares por espectrometria de
massa (IMS) com o objetivo de localizar esses peptideos na pele de H. raniceps, assim como,
determinar o tempo necessario para a sintese de novo desses peptideos apdés o estimulo
elétrico. A porcédo direita da pele dorsal dos mesmos animais submetidos as andlises de
expressao relativa dos genes que codificam peptideos antimicrobianos foi utilizada para os

experimentos de IMS. Os resultados demonstram que os ions com massa molecular que
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correspondem aos peptideos caracterizados pelo sequenciamento de cDNA comecam a ser
detectados na pele 24 horas depois que o estimulo elétrico foi aplicado (Figura 13) e alcangam
niveis de deteccao e distribuicdo mais altos 36 horas apds o estimulo, momento no qual os
niveis de expressao dos genes que codificam os peptideos antimicrobianos comecam a baixar

(Figuras 9-18).
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Figura 9. Imagens moleculares dos tecidos cutineos de H. raniceps realizadas por meio de
espectrometria de massa. O tecido foi isolado de um animal que n&o sofreu estimulacdo elétrica cujo
tecido foi obtido no primeiro dia de experimento — Controle C1 - (animal ndo submetido ao cativeiro). O
grafico a direita representa o espectro de massas global resultante da analise. Apenas os ions com
massa molecular igual aquela dos peptideos caracterizados por sequenciamento de cDNA estdo
representados nas imagens (Tabela 10). As linhas pontilhadas representam a area do tecido a qual foi
feita a varredura. As barras horizontais localizadas no canto inferior esquerdo de cada imagem
representam uma escala de 5 mm.
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Figura 10. Imagens moleculares dos tecidos cutdneos de H. raniceps realizadas por meio de
espectrometria de massa. O tecido foi isolado imediatamente (zero hora) apds o estimulo elétrico. O
gréfico a direita representa o espectro de massas global. Apenas os ions com massa molecular igual
aquela dos peptideos caracterizados por sequenciamento de cDNA estdo representados nas imagens
(Tabela 10). As linhas pontilhadas representam a area do tecido a qual foi feita a varredura. As barras
horizontais localizadas no canto inferior esquerdo de cada imagem representam uma escala de 5 mm.
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Figura 11. Imagens moleculares dos tecidos cutaneos de H. raniceps realizadas por meio de
espectrometria de massa. O tecido foi isolado 12 horas apds o estimulo elétrico. O gréafico a direita
representa o espectro de massas global. Apenas os ions com massa molecular igual aquela dos
peptideos caracterizados por sequenciamento de cDNA estdo representados nas imagens (Tabela 10).
As linhas pontilhadas representam a &rea do tecido a qual foi feita a varredura. As barras horizontais

localizadas no canto inferior esquerdo de cada imagem representam uma escala de 5 mm.
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Figura 12. Imagens moleculares dos tecidos cutaneos de H. raniceps realizadas por meio de
espectrometria de massa. O tecido foi isolado 24 horas apés o estimulo elétrico. O grafico a direita
representa o espectro de massas global. Apenas os ions com massa molecular igual aquela dos
peptideos caracterizados por sequenciamento de cDNA estdo representados nas imagens (Tabela 10).
As linhas pontilhadas representam a area do tecido a qual foi feita a varredura. As barras horizontais

localizadas no canto inferior esquerdo de cada imagem representam uma escala de 5 mm.
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Figura 13. Imagens moleculares dos tecidos cutaneos de H. raniceps realizadas por meio de
espectrometria de massa. O tecido foi isolado 36 horas apds o estimulo elétrico. O gréafico a direita
representa o espectro de massas global. Apenas os ions com massa molecular igual aquela dos
peptideos caracterizados por sequenciamento de cDNA estdo representados nas imagens (Tabela 10).
As linhas pontilhadas representam a &rea do tecido a qual foi feita a varredura. As barras horizontais

localizadas no canto inferior esquerdo de cada imagem representam uma escala de 5 mm.
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Figura 14. Imagens moleculares dos tecidos cutaneos de H. raniceps realizadas por meio de
espectrometria de massa. O tecido foi isolado 48 horas apés o estimulo elétrico. O grafico a direita
representa o espectro de massas global. Apenas os ions com massa molecular igual aquela dos
peptideos caracterizados por sequenciamento de cDNA estdo representados nas imagens (Tabela 10).
As linhas pontilhadas representam a area do tecido a qual foi feita a varredura. As barras horizontais

localizadas no canto inferior esquerdo de cada imagem representam uma escala de 5 mm.
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Figura 15. Imagens moleculares dos tecidos cutaneos de H. raniceps realizadas por meio de
espectrometria de massa. O tecido foi isolado 72 horas apds o estimulo elétrico. O gréafico a direita
representa o espectro de massas global. Apenas os ions com massa molecular igual aquela dos
peptideos caracterizados por sequenciamento de cDNA estdo representados nas imagens (Tabela 10).
As linhas pontilhadas representam a &rea do tecido a qual foi feita a varredura. As barras horizontais

localizadas no canto inferior esquerdo de cada imagem representam uma escala de 5 mm.
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Figura 16. Imagens moleculares dos tecidos cutaneos de H. raniceps realizadas por meio de
espectrometria de massa. O tecido foi isolado 96 horas apés o estimulo elétrico. O grafico a direita
representa o espectro de massas global. Apenas os ions com massa molecular igual aquela dos
peptideos caracterizados por sequenciamento de cDNA estdo representados nas imagens (Tabela 10).
As linhas pontilhadas representam a area do tecido a qual foi feita a varredura. As barras horizontais

localizadas no canto inferior esquerdo de cada imagem representam uma escala de 5 mm.
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Figura 17. Imagens moleculares dos tecidos cutaneos de H. raniceps realizadas por meio de
espectrometria de massa. O tecido foi isolado 120 horas apds o estimulo elétrico. O grafico a direita
representa o espectro de massas global. Apenas os ions com massa molecular igual aquela dos
peptideos caracterizados por sequenciamento de cDNA estdo representados nas imagens (Tabela 10).
As linhas pontilhadas representam a &rea do tecido a qual foi feita a varredura. As barras horizontais

localizadas no canto inferior esquerdo de cada imagem representam uma escala de 5 mm.
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Figura 18. Imagens moleculares dos tecidos cutdneos de H. raniceps realizadas por meio de
espectrometria de massa. O tecido foi isolado de um animal que ndo sofreu estimulagdo elétrica cujo
tecido foi obtido no dltimo dia de experimento — Controle C2 — (120 dias em cativeiro). O grafico a direita
representa o espectro de massas global. Apenas o0s ions com massa molecular igual aquela dos
peptideos caracterizados por sequenciamento de cDNA estdo representados nas imagens (Tabela 10).
As linhas pontilhadas representam a area do tecido a qual foi feita a varredura. As barras horizontais

localizadas no canto inferior esquerdo de cada imagem representam uma escala de 5 mm.

