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RESUMO

A secrecdo cutanea de anfibios € uma rica fonte de diversas moléculas bioativas.
Um importante grupo de tais moléculas sdo os peptideos antimicrobianos. Anuros da
subfamilia Phyllomedusinae (Hylidae-Amphibia) expressam diversos componentes
pertencentes a este grupo. O presente estudo descreve a purificacdo e determinacdo da
estrutura primaria de Vvarios analogos pertencentes as familias de peptideos
antimicrobianos encontradas em anfibios do género Phyllomedusa.

O extrato total dos anfibios Phyllomedusa burmeisteri, Phyllomedusa rohdei e
Phyllomedusa tomopterna mostrou-se uma complexa mistura de peptideos. Dentre estes,
40 moléculas pertencentes (homologia) a quatro familias de peptideos antimicrobianos
(dermaseptinas, filoseptinas, hiposinas e dermatoxinas) foram identificados e
caracterizados quanto a sua estrutura primaria. Os peptideos foram purificados por meio
de um sistema RP-HPLC, sequenciados e analisados por meio de espectrometria de
massa MALDI TOF/TOF e ESI Q-TOF. Degradacdo de Edman foi utilizada para
confirmacdo da estrutura priméria de trés peptideos (Filoseptina 08, DStomoO1 e DD L).
Adicionalmente, um analogo de hiposina, denominado hiposina 6, foi identificado.

PS 08 e hiposina 6 foram sintetizados e testados contra uma bactéria patogénica
de plantas (Xanthomonas citrii) e contra bactérias patogénicas de humanos (Escherichia
coli, Staphylococcus aureus e Pseudomonas aeruginosa). Como comparacdo, duas
dermaseptinas identificadas em Phyllomedusa tarsius, DRT 12 e DRT 15, foram
purificadas e testadas contra Xanthomonas citrii e contra 0s patdogenos humanos,
respectivamente.

O presente trabalho contribui para o aumento do conhecimento da biodiversidade
relativa a esse grupo de moléculas, adicionando um relevante nimero de novos analogos

a miriade de peptideos antimicrobianos ja conhecidos na subfamilia Phyllomedusinae.



ABSTRACT

Amphibian skin secretion is considered a rich source of bioactive molecules. One
important group of such molecules is the antimicrobial peptides group. Frogs from the
Phyllomedusinae subfamily (Hylidae-Amphibia) possess several components of this group.
The present work describes the purification and primary structure determination of several
analogs which belong to antimicrobial peptides families found in amphibians of the genus
Phyllomedusa (Hylidae-Amphibia).

The crude extract obtained from the amphibians Phyllomedusa burmeisteri,
Phyllomedusa rohdei and Phyllomedusa tomopterna was demonstrated to be a complex
mixture of peptides. Among them, 40 molecules belonging to four families of antimicrobial
peptides (dermaseptins, phylloseptins, hyposins and dermatoxins) were identified and their
primary structures were obtained. The peptides were purified in a RP-HPLC system and
sequenced and analyzed by MALDI TOF/TOF and ESI Q-TOF mass spectrometry. Three
peptides had their primary structure confirmed by Edman degradation (Phylloseptin 08,
DStomo01 and DD L). A hyposin analog, named hyposin 6, was also identified.

PS 08 and hyposin 6 were synthesized and tested against a plant pathogen
(Xanthomonas citrii) and against human pathogens (Escherichia coli, Staphylococcus
aureus and Pseudomonas aeruginosa). As a comparison, DRT 12 and DRT 15, two
dermaseptins previously identified in Phyllomedusa tarsius secretion, were purified in a
RP-HPLC system and tested against Xanthomonas citrii and the human pathogens,
respectively.

Finally, this work contributes to the increase of knowledge concerning the
biodiversity of these molecules as a group, adding a relevant number of analogs to the

range of peptides already known.
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Introducao



Os anfibios constituem um grupo taxonémico formado por salamandras, cecilias e
anuros. Estes animais possuem como caracteristica marcante um modo de vida dividido
entre 0 ambiente aquatico e o terrestre em pelo menos uma fase do desenvolvimento
(Pough et al.,, 1999). Sua dependéncia do ambiente aquatico esta relacionada com
desenvolvimento de uma pele altamente sensivel que é essencial a sua respiragao
cutdnea, € altamente vulneravel a agressbes do ambiente, tanto bidticas (ex:
microrganismos e predadores) como abidticas (ex: resisténcia a dessecacgao) (Stebbins e
Cohen, 1995). Essa presséo culminou no desenvolvimento de um sistema de defesa inato
baseado na expressdo, produgdo, acumulo e secregdao de moléculas bioativas por
glandulas localizadas na derme destes animais. A secrecado cutédnea de anuros contém
uma ampla gama de classes de biomoléculas, como alcaldides, aminas biogénicas,
proteinas e peptideos (Lazarus e Attila, 1993; Brand et al., 2002; Pukala et al., 2006).

Os peptideos bioativos secretados a partir das glandulas cutaneas de anfibios vém
sendo estudados ha mais de 30 anos, principalmente em anuros, e sdo considerados um
dos principais fatores responsaveis pelo sucesso evolutivo desse grupo (Lazarus e Atilla,
1993). Considerando a variedade estrutural e funcional desses peptideos, a pele de
anfibios, especialmente anuros, é considerada uma rica fonte de peptideos com potencial
para servir como modelos para a produgao de novos farmacos (Negri et al., 1992; Lazarus
et al., 1999; Gebhard et al., 2004; Prates et al, 2004; Brand et al., 2006b).

Atualmente, existem dezenas de familias de peptideos conhecidas, as quais sao
agrupadas principalmente de acordo com sua estrutura primaria e/ou espectro de
atividade biologica. Dentre a gama de atividades ja descritas podem ser citados
hipotensores e vasodilatadores (Brand et al., 2006b), analgésicos (Negri et al., 1992),
inibidores de proteases (Gebhard et al., 2004), neuropeptideos (Lazarus et al., 1999) e
peptideos antimicrobianos (PAMs) (Zasloff, 1987; Prates et al, 2004; Conlon et al., 2006).

Muitos destes peptideos sdo encontrados em altas concentracbes em anfibios e seu



estudo contribui para a identificacdo e a determinagcdo de atividade de analogos
encontrados em mamiferos (Erspamer, 1994).

O desenvolvimento de técnicas como a espectrometria de massa e métodos
cromatograficos juntamente com a evolugao das mesmas possibilitou que um grande
numero de moléculas fosse identificado e caracterizado quanto sua estrutura primaria.
Varias espécies pertencentes ao mais diversos géneros e familias de anfibios ja foram
estudadas e mesmo peptideos encontrados em baixas concentracbes podem ser
caracterizados devido ao nivel de resolugdo dessas metodologias (Brand et al., 2002;
Leite et al., 2005; Conlon et al., 2007).

A subfamilia Phyllomedusinae de anfibios, pertencente a familia Hylidae possui
peptideos representantes de muitos destes grupos de moléculas (Erspamer et al., 1985;
Gebhard et al., 2004; Chen et al., 2006). Entre elas se destacam as dermaseptinas e as
filoseptinas, duas familias de PAMs que até o momento s6 foram encontradas nesse
grupo de anfibios (Brand et al., 2002; Leite et al., 2005; Brand et al., 2006a; Chen et al.,
2006).

A producdo de PAMs como parte de um sistema imune inato, tal como visto em
anfibios, constitui um mecanismo essencial e presente tanto entre vertebrados como em
invertebrados (Krugliak et al., 2000). Esse mecanismo complementa o sistema imune
adaptativo mediado por células especificas e constitui a primeira linha de defesa contra a
proliferagcdo desordenada de microrganismos (Bevins e Zasloff, 1990; Vanhoye et al.,
2003). A maioria destes peptideos é de natureza anfifilica, com regides hidrofilicas com
residuos polares positivamente carregados e regides hidrofébicas; além de possuir carga
global positiva (Leite et al., 2005).

A primeira dermaseptina foi descrita em 1991 e recebeu esse nome devido a sua
origem, a derme (“derma”) do anfibio P. sauvagei, e sua atividade biolégica contra fungos

patogénicos, além de bactérias Gram-negativas e Gram-positivas (“septina”) (Mor et al.,



1991). Posteriormente, outras dermaseptinas demonstraram atividade também contra
protozoarios e virus (Krugliak et al., 2000; Lorin et al, 2005). Como a maioria dos PAMs,
sdo moléculas alifaticas e tendem a assumir conformagodes anfifilicas em a-hélice quando
em meio helicogénico, mostrando uma separagdo bem definida entre dominios
hidrofobicos e hidrofilicos (Mor et al., 1991; Leite et al., 2007). Este tipo de conformagao
parece estar intimamente ligado a sua atividade antimicrobiana (Mor et al., 1994).

Acredita-se que algumas moléculas da familia das dermaseptinas, tal qual a
adenoregulina, possam apresentar outras atividades biolégicas além da atividade
antimicrobiana (Daly et al., 1992). Assim como as dermaseptinas, a adenoregulina possui
atividade antimicrobiana contra fungos e bactérias, possuindo também uma agao
potencializadora da ligacado para receptores de adenosina A1 (Mor e Nicolas, 1994; Daly
etal., 1992).

As filoseptinas constituem outra familia de peptideos antimicrobianos somente
encontrados, até o momento, na secregao cutinea de anfibios dos géneros Phyllomedusa
e Hylomantis (Leite et al., 2005; Chen et al., 2006; Conlon et al., 2007). Estas possuem
em geral 19-20 residuos de aminoacidos em sua estrutura primaria e assim como as
dermaseptinas parecem assumir conformagdes anfifilicas em meios helicogénicos (Leite
et al., 2005). Peptideos desta familia possuem acao contra bactérias Gram-negativas e
Gram-positivas, assim como contra protozoarios (Leite et al., 2005). Apesar de sua agao
efetiva contra microrganismos, a maior parte desses peptideos ndo demonstrou atividade
hemolitica significativa contra eritrécitos humanos (Leite et al., 2005; Conceigao et al.,
2006; Conlon et al., 2007).

