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1. INTRODUCAO

As ameacas a saude dos seres vivos causadas poorganismos que estao
adquirindo resisténcia a antibioticos ao longo gesacdes estdo atingindo indices
jamais registrados (Austin D. J., et al., 1999).

A eficacia dos agentes antibacterianos esta seajpldamente superada pela
capacidade que as bactérias tém de se oporem acéiwa Estas podem adquirir
resisténcia aos antibiéticos quer por meio de nédade seu genoma, quer
incorporando genes provenientes de outros microesges por diferentes
sistemas de transferéncia genética (Brasil, 2088)itos microorganismos tém
desenvolvido resisténcia tanto contra os ja berabestcidos antibioticos de uso
convencional quanto contra os antibiéticos de W@tigeracdo causando graves
problemas de saude publica (Austin, 1999).

Dessa forma, o desenvolvimento de novas tecnologesscombate aos
microorganismos faz-se cada vez mais necessarimliente, é possivel utilizar
peptideos antimicrobianos de origem animal na ¢algdo de antibidticos que
dificultem o surgimento de resisténcia microbianaessas drogas. Sequéncias
anfifilicas de peptideos (estruturas molecularesaodalentes que protegem as caudas
hidrofobicas dos peptideos da agua) vém sendotigiadias e testadas vitro, a fim
de permitirem a obtencdo de genes com potencialesisténcia a fitopatégenos
(Prates, MV et al, 2000).

Existem inimeras possibilidades de aplicacdo dqideos antimicrobianos
pela agroinddstria, assim como também, pela inddsarmacéutica. Um trabalho
sistematico de prospeccao dessas moléculas, conifithgdo e sintese quimica em
larga escala, possibilitara, ndo somente um gravdeco na producdo de novas drogas,
melhor conhecimento bioldgico das espécies doadoeasnhecimento do valor de
cada uma delas, como novas categorias de recuesésiaps e, por fim, a necessidade
de preservacao desses animais.

Um dos principais argumentos a favor dos peptidedsnicrobianos € a
reduzida possibilidade de uma bactéria desenvobssténcia a este tipo de molécula,
uma vez que seu principal alvo é a membrana celUlar microrganismo teria que
mudar significativamente a composicéo e/ou orggazale seus fosfolipidios ao nivel

da membrana plasmatica para tornar-se resisterdatibioticos peptidicos. Outra



possibilidade de desenvolver resisténcia seriardeseletivamente os peptideos por
proteases microbianas especificas (Zasloff, 2082)necessidades de se compreender
0S mecanismos de interacdo desses peptideos cotorama® (naturais e/ou sintéticas)
tém atraido a atencdo dos pesquisadores, surgmd@sto campo para pesquisas sobre
as estruturas secundarias e funcdes desses psptitdggiivando o desenvolvimento de
“sistemas-modelos” que sirvam de inspiracdo paradesenho de novas drogas
antibacterianas (Ibrahim et al., 2000).

Este trabalho pretende fazer um levantamento naustivo de dados
descritos na Literatura sobre peptideos bioativesentes na secrecdo cutanea de
anfibios com énfase na prospeccdo de peptideosiiardbianos para aplicacdes
terapéuticas. A pesquisa nessa area € de extrerparténcia, visto que a
caracterizacdo dos componentes presentes na seccat@nea de anfibios pode
ajudar na identificacdo de novos peptideos, bemocdamentar a industria

farmacéutica com modelos para o desenho de novgasiterapéuticas.

2. DESENVOLVIMENTO

2.1 Aspectos gerais

A pele dos anfibios desempenha diversas funcdéasldiiscas, como
respiracdo cutanea, osmorregulacao, termorregulacéecrecdo de compostos de
defesa, que constituem uma barreira inicial coptelacéo, parasitoses e infec¢cbes
causadas por microorganismos patogénicos. A madwsacompostos de defesa é
de natureza protéica (Stebbins & Cohen, 1995). 8yaressdo e acumulo na
secrecao cutanea é uma caracteristica conservdds g@euros de todo o mundo
(Brand et al., 2006).

Dois tipos de glandulas acinares estdo presentepitélio desses animais:
as mucosas e as granulosas (Figura 1) (Toledo &dJat995). As glandulas
mucosas, em geral mais numerosas, secretam muemaslyidas na lubrificacdo e
na manutencdo da umidade da pele, na osmorregudagadermorregulacédo. Ja as
glandulas granulosas, secretam a maior parte dospastos com atividade
biolégica, incluindo peptideos de defesa (Toleddag&ed, 1995).

