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RESUMO

Peptideos antimicrobianos (PAMs) sdo pequenas moléculas bioativas que
desempenham papel crucial no sistema imunoldgico inato de uma ampla variedade de
organismos, incluindo plantas, insetos e vertebrados. Eles apresentam agao direta contra
microrganismos patogénicos, como bactérias, fungos, protozoarios e virus, e, em alguns
casos, também atuam sobre células tumorais. Entre os PAMs mais estudados estao
aqueles isolados das secregdes cutdneas de anuros (sapos, ras e pererecas),
conhecidos por seu amplo espectro de ag¢do antimicrobiana e notavel potencial
terapéutico. Esses peptideos sao sintetizados e armazenados nas glandulas granulosas
da pele dos anuros, atuando como parte da primeira linha de defesa em ambientes ricos
em patdgenos. Seus mecanismos de acgao incluem interagao direta com as membranas
celulares dos microrganismos, levando a desestabilizagdo, permeabilizacado e eventual
morte celular. Além disso, muitos PAMs podem penetrar nas células e atuar sobre alvos
intracelulares essenciais a viabilidade microbiana, ampliando seu espectro de agao.
A relevancia terapéutica dos PAMs de anuros € intensificada pelo desafio global do
aumento de patdégenos multirresistentes. Sua comprovada eficacia contra linhagens
resistentes a antibiéticos convencionais os torna candidatos promissores para o
desenvolvimento de novos agentes anti-infecciosos. Pesquisas também destacam suas
propriedades imunomodulatérias, anti-inflamatérias e cicatrizantes, com aplicagdes no
tratamento de doencgas infecciosas, aceleragdo da regeneracao tecidual e combate a
infec¢des virais emergentes, como a COVID-19. No presente trabalho, uma raniseptina
identificada a partir de uma biblioteca de cDNA produzida da pele do anuro
Boana albopunctata foi sintetizada quimicamente utilizando a técnica Fmoc.
Esse peptideo foi denominado Raniseptina Ba-1 em virtude da alta similaridade com
raniseptinas identificadas na espécie Boana raniceps. A Raniseptina Ba-1 inibiu o
crescimento de seis cepas padrao de bactérias patogénicas, sendo observado um efeito
mais proeminente contra bactérias Gram-negativas. As concentragdes inibitdrias
minimas (CIM) foram: Escherichia coli (ATCC 25922) 2 uM; Klebsiella pneumoniae
(ATCC 13883) 4 uM; Pseudomonas aeruginosa (ATCC 27853) 4 uM; Staphylococcus
aureus (ATCC 25923) 32 uM; S. epidermidis (ATCC 12228) 8 uM e Enterococcus faecalis
(ATCC 29292) 64 uM. Em ensaio de cristal violeta (48 h) com P. aeruginosa
ATCC 27853, a Raniseptina Ba-1 reduziu a formacéo de biofilme em comparagao ao
controle. Além disso, o peptideo reduziu a viabilidade de linhagens de células tumorais
HeLa e MCF-7 (24 h, MTT; 1-128 uM), indicando efeito antiproliferativo/citotoxico
dependente de concentragao e também apresentou citotoxicidade
concentragao-dependente em RAW 264.7 (24 h, MTT), além de alterar a taxa de
migracao de neutréfilos. Nas analises de dicroismo circular, apresentou conformacéo
a-hélice na presenca de trifluoroetanol e SDS. Em conclusao, a Raniseptina Ba-1 exibiu
atividade antimicrobiana, conformag¢ao em a-hélice em ambientes membrano-miméticos
e efeitos citotdxicos e imunomodulatérios, sugerindo potencial terapéutico como agente
antimicrobiano.

Palavras-chave: Anuros; Boana albopunctata; Peptideos antimicrobianos; Propriedades
biologicas; Potencial terapéutico.



ABSTRACT

Antimicrobial peptides (AMPs) are small bioactive molecules that play a crucial role in the
innate immune system of a wide range of organisms, including plants, insects, and
vertebrates. They act directly against pathogenic microorganisms such as bacteria, fungi,
protozoa, and viruses and, in some cases, also target tumor cells. Among the most
studied AMPs are those isolated from the cutaneous secretions of anurans (toads, frogs,
and tree frogs), known for their broad antimicrobial spectrum and remarkable therapeutic
potential. These peptides are synthesized and stored in the granular glands of anuran
skin, functioning as part of the first line of defense in pathogen-rich environments.
Their mechanisms of action include direct interaction with microbial cell membranes,
leading to destabilization, permeabilization, and eventual cell death. In addition, many
AMPs can penetrate cells and act on intracellular targets essential for microbial viability,
expanding their spectrum of action. The therapeutic relevance of anuran AMPs is
heightened by the global challenge of increasing multidrug-resistant pathogens.
Their proven efficacy against strains resistant to conventional antibiotics makes them
promising candidates for the development of new anti-infective agents. Research also
highlights their immunomodulatory, anti-inflammatory, and wound-healing properties,
with applications in treating infectious diseases, accelerating tissue regeneration, and
combating emerging viral infections such as COVID-19. In the present work, a raniseptin
identified from a cDNA library produced from the skin of the anuran Boana albopunctata
was chemically synthesized using the Fmoc strategy. This peptide was named Raniseptin
Ba-1 due to its high similarity to raniseptins identified in the species Boana raniceps.
Raniseptin Ba-1 inhibited the growth of six standard strains of pathogenic bacteria, with
a more prominent effect against Gram-negative bacteria. The minimum inhibitory
concentrations (MICs) were: Escherichia coli (ATCC 25922) 2 uM; Klebsiella pneumoniae
(ATCC 13883) 4 uM; Pseudomonas aeruginosa (ATCC 27853) 4 uM; Staphylococcus
aureus (ATCC 25923) 32 uM; S. epidermidis (ATCC 12228) 8 uM; and Enterococcus
faecalis (ATCC 29292) 64 uM. In a crystal violet assay (48 h) with Pseudomonas
aeruginosa ATCC 27853, Raniseptin Ba-1 reduced biofilm formation compared to the
control. In addition, the peptide reduced the viability of HeLa and MCF-7 tumor cell lines
(24 h, MTT; 1-128 uM), indicating a concentration-dependent antiproliferative/cytotoxic
effect, and also showed concentration-dependent cytotoxicity in RAW 264.7 cells (24 h,
MTT), in addition to altering the neutrophil migration rate. Circular dichroism analyses
revealed an a-helical conformation in the presence of trifluoroethanol and SDS.
In conclusion, Raniseptin Ba-1 exhibited antimicrobial activity, an a-helical conformation
in membrane-mimetic environments, and cytotoxic and immunomodulatory effects,
suggesting therapeutic potential as an antimicrobial agent.

Keywords: Anurans; Boana albopuctata; Antimicrobial peptides; Biological properties;
Therapeutic potential.
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1. INTRODUCAO

1.1. RESISTENCIA ANTIMICROBIANA

A resisténcia antimicrobiana (RAM) é a capacidade de microrganismos, como bactérias,
fungos e parasitas, de resistirem aos efeitos de medicamentos antimicrobianos, como
antibidticos, antifingicos e antiparasitdrios. Isso ocorre quando esses patdgenos sofrem
mutagdes ou adquirem genes de resisténcia, tornando-se capazes de sobreviver e se proliferar
mesmo na presenca de tratamentos que anteriormente seriam eficazes (Laxminarayan et al.,
2022). A RAM ¢ uma das maiores ameagas a satde global, pois compromete a capacidade de
tratar infec¢des, levando ao aumento da morbidade, mortalidade e custos de satde (Murray et
al., 2022).

A resisténcia antimicrobiana emergiu como uma das maiores ameagas a saude
publica global, impulsionando a necessidade urgente de novos agentes antimicrobianos.
A Organizagao Mundial da Satade (OMS) reconheceu a gravidade dessa crise ao listar os
patogenos mais preocupantes que requerem o desenvolvimento imediato de novos antibidticos
(Mulani et al., 2019). Os patdgenos do grupo ESKAPE, que incluem Enterococcus faecium,
Staphylococcus aureus, Klebsiella pneumoniae, Acinetobacter baumannii, Pseudomonas aeruginosa e
Enterobacter spp., sao particularmente preocupantes devido a sua capacidade de superar os
efeitos dos antibioticos comercialmente disponiveis, sendo responsaveis por promoverem a
maioria das infec¢Oes hospitalares resistentes. Esses patogenos apresentam uma variedade de
mecanismos de resisténcia, como a modificacdo de alvos, inativacao de antibioticos e a
utilizacdo de bombas de efluxo para expulsar os agentes antimicrobianos das células
bacterianas. A crescente resisténcia observada nesses patdgenos levou a busca por estratégias
alternativas, como o uso de terapias adjuvantes que potencializam a acdao dos antibidticos
convencionais, bem como a investigacdo de novos compostos naturais e sintéticos com
atividade antimicrobiana (Mulani et al., 2019).

A crescente ameaca representada, por exemplo, pela resisténcia antimicrobiana em
Pseudomonas aeruginosa é um desafio significativo para a saude publica global. P. aeruginosa é
uma bactéria Gram-negativa conhecida por sua capacidade de exibir resisténcia a uma ampla

gama de antibidticos, um fendémeno impulsionado por diversos mecanismos, incluindo a
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expressao de bombas de efluxo, modificacao de alvos para antibioticos e a produgao de enzimas
que degradam antibidticos, como as [-lactamases. Além disso, apresenta a capacidade de
formar biofilmes o que lhes confere resisténcia aumentada, dificultando a penetracao dos
antibioticos e facilitando a persisténcia da infeccao. Dada a complexidade da resisténcia em
P. aeruginosa, novas abordagens terapéuticas estdo sendo exploradas, como a utilizacdo de
peptideos antimicrobianos, bacteridfagos e a inibigao de quorum sensing, uma estratégia que visa
bloquear a comunicagao celular bacteriana essencial para a formagao de biofilmes (Pang et al.,
2019).

Outra preocupagao significativa no contexto da resisténcia antimicrobiana € o problema
representado por Staphylococcus aureus resistente a meticilina (MRSA). MRSA é responsavel por
infec¢oes dificeis de tratar devido a sua resisténcia a varios antibidticos -lactamicos, o que
limita severamente as opgdes terapéuticas disponiveis. O mecanismo de resisténcia em MRSA
¢ principalmente mediado pela proteina PBP2a, que altera o local de acao dos antibidticos
B-lactamicos, impedindo sua ligacdo e agao bactericida. O problema de MRSA ¢é exacerbado
pelo uso indevido de antibidticos em ambientes hospitalares e pela capacidade deste patdgeno
de se disseminar rapidamente entre pacientes vulneraveis, destacando a necessidade urgente
de novas estratégias de controle e tratamento, como o desenvolvimento de novas moléculas
antimicrobianas e terapias combinadas (Vestergaard et al., 2019).