O mecanismo de acdo de dermaseptinas e filoseptinas parece estar direcionado
principalmente a membrana plasmatica, causando perturbacbes que acabam por
promover inibicdo de crescimento ou morte celular de microrganismos (Epand e Vogel,

1999; Leite et al.,, 2005; Brand et al., 2006a). A interacdo de PAMs com membranas



lipidicas ocorre por vias que nao utilizam receptores especificos, mesmo que alguns
poucos parecam utilizar certos receptores uma vez que sao ativos em concentragoes
nanomolares (Shai, 2002). E notavel a capacidade da maioria destas moléculas de
distinguir entre células de mamiferos e células procaridticas, e essa propriedade parece
estar ligada diretamente a composicao da membrana celular destes tipos celulares, como
por exemplo, a composicao lipidica das mesmas e a presenca de esterdides (Yeaman e
Yount, 2003). Além disso, propriedades fisico-quimicas dos peptideos também
influenciam na sua poténcia e seletividade por certos tipos de membranas.

Existem trés modelos de mecanismos pelos quais essas moléculas provocam
perturbacbes nas membranas. O modelo barril “barrel-stave”, no qual poros em forma de
barril sdo formados pela agregagdo de peptideos na membrana, e o modelo carpete
(modo de acédo atribuido as dermaseptinas) pelo qual os peptideos se ligam a motivos
carregados negativamente na membrana celular do alvo causando desintegracdo da
mesma quando uma determinada concentracado critica é atingida (Shai, 2002). Um
terceiro mecanismo vem sendo proposto para melhor explicar a agao de PAMs, com base
na formacao de micelas compostas por peptideos e fosfolipidios retirados da membrana
celular que acaba por causar permeabilizacdo e destruigdo da mesma (Bechinger e
Lohner, 2006). Este mecanismo é chamado de detergente. (Bechinger e Lohner, 2006).

E importante ressaltar que em cada espécie de Phyllomedusa ja estudada, sdo
encontrados varios analogos dessas familias de PAMs, o que provavelmente confere a
capacidade de defesa contra uma ampla gama de patégenos (Mor et al., 1994; Leite et al.,
2005). Essa variedade pode também estar relacionada a um possivel modo de acgéo
desses peptideos baseado no sinergismo de diferentes componentes de uma ou
diferentes familias de moléculas com o objetivo de potencializar ou tornar seletiva a

atividade antimicrobiana (Mor et al., 1994).
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1.Sistema de defesa quimica de anfibios

Anfibios, especialmente os anuros, sdao uma fonte de inumeras moléculas
bioativas. Varias destas sdo analogas as moléculas encontradas tanto em mamiferos
como em répteis. Juntamente com estes analogos, que provavelmente possuem uma
funcao de defesa contra predadores naturais, peptideos com atividade antimicrobiana sao
ricos em abundancia e variabilidade.

Antibidticos naturais sdo encontrados em organismos de diversos reinos, como o
animal e o vegetal, e sdo produzidos e estocados em tecidos que sdo constantemente
atacados por patégenos naturais (Bechinger e Lohner, 2006). Sua producao é constitutiva,
porém pode ser estimulada por eventuais infeccdes como € o caso da cecropina, um PAM
encontrado em mariposas (Bechinger e Lohner, 2006). Estas moléculas sdo em sua
maioria de natureza peptidica, e constituem um sistema de defesa inato que funciona
como uma primeira barreira contra a invasdo de microrganismos patogénicos e
complementa o sistema imune adaptativo mediado por células altamente especificas,
funcionando assim como um sistema secundario de defesa de rapida acao (Shai, 1999).

Existe uma grande variagdo com relagao as caracteristicas estruturais de PAMs,
sendo a maioria composta de L-aminoacidos mas sua estrutura varia entre a-hélices e
folhnas B (com a presencga de cisteinas) (Shai, 1999). Na presenca de D-aminoéacidos
podem também formar B-hélices, estrutura essa que provoca o aparecimento de nucleos
hidrofébicos no interior das hélices (Shai, 1999). Além disso, dentro das diversas familias
que compdem esse grupo de moléculas, existe uma grande heterogeneidade na estrutura
primaria, o que pode estar relacionado a um longo processo de adaptacdo que acabou

por tornar estes anfibios resistentes aos constantes ataques de patdégenos naturais.



Os anfibios da ordem anura provavelmente constituem a mais rica fonte de
moléculas bioativas dentre os vertebrados, sendo boa parte destes, PAMs. Estes sao
encontrados em diversas familias, sendo que espécies pertencentes as familias Ranidae
e Hylidae se destacam em quantidade e diversidade de moléculas. Apesar das diferencas
qualitativas existentes entre esses peptideos (estrutura primaria, hidrofobicidade,
momento hidrofébico, carga residual, modificacbes pds-traducionais) acredita-se que
todos sao derivados de um ancestral comum de aproximadamente 150 milhdes de anos
(Vanhoye et al., 2003). As semelhancas encontradas na estrutura génica de tais
peptideos corroboram tal hipotese, tendo em vista que as regides de peptideo sinal e
peca acidica sdo altamente conservadas nos genes das mais diversas familias de PAMs
enquanto a regido génica codificadora do peptideo maduro € hipervariavel (Amiche et al.,
1999; Vanhoye et al., 2003) (Figura 1). Esta variabilidade de peptideos ativos identificados
na secrecao de anfibios parece estar relacionada com a diversidade de patégenos com os
quais estes animais mantém contato. Membros da mesma familia de peptideos sao
muitas vezes ativos contra microrganismos diferentes, reforcando a idéia de que este
contato exerceu uma pressdo seletiva que atuou na diferenciacdo desse grupo de

moléculas e adaptagado desses organismos (Mor et al., 1994; Bechinger e Lohner, 2006).

Regido Conservada Dominio Variavel

c

_. Peptideo Antimicrobiano

Figura 1. Modelo geral do precursor de peptideos antimicrobianos de anfibios.

Modificado de Amiche et al, 1999.



Antimicrobianos produzidos por anuros, tanto por glandulas da pele como por
glandulas internas vém sendo extensivamente estudados nos ultimos anos. O resultado
desse esforco para identificagdo de novas moléculas resultou na prospeccdo de um
grande numero de peptideos biologicamente ativos contra uma variedade de
microrganismos, sendo estes bactérias gram-positivas, gram-negativas, protozoarios,

fungos e até mesmo virus.

2. Peptideos antimicrobianos

Varias familias de PAMs ja foram descritas nos ultimos 30 anos. Quanto aos
anfibios, mais de 600 moléculas ja foram identificadas como possiveis antimicrobianos,
sendo que, dentro desse grupo, varias foram caracterizadas quanto ao seu espectro de
acao (www.uniprot.org/uniprot). De acordo com a similaridade de estrutura primaria essas

moléculas foram agrupadas em diversas familias.

2.1 Peptideos antimicrobianos da familia Hylidae

A familia Hylidae se destaca entre os anfibios por ser uma rica fonte de PAMs.
Dentro desta familia, a subfamilia Phyllomedusinae é o taxon mais estudado. Mais de 80
PAMs ja foram descritos em apenas quatro géneros pertencentes a essa subfamilia:
Agalychnis, Hylomantis, Pachymedusa e Phyllomedusa (Amiche et al., 2008).

Apesar da variedade encontrada com relagdo a estrutura primaria e espectro de
acdo, os PAMs de anfibios da subfamilia Phyllomedusinae sido agrupados, por
similaridade, em seis principais familias de moléculas: dermaseptinas, filoseptinas,

plasticininas, dermatoxinas, filoxinas e hiposinas (Amiche et al., 2008).



2.1.1 Dermaseptinas

Dermaseptinas sao peptideos cuja estrutura primaria varia entre 21 e 34
aminoacidos, apresentando caticionidade e um residuo de triptofano comumente
conservado na posi¢cao 3 (Brand et al., 2006a; Thompson et al., 2007a) (Figura 3). Estes
peptideos sdo produzidos principalmente por anfibios do género Phyllomedusa, mas
também foram encontrados membros dessa familia em anfibios dos géneros Agalychnis e
Pachymedusa, os quais também fazem parte da subfamilia Phyllomedusinae
(Wechselberger, 1998; Lequin et al., 2006).

Com relagédo a sua estrutura génica, dermaseptinas apresentam motivos génicos
conservados, que contrastam com a grande variabilidade vista nos peptideos maduros.
Todos os precursores possuem a mesma estrutura, constantemente encontrada em
precursores de PAMs de anfibios (Vanhoye et al., 2003; Thompson et al., 2007) (Figura 2).

As dermaseptinas apresentam atividade antimicrobiana contra uma gama de
microrganismos. Varios estudos vém demonstrando a importancia dessas moléculas no
controle de patdégenos, como bactérias Gram-positivas, Gram-negativas, protozoarios,
fungos e leveduras (Brand et al., 2002; 2005; Mor et al., 1991; 1994, Leite et al., 2007).
Foi demonstrada também atividade inibitéria para varias cepas de virus HIV-1,
aumentando ainda mais o espectro de agdo desse grupo (Lorin et al.,, 2005). Além de
participar do sistema inato de defesa, essas moléculas parecem ser estimuladoras do
sistema imune celular e especifico, causando entre outros efeitos, degranulagcdo de

leucdcitos polinucleados (Ammar et al., 1998).

10



Menorequlina- P, bieolor WAL LIVIRLGLVS 81 FEERRNBLRREJEDIRGSRAFR

L ] i |
0§ 1- P, hypochondrialis WALRELE 148181 2883 FEHEHEE’QEDE{"EHEFEhSI‘ IR e— i
06 ML+t - A, amae Akl wiL' *niﬂzrﬁlﬁuﬁﬂ it ':M Lls Il
Db P0-2-2 - P, danioolor Wi :'l”aLE]‘EE TRENEDEERQED JE(,“E?FF

Peptideo Sinal Peca Acidica Peptideo Antimicrobiano

Figura 2. Alinhamento de precursores de dermaseptinas. Vermelho. Residuos carregados negativamente. Azul. Residuos

carregados positivamente. Verde escuro e claro. Residuos hidrofébicos. Retangulos marcam substituigdes conservativas.
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Apesar do amplo espectro de acdo demonstrado por essas moléculas, a maioria
das dermaseptinas nao é toxica para células de mamiferos. Diversos estudos confirmam
esse fato, utilizando como modelos, células sanguineas, do sistema imune e até mesmo
células do tecido epitelial (Brand et al., 2002; Lorin et al., 2005). No caso de
dermaseptinas nao-seletivas, como é o caso da DS 4 (encontrada em P. sauvagei), a
utilizacdo de moléculas truncadas ou com determinadas substituicbes que visam
aumentar a cationicidade e diminuir a hidrofobicidade parecem diminuir a citotoxicidade
dessas dermaseptinas (Kustanovich et al., 2002). Tais modificagbes podem além de
aumentar a seletividade, aumentar também a poténcia antimicrobiana de tais derivados
em comparagao com as moléculas naturais (Krugliack et al., 2000; Lorin et al., 2005).

