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IV — RESUMO

Secrecdes de pele de anfibios sdo fontes ricasilméscias biologicamente
ativas com diversas funcbes fisiologicas e de defes maioria de baixa massa
molecular como as aminas biogénicas, alcaloidesraédes, peptideos e proteinas de
massa molecular elevada.

O géneroHypsiboas pertencente a familia Hylidae da classe dos imsfib
apresenta-se como promissor fornecedor de peptideas potencial biologico.
Peptideos identificados de espéciesH¥ypsiboasapresentaram analégia a peptideos
antimicrobianos conhecidos. Neste trabalho foiizedb um estudo sistematico da
secrecdo da cutanealdgpsiboas cinerascerabtida por estimulagcéo, onde foi possivel
identificar um novo peptideo com ampla atividaddinagicrobiana, o qual foi
denominado de Cinerascetina. Sua sequéncia foitifidada por técnicas de
cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) spectrometria de massa (MALDI-
TOF-TOF) e confirmadaor técnica de sequenciamento genético, sendo tgaees
desse estudo de sequenciamento genético, tambépodsivel identificar seis novos

peptideos com possivel atividade antimicrobiana.

Palavras Chave:anfibios, anuros, secrecadypsiboaspeptideo, pele.
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V — ABSTRACT

Amphibian skin secretions are rich sources of lglally active substances with
various physiological functions and defense, mbésvw molecular weight, as biogenic
amines, alkaloids, steroids, peptides and proteifis high molecular weight.
The genus Hypsiboas, belonging to the family Hyidaom class of amphibians,
presents as promissing supplier of peptides witkobical potential. Peptides identified
of species Hypsiboas are analogous to the knowmi@nbbial peptides. This work was
realized a systematic study of the skin secretioHypsiboas cinerascens obtained by
stimulation, where it was possible to identify avnpeptide with wide antimicrobial
activity, named cinerascetina. Its sequence wastiftel by techniques of high
performance liquid chromatography (HPLC) and magssctsometry (MALDI-TOF-
TOF) and confirmed by genetic sequencing, and Wss @ossible identified six new

peptides with possible antimicrobial activity.

Keywords: amphibiam, anura, secretidflypsiboas peptide, skin.
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1. INTRODUCAO

Desde o inicio dos tempos o0 homem sempre se ap@matureza para obter
recursos e desenvolver-se, sem se preocupar corpogiige acontecer com 0S recursos
naturais. O ritmo com que algumas vegetacfes sst@to eliminadas € assustador, as
florestas tropicais no mundo foram reduzidas ensg®®% de seu tamanho em apenas
um século, o que é mais grave, elas continuam sgestouidas & razdo de 130.000°km
por ano, o que leva milhares de espécies de talosimos a desaparecer, algumas que
nem chegaram a serem estudadas causando prejotaisulaveis para o mundo
(CAMARA, 2001; FEARNSIDE, 2006; LEITE, et al., 2006

A Amazbnia é a maior floreta tropical do mundo, b&ém chamada de maior
celeiro da biodiversidade da Terra, possui umanefie total de 5.500.000 Km
(BARREIRO & BOLZANE, 2009).

Destes, cerca de 60% em territorio brasileiro ecito como Amazonia Legal,
que juntamente com a Mata Atlantica, Pantanal,adetrrCaatinga, Campos e Florestas
Meridionais contribuem para que o Brasil seja detede um dos maiores bancos
genéticos do planet@ pais abriga aproximadamente 20% de todas asiespéimais
do planeta. A variedade da flora também é impraasit, possuindo cerca de 10 a 20%
das 1,5 milhdes de espécies ja catalogadas. SB005Bspécies de plantas, 524 de
mamiferos, 1.677 de aves, 3.000 de peixes e, &gm@genta respectivamente 22%,
10,8%, 17,2% e 10,7% das espécies existentes naan(@APOBIANCO, 2001;
BARREIRO & BOLZANE, 2009).

Em relacdo aos anfibios, os ndmeros também s&aoedimarios. Sdo 833
espécies, equivalente a 12,6% das 6601 espéciesaéas no mundo (Figura 01),

sendo estas agrupadas em trés ordens: Anura (S&30®, pererecas), Caudata ou
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Urodela (salamandras) e Gymnophiona (cecilias darasecegas) correspondendo a

respectivamente 88%, 9% e 3% (AMPHIBIAWERB, 2010).

Number of species
1

-
s
-7 10
B KISC
: y

16- 2

Figura 01 — Distribuicdo de espécies de anfibios maundo (AMPHIBIAWEB).

Historicamente os anfibios estdo associados asas)amitos, crencas e lendas.
Esses animais eram venerados pelas civilizagbegaantos egipcios atribuiram a
criacdo do homem e de certos deuses a Heket, dewesara representada por uma
mulher com cabeca de r&a. As mulheres, como gratidéavam um amuleto de metal na
forma de ra pelos favores prestados; os chinesediaos acreditavam que o mundo
apoiava-se nas costas de um sapo gigante e gwEresidétos eram provocados pela
movimentagao desse sapo.

As civilizagbes contemporaneas 0s véem com cedo, a®jo e desprezo. Essa
rejeicdo comecou na Ildade Média com 0s europeustp@onavam esses animais com
“coisas” do mal: bruxaria, pecado, hipocrisia, itiiglade e feilra. Hoje, em processo
de desmistificacdo, sabemos que sao animais extrenta interessantes por sua grande

diversidade de formas corporais, estratégias deevicblorido, aspectos ndo observados
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em nenhum outro grupo de vertebrado (LAMAR, 199JHDLMAN & TRUEB,
1986).

Os anfibios constituem um elo importante na teimeaitar do ecossistema e
possuem um grande valor farmacoldgico. Sdo aniopads passam parte da vida no
meio aquatico e meio terrestre, ou seja, dependendois ambientes para sobreviver,
essa caracteristica os torna extremamente senaivaislancas causadas em seu habitat
natural sendo que o principal delas relacionadasatiddades humanas. Essa
sensibilidade os torna grandes indicadores biob&gisdo os primeiros a sofrer com as
mudancas climaticas, predacgdo, radiacdo ultragiotiiencas, entre outros fatores que
atuam isoladamente ou em conjunto provocando s&ddo niumero de desovas e 0
aumento da mortalidade de embrides (MIGUEL, 2007).

Por essas e outras razfes, suas populacdes eslaard® em diversos pontos
do planeta (Figura 02)p que pode levar a um grave desequilibrio da reducem

consequéncias desastrosas para o homem.

| Number of species
. !
- /
. - /
KR /
. /
151 > /
18- o
23 . pr
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Figura 02 - Numero de espécies ameacadas (AMPHIBWEB 2010)
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Outro aspecto, tdo importante quanto o ecoldgico,g&imico-farmacologico.
Espécies que pertencen a essa classe (anfibiosgippimente a ordem Anura,
produzem, armazenam e secretam substancias que pdeer beneficios diretos ao
homem (BERNARDE & SANTOS, 2009).

Sao animais de pele extremamente sensivel, senelceste é um 6rgdo de
grande importancia que possui diversas fungfes comspiracdo cutédnea, transporte
de &gua e solutos, regulacédo da temperatura erttessSEBBEN et al., 1993).

Na pele dos anuros sdo encontrados dois sistemagaddulas totalmente
distintas, as glandulas mucosas e as glandulasaser@igura 03). As glandulas
mucosas sdo menores e distribuem-se por todo 0.c8v responsaveis por manter a
pele umida, propiciando a respira¢do cuténea. |#wglas serosas, sdo maiores e estdo
concentradas mais na parte superior da cabeca eesponsaveis pela producéo e
armazenamento substancias biologicamente ativasno:coaminas biogénicas,
alcaloides, esteroides, peptideos, além de prateinglicoproteinas (ERSPAMER &

MELCHIORRI, 1973; 1980; TOLEDO & JARED, 1995).

Figura 03 - Corte histolégico da derme deOdontophrynus, evidenciando (E)
epiderme, (M) glandulas mucosas e (G) glandulas smas (SANDRA K.
ACKERLEY, acesso 27/09/2010).
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Nos ultimos anos, ficou evidenciado que algumasst@ncias presentes nas
secrecdes cutaneas dos anuros possuem extraardiedeitos farmacoldgicos, como
por exemplo: irritantes locais, cardiotoxinas, mxhas e neurotoxinas, agentes
colinomiméticos, simpatomiméticos, alucinogéni@mgentes citotoxicos e inibidores do
crescimento de microrganismos (SEBBEN et al., 1983TE et al., 2006; BRAND et
al., 2006).

Destas substancias encontradas as que mais aeatestdo: os alcaloides e os

peptideos, principalmentes os peptideos antimianas (PAMS).

1.1 — Alcaloides.

Os alcaloides constituem uma classe de metabd@litmsgrande diversidade em
relacdo as suas estruturas e atividades farmacakguas principais fontes no passado
foram as plantas superiores (angiospermas). Parémyltimos anos observa-se um
crescente aumento na identificacdo de alcaloidesaemmais, insetos, organismos
marinhos, microorganismos, plantas inferiores aggualmente anfibios, dos quais ja
sao conhecidos mais de 800 diferentes tipos déorlea (DALY et al, 2005).