6.4.1. DETERMINACAO DOS NiVEIS DE EXPRESSAO DE GENES QUE CODIFICAM
PEPTIDEOS ANTIMICROBIANOS QUANDO H. raniceps E SUBMETIDA AO

CONTATO COM DIFERENTES MICRO-ORGANISMOS

Os niveis de expressdo dos genes que codificam peptideos antimicrobianos foram
determinados ap6s anfibios terem sido expostos ao contato com diferentes micro-organismos.
Grupos de anfibios foram banhados a cada 6 horas com 1 mL de solugéo contendo E. coli ou
S. aureus ou A. nidulans (10° conidios/mL) por 12 e 36 horas. Como controle experimental,
dois grupos de anfibios foram banhados a cada 6 horas com 1 mL de solugdo contendo
oxacilina, gentamicina e ampicilina, por 12 e 36 horas, respectivamente, assegurando, assim, a
auséncia de micro-organismos em tal solucdo. Apds os tempos de exposi¢do, as peles dos

anfibios foram dissecadas e submetidas ao isolamento do RNA total com o objetivo de
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guantificar a expresséo de genes que codificam peptideos antimicrobianos, por meio de qPCR.
Foi realizada a analise da expressao de oito genes especificos, estruturalmente relacionados
com peptideos antimicrobianos isolados de anfibios, além dos grupos de genes que codificam

as Raniseptinas A e Raniseptinas B.

As figuras 19 e 20 apresentam, respectivamente, os graficos de expressao relativa dos
genes apoés 12 e 36 horas de exposi¢cdo dos anfibios aos micro-organismos. Além do controle
experimental (Controle 2), no qual foram realizados banhos com solucao contendo antibioticos,
os resultados foram comparados com os resultados do experimento da cinética de expressao
dos genes que codificam peptideos antimicrobianos apds a estimulagéo elétrica (Item 6.3.1), no

gue se diz respeito aos tempos 12 e 36 horas apds o estimulo elétrico (Controle 1).

Os resultados demonstram que a presenca dos micro-organismos na pele dos anfibios
promoveu o aumento dos niveis de expressdo de todos 0s genes analisados, tanto apés 12,
guanto apos 36 horas de exposi¢do, quando comparados com os niveis de expresséo daqueles
anfibios que sofreram apenas a estimulagéo elétrica (Controle 1). Por outro lado, e de forma
interessante, os anfibios submetidos aos banhos com solug&o contendo antibiéticos (Controle
2) apresentaram altissimos niveis de expressao relativa dos genes analisados, de tal maneira
gue estes superaram até mesmo aqueles dos anfibios submetidos ao contato com 0s micro-

organismos.

59



12 horas de infec¢ao
100 - B Controlel
H A. nidulans
90 -
E. coli

80 1 W S. aureus
.g 70 - m Controle2
‘T:: 60 -
S 50 -
]
9 40 -
a
& 30 -

20 -

10 +

0
Rsp-11 Rsp-12 Rsp-A Rsp-3 Rsp-B Fgn-1 Fgn-2 Fgn-3 Dsf-1 Dsf-2
Genes

Figura 19. Expressao relativa de genes que codificam peptideos antimicrobianos em H. raniceps apés
os anfibios terem sido submetidos ao contato com diferentes micro-organismos por um periodo de 12
horas. As expressfes séo relativas ao gene ALL6 do Controlel. Os dados foram normalizados com a
expressdo do gene que codifica para a proteina actina. Controle 1 — animais submetidos apenas a
estimulacao elétrica cujos tecidos foram isolados 12 horas ap6s a aplicacdo do mesmo. Controle 2 —
animais que foram banhados com solu¢do contendo tetraciclina, eritromicina e ampicilina. As barras

horizontais representam os desvios padrdes médios.
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Figura 20. Expressao relativa de genes que codificam peptideos antimicrobianos em H. raniceps apés
os anfibios terem sido submetidos ao contato com diferentes micro-organismos por um periodo de 36

horas. As expressfes séo relativas ao gene ALL6 do Controlel. Os dados foram normalizados com a

Q-

expressdo do gene que codifica para a proteina actina. Controle 1 — animais submetidos apenas

estimulacao elétrica cujos tecidos foram isolados 36 horas apos a aplicacdo do mesmo. Controle 2
animais que foram banhados com solucdo contendo tetraciclina, eritromicina e ampicilina. As barras

horizontais representam os desvios padrdes médios.

Para permitir uma analise mais precisa, no que se diz respeito apenas aos niveis de
expressao génica apresentados pelos anfibios submetidos ao contato com 0s micro-
organismos, os dados relacionados a expressdo dos controles contendo antibiéticos foram

retirados (Figuras 21 e 22).

No que se diz respeito aos niveis de expressdo dos genes quando os anfibios foram
submetidos ao contato com micro-organismos especificos, tanto apos 12, quanto apés 36
horas de infeccdo, a presenga de A. nidulans e S. aureus promoveu um aumento maior na

expressao dos genes analisados, quando comparado com aquela promovida por E. coli.
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Apés 12 horas de exposicdo dos anfibios aos micro-organismos, 0s genes que
codificam para a Figainina 1 e 2 foram mais expressos em todos os tratamentos. Observa-se
gue apesar de os genes que codificam para as Rsp-A e Rsp-B apresentarem niveis de
expressao tao altos quanto aqueles das Fgn-1 e Fgn-2, aqueles representam a expressao de
grupos de moléculas, e ndo moléculas individuais. Quanto aos anfibios que ficaram em contato
com 0s micro-organismos por 36 horas, o gene da Figainina 2 foi mais expresso nos
tratamentos com A. nidulans e E. coli, enquanto, a presenca de S. aureus promoveu um

aumento da expressao nos genes da Figainina 1, 2 e 3 e Dissulfina 2.
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Figura 21. Expresséao relativa de genes que codificam peptideos antimicrobianos em H. raniceps apés
os anfibios terem sido submetidos ao contato com diferentes micro-organismos por um periodo de 12
horas. Os dados relativos ao controle 2 foram omitidos. As expressdes sao relativas ao gene ALL6 do
Controlel. Os dados foram normalizados com a expressédo do gene que codifica para a proteina actina.
Controle 1 — animais submetidos apenas a estimulagdo elétrica cujos tecidos foram isolados 12 horas

apos a aplicacdo do mesmo. As barras horizontais representam os desvios padrées médios.
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Figura 22. Expressao relativa de genes que codificam peptideos antimicrobianos em H. raniceps apés

os anfibios terem sido submetidos ao contato com diferentes micro-organismos por um periodo de 36

horas. Os dados relativos ao controle 2 foram omitidos. As expressfes sao relativas ao gene ALL6 do