Também foi demonstrada atividade espermicida para DS 4 e derivados, o que leva
a um novo campo de produgdo de contraceptivos com base nessas moléculas (Zairi et al.,
2007). Juntamente com essa atividade, a agdo comprovada dessas mesmas moléculas
contra patdégenos causadores de doencas sexualmente transmissiveis (DST) como N.
gonorrhoeae, causadora da gonorréia e C. albicans, um dos fungos patogénicos mais
encontrados no trato vaginal humano, reforca a possibilidade de utilizacdo de
dermaseptinas como instrumentos para o controle da natalidade, preveng¢ao e até mesmo
controle de doencas (Zairi et al., 2008).

Como outros PAMs, as dermaseptinas possuem a tendéncia de formar a-hélice em
meio apolar como consequéncia ha formacdo de dominios bem definidos separando
residuos polares de apolares, essa separagao, que confere a essas moléculas um carater
anfifilico (Leite et al., 2005). Apesar de ser uma caracteristica comum entre PAMs, a
anfifilicidade, ndo é essencial para a atividade antimicrobiana, como foi demonstrado para
a dermaseptina S9 (Lequin et al., 2006). Esta molécula, cuja estrutura primaria foi
determinada a partir de uma biblioteca de cDNA obtida de P. sauvagei, apresentou

caracteristicas proprias e bem diferenciada de outras dermaseptinas identificadas. Seu
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nucleo hidrofébico, trés residuos de triptofano localizados em seu interior e um C-terminal
carregado positivamente fazem dessa dermaseptina uma molécula singular na familia
(Lequin et al., 2006). DS 9 apresenta um alto grau de agregacao, assim como DS 4, mas
ao contrario da mesma nao provoca lise de eritrécitos em baixas concentragdes, o que
indica que agregacao e seletividade podem nao estar diretamente relacionados (Lequin et

al., 2008).

2.1.2. Filoseptinas

As filoseptinas constituem um grupo recentemente descrito de PAMs encontrados
até agora somente em espécies dos géneros Phyllomedusa e Hylomantis. Sua estrutura
primaria € mais curta quando comparada com as dermaseptinas, apresentando ndo mais
do que 20 residuos de aminoacidos (Leite et al., 2005; Conceicao et al., 2006; Conlon et
al., 2007) (Figura 3).

Esta familia € marcada por possuir uma estrutura primaria mais conservada do que
as dermaseptinas. Com relacdo a sua estrutura secundaria, como outras familias de
antimicrobianos, também tendem a formar hélices em meio hidrofébico, apesar da
presenga de uma prolina conservada na posicdo 6 que compromete sua linearidade
(Thompson et al., 2007a). Todos os componentes intactos dessa familia apresentam o C-
terminal amidado, caracteristica que parece estar ligada a sua poténcia antimicrobiana
(Leite et al., 2005; Chen et al., 2006; Thompson et al., 2007a).

Precursores dessa familia de peptideos demonstram-se altamente conservados,
sendo a regido codificadora do peptideo maduro a mais variavel (Chen et al., 2006) A
similaridade existente entre os precursores de filoseptinas e dermaseptinas indicam um

ancestral comum para as duas familias de peptideos (Thompson et al., 2007a).
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Assim como as dermaseptinas, as filoseptinas também possuem um amplo
espectro de acgdo, incluindo bactérias Gram-negativas e positivas, assim como
protozoarios (T. cruzi) (Leite et al., 2005; Conceicdo et al., 2006; Conlon et al., 2007
Thompson et al., 2007a). Estas moléculas também nao apresentam atividade hemolitica

relevante (Leite et al., 2005; Conceigao et al., 2006; Conlon et al., 2007)

2.1.3. Dermatoxinas, Hiposinas, Plasticinas e Filoxinas

Dermatoxinas (Amiche et al., 2000), hiposinas (Thompson et al., 2007b),
plasticinas (EI Amri et al., 2007) e filoxinas (Pierre et al., 2000) constituem outras familias
de PAMs de anfibios da subfamilia Phyllomedusinae e que apesar de nao demonstrar
similaridades significativas em sua estrutura primaria apresentam altos niveis de
conservacgao de estrutura génica entre si e com dermaseptinas e filoseptinas (Chen et al.,
2005) (Figura 3). Peptideos pertencentes a essas familias foram em sua maioria
identificados a partir da clonagem de moléculas de cDNA, apresentando caracteristicas
variaveis de hidrofobicidade, cationicidade, tamanho da cadeia e espectro de agéo (Pierre
et al., 2000; Chen et al., 2005; EI Amri e Nicolas; 2008; Thompson et al., 2007b).

Dentre esses grupos de moléculas, apenas as hiposinas ainda nao tiveram
atividade microbicida testada, sendo considerados PAMs apenas em fungdo de suas
caracteristicas fisico-quimicas e estruturais similaridade (Thompson et al., 2007b). As
hiposinas representam as menores moléculas ja encontradas com potencial
antimicrobiano nesse grupo de anfibios. As demais familias apresentaram atividade
contra bactérias Gram-positivas, Gram-negativas e organismos desprovidos de parede
celular (Pierre et al., 2000; Amiche et al., 2000; El Amri et al., 2007; EI Amri e Nicolas;

2008)
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Filoxinas e dermatoxinas, assim como outros PAMs, apresentam uma distribuicdo
anfifilica de seus residuos quando dispostos em hélice assim como um comportamento
helicoidal em meios hidrofébicos (Pierre et al., 2000; Amiche et al., 2000). Quanto a sua
atividade antimicrobiana, as filoxinas sao letais para certas cepas de bactérias Gram-
positivas e Gram-negativas, sendo mais ativa contra a bactéria Corynebacterium
glutamicum (Pierre et al., 2000). Dermatoxinas apresentam um espectro de agao parecido
com as filoxinas, demonstrando mais eficacia no controle de bactérias Gram-positvas e
micoplasmas (Amiche et al., 2000). Analises de cDNA demonstraram que os precursores

das filoxinas e dermatoxinas apresentam alta similaridade com precursores de
outros PAMs presentes na subfamilia Phyllomedusinae, como filoseptinas e

dermaseptinas (Chen et al., 2005).

Familia I Nome Seguéncia w F{ﬁgﬁ"ngig

Dermaseptina-4 (DS IV) ALWMTLLKKVLKAAAKALNAVLVGANA Fhyllomedusa sauvagei mur et al, 1991
Dermaseptina-1 (DS 1) ALWKTMLKKLGTMALHAGKAALGAAADTISQGTQ  JPhyllomedusa sauvages or & Nicolas, 1994
: i GLWSTIKQKGKEAAIAAAKAAGOAALGAL Phytiomady ol Brand et al, 2002
Dermaseptlnas Dermaseptina 01 (DS 01) 1ytiome usaom? s !
Dermadistintina K (DD K) GLWSKIKAAGKEAAKAAAKAAGKAALNAVSEAY Phyilomedusa distincta Eatista ef al., 1999
Dermaseptina-6 {DShypol6) GLWSTIKQKGKEAAIAAAKAAGQAVLNSASEAL-NH2 |Phyllomedusa hypochondrialis §Brand et al., 2008
Dermaseptina AA-3-3 [PrecursorfIGMF TNMLKGIGKLAGQAALGAVKTLAGEQ Agalychnis annae [Wechselberger , 1998
Dermaseptina PD-3-6 [Precursorf@GVVTDLLNTAGGLLGNLVGSLSGGER Pachymedusa dacnicolor [Wechselberger | 1998
Filoseptina-1 (PS-1) FLSLIPHAINAVSAIAKHN-NHZ2 Phyliomedusa hypochondrialis BLeite et al., 2005
Filoseptinas [Jrioseptina-4 (Ps-4) FLSLIPHAINAVSALANHG-NH2 Pryflomedusa oreades Leite et al., 2005
Filoseptina-7 [Precursar] (PS-7) JFLSLIPHAINAVSAIAKHF-NH2 Phyllomedusa h. azurea IChen et al., 2006
D toxi Dermatoxina [Precursor] (DRT) JSLGSFLKGVGTTLASVGKVVSDQFGKLLOAGQ Phyllomadusa bicolor JAmiche et al., 2000
Ermaloxinas § . aioxina [Precursor] (dr-8) JALGTLLKGVGSAVATVGKMVADQFGKLLQA hyilomedusa sauvagei Chen et al., 2005

Hiposinas iposina-1 L RPAVIRPKGK-NH2 Phyllomedusa h. azurea [Thompson, 2007b
Hiposina-2 LRPAFIRPKGK-NH2 Phyliomedusa h. azurea Thompson, 2007b

Dermaseptina-fike (PBN2) (GLVTSLIKGAGKLLGGLFGSVTGGAS hyllomedusa bicolor anhoye ot al, 2003

Plasticinas k.. .cepinaike (0rRP-AC-1) JOLLSGILNTAGGLLGNLIGSLSNGES Agalychnis callidryas Vanhoye et al., 2003

Filoxina [Precursor] (PLX) GWMSKIASGIGTFLSGMQQ-NH2 Fhyfiomedusa bicolor Pierre et al., 2000

Filoxinas  feicuna (precursor) pix-s)  JOWMSKIASGIGTFLSGVQQ-NH2 phylomedusa sauvagei  fchen et al., 2005

Figura 3. Principais familias de peptideos antimicrobianos encontrados em

phyllomedusideos. Sequéncias terminadas em —NH2 indicam amidagao C-terminal.
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As plasticinas diferem em sua estrutura das outras familias de PAMs encontrados
em filomedusideos principalmente quanto a sua caticionidade, que é menor comparada a
outros PAMs (DRP-PBN2 apresenta a maior carga residual positiva desse grupo, +3) (El
Amri e Nicolas, 2008). A atividade desse grupo de moléculas parece estar diretamente
relacionada a sua caticionidade, desde que plasticinas sem carga residual positiva néo
apresentam atividade contra varias cepas de bactérias; em contrapartida, seus analogos
catibnicos sao ativos contra uma ampla gama de microrganismos incluindo Escherichia
coli (El Amri et al., 2007; EI Amri e Nicolas. 2008).

Outra caracteristica peculiar desse grupo de moléculas é a capacidade de adquirir
conformagbes diferentes daquelas comumente encontradas em outros peptideos ja
descritos. Além de a-hélice, plasticinas podem adquirir conformagdées f quando em
contato com meios que mimetizam membranas (El Amri et al., 2007).