O mérito na identificagdo, isolamento, elucidacéstrueural e atividade
farmacoldgica dos alcaloides de anfibios, em grapade, pertence a DALY &
WITKOP e seus colaboradores. Seus trabalhos eosartide revisdo (DALY &
WITKOP, 1971; WITKOP & GOSSINGER, 1983; DALY et,all987; DALY et al.,
1992; DALY, 1998; SPANDE et al., 1992a, 1992b; DAEY al., 2005DALY et al.,
2008) séo a base para qualquer trabalho referezitalaides de anfibios.

A presenca de alcaloides provavelmente esta relad#o com a dieta dos
anfibios. Esta hipdtese é reforcada por estudog doidobservado que os animais

perderam sua toxicidade com a manutencao de aduta@stiveiro.
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Além disso, individuos gerados por reproducédo etiveieo também nao se
apresentaram toxicos (DALY et al., 1994, 1997; DALM®98). Formigas, besouros e
centopeias que fazem parte da dieta de determieagasies de anfibios, parecem ser a
fonte de certos alcaloides das classes decaidwman izidina, coccinelina, e
espiropirrolizidina presentes nos anfibios.

A origem dos alcaloides pertencentes as principe®ssses como as
pumiliotoxina, allopumiliotoxina e homopumiliotoxancontinuava um mistério, até que
o trabalho de DALY e colaboradores (2002) mostroa grovavelmente eles também
sao originarios da dieta desses animais e nadale$egenéticos como se imaginava.

Porém, estudos recentes colocam em duvida essdae$epOMEBS e seus
colaboradores (2005) extrairam grandes quantidadkesalcaloides dos grupos
pumiliotoxina e hydroquinonas da pebMelanophryniscus montevidens{gnura,
Bufonidae), sendo que esses alcaloides nédo formmntgados e nenhuma das vinte
espécies de artrépodes coletados no mesmo ambieie montevidensissendo que
estes fazem parte da sua dieta.

A concentracdo de alcaloides na secrecdo cutamavaoiar qualitativamente e
quantitativamente, inclusive entre populacfes e€lifeyxs de uma mesma espécie
(SAPORITO et al., 2007). Nos anfibios, a presemg;aldaloides téxicos, via de regra, é
acompanhada por coloracdo aposematica, emboraaot@xcecdes (JUNIOR, 2002;
SUGA, & MUNFSADA, 1988).

A classificacédo estabelecida por DALY et al., (200as alcaloides detectados
em pele de anfibios inclui 22 classes estruturafsreshtes com mais de 800
combinagdes (DALY et gl2005).

Dentre as classes dos alcaloides de anfibios destee as seguintes:

Batracotoxinas, Quinolizidinas, Indolizidinas, Pliatoxinas, Allopumiliotoxinas,
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Deoxipumiliotoxina, Homopumiliotoxinas, Decaidrogalina, Epibatidina,
Tetradotoxina, Histrionicotoxina e Gephyrotoxinabla 01) (figura 04).
Tabela 01. Classes de Alcal6ide de anfibios.
Classe Espécie Exemplo Referéncia
Homobatracotoxina (01)
Batracotoxina Phyllobates DAI_Z\(()gé al,
terribilis Batracotoxinina A (02)
Melanophryniscus DALY et al.,
. 2751 (03)
Quinolizidinas klappenbachi 2008
Oophaga pumilio 195C (04) SAPORITO et al.,
2007
167E (05) A al.
Indolizidinas Oophagap pumilio
195B (06) SAPORITO et al.,
2007
307A (07)
Pumiliotoxinas Dendrobates DALY et al.,
pumilio 323B (08) 2005
267A (09)
Allopumiliotoxinas  Oophaga pumilio SAPORITO et al.,
323B (10) 2007
193H (11)
Deoxipumiliotoxinas Oophaga pumilio DALY et al.,
235V (12) 2005
Melanophryniscus 249F (13) DALY et al.,
Homopumiliotoxinas klappenbachi 2008
223G (14) SAPORITO et al.,
Oophaga pumilio 2007
Dendrobates
pumilio 195A (15) DALY etal.,
. o 2003
Decaidroquinolina
Epipedobates 219A (16) MORTARI et al..

flavopictus

2004
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Epipedobates Epibatidina (17) DALY etal.,
o . 1980
Epibatidina tricolor
Phantasmidine (18) FITCH et al.,
2010
Tetrodotoxina Atelopus TTX (19)
chiriquiensis PAVELKA et al.,
1977
Dendrobates DALY &
Histrionicotoxina histrionicus 283A (20) WITKOP, 1971
Oophaga pumilio 285A (21) SAPORITO et al.,
2007
Diidrogephyrotoxina (22)
Gephyrotoxina I?lgnc_lropates DALY et al.,
istrionicus 1087

Gephyrotoxina (23)

Para facilitar a nomenclatura desses alcaloidesuigerido (DALY et al., 1978)
um sistema de codigo que estabeleceu que elesrfagssgnados por suas respectivas
massas moleculares nominais em negrito, e cassséea mesma massa, uma ou mais

letras seriam acrescentadas para diferencia-los.

o)
CH
3 CHs
H3C\ OH N
HO N
HsCs N
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HO |
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04 05
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Figura 04 - Exemplos das diferentes classes de dtiides encontrados em anfibios
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H Cl

Figura 05 — Continuacao.
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1.2 Peptideos.

Os peptideos possuem propriedades farmacologicamaniba significaticas.
Contudo, a manipulacdo farmacologica e estudosesobmodo de acdo desses
peptideos ainda continua bastante defasada (RANGl.et2000; HOSKIN &
RAMAMOORTHY, 2008).

Esses peptideos apresentaram, por meio de bimensgaivitro e in vivo
espectro amplo de atividades, das quais se des&agguintes: atividades hemolitica,
bactericida, anti-fungica e hormonal. Alguns trabal estdo destacando a enorme
atividade anti-microbiana presente nas secrecogsels de anfibios, especialmente
contra fungos patogénicos, bactérias Gram-positevadSram-negativas (ZASLOFF,
2002; BOMAN, 1991), a qual apresenta um grande nooé terapéutico e

farmacoldgico.

1.2.1 Peptideos Antimicrobianos.

Os peptideos antimicrobianos (PAMs) encontradosse@ecdo cutanea de
anuros (sapos, rans e pererecas), sao sintetizagaxessados a partir de uma Unica
familia de polipetideos precursores, sendo estegsessos na traducdo de um RNA
mensageiro caracteristico, com regifes altamemntseceadas entre 0s pertencentes as
familias Hylidae e Ranidae, 0 que sugere que espdmrtencentes a essas familias
possuem um ancestral em comum (NICOLAS et al., 2003

Os peptideos sintetizados e secretados por esiegisrfazem parte de seu
sistema imune inato de defesa, sdo potencialmdintes a&ontra um espectro largo de
microorganismos patogénicos e alguns predadoredp spie na maioria das vezes nao
apresentam toxicidade em células normais de masifélesse sentido verifica-se que

esses PAMs podem ser considerados modelos paraicimdle novos farmacos
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(PRATES et al., 2004; BRAND et al.,, 2006; BOMAN, 919 ZASLOFF, 1992;
PIERRE, 2000).

A diversidade de PAMs é tdo grande que se torfiaildcategoraliza-los,
principalmente em relacdo a sua estrutura primdfes a maioria desses peptideos
possui caracteristicas fisico-quimicas semelhaoteso: carga liquida positiva, devida
a presenca de residuos catidnicos em sua estprioraria. Todavia a principal delas
consiste na habilidade do PAMs de dotar uma forengual grupamentos de residuos
de aminoéacidos hidrofébicos e catibnicos fiquenaesmente organizadas, adquirindo
uma estrutura secundaria em formaonel®élice anfipatica em meio apolar (ZASLOFF,
2002; NICOLAS et al., 2003).

A cada ano, varios novos PAMs séo identificadoaréirpde espécies de anuros.
Alguns desses novos peptideos apresentam poucantwma homologia com os ja
existentes, consequentemente novas familias estgiodo, sendo que atualmente esses
peptideos estdo agrupados em, 28 familias distigf@BNLON, et al., 2009e;
ROLLINS — SMITH, 2009; ROLLINS-SMITH, L. A. & CONON, J. M. 2005;
NICOLAS et al., 2009; AMICHE et al., 2008).

Esses peptideos apresentaram, por meio de biceepisavitro e in vivo amplo
espectro de atividades, contra fungos patogénimaerias Gram-positivas e Gram —
negativas (ABDEL-WAHAB, et al., 2008; MOR, et.,all991; BOMAN, 1991;).
Estima-se que esses efeitos estdo inteiramenteomd@os a suas caracteristicas fisico-
quimicas, comuns aos peptideos antimicrobianosO(Clt al., 2010; MAGALHAES
et al., 2008; BRAND et al., 2006; LEITE et al, 2005BROGDEN, 2005;

BECHINGER & LOHNER, 2006).
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1.2.1.1 Modo de acao de PAMSs.