A resisténcia antimicrobiana ndo apenas complica o tratamento de infec¢des, mas
também aumenta o custo e a duracao do tratamento, além de elevar a morbidade e mortalidade
associadas. O impacto global é particularmente grave em ambientes hospitalares, onde as
infecgdes por patdgenos resistentes levam a longas internagoes e a necessidade de tratamentos
mais agressivos. O uso excessivo e inadequado de antibidticos continua a ser o principal fator
impulsionador da selegao de resisténcia em microrganimos patogénicos. Portanto, é crucial
implementar politicas de uso racional de antibioticos, promover a educagao sobre o risco da
automedicacao e reforgar a vigilancia e o controle de infec¢des em ambientes hospitalares para
mitigar a propagacao desses patogenos resistentes (Pang et al., 2019; Vestergaard et al., 2019).

Milhoes de vidas sao perdidas anualmente devido a infec¢des, com a falha dos

tratamentos antimicrobianos frequentemente nao podendo ser explicada apenas pela
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resisténcia genética. Mecanismos fundamentais, como a formacao de biofilmes e a sepse,
desempenham papéis cruciais em cendrios clinicos onde os antibidticos ndo sdo eficazes.
Biofilmes, responsaveis por 65% das infec¢Oes, apresentam resisténcia adaptativa a multiplos
farmacos, o que torna os tratamentos atuais ineficazes. A sepse, que contribui para 19,7% de
todas as mortes, é outro exemplo em que os antibioticos, apesar de serem a principal terapia,
falham em salvar 23% dos pacientes. Além disso, a microbiota subjacente e as terapias dirigidas
ao hospedeiro emergem como areas de pesquisa para enfrentar essa crise crescente. A limita¢ao
na disponibilidade de terapias eficazes e a potencial ineficacia de novos antibioticos ressaltam
a necessidade urgente de desenvolver novos agentes anti-infecciosos que abordem diretamente
a falha terapéutica, para mitigar esse problema persistente, mas cada vez mais grave (de la
Fuente-Nunez et al, 2023).

Finalmente, o desenvolvimento de novas estratégias terapéuticas para combater a
resisténcia antimicrobiana € de suma importancia. Além de novas moléculas antimicrobianas,
a combinagao de terapias que utilizam multiplos mecanismos de a¢ao pode ajudar a reduzir a
emergéncia de resisténcia. Adicionalmente, a modificacao de moléculas existentes para superar
a resisténcia também estd sendo explorada. A pesquisa continua e o desenvolvimento de novas
estratégias sdo essenciais para enfrentar a crescente ameaca da resisténcia antimicrobiana e
proteger a saude publica global (Mulani et al., 2019).

O desenvolvimento de novos antibidticos é um processo demorado e caro, com poucos
incentivos econdmicos para a industria farmacéutica. Desde 2014, apenas 18 novos antibioticos
foram aprovados, destacando a lentidao do progresso frente a crescente ameaca da resisténcia
(Pang et al., 2019). A pesquisa e desenvolvimento de antibioticos exigem um investimento
substancial em recursos financeiros e tempo, o que desestimula grandes empresas a investir
nesse campo. Além disso, a rapida evolugao da resisténcia em bactérias como P. aeruginosa e
MRSA limita a eficacia dos novos tratamentos por periodos curtos, aumentando a urgéncia de
se encontrar solugoes alternativas (Pang et al., 2019; Vestergaard et al, 2019).

A crise dos antibidticos exige um esforc¢o global coordenado, tanto na pesquisa de novos
agentes antimicrobianos quanto na implementacdo de politicas de prevengao e controle da

resisténcia. O desenvolvimento de novas terapias deve ser acompanhado por praticas de
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administracdo, que envolvem o uso prudente e responsavel dos antibioticos disponiveis.
Além disso, o financiamento adequado e o apoio governamental sao essenciais para incentivar
a pesquisa e superar os desafios econdmicos associados ao desenvolvimento de novos
medicamentos. A combinacdo de novas tecnologias, como a IA, com politicas eficazes de
controle de resisténcia, pode oferecer uma solugao vidvel para mitigar a crescente crise de
resisténcia antimicrobiana e garantir que os tratamentos para infec¢des bacterianas

permanecam eficazes no futuro (Mulani et al., 2019; Liu et al, 2024).

1.2. ANFIBIOS

A classe Amphibia ¢ um grupo fascinante de vertebrados que ocupa um lugar crucial
na histdria evolutiva dos animais terrestres. Essa classe ¢ composta por trés ordens principais:
Anura, Caudata (ou Urodela), e Gymnophiona (ou Apoda). Os anuros, que incluem sapos, ras
e pererecas, sao os mais diversos e conhecidos, caracterizados pela auséncia de cauda na fase
adulta, pernas traseiras longas adaptadas para o salto e um ciclo de vida que geralmente
envolve uma fase larval aquatica (girino) seguida de uma metamorfose para o estagio adulto
terrestre. A ordem Caudata, composta por salamandras e tritoes, é identificada pela presenca
de cauda ao longo da vida, corpos alongados e pernas de tamanho relativamente uniforme. Por
fim, os gimnofionos, ou cobras-cegas, sdao o0s menos conhecidos e mais enigmaticos,
caracterizados por corpos alongados e cilindricos, semelhantes a serpentes, sem membros, e
com uma vida predominantemente subterranea ou aquatica (Duellman & Trueb, 1994;
Kardong, 2016). Essas trés ordens ilustram a incrivel diversidade de formas e modos de vida
encontrados dentro da classe Amphibia, refletindo suas adaptagdes a uma ampla gama de
habitats.

Esta classe, do grego amphi (ambos) e 1o, bio (vida), € pertencente a animais do filo
Chordata e encontra-se em um grupo taxondmico formado por anuros, cecilias e salamandras.
Recebem esse nome pelo fato de possuirem vida dupla: no ambiente aquatico e no ambiente
terrestre. Os anfibios passam parte de sua vida no ambiente aquatico, onde respiram através de
branquias. Em ambiente terrestre, a respiracgao ¢ através da pele, que é permeavel para que possa

ocorrer as trocas gasosas (Kardong, 2016). Como foram os primeiros organismos vertebrados a
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ocupar o ambiente terrestre, eles nao dispoem de adaptagoes totalmente efetivas para serem
independentes da dgua. Possuem pele fina, que nao os protegem contra a desidratacao e, em
relagdo aos ovos, se ndo ficarem em ambientes imidos ou na dgua, ressecam. Com isso,
possuem uma pele muito sensivel, extremamente necessdria para sua respiragao cutanea, sendo
vulneravel a fatores bidticos (microrganismos) e abidticos (resisténcia a dessecagao) (Stebbin &
Cohen, 1997).

O Brasil é considerado o pais mais rico em biodiversidade do mundo, abrigando mais
de 20% do namero de espécies existentes no planeta. A classe Amphibia corresponde a classe
mais representativa no Brasil, com mais de 1188 espécies ja conhecidas, sendo 1144 espécies de
anuros (sapos, ras e pererecas), 39 espécies de apodas (cecilias) e 5 espécies de caudatas
(salamandras) (Segalla et al., 2021). Essa extraordinaria diversidade é atribuida a vasta extensao
territorial do pais, a variedade de biomas, como a Amazonia, Mata Atlantica, Cerrado, Pantanal
e Caatinga, e as condigOes climaticas tropicais que favorecem a sobrevivéncia e a diversificagao
desses animais. A complexa topografia e a heterogeneidade ambiental do Brasil também
desempenham um papel fundamental na promogao de altos niveis de endemismo, com muitas
espécies restritas a areas especificas e isoladas (Silva et al., 2012).

Como forma de protecao, apresentam uma derme rica em peptideos e compostos
bioativos que os auxiliam no sistema de defesa (Mandel, 2008). Além de sua importancia
ecologica, os anfibios tém um valor inestimavel na farmacologia. As secre¢Oes cutaneas de
muitas espécies de anuros, por exemplo, contém uma variedade de compostos bioativos com
potencial terapéutico, incluindo antibioticos, analgésicos, e moléculas com atividade
anticancerigena. As dermaseptinas, peptideos antimicrobianos extraidos de ras do género
Phyllomedusa, tém mostrado promissora atividade contra bactérias resistentes a multiplas
drogas (Bartels et al., 2019). As salamandras, por sua vez, tém uma capacidade de regeneracgao
que desperta grande interesse cientifico, com pesquisas voltadas para entender os mecanismos
celulares e moleculares que permitem a regeneragao de membros inteiros, tecidos oculares e até
partes do coragao (Maden, 2023). Os gimnofionos, embora menos estudados, também possuem
secregOes com potenciais propriedades farmacologicas, ainda em fase de descoberta (Benitez-

Prian et al., 2024). Portanto, a classe Amphibia nao sé oferece insights valiosos para a biologia
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evolutiva e ecoldgica, mas também representa uma fonte rica de compostos bioativos que
podem ser explorados para o desenvolvimento de novos medicamentos, sublinhando a

importancia de sua conservagao em face das crescentes ameagas ambientais.

1.3. PEPTIDEOS ANTIMICROBIANOS COMO ALTERNATIVAS TERAPEUTICAS
FRENTE A CRISE DOS ANTIBIOTICOS

Os peptideos antimicrobianos (PAMs) sao moléculas de defesa encontradas em uma
ampla variedade de organismos, desde bactérias até seres humanos. Esses peptideos
desempenham um papel crucial na imunidade inata, oferecendo uma primeira linha de defesa
contra infec¢des microbianas. Eles sao geralmente curtos, compostos por 12 a 50 aminodcidos,
e apresentam uma estrutura anfipatica que lhes permite interagir com membranas celulares, o
que é essencial para sua atividade antimicrobiana. A maioria dos PAMs atua diretamente sobre
a membrana dos patogenos, formando poros ou desestabilizando a membrana, levando a morte
celular. Além disso, alguns peptideos podem interferir na sintese de proteinas, dcidos nucleicos
ou outras fungdes intracelulares essenciais dos microrganismos, além de apresentarem efeitos
imunomoduladores (Luo & Song, 2022; Duarte-Mata & Salinas-Carmona, 2023).