Essa variedade observada internamente e entre as familias de PAMs ja descritas
em filomedusideos indica que além de sua agdo microbicida, tais moléculas podem
possuir outras fungbes bioldégicas em seus organismos de origem, assim como
adenoregulina, um analogo de dermaseptina (Daly et al., 1992; Ammar et al., 1998; El
Amri et al., 2007). Restringindo-se apenas a sua ag¢ao antimicrobiana, a grande variagao
no espectro de agdo dessas moléculas corrobora para a existéncia de modos de agao
sinergisticos visando uma protegcao maior contra uma ampla gama de patdégenos naturais

(Mor et al., 1994)

3. Modo de acdo de peptideos antimicrobianos

O principal alvo de peptideos antimicrobianos parece ser membranas plasmaticas,
muitas dessas moléculas provocam morte celular a partir da lise da membrana e

consequente alteracdo nas propriedades da mesma e do balango osmotico celular.
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Durante muito tempo, este pareceu o unico modo pelo qual PAMs provocavam morte
celular, apesar disso, novos estudos apontam para outros mecanismos cujos alvos séo
intracelulares (Park et al., 1998; Morton et al., 2007).

Varios estudos com microscopia de forca atdbmica e microscopia eletronica
mostram o efeito litico desses peptideos em membranas (Bechinger e Lohner, 2006; Silva
et al., 2007). Perturbagdo de membranas, mesmo em casos quando o alvo é intracelular,
deve ser um evento essencial para o processo de morte celular (Bechinger e Lohner,
2006).

A composicdo da membrana esta diretamente relacionada com o modo como
esses peptideos interagem com a mesma, sendo que este parece ser o ponto principal da
seletividade de antimicrobianos. A membrana plasmatica de organismos procariontes e
eucariontes difere em sua composi¢cdo, tanto no conteudo de fosfolipidios como na
presenca de outros componentes tais como esterdides (Yeaman e Yount, 2003). Este
parece ser o principal motivo pelo qual a maioria dos PAMs até agora caracterizados
conseguem discriminar células procaridticas e eucaridticas (Yeaman e Yount, 2003). A
capacidade de agregacado também parece estar relacionada com a seletividade uma vez
que peptideos que permanecem em estado monomérico parecem nao ter atividade
hemolitica (Bechinger e Lohner, 2006).

Muitos PAMs apresentam modo de acao variavel dependendo das condi¢gdes nas
quais se encontram. Varios fatores precisam ser considerados na descricao de interacdes
entre peptideos e membranas, a relacdo peptideo/lipidio, a composicdo da membrana,
temperatura, hidratagdo e composi¢cao do tampao sao essenciais para uma interpretagao
correta desse tipo de interacao (Bechinger e Lohner, 2006).

O modo de acgdo desse grupo de moléculas é ainda bastante discutido. Com
relagdo a estrutura primaria, diversos estudos vém demonstrando, principalmente com

dermaseptinas, que a composi¢do de aminoacidos e sua localizagdo na sequéncia
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influenciam diretamente na poténcia e seletividade desses peptideos Delecdes, inversbes
e substituicbes provocam alteracbes tanto nas concentracbes necessarias para a
atividade de um determinado peptideo como na sua citotoxicidade (Krugliak et al., 2000).

Existem alguns modelos que buscam descrever o modo de acdo de PAMs
considerando como alvo membranas plasmaticas. Um dos modelos é denominado de
poro toroidal (Shai, 2002). Este descreve que PAMs podem atuar formando poros
juntamente com lipidios presentes na membrana, onde estes Ultimos ajudam na
estabilizacdo dos poros uma vez que reduzem a repulsao eletrostatica existente entre
peptideos positivamente carregados. A formacao de poros € dirigida por interagdes
hidrofébicas, apds o inicio desse processo, mais monémeros seriam recrutados, o que
causaria o0 aumento do poro (Shai, 2002). Poucos poros sado necessarios para
desestabilizar a membrana, fato que explica a atividade de varios PAMs em
concentragdes micromolares (Shai, 2002) (Figura 4).

O modelo carpete € um modelo utilizado para explicar o modo de agao de varias
familias de peptideos antimicrobianos, inclusive dermaseptinas (Shai, 2002). A
permeabilizagdo da membrana € iniciada com a ligacdo dos peptideos, carregados
positivamente, a motivos negativos presentes na camada fosfolipidica. A orientagdo dos
peptideos de modo que sua face hidrofébica figue em contato com a parte lipidica e a
face polar em contato com os grupos carregados dos fosfolipidios provoca uma curvatura
na bicamada lipidica. Apés uma determinada concentragdo peptidica ser atingida,
acontece a permeabilizacdo e desestabilizagdo da membrana, durante este processo
varios poros temporarios atuam no colapso da mesma. Este modelo € utilizado
principalmente para explicar o modo de agdo de peptideos ndo-hemoliticos, isto é,
altamente seletivos (Shai, 2002) (Figura 4).

A acao detergente dessas moléculas hidrofébicas provocou o surgimento de um

novo modelo, o modelo “detergent like”. Nesse modelo, quando em solugdo aquosa,
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peptideos altamente hidrofébicos formam micelas ou agregados que quando entram em
contato com fosfolipidios de membranas arrancam pedacos dessa membrana resultando
no aparecimento de estruturas semelhantes a poros, sendo esse efeito dependente da

concentracao de um determinado peptideo (Bechinger e Lohner, 2006) (Figura 4).

Mecanismo Detergente (baixas concentractes peptidicas)

Mecanismo poro toroidal “Barrel-stave” (altas concentracdes peptidicas)

Figura 4. Modelo de mecanismos de acdo de peptideos antimicrobianos.

Modificada de Bechinger e Lohner, 2006.
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Apesar da agdo membranolitica ser considerada a principal causa de morte celular,
PAMs também podem desencadear processos de morte celular programada interagindo
com alvos intracelulares (Park et al., 1998; Morton et al., 2007). DsS3(1-16), uma forma
truncada da dermaseptina S3, se liga a moléculas de DNA causando danos e
desencadeando processos que acabam por induzir morte celular programada em fungos
Saccharomyces cerevisiae (Morton et al., 2007). A buforina |l também demonstrou se ligar
a moléculas de DNA e RNA, provocando assim morte celular (Park et al., 1998).

Vérios fatores parecem interferir no modo como PAMs interagem com os varios
tipos celulares. Hidrofobicidade, momento hidrofébico, cationicidade, helicidade e
modificagbes pos-traducionais modelam essa atividade juntamente com caracteristicas
especificas relacionadas as células eucariontes e procariontes como a composicdo da

membrana plasmatica e mecanismos de divisao celular.
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Justificativa
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A secregdo cutidnea de anfibios é uma rica fonte de novas moléculas
farmacologicamente ativas. Tais moléculas sdo importantes para o entendimento de como
esse grupo evoluiu e como se adaptou as diferentes pressdes seletivas existentes no
meio onde se encontram.

Em virtude de sua fungdo na realizagdo de trocas gasosas, a pele dos anfibios
constitui uma barreira muito sensivel contra estresse tanto abidtico quanto bidtico.
Portanto, a caracterizacdo de moléculas presentes na secrecédo cutdnea de tais animais
ajuda a esclarecer como funciona o complexo mecanismo de defesa baseado na
secregcao de substancias biologicamente ativas em anuros (Prates et al, 2004). O
entendimento desse mecanismo ajuda a compreender as relagdes entre anfibios e seus
predadores ou patdgenos naturais e como essa relagdo possibilitou a diversificacdo das
moléculas encontradas na secre¢ao cutanea de diferentes espécies.

Sendo a secregcdo cutdnea de anfibios um mecanismo de defesa contra
predadores e invasdo por microrganismos, essa contém diversas moléculas que estédo
diretamente relacionadas a essa fungédo. A ampla distribuicdo e o fato desse conjunto de
moléculas possuirem um ancestral comum favorecem estudos que busquem resolver
determinados problemas filogenéticos dentro do grupo de anfibios utilizando como fonte
de informagbes de moléculas produzidas por esses animais (Vanhoye et al., 2003).

Considerando o grupo dos PAMs, estudos relacionados as familias das
dermaseptinas e das filoseptinas vém demonstrando que tais moléculas possuem
atividade contra uma ampla variedade de microrganismos como bactérias Gram-positivas
e Gram-negativas, fungos e protozoarios e algumas possuem efeito hemolitico
desprezivel (Erspamer, 1994; Leite et al., 2005; Brand et al., 2002; Brand et al., 2006a).
Com o surgimento de linhagens de microrganismos resistentes aos antibioticos
convencionais, cada vez mais se torna imperativa a descoberta de novas moléculas

capazes de substituir de forma eficaz os antibiéticos utilizados no mercado.
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Estudos ao longo dos ultimos 30 anos comprovam como € importante a
manutencdo da biodiversidade como uma fonte de novas moléculas farmacologicamente
ativas (Erspamer et al., 1985; Leite et al., 2005; Negri et al., 1992; Lazarus et al., 1999;
Gebhard et al., 2004; Prates et al, 2004; Brand et al.,, 2006a; Brand et al., 2006b). A
descoberta de diferentes familias de PAMs, tal como aconteceu com as magaininas, vem
se mostrando cada vez mais importante para o desenvolvimento de modelos que possam
originar novos e potentes farmacos.

Por fim, espécies do género Phyllomedusa sdo amplamente distribuidas em todo
territorio nacional e em diversos paises da América do Sul. O presente estudo pretende,
portanto, ampliar o conjunto de informagdes sobre biodiversidade e adaptacdo das

diversas espécies do género.
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Objetivos
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Objetivo Geral

O presente estudo tem como objetivo a prospeccao de peptideos antimicrobianos
presentes na secrecdo cutinea de individuos adultos de P. burmeisteri, P. rohdei e P.

tomopterna.

Objetivos Especificos

1) Isolar, purificar e identificar peptideos com possivel atividade antimicrobiana presentes
nas secregdes cutdneas de individuos adultos de P. burmeisteri, P. rohdei e P.
tomopterna.

2) Comparar as estruturas primarias das moléculas identificadas com outras ja
depositadas em bancos de dados;

3) Testar a atividade bioldégica de alguns peptideos encontrados com possivel agao

antimicrobiana.
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Material e Métodos
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1. Secrecdes da pele de anfibios: espécimes adultos de P. burmeisteri (n=3) e P. rohdei
(n=2) coletados no municipio de Ubatuba (SP) e P. tomopterna (n=10) e P. tarsius (n=8),
coletados no municipio de Manaus (AM) (Licenca de coleta IBAMA processos numeros:
097/96-DIFAS e 0637/91A.C). A secrecao cutanea de cada espécie foi obtida por meio da
estimulagao elétrica (5 V) das glandulas da pele e coletada em agua destilada. O extrato

obtido foi entdo filtrado, congelado e liofilizado.