O modo de acdo dos PAMs ainda € conhecido de nmudonpleto, mas o seu
principal alvo parecem ser as membranas plasmatesslo que a desestabilizacdo
dessas membranas ocasionando a morte celularnrad@astia lise, tem sido considerada
o principal mecanismo pelo qual os PAMs exercenfsugdo. A diferenca da estrutura
e composicdo da membrana esta diretamente reldeiotam o modo de interacdo
desses peptideos. Estes sdo atraidos pelas sigsedés membranas das bactérias,
através de ligacdes eletrostaticas, sendo esteto poincipal pelo qual os PAMs até
agora caracterizados conseguem discriminar célplagarioticas e eucaribticas.
(BROGDEN, 2005; ZASLOFF, 2002).

A membrana plasmatica de organismos procariongesa&riontes difere em sua
composicao quimica, tanto no contéudo do fosfoeggdcomo na presenca de outros
componentes tais como esteroides (LEHNINGER, 2002).

As membranas bacterianas caracterizam-se por seganizadas de tal forma
que as regibes periféricas da bicamada lipidicdagtal para 0 meio extracelular,
possuem conteudo elevado de fosfolipideos carregadgativamente. Nas bactérias
Gram-negativas, essa intera¢do ocorre por meidiplmsolissacarideos (LPS) que séo
moleculas formadas de cadeias lipidicas e duasiasad#e oligossacarideos, o
oligossacarideo central e a outra um oligossaazsidspecifico (O-especifica) o qual é
o principal determinante do sorotipo da bactémamde este carregado negativamente
(HOSKIN & RAMAMOORTHY, 2008). Nas bactérias Gramgiivas essa interacao
ocorre com o0s acidos teicoicos, que sdo polimeeogliderol ou ribitol que ndo se
apresentam entre as bactérias Gram-negativas. Amd@es combinadas de acidos
teicoicos e lipidios denominam-se &acidos lipoteiosi Esses acidos sdo carregados

negativamente e, portanto contribuem para a irderdgps PAMs com a membrana das
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bactérias Gram-positiva (BROGDEN, 2005; HOSKIN & RAMOORTHY, 2008).

Em contraste a mesma face das membranas de anénat®mposta
majoritariamente por fosfolipideos neutros (fosfiéddlina e esfingomielina), estando
os fosfolipideos carregados negativamente (fodilsgtiiina e fosfatidilglicerol)
voltados para o interior da célula, de frente paratoplasma (BROGDEN, 2005). A
presenca de colesterol na membrana animal, tamdxunz & atividade de alguns PAMs,
sendo que este efeito € causado pelo colester@rtarbicamada lipidica mais rigida,
ocasionando uma maior estabilizacéo, e dificultaaskim interacdes possiveis entre o
colesterol e os PAMs (ZASLOFF, 2002; EPAND & VOGHI999).

Existem alguns modelos que tentam descrever comaeo@ interacdo dos
PAMs com as membranas, 0s mais citados séo: (&)dm;éetergentes (Detergent-like),
(2) formacéo de poros do tipo barril (Barrel stage3) formacdo de poros toroidais
(Toroidal Pore). Esses modelos podem ser sepaedaiis estagios cada. A primeira
etapa, que ocorreria para todos 0os modelos, s&fMs interagindo com a membrana,
posicionando-se na parte extracelular da membmarfarena de um tapete (HOSKIN &
RAMAMOORTHY, 2008).

Modelo em que os PAMs agem como detergentes (Fifra

Apos a formacao do tapete, a uma grande quantaadAMs esta presente na
superficie da bicamada lipidica, onde a naturefipaita do peptideo permite que eles
se comportem como detergentes arrancando pequeedacqs da mesma e,
ocasionando a desestruturacéo total da membrasiadtiaa, ocorrendo a formacgéo de
micelas a partir da membrana rompida (BROGDEN, 2005

Modelo onde ocorre a formacéo de barril (Figura 06)

A formacdo de poros do tipo barril acontece quandoPAMs adquirem

estrutura oligomérica, as regides hidrofébicas dptideo interagem com a regido do
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ndcleo lipidico da bicamada e as regifes hidraf§lipeptidicas formam a regido do
interior dos poros, que podem medit,1 nm (ZASLOFF, 2002; BROGDEN, 2005).

Modelo chamado Poro toroidal (Figura 07).

Os PAMs sobre a membrana inserem-se perpendicuidem formando
complexos com os fosfolipideos, induzindo as momacks lipidicas a dobrarem-se
formando pequenos poros permitindo a passagemmdesimacromoléculas. As regides
polares do PAMs se associam a cabeca polar da edipatica, em seguida a camada
lipidica sofre uma curvatura que vai da parte edaté a face interna da camada
lipidica. Portanto, ocorre a formag¢ao de um pequeamo, que € revestido pelo peptideo

e pela camada lipidica (BROGDEN, 2005; HOSKIN & RAMOORTHY, 2008).

Fonte: BROGDEN, 2005

Figura 06 - Modelo Acao de detergente (Detergentkie).
Esse modelo propbe que os peptideos intercalara estgrupos fosfolipidicos da bicamada causando
tensdo, curvatura e micelizacdo. Regides hidraflgao mostrados em vermelho e hidrofébicas em azul
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Fonte: BROGDEN, 2005
Neste modelo, os peptideos inserem-se na bican@Eidacd de modo que as regides hidrofébicas do

Figura 07 - Modelo barril (Barrel stave).
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Como cada peptideo vai agir frente a membrana plasamesta diretamente
relacionado a como estdo agrupados seus residumsideacidos e a que estrutura a
molécula vai adquiirir em meio extracelular. A qudade de PAMs que presente no
primeiro estagio também é um aspecto relevante.

O efeito final dos trés modelos é ajudar na insedi@s PAMs nas membranas
bioldgicas, ocasionando na morte celular (CHOU let 2010; BROGDEN, 2005;
BECHINGER & LOHNER, 2006).

Além das atividades antimicrobianas, alguns degsptideos apresentam
outras atividades farmacoldgicas, o que reforcalaaimais a sua utilizacdo como
agentes terapéuticos potentes. As Magaininas, @ueesonhecidas como um potente
antimicrobianos, apresentaram atividade antitumasagnificativa (HOSKIN &
RAMAMOORTHY, 2008; BAKER et al., 1993; CRUCIANE at., 1991; OHSAKI et
al., 1992). Alguns derivados sintéticos das magasipossuem atividades antiviral
contra herpes tipo | (GENCO et al., 2003) e magamiA e C mostraram atividade
espermicida (LAI et al., 2002). Os peptideos poiiisina e taquifesina tém atividade
anti-HIV (MALOY & KARI, 1995). A dermaseptina DS Qlsolada dePhyllomedusa
oreadesapresentou atividade aittypanosoma cruzZiBRAND et al, 2002). Algumas
bombininas possuem atividade hemolitica (MIELE let E998). As Phylloseptinas,
conhecidas por serem bactericidas, apresentaratmétanatividades anti-protozoario

(LEITE, et al., 2005).



Tabela 02 — Exemplos de familias de PAMs.
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Familia Peptideos Estrutura Espécie Referéncia
Raniseptinas RNSP 1 KVALGVAQNYLNPQQ Hypsiboas M/:?QLQQ(I)ESS
raniceps "
Dermaseptinas  DShypo 4 GLWSTIKQKGKEAAIAAAKA-  Phyllomedusa BRAZNO%gt al,
AGKAVLNAASEAL hypochondrialis
Amolopinas Amolops WANG etal.;
P Amolopin P1 NILSSIVNGINRALSFF P 2008
loloensis
Pleurainas-As o, .\, SITMTKEAKLPOLWKOIACRL- Rana pleuraden \yAnG et al,
YNTC 2007
Amolops
Esculentinas- Esculentin-2- GIFALIKTAAKFVGKNLLKQA- loloensis WAgoGlgt al.,
2-AL Ala GKAGLEHLACKANNQC
Lithobates
Temporinas Temporin- IPPFIKKVLTTVF capito CONLON et
CPa al., 2009c
. . . YASSER et al.,
Phylloseptinas Phylloseptin- ELSLIPHVISALSSL Hylomantis 2008
L2 lemur
Brevininas-1  Brevinin-  FLPIIAGIAAKFLPKIFCTISKKC  Lithobates blairi  CONEON et
al., 2009b
1BLc
Brevininas-1  Brevinin- FMGSALRIAAKVLPAALCQIFKKC Hylarana WANG etal,
. 2009
1LT1 latouchii
Temporinas Temporin- FLPGLIAGIAKML Hylarana WANG etal.,
- 2009
LT1 latouchii
Shuchinas — Shuchin 1 NALSMPRNKCNRALMCFG ~ Rana shuchinae ZHENG et al.,
2010
Brevininas-1 Brevinin- FFPLALLCKVFKKC Rana dybowskii JIN et al., 2009
1CDYb
Nigrocinas -2 Nigrocin- GLLGSIFGAGKKIACALSGLC Odorrana hosii CONLON et
2HSb al., 2008
Temporinss Temporin- FFGSVLKLIPKIL Hylarana CONLON et
PTa picturata al., 2008
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Hylarana