As glandulas granulosas produzem a secrecao edsolva protecdo contra
predadores e patdégenos, estdo localizadas prin@péd no tegumento da regido dorsal

e tais glandulas sdo envolvidas por miocitos evadas por fibras simpaticas. A
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estimulacdo adrenérgica dos midcitos provoca aracd das células serosas
liberacdo do seu conteudo (Toledo & Jared, 199nlonet al., 2004).

e 4 5

anuro.

Figura 1. Glandulas da pele de anfibio - A) éecgao Veasal da pele dorsal 1
Odontophrynus cultripes (Cycloramphidade), revelando epiderme (E); glanduémulosa (G) e glandu

mucosa (M). B) Eletromicrogra do lumen de uma glandula granulosa. (Nascimerdb,e2003.

Estudos recentes demonstram que a secrecao ddgmptHumenta apos
exposicdo dos anfibios a um ambiente rico em pamgéMiele et. al., 1997). £
producéo desses compostos faz parte da resposte imata primitiva e est
amplamente distribuido na natureza, podendo semgrazlos em humanos, plan
e insetos (Reddy et. al., 2004). Muitos peptidedsracrobianos apresenta
especificidade em relaga@s membranas bacterianFigura 2 e deixam de¢
apresentar essa especificidade em relacdo as measbcalulares dos vertebrad
Apoés o contato com as célu-alvo, esses peptideos provocam uma
permeabilizacdo da membrana acompao do vazamento do contetdo intracelt
gue acaba resultando na morte da célula (HancoCk&pple, 1999; Zaslo 2002).

Peptideo antimicrobiano
+

o
Interagdes Interagdes eletrostaticas

(‘1@@8@@& W@@ﬁf

fermE A Membrana plasmatica

Membrana plasmatica de um bacteriana
animal multicelular (eritrocito)

i

colesterol fosfolipldio 4cido fosfolipidio
zwitterionico

Figura 2.Mecanismo da especificidade de peptideos antim@&nok pela membrar
citoplasmatica das bactérias (Zasloff, 20
2.2 Atividade Aatimicrobian:
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O interesse cientifico na atividade antimicrobiapaesentada por peptideos
de secrecdo cutanea de anfibio surgiu apos a gag#o do peptidelbombinin, da
ra Bombina variegata (Bombinatoridae), (Csordas & Michl, 1969), e foi
impulsionado pela caracterizacdo dos peptideagainins (Figura 3) de Xenopus
laevis Pepidae (Figura 4) (Zasloff, 1987).

Figura 3. Sequéncia primaria 8againina 2 isolada da secrecéo cutadnea do anfibio
xenopus laevis (University of Michigan, 2011).

Figura 4. Sapo Africano com Garras ou Sapo de Unhas Afri¢Bxaoidin, 1803).

Em 1970, a bombinina foi descrita como um peptidedibacteriano e
hemolitico isolado da secrecao da pele do anBbi@riegata (Csordas, A. e Michl, H.,
1970). Pouco tempo depois, outras bombininas fatastritas na secrecdo do mesmo
anfibio, as quais diferiram entre si por poucosdigss de aminoacidos (Simmaco, M.,
et al., 1991). Peptideos do tipo bombinina tambénanfi isolados da espéck
orientalis e mostraram pouquissima variacdo em relacdo aosneados emB.
variegata. As bombininas possuem amplo espectro de agaoacontrorganismos em
geral, porém apresentam toxicidade seletiva cazé#halas sanguineas, provocando a
lise das mesmas (Gibson, B. W., et al., 1991).