2. Purificacdo de peptideos: as amostras liofilizadas foram ressuspendidas em uma
solugdo de 0,1% de acido trifluoracético (TFA) e purificadas em um sistema de
cromatografia liquida de alta eficiéncia em fase reversa (RP-HPLC). Apés a realizagao de
cromatografias semi-preparativas com a utilizagdo de uma coluna 218TP510 (Vydac, C1s,
10x250 mm, 300 A, Hesperia, USA), as fragcdes contendo peptideos de interesse foram
posteriormente purificas por meio de passos analiticos de HPLC, coluna 218TP54 (Vydac,
Cis, 4 x 250 mm, 300 A, Hesperia, USA) e SOURCE™ (Amersham, 5rpc st4.6/150
Pharmacia Biotech, AB), utilizando gradientes otimizados de acetonitrila. Os experimentos
de RP-HPLC (Shimadzu, Japao) foram monitorados em comprimentos de onda (216 e

280 nm) e as fracbes manualmente coletadas e liofilizadas.

3. Sequenciamento de novo: espectrometrias de massa MALDI TOF/TOF e ESI Q-TOF
foram utilizadas para a inspecdo de massas moleculares (MS) e identificacdo de
sequéncias de aminoacidos (MS/MS) de peptideos nas amostras. Para MALDI TOF/TOF
as fragdes foram dissolvidas em uma matriz saturada de acido a-cyano 4-hidroxi-cinamico
em acetonitrila/agua/3% acido trifluoroacético (2,5/2/0,5). Para as analises foi utilizado um
espectrdmetro de massa MALDI TOF/TOF UltraFlex Il (Bruker Daltonics, Alemanha)

operando no modo refletido positivo. Em alguns casos também foi utilizado um
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espectrdmetro de massa do tipo Q-TOF, modelo Ultima API (Waters-Micromass,
Manchester, Reino Unido) com fonte de ionizacdo nanoeletrospray. As amostras foram
diluidas em uma solucao 50% acetonitrila com 0,05% TFA. Os espectros foram adquiridos
em modo W, sendo a energia de colisio em modo MS/MS variavel. A analise de
espectros obtidos com a utilizagcao dos dois espectrometros e posterior seqlienciamento
de novo foi realizado por meio de interpretagcdo manual. Buscas por similaridade foram
realizadas por meio do programa Fasta3 sob o servidor Expasy (Expasy Molecular
Biology server; http://www.expasy.org ). Os alinhamentos foram feitos com o auxilio do

programa ClustalWW sob o mesmo servidor.

4. Degradacdo de EDMAN e sequenciamento automatico: Apds a determinagao das
massas moleculares e do grau de pureza, alguns peptideos de interesse foram
sequenciados automaticamente pelo método de degradagcdo de Edman. A determinagao
da estrutura primaria por meio do seqlienciamento automatico do N-terminal de peptideos
foi realizada em um seqlenciador de aminoacidos PPSQ-23 (Shimadzu, Japao) conforme

instrugdes do fabricante.

5. Sintese de Peptideos: PS 08 e Hiposina 6 foram sintetizados utilizando a estratégia
Fmoc/t-butila (9-fluorenilmetoxicarbonila) de sintese manual em suporte sélido (Chan e
White, 2000). A resina Fmoc-PAL-PEG-PS, 0,21 mmol g-1(NovaBiochem) foi utilizada
com suporte soélido. O primeiro passo foi a desprote¢cao do grupo Fmoc que protege o
sitio reativo da resina. Como o grupo Fmoc é base-labil, a desprotegao foi realizada com
uma solugdo de piperidina a 20% em dimetilformamida (DMF). As reacbes de
acoplamento foram conduzidas por meio de ativacdo com 1,3-diisopropilcarbodimida
(DIC)/ 1-hidroxibenzotriazola (HOBt) em DMF,incubando-os por 2 horas sob agitagao.

Estas duas etapas (desprotegao e acoplamento) foram, entdo, repetidas sucessivamente
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até a adicao e posterior desprotecao do ultimo residuo de aminoacido. Apds cada etapa, a
resina era lavada com DMF e MeOH, repetindo-se este procedimento alternadamente por
trés vezes. O teste de Kaiser (ninidrina) era utilizado para monitorar as reagdes de
acoplamento e desprotecao.

Apds a sintese, a clivagem e a desprotecdo final foram conduzidas em uma
solugdo de TFA:TIS:H,O (95:2,5:2,5; v:v:v) durante 90 min. Feito isso, o peptideo foi
lavado seis vezes com éter diisopropilico gelado, o que, além da precipitagdo do peptideo,
€ responsavel pela retirada de excesso de grupamentos protetores e de sequestradores
de carbocations. O peptideo foi, entdo, extraido da resina por meio de lavagens com agua
e agua:ACN (1:1, v:v), seguidas de filtragao, em funil de placa porosa. Esse procedimento
foi imediatamente seguido pela liofilizagao do material obtido. O peptideo resultante desse
processo foi purificado por cromatografia de fase reversa, caracterizado por

espectrometria de massas MALDI TOF/TOF UltraFlex Il (Bruker Daltonics, Alemanha).

6. Atividade Antimicrobiana: As atividades antimicrobianas da filoseptina 8 e da
hiposina 6 foram testadas contra as seguintes cepas de bactérias: Escherichia coli ATCC
25922, Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853, Staphylococcus aureus ATCC 29313
compradas da American Type Culture Collection e contra Xanthomonas axonopodis pv.
citrii, obtida da colecdo de bactérias fitopatogénicas do IAPAR (Instituto Agronémico do
Parana, PR-Brasil). Adicionalmente, DRT 12 foi testada conta X. citrii e DRT 15 contra E.
coli e S. aureus. As bactérias patogénicas humanas foram cultivadas em meio Mueller-
Hinton, enquanto que X. citrii foi cultivada em meio de levedura enriquecido com glicerol.
O indculo inicial para todas as cepas foi 10° UFC/mL. A maior concentracdo peptidica
testada foi 256 ug/mL sendo diluida de forma seriada até 4 ug/mL em uma placa de 96
pocos. Os experimentos foram realizados em ftriplicatas e a absorbancia das células foi

medida em 600 nm apds incubacgao por 12 horas a 37°C. Ja X. citrii foi incubada por 30
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horas a 28 °C. A concentragcao minima inibitéria (MIC) de cada peptideo foi determinada
como a menor concentragao peptidica capaz de inibir o crescimento bacteriano. Por fim,
os MICs de antibiéticos convencionais (ampicilina e cloranfenicol) foram determinados

contra cepas patogénicas de humanos seguindo o mesmo protocolo descrito acima.

7. Atividade Hemolitica: A atividade hemolitica da filospetina 8 e do analogo de hiposina
foi determinada usando eritrocitos obtidos de sangue fresco humano O*. Os eritrocitos
foram centrifugados (1550xg por 2 min) e lavados trés vezes em tampao PBS 100 mM,
NaCl 150 mM, pH 7,4. Apods as células foram suspendidas 10 vezes no mesmo tampao e
incubadas com uma série de concentragbes de cada peptideo (256 ug/mL a 4 ug/mL) por
1 hora a 37°C. As placas entao foram centrifugadas (1550xg por 2 min) e o sobrenadante
retirado. A leitura do mesmo foi feita em 414 e 567 nm. O controle positivo foi feito com
Triton X-100 e o negativo foi obtido submetendo o sangue apenas ao mesmo tratamento

em PBS.
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Resultados
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1. Purificacdo dos peptideos

Os fracionamentos dos extratos totais das secrecbes cutaneas de P. rohdei, P.
tomopterna e P. burmeisteri permitiram a obtengao de diversas fragdes as quais contém
inumeros peptideos. Os perfis cromatograficos das espécies analisadas sob as mesmas
condicbes demonstraram diferengcas de componentes presentes nas fragdes das

secrecdes desses anfibios comprovando a diversidade molecular encontrada no género

(Figura 5).
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Figura. 5. Cromatogramas dos extratos totais. Obtidos por RP-
HPLC de trés espécies de Phyllomedusa utilizando um gradiente
linear de acetonitrila em uma coluna semi-preparativa 218TP510
(Vydac, Cis, 10x250 mm, 300 A, Hesperia, USA) (5-95%). A
separagao cromatografica foi monitorada em 216nm (linha preta) e
280 (linha cinza). 1- P. rohdei 2- P. tomopterna 3- P. burmeisteri.

Chave representa regidao onde eluiram moléculas de interesse.
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Dermaseptinas e filoseptinas sao peptideos antimicrobianos eluidos normalmente
entre concentragdes de acetonitrila que variam de 40% a 70% (Leite et al., 2005; Brand et
al., 2006). Os dados obtidos apontam para uma semelhan¢ga no que diz respeito ao
tamanho médio dos peptideos encontrados nesses extratos, isto €, na sua massa
molecular (Figuras. 6 e 8). Por outro lado, quando se trata da comparacao entre os
tempos de retencdo dos componentes moleculares em colunas da fase reversa
(diretamente proporcional a concentracdo de acetonitrila) pode ser observada uma
diferencga significativa entre as espécies estudadas, principalmente entre P. tomopterna
(Amazbnica) e as outras duas espécies (presentes na regido de Mata Atlantica). Esses
dados refletem diferengcas entre as hidrofobicidades existentes entre os peptideos
detectados nas espécies, consequéncia direta da estrutura primaria desses peptideos

(Figuras. 7 e 8).
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Figura. 6. Grafico de caixa da distribuicdo de moléculas baseadas
na razdo m/z. Dados obtidos a partir de andlise utilizando
espectrometro de massa MALDI TOF/TOF. O intervalo utilizado foi de
1800 m/z a 6000 m/z. As marcagbes (x) indicam os pontos maximos e
minimos encontrados nessa faixa de ions. Dentro do retangulo a linha
representa a mediana e o quadrado o valor médio dos ions detectados
para cada espécie. O espago acima dessa mediana representa a faixa
na qual estdo contidos 75% dos ions e abaixo dessa linha aqueles
contidos nos 25% restantes.
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Figura. 7. Grafico de caixa da distribuicdo de moléculas de acordo com tempo de
retencdo. Componentes moleculares foram detectados por HPLC no intervalo de 1800
m/z a 6000 m/z. As marcacgdes (x) indicam os pontos maximos e minimos encontrados
nessa faixa de ions. Dentro do retangulo a linha representa a mediana e o quadrado o
valor médio dos ions detectados para cada espécie. O espago acima dessa mediana
representa a faixa na qual estdo contidos 75% dos ions e abaixo dessa linha os

contidos nos 25% restantes.
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Figura. 8. Distribuicdo de ions detectados em relacdo ao tempo de
retencéo obtido em HPLC de fase reversa. Intervalo utilizado de 1800

m/z a 6000 m/z.
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Etapas posteriores de purificagdo do extrato total de P. burmeisteri, P. rohdei e P.
tomopterna com a utilizagdo de colunas analiticas acopladas a um sistema RP-HPLC
permitiram o isolamento de moléculas com perfil de hidrofobicidade e razdo m/z entre o
intervalo de massa no qual se encontram as dermaseptinas e filoseptinas ja identificadas
(Figuras. 6 a 8). Varios analogos pertencentes a familia das dermaseptinas, filoseptinas,
hiposinas e dermatoxinas foram identificados. Juntamente, foram encontradas novas
moléculas no extrato de P. tomopterna que mostram significativa similaridade com a
familia das filoseptinas. Também foram encontradas varias moléculas ja descritas
anteriormente em outras espécies de filomedusideos

DRT12 e DRT15, dermaseptinas ja caracterizadas por Prates e colaboradores,
1999, também foram purificadas a partir do extrato total de P. tarsius, com o objetivo de

comparar a atividade de tais moléculas com peptideos identificados nas outras espécies.