Esculentinas-2 Esculentin — GILNTLKNVGLGVLKGAGKGAL- erythraea AL-GHAFERI
2ERD NAVLCKMNNNC et al., 2010
Ranatuerinas- Ranatuerin- Lithobates
2 2CPa GIMDTIKDTAKTVAVGLLDKIKC- capito CONLON et
KITGC al., 2009c
GLVNGLLSSVLGGGQGGGGLLG- Leptodactylus
Plasticinas Plasticin-L1 GIL laticeps CONLON et
al., 2009a
Ocellatinas Ocellatin-L2 GVVDILKGAAKDLAGHLATKVM-  Leptodactylus  CONLON et
DKLL laticeps al., 2009a
Buforins  Buforin Il TRSSRAGLQFPVGRVHRLLRK ~Bufo bufo CHO et al.,
gargarizans.
2009
Nigrocinas-2 Nigrocin- GLLGSLFGAGKKVACALSGLC Hylarana CONLON et
2HSa picturata al., 2008
Japocinas-1 Japocin- FFPLALLCKVFKKC Rana dybowskii JIN et al., 2009
1CDYa
Rana
Palustrinas-2 Palustrin- GLWDNIKNFGKTFALNAIEKLKC- ornativentris OHNUMA et
20a KITGGCPP al., 2010
Dermatoxinds  ppT.J1  SLGGFLKGVGKALAGVGKVVAD-  Phasmahyla  RATES etal.,
QFGNLLQAGQ jandaia 2010
Alyteserinas Alyt(-:‘1Sae e Alytes CONLON et
GLKDIFKAGLGSLVKGSLVKGIA- obstetricans 2l 2009d

AHVAN
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1.3 Anuros Hylidae

As espécies pertecentes a familia Hylidae estdoldiglas na América do Sul e
do Norte, india Ocidental, Eurdsia Temperada, exrenorte da Africa e no
arquipélago japonés (AMPHIBIAN SPECIES OF THE WORALZ 2010). Os animais
variam de pequenos a grande em tamanho e geraltéemtdiscos adesivos na ponta
dos dedos, distinguem-se pelo dedo do pé que couatea pequena cartilagem da
falange terminal, que pode ajudar na escalada (AN SPECIES OF THE
WORLD 5.4). Destaca-se entre as outras familias qu@antidade e diversidade de
moléculas. principalmente os PAMs (NICOLAS et 2003).

Esta familia foi taxonomicamente revista por FAIVIOW et al., 2005. E
constituida por 886 espécies agrupadas em tréamiltafs, sendo eHylinae com 631
espécies, aPelodryadinae com 195 e e aPhyllomedusinaecom 60 espécies

(AMPHIBIAWERB, 2010).
1.3.1 Género Hypsiboas

O géneroHypsiboaspossui cerca de 83 espécies, sao encontradasrdwisob
na America do Sul desde a Nicaragua até a Argengnam Trinidade Tobago
(AMPHIBIAN SPECIES OF THE WORLD 5.4) sendo que pasidoram estudadas no
ponto de vista quimico ou farmacolégico. Até o motaedas espécies deypsiboas
que foram estudadas, foi possivel identificar un@van familia de peptideos
antimicrobianos denominada raniseptina (MAGALHAHESie2008) deH. raniceps,e
quatro novos peptideo antimicrobianos, Hylina aHdalbopunctatu§CASTRO et al.,
2009), Hylaseptina P1 d€. punctata (PRATES et al., 2004) , Hylinas bl e b2He

lundii (CASTRO et al.,2005) Tabela 03.



Tabela 03. Peptideos do génetdypsiboas
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Peptideo Estrutura

Atividade Espécie

Referéncia

Hylaseptina P1 H-GILDAIKAIAKAAG-OH

Escherichia coli
Staphylococcus
aureus Hypsiboas
Pseudomonas punctata
aeruginosa
Candida albicans

PRATES et al.,
2004

Hylins b1 H-
FIGAILPAIAGLVHGLINR-
OH

Hemolitica Hypsiboas
lundii

CASTRO et al.,
2005

RSP-1 H-
KVALGVAQNYLNPQQ-
OH

Escherichia coli
Staphylococcus
aureus Hypsiboas
Pseudomonas raniceps
aeruginosa

MAGALHAES et
al.,2008

Hylin al IFGAILPLALGALKNLIK

Escherichia coli
Staphylococcus
aureus
Pseudomonas
aeruginosa
Enterococcus Hypsiboas
faecalis albopunctatus
Bacillus subtilis
Candida
albicans, krusee
parapsilosis
Cryptococcus
neoformans
Hemolitica

CASTRO et al.,
2009
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1.3.1.1 Hypsiboas cinerascens.

Hypsiboas cineraciengFigura 09) é uma espécie que ocorre na Bacia
Amazobnica, Guiana, Suriname, Venezuela, ColomlgaaHBor, Peru e Guiana Francesa
(Figura 10). O organismo € comum em areas enchesqadximas aos igarapés (LIMA
et al.,2006).

Os machos medem cerca de 30-35 mm, e as fémeas 1383 O seu dorso é
verde-transparente, com pequenas manchas amaretascbas vermelhas diminutas. A
regido anterior do ventre é azulada e a posteri@rée-amarelada. A iris € laranja ou
prateada, e existe uma membrana azul escura aciolaa (AMPHIBIAWEB, 2010).

Hypsiboas cinerascernsossui habitos noturnos e é encontrada nas folmas e
galhos das arvores com altura maxima de 1,50 ammeséontrados frequentemente em
areas pantanosas proximas a igarapés em florestérigr e em borda de floresta
(LIMA et al., 2006). Os anfibios reproduzem-se durante o andronteom pico na
estacao chuvosa, de novembro a maio (AMPHIBIAWHB,(®. Os machos vocalizam
escondidos sob folhas. As fémeas depositam cerct0@eovos em pequenas pocas,
normalmente ao lado de igarapés. Os girinos ficepedsos e escondidos na liteira nas
pocas (AMPHIBIAN SPECIES OF THE WORLD 5.4).

Como na maioria das espécies desse género, n&iut® na literatura sobre

seu perfil quimico ou farmacéutico e nem em sedn&noHyla granosa
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Fonte: Eder A. Barbosa

Figura 09 —Hypsiboas cinerascens.
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2. JUSTIFICATIVA

Basea-se nos dados resumidos acima o interesseepliracao deste projeto de
pesquisa, vendo a necessidade de explorar de fadeguada as riquezas da nossa
fauna, no que se refere a classe dos anfibiopalicente a ordem dos anuros.

A secregcdo cutdnea dos anuros é uma fonte ricanal@s moléculas
biologicamente ativas, sendo que essas substas@mglistribuidas por todo o seu
corpo, concentram-se mais na parte proxima a caloegae nos mostra que elas sédo
usadas inteiramente em sua defesa, tanto conttagoees e como agentes patogénicos
(PRATES et al.,, 2004; ERSPAMER & MELCHIORRI, 1978980; DALY, 1995;
TOLEDO & JARED, 1995).

Em virtude de realizarem trocas gasosas atravpslda dependerem dos meios
aquaticos e terrestres para sua sobrevivéncia, rdfhics sdo considerados
bioindicadores, sdo os primeiros a sofrerem commadancas climéaticas e ambientais
causadas pelo homem. Essas caractéristicas oswoluz topo da lista de animais em
extingdo (MIGUEL, 2007).

Muitas dessas espécies ja estdo desaparecendwamdde com elas uma
infinidade de novas moléculas biologicamente atigasaioria de massa molecular
baixa como as aminas biogénicas, alcaloides, éd¢sice , além das proteinas de massa
molecular elevada (ERSPAMER & MELCHIORRI, 1973; 098OLEDO & JARED,
1995).

Além de atividades antimicrobianas também se dastatividade antitumoral,
como as Magaininas e Melittinas, atividade cohgahmaniacomo as Dermaseptina-
S1 e Dermaseptina-O1 e atividade coffirgpanossoma Cruzcomo as Dermaseptina
DI1 e DI2 (RIVAS, et al.,2009; HOSKIN, D. W. & RAMMOORTHY, A., 2008;

BAKER et al.,, 1993; CRUCIANE et al.,, 1991; OHSAKI1 al., 1992). Portanto, a
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identificacdo de moléculas presentes na secrec@meal de tais animais ajuda a
esclarecer como funciona, o complexo mecanismoefiesd baseado na secrecdo de
substancias biologicamente ativas (PRATES et @B042BRAND et al., 2006). Outro
aspecto importante é que este grupo de animaisiiavel adaptou-se as diferentes
pressodes seletivas existentes no meio onde setesnogia que em estudos genéticos de
espécies das mesmas familias, principalmente al&ty/kk Ranidae, foram encontrados
polipeptideos precursores com regides altamentseceedas, indicando assim que as
espécies pertencentes a essas familias possuemaastral em comum (NICOLAS et
al., 2003).