Controlel. Os dados foram normalizados com a expresséo do gene que codifica para a proteina actina.

Controle 1 — animais submetidos apenas a estimulagdo elétrica cujos tecidos foram isolados 36 horas

apos a aplicacdo do mesmo. As barras horizontais representam os desvios padrées médios.
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6.4.2. IMAGENS POR ESPECTROMETRIA DE MASSA DOS TECIDOS ISOLADOS DE
H. raniceps QUANDO ESTA E SUBMETIDA AO CONTATO COM DIFERENTES

MICRO-ORGANISMOS

Utilizando técnicas de obtencdo de imagens por espectrometria de massa, foram
realizadas analises dos componentes moleculares presentes no tecido cutadneo dorsal de H.
raniceps apos esses anfibios serem submetidos ao contato com A. nidulans ou E. coli ou S.
aureus por um periodo de tempo igual a 12 e 36 horas. A exposicdo ocorreu da mesma

maneira que foi descrita no item 6.4.1.

Como pode ser observado na Figura 23, os resultados demonstram que existe uma
maior concentracdo de peptideos na pele dos anfibios expostos aos micro-organismos, apos
12 e 36 horas de exposicdo, quando comparados com as imagens adquiridas a partir de
anfibios que sofreram apenas a estimulacao elétrica e permaneceram em cativeiro pelo mesmo
periodo de tempo (Item 6.3.1). Pode ser observado, também, que o tecido dorsal dos anfibios
controle (banhados com antibi6ticos) apresenta uma grande concentracdo de peptideos,
confirmando os dados de expressao 0s quais demonstram um aumento inesperado na taxa de
transcricdo dos genes nesses anfibios. Os resultados apresentados aqui corroboram aqueles
apresentados no experimento de determinacdo dos niveis de transcricAo dos genes que
codificam peptideos antimicrobianos quando H. raniceps é submetida ao contato com micro-

organismos.
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Figura 23. Imagens moleculares dos tecidos cutaneos de H. raniceps realizadas por meio de
espectrometria de massa ap0s o contato destes com micro-organismos. Apenas 0s ions com massa
molecular igual aguela dos peptideos caracterizados por sequenciamento de cDNA estao representados
nas imagens (Tabela 10). As linhas pontilhadas representam a area do tecido a qual foi feita a varredura.
As barras horizontais localizadas no canto inferior esquerdo de cada imagem representam uma escala
de 5 mm.
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7. DISCUSSAO

A estratégia utilizada para o sequenciamento de transcritos que codificam pré-pré-
peptideos antimicrobianos em H. raniceps produziu o objetivo esperado. Foram sequenciados
17 transcritos com as caracteristicas estruturais dos RNAs que codificam pré-pro-peptideos
antimicrobianos os quais puderam ser classificados em quatro familias distintas de acordo com
o grau de similaridade existente entre eles, apés a traducgdo in silico: Raniseptinas A e

Raniseptinas B (Rsp), Figaininas (Fgn) e Dissulfinas (Dsf) (Tabela 8).

Todas as sequéncias eram inéditas quando caracterizadas, de forma que a familia das
Raniseptinas configura uma nova classe de peptideos antimicrobianos isolados a partir da
secrecdo de anfibios, cuja atividade ja foi determinada por esse grupo de pesquisa
(MAGALHAES et al., 2008). Por outro lado, as Figaininas e Dissulfinas se apresentam
potencialmente como novas familias de peptideos antimicrobianos devido a estrutura
caracteristica e diferenciada dos transcritos. No entanto, ensaios biolégicos devem ser
realizados para determinar a atividade bioldgica destes, isso porque ja foi demonstrado que
peptideos com outras atividades, diferentes da antimicrobiana, caracterizados a partir da
secrecdo cutanea de anfibios, também apresentam transcritos os quais compartilham das
mesmas caracteristicas de peptideos sinal e regido acidica conservados (THOMPSON et al.,

2006).

A maioria dos peptideos gerados pela digestdo in silico, realizada a partir das
sequéncias dos peptideos gerados pela traducao dos cDNAs obtidos, foram caracterizados
pelo nosso grupo de pesquisa (dados n&o publicados) utilizando técnicas de espectrometria de
massa ou degradacdo de Edman. Em alguns casos, apenas fragmentos correspondestes a
estes foram sequenciados. Somente as estruturas peptidicas das Raniseptinas 7, 11, 12 e 13 e

a Figainina 3 ainda nédo foram determinadas pelos métodos bioquimicos. No entanto, isso ndo é

66



uma surpresa, desde que a experiéncia tem demonstrado que as técnicas de sequenciamento
de cDNAs e bioquimicas, nos modelos empregados aqui, se complementam, de tal forma que,
alguns peptideos sO6 tém sido caracterizados por técnicas bioquimicas, enquanto outros,

apenas por técnicas de biologia molecular.