2. Segienciamento de peptideos e alinhamento

Os ions precursores de possiveis filoseptinas e dermaseptinas foram entéo
fragmentados (MALDI TOF/TOF MS/MS) como descrito no material e métodos para
interpretagdo de suas estruturas primarias por meio de sequienciamento de novo (Figuras.
10, 13 e 15).

As moléculas encontradas apresentaram em sua estrutura de 19 a 33 residuos de
aminoacidos contendo residuos hidrofébicos e positivamente carregados assim como um
ponto isoelétrico alto, sendo essas caracteristicas importantes para uma possivel
atividade antimicrobiana (Tabelas 1 e 2). A partir da obtencao de estruturas primarias foi
feita uma busca por similaridades utilizando o programa Fasta3. As moléculas
identificadas mostraram alta similaridade e identidade com filoseptinas e dermaseptinas ja

descritas em outros hilideos do mesmo género.
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A partir do alinhamento com os analogos de dermaseptinas encontradas em outros
phyllomedusideos e as encontradas nas espécies estudadas é possivel identificar que a
regido C-terminal desses peptideos é altamente conservada mesmo considerando a
variacdo de tamanho (24-33 residuos de aminoacidos) entre os peptideos alinhados. Ao
contrario do N-terminal (altamente variavel nessa familia de peptideos) que parece estar
ligado a atividade antimicrobiana das dermaseptinas, a caracteristica conservada do C-
terminal ndo estéa ligada ao espectro de acao dessas moléculas (Mor et al, 1994) (Tabelas
1 e 3). E interessante ressaltar que varios analogos encontrados em diferentes espécies
possuem massas moleculares similares apesar de possuirem estruturas primarias bem
diversas (Figura 16- C-E).

As filoseptinas, por sua vez, apresentaram maior variagdo no C-terminal,
mantendo residuos de aminoacidos altamente conservados na regido N-terminal, sendo
que entre essas moléculas é observada uma identidade maior de residuos quando
comparado ao grupo das dermaseptinas.

Os peptideos identificados nesse trabalho apresentam uma grande quantidade de
residuos isébaros (K/Q e I/L). Para evitar tais ambiguidades foi utilizada degradacao de
Edman, que permitiu esta diferenciacao (Tabela 1) (Figuras 9-15). Nos casos em que nao
foi possivel a utilizagdo dessa metodologia, principalmente em virtude das baixas
concentragdes de determinadas moléculas no extrato total das espécies estudadas,
residuos isdbaros foram apenas sugeridos com base em informag¢des de homologia apds
consulta em bancos de dados de estruturas génicas e protedmicas, e ainda carecem de

confirmacgao.

36



Tabela 1. Peptideos cuja estrutura priméria foi obtida a partir de degradacéo de
Edman. Presenca da amidacao C- terminal é determinada pela diferenca entre as
massas experimentais e tedricas. Tempo de retencido obtido em sistema HPLC

utilizando uma coluna Vydac C18 semi-preparativa em um gradiente linear de 5 a 95%

Peptideo Sequéncia Massa Massa PI Tempo
Experimental Tedrica de
Retencao
PS 08 FLSLIPHAINAVSALAKHF-NH2 2048.53 2049.16 12.10 37.9
Dstomo01 ALWKDLLKNVGIAAGKAVLNKVTDMVNQ 3009.54 3009.69 9.20 35.3
DD L ALWKTLLKNVGKAAGKAALNAVTDMVNQ-NH2 2924.81 2925.63 9.50 34.6

O analogo de hiposina identificado em P. rohdei teve sua seqiéncia deduzida a
partir de cDNA (dados n&o apresentados) apds identificacdo por meio de espectrometria
de massa. Essa molécula apresentou altos indices de similaridade e identidade com
outras hiposinas ja descritas (81% de identidade com hiposina 3, de P. azurea) sendo
denominada hiposina 6 (Tabela 2).

Tabela 2. Peptideo cuja estrutura primaria foi obtida a partir de cDNA. Presenca da

amidacao C- terminal é determinada pela diferenca entre as massas experimentais e

tedricas. PIl. Ponto isoelétrico tedrico.

Peptideo Sequéncia Massa Massa Teorica Pl
Experimental
Hiposina 6 FRPAILVRTKGKGL-NH2 1555.13 1555.97 9.90

As tabelas 3 e 4 apresentam os demais analogos de dermaseptinas e filoseptinas
encontrados na secregao de P. burmeisteri, P. rohdei e P. tomopterna. A determinacéo de
amidacdao, uma modificacdo pods-traducional comum em PAMs, foi feita a partir da
diferenga entre as massas tedrica e experimental (1 Da) e mediante avaliagdo dos

espectros de MS/MS (Figura 16- A e B).
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Figura 9. Purificacdo da PSburm 08 (PS 08). A. Etapa final de purificagdo da PSburm 08 (PS 08) em um sistema RP-HPLC utilizando
coluna 218TP54 (Vydac, C1s, 4 x 250 mm, 300 A, Hesperia, USA). Fracdes cromatograficas foram monitoradas em 216 (linha preta) e 280

(linha cinza) nm. B. Espectro de MALDI-TOF/MS mostrando a massa molecular da PSburm 08 (PS 08) e seus adutos de sddio e potassio.
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Figura 10. Seqiienciamento de novo da PSburm 08 (PS 08). Seqienciamento de [M+H]'= 2048,53 em um espectrémetro de
massa MALDI TOF/TOF. Séries y e b estdo assinaladas no topo. ions n&o assinalados constituem outras séries, fragmentos internos

ou imoénios.
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Figura 11. Purificacdo da PS 08 sintético.. A. Purificagdo da PS 08 sintética em um sistema RP-HPLC utilizando coluna semi-
preparativa 218TP510 (Vydac, C1s, 10x250 mm, 300 A, Hesperia, USA). Fracdes cromatograficas foram monitoradas em 216 (linha
preta) e 280 (linha cinza) nm. B. Espectro de MALDI-TOF/MS mostrando a massa molecular da PS 08 sintética e seus adutos de

sédio e potassio. *. Fragdo contendo PS 08 sintética pura.
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Figura 12. Purificacdo da DStomo 01. A. Etapa final de purificacdo da DStomo 01 em um sistema RP-HPLC utilizando coluna
SOURCETM (Amersham, 5rpc st4.6/150 Pharmacia Biotech, AB). Fragdes cromatograficas foram monitoradas em 216 (linha preta) e 280

(linha cinza) nm. B. Espectro de MALDI-TOF/MS mostrando a massa molecular da DStomo 01 e seu aduto de sddio.
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Figura 13. Seqiienciamento de novo da DStomo 01. Seqiienciamento de [M+H]'= 3009,54 em um espectrometro de massa MALDI

TOF/TOF. Séries y e b estao assinaladas no topo. ions ndo assinalados constituem outras séries, fragmentos internos ou iménios.
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Figura 14. Purificacdo da DSburm 10 (DD L). A. Etapa final de purificagdo da DSburm10 (DD L) em um sistema RP-HPLC utilizando
coluna SOURCETM (Amersham, 5rpc st4.6/150 Pharmacia Biotech, AB). Fragbes cromatograficas foram monitoradas em 216 e 280 nm.

B. Espectro de MALDI-TOF/MS mostrando a massa molecular da DSburm10 (DD L) e seus adutos de sédio e potassio.
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Figura 15. Sequenciamento de novo da DSburm 10 (DD L). Sequenciamento de [M+H]'= 2924,81 em um espectrometro de massa
MALDI TOF/TOF. Séries y e b estdo assinaladas no topo. fons ndo assinalados constituem outras séries, fragmentos internos ou

imoénios.
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Tabela 3. Dermaseptinas encontradas em P. burmeisteri, P. rohdei e P. tomopterna. Tempo de retengdo obtido em sistema HPLC utilizando uma

coluna Vydac C18 semi-preparativa em um gradiente linear de 5 a 95% de ACN/TFA 0,1%.