A espécieHypsiboas cinerascern®i escolhida para ser estudada por ser uma
espécie endémica da nossa regido, sendo assimsildacsso, ja que ela foi capturada
na mata da UFAM e ndo ser uma espécie em extirggmr possuir um grande
potencial biolégico, ja que das poucas espéciesedgdnero que foram estudadas, de

sua maioria obtiveram--se substancias biologicaenatnias.
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3. OBJETIVOS

3.1 Objetivo Geral:

O presente trabalho tem como objetivo estudar qeigeos presentes na

secrecao cutanea Hgpsiboas cinerascensbtida por estimulagéo elétrica.

3.2 - Objetivos Especificos:

Isolar, purificar, identificar e sintetizar os cthsntes da secre¢ao cutanea de
Hypsiboas cinerascens.

Comparar as estrututras primarias dos peptideosngados com outras ja
depositadas em banco de dados.

Avaliar a atividade biolégica de alguns peptideasoatrados com possivel

atividade antimicrobiana.
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4 — MATERIAIS E METODOS

4.1. Coleta do Material

O projeto foi submetido e aprovado pelo Comité tieaEem Experimentac&o
Animal da Universidade de Federal do Amazonas c8¥/2010-CEEA. Os animais
necessarios a conducdo deste projeto foram captiradnforme permissdo legal
(Licenca numero: 22533-1) cedida pelo Instituto sBero do Meio Ambiente
(IBAMA) ap0s submisséo e aprovacao do projeto dejpisa.

Os espécimes foram capturados manualmente durgmgeiaxo noturno, tendo
sidolocalizados por meio dos sons emitidos durantecalizacdo. A coleta foi realizada
no Campus da Universidade Federal do Amazonas (UFANiado na periferia da
cidade de Manaus/AM. Os espécimes foram identifisaoelo Prof. MSc. Marcelo

Gordo do Departamento de Ecologia da UFAM.

4.2. Obtengéo das Amostras

Os espécimes foram cuidadosamente lavados em ageate, e agua Milli Q.

As suas secrecdes cutaneas foram obtidas por &stéoielétrica.

4.2.1. Estimulacao Elétrica.

Depois de lavados, foram submetidos a estimulat&dca (Figura 10) com
aproximadamente 8 V, os eletrodos foram colocadosentato diretamente sobre a
superficie dorsal por um tempo de cinco a oito sdgs por trés a cinco vezes com
intervalo de dois a quatro segundos, produzinddrag@io muscular involuntaria, que
resulta na compressao das glandulas granulareseé&®cdes cutaneas obtidas de

Hypsiboas cinerascen&XHC) foram congeladas com mitrogénio liquido,tendo-se
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a degradacdo das substancias, liofilizadas (Ceptri@oncentrator LABCONCO) e

armazenadas a -25 °C.

Figura 11 — Obtencédo da secrec¢do d¢. cinerascengor estimulacao elétrica
(EXHC).
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4.3 — Isolamento e purificagdo dos constituintes.

A secrecado apos processo de liofilizacao foialksda em 60QuL de agua Milli
Q contendo TFA 0,1% (v/v).

Essas aliquotas foram submetidas a cromatografiadd de alta eficiéncia
(HPLC) (SHIMADZzU, Classe LC10 AD-VP). A coluna uréda foi de fase reversa,
semipreparativa 218TP C18u 510 X 250mm) da Vydac, que foi previamente
equilibrada em solugéo aquosa de TFA a 0,1% (eomm@). Utilizando-se um fluxo de
2,5 mL.min', as fracdes foram coletadas manualmente. O emeetdfoi monitorado
simultaneamente a 216 e 280 nm sob um gradiergarlide solugdo de acetonitrila
contendo 0,1% (em volume) TFA (5 a 95% em 80 mimtendo agua com TFA 0,1%.
Melhor assim: HO/acetonitrila/TFA (95/05/0,1; v/vlv), gradiente ndar até
H.O/acetonitrila/ TFA (05/95/0,1; v/v/v) durante 80mmi

As fracdes obtidas foram liofilizadas, analisadasgspectrometria de massa, e
as gue apresentaram bom resultado (que é bomads)tforam redissolvidas em 200
puL de solugcdo aquosa de TFA a 0,1% (v/v) e fraciasgabr cromatografia de fase

reversa, em coluna analitica com fluxo de 1 mLmin

4.4 — Disseccéao da pele.

Os anfibios foram eutanasiados por injecdo de ail@; ocasionando morte
cerebral. O tecido cutaneo dorsal foi retirado amrauxilio de pingas e tesouras. O
tecido visando ao isolamento de RNA foi imediataimetongelado em nitrogénio
liquido e armazenado a -80.

O tecido visando aos experimentos de imagem pagcagpetria de massa

(IMS) foi devidamente esticado em uma lamina deovighra secagem a temperatura
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ambiente. ApGs a secagem, os tecidos foram fixaaoplaca de MALDI utilizando fita
adesiva dupla-face. Uma camada fina de matriz ¢aciciano-4-hidroxicinamico) para
a ionizacdo de peptideos e proteinas foi aplicaleesos tecidos de maneira uniforme

com o auxilio de pipeta.

4.4 — Espectrometria de Massa.

4.4.1. Espectrometria de Massa de Sistema MALDI-TOBF.

As fracOes coletadas foram submetidas a espectiangiet massas usando um
sistema Ultra Flex Il MALDI-TOF-TOF, Matrix Assistl Laser Desorption lonization
— Time of Flight - Time of Flight (Bruker DaltonicBillerica, MA).

As fracdes oriundas da cromatografia analiticanfiotambém, submetidas a
mesma técnica para avaliar o grau de pureza. fg@Es as amostras foram dissolvidas
em aliquotas de 30L de agua Milli-Q, e dessas amostras foram retsadimuotas de 3
uL que foram misturadas comu@ de uma solucédo de acideciano-4-hidroxicinamico
(5 mg) dissolvida em agua (2@Q), acetonitrila (25QuL) e solucédo aquosa de TFA a
3% (50uL), na proporcéo de 1:3 (v:v). A mistura foi agaadigorosamente por cerca
de um minuto em agitador. Um volume dalldas misturas foi aplicado sobre a placa
do sistema MALDI em triplicata, e deixada em remoastemperatura ambiente para
cristalizacdo. O equipamento foi operado no modietido é para analise Moi
realizado em modo LIFT, ambas com calibracdo eateom mistura de peptideos de
acordo com a especificacdo do fabricarepfide Calibration Standard, IBruker

Daltonics, Alemanha).
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Para a obtencdo dos dados, as amostras foram kmatdlas com duzentos
disparos de laser com pulso de 30 a 50% e detekzamxa de massa de 100 a 3000
Da, principalmente nas areas onde foi detectadai@r mperacao de sinais. Apos analise,
as fracbes com maior incidéncia de ions, e com aongjrau de fragmentacdo foram
recromatografadas em cromatografia analitica enfesgadas para identificacdo das

sequéncias.

4.4.1.2. Analise da imagem por MALDI.

Para a analise de IMS foi seguida a metodologBBRIEND, et al., 2006. A pele
foi posta em uma lamina de vidro e deixada pararsag ar livre durante trés dias.
Apbs a secagem, o tecido foi fixado em placa de BAltilizando fita adesiva dupla-
face. Uma camada fina de matriz para a ionizacamejdideos e proteinas foi
adicionada sobre os tecidos de maneira uniforme @amxilio de pipeta, e deixado
para secar por trés horas.

A andlise foi realizada em espectrometro de madsaRlex Il TOF-TOF
(Bruker Daltonics, Billerica, MA) no modo refletiddA varredura automética das
amostras e a aquisicdo dos dados foram controlamtaso programa computacional
FlexImaging(Bruker Daltonics, Billerica, MA) ajustado paratiear pontos de 200 um
em uma area pré-determinada, com cinquenta tirctosgisparados em cada posicao e
laser com intensidade igual, ou aproximada, a 30%mapeamento foi ajustado para a
deteccdo dos componentes com razdo m/z entre 68008. A calibracdo do
espectrbmetro foi realizada utilizando-se um caflibe com peptideos com massa

conhecida, do qual foi depositada uma aliquotaesoltecido a ser analisado.
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4.5 Identificacdo das sequéncias peptidicas.

As fracbes peptidicas que tiverem pureza adequexd® suas sequéncias
peptidicas identificadas, por método de degraddedgdman, ou por comparacao com
as sequéncias encontradas no gene, por meio émisolo do RNA Total e sintese do

C-DNA, seguindo a metodologia descrita em BARBO3#,0.

4.6. Sintese peptidica em fase solida.

Os peptideos de interesse foram sintetizadosmaentgnpelo método da fase
sélida, com a utilizacéo de estratégia Fmoc. Paiatase do peptideo com grupamento
C-terminal aminado a resina usada foi Rink-AmideHiAB(de que fabricante?).