A secrecao da pele degenopus laevis também tem sido objeto de intensa
investigacdo. Moléculas como o TRH (horménio lilderade tirotropina), a xenopsina e
a ceruleina, com potente atividade hipotensoraniadescritos nessa secrec¢éo (Prates,
MV et al, 2000).
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Segundo Straus e Hancock (2006), mais de 700 eegtidntimicrobianos
produzidos por plantas e animais ja foram idemtifas. O peptideo nisin é o de maior
sucesso comercial sendo amplamente usado comorecamsealimentar mundial sem
substancial desenvolvimento de bactéria resist@bses-Broughton, 2005). Estudos
laboratoriais e clinicos mostram que o0 aparecimelgaesisténcia contra peptideos
antimicrobianos é menos provavel do que o observpdoa o0s antibiéticos
convencionais, isso esta relacionado ao seu pahapo celular, a membrana
plasmatica, o que incentiva 0 seu uso terapéu#eslipf, 2002). No entanto, ainda
existem muitos obstaculos para as aplicacoes ti#iep€ desses peptideos,
especialmente devido a toxidade e ao elevado pastoa producdo e desenvolvimento
de drogas (Parisien et al., 2008).

O antibidtico gramicidina A € um dos polipeptideasis estudados atualmente.
Esse polipeptideo é um pentadecapeptideo (prodpeidd@acilus brevis e ativo contra
bactérias Gram positivas) que forma um espiralmglado em meio hidrofébico. Este
se insere facilmente em membrana lipidica podemdmdr um canal de dimeros

ligados por hidrogénios localizados na regiao Miteal (Figura 5).

B
Figura 5. A. Modelo Molecular do dimero da Gramiitéd (Rojas, M. 1997). B. Esquema da

estrutura de um canal formado por Gramicidina (Romeet al., 2008)

Como o dimero é mais curto que a espessura da rmealacaba resultando em
uma deformacéo dos lipidios perto do canal, dimitoia espessura da membrana
(Andersen; Koeppe, 2007). Porém, ainda sao netessaais trabalhos para avaliar em
detalhes os efeitos da gramicidina A em lipidiogxpnos e distantes do canal
(khandelia et al., 2008).
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2.3 Principais Caracteristicas Bioquimicas dosiBeps Antimicrobianos

Em geral, os peptideos antimicrobianos de anurossaptam sequéncias de
10 a 46 residuos de aminoéacidos, contendo variasdues positivamente
carregados, que os tornam cationicos, e varioduesi hidrofobicos (Barra &
Simmaco, 1995). A conformacéo mais comumcéleélice anfipatica (Oren & Shai,
1998) (Figura 6), que dispde as cadeias laterassatninoacidos polares em um
mesmo lado e as cadeias apolares do lado opogipic@ndo a interacdo entre

peptideos e membranas bioldgicas (Dathe & Wieprdd&19).

Tigerinini Tigerinin2 Tigerinin3

Figura 6. Exemplo de conformacdo anfig@tiEstruturas deigerinis apds simulacdes de

dindmica molecular (Korrapati, P.S., et al 2001).

A estrutura primaria e a tridimensional sdo utdas como parametros na
divisdo dos peptideos antimicrobianos em trés gsgdupos: (1) peptideos em hélice-
lineares como cecropinas, magaininas, melitinassmaleeptina, apidaecinas e
drosocinas, que adotam a estrutura randémica amamohquosa, porém, em solventes
organicos e em contato com membranas celularearadaona corformacdo em hélice-
a; (2) peptideos em folh@- como as defensinas, que contem residuos deneistei
formando pontes de dissulfeto: (3) peptideos remsaminoacidos especificos como
prolina, glicina, triptofano, arginina ou histidjm@m a maioria deles adotando extensas
estruturas de hélicex. Apesar dessas diferencas estruturais, muitoesigsptideos
antimicrobianos acabam agindo na membrana celdl@n{ Shai, 1998).

A maioria dos peptideos antimicrobianos de anustsdados até o momento
foi isolado de ras das familias Hylidae e Ranida®-género Rana (Nascimento, A.

2007). Os peptideos de hilideos costumam pertenaen dos seguintes grupos: (1)
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antimicrobianos de amplo espectro semelhantestrapin 1 (peptideo de ra do
género Litoria); (2) antimicrobianos de amplo espesemelhantes aaerin 1 e
maculatin 1 (ambos, também, do género Litoria) e (3) antioba@nos de espectro
restrito (Nascimento, A. 2007).

Os peptideos do primeiro grupo apresentam estrgnrahélice com faces
hidrofébica e hidrofilica bem definidas e sao asiwontra bactérias, especialmente
Gram-positivas. Os peptideos do segundo grupo th@msacontra bactérias, fungos
e virus e possuem regides helicoidais nas extrateglasendo essas regides unidas
por um fragmento flexivel essencial a atividade.itbki peptideos antimicrobianos
de amplo espectro apresentam, em adi¢cdo, atividadesa células cancerosas
(Pukala et al., 2006b). Os peptideos do terceiop@rde espectro de acao restrito,
sdo ativos apenas contra determinadas bactérian-@@gativas e ndo apresentam
amidacéo C-terminal.