Peptideo Seqliéncia Massa Modificacao Técnica Tempo de
Experimental Pés-Traducional Retencéo

DSburm01 ALWKDILKNAGKAALNEINQLVNA 2606,3 Amidagao C-terminal/- MS/MS 36,0
DSburm02 GLWSKIKEAAKTAGKMALGFVNDMA 2636,2 Amidagao C-terminal MS/MS 34,6
DSburm03 ALWKNMLKGIGKLAGQAALGAVKTLVGA 2779,4 - MS/MS 38,4
DSburm04 GLWSKIKEAGKAALTAAGKAAALGAVSEAV 2838,3 Amidagao C-terminal MS/MS 34,5
DSburm05 ALWKTLLKNVGKAAGKAVLNAVTDMVNQ 2953,3 - MS/MS 36,3
DSburm06 GLFKTLIKGAGKVLGHVAKQFLGSQGQPES 3096,2 - MS/MS e Edman 36,0
DSburm07 ALWKTMLKKLGTVALHAGKAALGAAADTISQ 3135,2 Amidacao C-terminal MS/MS 36,3
DSburm08 GLWSKIKAAGKEAAKAAAKAAGKAALNAVSEAV 3152,5 - MS/MS 34,6
DSburm09 ALWKSLLKGAGKMIGHVAKQFLGSQGQPES 3165,9 Amidagao C-terminal/- MS/MS 34,5
DSroh01 GLWSTIKNVGKEAAIAAGKAAFGAL 2443,6 Amidacao C-terminal MS/MS 37,7
DSroh02 GLWSKIKEVGKEAAIAAGKAALGAL 24511 Amidagéo C-terminal MS/MS 39,0
DSroh03 GLWSKIKEAAKTAGKMALGFVNDMA 2636,9 Amidagao C-terminal MS/MS -

DSroh05 ALWKDLLKNVGIAAGKAVLNKVTDMVNQ 3009,8 - MS/MS 411
DSroh06 ALWKDILKKIGTVALHAGKAAFGAAADTISQ 3165,3 Amidagéo C-terminal/- MS/MS 446
DStomo02 GLWSKIKQVGKEAAIAAGKAALGAL 2450,8 Amidacgao C-terminal MS/MS 33,4
DStomo03 GLWKNMLKGIGKLAGQAALGAVKTLL 2651,1 Amidacao C-terminal MS/MS 374
DStomo04 GLWKNMLKGIGKLAGQAALGAVKTLLGA 2780,2 - MS/MS 37,4
DStomo05 ALWKDLLKKIGTVALHAGKAAFGAAADTISQ 3165,5 Amidagao C-terminal/- MS/MS 37,9
DStomo06 ALWKTLLKGAGKVNGHVAKQFLGSQEQPES 3221,6 - MS/MS 34,7
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Tabela 4. Filoseptinas e dermatoxinas encontradas em P. burmeisteri, P. rohdei e P. tomopterna. Tempo de retencdo obtido em
sistema HPLC utilizando uma coluna Vydac C18 semi-preparativa em um gradiente linear de 5 a 95% de ACN/TFA 0,1%.

Peptideo Sequéncia Massa Modificagéo Pds- Técnica Tempo de

Experimental Traducional Retencédo
PSburm01 SLIPHIASGLASLVKNF 1766,2 Amidagao C-terminal MS/MS 37,6
PSburm02 FLSLIPHIVSGVAALANHL 1971,4 Amidagao C-terminal MS/MS 37,6
PSburm03 FLSLIPHIASGLASLVSKF 1999,4 Amidagao C-terminal MS/MS 421
PSburm04 FLSMIPHIVSGVAALAKHL 2003,3 Amidagao C-terminal MS/MS 37,6
PSburm05 FLSLIPHAINAVSAIAKHN 20154 Amidagao C-terminal MS/MS 36,3
PSburm06 FLSLIPHIASGLASLVKNF 2026,4 Amidagéo C-terminal MS/MS 38,7
DTburm01 GWMSKIASGIGTFLSGVQQ 1966,2 Amidagéo C-terminal MS/MS 351
PSroh01 FLSLLPGLVSGAVSLVKKL 1940,5 Amidacdo C-terminal MS/MS 411
PSroh02 FLSLIPHAINAVSAIAKHF 2048,1 Amidacdo C-terminal MS/MS 39,7
PStomo01 SLIPHIANAVSAIAKHF 1788,3 Amidacgao C-terminal MS/MS 37,9
PStomo02 LSLIPHALNAVSALAKHF 1901,5 Amidacgao C-terminal MS/MS 36,9
PStomo03 FLSLLPHAINAVSAIAKH 1902,5 - MS/MS 37,9
PLtomo01 LLGLLPSLLSGAVNLVKK 1835,4 - MS/MS 35,8
PLtomo02 LLGLLPSIVSGALKLVKK 1849,2 - MS/MS 35,3
PLtomo03 LLGILPSIVSVFKK 1514,3 - MS/MS 37,9

PLtomo04 LLGLLPSIVSLVKKL 1592.4 Amidacdo C-terminal MS/MS 28,8
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3. Prospeccdo de potenciais peptideos antimicrobianos

Apds seqlienciamento e alinhamento dos peptideos identificados com sequéncias
depositadas em bancos de dados, os novos analogos encontrados foram inseridos nas familias
de PAMs produzidos por filomedusideos.

Foram identificados um total de 40 peptideos pertencentes a 4 familias de PAMs ja
descritos em filomedusideos (dermaseptinas, filoseptinas, hiposinas e dermatoxinas) (Tabelas
1,2,3 e 4). Considerando as seqiéncias depositadas em banco de dados, o total de moléculas
encontradas na secrec¢ao de P. burmeisteri, P. rohdei e P. tomopterna possibilitou um aumento
de 33,3% no numero de analogos de PAMs conhecidos de anfibios da subfamilia
Phyllomedusinae (Figura 17-E).

Nos casos de dermaseptinas e filoseptinas, as familias mais numerosas de PAMs
dessa subfamilia, o numero de analogos encontrados foi de 22 e 16, respectivamente. Em
termos do total de moléculas conhecidas representam 27% e 50% (Figura 17-B e D)

Quanto as dermatoxinas e hiposinas, a contribuicao também foi relevante, elevando a

quantidade de analogos descritos em 25% e 16% nas duas familias (Figura 17-A e C)
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trabalho. A. Dermatoxinas. B. Filoseptinas. C. Hiposinas. D. Dermaseptinas. E. Peptideos Antimicrobianos de filomedusideos



4. Atividade biologica

A filoseptina 08 (PS 08) foi sintetizada e testada contra bactérias Gram-positivas e Gram-
negativas, patdégenos de humanos e de plantas (Figura 11). Os resultados mostraram que PS 08
demonstrou ter uma maior atividade inibitéria contra bactérias Gram-positivas, principalmente S.
aureus (Figura 19- C). Ja contra P. aeruginosa e E.coli, PS 08 ndo demonstrou atividade relevante
(Figura 19- A e B). Em concentracgdes préximas ao MIC obtido contra S. aureus, PS 08 possui uma
alta atividade hemolitica (90 % de hemdlise na concentragéo 256 ug/mL) (Tabela 6).

As dermaseptinas DRT 12 e DRT 15 por sua vez apresentaram atividade tanto contra
cepas Gram-positivas quanto Gram-negativas. Essa atividade foi verificada contra bactérias
fitopatogénicas X. citrii e contra patégenos humanos S. aureus e E. coli (Figuras 18- Ae 19- Ae C).
Estes dados corroboram com o papel das dermaseptinas como antimicrobianos potentes e de
amplo espectro de acdo. DRT 12 demonstrou atividade em concentragdes micromolares contra X.
citrii e manteve essa agao em concentragcdes maiores do que o MIC (Figura 18- A). Em contraste,
DRT 15 mostrou uma perda na atividade inibitéria em concentragdes superiores aos MICs
estabelecidos contra E. coli e S. aureus (Figura 19- A e C).

A hiposina 6, apesar de sua similaridade com outras familias de PAMs, nao apresentou
atividade relevante contra nenhuma das cepas bacterianas testadas. Atividade hemolitica também
nao foi relevante para essa molécula (Tabela 6 e Figuras 18- A e 19- A-C).

A acao conjunta da hiposina 6 com PS 8 foi testada contra X. citrii. A obten¢gdo do mesmo
valor do MIC para as duas moléculas juntas (1:1, mol:mol) e da PS 8 apenas indica uma possivel
acao sinergistica entre esses dois peptideos (Figura 18- C) ja que seria esperada somente a
atividade da PS 8.

As atividades obtidas contra patégenos humanos foram comparadas as atividades
determinadas para os antibidticos convencionais ampicilina e cloranfenicol, com os MICs
determinados para esses antibidticos juntamente com os MICs dos peptideos testados sendo os

mesmos descritos na tabela 5.
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Tabela 5. Atividade antimicrobiana dos peptideos testados. A concentragdo minima inibitéria (MIC) foi determinada com 100%

de inibicdo de crescimento microbiano. Valores entre parénteses séo concentragdes que inibiram 80% do crescimento. SM. Sem

determinagao de MIC. (-). Nao testado.

Bactéria MIC (uM)
PS 08 Hiposina PS 08+Hiposina DRT12 DRT15 Ampicilina Cloranfenicol
X. citrii 16 SM(82) 31(16) 3 _ _ _
E. coli SM(125) SM _ _ 5 46 395
S. aureus 8 SM _ _ 1 <11 25
P. aeruginosa SM SM SM 25

Tabela 6. Atividade hemolitica da PS 08 e
Hiposina 6. Porcentagem de hemodlise causada
por essas duas moléculas em eritrocitos humanos

obtidos a partir de sangue fresco O positivo.

32pg/mL 256ug/mL

PS 08 24% 90%

Hiposina 10% 8%
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Secrecgdes glandulares de anfibios sao ricas em diversos componentes com varias fungbes
farmacoldgicas. Assim como uma grande quantidade de analogos de horménios de mamiferos,
diversos peptideos com atividade antimicrobiana sao encontrados na secregcdo desses animais.
Filomedusideos sdo animais pertencentes a familia Hylidae, subfamilia Phyllomedusinae. Esta
subfamilia vem demonstrando cada vez mais a sua importidncia como fontes de peptideos
farmacologicamente ativos, principalmente PAMs (Mor et al., 1991; Brand et al., 2002; 2006a; Leite
et al., 2005).

A expressao, producdo e acumulo de peptideos com atividade antimicrobiana apesar de se
extremamente conservada nos mais diferentes grupos animais apresenta uma enorme variedade
qualitativa quanto aos peptideos encontrados em cada espécie. Na subfamilia Phyllomedusinae, a
comparacao entre os perfis obtidos em cromatografias em sistemas RP-HPLC mostra a expressao
de populacbes de moléculas distintas nas diferentes espécies desse grupo (Figura 5). Essa
diferenca é constatada nas caracteristicas fisico-quimicas das moléculas encontradas nesses
perfis, as quais séao reflexo direto das diferengas de estrutura primaria desses analogos

O presente trabalho relata a descoberta de varios peptideos pertencentes as familias de
dermaseptinas e filoseptinas, as quais sdo moléculas com comprovada atividade antimicrobiana e
antiviral (Mor et al., 1991; Krugliack et al., 2000; Lorin et al., 2005; Brand et al., 2005). Assim como
outros filomedusideos, P. burmeisteri, P. tomopterna e P. rohdei apresentaram inimeros analogos
destas familias de antimicrobianos (Wechselberger, 1998; Leite et al., 2006; Amiche et al., 2008)
(Tabelas 3 e 4).