A metodologia aplicada para sintese foi divida tedés partes (CHAN, et al
2000):

Acoplamento do primeiro derivado de aminoacidoesna.

Acoplamento e desprotecdo dos Fmoc-aminoacidosglegncia pepitidica.

E por ultima clivagem da ligacdo peptidil-resinadesprotecdo das cadeias
laterais.

E necessario colocar um grupo ativador no aminoaeidser acoplado para
diminuir a diferenca de energia entre os reagemtescomplexo ativado que seje um
bom grupo de saida. Os reagentes ganharédo enefigard com uma energia mais
proxima ao complexo ativado, havendo assim um &oimrento cinético da reagédo de
formagéo da ligagdo amidica.

O processo de sintese é realizado da seguinte fopnmaeiro e feito a
desprotecdo da resina, pesa-se uma determindadadEntia resina que é adicionada

em uma seringa de 3 mL com um pequeno filtro, nessanga adiciona-se
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aproximadamente 2 mL de piperidina, que sofre @fitaconstante durante 15 min,
depois retira-se a piperidina por sistema a vaesse processo deve ser repetido, ou
seja, a desprotecao ocorre em duas etapas.

ApoOs a desprotecéo realiza-se o teste de Kaisad(ma), para confirmacao da
desprotecdo, que € observada através da cor ekisucaistais da resina.

Apos a confirmacdo do teste € adicionado uma deteda quantidade de
residuo do aminoacido com HBTU, DIPEA e DMF, é tkva agitacdo constante por
uma hora e meia, depois essa mistura e lavada @eanal e DMF em sistema a vacuo,
e em seguida é realizado novamente o teste derKp&sa confirmacdo do acoplamento
que é verificada através da falta de cor dos @isgia resina. Esse processo de
desprotecao e acoplamento e repetido para cadaoedt aminoacido.

Os produtos usados na sintese sdao HBTU, piperidDislF, DIPEA,
aminoacidos ligados ao grupo F-moc e a resina (&igjl).

Mecanismo para desprotecao da Resina (Figura 12).

Mecanismo da reac¢ao de ativacdo do aminoacido rgiR).

Mecanismo do acoplamento do primeiro residuo de@dwido (Figura 14).

Reacdao geral de sintese (Figura 15).

HBTU DMF DIPEA Piperidina Fmoc

OCH; NHFmoc CHs
H4CO W
O

Rink-Amide-MBHA
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Figura 12. Produtos usados na sintese.
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Figura 14. Mecanismo da reacédo de ativacdo do amiacido.
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Figura 16. Reacao geral de sintese.
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4.7. Testes antimicrobianos.

Os testes antimicrobianos serédo realizados nordah® do GEMMA,
localizado no LAPEC Setor sul da UFAM, sob a suisé da Professora DAntonia
Queiroz Lima de Souza.

Onde 2 mg dos peptideos sintéticos puros, sesioldidos em 1mL de agua
Miili-Q, para a realizacdo dos ensaios contra bestéGram — positivas e Gram —
negativas em meio sélido.

Outro teste contrantomonas axonopodis pv. Glycings;a realizado no SIBE

EMBRAPA — Recursos genéticos e Biotecnologia — DF.

5. RESULTADOS.

5.1. Purificacdo dos peptideos.

A secregdo deH. cinerascendoi submetida a cromatografia de fase reversa
semipreparativa, a qual resultou em setenta fra(basela 03) que foram coletadas
manualmente em tubdsppendorfs Apos a coleta, as solu¢des foram congeladas em
nitrogénio liquido e liofilizadas para verificacde pureza por espectrometria de massa.

A cromatografia foi monitorada simultaneamente @ 2280 nm (Figura 16).



53

Tabela 4 - Fracdes obtidas por cromatografia liquid de fase reversa com tempo de
retencao (rt).

Fracao rt Fracao rt Fracao rt Fracao Rt

1 5,40 19 20,9 37 31,10 55 39,97
2 6,13 20 21,64 38 31.23 56 40,70
3 6,9 21 22,86 39 31.65 57 41,21
4 7,38 22 23,80 40 32,10 58 42,25
5 7,68 23 23,9 41 32,50 59 42,90
6 8,79 24 24,24 42 33,41 60 43,29
7 9,43 25 24,69 43 34,10 61 43,53
8 9,95 26 25,04 44 34,33 62 43,94
9 11,90 27 25,32 45 34,83 63 45,22
10 14,16 28 26,04 46 35,25 64 45,69
11 15,65 29 26,79 47 35,65 65 47,38
12 16,16 30 27 48 36,40 66 47,64
13 16,95 31 27,89 49 36,7 67 48,80
14 17,31 32 28,14 50 36,99 68 61,7
15 18,21 33 28,74 51 37,64 69 63,10
16 18,59 34 29,20 52 37,94 70 63,70
17 19,40 35 29,99 53 38,43

18 20,04 36 30,19 54 38,64
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5.2. Espectrometria de Massa (EM).

Todas as fracBes foram submetidas a andlise poreEdd que apresentaram

maior grau de pureza e boa ionizacdo foram subeme#dEM ou seja, fragmentadas

para interpretacao das estruturas primarias e segueento.

As sequéncias foram comparadas com peptideos thgmsino banco de dados

on line Protein BLAST.
As sequéncias obtidas a partir da fragmentacagubmiitos da fracdo 24 e 05
foram comparadas com sequéncias depositadas rePBatAST, o que revelou 70% e

90% de similaridade com peptideo Hylaseptina (GILRNAKAAG), sendo o

Percent
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primeiro com C-terminal amidado e o0 segundo n&do KHMAGEHL-NH
GVLDAIKAIAKAAG respectivamente (figural7, 18).

A sequéncia obtida a partir da fragmentacdo douypecodresente na fragado 67
revelou ser composta pelas sequéncias dos peptddguosnciados das fracdes 24 e 05,
evidenciando que esses dois peptideos foram obpdosmeio da degradacdo do
produto da fracdo 67, essa degradacéo poderiacocw@turalmente, por meio de acéo
de peptidases ou néo através de degradacio nedex(Fagura 19) (MAGALHAES, et
al., 2008) . A sequéncia obtida a partir da fragiaagio da molécula presente na fracao
32 revelou 63% de similaridade com fragmento cpordente aos residuos 46 a 61 de

Ranatuerin 2C (FDTLK GLAGK MLESL), FFFDTLK NLAGK VIGALT.
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Figura 18 — Espectro de massa de peptideos presengefracao 24.
Sequéncia da molécula presente na fracAdKRAIKAAG EHL, com 70% de similaridade com
hylaseptina GILDAKA IAKAAG.
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Sequencia de molécula presente na fracaG\OBEDAIKAIAKAAG

KAAIKAAGEHL , e de componente da fracdo GWLDAIKAIAKAAG KAAIKAAGEHL -NH,

, de componente da fracao 24-
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Figura 21 - Espectro de massa de peptideo presemiz fracdo 32
Sequencia de molécula presente na fracdoFFZDFLK NLAGK VIGALT, com 63% de similaridade
com segmento de Ranatuerin-2CPHILK GLAGK MLESL.

5.3. Identificacdo das sequéncias peptidicas.

N&o foi realizada a identificacdo das sequéncigstigieas por método de
Degradacdo de Edman, ja que ndo se obteve 10 pdedrde peptideo puro, que € a
guantidade de material necessaria para 0 uso dasgento.

Por meio de isolamento do RNA Total e sintese ddNé., foi possivel
identificar sete novos peptideos (Tabela 05), senaontodos os sete peptideos foram
posteriormente localizados na pele do anfibio amwo estudos de imagem por
espectrometria de massa e apenas dois haviam dahbificados por estudos de
espectrometria de massa em sistema MALDI-TOF-TQE,fqram os das fragbes 32 e
67.