Assim como os peptideos com espectro de acéo teestois hilideos, os
peptideos de ranideos, em geral, ndo sdo aminadGsterminal, porém, costumam
apresentar pontes dissulfeto na regido C-termiraahplo espectro de acao (Pukala
et al., 2006b).

2.4 Mecanismos de Interacdo Peptideo-Membrana

Os peptideos associam-se a membranas atravesedenths mecanismos, que
podem levar a formacao de agregados ou até mesros pas membranas, provocando
sua desestabilizacdo e rompimento, perda da idaagi fisica, culminando na lise
celular (Sato; Feix, 2006). Devido a sua estruaumpatica, um unico peptideo pode
colocar-se entre as cabecas dos fosfolipidios glaadela bicamada lipidica (interface)
(Matsuzaki et al., 1998; Yang et al., 2001), conamkiém, com o aumento da
concentracdo do peptideo para acima de um valdeias moléculas peptidicas podem
permanecer na interface ou posteriormente mudara pdentro da regido
transmembranica onde suas agregacbes formam poapsmembranicos com
nandmetros de diametro que levam a morte celulatqdzaki et al., 1998; Yang et al.,
2001). A presenca de colesterol na membrana alvogeral reduz a atividade
antimicrobiana por conferir uma maior estabilizagdms lipidios (Zasllof, 2002).
Entretanto, o mecanismo envolvido na formacdo despou ruptura da bicamada

lipidica ainda néo esta totalmente elucidado.
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Conforme estudos realizados por Papo e Shai (2@08s de exercerem sua
atividade, os peptideos interagem primeiramenteasunperficie externa da membrana,
principalmente com lipopolissacarideos (LPS), pkguglicanas (em células
bacterianas), na camada de glicocélice e/ou pasedta superficie das células de
mamiferos. Somente entdo, os peptideos ligam-seteegagem com a membrana
citoplasmatica. Existem varios mecanismos propoptys descrever a interacdo de
peptideos com membranas lipidicas, dentre eledaadese o modelo “carpete” e
“barril”.

O modelo “carpete” foi primeiramente proposto paeacrever o modo de acao
da dermaseptina S, peptideo antimicrobiano isoldsecrecdo cutdnea do anfibio
Phyllomedusa em 1998, sendo mais tarde utilizado para descieveodo de agéo de
outros peptideos antimicrobianos, alguns como afgos naturais da dermaseptina e
cecropinas (peptideos antimicrobianos isoladosainente da secrecdo cutanea do
anfibio Rana arbolea (Phyllomedusa sauvageii) e na hemolinfa do bicho-da-seda,
Hyalophora cecropia, respectivamente) (Shai, 1999) (Figura 7).

Neste mecanismo, uma grande quantidade de pepidange paralelamente a
superficie da membrana, desorganizando a bicamadanabo semelhante a um
detergente. A interacdo eletrostatica dos peptideos as cabecas dos lipidios sédo
cruciais e impde uma deformacdo na bicamada quéz iadpermeacdo da camada
lipidica (Wu et al., 1999) (Fig. 8-A). Mesmo pegidd que apresentam outros modelos
de acdo como a Melitina, em concentracdes acineaititza, podem levar a um acumulo
total de peptideos na superficie da membrana, agiocho detergentes e provocando a
desintegracdo da estrutura lipidica via o0 mecanidencarpete, resultando na formacgéo

de agregacdes micelar (Sengupta et al., 2008).
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Figura 7. llustracdo do modelo carpete, sugerido @@n e Shai (1998). Neste modelo, os
peptideos inicialmente ligam-se a superficie da bmana, e quando certa concentracdo de mondémero é

atingida, a membrana é rompida.

Um segundo tipo de interacdo entre peptideos efstipenembrana € mostrado
na Figura 8, que ilustra a formacdo de poros ouaisaatravés da membrana
denominado de modelo “barril”. Esse mecanismo emvdlés passos principais: (1)
ligacdo dos mondmeros na membrana, (2) insercdunemabrana para a formacédo do
poro e (3) recrutamento progressivo de mondémerasoadis para aumentar o poro
(Bechinger, 1999; Shai, 1999).