Os 40 analogos identificados no presente estudo contribuem para um aumento significativo
no conhecimento sobre a variabilidade existente dentro das familias de antimicrobianos produzidos
por esses anfibios. No caso de filoseptinas a quantidade de seqiiéncias conhecidas aumentou em
100% (Figura 16- B). A contribuicdo para as outras familias (dermaseptinas, dematoxinas e
hiposinas) também foi significativa, adicionando ao todo, 33% a mais de estruturas primarias

caracterizadas (Figura 16- E). O aumento no numero de andlogos conhecidos certamente
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contribuira para o melhor entendimento das caracteristicas fisico-quimicas que regem a atividade
antimicrobiana bem como a atividade hemolitica dos mesmos.

A identificacdo de analogos de dermaseptinas e filoseptinas em todas as espécies
estudadas comprova que essas familias de peptideos sdo amplamente distribuidas em todo o
grupo de filomedusideos (Amiche et al., 2008). E importante ressaltar que tais analogos
apresentaram altos indices de similaridades com outros peptideos ja descritos em outras espécies
do género Phyllomedusa, sendo que alguns peptideos idénticos aos ja descritos foram
encontrados nas espécies estudadas no presente trabalho, como a DD L, encontrada em P.
distincta (Batista et al., 1999).

Os niveis de similaridade e alinhamentos entre os peptideos identificados e os encontrados
em outras espécies dessa subfamilia, corroboram para a existéncia de um ancestral comum para
esse grupo de moléculas tal como sugerido a partir da analise dos precursores desses peptideos
(Duda et al., 2002; Vanhoye et al.,, 2003). A existéncia de mutacbes, inversdes, insercbes e
delec¢des, mesmo que pontuais, podem contribuir para tracar relagdes de parentesco entre grupos
de moléculas e talvez entre as espécies de anfibios que as produzem.

Os anfibios estudados sao distribuidos em regibes especificas do Brasil, sendo P.
tomopterna e P. tarsius encontrados em regides de floresta amazdnica (norte do pais) e P.
burmeisteri e P. rohdei espécies endémicas de mata atlantica (sudeste do pais). A comparacao
das moléculas encontradas nessas espécies mostrou uma diferenciacdo regional quanto a
quantidade de componentes moleculares detectados para certos tamanhos e hidrofobicidades. P.
tomopterna apresentou uma concentragdo maior de moléculas com massa abaixo de 3000 Da
quando comparada as duas espécies de Mata Atlantica. Esta diferenciacdo também foi observada
no tempo de retencdo dessas moléculas, sendo os peptideos presentes na espécie amazbnica
menos hidrofobicos (Figuras 7 e 8). Tal comparacao ainda nao foi feita na literatura atual sobre o
tema e pode ajudar a compreender a evolugdo das diferencas em grupos de moléculas de

interesse.
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As filoseptinas e dermaseptinas identificadas foram sequenciadas por meio de
seqlenciamento de novo com a utilizacdo de espectrémetros de massa do tipo MALDI TOF/TOF e
ESI Q-TOF (Figuras 9 a 15). A utilizacdo dessa metodologia, tal como em estudos anteriores, foi
de extrema importancia na obtencao da estrutura primaria dessas moléculas, apesar da dificuldade
de identificacao dos diferentes residuos isébaros (I/L e K/Q) (Prates et al., 2003; Chen et al., 2006).

Os microrganismos utilizados para testar os possiveis PAMs identificados sdo patégenos de
extrema importancia para o homem. X. citrii € uma bactéria fitopatogénica responsavel por causar
cancro citrico em espécies de plantas do género Citrus portanto, seu controle € de extrema
importancia econdmica. Pela primeira vez uma filoseptina (PS 08) e uma dermaseptina (DRT 12)
foram testadas contra esse microrganismo e o resultado foi a inibicdo do crescimento em
concentragdes micromolares e a conseqiiente descoberta de novas moléculas aparentemente
capazes de conter in vitro a proliferacdo desse microrganismo de grande importancia para a
fruticultura nacional (Figura 18- A e B).

E. coli é causadora de infecgbes relacionadas ao trato digestivo, S. aureus pode causar
doencgas de pele e infecgdes alimentares e P. aeruginosa é agente causador de infec¢des urinarias
e respiratérias. DRT15 apresentou atividade inibitéria contra as duas cepas as quais foi testada (E.
coli e S. aureus), ambas em concentragées micromolares (Figura 19- A e C). Essa acdo acentuada
somada a atividade da DRT 12 contra X. citrii comprova a importancia de dermaseptinas no
desenvolvimento de novos farmacos que atuem no controle de infecgbes causadas por patégenos
de animais e também contra patégenos de plantas, nas quais tais moléculas poderiam ser até
mesmo expressas (transgénicos) conferindo resisténcia a patégenos. Este resultado aumenta o
espectro de acdo desse grupo de moléculas, que ja abrangia inclusive virus e protozoarios (Brand
et al., 2002; Lorin et al., 2005)

A PS 8 ao contrario da PS 1 e PS 07 previamente descritas e que demonstraram atividade
contra bactérias Gram-positivas e Gram-negativas (Leite et al., 2005), apresentou atividade apenas
contra X. citrii e S. aureus, sendo completamente inativa contra E. coli. e P. aeruginosa (Figuras 18

e 19). Adicionalmente, as PS 1, 2 e 7 n&do apresentam efeito hemolitico (Leite et al., 2005
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Conceicao et al., 2006) enquanto a PS 8 foi hemolitica mesmo em baixas concentragdes
micromolares. Esse fato poderia estar relacionado a singularidades nessas sequéncias de
aminoacidos, ainda que a uUnica mudanga significativa entre a PS 1 e PS 8 seja um residuo de
fenilalanina no C-terminal da PS 8 em substituicdo a um residuo de asparagina. Entre PS 7 e PS 8
ha apenas a substituicdo de um residuo de leucina por isoleucina em PS 8, aparentemente essa
substituicdo nao deveria causar tal efeito uma vez que esses residuos sao igualmente hidrofébicos.
Estudos de caracterizacdo estrutural e funcional desses peptideos serdo necessarios para
compreender essa atividade.

O aumento da concentracdo de DRT 15 resultou em uma diminuicdo da inibicdo do
crescimento de microrganismos causada por esse peptideo (Figura 19- A e C). A formagéo de
agregados em virtude da hidrofobicidade de determinados peptideos influencia em sua atividade
antimicrobiana e hemolitica (Feder et al., 2000). DRT 15, ao contrario da DRT 12, parece formar
agregados em concentragoes altas (dados nao mostrados), sendo que este fato pode contribuir
para uma diminuigdo de sua atividade inibitéria em altas concentracdes indicando também que
DRT 15 deve possuir propriedades hemoliticas ja que tem sido mostrado que esses peptideos
tendem a ser hemoliticos.

Apesar de sua similaridade com outras familias de antimicrobianos (Thompson et al., 2007),
a hiposina 6, ndo demonstrou efeito hemolitico nem atividade inibitéria contra todas as cepas
testadas (Figuras 18 e 19). Isso indica um possivel papel fisiolégico alternativo para essa familia de
potenciais PAMs antes considerados bioativos contra microrganismos (Kustanovich et al., 2002;
Thompson et al., 2007). Estudos adicionais serdo necessarios para esclarecer a(s) atividade(s)
bioldgica(s) dessa familia de peptideos.

O grande numero de peptideos com possivel atividade antimicrobiana encontrado em cada
espécie vai de encontro com a idéia de que tais peptideos, apesar de apresentarem um amplo
espectro de agdo sao muitas vezes seletivos a um determinado grupo de microrganismos, como
demonstrado para dermaseptinas encontradas em P. sauvagei e P. hypochondrialis (Mor et al.,

1994, Brand et al., 2006a). A possibilidade de uma acao sinergistica entre PAMs e uma expressao
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induzida pelo contato com determinados patégenos possibilita uma defesa mais eficaz contra um
maior numero desses organismos (Mor et al., 1994). A acgdo sinergistica entre peptideos da mesma
familia ja foi descrita anteriormente (Mor et al., 1994). Peptideos de diferentes familias (PS 08 e
Hiposina 6) também apresentaram acao conjunta contra X. citrii, comprovando que a diversidade
entre familias pode contribuir para um mecanismo de defesa mais eficiente e mais complexo do
que o ja reconhecido (Figura 18- B).

Atividade antimicrobiana foi mais uma vez demonstrada por moléculas pertencentes as
familias dermaseptina e filoseptina de peptideos antimicrobianos (Tabela 5). Este fato juntamente
com a crescente dificuldade de conter infecgbes rotineiras em humanos, animais e plantas aponta
para um novo campo de producao de farmacos com objetivo de conter o avanco de patégenos
(Morton et al., 2007). A sintese quimica constitui uma alternativa para obtengdo de quantidades
moderadas desses peptideos ainda que a sua obtengcdo em larga escala ainda seja bastante
onerosa. Entretanto, por meio dessa metodologia é possivel a realizacdo de experimentos que
permitam analisar quais paradmetros sdo importantes para a atividade antimicrobiana, facilitando
assim o desenvolvimento de alternativas menos dispendiosas para o controle de doencas
baseadas em estudos com PAMSs.

Por fim, este estudo demonstra a importancia de filomedusideos como reservas naturais de
peptideos antimicrobianos. A utilizagdo desses peptideos como modelos para o desenvolvimento
de novos farmacos vem se tornando cada vez mais imprescindivel no controle de doencas, tanto
humanas quanto em animais e plantas. Além disso, a ampla distribuicdo dessas moléculas nas
mais diversas familias de anfibios pode contribuir para elucidar a histéria filogenética e evolutiva do
grupo bem como a de vertebrados, uma vez que a presenca destas moléculas € altamente

conservada nesse grupo de animais.
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Conclusodes
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O presente estudo aumentou o conhecimento acerca da biodiversidade de PAMs
originados de anfibios do género Phyllomedusa.

Filoseptinas, dermaseptinas, dermatoxinas e hiposinas sdo peptideos amplamente
distribuidos no género Phyllomedusa.

Os andlogos de dermaseptinas e filoseptinas identificados possuem atividade
antimicrobiana como outros peptideos conhecidos dessas familias

DRT 12 e PS 08 s&o analogos com atividade antimicrobiana contra X. citrii, um fitopatdgeno.

. A familia das filoseptinas possuem pelo menos um membro com atividade hemolitica (PS

08).

. Até agora, hiposinas ndo possuem atividade antimicrobiana nem hemolitica, podendo ter

outra atividade bioldgica distinta nos anfibios de origem.

. A quantidade de peptideos descritos no presente estudo aumentou de forma relevante a

quantidade de peptideos conhecidos da subfamilia Phyllomedusinae depositados em

bancos de dados (33%)
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