No contexto da crise atual dos antibidticos, os PAMs tém ganhado destaque como
potenciais alternativas ou complementos aos antibioticos convencionais. A resisténcia
antimicrobiana, considerada uma das maiores ameagas a satide publica global, tem levado a
ineficacia de muitos antibioticos tradicionais. Os PAMs, com seus mecanismos de a¢ao variados
e muitas vezes diferentes dos antibidticos tradicionais, oferecem uma solugdao promissora.
Eles tétm a vantagem de atuar rapidamente sobre os patogenos e de possuir uma baixa
propensao a induzir resisténcia, uma vez que seu alvo principal é a membrana celular, uma
estrutura fundamental e menos susceptivel a mutagdes que conferem resisténcia (Magana et al.,
2020; Erdem Biiytikkiraz; Kesmen, 2022; Li et al., 2022; Xuan et al., 2023).

O mecanismo de acao dos PAMs é complexo e pode envolver a interagao direta com as
membranas celulares bacterianas, a desestabilizagao da integridade dessas membranas e a
translocacao para o interior da célula para interferir em processos vitais, como a sintese de

proteinas e de dcidos nucleicos (Conlon, 2011; Patocka et al, 2019). Além de seus efeitos
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antimicrobianos diretos, os PAMs apresentam uma ampla variedade de propriedades
terapéuticas, incluindo atividades antibiofilme, imunomoduladora, anti-inflamatdria,
cicatrizante, metabolica e anticancer (Figura 1). Sua capacidade de desestabilizar membranas
bacterianas os torna eficazes contra patdgenos multirresistentes, enquanto suas fungoes
imunomoduladoras ajudam a regular as respostas imunes do hospedeiro, reduzindo a

inflamacao excessiva (Chen et al., 2024; Zhang et al., 2023).

Figura 1. Principais efeitos bioldgicos dos PAMs de anuros (Ferreira et al., 2025).

Os PAMs sao geralmente classificados de acordo com sua estrutura secundaria:
1) folha-B, 2) a-hélice e 3) peptideos lineares ou estendidos. A maioria dos PAMs apresenta
caracteristicas catidnicas e anfipaticas, fatores importantes para a ligacao desses PAMs as
membranas dos microrganismos (Bechinger & Gorr, 2017). As caracteristicas dos PAMs
normalmente implicam no modo de agdo em que essas moléculas se ligam na membrana dos
microrganismos. Esses mecanismos de agao sao: carpet-like, barrel-stave e poro toroidal (Figura

2A, 2B e 2C, respectivamente).
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1.3.1. Modelo carpet-like

No modelo de carpete, peptideos carregados positivamente ligam-se a regides
negativas da membrana, alinhando-se paralelamente a sua superficie e revestindo-a. As regioes
hidrofdbicas interagem com o nucleo lipidico, enquanto as polares se ligam aos grupos
carregados, induzindo curvatura na bicamada. O acimulo de PAMs gera tensao,
desestabilizando o empacotamento lipidico e comprometendo a integridade da membrana. Isso
leva a formagdo de micelas mistas peptideo-lipidio, em um mecanismo semelhante ao de
detergentes, no qual alta densidade de peptideos provoca micelizacao e lise celular (Oren &
Shai, 1998; Teixeira et al., 2012) (Figura 2A).

1.3.2. Modelo barrel-stave

O mecanismo barrel-stave é uma estratégia usada por peptideos antimicrobianos
(PAMs) para desestabilizar membranas bacterianas. Esse modelo envolve trés passos: ligacao
dos mondmeros na membrana; inser¢ao na membrana para formacao de poros e recrutamento
de monOmeros para aumentar o poro (Brogden, 2005; Matsuzaki, 2019). No modelo barrel-stave,
os peptideos se ligam a membrana alvo e se conectam entre eles para formar poros
transmembrana revestido por esses peptideos. Nessa estrutura de poro, os peptideos estdao
dispostos com suas faces hidrofdbicas voltadas para o nucleo lipidico da membrana e suas
regioes hidrofilicas orientadas para o interior do poro. Essa configuracao provoca o vazamento
do contetudo celular, resultando, por fim, na morte da célula (Mahlapuu et al., 2016) (Figura 2B).

1.3.3. Modelo poro toroidal

O modelo de poro toroide, semelhante ao barrel-stave, distingue-se pela cooperagao
direta entre lipidios e peptideos. Nesse mecanismo, os PAMs induzem curvatura lipidica,
dobrando as monocamadas para dentro e formando poros preenchidos por agua, revestidos
por peptideos e grupos polares lipidicos, como a fosfatidilcolina. As regioes hidrofdbicas dos
peptideos interagem com as caudas lipidicas, enquanto as hidrofilicas estabilizam o interior do
poro. Esse arranjo afina a membrana, reduz a energia de formacao do poro e favorece uma
interagao peptideo-membrana mais fluida, aumentando a eficiéncia da lise celular (Teixeira et

al., 2012; Mahlapuu et al., 2016; Matsuzaki, 2019) (Figura 2C).
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1.3.4. Modelo de Shai-Huang-Matsuzaki

O modelo de Shai-Matsuzaki-Huang (Figura 3) integra mecanismos prévios, propondo
que PAMs atuam por interagdes dinamicas e dependentes da concentracao, moduladas pelas
propriedades da membrana. Inicialmente, ligam-se eletrostaticamente a fosfolipidios anionicos
e inserem dominios hidrofébicos na bicamada, alinhando-se paralelamente. Ao atingir
concentracao critica, sofrem mudanca conformacional, inserindo-se perpendicularmente e
formando poros toroides transitorios. Em altas concentragdes, atuam como detergentes,
dissolvendo a membrana; em baixas, causam perturbagdes tempordrias que permitem
translocacao sem lise imediata, atingindo alvos intracelulares como DNA. A formacao
transitdria de poros facilita a penetragao, sendo influenciada por propriedades dos peptideos e
composi¢ao da membrana. O modelo explica a seletividade antimicrobiana e a baixa toxicidade

para células do hospedeiro (Zasloff, 2002; Giuliani et al., 2008).

Figura 2. Modos de acao dos PAMs sobre membranas bacterianas (Ferreira et al., 2025).

W & iR

Figura 3. Modelo de Shai-Matsuzaki-Huang de acdo de peptideos antimicrobianos
(Figura modificada de Zasloff, 2002).
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As secregOes cutaneas de anfibios, especialmente de espécies da ordem Anura, sdo ricas
fontes de peptideos antimicrobianos e tém sido objeto de intensas pesquisas devido ao seu
potencial terapéutico. Esses peptideos sao secretados principalmente pelas glandulas
granulosas da pele e atuam como a primeira linha de defesa dos anuros em ambientes imidos
e ricos em patogenos. Muitos desses peptideos demonstraram uma ampla gama de atividades
terapéuticas, incluindo efeitos antimicrobianos, anticancer, imunomoduladores e de regulacao
metabdlica, tornando-os candidatos promissores para o desenvolvimento de novos agentes
terapéuticos (Libério et al., 2011; Oelkrug & Hartke, 2015; Guimaraes et al., 2016; Pantic et al.,
2017; Conlon et al., 2018; Patoka et al., 2019; de Amaral & lenes-Lima, 2022).

Entre as principais familias de peptideos antimicrobianos de anuros, destacam-se as
dermaseptinas, brevininas e temporinas. As dermaseptinas, por exemplo, foram inicialmente
isoladas de ras do género Phyllomedusa e sao conhecidas por sua potente atividade contra
bactérias Gram-positivas e Gram-negativas, além de fungos e protozodrios (Azevedo Calderon
et al., 2011; Bartels et al., 2019). As brevininas, encontradas em ras do género Rana, apresentam
atividade antibacteriana e antifingica, enquanto as temporinas, também provenientes de ras do
género Rana, sdo notaveis por sua eficacia contra bactérias Gram-positivas (Zohrab et al., 2019).
As temporinas sao peptideos antimicrobianos que tém como alvo principal bactérias
Gram-positivas, incluindo linhagens multi-resistentes (D'Andrea & Romanelli, 2023).
A diversidade e a efic4cia desses peptideos fazem deles uma fonte promissora para a descoberta
de novos medicamentos antimicrobianos.

Desse modo, os peptideos antimicrobianos representam uma classe diversificada e
poderosa de moléculas defensivas que tém um papel crucial no combate a resisténcia
antimicrobiana. Sua capacidade de atuar sobre diferentes patdgenos, aliada a baixa
propensao para o desenvolvimento de resisténcia, torna-os candidatos ideais para o
desenvolvimento de novas terapias. No caso especifico dos anuros, os PAMs encontrados em
sua pele destacam-se por sua atividade abrangente e versatilidade, oferecendo uma rica fonte

de novos agentes terapéuticos em um momento critico de crise global dos antibidticos.
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1.4. POTENCIAL TERAPEUTICO DE PEPTIDEOS ANTIMICROBIANOS DE
ANUROS DO GENERO Boana

O género Boana (anteriormente denominado Hypsiboas) foi reclassificado com base
em uma andlise taxondmica abrangente conduzida por Dubois (2017). Essa atualizagao
representa um avango no entendimento da diversidade e das rela¢des filogenéticas na familia
Hylidae. A adogao do nome Boana nao apenas corrige a nomenclatura anterior, mas também
evidencia a importancia das revisdes taxondmicas continuas para alinhar a classificagao das
espécies a sua historia evolutiva e diversidade bioldgica (Dubois, 2017). Dessa forma, esta
revisdo inclui também peptideos originalmente descritos em espécies de Hypsiboas, agora
reclassificadas como Boana.

Os anuros do género Boana pertencem a familia Hylidae e estdo amplamente
distribuidos em regides tropicais e subtropicais das Américas, habitando principalmente
florestas iimidas proximas a corpos d’agua. Esses anfibios apresentam grande diversidade
morfoldgica e ecoldgica, com variacdes de tamanho, forma e padrdes de coloragao
frequentemente relacionadas a adaptac¢des aos respectivos habitats (Faivovich et al., 2018). As
cores vibrantes presentes em algumas espécies podem atuar como mecanismo de defesa,
sinalizando toxicidade ou afastando predadores (Duellman & Trueb, 2019).
Morfologicamente, as espécies de Boana possuem discos adesivos nos dedos, que facilitam a
locomogao em superficies verticais e na vegetagao, além de membros longos que auxiliam no
salto e na captura de presas (Haddad et al., 2013). Sua dieta é predominantemente insetivora,
composta principalmente por pequenos invertebrados encontrados em seus habitats
naturais. Durante a estagao reprodutiva, muitas espécies de Boana exibem comportamentos
complexos, como vocalizagOes especificas usadas para atrair parceiros e defender territdrios
de reprodugao (Kohler et al., 2017).