As letras em azul identificam o peptideo sinalleéss verdes mostram a peca

acidica e em vermelho esta representado o pemtoen
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ATGECTTTCCTGAAAAAATCCCTTTTTTTTGTACTTTTCCTTGGAATAGITTTTTTGIC
CATCTGI CAAGAT GAGAAAAGAGAGGGEGACGAGCAGTATGAAGAGGAAGAAAAT GAAG
AGGCAAGT GAGGAAAAGAGAGGAGTACT TGATGCAAT TAGAGCTAT AGCGAAAGCAGCT
GGTAAAGCCGCT TTTCAAGCTGCTGGT GAACACATAGGT TCACGT TAATGATTCATCTT
TATGGAACATAACTGI TAGT TGTGTCAGACATATAATAAAGCCTATTATTTGAAAAAAA
AAAAAAAAAAAGT CGACATCGATAAGGGT GGTCA

MAFLKKSLFFVLFLGE VFLSI CODEKREGDEQYEEEENEEASEEKRGVLDAI RAI AKAA
GKAAFQAACGEHI GSR

ATGECTTTCCTGAAGAAATCGECTTTTTCTTGTACTATTCCTTGGAATAGITTCTCTGIC
CATCTGI CAAGAT GAGAAAAGAGAGCGAGACGAGCAGTACGAAGAGGAAGAAAAT GAAG
AGACAAGT GAGGAAAAGAGAGGAGT ACT CGATGCAAT TAAAGCTAT AGCGAAAGCAGCT
GGTAAAGCCGCTCTTCAAGCTGCTGGTGAACACATAGGT TCACGT TAATGATTCATCTC
TATGGAACATAACTGI TAGT TGTGTCAGACATATAATAAAGCATATTATCTGAAAAAAA
AAAAAAAAAAGT CGACAT CGATACGCGT GGT CA

MAFLKKSLFLVLFLGE VSLSI CODEKREGDEQYEEEENEETSEEKRGVLDAI KAI AKAA
GKAALQAACEHI GSR

ATGECTTTCCTGAAGAAATCCCTTTTTCTTGTACTATTCCTTGGAATAGITTCTCTGIC
CATCTGI CAAGAT GAGAAAAGAGAGCGAGACGAGCAGTACGAAGAGGAAGAAAAT GAAG
AGAGCAAGT GAGGAAAAGAGAGGAGT ATTCGATGCAATAAAAGCTATAGCGAAAGCAGC
TGGTIAAAGCCGCTCTTCATGCTGCTGGT GACT CCATAGGAACACGT TAATGATTCATCT
CTATGGAACATAAATGI TAGT TGT GTCAGACATATAATAAAGCAAATTATCTGAAAAAA
AAAAAAAAAAAGT CGACATCGATACGCGT GGTCA

MAFL KRNLFSLYYSL FL FPWPVKVEKDRETRSVKRNEEENASEEKRGVFDAI KAI AKA
AGKAALHAAGDSI GTR

ATGECTTCCE TGAAGAAATTTTTTTTCCTTGTANTATTCCTTGGAATAGITTTTCTGIC
CATCTGI CAAGAT GAGAAAAGAGAGCGAGACGAGCAGTATGAAGAGGAAGAAAAT GAAG
AGGCAAGT GAGGAAAAGAGAGGAGT ACT CGATGCAAT TAAAGCTAT AGCGAAAGCAGCT
GGTAAAGCCGCT TTTCAAGCTGCTGGTGAACACATAGGT TCACGT TAATGATTCATCTC
TATGGAACATAACTGI TAGT TGTGTCAGACATATAATAAAGCATATTATTTGAAAAAAA
AAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAACT CGACAT CGANANGCGT GGTCA

MASLKKFFFLVNFLG VFLSI CODEKREGDEQYEEEENEEASEEKRGVL DAl KAl AKAA
GKAAFQAACEHI GSR
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ATGECTTTCCTGAAAAAGTCCCTTTTTCTTGTACTATTCCTTGGAATAGI TTCCCTGEC
AACCT GT GAAGAAGAGAAAAGAGAAGAT GAGAAGGAAGAGGAAGAAAAT GAAGAGGGAA
ATGAAGAAAATAGAGAAAAGAGATTTTCTTTGACACT TTAAAAAATATTGCTGGAAAAG
TCATTGGAGCTCTTACCGGT TGAAGT GTAACGT TTCATCCATAAGGAACATAACTATTT
GITCCTTACATATAATAAAGAGCACTATCTGAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAACT CGACA
TCGATACGCGTGGTCA

MASLNSFPGNLVRREKRRI EGRGEKERGKEERKERKEI FFDTLKNI AGKVI GALTG

ATGECTTTCCTGAAAAAATCCCTTTTTCTTGTACTATTCCTTGGAATAGT TTCCCTGEC
AACCT GTGAAGAAGAGAAAAGAGAAGAT GAGAAGGAAGAGGAAGAAAAT GAAGAGGGEAA
ATGAAGAAAATAGAGAAAAGAGATTTTTCTTTGACACT TTAAAAAATATTGCTGGAAAA
GICATTGGAGCTCTTACCGGT TGAAGT GTAATGT TTCATCCATAAGGAACATAACTATT
TGITCCTTACATATAATAAAGAGCACTATCTGAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAA
CTCGACATCGATACGCGT GGT CGACATCGATACGCGT GGTCA

MAFLKKSLFLVLFLG VSLATCEEEKREDEKEEEENEEGNEENREKRFFFDTLKNI AGK
VI GALTG

ATGECTTTCCTGAAGAAATCTCTTTTCCTTGTACTATTCCTTGGAATAGI TTCCCTTGC
AACCT GT CAAGATGAGAAAAGACAAGAT GAT GACCAGGAAGAGGAAGAAAAT GAAGAGG
GATATGAAGAAAATAGAGAAAAGAGATTTTTCT TTGACACTCTGAAAAATTTGECTGEA
AAAGT CATTGGAGCTCTTACCGGT TAAAGT GTAATGT TTAATCCCTAAGGAGCATAACN
NNTTGNTNCATACATATAATAAAGT GCATTATAAAANAAT CAAAAAAAGT CGAATTCCA
GCACACTGGECGGECCGT TACTAGTGENNC

MAFLKKSLFLVLFLG VSLATCQDEKRQDDDQEEEENEEGYEENREKRFFFDTLKNLAG
KVI GALTG
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Tabela 5. Peptideos encontrados no gene deypsiboas cinerascene suas
respectivas massas.

SEQUENCIA Massa (Da)
2448. 85
2386. 82
2365. 76

2420. 84

1920. 32
| 1954. 58
L 1954. 58

Letras em verde indicam os residuos de aminoadid@sticos, em amarelo indicam os residuos
diferentes e letras em azul mostram sitio de civag

5.4. Imagem por Espectrometria de Massas (IMS).

Pele seca presa com fita dupla face em uma pé&Ad.DI tomando cuidado
para que nao formasse bolha de ar (Figura 16).

A varredura total da pele ocorreu automaticameuatante 3 horas (Figura 17).

O espectro total da pele mostrou moléculas dea5t#D0 Da (Figura 18).

Imagem dos ions formados (Figura 19)

De acordo com a imagem, pode-se obervar que ¢islpep obtidos das fracdes
67 e 32 com massas 2386,47 e 1954,58 respectivanséat secretados em sua forma
adulta, e as moléculas presentes nasfracbes 24néd%oram identificadas, ja que
estavam na forma truncada (Figuras 20 e 21). (&ig0r21).

Também foram observados na imagem por espectiantetrmassa (IMS) os
peptideos encontrados por analise dos RNA mensageir

Peptideo — GVLDAIRAIAKAAGKAAFQAAGEHI, com massa 28.85

(Figura 22).
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Peptideo — GVFDAIKAIAKAAGKAALHAAGDSI, com massa &5%.76
(Figura 23).

Peptideo — GVLDAIKAIAKAAGKAAFQAAGEHI, com massa 24.84
(Figura 24).

Peptideo — IFFDTLKNIAGKVIGALT, com massa 1920.3ddura 25).

Peptideo — FFFDTLKNIAGKVIGALT, com massa 1954.58gjra 26).

Figura 22. Pele seca dH. cinerascendixada em uma placa de MALDI.



Figura 23. Area da pele a ser andlisada por IMS.
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Figura 25. lonizacéo total da pele obtida por IMS.
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Figura 26. IMS da frag&o 67.
Representagdo pictérica da Imagem por Espectrandei Massa (IMS) correspondente ao produto
presente na fragdo 67 - massa 2386,47 Da
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Figura 27. IMS fracdo 32.
Representacao pictérica da Imagem por EspectramdrMassa (IMS) correspondente a peptideo
presente na fragdo 32 — massa 1954,58 Da
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Figura 28. IMS peptideo codificado pelo gene, comansa 2448.85 Da.
Representacdo pictéria da Imagem por Espectromd&iaMassa (IMS) correspondente a sequéncia
peptidica: GVLDAIRAIAKAAGKAAFQAAGEHI.
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Figura 29. IMS peptideo codificado pelo gene com raga 2365.76 Da.
Representacao pictéria da Imagem por EspectrontiEriassa (IMS) correspondente a sequéncia
peptidica: GVFDAIKAIAKAAGKAALHAAGDSI.
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Figura 30. IMS peptideo codificado pelo gene com raga 2420.84 Da.
Representacdo pictéria da Imagem por Espectromd&iaMassa (IMS) correspondente a sequéncia
peptidica: GVLDAIKAIAKAAGKAAFQAAGEHI.
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Figura 31. IMS peptideo codificado pelo gene com raga 1920.32 Da.
Representacdo pictéria da Imagem por Espectromd&iaMassa (IMS) correspondente a sequéncia
peptidica: IFFDTLKNIAGKVIGALT.
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Figura 32. IMS peptideo codificado pelo gene com msa 1954.58 Da.

Representagdo pictéria da Imagem por Espectromd&iaMassa (IMS) correspondente a sequéncia
peptidica: FFFDTLKNIAGKVIGALT — Sendo que esse pgdpb tem massa idéntica ao encontrado na
fragdo 32, j& que a Unica diferenca desse paréro ewma isoleucia no lugar de uma leucina.