Todas as sequéncias nucleotidicas caracterizadas foram submetidas a andlises visando
o desenho e sintese de oligonucleotideos especificos para realizacdo de ensaios de expresséo
relativa de genes por meio de PCR em tempo real (QPCR). Foram desenhados
oligonucleotideos especificos complementares aos transcritos que codificam cada uma das
Figaininas e Dissulfinas. No entanto, o alto grau de similaridade existente entre as sequéncias
gue codificam as Raniseptinas dificultou o desenho de oligonucleotideos especificos para todas
estas. Sendo assim, apenas 0s niveis de transcricdo correspondentes as Raniseptinas 3, 11 e
12 foram analisados. Dessa forma, para suprir a necessidade de analisar a expressao dos
genes que codificam as Raniseptinas, oligonucleotideos complementares as regides
conservadas dessas moléculas foram desenhados e sintetizados, de tal forma que tornasse
possivel a amplificacdo de todas Raniseptinas A ou Raniseptinas B, e, consequentemente, a
andlise dos niveis de transcricdo de tais genes. Todos os oligonucleotideos foram testados
guanto a sua eficiéncia de amplificagdo 0s quais apresentaram valores permitidos de inclinagcao
da reta nos ensaios empregados, de tal forma que essa eficiéncia foi sempre préxima dos
100%. Além disso, a andlise das curvas de dissociacao dos produtos de PCR correspondente a
cada par de oligonucleotideo permite concluir que estes anelaram de forma especifica aos seus
respectivos transcritos alvo. Desta forma, os pares de oligonucleotideos puderam ser utilizados
com seguranca nas reacdes de gPCR para fins de comparacao de niveis de transcrigdo entre

os diferentes genes de interesse.

Anfibios tém sido utilizados como modelo de infeccdo e a estimulagao elétrica tem sido

empregada como uma maneira de normalizar a quantidade de peptideos estocados nas
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glandulas destes, pelo fato de esse procedimento depletar o conteddo das glandulas
granulares em tais animais (MANGONI et al, 2001; SIMMACO et al, 1998). No entanto, nenhum
experimento havia sido realizado com o objetivo de investigar as conseqiéncias fisiolégicas
causadas por tal estimulo, no que se diz respeito a sintese de novo dos peptideos e a
armazenagem destes nas glandulas. Dessa forma, a primeira etapa deste trabalho foi
determinar o perfil dos niveis de expressdo dos genes que codificam peptideos bioativos no
tecido cutaneo dorsal desses animais apds estes serem induzidos, via estimulo elétrico, a

secretar o conteudo de suas glandulas granulares.

Como pode ser observado nas figuras 6 e 7, houve um aumento nos niveis de
transcricdo dos genes imediatamente apds a aplicacdo do estimulo elétrico nos anfibios. Tais
niveis de expressdo permaneceram elevados 36 horas apés o estimulo elétrico, momento no
qual os peptideos comecam a ser detectados na pele por meio da utilizacdo da técnica de

obtencdo de imagens por espectrometria de massa (Figura 12).

O estimulo elétrico promove a deplecdo dos peptideos presentes nas glandulas
granulares dos anfibios porque estimula o sistema nervoso simpatico, levando a contragéo
involuntaria da musculatura lisa em tais animais. Dessa forma, a contragdo da musculatura que
envolve as glandulas granulares resulta na exsudagédo do contetdo destas, momento no qual
os peptideos sdo expelidos para a superficie cutanea, sendo, entédo, lavados e coletados em
tubos. Com isso, de acordo com resultados, e de forma intuitiva, deve existir algum mecanismo
capaz de perceber a auséncia de peptideos estocados nas glandulas granulares, de tal forma a
induzir o processo de sintese de novo de peptideos para serem estocados na mesma. Da
mesma forma, algum mecanismo molecular interromperia esse processo de sintese acelerada
guando a concentracdo dos peptideos estocados nas glandulas alcanca niveis satisfatorios.

Em H. raniceps tais niveis foram alcancados 36 horas ap6s a aplicacdo do estimulo elétrico.

Outros estudos devem ser realizados para comprovar a existéncia de tal mecanismo.

68



Além disso, observa-se que houve um aumento nos niveis de expressao de alguns
genes 96 horas apds a aplicacdo do estimulo elétrico. Provavelmente, seguindo a mesma linha
de raciocinio, esse aumento ocorreu porque a partir do momento em que existem peptideos
disponiveis nas glandulas granulares uma parcela destes ja € enviada para a superficie da
pele, onde irdo exercer sua fungdo. Sendo assim, o aumento observado foi necessario para

manter os niveis minimos de peptideos estocados nas glandulas.

Os anfibios foram submetidos ao contato com diferentes micro-organismos com o
objetivo de avaliar as conseqiiéncias desse contato na expressdo de genes que codificam
peptideos antimicrobianos. No experimento que descreveu a cinética de expressdo dos genes
apos o estimulo elétrico, observa-se que tais niveis de expressdo aumentam nas primeiras 24
horas os quais come¢am diminuir 36 horas ap6s o estimulo. Dessa forma, os anfibios foram
expostos ao contato com micro-organismos durante 24 e 36 horas para avaliar se a expressao
dos genes seria diferente daquela observada com aplicacdo do estimulo elétrico ap6s os

mesmos periodos de tempo.

Alguns estudos j& haviam demonstrado que a presenga de microorganismo afeta a
guantidade de peptideos presentes na secrecdo cutanea de anfibios (MANGONI et al., 2001,
SIMMACO et al.,, 2008). Nas figuras 21 e 22 é possivel observar que a presenca de A.
nidulans, E. coli e S. aureus promoveu um aumento das taxas de transcricdo dos genes
guando comparado com aquelas observadas em anfibios submetidos apenas ao estimulo
elétrico. Observa-se que o0s niveis de expressao que ja eram aumentados 24 horas apés o
estimulo elétrico tornaram-se ainda mais expressivos na presenca dos micro-organismos. Além
disso, aparentemente, a presenca de micro-organismos na pele dos anfibios promove um
estimulo constante o qual se torna cada vez mais significativo com o passar do tempo, como
pode ser observado pelo fato de os niveis de transcricdo dos genes apresentarem-se mais

intensificados 36 horas apds o contato com 0s micro-organismos, momento no qual os niveis
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de expressdo dos genes comecam a diminuir quando os anfibios sdo submetidos apenas ao

estimulo elétrico.

A utilizacdo das ferramentas para obtencdo de imagens moleculares por espectrometria
de massa foi indispensavel para confirmar os resultados apresentados nos ensaios de
guantificacao relativa da expressao dos genes que codificam peptideos antimicrobianos. Sabe-
se que existem varias etapas entre a transcricdo de um gene e a sua traducdo em proteinas e
gue nem todos 0s RNAs transcritos sdo necessariamente traduzidos. Além disso, no caso dos
peptideos antimicrobianos presentes na secrecdo cutanea de anfibios ainda pode existir uma
etapa entre a sintese do peptideo e o processo de excre¢do para a estocagem nas glandulas
granulares. Como se observa na Figura 23, a concentracdo de peptideos identificados nas
imagens obtidas por espectrometria de massa foi maior nos tecidos isolados de anfibios
mantidos na presenca de micro-organismos, quando comparada com aqueles que sofreram
apenas a estimulacao elétrica. Dessa forma, a presenca dos micro-organismos nao afetou
apenas o0s niveis de transcricdo dos genes analisados, mas, também, todo o processo de

sintese e processamento peptidico, assim como, de estocagem nas glandulas granulares.

