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V - RESUMO

Peptideos identificados em anuros exibem diversas atividades biologicas sendo a
principal delas a atividade antimicrobiana (bactérias e/ou fungos patogénicos).
Peptideos antimicrobianos conhecidos com PAMSs representam uma promissora fonte de
compostos ativos para superar o problema do aumento de cepas resistentes aos
antibioticos utilizados. A identificacdo de PAMSs requer a utilizacdo de técnicas
analiticas sensiveis uma vez que a quantidade de material é limitada. Neste sentido,
espectrometria de massa (MS) acoplada a técnicas cromatograficas desempenham um
papel importante para identificacdo de peptideos. Técnicas modernas de MS tais como
imagem por espectrometria de massa e ferramentas de biologia molecular como o
sequenciamento do &cido desoxirribonucleico também sdo utilizados em combinagéo
para proporcionar a rapida identificacdo/sequenciamento de novos peptideos. Neste
trabalho foi realizado o estudo da secrecdo cutdnea de duas espécies de anuros,
Hypsiboas cinerascens e H. geographicus. Até 0 momento da espécie H. geographicus
foi possivel identificar 4 novos peptideos, que apresentaram identidade significativa
com peptideos biologicamente ativos de anfibios, sendo que 3 deles apresentaram-se
com homologos a fragmentos da proteina bombesina. Em relacdo a espécie H.
cinerascens foi possivel identificar 36 novos peptideos, que foram organizados em
grupos distintos de acordo com a similaridade de suas sequéncias, sendo que alguns
apresentaram identidade significativa com os depositados em banco de dados. Desses
36 peptideos 3 tiveram suas sequéncias confirmadas por MS e c-DNA, sendo que um

deles foi sintetizado tendo atividade contra fungos e bactérias.

Palavras Chave: anuros, anfibios, secrecdo da pele, Hypsiboas, PAMs.
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VI - ABSTRACT

Peptides identified in frogs exhibit various biological activities the main one being the
antimicrobial activity (bacteria and/or pathogenic fungi). Antimicrobial peptides known
to AMPs represent a promising source of active compounds to overcome the problem of
the increase in resistant strains to antibiotics used. AMPs Identification requires the use
of sensitive analytical techniques since the amount of material is limited. In this regard,
mass spectrometry (MS) coupled chromatographic techniques play an important role in
identification peptides. MS modern techniques such as image by mass spectrometry and
molecular biology tools such as deoxyribonucleic acid sequencing are also used in
combination to provide quick identification / sequencing novel peptides. In this work
the study of skin secretion of two species of frogs, Hypsiboas cinerascens and H.
geographicus. At the time of H. geographicus species were identified 4 new peptides,
which showed significant identity with biologically active peptides of amphibians, and
3 of them presented with homologous fragments of the protein bombesin. For H.
cinerascens species was identified 36 new peptides, which were organized in distinct
groups according to the similarity of their sequences, some of which showed significant
identity with deposited in the database. These 36 peptides only 3 were had their
sequences confirmed by MS and c-DNA and one of them was synthesized having

activity against fungi and bacteria.

Keywords: anura, amphibiam, skin secretion, Hypsiboas, AMPs.
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1. INTRODUCAO
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Desde o inicio dos tempos 0 homem sempre se apoiou na natureza para obter
recursos e desenvolver-se, sem se preocupar com que podia acontecer com 0S recursos
naturais. Essa acdo indiscriminada faz com que a flora seja eliminada com ritmo
assustador, o que leva milhares de espécies de todos os reinos a desaparecer, algumas
que nem chegaram a serem estudadas causando prejuizos incalculdveis para 0 mundo
(CAMARA, 2001; FEARNSIDE, 2006; GODAR, et al., 2014).

A Amazonia é a maior floresta tropical do mundo possuindo uma extenséo total
de 5.500.000 Km? destes cerca de 60% estdo em territdrio brasileiro conhecido como
Amazonia Legal, juntamente com a Mata Atléantica, Pantanal, Cerrado, Caatinga,
Campos e Florestas Meridionais contribuem para que o Brasil seja detentor de um dos
maiores bancos genético do planeta (CAPOBIANCO, et al., 2002). O pais abriga
aproximadamente 20% de todas as espécies animais do planeta. A variedade da flora
também é impressionante, possuindo cerca de 20% das 1,5 milhGes de espécies ja
catalogadas. Séo 56.000 espécies de plantas, 524 de mamiferos, 1.677 de aves, 3.000 de
peixes e, isso representa respectivamente 22%, 10,8%, 17,2% e 10,7% das espécies
existentes no mundo (TORRESI et al., 2012).

Em relagdo aos anfibios, os nimeros também sdo extraordinarios. Sdo 982
espécies que equivale a 13,3% das 7.351 espécies estimadas no mundo (Figura 1),
sendo agrupadas em trés ordens: Anura (sapos, rds e pererecas), Caudata ou Urodela
(salamandras) e Gymnophiona (cecilias ou cobras-cegas) correspondendo a

respectivamente 88%, 9% e 3% das espécies de anfibios (AMPHIBIAWEB, 2014).
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Figura 1 — Distribuicdo de espécies de anfibios no mundo (AMPHIBIAWEB 2014).
A variacgdo do azul ao vermelho intenso indica a maior concentracdo de espécies de anuros.

Os anfibios constituem um elo importante na teia alimentar do ecossistema sao
animais que passam parte da vida no meio aquéatico e meio terrestre, ou seja, dependem
dos dois ambientes para sobreviver, essa caracteristica os torna extremamente sensiveis
a mudangas causadas em seu habitat natural tendo como exemplo as atividades
humanas. S&o animais de pele extremamente sensivel, sendo que este € um 6rgao de
grande importancia que possui diversas fun¢des como: respiracdo cutanea transporte de
agua e solutos, regulacdo da temperatura entre outras (SEBBEN et al., 1993).

Essa sensibilidade os torna grandes indicadores bioldgicos, sdo os primeiros a
sofrerem com as mudancas climaticas, predacdo, radiacdo ultravioleta, doencas, entre
outros fatores que atuam isoladamente ou em conjunto provocando a redugdo do
namero de desovas e o aumento da mortalidade de embrifes (VERDADE et al., 2010).

Por essas e outras razdes, suas populacdes estdo desaparecendo em diversos
pontos do planeta (Figura 2) levando a um grave desequilibrio da natureza com

consequéncias desastrosas para 0 homem.
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Figura 2 - Namero de espécies ameacadas (AMPHIBIAWEB 2014).
A variacgdo do azul ao vermelho intenso indica a maior concentracéo de espécies de anuros ameagadas.

Outro aspecto, importante sobre os anfibios € o aspecto farmacoldgico espécies
pertencentes a essa classe, produzem, armazenam e secretam substancias que podem

trazer beneficios diretos ao homem quando utilizados de maneira correta (CARDOSO et

al., 2014).

As populacgdes indigenas fazem grande uso das secre¢oes dos anfibios como por

exemplo: os indios da regido do Choco (Colombia) que utilizam o veneno de

Phyllobates terribilis (Dendrobatidae) para envenenar as pontas de dardos para serem

lancados em zarabatanas durante cacadas (MYERS et al., 1978). Hoje em dia sabe-se

que o principal componente do veneno de P. terribilis, é o alcaloide batracotoxina X

(Figura 4) que possui toxicidade na faixa de 2 ug por kg de mamifero (PELLETIER,

1986).
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Figura 3 - Estrutura do alcaloide Batracotoxina (BTX).

Na pele dos anuros sdo encontrados dois sistemas de glandulas totalmente
distintas, as glandulas mucosas e as glandulas serosas (Figura 4). As glandulas mucosas
sdo menores e distribuem-se por todo o corpo. Sdo responsaveis por manter a pele
Umida, propiciando a respiracdo cutanea. As glandulas serosas sdo maiores e Sao
responsaveis pelo armazenamento de substancias biologicamente ativas, como: aminas
biogénicas, alcaloides, esteroides, peptideos, além de proteinas e glicoproteinas

(ERSPAMER & MELCHIORRI, 1973; 1980; TOLEDO & JARED, 1995).
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Figura 4 - Corte histologico da derme de Rhinela schneideri.
Evidenciando (E) epiderme, (*) glandulas mucosas e (G) glandulas serosas (SOUZA et
al., 2015).
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Nos ultimos anos, ficou evidenciado que algumas moléculas presentes nas
secrecdes cutaneas dos anuros possuem extraordinarios efeitos biolégicos como por
exemplo: irritantes locais, cardiotoxinas, neurotoxinas, alucinogénicos, agentes
citotoxicos e antimicrobianos (KONIG et al., 2015).

Essas substancias sdo usadas pelos anfibios essencialmente para defesa contra

predadores.

1.1 Peptideos.

Existem trés tipos de macromoléculas que sao essenciais aos processos vitais das
células: os polissacarideos, os &cidos nucléicos e as proteinas. As proteinas sdo
encontradas em todas as células vivas, constituindo-se em cerca de ¥ do peso seco dos
tecidos animais possuem varias funcgdes: estrutural, catalitica, reguladora e imunoldgica.
Os peptideos sdo proteinas de baixo peso molecular que sdo em sua maioria formadas a
partir da reacdo entre os grupos amina e carboxila dos 20 principais aminoacidos
(Tabela 1). Duas moléculas de aminoacidos podem ser unidas covalentemente por meio
de uma ligacdo amida substituida, chamada de ligacdo peptidica (Figura 5)
(LEHNINGER, 2002).

Essa reacdo ocorre quando a hidroxila no C-terminal de um aminoéacido reage
com o hidrogénio do N-terminal de outro aminoacido, ocasionando a perda de uma

molécula de agua.
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Figura 5 - Formagcdo da ligacéo peptidica.

Os peptideos possuem propriedades bioldgicas bastante significativas. Contudo,
o real modo de acdo desses peptideos ainda continua de certa forma desconhecido, ja
que existem apenas modelos para explicar essa acdo (RANG et al., 2000; HOSKIN &
RAMAMOORTHY, 2008). Esses peptideos apresentaram, por meio de bio-ensaios, in
vitro e in vivo espectro amplo de atividades, das quais se destacam as seguintes:
atividades hemolitica, bactericida, antifingica e hormonal. Alguns trabalhos estdo
destacando o potencial antimicrobiano, especialmente contra bactérias Gram-positivas,
Gram-negativas e fungos patogénicos (ZASLOFF, 2002; BOMAN, 1991), a qual

apresenta um grande potencial terapéutico e farmacoldgico.
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Tabela 1. Nomenclatura dos 20 aminoacidos essenciais.

Periodic Chart of Amino Acids

www.bachem.com
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Aminoéacidos basicos sdo mostrados em azul, hidrofébicos em azul claro, polares em rosa e
acidos em vermelho

1.1.1. Peptidémica.

A espectrometria de massas (MS) é uma técnica que consiste na medida de
massa de ions na fase gasosa (SILVA et al., 2014). Desde o principio a MS vem sendo
empregada na determinacdo da assinatura isotdpica e determinacdo elementar de
moléculas orgénicas e inorgénicas, como uma ferramenta indispensavel na elucidagéo
estrutural. Um dos principais desafios da MS envolvia transferir moléculas altamente
polares de até dezenas ou centenas de kDa a fase gasosa sem destrui-las.

Tal obstaculo foi superado por meio do desenvolvimento de técnicas de

ionizacdo branda tais como a eletronebulizacdo (electrospray ionization — ESI) e a
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ionizagdo e dessorcdo por laser assistida por matriz (matrix-assisted laser desorption
ionization — MALDI) (FENN et al., 1989: TANAKA, et al., 1988) que ocorreu no final
da década de 80.

Na técnica de MALDI, a amostra é ressuspendida com um acido aromatico de
facil cristalizagdo que possui a capacidade de absorver luz ultravioleta. Ao irradiar um
feixe de laser com comprimento de onda apropriado sobre a mistura cristalizada, as
moléculas de matriz em excesso sublimam-se transportando a amostra com ele
(STULTS 1995).

Nesse processo a matriz desempenha um importante papel absorvendo
fortemente a energia do laser, causando indiretamente a vaporizagdo da amostra e
funcionando como doador de prétons ou receptor de protons, assim ionizando a amostra
alvo em modo positivo ou negativo.

Embora a marca registrada das analises por MALDI seja biomoléculas com
massa elevada, essa técnica e excelente para pequenas moléculas como os peptideos em
particular (HILLENKAMP et al., 1991).

A extrema sensibilidade e a simplicidade sdo caracteristicas fundamentais para
esta aplicacdo. Peptideos obtidos apds a digestdo triptica de proteinas podem ser
prontamente analisadas sem a necessidade de separacdo. Sendo que peptideos com a
mesma massa molecular podem facilmente serem separadas por cromatografia liquida
de alta eficiéncia (CLAE) (LEWIS et al., 2000).

Para o0 estudo de MS de peptideos provenientes de anuros a técnica de MALDI
se torna indispensavel, ja que a quantidade de material obtida de algumas espécies é
limitada e de facil degradacédo, tornando necessario 0 uso de uma técnica que seja

eficiente com pouca quantidade de material e a0 mesmo tempo seja suave afim de evitar
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a degradacdo do material biolégico. Sendo que estas sdo duas caracteristicas principais
da técnica de MALDI (KAUFMANN et al., 1995).

Uma das caracteristicas da técnica de MALDI aplicada no estudo de peptideos
de anuros e a capacidade de a técnica identificar modificagdes Pos-traducionais
(fosforilacdo, sulfonacdo, glicosilagdo, modificagcdes no N-terminal e outros) (LEWIS et
al., 2000).

A MS para peptideos também pode ser aplicada in tandem, conhecida como
MS/MS, que envolve a fragmentacdo dos peptideos selecionados. Para esse tipo de
estudo a técnica de MALDI usa o analisador do tipo Time of Flight (TOF) que é
traduzido para o portugués como tempo de voo, quando é usado para fragmentacdo o
sistema é do tipo MALDI-TOF/TOF.

No analisador TOF/TOF o peptideo é fragmentado por meio dissociacdo
induzida por laser (LID). Apds obtidos fragmentos o peptideo e sequenciado
manualmente de acordo com os ions fragmentos obtidos que sdo denominados -a, -b e -

c se a quebra for no C-terminal e, denominados -X, -y e -z se a quebra for no N-terminal

X1 Y1 Zq Xy Y, Z; X3 Y3 Z3
@) R,

o) Ry
H->N J\ /NH, )J\ OH
\N/ N/
H H
o) R; o)

a;, by ¢ a, b, ¢ a; by ¢

(ROEPSTORFF & FOHLMAN, 1984) (Figura 5).

Figura 6 — Estrutura quimica geral da fragmentacdo de um peptideo de acordo com a
nomenclatura de ROESPSTORFF e FOHLMAN.
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Vale ressaltar que os pares de ions a/x, bly e c/z serdo sempre ions
correspondentes e complementares entre si. Considerando que a ligagdo amida e a
menos energética € de se esperar que a formacdo do par -b/-y seja mais evidente,
facilitando a interpretagdo dos espectros. A diferencga entre os valores de m/z entre dois
fons consecutivos da series do mesmo tipo pode revelar a identidade do residuo de
aminoacido em questdo (CANTU, et al., 2008).

Quando a fragmentacdo ocorre simultaneamente nas posi¢oes N e C-terminal do
mesmo residuo de aminoéacido, sendo possivel identificar as series —b e —y referentes a
tal amino&cidos, os ions imo6nio também sdo produzidos (Tabela 2). Os ions imdnio
servem como indicativo da presenca ou auséncia de certos aminoacidos, como por
exemplo 0s aminoécidos aromaticos triptofano (W), tirosina (Y) e fenilalanina (F) que
sd0 0s mais raros a serem encontrados na sequencia peptidica, possuem como ions

imonio m/z 159, 136 e 120 respectivamente (LEWIS et al., 2000).
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Tabela 2 - Lista dos 20 aminoécidos mais comuns e seus ions fragmentos.

Aminoacido Massa média  fon iménio  Tons Observados
Alanina Ala A 71.08 44.05
Arginina Arg R 156.19 129.11 59,70,73,87
Asparagina Asn N 114.10 87.05 70
Acido Aspartico  Asp D 115.09 88.04 70
Cisteina Cys C 103.14 76.02
Acido Glutamico  Glu E 129.12 102.05
Glutamina GIn Q 128.13 101.07 56,84,129
Glicina Gly G 57.05 30.03
Histidina His H 137.14 110.07 82,121,123
Isoleucina lle I 113.16 86.09 44,72
Leucina Leu L 113.16 86.09 44,72
Lisina Lys K 128.17 101.10 70,84,112,129
Metionina Met M 131.19 104.05 61
Fenilalanina Phe F 147.18 120.08 91
Prolina Pro P 97.12 70.06
Serina Ser S 87.08 60.04
Treonina Thr T 101.10 74.06
Triptofano Trp W 186.21 159.09 77,117,130
Tirosina Tyr Y 163.18 136.07 91,107
Valina Val \ 99.13 72.08 41,55,69

Se em uma das series —b ou -y de a diferenca entre residuos referente ao
aminoacido W, e ndo for encontrado o ion de m/z 159, esse residuo ndo pode ser
triptofano. Uma possivel interpretacdo para essa situacdo seria a possibilidade de
identificar residuos de dipeptideos (CANTU, et al., 2008).

Isso ocorre quando dois aminoéacidos em uma sequéncia peptidica fragmentam
juntos gerando apenas um ion sendo este referente aos dois residuos de aminoacidos,

algumas dessas combinagdes sdo apresentadas na Tabela 3.
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Tabela 3 — Exemplos de massas de possiveis dipeptideos.

L/l

mXxQ

I <
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87
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10
1
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3
11
4
11
5
12
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1
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Os valores correspondem a soma das massas dos residuos dos aminodcidos acrescidos de uma

unidade de massa

Um outro problema que ocorre no sequenciamento de peptideos € a existéncia de

pontes dissulfeto no peptideo. As pontes dissulfeto existentes em uma cadeia
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polipeptidica ligando dois residuos de cisteinas. Essas pontes podem ser identificadas,
quando o peptideo e submetido a fragmentacdo, onde se observa a ndo fragmentacéo do
peptideo ou fragmentacdo de apenas uma parte do peptideo. Porém essas pontes podem
ser quantificadas e localizadas, através da diferenga de massa ap6s reacdo simples de
Reducéo e Alquilacdo das mesmas, onde o residuo de cisteina com massa molecular de
103.0 u aparece no sequenciamento com massa 160 u, devido a alquilacdo da ponte de

dissulfeto (PIRES et al., 2014).

1.1.2 Peptideos Antimicrobianos de Anfibios.

Antibioticos naturais sdo produzidos por organismos de diversos reinos e
normalmente estocados em tecidos que estdo constantemente em contato com
patdgenos.

Estas moléculas sdo em sua maioria de natureza peptidica, e constituem um
sistema de defesa inato que funciona como barreira quimica 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 acdo (SHAI, 1999).

Dentre todos os organismos produtores de peptideos antimicrobianos, o0s
anfibios pertencentes a ordem anura constituem provavelmente a mais rica fonte de
moléculas bioativas dentre os vertebrados.

Erspamer (1994) agrupou esses peptideos extraidos de secrecdo cutanea de
anfibios levando com base em sua estrutura quimica, afinidades por certos receptores e
atividades bioldgicas. Os grupos principais: taquicinina, bradicinina, ceruleina,
bombesina, sauvagina, opioides (Dermorfina, Deltorfinas), tireotropina (TRH),

xenopsina, triptofilina, angiotensina, adenoregulina e peptideos Antimicrobianos
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(magaininas, bombininas, dermaseptinas, brevininas, caerinas, esculentinas,
dicetopiperazinas). Nos anos seguintes, novas classes de peptideos antimicrobianos
foram surgindo como as temporinas (SIMMACO et al., 1996) e phylloseptinas (LEITE
et al., 2005).

Sendo que a cada ano, varios novos PAMs sdo identificados a partir de espécies
de anuros. Alguns desses novos peptideos apresentam pouca ou nenhuma homologia
com 0s ja existentes, consequentemente novas familias estdo surgindo, sendo que
atualmente esses peptideos estdo agrupados em pelo menos, 28 familias distintas, alguns

exemplos desses peptideos sdo apresentados na Tabela 4 e Tabela 5.
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Tabela 4 - Exemplos de familias de PAMs.

Familia Peptideos Estrutura Espécie Referéncia
Medusins Medusin-AC LGMIPLAISAISALSKLG Agalycchms XINPING et
callidryas al., 2013
Alvteserinas Alyteserins-  GLKDIFKAGLGSLVKGSLVKGIA- Alytes CONLON et
Yt la AHVAN obstetricans al., 2009d
Esculentinas-  Esculentin-2-  GIFALIKTAAKFVGKNLLKQA- Amolops WA';'(igt al,
2-AL Ala GKAGLEHLACKANNQC loloensis
Buforins  Buforin II TRSSRAGLQFPVGRVHRLLRK Bufo bufo CHOetal.,
gargarizans.
2009
Brevininas-1  Brevinin-  FMGSALRIAAKVLPAALCQIFKKC  Hylarana  WANGetal,
. 2009
1LT1 latouchii
Temporinas Temporin- FLPGLIAGIAKML Hylarana WANG etal,
. 2009
LT1 latouchii
Esculentings.p  ESculentin = GILNTLKNVGLGVLKGAGKGAL- Ery'tirge‘z AL-GHAFERI
2ERD NAVLCKMNNNC y etal., 2010
Temporins  Temporin- FFGSVLKLIPKIL H?é 't%rrzrt‘;‘ CONLON et
PTa P al., 2008
Nigrocinas-2 Nigrocin- GLLGSLFGAGKKVACALSGLC Hylarana CONLON et
2HSa picturata al., 2008
. . . ABDEL-
Phylloseptinas  Phylloseptin- ELSLIPHVISALSSL Hylomantis WAHAB et al.,
L2 lemur 2008
Raniseptinas RNSP 1 KVALGVAQNYLNPQQ Hypsiboas MAGALHAES
raniceps et al., 2008
Plasticinas  Plasticin-L1 ) \/NG| | SSVLGGGQGGGGLLG-  Leptodactylus ~ CONLON et
) al., 2009a
GIL laticeps
Ocellatinas Ocellatin-L2 GVVDILKGAAKDLAGHLATKVM- Leptodactylus ~ CONLON et
DKLL laticeps al., 2009a
Brevininas-1 Brevinin- FLPIIAGIAAKFLPKIFCTISKKC Lithobates C?NLON et
1BLc blairi al., 2009b
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Tabela 5. Continuagdo das Familias de PAMs.