Estudos recentes indicam significativa variabilidade genética dentro do género
Boana, sugerindo uma histdria evolutiva diversa e adaptagdes a multiplos nichos ecoldgicos
(Fouquet et al., 2018). Essas caracteristicas tornam Boana um género de grande interesse para
estudos sobre evolucao e ecologia de anfibios, contribuindo de forma relevante para a

compreensao da biodiversidade e das estratégias adaptativas desses animais.
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Pesquisas sobre peptideos antimicrobianos extraidos da pele de anuros tém revelado
uma riqueza de compostos com propriedades promissoras contra patégenos bacterianos,
virais e fungicos. O género Boana (anteriormente conhecido como Hypsiboas) destaca-se como
uma excelente fonte de PAMs.

Hylaseptin P1 (HSP1), peptideo a-helicoidal anfipatico de 14 residuos isolado de
Boana punctata, apresentou atividade antimicrobiana comparavel a antibidticos comerciais,
com CIMs de 6,1 uM (S. aureus), 24,4 uM (E. coli) e 48,8 uM (P. aeruginosa), além de inibir
Candida spp. mais eficazmente que o fluconazol. Mostrou baixa hemolise (<5% a 195,2 uM) e
minima citotoxicidade (Prates et al., 2004). Junior et al. (2017) sintetizaram derivados
glicotriazolados de HSP1 com maior capacidade de ruptura de membranas, atividade
antifungica aprimorada e forte inibicdo da biossintese de ergosterol em Candida albicans,
associadas a interagOes especificas do anel sacaridico e grupos triazol/monossacarideo.

Também foi identificada, na secregao cutanea de Boana raniceps, uma nova familia de
PAMs denominada raniseptinas. Nove cDNAs foram clonados e sequenciados, revelando
peptideos semelhantes as dermaseptinas, processados pds-traducionalmente em fragmentos
inativos, possivelmente para reduzir toxicidade ou atuar na defesa contra predadores.
A raniseptina-1 (Rsp-1), mais abundante na espécie, apresentou CIMs de 5 uM (E. coli),
10 uM (P. aeruginosa) e 20 uM (S. aureus), com fragmentos pouco ativos, exceto contra
Xanthomonas axonopodis. Os fragmentos apresentaram baixa hemolise, enquanto a Rsp-1
integra causou 20% a 80 uM. Imagens de MALDI imaging indicaram armazenamento do
peptideo intacto e clivagem pos-secrecao (Magalhaes et al., 2008).

Em B. raniceps, Popov et al. (2019) isolaram AC12, DK16 e RC11: apenas RC11 foi
ativo contra E. coli. AC12 apresentou baixa toxicidade e eficacia anti-inflamatdria em modelos
in vivo, destacando-se como potencial terapéutico.

A figainina 1, novo peptideo de B. raniceps, apresentou forte atividade antibacteriana
contra varias bactérias Gram-positivas e Gram-negativas (CIM: 2-16 pM), exceto
P. aeruginosa e Candida, mas mostrou efeito antiparasitario contra T. cruzi (ICso = 15,9 uM) e
citotoxicidade para fibroblastos e linhagens tumorais (Santana et al., 2020a). O peptideo

figainina 2 exibiu amplo espectro de ac¢ao (antimicrobiana, antiparasitaria, antiviral e
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imunomoduladora), com destaque para K. pneumoniae multirresistente, S. epidermidis e
E. casseliflavus, além de agao contra T. cruzi (ICso = 6,32 pM), cancer e virus (CHIKV, DENV4,
YFV), embora apresente hemolise moderada (Santana et al., 2020b). Raniseptinas-3 e -6
apresentaram alta atividade contra bactérias Gram-negativas e cepas resistentes, baixa
hemolise, mas citotoxicidade para fibroblastos e células tumorais murinas (Freitas et al.,
2023).

Da espécie B. albopunctata foiisolada a Hylina al, com amplo espectro antimicrobiano
e alta hemolise (Castro et al., 2009). Estratégias como conjugacao RGD e acoplamento a silica
reduziram toxicidade e aumentaram seletividade antitumoral (Cao et al., 2017).
Hylin-al também atuou contra S. aureus multirresistente, modulou citocinas inflamatorias e
exibiu ampla atividade antiviral (incluindo SARS-CoV-2 e herpesvirus), com baixa hemolise
e efeito sinérgico com aciclovir (Chianese et al., 2023a; Chianese ef al., 2023b;. Chianese et al.,
2023c; Chianese et al., 2024).

Outros estudos destacaram peptideos de B. pulchella (P1-Hp-1971, P2-Hp-1935 e P3-
Hp-1891), ativos contra E. coli e S. aureus (Siano et al., 2014); o Hs-1, de B. semilineata, seletivo
para Gram-positivas e com atividade antiviral contra DENV-2 e DENV-3 (Nacif-Margal et al.,
2015; Monteiro et al., 2018); a familia das pugninas, de B. pugnax, com agao antibacteriana e
anticancer (Liscano et al., 2021); o hylaseptina-4, de B. punctata, com atividade dependente de
pH (Nunes et al., 2021); picturinas e pictuseptinas, de B. picturata, com amplo espectro
antimicrobiano (Moran-Marcillo et al., 2022); peptideos de B. boans, como figainina 2BN,
ativos, porém sem seletividade para células tumorais (Conlon et al., 2023); e compostos de B.
platanera (figainina 2PL, hylina PL, raniseptina PL, plasticina PL e peptideo YL), com ac¢ao
antimicrobiana, citotoxica para células tumorais e estimulo a liberagao de insulina (Conlon et
al., 2024).

Esses estudos reforcam o potencial terapéutico dos peptideos derivados de Boana,
abrangendo aplica¢des antimicrobianas, antivirais, anticancer, de regulacdo metabolica e

imunomoduladoras.
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2. JUSTIFICATIVA

O Brasil ocupa a primeira colocacdo na relagao de paises com maior riqueza de anfibios,
sendo o pais com a maior biodiversidade de anfibios do planeta, onde 60% das espécies de
anuros sao endémicas. Ja € sabido que a secre¢ao cutanea de anuros contém uma ampla gama
de classes de biomoléculas e metabdlitos secundarios, proteinas e peptideos. Varios dos
compostos presentes na secregao de anuros tem propriedades antimicrobianas com potencial
para sua utilizagao terapéutica em humanos, gerando forte interesse voltado as pesquisas por
novos agentes para o tratamento de infec¢Oes, principalmente aquelas causadas por
microrganismos multirresistentes.

A exploragao da fauna de anuros brasileira para a busca de novos peptideos
antimicrobianos (PAMs) é de extrema importancia devido a rica biodiversidade e a necessidade
crescente de novas alternativas terapéuticas frente a resisténcia antimicrobiana global. O Brasil,
com sua vasta diversidade de anuros, oferece um ambiente tinico para a descoberta de PAMs
com potencial terapéutico inexplorado. Estudos tém evidenciado que tais peptideos apresentam
uma ampla gama de atividades antimicrobianas, incluindo eficdcia contra bactérias resistentes
e patogenos virais como o SARS-CoV-2 que podem ser fundamentais para o desenvolvimento
de novos medicamentos. A diversidade quimica dos PAMs derivados de anuros oferece um
arsenal de moléculas com diferentes mecanismos de acdao, o que pode levar a descoberta de
agentes terapéuticos inovadores para o tratamento de infec¢Oes dificeis de tratar com os
antibioticos atuais. Além disso, os PAMs de anuros podem apresentar propriedades adicionais,
como a capacidade de modular o sistema imune e promover a cicatrizacdo de tecidos.
Essas caracteristicas sao valiosas no contexto de doencas infecciosas e inflamatorias,
proporcionando um potencial terapéutico além da simples atividade antimicrobiana. A coleta
e a analise sistematica das secre¢Oes cutaneas de anuros sao essenciais para identificar e
caracterizar esses peptideos. Além disso, o estudo dos mecanismos de agao dos PAMs de anuros
pode revelar novas estratégias para superar a resisténcia antimicrobiana. Investir na pesquisa
da fauna de anuros brasileira ndo apenas contribuird para o avango da ciéncia farmacoldgica,
mas também ajudard na preservacao e valorizagao da biodiversidade, promovendo a

conservacao desses animais e seus habitats.
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A utiliza¢do de bibliotecas de cDNAs é crucial para a descoberta de novos peptideos
antimicrobianos em anuros, pois permite a identificacdo e caracterizagio de genes que
codificam para essas moléculas bioativas. A construgao de bibliotecas de cDNAs a partir das
secre¢Oes cutaneas de anuros possibilita a clonagem e a expressao dos genes responsaveis pela
producao de PAMs, facilitando a triagem de peptideos com potenciais atividades
antimicrobianas e antivirais. Essa abordagem tem sido utilizada com sucesso para isolar e
identificar PAMs promissores com propriedades terapéuticas.

Assim, o uso de bibliotecas de cDNAs é uma ferramenta poderosa na busca por novos
PAMs e reforca a importancia de continuar explorando a fauna de anuros para o
desenvolvimento de novas terapias antimicrobianas e antivirais.

Sendo assim, o presente estudo justifica-se ao pretender avaliar as propriedades
biologicas de um peptideo antimicrobiano derivado do banco de cDNAs de Boana albopunctata
(Rocha, 2019), aumentando o leque de possiveis opgoes terapéuticas no tratamento de infecgoes

bacterianas e fungicas.
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3. OBJETIVO GERAL E METAS ESTABELECIDAS

3.1. OBJETIVO GERAL

O presente projeto teve por objetivo geral a caracterizagao das propriedades biologicas
de uma raniseptina, denominada raniseptina Ba-1, identificada a partir de um banco de cDNAs
obtido da pele do anuro Boana albopunctata.