Tanto com 12, quanto com 36 horas de exposicdo aos micro-organismos, 0s niveis de
expressao dos genes analisados apresentaram-se maiores nos anfibios os quais foram
submetidos ao contato com A. nidulans e S. aureus. Tais niveis de expressdo génica foram

relativamente parecidos, e sempre superiores aqueles dos anfibios em contato com E. coli.

Ja foi demonstrado que a Raniseptina 1, peptideo isolado a partir da secrecao cutanea
de H. raniceps, possui acdo antimicrobiana quando testada com E. coli e S. aureus, a qual
apresentou valores de MICs (concentragdo minima inibitéria) iguais a 5 e 20 uM,
respectivamente (MAGALHAES et al., 2008). Extrapolando esses resultados para um sistema

in vivo, H. raniceps necessitaria de produzir quatro vezes mais peptideos para controlar o
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crescimento de S. aureus do que 0 necessério para inibir o crescimento de E. coli. Dessa
forma, isso explicaria o fato de os niveis de expressdo dos genes se apresentarem sempre
maiores nos anfibios que ficaram em contato com S. aureus do que aqueles que ficaram em
contato com E. coli. Além disso, de um modo geral, os testes biol6gicos in vitro realizados com
peptideos antimicrobianos isolados a partir da secre¢cdo de anfibios apontam para uma maior

atividade destes na inibicdo do crescimento de bactérias Gram-negativas.

No que se diz respeito as altas taxas de expressado génica observadas em anfibios que
ficaram em contato com A. nidulans, ensaios in vitro sugerem que os anfibios sejam mais
susceptiveis a infec¢des causadas por fungos do que por bactérias (CONLON et al, 2004,
ROLLINS-SMITH e CONLON, 2005; DASZAC et al., 1999). Uma evidencia disto € relacionada
ao fato de haver um menor nimero de peptideos antimicrobianos, isolados de anfibios, com
atividade antifingica depositados em bancos de dados, quando comparado com o numero
daqueles que possuem atividade antibacteriana (The Antimicrobial Peptides DataBase -

http://aps.unmc.edu/AP/main.php - acessado em 07 de Janeiro de 2010). Além disso, a

infeccdo causada pelo fungo Batrachochytrium dendrobatis tem afetado populacdes de anfibios
em todo o mundo. Tal infec¢cdo tem sido apontada como a principal causadora do declinio
acelerado de populagdes de anfibios no planeta (KRIGER e HERO, 2009; ROLLINS-SMITH e
CONLON, 2005; DASZAC et al.,, 2003). Dessa maneira, o anfibio necessitaria de uma
concentracdo maior de peptideos na secrecdo cutanea para conseguir inibir o crescimento de
fungos, o que explicaria as altas taxas de transcricdo génica e a grande quantidade de

peptideos na pele observados.

J& foi demonstrado que, em moscas, existem duas rotas de sinalizacao diferentes que
levam a sintese de peptideos antimicrobianos por meio da acdo de dois tipos de fatores
nucleares de transcricdo distintos: DIF é ativado principalmente em resposta a infeccdes

promovidas por fungos e bactérias Gram-positivas, enquanto Relish aquelas promovidas por
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bactérias Gram-negativas (LEMAITRE et al.,, 1996). De maneira semelhante, os resultados
apresentados aqui permitem especular que os anfibios também podem possuir dois
mecanismos de sinalizacéo distintos capazes de promover ativacdo do sistema imune inato de
defesa, dos quais um seria ativo na presenca de bactérias Gram-negativas (estimulo mais
fraco) e outro de Gram-positivas e/ou fungos (estimulo mais forte). Tal especulacéo iria contra
0 que foi proposto por MANGONI e colaboradores (2001), os quais propuseram que a sintese
de peptideos antimicrobianos em Pelophylax esculentu aconteceria de forma indiferente a

espécie de micro-organismos que estariam expostos a ele.

Apbs 12 horas de exposicdo dos anfibios aos micro-organismos, 0s genes que
codificam para a Figainina 1 e 2 foram mais expressos em todos os tratamentos. Quanto aos
anfibios que ficaram em contato com os micro-organismos por 36 horas, o gene da Figainina 2
foi mais expresso nos tratamentos com A. nidulans e E. coli, enquanto, a presenca de S.
aureus promoveu um aumento da expressao nos genes da Figainina 1, 2 e 3 e Dissulfina 2.
Dessa forma, os resultados apresentados apontam esses peptideos como bons candidatos
para andlises visando a determinacdo da atividade bioldgica, ja que estes ainda ndo foram
testados quanto sua capacidade antimicrobiana. Apenas depois de determinar se esses
peptideos possuem acgdo antimicrobiana, testando-os com 0S mesmo micro-organismos
utilizados aqui, outras suposicfes poderao ser inferidas a respeito das variagcdes dos niveis de

transcricdo de seus respectivos genes na presenca de microorganismo especificos.

MANGONI e colaboradores (2001) observaram que a intensidade das fracoes
cromatograficas resultantes da purificacdo dos componentes moleculares presentes na
secrecdo cuténea de Pelophylax esculentus submetida a banhos com Aeromonas hydrophila
foi maior do que aquela observada em anfibios que foram banhados com solucdo contendo
tetraciclina e eritromicina. Sendo assim, como controle negativo para o experimento de

determinacgéo dos niveis de expressdo dos genes quando H. raniceps foi submetida ao contato
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com micro-organismos, os anfibios foram banhados com solugdo contendo gentamicina,

oxacilina e ampicilina, de forma a garantir a auséncia de micro-organismos em tal solugéo.