Lithobates
Temporinas Temporin- IPPFIKKVLTTVF capito CONLON et
CPa al., 2009c
Ranatuerinas- Ranatuerin- Lithobates
5 2CPa GIMDTIKDTAKTVAVGLLDKIKC- capito CONLON et
KITGC al., 2009c
. Aurein 2.2 GLFDIVKKVVGALGSL Litoriaaurea  "WENZEL et
Aurein al., 2015
Nigrocinas -2 Nigrocin- GLLGSIFGAGKKIACALSGLC Odorrana CONLON et
2HSb hosii al., 2008
Frenatins Frenatin 2.1s GLVGTLLGHIGKAILG Orinoco lime COLSOTF al.,
Dermatoxinas - npT 31 SLGGFLKGVGKALAGVGKVVAD-  Phasmahyla  RATES etal.,
QFGNLLQAGQ jandaia 2010
Brevininas-1 Brevinin- FFPLALLCKVFKKC Rana JIN et al., 2009
1CDYb dybowskii
Japocinas-1 Japocin- FFPLALLCKVFKKC Rana JIN et al., 2009
1CDYa dybowskii
Palustrinas-2 Palustrin- GLWDNIKNFGKTFALNAIEKLKC- Rana OHNUMA et
20a KITGGCPP ornativentris al., 2010
Rana
Pleurainas-As Pleurain-Al SIHITMTKEAKLPOLWKOIACRL- pleuraden WANG et al.,
YNTC 2007
Shuchinas Shuchint NALSMPRNKCNRALMCFG Rana ZHENG et al.,
shuchinae 2010
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Os peptideos antimicrobianos (PAMs) encontrados na secre¢do cutanea de
anuros (sapos, ras e pererecas), sdo sintetizados e processados a partir de uma Unica
familia de polipeptidios precursores, sendo estes expressos na traducdo de um RNA
mensageiro caracteristico, com regides altamente conservadas entre 0s pertencentes as
familias Hylidae e Ranidae, o que sugere que espécies pertencentes a essas familias
possuem um ancestral em comum (NICOLAS et al., 2003).

Os peptideos sintetizados e secretados por esses animais fazem parte de seu
sistema imune inato de defesa, s&o potencialmente ativos contra um espectro largo de
microrganismos patogénicos e alguns predadores, sendo que na maioria das vezes nao
apresentam toxicidade em células normais de mamiferos (BOMAN, 1991; ZASLOFF,
1992; PRATES et al., 2004; BRAND et al., 2006).

A diversidade de PAMs é tdo grande que se torna dificil categoriza-los,
principalmente em relacdo a sua estrutura primaria, mas a maioria desses peptideos
possui caracteristicas fisico-quimicas semelhantes, como: carga liquida positiva, devida
a presenca de residuos catidnicos em sua estrutura priméria. Todavia a principal delas
consiste na habilidade do PAMs de dotar uma forma nos quais grupamentos de residuos
de aminoacidos hidrofobicos e hidrofilicos fiquem espacialmente organizadas
adquirindo uma estrutura secundaria em forma de a-hélice anfipatica em meio apolar
(ZASLOFF, 2002; NICOLAS et al., 2003).

Esses peptideos apresentaram, por meio de bio-ensaios, in vitro e in vivo amplo
espectro de atividades, contra fungos patogénicos, bactérias Gram-positivas e Gram-
negativas (BOMAN, 1991; MOR, et al., 1991; ABDEL-WAHAB, et al., 2008). Estima-
se que esses efeitos estdo inteiramente relacionados a suas caracteristicas fisico-
quimicas, comuns aos peptideos antimicrobianos (CHOU et al., 2010; CARDOSO, et

al., 2014).
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N&o se sabe ao certo o real modo de agdo do PAMSs, mas sabe-se que 0 Seu
principal alvo parecem ser as membranas plasmaticas, sendo que a desestabilizagéo
dessas membranas ocasionando a morte celular a partir da sua quebra, tem sido
considerada o principal mecanismo pelo qual os PAMs exercem sua funcdo. A diferenca
da estrutura e composicdo da membrana esta diretamente relacionada com o modo de
interacdo desses peptideos. Estes sdo atraidos pelas superficies das membranas das
bactérias, através de ligagOes eletrostaticas, sendo este o ponto principal pelo qual os
PAMs até agora caracterizados conseguem discriminar células procaridticas e
eucaridticas (BROGDEN, 2005; ZASLOFF, 2002).

A membrana plasmatica de organismos procariontes e eucariontes difere em sua
composicdo quimica, tanto no contetdo dos fosfolipidios como na presenca de outros
componentes tais como esteroides (LEHNINGER, 2002).

As membranas bacterianas caracterizam-se por serem organizadas de tal forma
que as regides periféricas da bicamada lipidica voltada para o meio extracelular,
possuem contetdo elevado de fosfolipidios carregados negativamente. Nas bactérias
Gram-negativas, essa interacdo ocorre por meio dos lipopolissacarideo (LPS) que sdo
moléculas formadas de cadeias lipidicas e duas cadeias de oligossacarideos, o
oligossacarideo central e a outra um oligossacarideo especifico (O-especifica) o qual € o
principal determinante do sorotipo da bactéria, sendo este carregado negativamente
(HOSKIN& RAMAMOORTHY, 2008). Nas bactérias Gram-positivas essa interagcdo
ocorre com 0s acidos teicdicos, que sdo polimeros de glicerol ou ribitol que ndo se
apresentam entre as bactérias Gram-negativas. As unidades combinadas de &cidos
teicoicos e lipidios denominam-se &cidos lipoteicoicos. Esses &cidos sdo carregados
negativamente e, portanto, contribuem para a interacdo dos PAMs com a membrana das

bacterias Gram-positiva (BROGDEN, 2005; HOSKIN& RAMAMOORTHY, 2008).
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Em contraste a mesma face das membranas de animais & composta
majoritariamente por fosfolipidios neutros (fosfatidilcolina e esfingomielina), estando
os fosfolipidios carregados negativamente (fostastidilserina e fosfatidilglicerol) voltados
para o interior da célula, de frente para o citoplasma (BROGDEN, 2005). A presenca de
colesterol na membrana animal, também reduz a atividade de alguns PAMs, sendo que
este efeito € causado pelo colesterol tornar a bicamada lipidica mais rigida, ocasionando
uma maior estabilizacdo, e dificultando assim interacGes possiveis entre o colesterol e
0s PAMs (ZASLOFF, 2002; EPAND & VOGEL, 1999).

Existem alguns modelos que tentam descrever como ocorre a interagdo dos
PAMs com as membranas, 0s mais citados sdo: acdo de detergentes (detergent-like),
formagéo de poros do tipo barril (barrel stave) e formacéo de poros toroidais (toroidal

pore).

1.2 Anuros Hylidae.

As espécies pertencentes a familia Hylidae estdo distribuidas na América do Sul
e do Norte, india Ocidental, Eurasia temperada, extremo norte da Africa e no
arquipélago japonés (AMPHIBIAN SPECIES OF THE WORLD 5.4 2014). Os animais
variam de pequenos a grande e geralmente tém discos adesivos na ponta dos dedos,
distinguem-se pelo dedo do pé que contém uma pequena cartilagem da falange terminal,
que pode ajudar na escalada (AMPHIBIAN SPECIES OF THE WORLD 5.4). Destaca-
se entre as outras familias por quantidade e diversidade de moléculas principalmente os
PAMSs (NICOLAS et al., 2003).

Esta familia foi taxonomicamente revista por FAIVOVICH et al., 2005. E
constituida por 950 espécies agrupadas em trés subfamilias, sendo a Hylinae com 683

espécies, a Pelodryadinae com 207 e a Phyllomedusinae com 54 espécies e dois géneros
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distintos que ndo se agrupam a nenhuma subfamilia, sdo eles, o género Dryaderces com

2 espécies e género Lysapsus com 4 espécies (AMPHIBIAWEB, 2015).

1.2.1 Género Hypsiboas.

O género Hypsiboas pertencente a familia Hylidae possui 91 espécies, sdo
encontradas na America do Sul desde a Nicaragua até a Argentina, e em Trinidade
Tobago (AMPHIBIAWEB) sendo que poucas foram estudadas no ponto de vista
quimico ou farmacoldgico. Até o momento das espécies de Hypsiboas que foram
estudadas, foi possivel identificar uma nova familia de peptideos antimicrobianos
denominada raniseptina (MAGALHAES et al., 2008) de H. raniceps, e nove novos
peptideos antimicrobianos hylina al, a2 e CTx-Ha de H. albopunctatus (CASTRO et
al., 2009; CESPEDES et al., 2012), hylaseptina P1 e fenilseptinas (D e L aminoé&cidos )
de H. punctata (PRATES et al., 2004; MAGALHAES et al., 2013), hylinas b1 e b2 de
H. lundii (CASTRO et al., 2005), P1-Hp-1971, P2-Hp-1935 e P3-Hp-1891de H.
pulchelus (SIANO et al., 2014) e Hs-1 de H. semilineatus (NACIF-MARCAL et al.,

2015) Tabela 6.
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Tabela 6 - Peptideos identificados no género Hypsiboas.

Peptideo Estrutura A’;Mdade Isolado de Referéncia
rente
E. coli
S. aureus Hypsiboas  PRATES et al.,
Hylaseptina GILDAIKAIAKAAG P. aeruginosa punctata 2004
Pl C. albicans
E. coli
Fenilseptina P %e?ﬂr?gcs)sa Hypsiboas  MAGALHAES
P FFFDTLKNLAGKVIGALT ' ginos: punctata etal., 2013
X. axonopodis
pv glycines
Hylinsbl  FIGAILPAIAGLVHGLINR Hemolitica ~ '1YPsiboas  CASTRO et
lundii al., 2005
sEéSfe::Js Hypsiboas MAGALHAES
RSP-1 KVALGVAQNYLNPQQ p A raniceps et al.,2008
. aeruginosa
E. coli
S. aureus
P. aeruginosa
E. faecalis ib
B. subtilis _,/Psiboas
T albopunctatus  CASTRO et
C. albicans, |
. K. parapsilosis al., 2009
Hylin al IFGAILPLALGALKNLIK !
C. neoformans
Hemolitica
P1-Hp- E. coli Hypsiboas SIANO et al.,
1971 TKPTLLGLPLGAGPAAGPGKR S. aureus pulchelus 2014
S. aureus
B. subtilis HvDsiboas NACIF-
FLPLILPSIVTALSSFLKQG B. cereus YPs MARCAL et
Hs-1 semilineatus
L. al., 2015
monocytogenes
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1.2.1.1 Hypsiboas cinerascens.

Hypsiboas cinerascens (Figura 6) € uma espécie que ocorre na Bacia
Amazonica, Guiana, Suriname, Venezuela, Colémbia, Equador, Peru e Guiana
Francesa. O anuro é comum em &reas encharcadas proximas aos igarapés (LIMA et al.,
2006).

Os machos medem cerca de 30-35 mm, e as fémeas 33-37 mm. O seu dorso é
verde-transparente, com pequenas manchas amarelas e manchas vermelhas diminutas. A
regido anterior do ventre é azulada e a posterior € verde-amarela. A iris € laranja ou
prateada, e existe uma membrana azul escura acima do olho (AMPHIBIAWEB, 2014).

Hypsiboas cinerascens possui habitos noturnos e é encontrada nas folhas e nos
galhos das arvores com altura méxima de 1,50 cm, séo encontrados frequentemente em
areas pantanosas préximas a igarapés em floresta primaria e em borda de floresta
(LIMA et al., 2006). Os anfibios reproduzem-se durante o ano inteiro, com pico na
estacdo chuvosa, de novembro a maio (AMPHIBIAWEB, 2014). Os machos vocalizam
escondidos sob folhas. As fémeas depositam cerca de 400 ovos em pequenas pogas,
normalmente ao lado de igarapés. Os girinos ficam dispersos e escondidos na liteira nas
pocas (AMPHIBIAN SPECIES OF THE WORLD 5.4).

Como na maioria das espécies desse género, ndo ha estudos na literatura sobre

seu perfil quimico ou farmacéutico e nem em seu sinbnimo Hyla granosa.
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Fonte: Eder A. Barbosa

Figura 7 - Hypsiboas cinerascens.

1.2.1.2 Hypsiboas geographicus

Hypsiboas geographicus (Figura 7) é uma espécie que ocorre nas areas tropicais
da América do Sul a leste dos Andes. O organismo e comum em areas proximas a
igarapés (LIMA et al., 2006).

Os machos medem cerca de 42-60 mm, e as fémeas 53-63 mm. A coloracdo do
dorso é marrom- alaranjada a marrom. Na parte superior das pernas ha listras claras e
escuras. O ventre é amarelo-claro a alaranjado na parte posterior e branco na parte
anterior. A iris é dourada alaranjada e existe uma membrana de cor azul acima do olho
(AMPHIBIAWEB, 2014).

Hypsiboas geographicus possui habitos noturnos e é encontrada nas folhas e nos

galhos das arvores com altura méaxima de 1,50 cm, sdo encontrados no interior e na
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borda da floresta, frequentemente na proximidade de igarapés e pogas com renovagao
de agua.

A reproducéo ocorre durante todo o ano (AMPHIBIAWEB, 2014). Os machos
vocalizam na vegetacdo acima ou perto do corpo d’agua. As fémeas depositam em torno
de 2500 pequenos ovos pretos na agua de pogas proximas a igarapés ou remansos de
igarapés. Os girinos sdo pretos e ficam agregados na coluna d’dgua, em grupos,
formando grandes massas negras que se deslocam na &gua (AMPHIBIAN SPECIES OF
THE WORLD 5.4).

Como na maioria das espécies desse género, ndo ha estudos na literatura sobre

seu perfil quimico ou farmacéutico e nem em seu sinbnimo Hyla geographica.

Fonte: AMPHIBIAWEB

Figura 8 - Hypsiboas geographicus.
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Em virtude de realizarem trocas gasosas através da pele e dependerem dos meios
aquaticos e terrestres para sua sobrevivéncia, os anfibios sdo considerados
bioindicadores, sdo os primeiros a sofrerem com as mudancas climaticas e ambientais
causadas pelo homem. Essas caracteristicas 0s colocam no topo da lista de animais em
extincdo (VERDADE et al., 2010).

A secrecdo cutdnea dos anuros € uma fonte rica de novas moléculas
biologicamente ativas, sendo que essas substdncias sdo distribuidas por todo o seu
corpo, e séo usadas predominantemente em sua defesa, tanto contra predadores e como
agentes patogénicos (ERSPAMER & MELCHIORRI, 1973; TOLEDO & JARED,
1995; DALY et al., 2008).

Além de atividades antimicrobianas também se destacam atividade antitumoral,
como as magaininas e melittinas, atividade leishmanicida como as dermaseptina-S1 e
dermaseptina-O1 e atividade contra Trypanossoma cruzi, como as dermaseptina DI1 e
DI2 (BAKER et al., 1993; CRUCIANE et al., 1991; OHSAKI et al., 1992; HOSKIN, D.
W. & RAMAMOORTHY, A., 2008; CARDOSO et al., 2014). Portanto, a identificacdo
de moléculas presentes na secrecdo cutanea de tais animais ajuda a esclarecer como
funciona, o complexo mecanismo de defesa baseado na secre¢do de substancias
biologicamente ativas (PRATES et al., 2004; BRAND et al., 2006). Outro aspecto
importante é que esse grupo de animais evoluiu e adaptou-se as diferentes pressfes
seletivas existentes no meio onde se encontram, ja que em estudos genéticos de espécies
das mesmas familias, principalmente a Hylidae e Ranidae, foram encontrados
polipeptidios precursores com regides altamente conservadas, indicando assim que as
espécies pertencentes a essas familias possuem um ancestral em comum (NICOLAS et

al., 2003).
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As espécies Hypsiboas cinerascens e geographicus foram escolhidas para serem
estudadas por serem espécies endémicas da nossa regido, sendo assim de facil acesso, ja
que as especies foram capturadas na mata da UFAM e na Reserva Florestal Adolpho
Ducke e por ndo serem espécies em extingdo, e por possuir um grande potencial
biolodgico, ja que foi possivel obter substancias biologicamente ativas das espécies do

género que foram estudadas.
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3.1 Objetivo Geral:

O presente trabalho tem como objetivo estudar os peptideos presentes nas

secrecdes cutaneas de Hypsiboas cinerascens e H. geographicus.

3.2 Objetivos Especificos:

Isolar, purificar, identificar os peptideos da secrecdo cutanea de Hypsiboas
cinerascens e H. geographicus.

Comparar as estruturas primarias dos peptideos encontrados com outras ja
depositadas em banco de dados.

Sintetizar os peptideos que tiverem sua sequéncia confirmada no gene.

Avaliar a atividade biol6gica dos peptideos sintetizados.

51



4. MATERIAIS E METODOS

‘ -w‘ s ‘ tnw“ 28 . ’




4.1. Coleta do Material

O projeto foi submetido e aprovado pelo Comité de Etica em Experimentacio
Animal da Universidade Federal do Amazonas com N° 007/2010-CEEA. Os animais
necessarios a conducdo deste projeto foram capturados conforme permissdo legal
(Licenca numero: 36742-2) cedida pelo Instituto Brasileiro do Meio Ambiente
(IBAMA) ap6s submissdo e aprovacgdo do projeto de pesquisa.

Os espécimes foram capturados manualmente durante o periodo noturno, tendo
sido localizados por meio dos sons emitidos durante a vocalizagdo. A coleta foi
realizada no Campus da Universidade Federal do Amazonas (UFAM) e na Reserva
Florestal Adolpho Ducke (RFAD), situado na periferia da cidade de Manaus/AM e na
estrada AM-010 Km 22 Manaus-Itacoatiara. Os espécimes foram identificados pelo

Prof. MSc. Marcelo Gordo do Departamento de Ecologia da UFAM.

4.2. Obtencdo das Amostras

Os espécimes apos capturados vivos foram cuidadosamente lavados em &gua
corrente e em seguida agua Ultrapura. As suas secrecOes cutaneas foram obtidas por

estimulacdo elétrica.

4.2.1. Estimulacéo Elétrica.

Depois de lavados, os espécimes vivos foram submetidos a estimulacdo elétrica
(Figura 8) com aproximadamente corrente elétrica proxima a 8v, os eletrodos foram
colocados em contato diretamente sobre a superficie dorsal por um tempo de cinco a
oito segundos por trés a cinco vezes com intervalo de dois a quatro segundos,
produzindo contracdo muscular involuntaria, que resulta na compressdo das glandulas

granulares (PRATES et al., 2004). Apds o estimulo elétrico os espécimes foram lavados
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com &gua Ultrapura com ajuda de um Pisseta, essa dgua foi coletada em tubos Falcon de
50 mL através de um funil.

As secrecBes cutaneas obtidas de H. cinerascens (ETHC) e geographicus
(ETHG) foram congeladas com nitrogénio liquido, evitando-se a degradacdo das
substancias. As fracdes foram secas em Liofilizador Alpha 1-2 LDplus no laboratério da
Dré. Prof?, Claudia Céandida Silva, situado na Faculdade de Tecnologia do Estado do

Amazonas (EST-UEA) e posteriormente armazenadas a -25 °C.

Figura 9 - Obtencdo da secrecdo por estimulacdo elétrica.
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4.3. Isolamento e purificacdo dos constituintes.

O isolamento e purificacdo da secrecdo foi realizada na Embrapa em Brasilia-
DF.

A secrecdo apds processo de liofilizacdo foi dissolvida em 600 uL de agua Ultra
Pura contendo TFA 0,1% (v/v).

As fases usadas foram: solvente A (H,O Ultra Pura com 0,1% de TFA) e solvente
B (CH3CN grau HPLC com 0,1% de TFA).

Aliquotas de 500 pL foram submetidas a cromatografia liquida de alta eficiéncia
(CLAE) (SHIMADZU, Classe LC10 AD-VP). A coluna utilizada foi de fase reversa,
semipreparativa Grace Cig, Spu (10 X 250 mm) da Vydac, que foi previamente
equilibrada em solucéo aquosa de TFA a 0,1% (em volume). Utilizando-se um fluxo de

2,5 mL min™, as fracdes foram coletadas manualmente.

O experimento foi monitorado simultaneamente em a 216 e 280 nm (216 nm se
refere a absorbancia da ligacdo amida e 280 nm referente a residuos de aminoacidos
aromaticos). sob um gradiente linear de solucdo de 5 a 95 % de solvente B durante 75
min.

As fraches obtidas foram liofilizadas, e 0s picos majoritarios foram reunidos e
repurificadas em sistema analitico com coluna Cyg, S (5 X 150 mm) da Kromasil com

fluxo de 1 mL min™ com mesmo gradiente da corrida semipreparativo.

4.4. Dissecgao da pele.

Dois individuos de cada espécie foram eutanasiados por injecdo de xilocaina,
ocasionando morte cerebral. Os tecidos cutaneos dorsais foram retirados com o auxilio

de pincas e tesouras. Os tecidos cutaneos usados para o isolamento de RNA foram
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imediatamente congelados em nitrogénio liquido e em seguida armazenados em freezer
a-80°C.

Os tecidos visando aos experimentos de imagem por espectrometria de massa
(IMS) foram esticados em uma lamina de vidro para secagem a temperatura ambiente
por 72 horas. Apos a secagem, os tecidos foram fixados em placa de MALDI utilizando
fita adesiva dupla-face. Uma camada fina de matriz (&cido a-ciano-4-hidroxicindmico)
para a ionizacdo de peptideos e proteinas foi aplicada sobre os tecidos de maneira

uniforme com o auxilio de pipeta (BRAND et al., 2006).

4.4. Espectrometria de Massa.

4.4.1. Espectrometria de Massa de Sistema MALDI-TOF-TOF.

As fragBes coletadas foram submetidas & espectrometria de massas usando o
equipamento UltraFlex 11l MALDI-TOF-TOF, Matrix Assisted Laser Desorption
lonization — Time of Flight - Time of Flight (Bruker Daltonics, Billerica, MA).

As analises foram realizadas no LEM (Laboratério de Espectrometria de Massa)
da Embrapa Cenargen localizado na cidade de Brasilia.

As fragBes oriundas da cromatografia analitica foram também, submetidas a
mesma técnica para avaliar o grau de pureza. Apds liofilizadas as amostras foram
dissolvidas em aliquotas de 30 puL de agua Milli-Q, e dessas amostras foram retiradas
aliquotas de 3uL que foram misturadas com 9 pL de uma solugdo de matriz acido a-
ciano-4-hidroxicinamico (5 mg) dissolvida em agua (200 uL), acetonitrila (250 uL) e
solucéo aquosa de TFA a 3% (50 uL), na proporgdo de 1 de amostra para 3 de matriz. A

mistura foi agitada vigorosamente por cerca de um minuto em agitador. Um volume de
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2uL das misturas foi aplicado sobre a placa do sistema MALDI em triplicata, e deixada
em repouso a temperatura ambiente para cristalizagdo. O equipamento foi operado no
modo refletido para anélise de MS e para analise MS? foi realizado em modo LIFT
(LID), ambas com calibracdo externa com mistura de peptideos de acordo com a
especificacdo do fabricante (Peptide Calibration Standard I, Bruker Daltonics,
Alemanha).

Para a obtencdo dos dados, as amostras foram bombardeadas com duzentos

disparos de laser com pulso de 30 a 50% e deteccdo de faixa de massa de 100 a 4000 u.
4.4.1.1. Estudo dos peptideos contendo ponte de dissulfeto.