3.2. METAS ESTABELECIDAS

3.2.1. Avaliar a composicao de elementos de estrutura secunddria do peptideo
raniseptina Ba-1 por meio de dicroismo circular;

3.2.2. Avaliar os efeitos antimicrobianos do peptideo raniseptina Ba-1 sobre bactérias
planctonicas patogénicas Gram-positivas e Gram-negativas;

3.2.3. Avaliar os efeitos inibitérios do peptideo raniseptina Ba-1 sobre linhagem
bacteriana produtora de biofilme;

3.2.4. Avaliar os efeitos citotoxicos do peptideo raniseptina Ba-1 sobre linhagens
tumorais (HeLa e MCEF-7);

3.2.5. Avaliar os efeitos citotdxicos do peptideo raniseptina Ba-1 sobre macréfagos
RAW 264.7;

3.2.6. Avaliar os efeitos do peptideo raniseptina Ba-1 sobre a quimiotaxia de neutrofilos

humanos.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

A metodologia, os resultados e a discussao estao estruturados em formato de artigo
cientifico, seguindo as normas de formatagio do  periddico  Biomolecules
(http://www.mdpi.com/journal/biomolecules). O texto encontra-se redigido em lingua
portuguesa, com exce¢ao do titulo e do abstract. A versao integral em lingua inglesa sera

preparada em etapa posterior para fins de submissao.
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Abstract:

Antimicrobial peptides (AMPs) are small bioactive molecules that play a crucial role in the innate immune system
of a wide range of organisms, including plants, insects, and vertebrates. They possess direct activity against pathogenic
microorganisms—such as bacteria, fungi, protozoa, and viruses—and, in some cases, also act on tumor cells. Among the most
studied AMPs are those isolated from the skin secretions of anurans (frogs, toads, and tree frogs), which are noteworthy for
their broad-spectrum antimicrobial action and remarkable therapeutic potential. These peptides are synthesized and stored in
the cutaneous granular glands of anurans, where they function as part of the animal’s first line of defense in environments rich
in pathogens. Their mechanisms of action involve direct interaction with the cell membranes of microorganisms, leading to
membrane destabilization, permeabilization, and eventual cell death. In addition, many AMPs can penetrate cells and act on
intracellular targets essential for microbial viability, further broadening their antimicrobial range. The therapeutic relevance of
anuran AMPs is amplified by the urgent global challenge posed by the rise of multidrug-resistant pathogens. Their proven
ability to remain effective against strains resistant to conventional antibiotics makes them promising candidates for the
development of novel anti-infective agents. Moreover, research has highlighted their immunomodulatory, anti-inflammatory,
and wound-healing properties, opening possibilities for their application in treating infectious diseases, accelerating tissue
regeneration, and even combating emerging viral infections, such as COVID-19. This versatility positions anuran-derived
AMPs as valuable tools in modern medicine, with potential applications that go far beyond traditional antimicrobial therapy.
In the present work, a raniseptin identified from a cDNA library produced from the skin of the anuran Boana albopuctata was
synthesized by chemical synthesis using the Fmoc technique. This peptide, called Raniseptin Ba-1, showed high similarity to
raniseptins isolated from the species Boana raniceps. In assays of antimicrobial activity, it was shown to be capable of inhibiting
the growth of several pathogenic bacteria and also inhibiting the formation of biofilm by the bacterium Pseudomonas aeruginosa.
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It exhibited cytotoxic effects in RAW 264.7 macrophage cultures, cancer cell lines HeLa and MCEF-7. The peptide was able to
alter the neutrophil migration rate. In circular dichroism analyses, the peptide was able to adopt an a-helical conformation in
the presence of trifluoroethanol and SDS. In conclusion, Raniseptin Ba-1 exhibited antimicrobial activity and a-helical
conformation, as well as cytotoxic and immunomodulatory effects in cell cultures, suggesting its therapeutic potential as an
antimicrobial agent.

Keywords: Anurans; Boana albopuctata; Antimicrobial peptides; Biological properties; Therapeutic potential.

1. Introdugao

A resisténcia antimicrobiana (RAM) é a capacidade de microrganismos (bactérias, fungos e parasitas)
de sobreviver a acdo de antimicrobianos antes eficazes, resultado de mutagdes ou aquisicdo de genes de
resisténcia (Laxminarayan et al.,, 2022). Trata-se de uma das maiores ameacas a saude global, elevando
morbidade, mortalidade e custos de satde (Murray et al., 2022). A OMS destacou patdgenos criticos, como o
grupo ESKAPE (Enterococcus faecium, Staphylococcus aureus, Klebsiella pneumoniae, Acinetobacter baumannii,
Pseudomonas aeruginosa e Enterobacter spp.), pela elevada resisténcia a antibidticos e relevancia em infecgdes
hospitalares (Mulani et al., 2019).

Além da resisténcia genética, fatores como biofilmes — responsaveis por 65% das infecgdes — e sepse
(19,7% das mortes) contribuem para falhas terapéuticas (de la Fuente-Nunez et al., 2023). Estratégias incluem
novas moléculas, terapias combinadas e modificacdo de compostos existentes. Contudo, o desenvolvimento de
antibidticos é lento e caro, com poucos incentivos: desde 2014, apenas 18 novos antibidticos foram aprovados
(Pang et al., 2019).

Os anfibios (classe Amphibia), anuros, caudados e gimnofionos, possuem pele permeavel e sensivel,
contendo glandulas que secretam compostos bioativos, incluindo peptideos antimicrobianos (PAMs), que atuam
na defesa contra microrganismos (Mandel, 2008). O Brasil abriga a maior diversidade mundial, com mais de 1188
espécies (Segalla et al.,, 2021). Esses peptideos despertam interesse farmacoldgico por sua acao antimicrobiana,
analgésica, anticancer e imunomoduladora (Azevedo Calderon et al., 2011; Zohrab et al., 2019). Os PAMs,
geralmente cationicos e anfipaticos, interagem com membranas microbianas formando poros ou
desestabilizando a bicamada lipidica, permitindo sua transloca¢do para o interior da célula para interferir em
processos vitais, como a sintese de proteinas e de acidos nucleicos. Podem atuar pelos modelos barrel-stave, poro
toroidal, carpet-like e Shai-Matsuzaki-Huang (Brogden, 2005; Matsuzaki, 2019; Oren & Shai, 1998; Zasloff, 2002).

Pesquisas sobre peptideos antimicrobianos extraidos da pele de anuros tém revelado uma riqueza de
compostos com propriedades promissoras contra patdgenos bacterianos, virais e fungicos. O género Boana
(anteriormente conhecido como Hypsiboas) destaca-se como uma excelente fonte de PAMs com propriedades
terapéuticas promissoras (Santana ef al., 2020a; Chianese et al., 2023a; Chianese et al., 2023b; Chianese et al., 2023c;
Chianese et al., 2024; Moran-Marcillo et al., 2022; Conlon et al., 2023; Conlon et al., 2024).

No presente trabalho, foi descrita a caracterizagao das propriedades bioldgicas de um novo peptideo
antimicrobiano, denominado Raniseptina Ba-1 obtido de uma biblioteca de cDNAs produzida a partir da pele
da ra Boana albopuctata.

2. Materiais e Métodos
2.1. Constru¢io de banco de cDNA de precursores de PAMs expressos no tegumento do anuro
B. albopunctata

Trés exemplares de B. albopunctata foram eutanasiados, e o tecido cutdneo dorsal foi dissecado,
pulverizado em nitrogénio liquido e submetido a extracdo de RNA com Trizol. A integridade foi avaliada em
gel de agarose 1% e a quantificacdo realizada em espectrofotdometro NanoDrop. O cDNA foi sintetizado a partir
de 2 uL. de RNA com SuperScript III e utilizado como molde em PCR com MyTaq DNA polimerase.

Oligonucleotideos degenerados e especificos (Tabelas 1 e 2) foram empregados para amplificacao das
regides-alvo. Os produtos foram analisados por eletroforese em gel de agarose 1% e fragmentos de 250-400 pb
foram purificados com Wizard SV Gel and PCR CleanUp System.

Células competentes de E. coli DH5a (50 pL) foram transformadas com 10 uL. de DNA plasmidial por
choque térmico (42 °C, 60 s) e recuperadas em meio SOC a 37 °C por 1 h. Os transformantes foram selecionados
em placas de LB-agar contendo ampicilina (100 pg/mL), X-Gal (40 pg/mL) e IPTG (24 pg/mL). Apos incubagao
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(37 °C, 18 h), colonias brancas foram inoculadas em placas de 96 pogos contendo meio LB com ampicilina
(100 pg/mL) e cultivadas a 37 °C, 300 rpm, por ~18 h.

Tabela 1. Oligonucleotideos complementares a regiao 3’de RNAs e cDNAs.

Nome Sequéncia (5'-3") Aplicagao
NOT-L_Primer GACTAGTTCTAGATCGCGAGCGGCC S;Il;esisodeemﬂlig
GCCC(T)15 P !
convencional
NOT-1-Reverse TCGCGAGCGGCCGCCCTTTTTT PCR

Tabela 2. Oligonucleotideos complementares a regiao 5 de cDNAs que codificam peptideos
antimicrobianos em hilideos.

Nome Sequéncia

PPS1 ATG GCT TTC CTG AAR AAR TCB CTT TTY CTT GTA
CTA TTC CTT GS

PPS1A ATG GCT TTC CTG AAG AAA TCT CTT TTC CTT GTA
CTA TTC CTC GG

PPS2 ATG GCT TTC CTG AAR AAR TCB CTT TTY CTT GTA
TTA TTT CTC GG

PPS2A ATG GCT TTC CTG AAG AAATCT CTT TTC CTT GTA
TTA TTT CTC GC

Os plasmideos foram isolados e sequenciados (Myleus Biotechnology, Brasil) pelo método de Sanger,
utilizando o primer M13 Forward (5-TGT AAA ACG ACG GCC AGT-3'). As sequéncias obtidas foram
analisadas com EditSeq e SeqMan (DNASTAR, EUA), alinhadas com Clustal W e comparadas por similaridade
via FASTA 3 (ExPASy) (http://ca.expasy.org/).

2.2. Sintese quimica

O peptideo identificado a partir do banco de cDNAs foi produzido por sintese quimica em fase solida
por estratégia Fmoc pela empresa especializada Genone (https://www.genone.com.br/).
2.3. Quantificagdo empregando espectroscopia UV

As amostras peptidicas foram quantificadas com o emprego de espectroscopia UV nos comprimentos
de onda 205, 215 e 225 nm como descrito por Aitken & Learmonth (1996) em espectrofotometro (UV-M51,Bel
Photonics, Brazil). Em seguida, as amostras foram aliquotadas, secas em concentrador a vacuo (SpeedVac
Modelo SC100, Savant) e armazenados a -20 °C até o momento de sua utilizacao.