De maneira interessante, o0s resultados dos experimentos apresentados aqui
demonstram gque houve um aumento dos niveis de transcricdo dos genes analisados quando H.
raniceps foi submetida a banhos com solucao contendo os antibiéticos, de forma que tais niveis
de expresséo foram mais elevados do que aqueles apresentados por anfibios submetidos aos

micro-organismos. Algumas proposi¢des podem ser levantadas a respeito de tais resultados:

i) LOTZ e colaboradores (2006) demonstraram que a presenca de antibidticos -
lactamicos estimulam a liberacao de acido lipoteic6ico em S. aureus o qual ativa diretamente o
sistema imune inato de defesa. Dessa maneira, os antibioticos utilizados no experimento
estariam estimulando a liberagcéo de tais acidos por bactérias presentes na micro-biota normal

da pele de H. raniceps, ativando o sistema imune inato;

i) uma das causas apontadas para tentar explicar o declinio de populagfes de anfibios
€ a interferéncia causada por fatores quimicos externos, como pesticidas ou outros compostos
(BLAUSTEIN et al, 2003; COLLINS e STORFER, 2003). Dessa forma, os antibiéticos poderiam
produzir algum dano fisico, ou alguma irritagdo na pele desses animais, gerando estresse

suficiente para promover o aumento da sintese de peptideos;

iil) por ultimo, os antibidticos utilizados no experimento sdo moléculas derivadas de
micro-organismos. A gentamicina é um inibidor da sintese de peptideos produzida pelo
acnomiceto Micromonospora purpurea. De maneira semelhante, a ampicilina e a oxacilina sao
antibidticos semi-sintéticos, B-lactamicos, sintetizados quimicamente com base na estrutura das
penicilinas as quais sao antibidticos naturais produzidos por fungos do género Penicillium e
pelo proprio Aspergillus nidulans, utilizado em nossos ensaios. Tais microorganimos compdem

a micro-biota do solo e de matéria vegetal em fase de decomposicdo. Sendo assim, a
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gentamicina, a oxacilina e a ampicilina poderiam se comportar como moléculas sinalizadoras
de infeccdo em H. raniceps e consequentemente ativar os mecanismos de defesa ja discutidos
anteriormente. Como as concentracées molares dos antibiéticos utilizados foram relativamente
altas, isto explicaria o fato de o estimulo produzido por estes ter sido mais eficiente na inducao

da expressao dos genes do que a presenca de micro-organismos.

Quanto aos experimentos realizados por MANGONI e colaboradores (2001), o anfibio
utilizado como modelo de infec¢do possui caracteristicas ecol6gicas distintas de H. raniceps.
Aquele possui habitat aquatico, enquanto este arboricola. Desta forma, as caracteristicas
fisiolégicas e de absorcdo de moléculas pela pele devem ser diferentes, e, provavelmente, por
causa disto, os resultados ndo foram similares, no que se diz respeito ao tratamento dos
anfibios com antibiéticos. Além disso, outra explicacdo para as discrepancias dos dois
resultados poderia ser ilustrada pelo fato de que as observagbes descritas no trabalho
realizado por MANGONI tiveram como base um modelo experimental diferente do proposto

aqui.
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8. CONCLUSAO

A deplecdo do contelido peptidico estocado nas glandulas granulares presentes na pele
de H. raniceps, promovida pelo estimulo elétrico, induz a um aumento dos niveis de transcricdo
de genes que codificam peptideos antimicrobianos. Os niveis de transcricdo de tais genes
permanecem elevados até o ponto em que as glandulas granulares se tornam novamente
carregadas de peptideos, momento no qual os niveis de transcricdo retornam aos valores

daqgueles observados nos animais controle.

A presenca de micro-organismos na pele de H. raniceps estimula o aumento dos niveis
de transcricdo dos genes que codificam peptideos antimicrobianos nesses animais, assim
como, todo o processo de sintese, processamento e estocagem desses peptideos nas
glandulas granulares. Tais genes sdo mais transcritos quando H. raniceps estd em contato com

A. nidulans e S. aureus do que quando ha o contato com E. coli.

Uma solugdo contendo ampicilina, oxacilina e gentamicina estimula, por meio de um
mecanismo ainda desconhecido, a sintese de peptideos antimicrobianos enviados para a pele
de H. raniceps, de maneira mais eficiente que a solugdo contendo 0s micro-organismos

testados.

Os resultados apresentados nesse trabalho sado fruto de uma estratégia ainda inédita na
literatura, especialmente no que diz respeito a um modelo de infeccdo para avaliagdo da
expressao de genes que codificam peptideos antimicrobianos anfibios, assim como, da
estocagem desses peptideos nas glandulas granulares. O modelo experimental apresentado
aqui podera ser emulado para determinar os niveis de expressao de outros genes, assim como,
com a utilizagdo de outras espécies de micro-organismos. Além disso, 0 modelo experimental
proposto apresenta-se como uma alternativa vidvel para estudos de andlise da expressao

diferencial de peptideos em tecidos bioldgicos.
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9. PERSPECTIVAS

O modelo de infeccdo proposto no presente trabalho deve ser empregado futuramente
com a utilizacdo de outros anfibios e/ou micro-organismos, assim como, antibiéticos, para a
validacdo dos perfis de expressédo apresentados aqui. Para se obter uma compreensdo mais
detalhada dos perfis de expressao, seria necessaria a constru¢do de uma biblioteca de ESTs e
sequenciamento em larga escala, com vistas a caracterizar todos os transcritos que possuem a
estrutura tipica daqueles que codificam peptideos antimicrobianos em anfibios. Dessa forma,
mais genes poderiam ser submetidos as andlises de expresséo, o que daria uma visdo mais

ampla das variagOes de expressao génica causada pela presenca dos diferentes tratamentos.

Devem ser realizados novos ensaios visando analises dos niveis de expressao génica,
em conjunto com a obtencdo de imagens moleculares por espectrometria de massa, para
observar o efeito da presenca dos antibidticos individualmente na pele de H. raniceps. Este
seria o primeiro passo para buscar evidencias acerca dos mecanismos envolvidos no estimulo

da expressao de peptideos promovida pelos antibioticos.

Ensaios biolégicos devem ser realizados para determinar a atividade/funcdo das
Figaininas, tornando possivel, assim, inferir a respeito dos niveis expressdo apresentados
pelos genes que codificam tais peptideos quando os anfibios foram colocados em contato com

diferentes micro-organismos.
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10. ANEXO I. Sequéncias nucleotidicas dos cDNAs que codificam pré-pro-peptideos

antimicrobianos caracterizados em H. raniceps.