Para sequenciamento dos peptideos contendo pontes de sulfeto, ou seja, residuos
de cisteinas em sua sequéncia peptidica foi realizado reacdes de reducdo da ponte. Onde
o material proteico foi solubilizado em solucéo de bicarbonato de aménio 0,1 mol L™
(pH 8,0) e a ele adicionou-se solucdo recém preparada solucdo do reagente redutor
diethiltriteiol (DTT) 1,0 mol L™, resultando em uma concentracéo final de 10 mmol L™
em bicarbonato de amdnia 0,1 mol L™ (pH 8,0). O material foi incubado por 15 minutos
a 37 °C. Para alquilacdo das cisteinas, o material proteico foi solubilizado em solucéo
de cloridrato de guanidina 6,0 mol L™ e em bicarbonato de aménio 0,1 mol L™ (pH 8,0),
e deixado reagir com DTT (concentracdo final de 10 mmol L™ ) por 30 min. a 37 °C.
Ap0ds este periodo, adicionou-se solucao de iodoacetamida com concentracao final igual
a 50 vezes a concentracdo de cisteina da solucdo, e deixou-se o material reagir por 15
minutos a 37 °C, na auséncia de luz a dessalinizagdo e a purificacdo dos materiais foram
feitas por cromatografia em fase reversa. Na figura 9 é evidenciado o mecanismo

completo da reagdo de reducéo e alquilacéo de cisteinas.
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Figura 10 - Reacdo de Reducéo e Alquilacéo.

4.4.1.2. Anélise da imagem por MALDI.

A andlise de IMS foi realizada no LEM sendo seguida a metodologia de
BRAND e colaboradores 2006. A pele foi posta em uma lamina de vidro e deixada para
secar ao ar livre durante trés dias.

Apos os trés dias o tecido seco foi fixado em placa de MALDI utilizando fita
adesiva dupla-face (Figura 10). Uma camada fina de matriz acido a-ciano-4-
hidroxicinamico para a ionizacdo de peptideos e proteinas foi adicionada sobre os
tecidos de maneira uniforme com o auxilio de pipeta, e deixado para secar por trés
horas.

A analise foi realizada em espectrometro de massa Ultra Flex 111l MALDI-TOF-

TOF (Bruker Daltonics, Billerica, MA) no modo refletido. A varredura automatica das
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amostras e a aquisicdo dos dados foram controladas com o programa computacional
Flex Imaging (Bruker Daltonics, Billerica, MA) ajustado para rastrear pontos de 200
UM em uma area pré-determinada, com cinquenta tiros sendo disparados em cada
posicdo e laser com intensidade igual, ou aproximada, a 30%. O mapeamento foi
ajustado para a deteccdo dos componentes com razdo m/z entre 600 e 5000. A
calibracdo do espectrémetro foi realizada utilizando-se um calibrante com peptideos
com massa conhecida, do qual foi depositada uma aliquota sobre o tecido a ser

analisado.

Figura 11 - Pele seca de H. cinerascens fixada em uma placa de MALDI.
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4.5. ldentificagdes das sequéncias peptidicas por c-DNA.

O sequenciamento genético foi realizado pelo Doutor Eder Barbosa no
laboratdrio de genética da Embrapa Brasilia-DF

Um individuo de cada espécie (H. cinerascens e H. geographicus) foi sacrificado
através da insercdo de 0,1 mL do anestésico lidocaina diretamente no cerebro
ocasionando morte instantanea. Rapidamente a pele dorsal foi retirada com auxilio de
pinca e tesoura cirurgica e colocada em tubo Eppendorf sendo congelada em nitrogénio
liquido (N2g)) para rapida conservagdo sendo armazenada em freezer -80. A pele
congelada foi pulverizada em Nyj; com auxilio de almofariz e pistilo, sendo
posteriormente separada em aliquotas de 100 mg para extracdo do RNA total com
reagente Trizol (Invitrogen). Para sintese da primeira fita de c-DNA foi usada o Kit
Superscript Reverse Transcriptase (Invitrogen), e para sintese da segunda fita foi usado
primes especificos. Apos os processos de PCR e purificacdo dos fragmentos das fitas,
tais fragmentos foram ligados no vetor pGEM-T easy e inseridos em Escherichia coli
(DH5a) para replicagdo. O protocolo completo para clonagem do gene foi de acordo a

metodologia descrita em BRAND e colaboradores 2006.
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4.6. Métodos Computacionais

Para alinhamento da estrutura primaria dos peptideos sequenciados, foi usado a

ferramenta de bioinformética Blastp (http://blast.ncbi.nlm.nih.gov). Que tem como

finalidade comparar a sequéncia obtida com sequéncias depositadas no banco de dados
(UniProtKB/Swiss-Prot) e mostrar o grau de identidade das sequéncias obtidas.
Para simular a possivel estrutura secundaria foi usada a ferramenta de

bioinformatica SOPMA (https://npsa-prabi.ibcp.fr) que avalia o alinhamento dos

residuos de aminoacidos no peptideo. E verifica quais 0s possiveis estados
conformacionais que o peptideo adotaria.
Para avaliar a estrutura bidimensional dos peptideos foi usado o método

computacional de Schiffer-Edmundson (http://rzlab.ucr.edu/scripts/wheel/wheel.cqi).

Que organiza os residuos de aminoécidos na forma de helicoidal. Avalia a
hidrofobicidade dos residuos que séo representados como diamantes sendo codificados
por cores o residuo mais hidrofébico e codificado pela cor verde, a cor verde diminui
proporcional a diminuigdo da hidrofobicidade até chegar ao amarelo que indica zero de
hidrofobicidade.

Os residuos hidrofilicos sdo representados como circulos e codificados em
vermelho que vai diminuindo proporcionalmente com a hidrofilicidade. Os residuos
potencialmente positivos (basicos) como pentdgonos e potencialmente negativos
(&cidos) como triangulos ambos sdo mostrados na cor lilas.

Para avaliar a estrutura tridimensional dos peptideos identificados foi usado o

programa On-line I-TASSER (http://zhanglab.ccmb.med.umich.edu/I-TASSER/). Que

usa algoritmos para similar a possivel estrutura 3D.
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4.7. Sintese peptidica em fase solida.

A sintese foi realizada manualmente no LEM da Embrapa Brasilia-DF.

Os peptideos de interesse foram sintetizados manualmente pelo método da fase
solida, com a utilizacdo de estratégia Fmoc. Para a sintese do peptideo com grupamento
C-terminal aminado a resina usada foi Rink-Amide-MBHA (NovaBiochem).

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

Acoplamento do primeiro derivado de amino&cido na resina.

Acoplamento e desprote¢cdo dos Fmoc-aminoécidos da sequéncia peptidica.

Por Gltimo e realizado a clivagem da ligacdo peptidica-resina e desprotecdo das
cadeias laterais.

E necessario colocar um grupo ativador no aminoacido a ser acoplado para
diminuir a diferenga de energia entre os reagentes e o complexo ativado que seja um
bom grupo de saida. Os reagentes ganhardo energia e ficardo com uma energia mais
préxima ao complexo ativado, havendo assim um favorecimento cinético da reacdo de
formagéo da ligacdo amida.

O processo de sintese é realizado da seguinte forma, primeiro é feito a
desprotecdo da resina, pesa-se uma determinada quantidade da resina (referente a
quantidade de peptideo a ser sintetizado) que ¢é adicionada em uma seringa de 3 mL com
um pequeno filtro, nessa seringa adiciona-se aproximadamente 2 mL de piperidina, que
sofre agitacdo constante durante 15 min, depois retira-se a piperidina por sistema a
vacuo, esse processo deve ser repetido, ou seja, a desprotecdo ocorre em duas etapas.

Ap0s a desprotecdo realiza-se o teste de Kaiser (ninidrina), para confirmagéo da

desprotecdo, que é observada através da cor escura dos cristais da resina.
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Apobs a confirmagdo do teste é adicionado uma determinada quantidade de
residuo do aminoécido com HBTU, DIPEA e DMF, é levado a agitacdo constante por
uma hora e meia, depois essa mistura e lavada com metanol e DMF em sistema a vacuo,
e em seguida € realizado novamente o teste de Kaiser, para confirmacéo do acoplamento
que é verificada através da falta de cor dos cristais da resina. Esse processo de
desprotecdo e acoplamento e repetido para cada residuo de aminoécido.

Os produtos usados na sintese sdo Hexafluorofosfato de O-benzotriazola-
N,N,N,N-tetrametilurénio (HBTU), piperidina, dimetilformamida (DMF), N,N-

Diisopropiletilamina (DIPEA), aminoacidos ligados ao grupo F-moc e a resina (Figura

11).
Mecanismo para desprotecdo da Resina (Figura 12).
Mecanismo da reagéo de ativacdo do aminoacido (Figura 13).
Mecanismo do acoplamento do primeiro residuo de amino&cido (Figura 14).
Reacdo geral de sintese (Figura 15).
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Figura 12 - Produtos usados na sintese.
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Figura 14 - Mecanismo da reacdo de ativacdo do aminodcido.
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4.8. Testes antimicrobianos.

Os testes antimicrobianos foram realizados no Laboratorio do Instituto de
Patologia Tropical e Saude Publica, Universidade Federal de Goiés.

Onde as concentrac6es inibitorias minimas (CIM) de peptideos serdo avaliadas
pelo teste de micro diluicdo de acordo com protocolos clinicos e Laboratory Standards
Institute (CLSI). Para as leveduras, foi utilizado o protocolo NCCLS MZ27-A3.
Resumidamente, a suspensdo de células de levedura a partir de agar Sabouraud
Dextrose (SDA) foram preparadas em 0,85% (v/v) de NaCl e foram diluidas
apropriadamente em caldo RPMI 1640 (com L-glutamina, sem bicarbonato, pH 7,0).

Um total de 1x10% células de levedura foi misturado com concentracio de
diferentes dos peptideos que vao desde 256 UM - 0,5 4 M em um volume final de 100
ul.

Para bactérias, foi utilizado o protocolo M07-A08. Antes do teste, as bactérias
foram transferidas para recipientes em meio Casoy e incubados a 35 + 2°C durante 24
horas. Células de bactérias serdo preparados em suspensdo a 0,85% (v/v) de NaCl, e
serdo diluidas até se ajustarem a concentracdo de 0,5 Mc Farland (1x10® UFC ml™).
Caldo Muller Hinton foi usado para teste antibacteriano. O volume final de 100 ul,
contendo diferentes concentracfes de peptideos e 5 ul de inoculo de bactérias serdo
incubadas a 35+ 2°C durante 24 horas. A concentracao inibitéria minima (CIM) foi
determinada e todos os testes foram realizados em triplicada.

Para controle negativo foi usado agua, ja que esse e o solvente em que o
peptideo foi diluido. E para controle positivo foi usado o peptideo DSO1
(GLWSTIKQKGKEAAIAAAKAAGQAALGAL), sendo este peptideo com forte

atividade antimicrobiana comprovada.
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5.1. Purificacdo do ETHC.

As purificacbes do extrato total da secrecdo de H. cinerascens (ETHC) por
cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) por sistema semipreparativo
apresentaram perfis cromatogréaficos, onde foi possivel observar a ndo degradagédo do
material biologico, que é evidenciada no cromatograma por apresentar picos definidos

(Figura 17).

Detector A-1 [216nm) Detector - 2 [280nm] ___ E.CONC
—— CoeridaHypsi_cinerascens06_06_13 1 —— CorridaHypsi_cinerascens06_06_13 1 semipreplinear2.ret
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Figura 17 - Purificacdo do ETHC por CLAE.

Perfil cromatogréafico do ETHC. Linha verde Abs. em 280 nm e linha preta 216 nm. Linha
marrom gradiente de 5 a 95% de ACN 0,1 TFA em 75 min. As setas indicam quais fracoes
foram coletadas manualmente, sendo identificadas de 1 a 20.
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Foram realizadas sete purificagdes do ETHC, onde se coletou manualmente as
20 fracbes majoritarias (Figura 16) que foram reunidas em tubos Falcon (15 mL)
separados, essas fragcbes foram congeladas em nitrogénio liquido e liofilizadas para
identificacdo das substancias por espectrometria de massa.

Ao analisar o cromatograma do ETHC, foi possivel observar uma elevada
quantidade de fragdes sendo essas bem distribuidas entre 25 a 75% de ACN. O que nos
leva a crer que a maioria das substancias presentes na secrecdo de H. cinerascens possuli
media a baixa polaridade. Também foi possivel observar a pequena intensidade dos
picos com Abs. em 280 nm, o que indica que a maiorias destas substancias possui pouca
ou nenhuma aromaticidade, ou seja, quando se trata de peptideos, significa que eles ndo
possuem residuos do aminoécido triptofano e possuem pouco ou nenhum residuo dos
aminoacidos fenilalanina e tirosina.

Cada uma das 20 fragbes foram recromatografadas em sistema analitico,
coletadas, liofilizadas e analisadas por espectrometria de massas, porém s6 algumas
subfracdes apresentaram fragmentacdo adequada para posterior sequenciamento manual

pelo método De novo (Esquema 1).

Esquema 1 - Fracoes e Subfragdes do ETHC.

ETHC
. e e e | e | | v e e
e e | pton
o
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5.2. Espectros de Massas e estudos computacionais dos peptideos de H.

cinerascens.

Todas as subfracdes dos ETHC foram submetidas & analise por MS, MS? e
sequenciamento pelo método De novo.

As sequéncias foram comparadas com peptideos depositados no banco de
dados, através da andlise com ferramentas de bioinformatica usando o programa
BLASTp do National Center for Biotechnological Information (NCBI).

Todas as sequéncias foram submetidas a andlise de bioinforméatica pelas

ferramentas SOPMA, Schiffer-Edmundson e I-TSSER.

70



5.2.1. Identificacdo do peptideo da fracéo 8 de H.C.

A fracdo 8 apo6s purificacdo em sistema analitico resultou em 2 subfracfes que

séo evidenciadas no cromatograma apresentado na figura 18.

] | A

L e A A S A S R
Figura 18 - Cromatograma analitico da fracéo 8.

Linha preta indica 0 comprimento de onda em 216 nm. As setas indicam quais fragcdes foram
coletadas manualmente

Sendo que apenas a subfracdo 2 apresentou espectro de MS? adequado para ser
sequenciado, sendo possivel confirmar as séries y que é referente a por¢do N-terminal e
b que é referente a por¢do C-terminal.

No espectro de massas da fragdo 2-8 foi observado o ion majoritario de m/z
2.718,2 u (Figura 19) com uma alta intensidade de sinal (5x10°), sendo este em seguida

submetido a fragmentacao por MS? (Figura 20).
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Figura 19 — Espectro de Massas da fracéo 2-8 de H.C.
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Figura 20 - Sequéncia obtida da fragmentacdo do ion m/z 2.718,7 u.

Na sequéncia proposta a por¢do C-terminal é indicada pelo residuo T (treonina) na parte superior da figura no canto direito, e a porcdo N-terminal é indicada
pelo residuo F (fenilalanina) um pouco abaixo de T.
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O peptideo da fragdo 2-8 com 26 residuos de aminoacidos e sequéncia proposta
FGI/LDTKTI/LGKVAGKVAI/LNVAQNFI/LT com C-terminal carboxilado foi
submetida a ferramenta de bioinformatica BLASTp usando a base de dados
UniProtKB/Swiss-Prot. Apesar que 0s residuos isoméricos L/l ndo terem sido
diferenciados por espectrometria de massas. O peptideo obteve 74% de identidade com
0 peptideo raniseptina — 1 (AWLDKLKSLGKVVGKVALGVAQNYLNPQQ)
identificado na secrecdo cutanea da espécie H. raniceps, sendo esta espécie pertencente
ao mesmo género da em estudo. Tal peptideo possui atividade antimicrobiana contra E.
coli, P. aeruginosa, S. aureus e X. citri (MAGALHAES et al., 2008).

A sequéncia proposta foi submetida a ferramenta de bioinformatica SOPMA
apresentou estrutura secundaria em 4 estados: conformacdo de 50% em forma de a-
hélice (Hh) do quarto ao décimo segundo e vigésimo ao vigésimo segundo residuo de
aminoacido, 23% em cadeia estendida (Ee) do décimo sexto ao décimo nono e vigésimo
quinto ao vigésimo sexto residuo, 11.54% em angulo B (Tt) do décimo terceiro, décimo
quarto e vigésimo terceiro residuos e 15.38% em espiral aleatéria (Cc) nos trés

primeiros e no antepenultimo residuo (Figura 20).
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SOFMA :

13 is 50.00%

10 20 Alpha helix (Hh) =
| I 310 helix (Gg) = 0is 0.00%
PFi helix (Ii) = 0is 0.00%
FGIDTLETLGEVAGKVALNVAQNFIT Beta bridge (Eb) : 0 iz 0.00%
hhhhhhhhhttheeseshhhtoee Extended strand (Ee) : & iz 23.08%
Beta turn (Tt) = 3 iz 11.54%
Sequence length : 28 Bend regicn (53) = 0 is 0.00%
Random ceoil (Coy s 4 iz 15.38%
Ambiguous states (2) 0 is 0.00%
Other states 0 is 0.00%
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Figura 21 - Predicdo da estrutura secundaria do peptideo da fracdo 2-8.
Linha em Azul indica a conformagdo em a-hélice, vermelha indica conformagdo em cadeia estendida,
verde em angulo P e rosa em conformacgéo de espiral aleatoria.

Foi usado o método computacional de Schiffer-Edmundson para projecdo

bidimensional da estrutura secundéria do peptideo sequenciado (Figura 21).

T26

L18

K7
125

A21

F24

Figura 22 - Projecéo Schiffer-Edmundson do peptideo da fragéo 2-8.

Residuos hidrofébicos em forma de diamante que variam da cor verde ao verde claro, residuos
hidrofilicos em forma de circulo em vermelho intenso ao amarelo, residuos potencialmente positivamente
em forma de pentagono e os potencialmente negativos em forma de tridngulo sendo esses ultimos na cor

lilas.
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Atraveés da projecdo de Schiffer-Edmundson, pode-se observar que o peptideo €
constituido em sua maioria de residuos hidrofilicos que sdo representados em forma de
circulo, variando do vermelho intenso ao alaranjado. Esses residuos estdo organizados
predominantemente em um lado do peptideo, os residuos mais hidrofilicos glutamina e
asparagina (Q e N) representados pelo vermelho intenso também estdo bem organizados
em apenas um lado. O peptideo possui apenas 7 residuos hidrofobicos que séo
representados em diamante variando do verde escuro ao verde, esses residuos estdo
totalmente distribuidos por todo os lados do peptideo. Os residuos potencialmente
positivos e negativos na cor lilas juntamente com dois residuos hidrofébicos estdo
agrupados na face oposta aos residuos hidrofilicos.

Para visualizar a estrutura em 3D do peptideo sequenciado foi usado a

ferramenta I-TASSER (Figura 22).

Figura 23 - Conformacédo em 3D do peptideo da fracdo 2-8 de H.C.
Parte A da figura e mostrada uma face do peptideo e na parte B é mostrada a face oposta

Através da conformacdo em 3D pode confirmar que o peptideo adota
conformacao principal em a-hélice, com uma pequena regido aleatdria nas extremidades

da sequéncia.
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Observa-se que os residuos nas posigdes 2, 5, 8, 9, 12, 15, 16, 19 e 23 mostradas
na figura 23A é referente aos aminoacidos glicina (2), treonina (5 e 8), leucina (9),
valina (12 e 16) lisina (15) e asparagina (19 e 23), estdo preferencialmente agrupados na
mesma face, sendo que a maioria desses residuos sdo hidrofébicos (treonina e leucina).

Em relacdo a figura 20B pode observar que os residuos nas posi¢oes 3, 6, 7 10,
14, 17, 18, 21, 24 e 25 sdo referentes isoleucina (3 e 25), leucina (6 e 18), lisina (7),
glicina (10 e 14) alanina (17 e 21) e fenilalanina (24) estdo preferencialmente agrupados

na mesma face, sendo que a maioria desses residuos sao hidrofilicos.
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5.2.2. Identificacdo dos peptideos da fracdo 13 de H.C.

A fracdo 13 apos purificacdo em sistema analitico resultou em 5 subfracdes

(Figura 23)
1.4 3
1.0 4
] .5
0.6 2 ) .
:—.__.) el A

T T T T T T T T T T T T T T T T T
0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 22 24 26 28 30 32 34
Minutes

Figura 24 - Cromatograma analitico da fracdo 13 de H.C.
Linha preta representa comprimento de onda em 216 nm. As setas indicam quais fracdes foram
coletadas manualmente

Sendo que estas subfracdes ao serem fragmentadas, demostraram perfis de
peptideos com pontes de dissulfeto, que é observado quando uma parte da sequéncia
peptidica ndo fragmenta.

Esses peptideos foram submetidos a reacdo de reducdo e alquilacdo, e somente
as subfracdes 1, 4 e 5 apresentaram perfil de fragmentacdo adequado para ser
sequenciado.

Porém apenas as subfracbes 4 e 5 apresentaram sequéncias primarias

comparaveis com as sequéncias ja depositadas em banco de dados.
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5.2.2. Identificacdo do peptideo da fracdo 4-13 de H.C.

No espectro de massas da fracdo 4-13 foi observado o ion majoritario de m/z
1.285,5 u antes da reacdo e os ions majoritarios m/z 1.269,7 e 1.401,7 u depois da
reacdo, sendo que apenas o ultimo ion e referente a alquilagcdo do ion observado com
aumento de 116 u, o que indica a alquilacdo de duas cisteinas que se apresentavam
oxidadas (Figura 25).

Uma possivel explicacdo para a presenca do ion com m/z 1.269,7 u, seria que o
peptideo referente a tal ion seria de dificil ionizacdo na forma ciclica, 0 que mudaria
com a abertura das pontes.

Dos dois ions observados, apenas o ion m/z 1.269,7 u ap6s submetido a
fragmentacdo apresentou sequéncia comparavel com peptideos depositados em banco

de dados (Figura 26).
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Figura 25 - Espectro de Massa da Fracdo 4-13 antes e depois da reacéo.
Parte A da figura indica a fragdo 4-13 antes da reacdo de reducéo e alquilacdo. Parte B indica a
fracdo 4-13 depois da reacéo.
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Figura 26 - Sequéncia obtida da fragmentacdo do ion m/z 1.269,7 u.
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Na sequéncia proposta a porcdo C-terminal é indicada pela perda de 160 u (cisteina alquilada) na parte superior da figura no canto direito, e a porcdo N-

terminal é indicada pelo residuo R (arginina) um pouco abaixo de 160.
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O peptideo da fragdo 4-13 com 10 residuos de amino&cidos e sequéncia proposta
RI/LCI/LPKI/LI/LPC com C-terminal carboxilado foi submetida a ferramenta de
bioinformatica BLASTp. Obtendo 70% de identidade com o peptideo signiferin — 1
(RLCIPYIIPC) identificado na secregcdo cutanea da espécie Crinia deserticola, sendo
que essa espécie pertence a familia Myobatranchidae. Tal peptideo possui atividade de
contracdo muscular na concentracdo de 10° M e efeito de aumento dos linfécitos na
concentracdo de 10° M (JACKWAY et al., 2008).

De a acordo com a ferramenta SOPMA o peptideo possui apenas um estado
conformacional em 100% em espiral aleatdria (Cc) (Figura 27). Esse fato pode ser
explicado por o peptideo por ter apenas 10 residuos de aminoacidos e possuir pontes de

dissulfeto, ligando suas extremidades.