2.4. Analises computacionais

As buscas de similaridades foram realizadas com BLASTp (http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi).
Para o alinhamento multiplo das sequéncias, foi utilizada a ferramenta Clustal Omega
(https://www.ebi.ac.uk/jdispatcher/msa/clustalo?stype=protein). A projecdo em roda helicoidal foi realizada
empregando NetWheels (http://tools.alanmol.com.br/NetWheels/) (Mor; Castro; Fontes, 2018). Os parametros
fisicos-quimicos para o peptideo foram calculados com as ferramentas Compute pl/Mw
(https://web.expasy.org/compute_pi/), Protparam (https://web.expasy.org/cgi-bin/protparam/protparam) e
PepCalc.com - Peptide property calculator (https://pepcalc.com/).

2.5. Analise por dicroismo circular

O contetido da estrutura secundéria da raniseptina Ba-1 foi avaliado por Dicroismo Circular (CD)
utilizando o Espectropolarimetro J-815 (Jasco Analytical Instruments, Téquio, Japao), equipado com um sistema
de controle de temperatura Peltier conectado a uma bomba de 4dgua (Jasco Analytical Instruments, Toquio,
Japao). Os espectros de CD no Far-UV do peptideo, na faixa de 190 a 260 nm a 25 °C, foram registrados utilizando
uma cubeta de quartzo com caminho éptico de 0,1 cm, a uma concentragao de 7,01 pM (0,022 mg/mL), em agua
e na presenga de diferentes concentracoes de SDS (0,1, 1 e 10 mM) e TFE (10, 20 e 50%), como mimetizador de
membrana. Os parametros de varredura continua foram: passo de dados de 0,2 nm, sensibilidade padrao,
largura de banda de 0,85 nm, tempo de integracdo digital de 0,5 s e velocidade de varredura de 100 nm/min. Os
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espectros de CD foram obtidos a partir da média de cinco leituras consecutivas e da subtracao dos valores do
sinal dicréico do espectro controle, sem a presenca do peptideo, utilizado como branco. Os valores de
elipticidade (mdeg) foram convertidos para elipticidade molar (0) (graus-cm?*>dmol™) com base na massa
molecular média por residuo de 115 Da. O contetido da estrutura secundaria a-hélice em diferentes condigoes
foi estimado considerando os valores de elipticidade molar (graus-cm?dmol) em A 222 nm.
2.6. Atividade antimicrobiana

Para a determinagado da CIM, foram avaliados os efeitos antimicrobianos em seis bactérias sensiveis:
trés Gram-positivas, Staphylococcus aureus (ATCC 25923), Staphylococcus epidermidis (ATCC 12228) e Enterococcus
faecalis (ATCC 29292), e trés Gram-negativas, Escherichia coli (ATCC 25922), Klebsiella pneumoniae (ATCC 13883)
e Pseudomonas aeruginosa (ATCC 27853). Os ensaios antibacterianos foram realizados de acordo com o CLSI M7-
A6, com algumas modifica¢des. Resumidamente, as culturas bacterianas foram cultivadas em 7 mL de meio
Mueller Hinton (MH) (HiMedia, Mumbai, Maharashtra, India) sob agitacao continua a 37 °C até que a densidade
optica (DO) a 625 nm atingisse o intervalo de 0,08-0,1. Em seguida, as culturas foram diluidas 1:10 em meio MH,
e o indculo foi preparado por nova dilui¢ao dessa suspensdo na proporgao de 1:20 (5 x 10° células/mL). Cada
fracao foi dissolvida em agua Milli-Q, e 50 puL da solugao preparada foram transferidos para os pogos de uma
microplaca de fundo chato. Um volume igual (50 uL) da suspensao bacteriana foi entdo adicionado. Apos
incubagao a 37 °C por 24 horas, as leituras de DO a 625 nm foram registradas utilizando um leitor de microplacas
Multiskan® FC (Thermo Scientific, San Jose, CA, EUA). Como controles, formaldeido a 0,8% (v/v) foi usado para
representar auséncia de crescimento bacteriano, enquanto dgua Milli-Q serviu como referéncia para crescimento
total (100%), ambos incubados junto as suspensdes bacterianas. A CIM foi determinada como a menor
concentragao sem crescimento detectdvel espectrofotometricamente.
2.7. Avaliagao dos efeitos da Raniseptina Ba-1 sobre a inibi¢do da formacao de biofilme

O ensaio de inibi¢do de biofilme foi realizado e o biofilme corado com cristal violeta. Para avaliar a
atividade inibitéria dos PAMs foi selecionada a bactéria formadora de biofilme Pseudomonas aeruginosa ATCC
27853 cultivada 7 mL de caldo de soja triptico suplementado com 2,5 g/L de dextrose pH 7,3 a 37 °C até a
densidade optica igual a 1 em 620 nm em espectrofotometro (UV-VIS Spectrophotometer UV-M51 Bel Photonics,
Italia). Em fase logaritmica a suspensao de bactérias foi diluida na proporcao de 1:100 para uma concentragao
final de aproximadamente 1 x 10 6 CFUs. O peptideo foi incubado em microplacas de 96 pogos em diluicao
seriada e 50 pL da suspensdo de bactérias foram adicionados para um volume final de 100 puL/pogo. As placas
foram incubadas a 37 °C por 48 horas para formacgao e adesao do biofilme na placa. Os controles para auséncia
de crescimento utilizaram 50 pL formaldeido 0,8% (v/v) e 50 uL de agua deionizada estéril como controle de
crescimento pleno. Completado o tempo de incubagdo os sobrenadantes foram removidos e as placas foram
lavadas 3 vezes com agua destilada estéril para a remocao de bactérias planctonicas e 125 uL de cristal violeta
0,1% foram adicionados e incubados por 15 minutos, seguindo por nova remogao do sobrenadante e 3 lavagens
com agua destilada estéril para a remogao do excesso de cristal violeta. Por fim, 125 pL. de acido acético 30%
foram adicionados por 10 minutos para solubilizar o biofilme corado, o contetido dos pogos foi transferido para
uma nova microplaca e a absorbancia foi medida em determinada pela leitura da densidade éptica a 570 nm com
uma leitora de placas Multiskan® FC (Thermo Scientific, San Jose, CA, EUA). Todos os ensaios foram realizados
em triplicata.
2.8. Avaliacao dos efeitos antiproliferativos sobre linhagens de células tumorais

As linhagens MCF-7 (ATCC HTB-22, linhagem celular de cancer de mama humano) e HelLa
(ATCC CCL-2, linhagem celular de cancer cervical humano) foram cultivadas a 37 °C com 5% de CO, em meio
Dulbecco’s Modified Eagle Medium (DMEM) (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, EUA), suplementado com 100
Ul/mL de penicilina, 100 pug/mL de estreptomicina e 10% (v/v) de soro fetal bovino inativado pelo calor
(Invitrogen, Waltham, MA, EUA). Para os ensaios, 5 x 10° células/pogo foram semeadas em microplacas de 96
pocos (TPP Techno Plastic Products AG, Trasadingen, Suiga) e incubadas durante a noite em DMEM completo.
Em seguida, 50 puL do peptideo (1-128 uM) ou agua Milli-Q (controle negativo) foram adicionados aos pogos.
Apbs 24 horas, a viabilidade celular foi avaliada pelo ensaio de MTT (3-4,5-dimetiltiazol-2,5-bifenil tetrazolio
brometo; Invitrogen, EUA). Resumidamente, 15 pL da solu¢ao de MTT (5 mg/mL em PBS) e 135 uL. de DMEM
foram adicionados a cada pogo, seguindo-se incubagao por 3 horas a 37 °C com 5% de CO,. O meio foi entdo
removido e 100 pL de dimetilsulféxido (DMSO) foram adicionados. A absorbancia foi medida a 595 nm usando
um leitor de microplacas Multiskan FC (Thermo Scientific, San Jose, CA, EUA).
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2.9. Avaliacdo dos efeitos citotoxicos sobre macrofagos RAW 264.7

Foi avaliada a citotoxicidade do peptideo em linhagem de macrofagos RAW 264.7 de camundongos
(ATCC, EUA). As células foram cultivadas em frascos de 75 cm? em meio DMEM, complementado com 10 % de
soro fetal bovino e 1% de antibidticos (penicilina e estreptomicina), a temperatura de 37°C em atmosfera com 5%
de CO2 Apés atingirem confluéncia, as células foram retiradas do frasco e contadas em camara de Neubauer
utilizando o ensaio de exclusao de azul de tripano.

Para os ensaios de viabilidade, 2 x10*células/pogo foram cultivadas em placa de 96 pogos por 24 h. As
células foram entdo tratadas com diferentes concentra¢des do peptideo (2, 4, 8, 16, 32, 64 e 128 uM). Como
controle, foi utilizado apenas meio DMEM completo. As células tratadas foram incubadas por 24 hrs a
temperatura de 37°C em atmosfera com 5% de CO2. Apds esse periodo, os sobrenadantes foram descartados e,
entao, foi adicionado 100 uL/pogo de solugdao de MTT (0,5 mg/ml) em meio DMEM. Apds 3 horas, o sobrenadante
foi descartado e os cristais de formazan formados foram solubilizados em DMSO. Foi realizada leitura em
espectrofotometro a 570 nm. Os resultados foram expressos como porcentagem da viabilidade celular em relacao
aos controles.

2.10. Ativacao de neutréfilos e avaliacao do efeito quimiotatico do peptideo

Leucdcitos polimorfonucleares (PMNs) foram obtidos de sangue venoso periférico de doadores
masculinos em jejum, evitando influéncias hormonais e nutricionais. Os PMNs foram isolados por centrifugacao
em gradiente de densidade, avaliados quanto a viabilidade e ajustados para 7000 células/uL. A quimiotaxia foi
avaliada no equipamento RTCA (Real Time Cell Analyzer, xCELLigence RTCA-DP) usando placa CIM de 16
pocos. Na placa inferior, foram adicionados 160 uL de 100 nM fMLP (controle positivo), 160 uL de HBSS (controle
negativo) ou 16 UM de ranatuerina-2PMe. A placa superior foi acoplada e recebeu 25 uL de HBSS em cada pogo,
seguida de incubacdo por 1 h para formagao do gradiente quimiotatico. Em seguida, adicionaram-se 60 uL de
neutrofilos em HBSS (para avaliar migragao ao peptideo) ou 60 uL de neutrofilos + peptideo (para avaliar o efeito
do peptideo na migracao ao fMLP). A impedancia entre camaras foi registrada a cada 5 min por 3 h. A analise
estatistica incluiu comparagdes ponto a ponto, calculo da area sob a curva, avaliagdo de parametros das curvas
e modelagem matemadtica com parametrizagao por inteligéncia artificial. Todo o procedimento foi aprovado pelo
Comité de Etica em Pesquisa com Seres Humanos da Faculdade de Ciéncias da Satide da Universidade de
Brasilia.