>Rsp-01
ATGGCTTTCCTGAAGAAATCTCTTTTCCTTGTACTATTCCTTGGAATAGTTTCCCTATCCATCTGTGAAG
AAGAGAAAAGAGAAGGAGAAGAAGAGGAGAAGCAAGAGGAAGAAAATGAAGAGTTGAGTGAAGAAGAACT
TAGAGAAAAGAGAGCATGGCTTGATAAACTAAAGAGCCTTGGTAAAGTAGTTGGCAAAGTTGCTCTTGGA
GTTGCTCAAAATTACTTGAATCCACAGCAATGATTCATAATGCATAATTATTAATTACGCCAGATATATA
ATAAAACATATTACCCCAAAAAAAAAAAAAA

>Rsp-02
ATGGCTTTCCTGAAGAAATCTCTTTTCCTTGTACTATTCCTTGGAATAGTTTCCCTATCCATCTGTGAAG
AAGAGAAAAGAGAAGGAGAAGAAGAGGAGAAGCAAGAGGAAGAAAATGAAGAGTTGAGTGAAGAAGAACT
TAGAGAAAAGAGAGCATGGCTTGATAAACTAAAGAGCCTTGGTAAAGTAGTTGGCAAAGTTGCTCTTGGA
GTTGCTCAAAATTACTTGAATCCACAGCAATGATTCATAATGCATAATTATTAATTACGCCAGATATATA
ATAAAACATATTACCCCAAAAAAAAAAAARAA

>Rsp-03
ATGGCTTTCCTGAAGAAATCTCTTTTCCTTGTACTATTCCTTGGAATAGTTTCCCTGTCCATCTGTGAAG
AAGAGAAAAGAGAAGGAGAAGAAGAGGAGAAGCAAGAGGAAGAAAATGAAGAGTTGAGTGAAGAAGAACT
TAGAGAAAGGAGAGCATGGCTTGATAAACTAAAGAGCATTGGTAAAGTAGTTGGCAAAGTTGCTATTGGT
GTCGCTAAAAATCTCTTGAATCCACAATGATTCATCACTACGCAGCATAATTATTAATTATGCCAGACAT
ATAATAAAGCATATTACCTGAAAAAAAAAAAAAAAA

>Rsp-04
ATGGCTTTCCTGAAGAAATCTCTTTTCCTTGTACTATTCCTTGGAATAGTTTCCCTATCCATCTGTGAAG
AAGAGAAAAGAGAAGGAGAAGAAGAGGAGAAGCAAGAGGAAGAAAATGAAGAGTTGAGTGAAGAAGAACT
TAGAGAAAAGAGAGCATGGCTTGATAAACTAAAGAGCCTTGGTAAAGTAGTTGGCAAAGTTGCTTTTGGA
GTTGCTCAAAATTACTTGAATCCACGGCAATGATTCATAATGCATAATTATTAATTACGCCCCA

>Rsp-05
ATGGCTTTCCTGAAGAAATCTCTTTTCCTTGTACTATTCCTTGGAATAGTTTCCCTATCCATCTGTGAAG
AAGAGAAAAGAGAAGGAGAAGAAGAGGAGAAGCAAGAGGAAGAAAATGAAGAGTTGAGTGAAGAAGAACT
TAGAGAAAAGAGAGCATGGCTTGATAAACTAAAGAACCTTGGTAAAGTAGTTGGCAAAGTTGCTCTTGGA
GTTGTTCAAAATTACTTGAATCCACGGCAATGATTCATAATGCATAATTATTAATTACGCCAGACATATA
ATAAAGCATATTACCCCAAAAAAAAAAAAAAAAA

>Rsp-06
ATGGCTTTCCTGAAGAAATCTCTTTTCCTTGTACTATTCCTTGGAATAGTTTCCCTATCCATCTGTGAAG
AAGAGAAAAGAGAAGGAGAAGAAGAGGAGAAGCAAGAGGAAGAAAATGAAGAGTTGAGTGAAGAAGAACT
TAGAGAAAGGAGAGCATTGCTTGATAAACTAAAGAGCCTTGGTAAAGTAGTTGGCAAAGTTGCTCTTGGA
GTTGTTCAAAATTACTTGAATCCACGGCAATGATTCATAATGCATAATTATTAATTACGCCAGATATATA
ATAAAGCATATTACCCCAAAAAAAAAAAAAAAAA

>Rsp-07
ATGGCTTTCCTGAAGAAATCTCTTTTCCTTGTACTATTCCTTGGAATAGTTTCCCTGTCCATCTGTGAAG
AAGAGAAAAGAGAAGGAGAAGAAGAGGAGAAGCAAGAGGAAGAAAATGAAGAGTTGAGTGAAGAAGAACT
TAGAGAAAGGAGAGCATTGCTTGATAAACTAAAGAGCCTTGGTAAAGTAGTTGGCAAAGTTGCTCTTGGA
GTTGCTCAACATTACTTGAATCCACAGCAATGATTCATAATGCATAATTATTAATTACGCCAGACATATA
ATAAAGCATATTACCCCAAAAAAAAAAAAAAAAA
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>Rsp-09
ATGGCTTTCCTGAAGAAATCTCTTTTCCTTGTACTATTCCTTGGAATAGTTTCCCTGTCCATCTGTGAAG
AAGAGAAAAGAGAAGGAGAAGAAGAGGAGAAGCAAGAGGAAGAAAATGAAGAGTTGAGTGAAGAAGAACT
TAGAGAAAGGAGAGCATGGCTTGATAAACTAAAGAGCATTGGTAAAGTAGTTGGCAAAGTTGCTATTGGT
GTCGCTAAAAATTTCTTGAATCCACAATGATTCATCACTACGCAGCATAATTATTAATTATGCCAGACAT
ATAATAAAGCATATTACCTGAAAAAAAAAAAAAAAAA

>Rsp-10
ATGGCTTTCCTGAAGAAATCTCTTTTCCTTGTACTATTCCTTGGAATAGTTTCCCTGTCCATCTGTGAAG
AAGAGAAAAGAGAAGGAGAAGAAGAGGAGAAGCAAGAGGAAGAAAATGAAGAGTTGAGTGAAGAAGAACT
TAGAGAAAGGAGAGCATGGCTTGATAAACTAAAGAGCCTTGGTAAAGTAGTTGGCAAAGTTGCTCTTGGA
GTTGTTCAAAATTACTTGAATCCACGGCAATGATTCATAATGCATAATTATTAATTACGCCAGACATATA
ATAAAGCATATTACCCCAAAAAAAAAAAAAAAA