SOPMA :
Alpha helix (Hh) = 0 i= 0.00%

310 helix (Gg) : 0 is 0.00% _LO
Pi helix (Ii) = 0 is 0.00% |
Beta bridge (Bb) = 0 is 0.00%

Extended strand (Ee) : 0 is 0.00%

Beta turn (Tt) = 0 is 0.00% RICI PKILPC
Bend region (Ss) = 0 is 0.00%

Random coil (Cc) = 10 is 100.00%

Ambiguous states (?) @ 0 is 0.00%

Other states : 0 is 0.00%

I

1 2 3 4 5 ] 7 8
1 2 3 4 5 6 7 8

Figura 27 - Predicéo da estrutura secundaria do peptideo da fracéo 4-13.
Linha rosa constante indica que o peptideo tem apenas a conformacéo de espiral aleatéria
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Figura 28 - Projecéo Schiffer-Edmundson do peptideo da fracdo 4-13.

Residuos hidrofébicos em forma de diamante que variam da cor verde ao verde claro, residuos
hidrofilicos em forma de circulo em vermelho intenso ao amarelo, residuos potencialmente
positivamente em forma de pentagono e os potencialmente negativos em forma de tridngulo
sendo esses Ultimos na cor lilas.

Através da projecdo de Schiffer -Edmundson (Figura 28), observar-se que o
peptideo € constituido principalmente de residuos hidrofébicos que sdo representados
em forma de diamante que estdo distribuidos em um lado do peptideo. Vale ressaltar
que essa estrutura bidimensional confirma a ponte dissulfeto, ja que os dois residuos de
cisteinas ficaram lado a lado proporcionado a formacéo da ponte. Os dois residuos de P
(prolina) hidrofilicos representados pelo circulo também ficaram organizados lado a
lado. Os residuos potencialmente positivos de lisina (K) e arginina (R) (em forma de

pentagono) ficaram agrupados nas extremidades da sequéncia dos residuos

hidrofébicos.
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5.2.2. Identificacdo do peptideo da fracdo 5-13 de H.C.

No espectro de massas da fragdo 5-13 é observado o ion de m/z 1.537,7 u antes
da reacdo e o ion m/z 1.653,7 u depois da reacdo, indicando a alquilacdo de duas
cisteinas (Figura 29).

A fragdo 5-13 ap6s a reacdo apresentou uma alta intensidade de sinal (2x10%)

sendo esse ion em seguida submetido a técnica de fragmentacéo (Figura 30).
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Figura 29 - Espectro de Massa da Fracdo 5-13 antes e depois da reacao.
Parte A da figura indica a fragdo 5-13 antes da reacdo de reducéo e alquilacdo. Parte B indica a
fracdo 5-13 depois da reacao.

83



— s
EXlO — 160.04 =—— N F F w K T F S =— E =—— 160.311845.9
Us 1
f =
£ 1.0+
- 771.3
697.3
669.3
17.?4
0.8
957.4
1011.4
] 1112.5
1104.4
o 1259.5
o6 1251.5 1475.6
—_ E — S =+ F + T + i< w F F N + K I=kde+ (0160.22 {=-
550.2
0.4 - 652.3
T 883.4
A132€.5
E 4051 1365.5 1527.9
- 11391.2
1562.7
T T T T T T T T T T T T T T T
200 400 600 800 1000 1200 1400 1600

Figura 30 - Sequéncia obtida da fragmentacao do ion m/z 1.653,9 u.

Na sequéncia proposta a por¢do C-terminal é indicada pelo valor 160 evidenciando que um residuo de cisteina foi alquilado, seguido por E (parte superior da
figura no canto direito), e a por¢do N-terminal também é indicada pelo valor 160 (evidenciando que o outro residuo de cisteina foi alquilado) seguido por K.
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O peptideo da fragdo 5-13 com 12 residuos de amino&cidos e sequéncia proposta
CKNFFWKTFSEC, com C-terminal carboxilado foi submetida a ferramenta de
bioinformatica BLASTp usando a base de dados UniProtKB/Swiss-Prot. Apresentando
83% de identidade com o horménio proteico somatostatina (CKNFFWKTFTSC).
Esse hormonio possui agdo predominantemente inibitdria, tanto para a secre¢do de GH
(hormdnio do crescimento ou somatotrofina) quanto para a secrecdo de TSH (horménio
estimulante da tireoide). Sendo que esté € segunda vez que a varia¢do desse hormonio é
identificada na secre¢do cutdnea de um anfibio, pertencente ao mesmo género da
espécie em estudo (dados ndo publicados).

De acordo com SOPMA o peptideo ndo apresenta estrutura secundaria definida,
apresentando apenas um estado conformacional de 100% em espiral aleatéria (Cc)

(Figura 31). Esse fato e semelhante ao observado no peptideo da fragéo 4-13.

SOEFMA

Alpha helix (Hh) = 0 is 0.00%

310 helix {Gg) : 0 is 0.00% 10

Pi helix (Ii) = 0 is 0.00% |

Beta bridge (B} 0 is 0.00% CENFFWETFSEC

Extended strand (E=) : 0 is 0.00%

Beta turn (Tt} : 0 is 0.00%

Bend regicn [EEN 0is 0.00% Sequence length : 12

m {Cey o 12 is 100.00%

Ambigucous states {?) 0 is 0.00%

Other states : 0 is 0.00%
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Figura 31 - Predicédo da estrutura secundaria do peptideo da fracdo 5-13 de H.C.
Linha rosa constante indica que o peptideo tem apenas a conformacéo de espiral aleatéria
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Figura 32 - Projecédo Schiffer-Edmundson do peptideo da fracdo 5-13 de H.C.

Residuos hidrofébicos em forma de diamante que variam da cor verde ao verde claro, residuos
hidrofilicos em forma de circulo em vermelho intenso ao amarelo, residuos potencialmente
positivamente em forma de pentagono e os potencialmente negativos em forma de triangulo
sendo esses Ultimos na cor lilas.

Através da projecao de Schiffer-Edmundson (figura 32), pode-se observar que o
peptideo é constituido em grande parte de residuos hidrofébicos, esses residuos estéo
distribuidos redor de quase todo o peptideo. Vale ressaltar que essa estrutura
bidimensional confirma a ponte dissulfeto ja que os dois residuos de cisteinas ficaram
lado a lado proporcionado a formacdo da ponte (1 e 12). Os residuos hidrofilicos

também ficaram organizados ja que 2 dos 3 residuos ficaram lado a lado (N e S).
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5.2.3. Identificacdo dos peptideos da fragdo 15.

A fracdo 15 apos purificacdo em sistema analitico resultou em 5 subfracdes

(Figura 33).
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Figura 33 — Cromatograma analitico da fracdo 15 de H.C.
Linha preta representa comprimento de onda em 216 nm. As setas indicam quais fragcGes foram
coletadas manualmente

Porém apenas a subfracdo 5 apresentou espectro de MS? adequado para ser

sequenciado. Sendo possivel confirmar as séries y e b.
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5.2.3.1. Identificacao dos peptideos a fragdo 5-15 de H.C.

No espectro de massas da fragdo 5-15 foram observados dois ions majoritarios
de m/z 2.490,5 u e m/z 2.052,2 u (Figura 34), sendo em seguida submetidos a

fragmentacéo (Figura 35 e 36) respectivamente.
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Figura 34 - Espectro de Massas da fragdo 5-15.
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Figura 35 - Sequéncia obtida da fragmentacao do ion m/z 2.490,5 u.
Na sequéncia proposta a porcéo C-terminal é indicada pelo residuo V (valina) (parte superior da figura no canto direito), e a porcao N-terminal é indicada residuo G (glicina).
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Figura 36 - Sequéncia obtida da fragmentacdo do ion m/z 2.052,2 u.
Na sequéncia proposta a por¢do C-terminal é indicada pelo residuo A (alanina) seguido por V (valina) (parte superior da figura no canto direito), e a por¢cao N-terminal é
indicada pelos residuos AA (alanina).
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Os peptideos da fragdo 5-15 com 26 (m/z 2.490,5) e 22 (m/z 2.052,2) residuos de
aminoacidos e sequéncias propostas GVVI/LDKI/LKAI/LAKAAGKAAI/LQAAGE-
VV e AVI/LDGAI/LKTI/LAKAAGKAAI/LQAA ambas com C-terminais amidados,
sendo que essa modifica¢do pds-traducional pode ser confirmada através da comparagao
das massas obtidas experimentalmente com as massas teoricas calculadas apresentando
a diferenca de aproximadamente 1 u a menos.

As sequéncias obtidas foram submetidas a ferramenta de bioinformatica
BLASTp mostrando 69% e 67% de identidade com o peptideo hylaseptina-P1
(GILDAIKAIAKAAG) encontrado na secrecdo cutanea da espécie H. punctatus, sendo
esta pertencente a0 mesmo género da espécie em estudo possuindo a capacidade de
inibir o crescimento de E. coli, S. aureus, P. aeruginosa e C. albicans (PRATES et al.,
2004).

A sequéncia proposta com 26 residuos e m/z 2.490,5 u foi submetida a
ferramenta de bioinformatica SOPMA para avaliar o alinhamento e a possivel
conformacdo de sua estrutura secundaria. Sendo que o peptideo apresenta uma possivel
estrutura em 2 estados: a conformagdo principal e em forma de a-hélice com 96,15%
(Hh) do primeiro ao vigésimo quinto residuo de aminoacido e 3,85% em cadeia

estendida (Ee) no ultimo residuo (Figura 37).
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SOPMA :

Rlpha helix (Hh) = 25 iz 96.15% 10 20
3;p helix (Gg) = 0 is  0.00%
Pi helix (Ii) = 0 is  0.00% | |
Beta bridge {BEb) : 0 is 0.00% ATATS EALGERR AR
Extended strand (Ee) : 1 is 3.85% G IDKLRALA G LQ GEVV
Beta turn (Tt) = 0is 0.00% hhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhe
Bend region {5=) = 0 is 0.00%
Random ceoil {Cc) = 0 is 0.00%
Ambiguous states (?) 0is 0.00% Sequence length : 26
Other states 0 is 0.00%
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Figura 37 - Predicdo da estrutura secundaria do peptideo com m/z 2.490,5 u da fragdo
5-15de H.C.

Linha em azul indica a conformagdo em o-hélice, vermelha indica conformacéo em cadeia estendida,
verde em angulo P e rosa em conformagdo de espiral aleatoria.
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Figura 38 - Projecdo Schiffer-Edmundson do peptideo com m/z 2.490,5 u da fragdo 5-
15de H.C.

Residuos hidrofébicos em forma de diamante que variam da cor verde ao verde claro, residuos
hidrofilicos em forma de circulo em vermelho intenso ao amarelo, residuos potencialmente
positivamente em forma de pentagono e os potencialmente negativos em forma de triangulo
sendo esses Ultimos na cor lilas.
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Atraveés da projecédo de Schiffer-Edmundson (Figura 38), pode-se observar que o
peptideo é constituido em sua maioria de residuos hidrofilicos. Esses residuos estdo
totalmente distribuidos em toda a a-hélice. Os 4 residuos hidrofobicos estéo distribuidos
ao longo da o-hélice separados por dois residuos hidrofilicos, causando uma
estabilidade para o peptideo. Os residuos potencialmente positivos e negativos estdo
organizados em praticamente em uma face do peptideo dando uma maior estabilidade a

carga efetiva do peptideo.
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Figura 39 - Conformacdo em 3D do peptideo com m/z 2.490,5 u da fracdo 5-15 de H.C.
Parte A da figura e mostrada uma face do peptideo e na parte B é mostrada a face oposta.

Através da conformacdo em 3D pode confirmar que o peptideo adota
conformacao principal em a-hélice, com uma pequena regido aleatdria nas extremidades
da sequéncia.

Na figura 39A observar-se os residuos nas posicdes 5, 8, 12, 19 e 23 que sdo
referentes aos residuos acido aspartico (5), lisina (8, 12), leucina (19) e glicina (23).

Na figura 34B ¢ evidenciado os residuos nas posic¢fes 7, 11, 14, 18, 21 e 25 que
sdo referentes aos residuos leucina (7), alanina (11, 14, 18 e 21) e valina (25).

Essa distribuicdo espacial faz com que a face apresentada na parte A seja
predominantemente catiénica devido os residuos de lisina e pouco hidrofilica devido a
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um Unico residuo de leucina. Porém a face apresentada na parte B seja inteiramente
hidrofébica devido aos residuos de alanina e valina.

O peptideo com m/z 2.052,2 u apresenta uma possivel estrutura em apenas 2
estados: com conformagdo principal em forma de a-hélice com 90,91% (Hh) do
primeiro ao décimo terceiro residuo e do décimo sexto ao vigésimo segundo residuo de

aminoacido e 9,09% em angulo B (Tt) (Figura 40).

SOFMA

Alpha helix {Hh) = 20 ia 90.91% 10 20
310 helix (Ggy = 0 is 0.00% | |
Pi helix {Ii) = a0 is 0.00%
Beta bridge (Bb) = 0 is  0.00% AVIDGALETLAKARGEARAT.QRA
Extended strand (Es) : 0 is 0.00% 5 5 1 1
crrended Tty . 21is s9.0ss  hhhhhhhhhhhhhtthhhhhhh
Bend region {5s) = 0 is 0.00%
Random coil {Cc) = 0 is 0.00% Sequence length . 22
Ambiguous statesa (?) H 0 is 0.00%
Other states : ais 0.00%
T T
3 ie 15
.___.a == T o "o -
/ o
p Vs R W,
/ i
// » \ 8 \\
i . " LY M, .
- kY
e —— . — = \, \\ .,
- =y — e -
P — . — “\\
/ - e S—=— A . o
y ///" . T B - \H‘ \\\\\\
, e - "\\
____.»,j;"’--—_____—— = -__\___'// — "\.‘
g T,
-~
1 L L 1
5 18 15

Figura 40 - Predicdo da estrutura secundaria do peptideo com m/z 2.052,2 u da fragédo
5-15de H.C.

Linha em Azul indica a conformagdo em a-hélice, vermelha indica conformacdo em cadeia
estendida, verde em angulo e rosa em conformacao de espiral aleatoria.
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L19

Figura 41 - Projecdo Schiffer-Edmundson do peptideo com m/z de da 2.052,2 u da
fragéo 5-15 de H.C.

Residuos hidrofébicos em forma de diamante que variam da cor verde ao verde claro, residuos
hidrofilicos em forma de circulo em vermelho intenso ao amarelo, residuos potencialmente
positivamente em forma de pentagono e os potencialmente negativos em forma de tridngulo
sendo esses Ultimos na cor lilas.

Através da projecdo de Schiffer-Edmundson (Figura 41), pode-se observar que o
peptideo é constituido em sua maioria de residuos hidrofilicos. Esses residuos estdo
organizados predominantemente em um lado do peptideo juntamente com residuo mais
hidrofilico (Q) representado pelo vermelho intenso.

O peptideo possui apenas quatro residuos hidrofobicos, trés desses quatro
residuos estdo agrupados em uma face do peptideo estando separados por apenas um

residuo hidrofilico.
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Os trés residuos potencialmente positivos e um potencialmente negativo estdo
dispostos em sequéncia na estrutura secundaria peptidica estando separados por um

residuo hidrofilico.

! \ ! GLY-15

: Y Lss 3 _
i 5 2/ LEU- 10 R 7
LYs- 12 w

? ,‘
LY%S\LEUIO i \ : A}

Figura 42 - Conformacao em 3D do peptideo com m/z 2.052,2 u da fragdo 5-15 de H.C.
Parte A da figura é mostrada uma face do peptideo e na parte B e mostrada a face oposta

A estrutura tridimensional (Figura 42) confirmar que o peptideo adota
conformagédo principal em a-hélice, com uma pequena regido aleatoria na porcdo N-
Terminal e uma segunda regido com cinco residuos porcéo C-Terminal.

Observa-se que os residuos referentes a face do peptideo demostrada na parte A
da figura 42 mostra dois residuos de lisina (LYS) nas posi¢cfes 8 e 12 e um residuo de
glicina (GLY) na posicdo 15. O que faz com que essa face seja predominantemente
catibnica.

Na parte B da figura 42 mostra um residuo de isoleucina (ILE) na posigédo 3,
quatro residuos de alanina (ALA) nas posi¢des 6, 13, 14 e 17 e um residuo de leucina na

posicdo 10. O que faz com que essa face seja predominantemente hidrofilica.
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5.2.4. Identificacdo dos peptideos da fracdo 16 de H.C.

A fracdo 16 apos purificacdo em sistema analitico resultou em 5 subfragdes

(Figura 43).
1.6 2 3 1.6
0.89 5 0.8
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Figura 43 - Cromatograma analitico da fracdo 16.
Linha preta representa comprimento de onda em 216 nm. As setas indicam quais fracdes foram
coletadas manualmente

Porém apenas as subfracdes 4 e 5 apresentaram espectro de MS? adequado para

ser sequenciado, sendo possivel confirmar as séries y e b.

5.2.4.1 Identificacdo do peptideo da fracdo 4-16 de H.C.
No espectro de massas da fracdo 4-16 foi observado o ion majoritario de m/z
1.861,0 u (Figura 44) com uma alta intensidade de sinal (6x10%), sendo este em seguida

submetido a fragmentacdo (Figura 45).
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Figura 44 - Espectro de Massas da fracédo 4-16 de H.C.
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Figura 45 - Sequéncia obtida da fragmentacéo do ion m/z 1.861,0 u.

Porcdo C-terminal é indicada pelo residuo K (lisina) na parte superior da figura no canto direito, e a por¢do N-terminal é indicada pelo residuo LV (leucina-
valina) um pouco abaixo de K.
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O peptideo da fragdo 4-16 com 18 residuos de amino&cidos e sequéncia proposta
I/LGSAI/LAK/QTFVPMI/LSDAI/LK/Q com C-terminal amidado foi submetida a
ferramenta de bioinforméatica BLASTp usando a base de dados UniProtKB/Swiss-Prot.
Tendo nenhuma identidade com outras sequéncias depositadas.

A sequéncia proposta foi submetida a ferramenta de bioinformética SOPMA
para avaliar o alinhamento e a possivel conformacdo de sua estrutura secundaria. Sendo
que o peptideo apresenta uma possivel estrutura secundaria em 2 estados: conformacéo
de 77,78% em forma de a-hélice (Hh) do terceiro ao oitavo e décimo primeiro ao
décimo oitavo residuo de aminoécido e 22,22% em espiral aleatéria (Cc) nos dois

primeiros, no nono e no décimo residuo (Figura 46).

SOFML

Alpha helix (Hn) : 14 is 77.78% 10
3., helix (Ga) 0 iz 0.00% |
Fi helix (Ii) = 0 is 0.00%
Beta bridge (Bb) : 0 is  0.00% IGSATAKTFVPFMISDAIK
Extended strand (Ee=) : 0 is 0.00% hhhhhh hhhhhhhh
Beta turn (Ttc)y : 0 is 0.00%
Bend region [5=) 0 is 0.00%
Random coil (Ccy o= 4 is 22.22% Sequence length H ]_8
Ambiguous states (7) H 0 is 0.00%
Other states : 0 is 0.00%
2 4 6 8 18 12 14

Figura 46 - Predicdo da estrutura secundaria do peptideo da fracdo 4-16 de H.C.
Linha em azul indica a conformagdo em a-hélice, vermelha indica conformacdo em cadeia
estendida, verde em angulo B e rosa em conformagédo de espiral aleatoria.
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Figura 47 - Projecdo Schiffer-Edmundson do peptideo da fragdo 4-16 de H.C.

Residuos hidrofébicos em forma de diamante que variam da cor verde ao verde claro, residuos
hidrofilicos em forma de circulo em vermelho intenso ao amarelo, residuos potencialmente
positivos em forma de pentdgono e os potencialmente negativos em forma de tridangulo sendo
esses Ultimos na cor lilés.

De acordo com a projecdo de Schiffer-Edmundson (Figura 47), pode-se observar
que a um equilibrio entre os residuos hidrofilicos em formar de circulo e o0s
hidrofobicos em forma de diamante. Esses residuos estdo bem organizados na estrutura
peptidica, onde pode-se observar que a regido hidrofilica predomina em uma face do
peptideo e a regido hidrofdbica predominam na face oposta.

Na estrutura existem apenas trés residuos potencialmente carregados (dois
positivos e um negativo) que também estdo organizados em uma face do peptideo entre
residuos hidrofobicos.

Para visualizar a estrutura em 3D do peptideo sequenciado foi usado a

ferramenta I-TASSER (Figura 48).
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Figura 48 - Conformacdo em 3D do peptideo da fracdo 4-16 de H.C.
Parte A da figura e mostrada uma face do peptideo e na parte b e mostrada a face oposta

Através da conformacdo em 3D pode confirmar que o peptideo adota
conformagéo principal em o-hélice, com duas pequenas regides aleatdrias com apenas
um residuo cada, nas extremidades da sequéncia.

Observa-se que os residuos nas posi¢coes 5, 9, 13 e 16 sdo mostradas na figura
46A sao referentes aos aminodacidos isoleucina (5 e 13), fenilalanina (9) e alanina (16),
estdo preferencialmente agrupados na mesma face, sendo que a maioria desses residuos
sdo hidrofdbicos (ILE e PHE).

Em relacéo a figura 46B pode observar que os residuos nas posicoes 3, 7, 11 e
14 sdo referentes a serina (3 e 14), lisina (7) e prolina (11) estdo preferencialmente
agrupados na mesma face, sendo esta oposta a face descrita anteriormente, o que faz

com que esta face seja predominantemente hidrofilica e levemente catiénica.
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Intens. [a.u.]

5.2.4.2 Identificacéo do peptideo da fragdo 5-16 de H.C.

No espectro de massas da fracdo 5-16 foi observado o ion majoritario de m/z

2.603,2 u (Figura 49), em seguida submetido a fragmentacéao (Figura 50).
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Figura 49 - Espectro de Massas da fracdo 5-16.
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Figura 50 - Sequéncia obtida da fragmentacao do ion de m/z 2.603,2 u.
Na sequéncia proposta a por¢do C-terminal é indicada pelo residuo K (lisina) na parte superior da figura no canto direito, e a por¢do N-terminal € indicada
pelo residuo G (glicina) um pouco abaixo de K.

104



O peptideo da fragdo 5-16 com 25 residuos de amino&cidos e sequéncia proposta
GI/LFI/LAI/LKI/LGSAI/LAKTFVPMI/LSDAI/LK com C-terminal amidado ap6s
ser submetido a ferramenta BLASTp, também ndo apresentou identidade significativa
com peptideos depositados em banco de dados. Porém se assemelha a sequéncia
proposta na fragdo 4-16, com acréscimo de mais sete residuos de aminoacidos na porcéo

N-terminal (GI/LFI/LAI/LK).

SOPMA

Blpha helix {Hh) : 18 is 72.00%

31p helix (Gg) = Q is 0.00% lU 20

Pi helix [(Ii) = 0 i=s 0.00%

Beta bridge (B} 0 is 0.00% | |
Extended strand (£2) ¢ 5 1s 20,00t GLFTATKIGSATAKTEVPMISDAIK
Beta turn [(Tc) = 0 is 0.00%

Bend region {3=) = 0 is 0.00% heeeehhhhhhhhhh ehhhhhhh
Random coil [Cc) o 2 is 8.00%

Ambiguous states (?) : 0 is 0.00%

Other states : 0 is 0.00% Sequence length . 25

L] 18 15 28

Figura 51 - Predicédo da estrutura secundaria do peptideo da fracdo 5-16 H.C.
Linha em Azul indica a conformagdo em a-hélice, vermelha indica conformacdo em cadeia estendida,
verde em angulo B e rosa em conformacio de espiral aleatéria.