3. Resultados e Discussao

3.1. Identificagdo da Raniseptina Ba-1 a partir do banco de cDNAs obtido do tegumento de B. albopunctata
O cDNA clonado codifica para um polipeptideo composto por um peptideo sinal (1-22 aa), um

dominio acidico (23-51 aa) e um peptideo maduro (52-80 aa). O peptideo maduro apresenta massa molecular

calculada de 3182,74 Da e ponto isoelétrico de 9,80, com carga liquida em pH 7 de +3 e valor de Gravy de -0,369

(Tabela 3).

Tabela 3. Propriedades fisico-quimicas de Raniseptina Ba-1.

Peptideo Mass Calc. (Da) plI Carga Liquida GRAVY
Raniseptin Ba-1 3182,74 9,82 +3 -0.369

3.2. Caracterizacao estrutural da Raniseptina Ba-1

Buscas realizadas em bancos de sequéncias empregando o algoritmo Blastp permitiu identificar o
peptideo como pertencente a familia das raniseptinas, peptideos antimicrobianos isolados do anuro Boana
raniceps por Magalhaes et al. (2008), sendo assim denominado Raniseptina Ba-1. O alinhamento multiplo entre a
Raniseptinas Ba-1 e outras reniseptinas previamente descritas esta apresentado na figura 1.

Magalhaes et al. (2008) caracterizaram uma nova familia de peptideos antimicrobianos, denominados
raniseptinas, presentes na secre¢ao cutanea do anfibio Hypsiboas raniceps (atualmente Boana raniceps). Foram
clonados e sequenciados nove cDNAs correspondentes a precursores dessas raniseptinas, cuja estrutura pré-pro-
peptidica se assemelha a das dermaseptinas da subfamilia Phyllomedusinae e tal organizacdo também se
evidencia no precursor da Raniseptina Ba-1.
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Raniseptin Ba-1 WMDKLKOQIGKVAGRVALGVAQDYLNP 29
Raniseptin-2 AWLDKLKSLGKVVGKVAIGVA LNP 29
Raniseptin-11 AWLDKLKSLGKVVGKVAFGVA LNP 29
Raniseptin-1 AWLDKLKSLGKVVGKVALGVA LNP 29
Raniseptin-5 AWLDKLKNLGKVVGKVALGVY LNP 29
Raniseptin-10 AWLDKLKSLGKVVGKVALGVY LNP 29

* = kkkk *hxk K=KkKk=-%kk K Kkkk-%

Figura 1. Alinhamento mdultiplo da sequéncia do peptideo maduro correspondente a Raniseptina Ba-1 com outras
raniseptinas previamente identificadas. “*’ indica residuos de aminoacidos idénticos e indicam substitui¢coes
conservativas.

7R

A projecao em roda helicoidal para a Raniseptina Ba-1 esta representada na figura 2 e evidencia o
carater anfipatico da molécula, caracteristica bastante comum em peptideos antimicrobianos de anuros (Santana
et al., 2020a; Santana et al., 2020b; Freitas et al., 2023).

W Polar/ Basic

W Polar/ Acid

@ Polar/ Uncharged
O Nonpolar

Figura 2. Representacdo em roda helicoidal da Raniseptina Ba-1.

O espectro de DC da Raniseptina Ba-1 em 4dgua apresentou uma banda dicrdica negativa em 200 nm,
indicando estrutura desordenada. Nao houve alteracao conformacional na presenca de 10% de TFE. Entretanto,
em 20% e 50% de TFE, observou-se estruturacao em a-hélice, com o sinal dicroico tipico: banda positiva em ~195
nm e negativa em 208 nm e 222 nm. De forma semelhante, o aumento das concentragdes de SDS também induziu
a conformagao a-hélice do peptideo (Figura 3A e 3B). A presenca de aproximadamente 50% de residuos de
aminodcidos apolares na sequéncia pode explicar a auséncia de estruturagdo na menor concentragao de TFE, ja
que o SDS, por ser uma molécula anfifilica, favorece a interagdo com esses residuos e apresenta maior eficiéncia
na indugao de estruturas em a-hélice.

A %
84 - 84
73] 72+
50 60
a8 ™\ 81

36 \ 364
24 ——H20 24
124

12 4
04

0-
124 -12 4
24 -24
-36 -36 -
48

[6] (deg.cm®.dmol™) x 10°
[6] (deg.cm’.dmol™) x 10°

‘IéD I 2EIII] 2‘;0 250 I 230 I 24‘{'.‘ 2&0 2I|il] I 15;0 260 I 2‘;0 2;0 I 2:‘!0 ' 2;0 i 2&0 Zéﬂ I
Wavelength {nm) Wavelength (nm)
Figura 3. Espectros de dicroismo circular na regiao distante do UV (190 a 260 nm) de Raniseptina Ba-1 em agua e em

diferentes concentragdes de (A) SDS e (B) TFE a 25 °C. A concentragdo empregada do peptideo foi 0,22 mg/mL.

O contetdo de estrutura a-hélice da Raniseptina Ba-1 em fungao do aumento das concentragdes de
TFE e SDS é apresentado na Tabela 4.
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Tabela 4. Contetido de estrutura a-hélice da Raniseptina Ba-1 em func¢do do aumento das concentrag¢des de TFE e SDS.

Contetdo de

Condigao
a-hélice (%)

Agua 21.58
TFE 10% 17.91
TFE 20% 40.56
TFE 50% 66.47
SDS 0.1 mM 50.19
SDS 1 mM 49.82
SDS 10 mM 92.20

3.3. Caracterizacdo das atividades bioldgicas da Raniseptina Ba-1

A Raniseptina Ba-1 inibiu o crescimento de seis cepas padrdo de bactérias patogénicas, sendo
observado um efeito mais proeminente contra bactérias Gram-negativas. As concentrag¢des inibitdrias minimas
(CIM) foram: E. coli 2 uM; K. pneumoniae 4 uM; P. aeruginosa 4 uM; S. epidermidis 8 pM; S. aureus 32 uM e E. faecalis
64 uM (Tabela 5). Esse perfil de atividade antimicrobiana contra bactérias é bastante similar ao observado para
as Raniseptinas-3 e -6 isoladas de B. raniceps (Freitas et al., 2023).

A seletividade dos PAMs em relagao a bactérias Gram-negativas é fundamentada pela presenca de
uma membrana externa rica em lipopolissacarideos, que atua como uma barreira inicial para a liga¢do, insercao
e permeabilizacdo dos peptideos (Su et al., 2025; Gong et al., 2021). PAMs eficazes primeiramente atravessam essa
membrana externa sem causar toxicidade excessiva as células hospedeiras e atacam a membrana citoplasmatica
para induzir fuga de contetidos intracelulares (Gong et al., 2021; Zhu et al., 2021). Estratégias modernas de
modificagao estrutural, como terminagao carboxilica ou substitui¢do de residuos de lisina por arginina tém
mostrado aumentar tanto a capacidade de inser¢ao na membrana quanto a atividade antibacteriana, mantendo
seletividade para Gram-negativas (Zhu et al., 2021). Ademais, as caracteristicas estruturais dos peptideos, como
carga, hidrofobicidade e conformagao, com suas modificagdes na superficie bacteriana influenciam diretamente
a eficiéncia da agao antimicrobiana (Jenssen et al., 2006).

Tabela 5. Atividade antimicrobiana de Raniseptina Ba-1 (CIM, uM).

Microrganismos Raniseptina
Ba-1

Bactérias Gram-negativas

E. coli (ATCC 25922) 2
K. pneumoniae (ATCC 13883) 4
P. aeruginosa (ATCC 27853) 4
Bactérias Gram-positivas

S. aureus (ATCC 25923) 32
S. epidermidis (ATCC 12228) 8
E. faecalis (ATCC 29212) 64

Em ensaio de cristal violeta (48 h) com P. aeruginosa ATCC 27853, a Raniseptina Ba-1 reduziu a
formacao de biofilme em comparagao ao controle, com leitura a 570 nm, sendo o efeito ainda evidente em doses
baixas. Nas concentragdes 128 a 32 uM pode-se observar uma menor capacidade de inibi¢do da formagao do
biofilme (Figura 4). Tal ocorréncia pode ser atribuidas a uma maior agregacao dos mondémeros do peptideo
nessas concentragdes, mas essa possibilidade precisa ser melhor investigada com técnicas que permitem observar
a agregacao do peptideo como o espalhamento de luz dinamico.

Os efeitos inibitdrios observados estao de acordo com a capacidade de certos PAMs em inibir biofilmes
de P. aeruginosa, inclusive em estagios iniciais e maduros. No estudo de Dosler & Karaaslan (2014), foi
investigada a capacidade de antibidticos e peptideos antimicrobianos catidnicos (como LL-37, CAMA:
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cecropin(1-7)-melittin A(2-9) amide, melittin, defensin and magainin-II) em inibir e destruir biofilmes de
Pseudomonas aeruginosa, tanto de uma cepa laboratorial (ATCC 27853) quanto de quatro cepas clinicas. Os
resultados demonstraram que esses PAMs, isolados ou em combinac¢do com antibiéticos como ceftazidima e
colistina, apresentam eficdcia significativa na reducao da biomassa de biofilmes, superando os efeitos dos
antibioéticos sozinhos.

% Formagao de biofilme

Concentragao (uM)

Figura 4. Efeitos da Raniseptina Ba-1 sobre a formagao de biofilme de P. aeruginosa. Dados foram tratados com one-way
ANOVA, seguido pelo Test T de Tukey.

A Raniseptina Ba-1 reduziu a viabilidade de linhagens de células tumorais HeLa e MCF-7 (24 h, MTT;
1-128 uM), indicando efeito antiproliferativo/citotoxico dependente de concentragao (Figuras 5A e 5B) e também
apresentou citotoxicidade concentragdo-dependente em RAW 264.7 (24 h, MTT), com diferenca altamente
significativa versus controle (Figura 6). PAMs anfipaticos de anuros, como raniseptinas e figaininas,
frequentemente exibem efeitos citotoxicos variaveis conforme carga e anfipaticidade (Santana et al., 2020a;
Santana et al., 2020b; Freitas et al., 2023).
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Figura 5. Efeito citotdxico de diferentes concentragdes do peptideo Raniseptina Ba-1 em cultura de células tumorais HeLa e
MCE-7.
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Figura 6. Efeito citotoxico de diferentes concentragdes do peptideo Raniseptina Ba-1 em cultura de células de macréfagos
RAW 264.7. Dados foram expressos como média + SEM de trés experimentos independentes, realizados em triplicata.
#%% p <0.0001 quando comparado ao controle (one-way ANOVA, seguido pelo teste de multiplas comparagdes de
Bonferroni).