5.5 Sintese peptidica.

Apo6s confirmagdo da sequéncia peptidica obtida mero da andlise dos
peptideos codificados pelos genes da espécie, o tideep
GVLDAIKAIAKAAGKAALQAAGEHI-NH , nomeado cinerascetina, foi escolhido
para ser sintetizado, como um como modelo parampeptideos farmacologicamente
ativos proveniente da secrecao cutanea de um ndilmcaanuro. Foi escolhido outro

peptideo através de comparagdo no banco de daddsiep Protein- Blast, para ser
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sintetizado GILDAISGKASAAGKKALEYAAEQI-NH,, sendo que este é um
segmento de uma proteina com 361 residuos de aridosa sem funcédo aparente, a

qual é secretada por uma bactéria conhecida amptomyces albud1l074 (Figura

32).

1 GVLDAI KAl AKAAGKAALQAAGEHI G 26
GHLDAI +++A+AACGK+AL++A+EH G
242 G LDAI SGKASAAGKKALEYAAEQ G 267

Figura 33. Peptideo intragénico dé&treptomyces albu3l074.

Letras em roxo represantam o peptideslgpsiboas cinerascerssem vermelho peptideo intragénico
correspondente ao segmento a-b da proteina ctasadestreptomyces albukl074 em verde residuo
comuns para as duas moléculas.

A sintese completa dos peptideos durou aproximauam®5 horas cada
peptideo, apds o termino da sintese, e clivageme erpeptideo e a resina que ocoorre
concomitantemente com a deprotecao das cadeiasidatebteve-se aproximadamente
40 mg de cada peptideo bruto. Esses peptideos foesados a técnica de
espectrometria de massa para confirmacdo da sipteseneio de analise de suas

massas moleculares e de suas sequéncias pep(lgass 32, 33, 34 e 35).
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Figura 34. Espectro de massa de cinerascetina sititd bruto.
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Figura 35. Espectro de massa do peptideo intragéwic
x104

768.602
456.336
290990

bV & /L <= D = A b /L dm K e /L = A b K = A 1 A 1Ghm K e A 1A b /L e Q = A1 A I1G b E e H e /L =

28.07
[
2386.700
2386.700
159 p— H —4— E —4GIA LA I Q —IIL 4AIA I K —4GIAIAIK=—SAIPRIILA4AAP K=—ILAAIHpD=IL o4— Ve —
1306.948
1164809
1.0
2002.717
5.09
E?’_E&,E 2%}_773
384.341 §81)656
384.341
979.685 1690.387
0.5 1 — 2119.767
3 300.251 569.456 696.603 1080.€22 I
157.162 220222 359400 | 03 2058824 q
=5 — ,1619.307| 1791.814 . 626

T T L B e e e e e I A e e e e e N s e e e e e S N
250 500 750 1000 1250 1500 1750 2000 2250

Figura 36. Sequéncia peptidica de cinerascetina $tico.
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Figura 37. Sequéncia peptidica do peptideo intragéro.

Apos a confirmacdo da sequéncia peptidica por tspeetria de massa, foi
conduzida a sua purificacdo por cromatografia serpgrativa de fase reversa. A
concentracdo de acetonitrila em que o peptidea @laiextrato bruto foi empregada
como parametro para a construcdo dos programa=mdieigte utilizados na purificacéo.
Foram usados os seguintes gradientes seguindpads® de 55 min. cada.

a) 25 a 65% de ACN/ Agua com TFA 0,1%.

b) 35 a 65% de ACN/ Agua com TFA 0,1%.

c) 45 a 65% de ACN/ Agua com TFA 0,1%.

Sendo, que desses gradientes o que teve melhdtadespara purificacéo foi o
seguinte: HO:ACN:TFA (35/65/0,1; v/vilv), gradiente linear atd,O:ACN:TFA

(65/35/0,1; viviv) durante xy min para ambos gstigeos (Figura 37 e 38).
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Figura 38. Cromatograma do peptideo sintético cin@scetina.
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Figura 40. Cromatograma do derivado sintético de aerascetina.
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5.6. Ensaios de atividade antimicrobiana.

O peptideo Cinerascetina foi testado contra uma degrteriana fitogénica:
Xantomonas axonopodis pv. Glyci{éggura 41) E ainda contra trés cepas bacterianas
patogénicas: Staphylococcus aureugFigura 42) Bacilus cereus(Figura 43) e
Streptococcus mutan$igura 44), todas do tipo Gram-positivas, variedadTCC,
esses testes foram realizados em triplicata meBosiareuspor falta de material.

No ensaio contrXantomonas axonopodis pv. Glycines

O peptideo Cinerascetina também foi testado camtcaescimento de fungo
leveduriforme patogénico humarn©andida albicanglo tipo ATCC. Foi determinada a
concentracao inibitéria minima de crescimento (MIO3} testes foram realizados por
meio de um ensaio de diluicdo seriada, em microaglale 96 pocos partindo-se da
concentracdo de 2 mg por thLA concentracéo inibitéria minima (MIC) do peptide
Cinerascetina pai@. albicansfoi de 31, 25 pg .mt.

O derivado sintético de Cinerascetina ndo apresgeatiwidade antifingica e

antibacteriana significativa até a concentracédng por mL*
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Figura 42. Gréfco de taxa de crescimento da bacté&Xantomonas axonopodis pv.

Glycinesversus concentracao do peptideo.
Linha Rosa: Peptideo cinerascetina / Linha Amai@daivado sintético / Linha Azul: outro peptideo.

Figura 43. Ensaio antimicrobiano do peptideo cinerscetina contra a bactériaS.

aureus.
Esse ensaio foi realizado em duplicata, onde de 2lanpeptideo foi dissolvido 1 mL de agua Miili-Q.
gue obtev-se resultado de inibicdo com média de=Alg® cm.



Figura 44. Teste antimicrobiano do peptideo cineratina contra a bactériaB.

cereus.
Esse ensaio foi realizado em triplicata, onde dey2lo peptideo foi dissolvido 1 mL de agua Miili-Q.

gue obtev-se resultado de inibicdo com média de=Algs cm

Figura 45. Teste antimicrobiano do peptideo ciner&etina contra a bactériaS.

mutans
Esse ensaio foi realizado em triplicata, onde aeg2do peptideo foi dissolvido 1 mL de agua Miili-Q.

gue obtev-se resultado de inibicdo com média de=Al8 cm.
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Figura 46. Teste antimicrobiano do peptideo cineragtina contra a bactériaC.

albicans realizado em triplicata.
Diluigdes de: 2 mg/mL — 1 mg/mL — 500 pg/mL - 250pg — 125pg/mL — 62,5pg/mL

—31,25ug/mL.
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6. CONCLUSAO.

As pesquisas para a busca de novos farmacos otamscibs que sirvam de
modelos para sintese de farmacos sdo uma necessidadiata. Cada vez mais os
microrganismos patogénicos estdo ficando resisemt@s antibioticos utilizados,
levando as comunidades médica e cientifica a fic@m alerta.

A pele dos anfibios, principalmente aquels da ordenra, por possuirem um
arsenal de substancias das mais variadas estretatasdades bioldgicas, entre elas os
peptideos antimicrobianos, que acabou stornando-stas principais alvos desses
estudos. Nas ultimas décadas, pesquisas mostrararasges peptideos presentes nas
secrecdes de pele de anuros possuem extraordieeitiss farmacologicos, algumas ja
em uso e outras em avancados testes ou servindodkdo para farmacos.

Os peptideos isolados e identificados neste trabalinfirmam o grande
poténcial biolégico da espécie. Foi isolado, iderado e sintetizado um novo peptideo,
que foi denominado de Cinerascetina.

O peptideo Cinerascetina sintético mostrou coréwdtr atividade
antimicrobiana e antifingica, o que demonstra aiNd@ade de se utilizar os analogos

sintéticos dos peptideos descobertos.
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7. PESPECTIVAS.

Como perspectivas ja existe uma proposta, a cuatpppara continuar o estudo
qguimico e farmacolégico da espétfgpsiboas cinerascensbjetivando principalmente
identificar os outros constituintes de sua secre¢ao

Estudar a influéncia do seu habitat natural, nadygéo dos peptideos
antimicrobianos, podendo assim futuramente inflis#n@ espécie a produzirem

determinados peptideos, que possam ser usadositnoleae doencas patogénicas.
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8. CRONOGRAMA SEMESTRAL DAS ATIVIDADES.

Meta/Atividade 1°Sem. 2°Sem. 3°Sem. 4°Sem.
Levantamento Bibliografico R R R R
Créditos obrigatdrios R R R

Extracéo da secrecao R

Separacgéao e Purificagéo por R R

Cromatografia

Espectrometria de Massa R R
Sequenciamento dos peptideos R R
Sintese de peptideos R R
Testes antimicrobianos R R
Preparacao da dissertacao R R R R

Apresentacéo da dissertacéo X
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