Através de SOPMA (Figura 51) € possivel observar que o peptideo adota
estrutura secundaria em 3 estados: conformagdo de 72% em forma de a-hélice (Hh) no
primeiro residuo, no sexto ao décimo sexto residuo e no décimo nono ao vigésimo

quinto residuo. Com 20% em cadeia estendida (Ee) do segundo ao quinto e no décimo

105



oitavo residuo e 8.00% em espiral aleatoria (Cc) no décimo sexto e décimo sétimo

residuo.

D22

K25

F3 s10 VAiZ 124

s21
Figura 52 - Projecéo Schiffer-Edmundson do peptideo da fracdo 5-16 de H.C.
Residuos hidrofébicos em forma de diamante que variam da cor verde ao verde claro, residuos
hidrofilicos em forma de circulo em vermelho intenso ao amarelo, residuos potencialmente
positivamente em forma de pentagono e os potencialmente negativos em forma de triangulo
sendo esses Ultimos na cor lilas.

Através da projecdo de Schiffer-Edmundson (Figura 52), pode-se observar que a
um equilibrio entre os residuos hidrofébicos e hidrofilicos no peptideo, com a diferenca
de apenas um residuo. Esses residuos estdo organizados de tal forma que os residuos
hidrofobicos fiquem individualmente ou em pares separados por um ou dois residuos
hidrofilicos.

Existem apenas um residuo potencialmente negativo e trés residuos de lisina (K)

potencialmente positivos, que apesar de estarem distantes na estrutura primaria (sétima,

décima quarta e vigésima quinta posicdo) ficam especialmente unidos na estrutura
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secundaria, ocasionando uma maior concentracdo da carga positiva no peptideo o que

aumenta o cardter catidnico possibilitando interaces com membranas bactérias.

Figura 53 - Conformacdo em 3D do peptideo da fracdo 5-16 de H.C.
Parte A da figura é mostrada uma face do peptideo e na parte B e mostrada a face oposta

Na parte A da figura 53 é evidenciada a face hidrofilica e catiénica do peptideo,
ja que é possivel visualizar os residuos alanina (ALA) na posicao 11, treonina (THR) na
posicdo 15 e prolina (PRO) na posicdo 18, sendo esses residuos responsaveis pelo
caracteristica hidrofilica e dois residuos de lisina (LYS) nas posi¢cGes 7 e 14 séo
responsaveis pelo carater catiénico.

Na parte B é evidenciada a face hidrofébica, devido aos residuos de isoleucina
(ILE) nas posicdes 8, 12, 20 e 24, fenilalanina (PHE) e metionina (MET) nas posi¢Ges
16 e 19 respectivamente.

Esses dados sdo um indicativo de uma caracteristica catidnica e anfipatica, sendo
que a sequéncia proposta é totalmente nova, com semelhanca ao peptideo da fragdo 4-16

podendo caracterizar dois novos peptideos com potencial bioldgico.
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5.2.5. Identificacédo dos peptideos da fracdo 17 de H.C.

A fracdo 17 apos purificacdo em sistema analitico resultou em 8 subfracdes

(Figura 54).
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Figura 54 - Cromatograma analitico da fracdo 17 de H.C.
Linha preta representa comprimento de onda em 216 nm. As setas indicam quais fracdes foram
coletadas manualmente

Porém apenas as subfracBes 4, 6 e 7 apresentaram espectro de MS? adequado

para ser sequenciado, sendo possivel confirmar as séries b e y.
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5.2.5.1 Identificacdo do peptideo da fragdo 4-17.

No espectro de massas da fracdo 4-17 foi observado o ion majoritario de m/z

1.993,3 u (Figura 55), com alta intensidade de sinal (1.2x10%), sendo em seguida

submetido a fragmentacédo (Figura 56).
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Figura 56 - Sequéncia obtida da fragmentacao do ion de m/z 1.993,3 u.
Na sequéncia proposta a por¢do C-terminal é indicada pelo residuo T (treonina) na parte superior da figura no canto direito, e a por¢do N-terminal é indicada

pelo residuo F (fenilalanina) um pouco abaixo de T.
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O peptideo da fragdo 4-17 com 19 residuos de amino&cidos e sequéncia proposta
FFWDTI/LKNI/LAGKVI/LGAI/LT com C-terminal amidado foi submetida a
ferramenta BLASTp, mas nao apresentou identidade significativa com peptideos
depositados em banco de dados, porém apresentou-se como homologo ao peptideo
fenilseptina (FFFDTLKLNLAGKIGALT) com a diferenca de apenas um residuo de
aminoacido na terceira posicdo, onde ocorreu a conversdo de fenilalanina para
tryptofano (F para W) que sdo dois residuos aromaticos. Esse peptideo foi identificado
na secrecdo cutanea da espécie H. punctatus e se apresenta com residuo da segunda
fenilalanina nas formas D e L. Possui atividade de inibigdo do crescimento das cepas de
E. coli, S. aureus, P. aeruginosa e X. a. pv. Glycines (MAGALHAES et al., 2013).

A sequéncia proposta foi submetida a SOPMA para avaliar o alinhamento e a
possivel conformacdo de sua estrutura secundaria. Sendo que o peptideo apresenta uma
possivel estrutura secundéria em 4 estados: conformacdo de 66,67% em forma de a-
hélice (Hh) do segundo ao décimo e décimo quinto ao décimo sétimo residuo de
aminoacido, 11,11% em cadeia estendida (Ee) no primeiro e no Gltimo residuo, 11.11%
em angulo B (Tt) no décimo primeiro e décimo segundo e 11.11% em espiral aleatdria

(Cc) no décimo terceiro e décimo quarto residuo (Figura 57).
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SOPME :
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Figura 57 - Predicdo da estrutura secundaria do peptideo da fracdo 4-17.

Linha em Azul indica a conformagdo em a-hélice, vermelha indica conformacdo em cadeia
estendida, verde em angulo [ € rosa em conformacao de espiral aleatodria.

Figura 58 - Projecéo Schiffer-Edmundson do peptideo da fracdo 4-17 de H.C.

Residuos hidrofébicos em forma de diamante, residuos hidrofilicos em forma de circulo em
vermelho intenso ao amarelo, residuos potencialmente positivos em forma de pentdgono e os
potencialmente negativos em forma de tridngulo sendo esses Gltimos na cor lilas.

112



Atraveés da projecdo de Schiffer-Edmundson (Figura 58), pode-se observar que a
um equilibrio entre os residuos hidrofobicos (oito em forma de diamante) e residuos
hidrofilicos (sete em forma de circulo). Esses residuos estdo organizados de tal forma
que os residuos hidrofilicos fiquem agrupados em uma face do peptideo e 0s
hidrofébicos em outra face, ocasionando um elevado grau de anfipaticidade.

Existe um residuo de &cido aspartico potencialmente negativo (em forma de
tridngulo) que esté localizado entre dois residuos hidrofilicos, e dois residuos de lisina
potencialmente positivos (em forma de pentagono) que ficam especialmente agrupados
entre cinco residuos hidrofilicos, o0 que aumenta ainda mais a anfipaticidade e o carater

cationico.

Figura 59 - Conformacéo em 3D do peptideo da fracdo 4-17 de H.C.
Parte A da figura é mostrada uma face do peptideo e na parte B e mostrada a face oposta
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Na parte A da figura 59 evidenciada na cor laranja é possivel observar a
presenca dos residuos treonina (THR) na posicdo 5, alanina (ALA) na posi¢do 11 e
glicina (GLY) na posi¢do 12, o que caracteriza uma face hidrofilica.

Na parte B na cor amarela é possivel observar a presenca dos residuos
fenilalanina (PHE) na posi¢édo 2, leucina (LEU) nas posicdes 6 e 10, lisina (LYS) na
posicdo 13 e isoleucina na posicdo 14, o que caracteriza uma face hidrofobica e
cationica.

5.2.5.2 Identificacéo do peptideo da fragdo 6-17 de H.C.

No espectro de massas da subfracdo 6-17 foi observado os ions m/z 2.243,2,
2.346,1 e 2.950,6 u (Figura 59) com uma alta intensidade de sinal (1.2x10°), sendo este
em seguida submetidos a fragmentacdo, porém apenas os ions 2.243,3 e 2.950,6 u

apresentaram sequéncia comparaveis com as depositadas em banco de dados.
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Figura 60 - Espectro de massas dos ions totais da fragdo 6-17 de H.C.
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Figura 61 - Sequéncia obtida da fragmentacdo do ion de m/z 2.243,3 u.

Na sequéncia proposta a por¢do N-terminal é indicada pelo residuo G (glicina) na parte superior da figura no canto direito, e a por¢ado C-terminal é indicada
pelo residuo Q (glutamina) um pouco abaixo de G.
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O peptideo com m/z 2.243,3 u da fragdo 6-17 com 22 residuos de aminoacidos e
sequéncia proposta GFEVTI/LKTI/LGKVAGKVAI/LNVAQ com C-terminal
carboxilado (Figura 61). Foi submetida a ferramenta BLASTp usando a base de dados
UniProtKB/Swiss-Prot, obtendo 82% de identidade com o peptideo raniseptina — 1
(AWLDKLKSLGKVVGKVALGVAQNYLNPQQ) identificado na secre¢do cutanea
da espécie H. raniceps, sendo esta espécie pertencente ao mesmo género da em estudo.
Tal peptideo possui atividade antimicrobiana contra E. coli, P. aeruginosa, S. aureus e
X. citri (MAGALHAES et al., 2008).

De acordo com a ferramenta SOPMA o peptideo apresenta uma possivel
estrutura secundéria em 3 estados: conformagao de 54.55% em forma de a-hélice (Hh)
no segundo e terceiro residuo, do sexto ao décimo segundo residuo, no décimo quinto,
vigésimo segundo e vigésimo terceiro residuo. Conformacdo de 31.82% em cadeia
estendida (Ee) no quarto e quinto residuo, do décimo sexto ao vigesimo residuo e
conformagéo de 13.64% em angulo B (Tt) no primeiro, décimo terceiro ¢ décimo quarto

residuo (Figura 62).
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Figura 62 - Predicdo da estrutura secundaria do peptideo com m/z 2.243,3 u da fracdo

6-17.

Linha em azul indica a conformagdo em a-hélice, vermelha indica conformacdo em cadeia

estendida, verde em angulo e rosa em conformacao de espiral aleatodria.

A21

Figura 63 - Projecdo Schiffer-Edmundson do peptideo com m/z 2.243,3 u.

Residuos hidrofébicos em forma de diamante, residuos hidrofilicos em forma de circulo,
residuos potencialmente positivos em forma de pentdgono e os potencialmente negativos em

forma de tridngulo sendo esses ultimos na cor lil&s.
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Atraveés da projecédo de Schiffer-Edmundson (Figura 63), pode-se observar que o
peptideo é constituido em sua maioria de residuos hidrofilicos que séo representados em
forma de circulo, variando do vermelho intenso ao alaranjado. Dos treze residuos
hidrofilicos existem cinco que ficaram agrupados lado-lado, os outros ficaram
organizados na o-hélice entre os quatro residuos hidrofébicos e quatro residuos

potencialmente carregados (trés positivos e um negativo).

Figura 64 - Conformacdo em 3D do peptideo da fracdo 6-17 de H.C.
Parte A da figura é mostrada uma face do peptideo e na parte B e mostrada a face oposta.

De acordo com a estrutura em 3D (Figura 64) verifica-se que o peptideo adota
uma pequena regido em o-hélice que vai do sexto ao décimo segundo residuo. Sendo
que a face mostrada na parte A da figura tende a ser hidrofilica devido aos residuos de
treonina (THR) e valina (VAL) nas posicoes 8 e 12.

Da mesma forma que a face mostrada na parte B da figura tende a ser

hidrofébica devido aos residuos de leucina (LEU) nas posicoes 6 e 9.
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Existe duas regides aleatdrias a primeira regido que vai do primeiro residuo ao
sexto e outra regido que vai do decimo terceiro ao vigésimo segundo residuo. Essas
duas regides possuem residuos hidrofébicos, hidrofilicos, potencialmente positivos e
potencialmente negativos. Essas regides juntamente com a regido em conformacao de o-

hélice, faca com que o peptideo se insira na membrana bacteriana com maior facilidade.
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Figura 65 - Sequéncia obtida da fragmentagéo do ion de m/z 2.950,6 u.
Na sequéncia proposta ndo foi possivel identificar a porcdo C-terminal, mas a por¢do N-terminal é indicada pelo residuo K (lisina) no canto direito.
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O peptideo com m/z 2.950,6 u da fracdo 6-17 obteve sequéncia parcialmente
proposta KDSSFAAKAI/LAKAAGKAAI/LDAAKN com 24 residuos identificados,
sendo possivel apenas a identificacdo da sua por¢cdo N-terminal (Figura 64). Essa
sequéncia parcial foi submetida a ferramenta BLASTp.

Apesar da sequéncia estar incompleta, o peptideo obteve 88% de identidade com
peptideo dermadistinctin-K (sendo este sintético homologo a DS01) identificado na
secrecao cutanea da espécie P. distinta que possui capacidade de inibir o crescimento de
S. aureus, E. faecalis, P. aeruginosa, E. coli, T. cruzi, C. tropicalis, C. guilliermondii e
C. albicans (BATISTA et al., 1999).

A sequéncia foi submetida a SOPMA, sendo que o peptideo apresenta estrutura
secundaria em conformagdo de 91.67% em forma de a-hélice (Hh) do terceiro ao
vigésimo quarto residuo e 8.33% em espiral aleatéria (Cc) nos dois primeiros residuos

(Figura 66).
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Figura 66 - Predicdo da estrutura secundaria do peptideo de m/z 2.950,6 u da fracéo 6-

17.
Linha em azul indica a conformagdo em a-hélice, vermelha indica conformacdo em cadeia

estendida, verde em angulo B e rosa em conformagdo de espiral aleatéria.
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Figura 67 - Projecéo Schiffer-Edmundson do peptideo de m/z 2.950,6 u da fracao 6-17
Residuos hidrofobicos em forma de diamante, residuos hidrofilicos em forma de
circulo, residuos potencialmente positivos em forma de pentdgono e os potencialmente
negativos em forma de triangulo sendo esses ultimos na cor lilas.
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Atraveés da projecdo de Schiffer-Edmundson (Figura 67), pode-se observar que o
peptideo é praticamente constituido de residuos hidrofilicos, sendo estes organizados
predominantemente em uma face do peptideo.

Dois residuos hidrofébicos (F e 1), juntamente com cinco residuos de K (lisina)

em forma de pentagono e dois residuos de D (acido aspartico) em forma de triangulo

estdo agrupados na face oposta aos residuos hidrofilicos.

Figura 68 - formagéo em 3D do peptideo da fracdo 6-17 de H.C.
Na parte A da figura € mostrada uma face do peptideo e na parte B e mostrada a face oposta
Apesar ndo estar completamente elucidado o peptideo apresenta caracteristica
catibnica e anfipatica. Tais caracteristicas sdo evidenciadas ao observar a estrutura
tridimensional que o peptideo pode adotar (Figura 68). Na parte A estdo agrupados seis
residuos do aminoécido alanina (7, 11, 14, 17 e 21) e dois residuos de serina (3 e 4),
caracterizando uma face hidrofilica.
Na parte B estdo agrupados um residuo de fenilalanina (5), um de isoleucina
(19) e trés residuos de lisina (8, 12 e 16), caracterizando uma face hidrofdbica e
catibnica. Ou seja, 0 peptideo possui uma face hidrofobica e outra face hidrofilica, que

caracteriza a anfipaticidade.
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5.2.5.2 Identificacéo do peptideo da fragdo 7-17 de H.C.

No espectro de massas da subfracdo 7-17 foi observado o ion m/z 2.393,4 u

(Figura 69) com uma alta intensidade de sinal (6x10), sendo em seguida submetido &

fragmentacéo (Figura 70).
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Figura 69 - Espectro de Massas da fracdo 7-17 de H.C.
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Figura 70 - Sequéncia obtida da fragmentacao do ion de m/z 2.393,4.
Na sequéncia proposta a por¢do C-terminal é indicada pelo residuo L (leucina) na parte superior da figura no canto direito, e a por¢do N-terminal é indicada

pelo residuo G (glicina) um pouco abaixo de T.
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O peptideo da fragdo 7-17 com 25 residuos de amino&cidos e sequéncia proposta
GVI/LDKI/LKAI/LAKAAGKAAI/LKAAGESI/L com C-terminal amidado foi
submetida a ferramenta BLASTp obtendo 86% de identidade com o peptideo
hylaseptina-P1 (GILDAIKAIAKAAG) encontrado na secrecdo cutanea da espécie H.
punctatus, sendo esta pertencente ao mesmo género da espécie em estudo. Tal peptideo
possui atividade antimicrobiana contra E. coli, S. aureus, P. aeruginosa e C. albicans
(PRATES et al., 2004).

A sequéncia proposta foi submetida a SOPMA, sendo que o peptideo apresenta
uma possivel estrutura secundaria em 3 estados: conformacéo de 80% em forma de a-
hélice (Hh) do primeiro ao décimo segundo residuo, décimo quinto ao vigésimo terceiro
e no ultimo residuo, 12.00% em angulo B (Tt) no décimo terceiro e quarto residuo e
8.00% em espiral aleatoria (Cc) no antepenultimo e penultimo residuo (Figura 71).
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Figura 71 - Predicdo da estrutura secundaria do peptideo da fracdo 7-17.
Linha em azul indica a conformagdo em a-hélice, vermelha indica conformacdo em cadeia
estendida, verde em angulo e rosa em conformagédo de espiral aleatoria.
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Figura 72 - Projecdo Schiffer-Edmundson do peptideo da fragdo 7-17 de H.C.

Residuos hidrofébicos em forma de diamante que variam da cor verde ao verde claro, residuos
hidrofilicos em forma de circulo do alaranjado ao amarelo, residuos potencialmente positivos
em forma de pentdgono e os potencialmente negativos em forma de tridngulo sendo esses
altimos na cor lilas.

Através da projecdo de Schiffer-Edmundson (Figura 72), pode-se observar que o
peptideo é constituido em sua maioria de residuos hidrofilicos, esses residuos estdo
organizados predominantemente em uma face do peptideo. Existe cinco residuos
hidrofobicos (em forma de diamante) sendo que trés deles estdo inseridos na regido
hidrofilica, estando cada um deles separados por dois residuos hidrofilicos.

Na face oposta a regido hidrofilica existe dois residuos hidrofébicos e trés

potencialmente positivos (em forma de pentagono).
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Figura 73 - Conformacdo 3D do peptideo da fracdo da fragdo 7-17 de H.C.
Parte A da figura é mostrada uma face do peptideo e na parte B e mostrada a face oposta.

Atraveés da conformacdo em 3D (Figura 73) pode confirmar que o peptideo adota
conformagéo principal em a-hélice. Observa-se que os residuos nas posicoes 3, 7, 11, 18
e 25 mostradas na parte A da figura que séo referentes aos aminoacidos leucina (3),
isoleucina (25) e lisina (7, 11 e 15), estdo agrupados no mesmo lado, caracterizando
uma face hidrofébica e catidnica.

Na parte B da figura estdo posicionados um residuo de lisina (5), um de serina
(24) e quatro residuos de alanina (13, 16, 17 e 20), caracterizando uma face hidrofilica e

levemente cationica.
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5.2.6. Identificacdo do peptideo da fracdo 18.

A fracdo 18 apos purificacdo em sistema analitico resultou em 8 subfracdes

(Figura 74).

0.8

0.6

0.4

0.2

0.0

-0.2

Figura 74 - Cromatograma analitico da fracdo 18 de H.C.
Linha preta representa o comprimento de onda em 216 nm. As setas indicam quais fragdes
foram coletadas manualmente

Sendo que apenas a subfracdo 7 apresentou espectro de MS? adequado para ser
sequenciado, sendo possivel confirmar as séries e b.

No espectro de massas da fracdo 7-18 foram observados os ions majoritarios de
m/z 1.843,2 e 2.165,7 u (Figura 75) com uma alta intensidade de sinal (4x10%), sendo

em seguida submetidos a fragmentacéo.
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O ion de m/z 1.843,2 u apresentou perfil de sequéncia peptidica contendo

cisteinas (ponte de dissulfeto) apds a reacdo de reducdo e alquilacdo foi confirmado a

existéncias de duas cisteinas, a sequéncia proposta foi submetida a compara¢do com

sequéncias depositadas em banco de dados, mas ndo apresentou identidade significativa.

O ion de m/z 2.165,7 u teve sua porcdo C-terminal totalmente sequenciada e sua

porcdo N-terminal parcialmente sequenciada, porém a porcdo N-terminal pode ser

confirmada apds comparacdo com o final da por¢do C-terminal, ja que as porgdes C e N

terminal se completam (Figura 76)
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Figura 75 - Espectro de Massas da fragdo 7-18 de H.C.
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Figura 76 - Sequéncia obtida da fragmentacédo do ion de m/z 2.165,3 u.

Na sequéncia proposta a por¢do C-terminal é indicada pelo residuo I/L (isoleucina/leucina) no canto direito da figura, e a porcdo N-terminal é indicada pelo
residuo G (glicina) acima de I/L.
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O peptideo da fragdo 7-18 com 24 residuos de amino&cidos e sequéncia proposta
GVSVI/LAI/LAGTI/LAKAAGKAAI/LEAAI/L com C-terminal amidado foi
submetida & ferramenta de bioinformatica apresentando 71% de identidade om o
peptideo hylaseptina-P1 (GILDAIKAIAKAAG) (PRATES et al., 2004).

A sequéncia proposta foi submetida a ferramenta de bioinformatica SOPMA
para avaliar o alinhamento e a possivel conformacdo de sua estrutura secundaria. Sendo
que o peptideo apresenta uma possivel estrutura secundaria em 2 estados: conformacéo
de 95.83% em forma de a-hélice (Hh) do segundo ao vigésimo quarto (Gltimo) residuo

de aminoacido e 4.17% em angulo B (Tt) no primeiro residuo (Figura 77).
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Bend region (S=) = 0 is 0.00% thhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhh
Random coil (Ce) ¢ 0 is 0.00%
Ambiguous states (?) 0 is 0.00%
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9 18 15 28
Figura 77 - Predicdo da estrutura secundaria do peptideo da fracdo 7-18 de H.C.

Linha em azul indica a conformagdo em o-hélice, vermelha indica conformacdo em cadeia
estendida, verde em angulo [ e rosa em conformacao de espiral aleatodria.
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Figura 78 - Projecdo Schiffer-Edmundson do peptideo da fragdo 7-18 de H.C.

Residuos hidrofébicos em forma de diamante que variam da cor verde ao verde claro, residuos
hidrofilicos em forma de circulo do alaranjado ao amarelo, residuos potencialmente positivos
em forma de pentdgono e os potencialmente negativos em forma de tridngulo sendo esses
altimos na cor lilés.