Nesse modelo, os peptideos, através da associagdbélites-anfipéticas,
formam canais transmembranares, revestindo commeta a superficie interna do
poro, com a face hidrofébica do peptideo interagicdm a face interna apolar da
camada lipidica, enquanto a sua face hidrofilica fioltada para o canal aquoso do
poro (Yang et al., 2001).
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Figura 8. Representagdo esquematica do modelol-stave. Os peptideos se acumulam e se
inserem na bicamada lipidica de forma que as redifiofobicas dos peptideos fiquem alinhadas com a
regido lipidica, e as regides hidrofilicas dos fukquis acabam localizadas no interior do poro. Rsgid
hidrofilicas dos peptideos estédo representadaseemelho, e regides hidrofébicas estdo representadas

em azul (Brogden, 2005).

2.5 Toxicidade dos peptideos antimicrobianos

Segundo Matsuzaki (1999), sdo necessarias quatactedsticas para 0s
peptideos antimicrobianos serem eficazes contrapaisgenos. A primeira é a
seletividade da toxicidade, ou seja, maior esprdidtde com as membranas das células
dos patdgenos. A segunda, ser eficaz na elimindg&anicroorganismos, pois o ciclo
de vida de bactérias é, normalmente, curto, seadt®dninutos no caso @ascherichia
coli. A terceira € possuir um amplo espectro de atil@dantimicrobiano, ou seja, um
mesmo peptideo sendo eficiente contra diversasiespe tipos de microorganismos. E
por ultimo, deve apresentar um mecanismo de ac¢do dificulte o patdogeno a
desenvolver um mecanismo de resisténcia.

A ligacao eletrostatica preferencial dos peptid@atsmicrobianos na interface
anibnica explica parcialmente a seletividade degsegtideos para membranas
anibnicas. No entanto, nem todos os peptideos ian®sdo seletivos em interfaces
anibnicas, dependendo também da sua composicdomieoédeidos e do alvo
membranar de diferente composicéo lipidica. Pomgke, a atividade de magaininas e
tachyplesinas sédo altamente sensiveis a compodgamembrana alvo (Matsuzaki,
1999).
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3. CONCLUSAO

A pele de anfibios € um notavel 6rgdo que fornezemdltiplos papéis do
equilibrio de fluidos, respiracdo e transporte alesiessenciais. A protecao da pele &
essencial para a sobrevivéncia dos individuos eulpopes, e protecdo contra a
resisténcia microbiana.

Os estudos revistos nos paragrafos anteriores visagumentar de forma
convincente que os peptideos antimicrobianos da geelanfibios podem desempenhar
um papel importante na protecao contra patogenobianos. A maioria dos estudos
descritos examinaram a atividade antimicrobianalgiens dos peptideos purificados da
secrec¢do cutanea desses animais. Compreender tsgepspantimicrobianos podem
proteger a populacdo da invasdo de patdogenos @bjetivo importante do ponto de
vista da biologia, a fim de prever a sobrevivén@a s6 da populacdo humana, mas
como também, individual das espécies de anfibiosimnmomento em que esta classe
de vertebrados sofre declinio populacional gloBalfim de examinar o potencial
terapéutico e descrever novas atividades dos @stidntimicrobianos de espécies
anfibias mais rapidamente (Rollins-Smith et alQ2z).

Estudos continuados do poténcial terapéutico dpfideos naturais a partir de
um conjunto muito maior de espécies de anfibiosetamionados ird fornecer uma
resposta mais completa a pergunta “peptidios agrdmianos presentes na pele sao
protecao contra patdgenos?” (Carey et al. 1999z dkast al, 1999, 2003)

Futuros estudos deverdo examinar a poténcia dortdepe de peptideos
antimicrobianos de outras espécies, especialmeateinibicdo da resisténcia a
antibioticos adquirida pelos patégenos microbinds. também a necessidade de
abordar a questdo da producdo e como a liberacpepdigleos da pele € integrado com
outras fungbes essenciais da pele e como os fatanbgentais, tais como mudangas
sazonais de temperatura, stress, hidratacdo, ®xjomdutos quimicos, e outros

estressores ambientais podem alterar o padrdo horma
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