>Rsp-11
ATGGCTTTCCTGAAGAAATCTCTTTTCCTTGTACTATTCCTTGGAATAGTTTCCCTATCCATCTGTGAAG
AAGAGAAAAGAGAAGGAGAAGAAGAGGAGAACCAAGAGGAAGAAAATGAAGAATTGAGTGAAGAAGAACT
TAGAGAAAGGAGAGCATTGCTTGATAAACTAAAGAGCCTTGGTAAAAAAGTAGGGGAAAAGTTGCTATTG
GAGTTGCTCAACATTACTTGAATCCACAGCAATGATTCATAATGCATAATTATTAATTACGCCAGACATA
TAATAAAGCATATTACCCCAAAAAAAAAAAAAAA

>Rsp-12
ATGGCTTTCTTGAAGAAATCTCTTTTCCTTGTACTATTCCTTGGAATAGTTTCCCTATCCATCTGTGAAG
AAGAGAAAAGAGAAGGAGAAGAAGAGGAGAAGCAAGAGGAAGAAAATGAAGAGTTGAGTGAAGAAGAACT
TAGAGAAAGGAGAGCATTGCTTGATAAACTAAAGAACCTCGGTAAAGTAGTTGGCAAAGTTTTTTTTGGA
GTTGCTCAACATTACTTGAATCCACAGCAATGATTCATAATGCATAATTATTAATTACGCCAGACATATA
ATAAAGCATATTACCCCAAAAAAAAAAAAAAAAA

>Rsp-13
ATGGCTTTCCTGAAGAAATCTCTTTTCCTTGTACTATTCCTTGGAATAGTTTCCCTGTCCATCTGTGAAG
AAGAGAAAAGAGAAGGAGAAGAAGAGGAGAAGCAAGAGGAAGAAAATGAAGAGTTGAGTGAAGAAGAACT
TAGAGAAAGGAGAGCATTGCTTGATAAACTAAAGAGCCTTGGTAAAGTAGTTGGCAAAGTTGCTCTTGGA
GTTGTTCAACATTACTTGAATCCACGGCAATGATTCATAATGCATAATTATTAATTACGCCAGACATATA
ATAAAGCATATTACCCCAAAAAAAAAAAAAAAAA

>Fgn-01
ATGGCTTTCCTGAAGAAATCTCTTTTCCTTGTACTATTCCTTGGAATAGTTTCCCTGTCCATCGGTGAAG
AAGAGAAAAGAGAAGAAGAGGAGAAGAATGAAGAGGGTGCAAACCAGGAGGAAAATGCAGAAAGTAAAGA
AAAGAGATTTATCGGAACTTTAATTCCTCTGGCTTTAGGAGCTTTGACAAAACTTTTTAAGGGTTGATAA
AATGTAATGTTTTATCACTAAGAAGCACGATTATCATTAGTTGTGCCAGACATATAATAAAGCTTATGAA
CTGAAAAAAAAAAAAAAAA

>Fgn-02
ATGGCTTTCCTGAAGAAATCTCTTTTCCTTGTACTATTCCTTGGAATCGTTTCCCTGTCCGTCTGTGAAG
AAGAGAAAAGAGAAGGAGAAGAAAAAGAGGAGAAGAGAGAAGAGGAAGAGGGGAAGGAAGAAAATGAAGA
CGGAAATGAGGAACACAAAGAAAAGAGATTCCTCGGCGCTATTTTAAAAATTGGACATGCACTTGCTAAA
ACAGTTCTTCCTATGGTGACCAATGCCTTTAAACCAAAGCAATAATTCCTCTCTAAGGAGCATAATAATT
ATTAGTTATGCCTGACATATAATAAAGCATAATAATTATTAGTTCTGCCTGACATATAATAAAGCATAAT
AATTATTAGTTCTGGCAGACATATAATAAAGCATAATAATTATTAGTTCTGACAGACATATAATAAAGCA
TAATAATTATTAGTTATGCCTGACATATAATAAAGCATAATAATTATTAGTTCTGCCTGACATATAATAA
AGCATATTAACTGAAAAAAAAAAAAAAAARNA
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>Fgn-03
ATGGCTTTCCTGAAAAAGTCCCTTTTCCTTGTACTATTCCTTGGAATAGTTTCCCTGTCCATCGGTGAAG
AAGAGAAAAGAGAAGAAGAGGAGAAGAATGAAGAGGAAGAAAATGAAGAGGATAATGTGAAAAATAGAGA
AAAAAGATTTTTTGGAGCTATTGTACCTTGGCTTATATCACTTGTTAGTAGTTGGGTTAAAAAAGGTTGA
TAAAATGTAATGTTTTATCTCTAAGGAGCATGATTAGTTGTGGCAGACATATAATAAAGCATATTAGTAA
AATAATCATAAAAAAAAAAAAAAAAAAA

>Dsf-01
ATGGCTTTCCTGAAAAAGTCGCTTTTCCTTGTACTATTCCTTGGATTAGTTTCCCTGTCCATCTGTGAAG
AAGAGAACAGAGAGGAAGAAAGGGAGGAGAACGAGCCGGATAACAGCGAGGAGGGAAATGAAGAGGAAGC
GGAGGATACTAAAGAAAAGAGAGATAAGGAGCGTCCCATTTGTTCAAATACTTTCAGAGGACGTAAATGT
GGATAAAATCTTTACTTTGGTCCCTAAGCAGCACAATTGTTTTTAGCTGCGGCAGACATATAATAAAGCA
GATGTAACTGAAAAAAAAAAAAAAAAA

>Dsf-02
ATGGCTTTCCTGAAGAAATCTCTTTTCCTTGTACTATTCCTTGGATTAGTTTCCCTGTCCATCTGTGAAG
AAGAGAACAGAGAGGAAGAAAGGGAGGAGAACGAGGGGAATGACAGCAAGGAGGAAGAGGAGGGAAATGA
AGAGGAAAATGAGGAGAGTAAAGAAAAGGAAAAGCGTGCATGTTTTCTCACTCGTCTTGGAACATATGTT
TGTGGATAAAATCTTCACTTTGGTCCCTAAGCCGCACAATTGTCCTTAGCTGTGGCAGACATATAATAAA
GCAGATGTAACTGAAAAAAAAAAAAAAA
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