Através da projecdo de Schiffer-Edmundson, pode-se observar que o peptideo é
constituido em sua maioria de residuos hidrofilicos que sdo representados em forma de
circulo, variando do alaranjado ao amarelo. Esses residuos estdo distribuidos em todas
as faces do peptideo, os residuos hidrofobicos também estdo distribuidos ao longo de

toda a oa-hélice do peptideo. Os trés residuos potencialmente carregados ficaram

préximos um dos outros, sendo separados por um residuo hidrofilico.
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Figura 79 - Conformacao em 3D do peptideo da fracdo 7-18 de H.C.
Parte A da figura é mostrada uma face do peptideo e na parte B e mostrada a face oposta

De acordo com a estrutura em 3D (Figura 79) observa-se que o peptideo adota a
conformacdo de a-hélice, com uma grande regido aleatéria do primeiro ao sétimo
residuo.

Na a-hélice fica evidenciada na parte A da figura uma face parcialmente
catidnica devido ao residuo de lisina (LYS) nas posicGes 8, 12 e 16.

Em contrapartida na face oposta evidenciada na parte B é praticamente
hidrofilica, devido aos cinco residuos do aminoacido alanina (ALA) que estdo
localizados nas posicdes 11, 14, 17, 18 e 21.

Fazendo com que o peptideo seja hidrofilico e catidnico ao se referir a regido da

a-hélice.
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5.2.7. ldentificacdo do peptideo da fracdo 19.

A fracdo 19 apos purificacdo em sistema analitico resultou em 5 subfragdes

(Figura 80).
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Figura 80 - Cromatograma analitico da fracdo 19 de H.C.
Linha preta corresponde ao comprimento de onda em 216 nm. As setas indicam quais fracoes
foram coletadas manualmente.

Apesar do componente majoritario ser o da subfracdo 1 apenas a subfracédo 4 que
é 0 segundo majoritario apresentou espectro de MS? adequado para ser sequenciado,
sendo possivel confirmar as sériesb e y.

No espectro de massas da fracdo 4-19 foi observado o ion majoritario de m/z
2.395,3 u (Figura 81) com uma alta intensidade de sinal (5x10°), sendo este em seguida

submetido a fragmentacdo (Figura 82).
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Figura 81 - Espectro de Massas no modo MS da fragdo 4-19 de H.C.
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Figura 82 - Sequéncia obtida da fragmentacao do ion de m/z 2.395,3 u no modo MS?
Na sequéncia proposta a por¢do C-terminal é indicada pelo residuo I/L (isoleucina/leucina) no canto direito da figura, e a por¢do N-terminal é indicada pelo
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residuo G (glicina) acima de I/L.
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O peptideo da fragdo 4-19 com 25 residuos de amino&cidos e sequéncia proposta
GVI/LDAI/LKAI/LAKAAGKAAI/LHAAGEHI/L com C-terminal amidado foi
submetida a ferramenta BLASTp obtendo 93% de identidade com o peptideo
hylaseptina-P1 (GILDAIKAIAKAAG) (PRATES et al., 2004).

A sequéncia proposta foi submetida a ferramenta de bioinformatica SOPMA
para avaliar o alinhamento e a possivel conformacdo de sua estrutura secundaria. Sendo
que o peptideo apresenta uma possivel estrutura secundaria em 3 estados: conformacéo
de 84.00% em forma de a-hélice (Hh) do primeiro ao décimo segundo residuo, do
décimo quinto ao vigésimo primeiro e nos dois ultimos, 12.00% em angulo B (Tt) no
décimo terceiro, décimo quarto e vigésimo segundo residuo e 4.00% em espiral

aleatoria (Cc) no vigésimo segundo (antepenultimo) residuo (Figura 83).

SOPMA :

Alpha helix (Hh) : 21 is 84.00% - ~

319 helix (Gg) = 0 i= 0.00% lo "—'O

Pi helix (Ii) : 0 is 0.00% | |

Beta bridge (Bb) : 0 is 0.00%

Extended strand (Ee) : 0 is  0.00% GVLDATKATAKAAGKAATLHAAGEHL

Beta turn (Tc) : 3 is 12.00%

Bend region (o) : 0 is  0.00f hhhhhhhhhhhhtthhhhhhhtchh
1 4.00%

Random coil ) | I is q
Ambiguous states (7) H 0 is=s 0.00% -
Other states : 0 is  0.00% Sequence length : 25

Figura 83 - Predicdo da estrutura secundaria do peptideo da fracdo 4-19 de H.C.
Linha em azul indica a conformagdo em a-hélice, vermelha indica conformacdo em cadeia
estendida, verde em angulo [ € rosa em conformagao de espiral aleatdria
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Figura 84 - Projecdo Schiffer-Edmundson do peptideo da fragdo 4-19.

Residuos hidrofébicos em forma de diamante que variam da cor verde ao verde claro, residuos
hidrofilicos em forma de circulo em alaranjado ao amarelo, residuos potencialmente positivos
em forma de pentdgono e os potencialmente negativos em forma de tridngulo sendo esses
altimos na cor lilés.

Através da projecdo de Schiffer-Edmundson, (Figura 84) pode-se observar que o
peptideo é constituido em sua maioria de residuos hidrofilicos que sao representados em
forma de circulo, variando do alaranjado ao amarelo. Esses residuos estdo organizados
predominantemente em uma face peptideo,

Trés residuos hidrofébicos em forma de diamante, juntamente com trés residuos
de K (lisina) potencialmente positivos (basicos) em forma de pentagono e um residuo de
D (&cido aspartico) potencialmente negativos (&cidos) em forma de tridngulo estéo

agrupados na face oposta aos residuos hidrofilicos.
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[EU-18

Figura 85 - Conformacdo em 3D do peptideo da fracdo 4-19 de H.C.
Parte A da figura é mostrada uma face do peptideo e na parte B e mostrada a face oposta

Como descrito anteriormente é possivel observar que o peptideo adota
preferencialmente a conformagao em a-hélice.

Na parte A da figura 85 é evidenciada uma face catidnica e parcialmente
hidrofobica, devido aos residuos de lisina (7 e 11) e leucina (3 e 18).

Na parte B da figura é evidenciada uma face completamente hidrofilica, devido a
cinco residuos de alanina (5, 12, 13, 16 e 20) e um residuo de valina na posicéo 2.

A partir desses dados e possivel supor que o peptideo possui caracteristica
anfipética e catidnica. Mas essas informagdes so poderdo ser confirmadas apds estudos
de RMN e dicroismo circular do peptideo sintético, mas esses dados sdo um indicativo

de mais um novo peptideo da familia das hylaptinas.
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5.2.8. Identificacdo do peptideo da fracéo 20.

A fragdo 20 apoés purificagdo em sistema analitico resultou em 3 subfragdes

(Figura 86).

<4--N
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®
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0 z 4 6 8 10 12 14 16 18 20 2 e % il
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Figura 86 - Cromatograma analitico da fracdo 20 de H.C.
Linha preta corresponde ao comprimento de onda em 216 nm. As setas indicam quais fragdes
foram coletadas manualmente.

Porém apenas a subfracdo 2 apresentou espectro de MS? adequado para ser
sequenciado, sendo possivel confirmar as sériesb e y.

No espectro de massas da fracdo 2-20 foi observado o ion majoritario de m/z
2.386,5 u (Figura 87) com uma alta intensidade de sinal (6x10%), sendo este em seguida

submetido a fragmentacao (Figura 88).
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Figura 87 - Espectro de Massas da fragcdo 2-20.
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Figura 88 - Sequéncia obtida da fragmentacao do ion de m/z 2.386,4 u.
Na sequéncia proposta a por¢do C-terminal é indicada pelo residuo I/L (isoleucina/leucina) na parte superior da figura no canto direito, e a por¢do N-terminal

é indicada pelo residuo G (glicina) um pouco abaixo de I/L.
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O peptideo da fragdo 2-20 com 25 residuos de amino&cidos e sequéncia proposta
GVI/LDAI/LKAI/LAKAAGKAAI/LQAAGEHI/L com C-terminal amidado foi
submetida a ferramenta BLASTp obtendo 93% de identidade com o peptideo
hylaseptina-P1 (GILDAIKAIAKAAG) (PRATES et al., 2004).

A sequéncia proposta foi submetida a ferramenta de bioinformética SOPMA
para avaliar o alinhamento e a possivel conformacdo de sua estrutura secundaria. Sendo
que o peptideo apresenta uma possivel estrutura secundaria em 3 estados: conformacéo
de 80,00% em forma de a-hélice (Hh) do primeiro ao décimo segundo residuo, do
décimo quinto ao vigésimo primeiro e no Gltimo residuo. Conformacéo de 12,00% em
angulo B (Tt) no décimo terceiro, décimo quarto e vigésimo segundo residuo e 8,00%

em espiral aleatoria (Cc) no vigésimo terceiro e vigésimo quarto residuo (Figura 89).

SCPMA
Zlpha helix (Hh) 20 is EB0.00% .
310 helix (Gg) : 0 is  0.00% 10 20
Pi helix (Ii) : 0 i=s 0.00% I I
Beta bridge (Bb) : 0 i=s 0.00%
Extended strand (Ee) : 0 is  0.00% GVLDATKATAKAAGKAALOAAGEHT
Beta turn (Te) : 3 is 12.00% hhhhhhhhhhhhtthhhhhhhtoch
Bend region (5=) : Q0 i=s 0.00%
Random coil (Ccy 2 i= B.00%
mmbiguous states (?) : 0 is  0.00% Sequence length : 25
Other states : 0 i= 0.00%
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Figura 89 - Predicdo da estrutura secundaria do peptideo da fracéo 2-20.
Linha em azul indica a conformag¢do em a-hélice, vermelha indica conformacdo em cadeia
estendida, verde em angulo P e rosa em conformacéo de espiral aleatoria.
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Figura 90 - Projecéo Schiffer-Edmundson do peptideo da fracdo 2-20 de H.C.

Residuos hidrofébicos em forma de diamante que variam da cor verde ao verde claro, residuos
hidrofilicos em forma de circulo em vermelho intenso ao amarelo, residuos potencialmente
positivos em forma de pentdgono e os potencialmente negativos em forma de triangulo sendo
esses na cor lilas.

Através da projecdo de Schiffer-Edmundson, (Figura 90) pode-se observar que o
peptideo é constituido em sua maioria de residuos hidrofilicos que sao representados em
forma de circulo, variando do vermelho intenso ao amarelo. Seis desses residuos
incluindo o mais hidrofilico estdo agrupados em sequéncia na a-hélice, a também outros
cinco residuos hidrofilicos organizados na mesma face, sendo separados por dois
residuos hidrofobicos, formando uma face hidrofilica. Na face oposta estdo agrupados
trés residuos hidrofobicos, trés residuos potencialmente positivos e um negativo,

formando uma face catibnica e parcialmente hidrofobica.
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Figura 91 - Conformacdo em 3D do peptideo da fracdo 2-20 de H.C.
Parte A da figura é mostrada uma face do peptideo e na parte B e mostrada a face oposta.

Os dados apresentados na conformacéo tridimensional do peptideo confirmam
resultados descritos anteriormente.

Confirma a conformagdo preferencial em o-hélice do terceiro ao vigésimo
terceiro residuo. Na parte A da figura 81 se observa os residuos nas posigdes 5, 12, 13,
16 e 20 que é referente ao aminoacido alanina (ALA), confirmando a face hidrofilica.

Na parte B é evidenciado os residuos nas posicdes 7, 11 e 15 que é referente ao
aminoacido lisina (LYS) e o aminoéacido leucina (LEU) na posicdo 18 confirmando a
face catidnica e parcialmente hidrofdbica.

As sequéncias peptidicas propostas juntamente com sequéncias depositados em
banco de dados foram alinhadas pela ferramenta de bioinformatica CLUSTALW
(https://npsa-prabi.ibcp.fr/cgi-bin/align_clustalw.pl) para avaliar o grau de identidade,
sendo estas organizadas em 5 grupos apresentados nas tabelas 7, 8, 9, 10 e 11.

No grupo das hylaseptinas (Tabela 7) foi possivel identificar seis novas
sequéncias peptidicas e mais uma sequéncia que apesar de ter se caracterizado como
homologo a dermadistinctin-K, foi adicionado no grupo das hylaseptinas devido a
semelhanga dos seus residuos. Essas sequéncias possuem uma regido conservada

mostrada em vermelho do nono ou décimo ao décimo quinto residuo (7 residuos)
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guando comparado a hylaseptina, ocasionado um total de 20.00% de identidade entre as
sequéncias propostas e o peptideo hylaseptina.

No entanto se a comparacéo for feita apenas com as sequéncias propostas, estas
possuem uma grande regido conservada mostrado em vermelho e em verde que fica
entre 0 nono ou décimo ao décimo nono residuo, ou seja doze residuos de aminoacidos.
Os peptideos sequenciados com exce¢do do identificado na fracdo 6/17 possuem entre
22 e 26 residuos, isso significa que os peptideos identificados possuem entorno de
50.00% de identidade entre si. Esses peptideos apos terem suas sequéncias confirmadas
serdo sintetizados e terdo atividades bioldgicas testadas, podendo caracterizar uma

possivel nova familia baseado no peptideo hylaseptina.

Tabela 7 - Grupo das hylaseptinas.

Fracdo Sequéncias Massa (u)
5/15 AVIDGAIKTIAKAAGKAALQAA-——— 2.052,2

7/18 GVSVLAIKTIAKAAGKAALEAAL--- 2.165,3

2120 G-VLDAIKAIAKAAGKAALQAAGEHI 2.386,5

4/19 G-VLDAIKAIAKAAGKAALHAAGEHI 2.395,3
hylaseptina P1 G-ILDAIKAIAKAAG-—-————————— 1.311,8
7117 G-VLDKIKAIAKAAGKAALKAAGESI 2.393,4

5/15 GVVLDKIKAIAKAAGKAALQAAGEVV 2.490,5

6/17 KDSSFAAKAIAKAAGKAALDAAKN-— 2.950,6

Residuos em vermelho indicam a regido conservada das sequéncias propostas em comparagdo
com peptideos depositados em banco de dados. Residuos em verde indicam a regido conservada
das sequéncias propostas.

Em relacdo ao grupo das raniseptinas (Tabela 8) foi possivel identificar duas
novas sequéncias peptidicas, essas sequéncias possuem quatro pequenas regifes
conservadas que sao mostrados em vermelho.

Porém se a comparacéo for feita apenas com as duas sequéncias identificadas na
secrecdo, estas possuem apenas uma grande regido conservada evidenciada pelas cores

vermelho, verde e azul que fica entre o quinto e vigésimo segundo residuo, ou seja 18
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residuos de aminodcidos, isso significa que os peptideos identificados possuem entorno
de 74,00% de identidade entre si. Esses peptideos apds terem suas sequéncias
confirmadas serdo sintetizados e terdo atividades biologicas testadas, podendo

caracterizar novos peptideos da familia raniseptinas.

Tabela 8 - Grupo das raniseptinas.

Fracao Sequéncias Massa (u)
2/8 FGLD-TLKTLGKVAGKVALNVAQNFLT--- 2.718,7

6/17 -GFEVTLKTLGKVAGKVALNVAQ-—-————— 2.243,3
raniseptina 1 AWLD-KLKSLGKVVGKVALGVAQNYLNPQQ 3.136,7

Residuos em vermelho indicam a regido conservada das sequéncias propostas em comparagdo
com peptideos depositados em banco de dados. Residuos em verde e azul indicam a regido
conservada em apenas algumas sequéncias.

As sequéncias presentes na tabela 9, que apesar de ndo terem tido identidade
significativa com peptideos depositados em banco de dados, apresentaram grande
similaridade entre si. Além de terem sido identificados mais duas sequéncias que se
apresentaram em uma possivel formada truncada (cromatograma analitico da fracdo,
espectros de MS e MS? sdo apresentados em anexo nas Figuras 125 a 130). Esses
peptideos apresentaram trés pequenas regiGes conservadas evidenciadas em vermelho
ocasionando 36,00% de identidade entre as sequéncias.

Apds esses quatro peptideos tiverem suas sequéncias completadas e/ou
confirmadas por estudo de c-DNA, poderao ser sintetizados e testados biologicamente, e

se tiverem atividade bioldgica poderao caracterizar uma nova familia de peptideos.
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Tabela 9 — Grupo dos GLF.

Fracao Sequéncias Massa (u)
5/16 GLFLALKLGSALAKTFVPMLSDALK 2.603,2
4/16 | -——————- LGSALAKTEFVPMLSDALK 1.860,9
2 B KTFVPFLSDALK 1.364,8
4/12 |- KTFVPMLSEGLK 1.348,6

Residuos em vermelho indicam a regido conservada das sequéncias propostas em comparagdo
com peptideos depositados em banco de dados. Residuos em verde e azul indicam a regido
conservada em apenas algumas sequéncias.

Na tabela 10 sdo mostradas as sequéncias propostas para os peptideos ciclicos. A
sequéncia proposta para fragdo 4-13 apresentou duas regides altamente conservadas que
sdo evidenciadas em vermelho ao serem comparadas com o peptideo signiferin 1.

Por a sequéncia proposta possuir 90,00% de identidade com signiferin 1, sendo
que a Unica diferenca entre essas sequéncias esta no quinto residuo onde ocorreu a troca
do aminoécido tirosina (Y) no signiferin 1 pelo aminoécido lisina (K) da fracdo 4-13. O
peptideo apds a confirmacdo de sua sequéncia sera sintetizado e testado biologicamente
caracterizando-se um novo peptideo da classe signiferin.

A sequéncia proposta para o peptideo da fracdo 5-13 (Tabela 10) apresentou
83,00% de identidade com o peptideo somatostatina com uma regido altamente
conservada evidenciada em vermelho, com diferenga apenas no décimo e décimo
primeiro residuo. A somatostatina ndo possui funcdo determinada na secrecdo de
anuros, mas apés a confirmacdo de sua sequéncia por c-DNA, o peptideo podera ser

sintetizado e testado biologicamente para identificar sua funcao na secrecéo.

149



Tabela 10 - Grupo dos peptideos ciclicos alquilados.

Fracao Sequéncias Massa + (u)
somatostatina CKNFFWKTFTSC ND
5/13 CKNFFWKTFSEC 1.653,9°
signiferin 1 RLCIPYIIPC 1.187,2
4/13 RLCIPKIIPC 1.269,7°

Residuos em vermelho indicam a regido conservada das sequéncias propostas em comparagao
com peptideos depositados em banco de dados. ND. Massa ndo determinada.® Massa do
peptideo + 116 u, referente a alquilacdo de duas cisteinas.

A sequéncia proposta para o peptideo da fracdo 4-17 (Tabela 11) apresentou
94,44% de identidade com o peptideo fenilseptina com duas regiGes altamente
conservadas evidenciada em vermelho, com diferenga apenas no terceiro residuo. Onde
ocorreu a troca entre dois residuos aromaticos e hidrofébicos, o aminoéacido fenilalanina
(F) em fenilseptina pelo tryptofano (W) na fracdo 4-17. O peptideo ap06s a confirmacao
de sua sequéncia sera sintetizado e testado biologicamente caracterizando-se um novo

peptideo da classe fenilseptina.

Tabela 11 - Grupo das fenilseptina.

Fracdo Sequéncias Massa (u)
fenilseptina FFFDTLKNLAGKVLGALT 1.954,5
4/17 FFWDTLKNLAGKVLGALT 1.993,3

Residuos em vermelho indicam a regido conservada da sequéncia proposta em comparagdo com
peptideos depositados em banco de dados.
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5.3. Estudo do c-DNA de H. cinerascens.

Por meio de isolamento do RNA total e sintese do c-DNA, foi possivel
confirmar trés sequéncias propostas anteriormente identificadas através da analise por
espectrometria de massas.

A confirmagdo foi realizada por meio de comparagcdo com as sequéncias

peptidicas propostas com as codificadas no gene.

5.3.1 Confirmacéao da sequéncia proposta obtida da fracio 9-14 de H.C.

A fracdo 9-14 (cromatograma analitico, espectro de MS e MS? sdo apresentados
em anexo nas figuras 131 a 133) foi sequenciada na forma truncada e teve confirmacéo
de sua sequéncia completa codificada no gene (Figura 92). Onde é possivel identificar o
peptideo sinal em azul, peca acidica em verde e peptideo ativo em vermelho, apesar que
0 peptideo néo ter sido identificado por massas pode observar que a sequéncia termina
em GRT, sendo que R (arginina) e sitio de clivagem e G (glicina) causando a aminacgéo

do C-terminal, a massa tedrica de 1.725,1 u, foi obtida com C-terminal aminado.
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ATGGCTTTCCTGAAAAAATTTCTTGTCCTTGTATTTTTTNTCGGAT
TAGTTTCCCTGTCCATCTGTAAAGAAGAGAAAAGAGAAGATGAG
GAGAATGAAGAGGAAGAAAAGGAAGAGGAAAGTGAGGAAAACA
GACAAAAGAGACTTTTGGAACCTATATTAAATCTAGTTAAAAGCCT
TCTTGGTGGTTTTGGGCGTTGATAAAATGTAATGTTTTATCAGAAA
GGAGCACGATCATTAGTGTCAGACATATAATAAAGGATATGAATTG
AAAAAAAAAAAAAAAAAGTCGACATCATTCCGCGGGGTCA

FLKKFLFLVLFLGLVSLSICKEEKREDEENEEEEXEEESEENRQK
RLLEPILNLVKSLLGGFGRT

Peptideo sinal: Azul
Peca Acidica: Verde
Peptideo ativo: Vermelho

Sitio de clivagem: GRT

LLEPILNLVKSLLGGF-NH,

Figura 92 - Sequéncia peptidica com massa teorica 1.725,1 u.

O peptideo da fracdo 9-14 apresentou homologia a outros 6 peptideos
codificados no gene que tiveram suas massas medias calculadas e suas sequéncias foram
submetidas a ferramenta de bioinformatica BLASTp e CLUSTALW (Tabela 12).

As sequéncias identificadas apresentaram trés regides conservadas que Sao
evidenciadas em vermelho e apresentaram 67,00% a 70,35% de identidade com
peptideo antimicrobiano maximim H48 identificado no cérebro de Bombina

microdeladigitora (LIU et al., 2011) (Tabela 12).
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Tabela 12 - Grupo dos peptideos LLE

Fracdo Sequéncias Massa (u)
maximim H48 ILGPVLGLVGSALGGLI 1.547,9
Genel LLEPILNPVKSLLGGL- 1.675,0
Gene2 LLEPILNLVKSLLGGL- 1.691,1
Gene3 LLEPILNLVKGLLGGL- 1.661,0
Gene4 LLEPILKLVKGLLGGL- 1.675,1
Geneb LLEPILNLVNSLLGGL- 1.677,0
Geneb LLEPILNLVKSLLGGF- 1.725,1
Gene7 LLELILNLVKSLLGGF- 1.741,2
9/14 LLEPILNL--—-——-—-——- 924,6

Residuos em vermelho indicam a regido conservada das sequéncias codificadas.

Foi usado o método computacional de Schiffer-Edmundson para projecédo

bidimensional das estruturas secundérias dos peptideos codificados no gene (Figura 93).

Figura 93 - Projecdo Schiffer-Edmundson dos peptideos do grupo LLE codificados no
gene de H.C.

Residuos hidrofébicos em forma de diamante que variam da cor verde ao verde claro, residuos
hidrofilicos em forma de circulo em vermelho intenso ao amarelo, residuos potencialmente
positivos em forma de pentdgono e os potencialmente negativos em forma de tridngulo sendo
esses ultimos na cor lil&s.
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Através da projecdo de Schiffer-Edmundson, pode-se observar que todas as
sequéncias codificadas no gene do grupo LLE possuem caracteristicas anfipaticas ja que
os residuos hidrofobicos e hidrofilicos estdo organizados em faces opostas. Essa
organizacao estrutural s6 podera ser confirmada apos estudos de RMN e dicroismo
circular dos peptideos sintéticos, e ap6s a confirmacdo do potencial bioldgico e
identificacdo na secrecdo o grupo LLE pode indicar uma nova familia de peptideos

antimicrobianos.
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5.3.2. Confirmacao da sequéncia proposta obtida da fracédo 2-20 de H.C.

O peptideo da fracdo 2-20 teve sua sequéncia confirmada no gene (Figura 94).
Onde é possivel identificar o peptideo sinal em azul, peca acidica em verde e peptideo
ativo em vermelho, também pode observar que a sequéncia termina em GSR, sendo que
a sequéncia GSR (glicina, serina e arginina) pode ser considerada sitio de clivagem

causando a aminacgéo do C-terminal, sendo esta evidéncia confirmada no estudo de MS.

ATGGCTTTCCTGAAAAAGTCGCTTTTTCTTGTACTATTCCTTGGAATAG
TTTCTCTGTCCATCTGTCAAGATGAGAAAAGAGAGGGAGACGAGCAG
TATGAAGAGGAAGAAAATGAAGAGGCAAGTGAGGAAAAGAGAGGAGT
ACTCGATGCAATTAAAGCCATAGCGAAAGCAGCTGGTAAAGCCGCTC
TTCAAGCTGCTGGTGAACACATAGGTTCACGTTAATGATTCATCTCTAT
GGAACATAACTGTTAGTTGTGTCAGACATATAATAAAGCATATTATCTGA
AAAAAAAAAAAAAAAACTCGACATCGATACGCGTGGTCA

MAFLKKSLFLVLFLGIVSLSICQDEKREGDEQYEEEENEEASEEKRGVLD
AIKAIAKAAGKAALQAAGEHIGSR

Peptideo sinal: Azul
Peca acidica: Verde
Peptideo ativo: Vermelho

Sitio de clivagem: GSR

GVLDAIKAIAKAAGKAALQAAGEHI-NH,

Figura 94 - Sequéncia codificada no gene confirmando o peptideo da fracdo 2-20.

Foram codificadas 4 novas sequéncias que foram adicionadas ao grupo das
hylaseptinas, que tiveram suas massas médias tedricas calculadas com C-terminais
aminados, ja que todas as sequéncias codificadas possuiam a sequéncia GSR como sitio

de clivagem, caracterizando uma possivel aminagdo (Tabela 13).
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Os peptideos codificados no gene possuem grande similaridade em relacdo a

sequéncia primaria com diferengas em poucos residuos, proporcionando a mesma regiao

conservada mostrada anteriormente na tabela 5 ou seja, todas as sequéncias possuem

acima de 60.00% de identidade com a forma truncada do peptideo hylaseptina.

No entanto se a comparacdo for feita com as sequéncias propostas e as

codificadas no gene, estas possuem uma grande regido conservada mostrado em

vermelho e em verde, ocasionando 75,00% de identidade entre suas sequéncias.

Tabela 13 - Grupo das hylaseptinas 2.

Fracdo Sequéncias Massa (u)
5/15 AVIDGAIKTIAKAAGKAALQAA-—-—— 2.052,2
7/18 GVSVLAIKTIAKAAGKAALEAAL--- 2.165,3
2/202 G-VLDAIKAIAKAAGKAALQAAGEHI 2.386,5
4/19 G-VLDAIKAIAKAAGKAALHAAGEHI 2.395,3

hylaseptina P1 G-ILDATIKATIAKAAG----—-——-—---- 1.311,8
7117 G-VLDKIKAIAKAAGKAALKAAGESI 2.393,4
5/15 GVVLDKIKAIAKAAGKAALQAAGEVV 2.490,5
6/17 KDSSFAAKAIAKAAGKAALDAAKN-— 2.950,6

Genel G-VLDAIRAIAKAAGKAAFQAAGEHI 2.448,8

Gene2 G-VLDAIKAIAKAAGKAAFQAAGEHI 2.420,8

Gene3 G-VFDAIKAIAKAAGKAALHAAGDSI 2.365,7

Gene4 G-IGDILKNIAKAAGKAALHAVGESTI 2.416,8

Residuos em vermelho indicam a regido conservada das sequéncias propostas em comparagdo
com peptideo depositado em banco de dados. Residuos em verde indicam a regido conservada
das sequéncias propostas e codificadas no gene. *Sequéncia proposta confirmada pelo gene.
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Foi usado o método computacional de Schiffer-Edmundson para projecdo
bidimensional das estruturas secundarias dos quatro peptideos codificados no gene

(Figura 95).

Figura 95 - Projecdo Schiffer-Edmundson dos peptideos do grupo hylaseptina

codificados no gene.

Residuos hidrofébicos em forma de diamante que variam da cor verde ao verde claro, residuos
hidrofilicos em forma de circulo em vermelho intenso ao amarelo, residuos potencialmente
positivos em forma de pentagono e os potencialmente negativos em forma de triangulo sendo
esses Ultimos na cor lilas.

Através da projecdo de Schiffer-Edmundson, pode-se observar que todas as

sequéncias codificadas no gene do grupo hylaseptina possuem caracteristicas anfipaticas
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e catidnicas ja que os residuos hidrofébicos estdo organizados na face oposta a trés

residuos hidrofilicos e trés residuos potencialmente positivos.

5.3.3. Confirmacéo da sequéncia proposta obtida da fracéao 4-13 de H.C.

O peptideo da fragdo 4-13 teve confirmacdo de sua sequéncia completa
codificada no gene (Figura 95). Onde € possivel identificar o peptideo sinal em azul,
peca acidica em verde e peptideo ativo em vermelho, sendo que esta sequéncia se
apresenta no gene sem sitio de clivagem definido o que pode confirmar a ndo aminacgéo
do seu C-terminal.

Também foi possivel observar outra sequéncia codificada no gene que
apresentou 88,00% de identidade com o peptideo da fracdo 4-13, esse peptideo
codificado também se apresenta com duas cisteinas nas mesmas posicdes, 0 que
caracteriza outro peptideo ciclico, ao alinhamento das sequéncias e apresentada na

tabela 14.
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ATGGCTTTCCTGAAAAAGTCGCTTTTTCTTGTACTATTCCTTGGAT
TCGTTTCCTTGTCCATCTGTGAAGAAGAGAAAAGGGAAGAAAGG
GAGGAGGACGAGGCGGAGGAATACGAGCAATATCAAGAGGAAAA
AAGGGAGGAGAACGAGCCGGAGGAATACGAGGAAAATGAAGAG
GAAAATGAGGAGAATAAAGAAAGGAAAAAGCGCAGAATTTGTATA
CCTAAAATACTTCCTTGTTAAAATCTTCAGTTTCCTCCCTAAGCAG
CACAATTGTTATTAGCTGTGCAGACATATAATAAAGCATATTGAACT
GAAAAAAAAAAAAAAAAGTCGACATCGATACGCGTGGTCA

MAFLKKSLFLVLFLGFVSLSICEEEKREEEREEDEAEEYEQYQEEKR
EENEPEEYEENEEENEENKERKKRRICIPKILPC

Peptideo sinal = Azul
Pecga Acidica = Verde

Peptideo ativo = Vermelho

RICIPKILPC

Figura 96 - Sequéncia codificada no gene confirmando o peptideo da fracdo 4-13.

Tabela 14 - Grupo dos peptideos RIC2.

Fracdo Sequéncias Massa (u)
Signiferin 1 RLCIPYIIPC 1.187,2
4-13 RLCIPKILPC 1.269,7°
Gene RICIPYFIPC 1.222,5

Residuos em vermelho indicam a regido conservada das sequéncias apresentadas.® Massa do
peptideo alquilada (+116).
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5.3.4. Identificacdo de sequéncias codificadas no gene de H.C.

Além das sequéncias ja identificadas foram codificadas mais cinco sequéncias
peptidicas com treze residuos de aminoacidos cada, na figura 96 se evidencia como a
sequéncia é codificada no gene. Onde é possivel identificar o peptideo sinal em azul,
peca acidica em verde e peptideo ativo em vermelho, apesar que o peptideo néo ter sido
identificado por massas pode observar que as sequéncias terminam em glicina (G) o que

pode indicar uma possivel aminacdo do C-terminal.

ATGGCTTTCCTGAAGAAATCTCTTTTCCTTGTACTATTCCTTGGAT
TCGTTTCCCTGTCCATCTGTGAAGAAGAGAAAAGAGAGGAAGAA
ANGGAGGAGAACGAGCCGGAGGAAAGTGAGGAGGAAGAGGAG
GAAAATGAAGAGGAAAATGAAGAGGAAAATGAGGAAAAGAGAAA
GCGCAGGGGATATTGGCATTCTGCAGATAAAAACAAGGGGGTTT
GTGGTTAAAATCTCCAGTTTCCTCCCTAAGCGGCACAATTGTTAT

TAGCTGTGCAGACATATAATAAANNNNATTGAACTGAAAAAAAAAA
AAAAAA

EEEKREEEXEENEPEESEEEEEENE
EENEEENEEKRKRRGYWHSADKNKGVCG

Peptideo sinal: Azul
Peca Acidica: Verde

Peptideo ativo: Vermelho

GYWHSADKNKGVC-NH,

Figura 97 - Sequéncia codificada com massa teorica 1.463,6 u.

Esses peptideos ndo foram encontrados no estudo por espectrometria de massas

e ndo apresentaram identidade com peptideos depositados em banco de dados.
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As cinco sequéncias codificadas foram submetidas a ferramenta de alinhamento
CLUSTALW, sendo que tais sequéncias apresentaram 76,92% de identidade (Tabela

15).

Tabela 15 - Grupo dos peptideos GCW.

Nome Sequéncias Massa (u)
Genel GCWHSADKNKGVC 1.401,5
Gene2 GCWHSADKNEGVC 1.402,5
Gene3 GYWHSADKNKGVC 1.463,6
Gene4 GCWHSADKNKGVY 1.463,6
Geneb GCWHSADKNKGVR 1.456,6

Residuos em vermelho indicam a regido conservada das sequéncias codificadas.

As sequéncias nomeadas genel e gene2 foram codificadas com duas cisteinas
cada, 0 que caracteriza peptideos ciclicos as outras trés sequéncias codificadas
apresentam apenas um residuo de cisteina cada, o que é incomum ja que em grande
parte de peptideos as cisteinas se apresentam em pares na sequéncia peptidica. As
sequéncias gene3 e gene4 sdo isdmeras constitucionais, ja que possuem a mesma massa
teodrica 1.463,6 com diferenca no segundo e no ultimo residuo, onde ocorre a troca dos
residuos tirosina por cisteina em gene3 (Y e C) e gened (C e Y). A sequéncia gene 5
possui a mesma sequéncia do gene 4 com diferenca no Gltimo residuo onde ocorre a

troca de tirosina (YY) por arginina (R).

161



Figura 98 - Projecdo Schiffer-Edmundson dos peptideos do grupo GCW codificados no
gene de H.C.

Residuos hidrofébicos em forma de diamante que variam da cor verde ao verde claro, residuos
hidrofilicos em forma de circulo em vermelho intenso ao amarelo, residuos potencialmente
positivos em forma de pentdgono e os potencialmente negativos em forma de tridangulo sendo
esses ultimos na cor lilas.

Através da projecdo de Schiffer-Edmundson, (Figura 98) pode-se observar que
as sequéncias codificadas genel, gene3, gene4 e gene5 possuem caracteristicas
catibnicas ja que a mais residuos potencialmente positivos do que negativos, sendo que
esses residuos estdo agrupados em uma face do peptideo.

As sequéncias genel e gene2 possuem seus residuos de cisteinas proximos o que
pode confirmar a formacdo da ponte de dissulfeto. As cinco sequéncias possuem um
residuo hidrofilico agrupado com os residuos potencialmente positivos que estdo na face
oposta a cinco residuos hidrofobicos, 0 que pode causar uma pequena caracteristica
anfipatica. Essa organizacdo estrutural s podera ser confirmada apos estudos de RMN
e dicroismo circular dos peptideos sintéticos, e ap6s a confirmagdo do potencial
bioldgico e identificacdo na secrecdo o grupo GCW pode indicar uma nova familia de

peptideos biologicamente ativos.
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5.4. Imagem por Espectrometria de Massas de H. cinerascens.

Nem todos os peptideos sequenciados por espectrometria de massas foram
observados na pele do individuo, uma justificativa para tal resultado e que alguns
peptideos sdo pouco ionizaveis o que dificultaria a analise por Imaging.

Os peptideos codificados apenas no gene nao tiveram suas massas teoricas co-
localizadas na pele por néo ter certeza de suas massas corretas.

Na figura 99 e mostrada a regido que foi feita a varredura pela de MALDI

imaging.

Figura 99 - Regido onde foi realizada a varredura por MALDI-imaging.

Foi escolhido um peptideo de cada um dos grupos principais para ser
apresentado como exemplo do estudo de Imagem.

Do grupo das hylaseptinas foi escolhido o peptideo da fracdo 2-20 que teve sua
sequéncia confirmada no gene GVLDAIKAIAKAAGKAALQAAGEHI-NH, com m/z

2.386,5 u (Figura 100).

163



. el —
l..“."':'f‘ |
T - . ?3{““ '/.//
.
\ ]

Figura 100 - Representacéo pictdrica do peptideo sequenciado com m/z 2.386,5 u.

Os pontos coloridos indicam a localiza¢do que o peptideo é armazenado, as cores que variam do
azul claro, azul escuro e verde claro indicam a intensidade de ioniza¢do do peptideo. Quanto
mais intenso a cor maior a ionizagéo.

Do grupo das raniseptinas foi escolhido o peptideo sequenciado da fracdo 2-8

FGLDTLKTLGKVAGKVALNVAQNFLT com m/z 2.718,7 u (Figura 101).
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Figura 101 — Representacdo pictérica do peptideo sequenciado com m/z 2.718,7 u.

Os pontos coloridos indicam a localizacdo que o peptideo é armazenado, as cores que variam do
azul claro, azul escuro e verde claro indicam a intensidade de ionizacdo do peptideo. Quanto
mais intenso a cor maior a ionizag&o.

Do grupo do GLF foi escolhido o peptideo sequenciado da fragcdo 5-16

GLFLALKLGSALAKTFVPMLSDALK com m/z 2.603,2 u (Figura 102).
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Figura 102 — Representacgdo pictdrica do peptideo sequenciado com m/z 2.603,2 u.

Os pontos coloridos indicam a localiza¢do que o peptideo é armazenado, as cores que variam do
azul claro, azul escuro e verde claro indicam a intensidade de ionizacdo do peptideo. Quanto
mais intenso a cor maior a ionizagao.

Ao analisar as imagens obtidas dos peptideos com m/z 2.386,5 u, 2.718,7 u e
2.603,2 u verifica-se que esses peptideos sdo de facil ionizacdo sendo essa caracteristica
observada no estudo por massas e estdo bastantes distribuidos ao longo da pele dorsal
analisada do espécime. O que pode indicar que tais peptideos sdo de uma certa
importancia para o espécime estudado.

Como as duas primeiras sequéncias possuem identidade significativa com
peptideos biologicamente ativos (antimicrobianos) e de se esperar que eles tenham
fungéo parecida.

N&o foi possivel observar pela técnica de MALDI-imaging o peptideo ciclico
RICIPKILPC identificado na fracdo 4-13 que teve sua sequéncia confirmada no gene,
sendo gue esse resultado também foi observado no estudo por espectrometria de massas
da secrecdo, ja que tal peptideo s6 pode ser identificado e sequenciado apos reacdo de

reducdo e alquilacdo das cisteinas.
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5.4. Purificacdo do ETHG.

A purificacdo do ETHG por CLAE em sistema semipreparativo apresentou
perfil cromatogréafico distinto, onde foi possivel observar a ndo degradacdo do material
bioldgico, que é evidenciada através do cromatograma apresentar picos (fracoes) bem

definidos (Figura 103).
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Figura 103 - Purificacdo do ETHG por CLAE.
Perfil cromatografico do ETHG. Lina preta absorbancia em 280 nm e linha verde 216
nm. Linha azul gradiente de 5 a 95% de ACN 0,1 TFA em 75 min. As setas indicam
quais fracGes foram coletadas manualmente, sendo identificadas de 1 a 10.

Do ETHG foram realizadas sete purificaces, onde se coletou manualmente as
10 fracBes majoritarias (Figura 101) que foram reunidas em tubos Falcon (15 mL)
separados, essas fracbes foram congeladas em nitrogénio liquido e liofilizadas para
identificacdo das substéncias por espectrometria de massa.

Ao analisar o cromatograma do ETHG, foi possivel observar uma baixa

quantidade de fracGes quando comparado ao ETHC, sendo estas bem distribuidas entre

25 a 55% de ACN. O que nos leva a crer que a maioria das substancias presentes na
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secrecdo de H. geographicus possui media polaridade. Também foi possivel observar
uma maior intensidade dos picos com abs em 280 nm quando comparado ao ETHC, o
que indica que a maioria destas substancias possui elevada aromaticidade, ou seja, tais
substancias sdo ricas em residuos do aminoécido triptofano, fenilalanina e tirosina.
Pode-se se observar também um pico majoritario com abs em 280 nm, com tempo de
retencdo de 3 min e concentracdo de 5% ACN, ou seja, uma substancia com alta
polaridade e elevada aromaticidade o que descaracteriza um peptideo, ja que tais
residuos aromaticos sdo apolares. Uma suposicdo é que tal substancia seria um
metabdlico secundério, esse fato também seria comprovado devido a pouca quantidade
e baixa intensidade das fracOes observado no cromatograma do ETHG, ou seja, a
espécie H. geographicus produz tanto metabdlicos secundarios e priméarios o que é
bastante raro quando se trata de espécies arboricolas (pererecas).

Cada uma das 10 fragbes foram recromatografadas em sistema analitico,

coletadas, liofilizadas e analisadas por espectrometria de massas (Esquema 2).

Esquema 2 - Fragdes e Subfracdes do ETHG.
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5.5 Espectros de Massas e estudos computacionais dos peptideos de H.

geographicus.

Todas as subfracdes dos ETHC foram submetidas & analise por MS, MS? e

sequenciamento pelo método De novo.

As sequéncias foram submetidas aos mesmos estudos computacionais ja

descritos anteriormente.

5.5.1 Identificacdo dos peptideos da fracdo 5 de H. geographicus.

A fracdo 5 ap6s purificagdo em sistema analitico resultou em 5 subfragdes

(Figura 104).
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Figura 104 - Cromatograma analitico da fracdo 5 de H.G.
Linha preta corresponde ao comprimento de onda em 216 nm. As setas indicam quais fracoes

foram coletadas manualmente.
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sequenciado, sendo possivel confirmar as séries b e y.

Porém apenas a subfracdo 3 apresentou espectro de MS? adequado para ser

No espectro de massas da fragdo 3-5 foi observado o ion majoritario de m/z

1.444.9 u (Figura 105), com alta intensidade de sinal (1.2x10°), sendo este em seguida

submetido a fragmentacdo (Figura 106).
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Figura 105 - Espectro de Massa da fracdo 3-5 de H.G.
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Figura 106 - Sequéncia obtida da fragmentacao do ion de m/z 1.449,9 u.
Na sequéncia proposta a porcao C-terminal é indicada pelo residuo N (Asparagina) na parte superior da figura no canto direito, e a por¢cdo N-terminal também

é indicada pelo residuo N.
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O peptideo da fragdo 3-5 com 15 residuos de aminoacidos e sequéncia proposta
NI/LAI/LNAATAAI/LSSNN com C-terminal carboxilado foi submetida & ferramenta
de bioinforméatica BLASTp usando a base de dados UniProtKB/Swiss-Prot. Apesar que
os residuos isoméricos L/l ndo terem sido diferenciados por espectrometria de massas.
O peptideo apresentou 80,00% de identidade com peptideo brevinin-2JD identificado
na secrecdo cutdnea da espécie Odorrana jingdongensis, que possui atividade
antimicrobiana contra E. coli, S. aureus, C. albicans e fraca atividade hemolitica. (LIU
et al., 2012). Sendo esta espécie pertence a familia Ranidae diferente da espécie em
estudo (Hylidae).

A sequéncia proposta foi submetida a ferramenta SOPMA para avaliar a possivel
conformacdo de sua estrutura secundéaria. Sendo que o peptideo apresenta uma possivel
estrutura secundaria ndo definida em apenas um estado: 100,00% em espiral aleatdria

(Cc) o caracteriza uma estrutura secundaria desordenada (Figura 107).
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S0FM :

Rlpha helix {Hh} = 0 is 0.00% 10
31p helix {Gg) : 0 is 0.00%
Pi helix (Ii) = 0 is 0.00%
Beta bridge {(Bb) : 0 is  0.00% NLATNAATAATSSNN
Extended strand (Ee) : 0 is 0.00%
Beta turn {Tt) = 0 is 0.00%
Bend regicon {5z) = 0 is 0.00%
Randem coil {Cc) = 15 is 100.00%
Iirbiguous states (2} 0 is  0.00% Sequence length : 15
Other states H 0 is 0.00%
! I I | | |
A 1 L L L L L
2 4 B 8 1@ 12
1 1 1 1 L 1 L
2 4 B 8 1@ 12

Figura 107 - Predicdo da estrutura secundaria do peptideo da fracdo 3-5 de H.G.
Linha continua em rosa indica conformagdo de 100.00% em espiral aleatoria.

Sendo que o peptideo apresenta uma estrutura aleatdria ndo foi usado o método
computacional de Schiffer-Edmundson para projecdo bidimensional e nem a ferramenta
I-TASSER para avaliar a estrutura 3D. Mas ndo é descartado seu potencial bioldgico ja
que o peptideo pode ter sido sequenciado na forma truncada, mas essa afirmacéo s

poderé ser confirmada através do sequenciamento genético.
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5.5.2 Identificacdo dos peptideos da fracao 6 de H. geographicus.

A fracdo 6 apos purificacdo em sistema analitico resultou em 6 subfragdes

(Figura 108).
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Figura 108 - Cromatograma analitico da fracdo 6 de H.G.
Linha preta corresponde ao comprimento de onda em 216 nm. As setas indicam quais fracoes
foram coletadas manualmente.

Sendo que apenas as subfracdes 5 e 6 apresentaram espectros de MS? adequados

para serem sequenciados, sendo possivel confirmar as sériesb e y.
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Intens. [a.u.]

5.5.2.1 Identificacéo do peptideo da fragdo 5-6 de H. geographicus.
No espectro de massas da fracdo 5-6 foi observado o ion majoritario de m/z
1.860,9 u (Figura 108) com uma alta intensidade de sinal (2.5x10°), sendo este em

seguida submetido a fragmentacédo (Figura 109).
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Figura 109 - Espectro de Massa da fracdo 5-6 de H.G.
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Figura 110 - Sequéncia obtida da fragmentagédo do ion de m/z 1.860,9 u.
Na sequéncia proposta a por¢do C-terminal é indicada pelo residuo Q (glutamina) na parte superior da figura no canto direito, e a por¢do N-terminal € indicada

pelo residuo V (valina) um pouco abaixo de Q.
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O peptideo da fragdo 5-6 com 17 residuos de aminoacidos e sequéncia proposta
VEFTVETGKI/LGKI/LNVVQ com C-terminal carboxilado foi submetida a
ferramenta de bioinformatica BLASTp, apresentando 88,00% de identidade com a
regido 30 a 46 da proteina bombesina identificado no gene da espécie Rana
catesbeiana (dados ndo publicados). Sendo esta espécie pertence a familia Ranidae
diferente da espécie em estudo (Hylidae).

A sequéncia proposta foi submetida a ferramenta de bioinforméatica SOPMA,
sendo que o peptideo apresenta uma possivel estrutura secundaria em 3 estados:
conformacdo de 70,59% em forma de cadeia estendida (Ee) do primeiro ao sexto
residuo e décimo segundo ao decimo sétimo residuo, 11,76% em éangulo B (Tt) do
sétimo ao oitavo residuo e 17,65% em espiral aleatoria (Cc) no nono, décimo e décimo

terceiro residuo (Figura 111).

SCEMR 10

Alpha helix (Hh) = 0 is 0.00%

315 helix (Gg) = 0 is 0.00% |

Pi helix (Ii) = 0 is 0.00%

Beta bridge (Bb) = 0 is 0.00% VEFTVETGKLGKINVVQ

Excended strand (Ee) @ 12 is  70.59% - = = ==

Beta turn (Tz) 2 is 11.76% eeeeeett ceeeee

Bend region [5=) = 0 is 0.00%

Random coil {03 IH 3 iz 17.85% . E

Lmbiguous states (2] 0 is  0.00% Sequence length : 17

Other states : 0 iz 0.00f
T T T T T T T T
. b
1 1 1 1 1 L 1 1
2 4 6 8 18 12 14

2 4 [ ] 18 12 14
Figura 111 - Predicéo da estrutura secundaria do peptideo da fracdo 5-6 de H.G.
Linha em azul indica a conformagdo em a-hélice, vermelha indica conformacdo em cadeia
estendida, verde em angulo f e rosa em conformacao de espiral aleatodria.
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Figura 112 - Projecéo Schiffer-Edmundson do peptideo da fragéo 5-6 de H.G.

Residuos hidrofébicos em forma de diamante que variam da cor verde ao verde claro, residuos
hidrofilicos em forma de circulo em vermelho intenso ao amarelo, residuos potencialmente
positivos em forma de pentdgono e os potencialmente negativos em forma de tridangulo sendo
esses ultimos na cor lil&s.

Através da projecdo de Schiffer-Edmundson, (Figura 112) pode-se observar que
0 peptideo é constituido em sua maioria de residuos hidrofilicos, esses residuos estdo
organizados em praticamente em todas as faces do peptideo com excecdo de uma
pequena regido que estd concentrada um residuo hidrofébico, dois potencialmente

negativos e um potencialmente positivo.
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Figura 113 - Conformacéo em 3D do peptideo da fracdo 5-6 de H.G.
Parte A da figura é mostrada uma face do peptideo e na parte B e mostrada a face oposta.

Através da conformacdo em 3D pbde confirmar que o peptideo ndo adota
conformagdo em a-hélice, mas sim conformacgdo com dois estados principais, duas
regides em forma de cadeia estendida e trés regifes aleatorias.

As duas regides estendidas vao do residuo fenilalanina (PHE) na posicdo 3 ao
residuo de acido glutdmico (GLU) na posicdo 6 e do residuo glicina (GLY) na posi¢ado
11 ao residuo valina (VAL) na posi¢éo 15.

As trés regides aleatdrias estdo dispostas nos dois primeiros residuos (VAL e
GLU), nos dois altimos (VAL e GLN) e uma regido interna que vai do residuo de

treonina (THR) na posicdo 7 ao residuo de leucina (LEU) na posicéo 10.
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5.5.2.2 Identificacéo dos peptideos da fracao 6-6 de H. geographicus.

No espectro de massas da fragdo 6-6 foram observados os ions majoritarios de

m/z 1.250,8 u, 1.394,9 u e 1.731,0 u (Figura 114) sendo estes em seguida submetidos a

fragmentacdo. Porém apenas o peptideo com m/z 1.731,0 u obteve sequéncia primaria

comparavel com sequéncias depositadas em banco de dados (Figura 115).
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Figura 114 - Espectro de Massas da fracdo 6-6 de H.G.
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Figura 115 - Sequéncia obtida da fragmentagéo do ion de m/z 1.731,0 u.
Na sequéncia proposta a porcao C-terminal é indicada pelo residuo R (arginina) na parte superior da figura no canto direito e a por¢do N-terminal é indicada
pelo residuo S (serina) um pouco acima de R.
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O peptideo da fracdo 6-6 com 15 residuos e sequéncia proposta
SDQQDI/LEESAI/LFPPR com C-terminal carboxilado foi submetida a ferramenta de
bioinformatica BLASTp, obtendo 77% de identidade com peptideo bombesina
identificado no gene da espécie Rana catesbeiana (dados ndo publicados). Sendo esta
espécie pertence a familia Ranidae diferente da espécie em estudo (Hylidae).

A sequéncia proposta foi submetida a ferramenta de bioinformatica SOPMA
para avaliar o alinhamento e a possivel conformacdo de sua estrutura secundaria. Sendo
que o peptideo apresenta 100.00% de conformacdo de espiral aleatéria (Cc), ou seja,

ndo possui estrutura definida (Figura 116).

Sequence length : 15 _I_O
SOPMA
Alpha helix (Hh) : 0 is  0.00% |
3,5 helix (Gg) : 0 is  0.00%
Pi helix (Ii) = 0 is 0.00% SDQQDLEESAIFPPR
Beta bridge (Bb) : 0 is 0.00%
Extended strand (Ee) : 0 is 0.00%
Beta turn (Tt) 0 is 0.00%
Bend region (S=) : 0 is 0.00% . .
Random coil (Ce) 15 is 100.00% Sequence length : 15
Ambiguous states (?) H 0 is 0.00%
Cther states : 0 is 0.00%
| | | | |
2 4 L] 8 10 12
2 4 6 8 18 12

Figura 116 - Predicdo da estrutura secundaria do peptideo da fracdo 6-6 de H.G.
Linha continua em rosa indica conformacéo de 100.00% em espiral aleatdria.

Como o peptideo apresenta uma estrutura aleatéria ndo foram usados os métodos

computacionais de Schiffer-Edmundson e I-TASSER.

181



5.5.3 Identificacdo dos peptideos da fracdo 7 de H. geographicus.

A fracdo 7 apos purificacdo em sistema analitico resultou em 2 subfracdes

(Figura 117).
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Figura 117 - Cromatograma analitico da fracdo 7 de H.G.
Linha preta corresponde ao comprimento de onda em 216 nm. As setas indicam quais fragdes
foram coletadas manualmente.

Porém apenas a subfracdo 1 apresentou espectro de MS? adequado para ser
sequenciado, sendo possivel confirmar as sériesb e y.

No espectro de massas da fragdo 1-7 foi observado o ion majoritario de m/z
2.594,4 u (Figura 118) com alta intensidade de sinal (2.5x10°), sendo este em seguida

submetido a fragmentacdo (Figura 119).
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Figura 118 - Espectro de Massas da fracdo 1-7 de H.G.
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Figura 119 - Sequéncia obtida da fragmentagédo do ion de m/z 2.594,4 u.
Na sequéncia proposta a por¢do C-terminal é indicada pelo residuo R (arginina) na parte superior da figura no canto direito, e a por¢do N-terminal é indicada
pelo residuo S (serina) um pouco abaixo de S.
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O peptideo da fracdo 1-7 com 22 residuos e sequéncia proposta
SI/LQDTYRI/LSEQDI/LEESAI/LFPPR carboxilado, foi submetida a ferramenta de
bioinformatica BLASTp usando a base de dados UniProtKB/Swiss-Prot. Apesar que 0s
residuos isoméricos L/l ndo terem sido diferenciados por espectrometria de massas. O
peptideo apresentou 77.00% de identidade com o peptideo bombesina identificado no
gene da espécie Rana catesbeiana (dados nao publicados).

De acordo com SOPMA o peptideo apresenta uma possivel estrutura secundaria
em 3 estados: conformagédo de 72.73% em forma de a-hélice (Hh) do primeiro ao sétimo
residuo e décimo ao décimo oitavo residuo, 22.73% em espiral aleatoria (Cc) no oitavo,
nono e do decimo nono ao vigésimo primeiro residuo e 4.55% em angulo B (Tt) no

ultimo residuo (Figura 120).

SOBMA :
Alpha helix (Hh) = 16 is T72.73% 10 20
3,, helix (Gg) : 0 is  0.00% | |
Pi helix () : 0d= 0.00% SLQDTYRLSEQDLEESAIFPPR
Beta bridge (Bb) : 0 is 0.00%
Extended strand (Ee) : 0 is  0.00% hhhhhhhecchhhhhhhhh t
Beta turn (Tt) = 1 is 4.55%
Bend region (S=) : 0 is 0.00%
Random coil (co) s s is 22.73% Sequence length : 22
Ambiguous states (?) : 0 is 0.00%
Cther states : 0 is 0.00%
5 18 15

Figura 120 - Predicédo da estrutura secundaria do peptideo da fracdo 1-7 de H.G.
Linha em azul indica a conformagdo em o-hélice, vermelha indica conformacdo em cadeia
estendida, verde em angulo B e rosa em conformagio de espiral aleatoria.
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Figura 121 - Projecdo Schiffer-Edmundson do peptideo da fracdo 1-7 de H.G.

Residuos hidrofébicos em forma de diamante que variam da cor verde ao verde claro, residuos
hidrofilicos em forma de circulo em vermelho intenso ao amarelo, residuos potencialmente
positivos em forma de pentdgono e os potencialmente negativos em forma de tridngulo sendo
esses Ultimos na cor lilas.

Através da projecdo de Schiffer-Edmundson, (Figura 121) pode-se observar que
0 peptideo €é constituido em sua maioria de residuos hidrofilicos esses residuos estao
distribuidos em toda as faces do peptideo, os residuos hidrofébicos também estdo
distribuidos por toda estrutura helicoidal. Os quatro residuos potencialmente negativos
juntamente com dois residuos potencialmente positivos estdo agrupados em uma face do

peptideo.
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Figura 122 - Conformacédo em 3D do peptideo da fracdo 1-7 de H.G.
Parte A da figura é mostrada uma face do peptideo e na parte B e mostrada a face oposta

Os resultados obtidos ao analisar a estrutura tridimensional do peptideo
corroboram com o0s descritos anteriormente. Onde o peptideo adota conformagdo em a-
hélice com uma regido aleatdria nos ultimos cinco residuos da cadeia peptidica.

Na parte A da figura 109 fica evidenciada uma face anidnica devida a dois
residuos de acido glutdmico (14 e 15) e um residuo de &cido aspartico (4). Na mesma
face existe dois residuos hidrofébicos isoleucina (ILE) e leucina (LEU) nas posicGes 18
e 8 respectivamente e um residuo de glutamina (GLN) na posicdo 11. Ocasionando uma
face anidnica e anfipatica.

Na parte B também fica evidenciada uma face anfipatica ja que existe trés
residuos hidrofébicos que séo tirosina (TYR) na posi¢do 6 e leucina (LEU) nas posicdes
2 e 13. Existe quatro residuos hidrofilicos que sdo serina (SER) nas posicGes 16 e 9,
alanina (ALA) na posicao 17 e glutamina (GLN) na posicéo 3.

Essa organizacdo estrutural acaba ocasionando um carater pouco anfipatico e
aniénico. O que indica um potencial ndo antimicrobiano, mas sabe-se que as
bombesinas até agora identificadas possuem atividade neurotdxica e possuem a

capacidade de inibir o crescimento de células tumorais.
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As sequéncias peptidicas propostas juntamente com sequéncias depositados em
banco de dados foram alinhadas pela ferramenta de bioinformatica CLUSTALW para
avaliar o grau de identidade, sendo estas organizadas em 2 grupos apresentados nas

tabelas 16 e 17.

Tabela 16 — Grupo da brevinina.
Fracdo Sequéncias Massa (u)
brevinin-2JD | GLLDTFKNLALNAAKSAGVSVLNSLSCKLSKTC 3.364,8
35  |---—-- NLALNAATAALSSNN-—-—-—-——————- 1.444.9

Residuos em vermelho indicam a regido conservada das sequéncias.

Tabela 17 - Grupo das bombesinas.

Fracdo Sequéncias Massa (u)
bombesina 62-83 SLODTYRLGQQDMEEADIFPPR 2.608,2
1-7 SLODTYRLSEQDLEESAIFPPR 2.594,4

6-6 -—SD-———- QODLEESAIFPPR 1.731,0
bombesina 30-46 VEFTEETGKLGKINVLQ 1.904,0
5-6 VEFTVETGKLGKINVVQ 1.860,9

Residuos em vermelho indicam a regido conservada das sequéncias.

Ao analisar as sequéncias peptidicas obtidas do ETHG, foi possivel identificar
uma possivel forma truncada de um peptideo com identidade significativa com
brevinin-2JD. Além de trés novos peptideos, sendo esses homdlogos a partes diferentes
da proteina bombesina, o que pode significar que a espécie H. geographicus expressa
uma proteina homologa a bombesina, a apds a secrecdo a proteina e clivada
naturalmente em pequenos peptideos. Mas essas premissas s6 poderdo ser confirmadas

apos sequenciamento genético por c-DNA, e sintese para avaliar o potencial bioldgico.
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5.6. Sintese peptidica em fase solida.

Apo6s confirmacdo da sequéncia peptidica obtida por meio da analise dos
peptideos codificados pelo gene da espécie, o peptideo identificado na fracdo 2-20 foi
escolhido GVLDAIKAIAKAAGKAALQAAGEHI-NH, para ser sintetizado sendo
nomeado cinerascetina (C-01).

A sintese completa do peptideo durou aproximadamente 55 horas, apds o
termino da sintese, e clivagem entre o peptideo e a resina que ocorreu
concomitantemente com a desprotecdo das cadeias laterais, obteve-se aproximadamente
40 mg de peptideo sintético bruto. O peptideo sintético foi submetido a técnica de
espectrometria de massa no modo MS e MS-MS para confirmacdo da sintese (figura

123 e 124).
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Figura 123 - Espectro de massa cinerascetina sintético.
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Figura 124 - Sequéncia de cinerascetina sintético.
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Apo6s a confirmacdo da sintese por espectrometria de massa, foi realizada a
purificacdo por cromatografia semipreparativa em fase reversa. A concentragcdo de
acetonitrila em que o peptideo eluiu na secrecdo foi empregado como pardmetro para a

construgéo do gradiente utilizado para purificagéo.

5.7. Ensaios de atividade antimicrobiana.

Na tabela 18 sdo mostrados os valores de CIM do peptideo cinerascetina (C-01)
contra a bactéria gram-negativa Escherichia Coli e bactéria gram-positiva
Staphylococcus aureus.

Também sdo mostrados os valores de inibicdo contra os fungos Candida
albicans e Cryptococcus neoformans, e de uma bactéria filogenética xanthomonas

axonopodis pv. glycines.

Tabela 18 - Atividade antimicrobiana de C-01.

CIM / uM,

Cepas testadas C-01 DSO1 Agua

Candida albicans 10,00 7.64 n.d.
Cryptococcus
neoformans 16,00 8,00 n.d.
Escherichia coli 16,00 1,00 n.d.
Staphylococcus aureus 10,00 8,00 n.d.
X. axonopodis pv.

glycines <4,00 n.d. n.d.

CIM (uM): concentragdo inibitéria minima necessdria para inibigdo total do crescimento
da cepas em meio liquido. C-01: peptideo sintético. DS01: controle positivo. Agua:
controle negativo. n.d.: ndo determinada.
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O peptideo sintético C-01 foi capaz de inibir o crescimento das cepas testadas
tendo atividade inibitéria em concentracdes baixas contra bactérias (Gram negativas e
positivas), fungos patogénicos e uma cepa filogenetica. O que é incomum j& que sdo
raros 0s PAMs que possuem atividade de inibidores de crescimento para fungos e
bactrias em baixas concentracdes. Ao comparar o CIM de C-01 com os peptideos
antimicrobianos identificados em espécie do mesmo género relacionando as cepas
testadas, verificou-se o grau de eficiéncia do peptideo, pois foi 0 que obteve as menores
concentragdes. O real modo de agdo do peptideo C-01 nédo foi avaliado nesse trabalho,
mas a caracteristicas que devem ser levadas em consideragdo como ser catibnico
fazendo com que o peptideo interaja com a superficie negativa das membranas
bacterianas, aminacdo que diminui a possibilidade de degradacdo por carboxipeptidases
e ocasiona mudanga no momento de dipolo, anfipaticidade e conformacdo em 76% em
forma de a-hélice (residuos 1-20 dos 25) (SOPMA prediction) que auxilia na insercao

na membrana bacteriana, ocasionando a desestruturacdo seguida da quebra da mesma.
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6. CONCLUSC)S
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Até o momento ja foi possivel identificar 36 novos peptideos da espécie H.
cinerascens sendo 19 foram encontrados no gene, ou Sseja, possuem suas sequéncias
peptidicas corretas. Esses peptideos foram organizados em grupos de acordo com a
similaridade de suas sequéncias, sendo que alguns deles apresentaram identidade
significativa com peptideos depositados em banco de dados.

Os outros 17 peptideos sequenciados a partir da secre¢do cutanea também foram
organizados em grupos de acordo com sua similaridade e tiveram suas sequéncias
comparadas com as encontradas em banco de dados, sendo que 13 apresentaram
identidade significativa com peptideos antimicrobianos de anfibios. Sendo que trés
desses obtiveram suas sequéncias confirmadas pela técnica de sequenciamento genético.

As quatro sequéncias que ndo apresentaram identidade com nenhum peptideo
depositado em banco de dados, mas ndo é descartado seu potencial biol6gico. Podendo
caracterizar uma nova classe de peptideos biologicamente ativos.

Dos trés peptideos de H. cinerascens que tiveram suas sequencias confirmadas,
um deles que foi escolhido para ser sintetizado e testado biologicamente. Tendo uma
alta atividade de inibicdo do crescimento de bactérias patogénicas (gram-positiva e
negativas), bactérias fitogénicas e fungos.

J& da espécie H. geographicus foi identificar apenas 4 novos peptideos, que
apresentaram identidade significativa com peptideos biologicamente ativos de anfibios.

Sendo que trés deles apresentaram-se com homdlogos a fragmentos da proteina
bombesina, e um apresentou homologo ao peptideo brevinina.

Ao analisar os resultados obtidos no estudo da secrecdo cutdnea das duas
especies, reforca a ideia que as espécies pertencentes a esse género sdo grandes
promissoras de substancias biologicamente ativas. J& que elas possuem peptideos com

identidade significativa a peptideos encontrados na secrecdo de espécies pertencentes as
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familias Ranidae e Hylidae, sendo estas as principais familias produtoras de peptideos e

proteinas biologicamente ativas.
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Figura 125 - Cromatograma analitico da fracdo 11 de H.C.
Linha preta 216 nm. Linha rosa gradiente de 5 a 95% de ACN 0,1 TFA em 75 min. As setas
indicam quais fragdes foram coletadas manualmente.
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Figura 126 - Espectro de massa no modo MS da fracdo 2-11 de H.C.

Na parte A da figura fracdo antes da alquilacdo. Na parte B depois da reacdo. Observa-se que 0
ion de m/z 1.364.8 e conservado apos a reagdo, o que indica que esse ion ndo possui ponte de
dissulfeto.
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Figura 127 - Espectro de MS? do peptideo de m/z 1364.85 u de H.C.
Sequéncia proposta KTFVPFLSDALK, possivelmente na forma truncada.
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Figura 128 - Cromatograma analitico da fracdo 12 de H.C.
Linha preta indica o comprimento de onda em 216 nm. As setas indicam quais fracoes foram
coletadas manualmente.
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Figura 130 - Espectro de MS? do peptideo com m/z 1.348,6 u de H.C.
Sequéncia proposta KTFVPMLSEGLK, possivelmente na forma truncada.
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Figura 131 - Cromatograma analitico da fracdo 14 de H.C.

Linha preta indica o comprimento de onda em 216 nm. As setas indicam quais fragfes foram
coletadas manualmente.
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Figura 132 - Espectro de massa da fracdo 9-14 de H.C.
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Figura 133 - Espectro de massa do peptideo com m/z 924,6 u de H.C.
Sequéncia proposta LLEPILNL, na forma truncada, mas foi confirmada no gene.
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Cinerascetins, New Peptides from Hypsiboas cinerascens:
MALDI LIFT-TOF-MS/MS de novo Sequence and Imaging Analysis

Richardson A. Almeida,*** Marcelo Gordo,* Felipe M. A. da Silva,*
Rafael C. de Araiijo,® Marcelo H. S. Ramada,® Fernando Y. Abrdao/ Tiilio O. G. Costa,”
Hector H. F. Koolen,»? Afonso D). L. de Souza® and Carlos Bloch Jr.®

“Departamento de Quimica, Universidade Federal do Amazonas, 69077-000 Manaus-AM, Brazil

*Laboratdrio de Espectrometria de Massa, Embrapa-Recursos Genéticos e Biotecnologia,

70700-900 Brasilia-DF, Brazil

‘Departamento de Biologia and *Grupo DeMpSter de Espectrometria de Massas, Universidade
Federal do Amazonas, 69077-000 Manaus-AM, Brazil

“Departamento de Biologia Celular, Universidade de Brasilia, 709]0-900 Brasilia-DF, Brazil

fnstituto de Patologia Tropical e Saiide Piblica, Universidade Federal de Goids,
74605-050 Goidnia-GO, Brazil

The continuous search for antimicrobial candidates pushes the pursuit of compounds in the most
diverse organisms. Amphibians are known as a prolific source of antibacterial peptides. Based on
the rich biodiversity of the Amazon region the unexplored green-tree frog (Hypsiboas cinerascens)
was studied for its skin secretion peptide content. Chromatographic separations and established
tandem mass spectrometry (MS/MS) methods were used for sequencing the primary structures
of the purified compounds. De nove sequencing lead to the identification of five new peptides
related to hylaseptin P1, displaying an aminated C-terminal. Sequencing of the complementary
deoxyribonucleic acid (cDNA) analysis allowed the disambiguation of isobaric amino-acids for
C-01. Matrix assisted laser desorption ionization (MALDI} was carried out, demonstrating the
in sifu co-occurrence of the identified peptides in the dorsal skin. The major peptide C-01 was
synthesized and assayed against a selection of microorganisms displaying minimal inhibitory
concentrations (MICs) ranging from 4 to 16 pM.

Keywords: anuran, antimicrobial peptide, Hypsiboas cinerascens, skin secretion
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