O ensaio de RTCA mostrou que a Raniseptina Ba-1 exerce efeito quimiotatico sobre neutrofilos.
Na primeira etapa, o peptideo foi adicionado a placa inferior e os neutrofilos, aos pogos superiores, resultando
em migracao direcionada ao peptideo (curva verde), superior ao controle negativo (azul). Na segunda etapa, o
peptideo foi incubado com neutrofilos na placa superior e fMLP na inferior, observando-se reducao da migragao
para fMLP (curva roxa) em comparagao ao controle positivo (vermelho) (Figura 7). Esse resultado indica
competicdo quimiotatica entre Raniseptina Ba-1 e fMLP, confirmando que o peptideo ndo apenas atrai
neutrofilos, mas também interfere na migracao induzida por um agente quimiotatico padrao. Tais resultados se
assemelham com os obtidos por Santos (2023) em que se observou um padrao de migra¢ao semelhante para a
Dermaseptina PR-1.

Cell index

01 0.5 1 1.5 2 2.5 3 3.5
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Tempo (horas)

Figura 7. Avaliagao do potencial quimiotatico da Raniseptina Ba-1. As amostras foram monitoradas/analisadas por um
periodo de 3 horas, com medigdes realizadas a cada 5 minutos. Condigdes experimentais: Migragao espontanea: neutrdfilos
em HBSS na camara superior e HBSS na camara inferior (C-); Controle positivo (fMLP): neutrdfilos em HBSS na camara
superior e fMLP na camara inferior (C+); Efeito quimiotatico do peptideo: neutroéfilos em HBSS na camara superior e
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Raniseptina Ba-1 na camara inferior (CELL > PEP); Efeito comparativo: neutréfilos incubados com o peptideo na camara
superior e fMLP na camara inferior (CELL+PEP > fMLP).

4. Conclusao

No presente estudo, foi identificada uma raniseptina a partir de uma biblioteca de cDNA obtida da
pele do anuro Boana albopunctata, a qual foi sintetizada quimicamente utilizando a técnica Fmoc. O peptideo
resultante, denominado Raniseptina Ba-1, apresentou elevada similaridade com raniseptinas previamente
isoladas da espécie Boana raniceps. Os ensaios de atividade antimicrobiana revelaram que a Raniseptina Ba-1 foi
capaz de inibir o crescimento de diversas bactérias patogénicas, além de impedir a formacao de biofilme pela
bactéria Pseudomonas aeruginosa. O peptideo também demonstrou efeitos citotoxicos em culturas de macréfagos
RAW 264.7 e em linhagens celulares tumorais HeLa e MCF-7. Adicionalmente, verificou-se que a Raniseptina
Ba-1 foi capaz de modificar a taxa de migracao de neutrofilos. As andlises de dicroismo circular indicaram que
o peptideo pode adotar uma conformacgao o-hélice na presenca de trifluoroetanol e SDS. Em sintese, a
Raniseptina Ba-1 apresentou propriedades antimicrobianas, adotou conformacao a-hélice e exibiu efeitos
citotdxicos e imunomodulatorios em culturas celulares. Esses resultados apontam para seu potencial terapéutico
como agente antimicrobiano, especialmente diante da necessidade de novas estratégias contra patogenos
resistentes.
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5. PERSPECTIVAS FUTURAS

O presente trabalho tem como perspectivas futuras:

v' Avaliar os efeitos antimicrobianos da Raniseptina Ba-1 em microrganismos
resistentes pertencentes ao grupo ESKAPE e seus possiveis efeitos sinérgicos com antibidticos
comercialmente disponiveis.

v Avaliar os efeitos hemoliticos da Raniseptina Ba-1 sobre eritrocitos humanos.

v' Avaliar as propriedades imunomodulatérias como a produgao de EROs,
inducao de fagocitose e indugao de NETs, assim como, indugao de citocinas pré e
pro-inflamatodrias da Raniseptina Ba-1.

v' Avaliar os efeitos da Raniseptina Ba-1 sobre protozoarios de interesse

médico e veterinario, como Leishmania sp., Trypanosoma cruzi e Plasmodium falciparum.
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Abstract

Microorganisms play a dual role in human health, serving as both essential allies and
serious threats. Their association with infections led to the development of antimicrobials
like penicillin, which revolutionized medicine. However, the emergence of antimicrobial
resistance (AMR) has created a global health crisis, rendering many treatments ineffective
due to pathogen mutations and acquired resistance mechanisms, particularly among
ESKAPE pathogens. This resistance increases morbidity, mortality, and healthcare costs,
exacerbated by antibiotic overuse and globalization. Biofilms and sepsis further complicate
treatment. Addressing AMR requires new therapies, rational antibiotic use, and innovative
approaches for drug discovery. Coordinated global action is essential to ensure future
access to effective treatments. Antimicrobial peptides (AMPs) derived from Boana species
(Anura, Hylidae) represent a promising alternative in the fight against AMR. These peptides
exhibit activity against multidrug-resistant pathogens. Unlike conventional antibiotics,
Boana peptides act through a broad mechanism that limits resistance development. Their
ability to disrupt bacterial membranes and modulate immune responses makes them ideal
candidates for the development of new treatments. These peptides may offer valuable
alternatives for treating resistant infections and addressing the global AMR crisis.

Keywords: Anurans; Boana; skin secretion; antimicrobial resistance crisis; antimicrobial
peptides; therapeutic properties

Key Contribution: Microorganisms are both allies and threats, with antimicrobial resistance
(AMR) emerging as a global crisis that undermines treatments and increases healthcare bur-
dens. Antimicrobial peptides from Boana species offer a promising solution, acting broadly
against resistant pathogens, while innovative strategies could contribute to infection control
and address the AMR crisis.
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1. Introduction

Microorganisms play a dual role in human health—as both essential allies and serious
threats. Since the pioneering work of Leeuwenhoek, whose innovations laid the founda-
tion for microbiology, our understanding of their role in human disease has significantly
expanded, particularly in identifying them as causative agents of infections [1]. To combat
microbial infections, antimicrobial agents have become a cornerstone of treatment strategies
globally. The discovery of the first antibiotic, penicillin, drastically reduced infectious dis-
eases and saved millions of lives, especially during World War II. Following this discovery,
Sir Alexander Fleming warned of the potential for the emergence of bacterial resistance to
antibacterial treatments, and soon cases of treatment failures were reported [2].

Multidrug-resistant organisms now spread rapidly across regions and continents
through humans, animals, and water [3]. In the 21st century, with globalization and
urbanization, treatments can no longer confine resistant strains solely to healthcare settings.
Many infectious diseases have become increasingly difficult to control. Major surgeries
pose a greater risk due to infection complications. Resistant strains now circulate not only
in clinical settings but also in the environment—rvia agriculture, livestock, and the general
population [4].

2. Antimicrobial Resistance

Antimicrobial resistance (AMR) refers to the ability of microorganisms—including
bacteria, fungi, and parasites—to withstand the effects of drugs designed to eliminate them,
such as antibiotics, antifungals, and antiparasitics. This occurs through mutations or the
acquisition of resistance genes, allowing pathogens to survive treatments that were once
effective [5]. AMR is one of the greatest threats to global health, as it compromises the
ability to treat infections, leading to increased morbidity, mortality, and healthcare costs [6].

This growing resistance has intensified the need for new antimicrobial agents. The
World Health Organization (WHO) has highlighted this crisis by listing priority pathogens
urgently requiring new antibiotics [7]. The ESKAPE pathogens—Enterococcus faecium,
Staphylococcus aureus, Klebsiella pneumoniae, Acinetobacter baumannii, Pseudomonas aeruginosa,
and Enterobacter spp.—are particularly concerning. In response, researchers are exploring
alternative strategies, including adjuvant therapies to boost antibiotic efficacy and the
discovery of novel natural and synthetic antimicrobial compounds [7].

The increasing threat of AMR in pathogens like Pseudomonas aeruginosa, for instance,
presents a major challenge to global public health. P. aeruginosa is a Gram-negative bac-
terium capable of resisting a broad range of antibiotics. This resistance is driven by
mechanisms such as efflux pump expression, target site modification, and the production
of degrading enzymes like 3-lactamases. These bacteria also form biofilms, which hinder
antibiotic penetration and promote persistent infection. Given the complexity of resistance
in P. aeruginosa, new strategies such as antimicrobial peptides (AMPs), bacteriophage ther-
apy, and quorum sensing inhibition—which disrupts bacterial communication required for
biofilm formation—are being investigated [8]. AMR not only complicates infection man-
agement but also increases treatment duration, healthcare costs, and patient morbidity and
mortality. This impact is especially critical in hospital settings, where resistant infections
lead to longer hospitalizations and the need for more aggressive interventions. Overuse and
misuse of antibiotics are key drivers of resistance. Addressing this requires policies promot-
ing rational use, public education to discourage self-medication, and stronger surveillance
and infection control in healthcare settings [8,9].

Millions of deaths from infections occur each year, and treatment failure cannot al-
ways be attributed to genetic resistance alone. Fundamental mechanisms, such as biofilm
formation and sepsis, play crucial roles in clinical scenarios where antibiotics are ineffective.
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Biofilms, which are implicated in approximately 65% of infections, confer adaptive resis-
tance by limiting drug penetration and enhancing microbial persistence. Sepsis accounts
for nearly 20% of global mortality. Despite being the first-line treatment, antibiotics fail in
approximately 23% of cases. Emerging research also highlights the role of host microbiota
and immune-modulating therapies as adjunct strategies to address treatment failure. The
limited availability of effective therapies and the potential inefficacy of new antibiotics
underscore the urgent need to develop new anti-infective agents that directly address
therapeutic failure, to mitigate this persistent and increasingly severe problem [10].

Ultimately, developing new therapeutic strategies to combat AMR is critical. In addi-
tion to discovering novel antimicrobial compounds, combining therapies with different
mechanisms of action can help minimize resistance emergence. Another promising ap-
proach involves modifying existing molecules to overcome resistance. Sustained research
and innovative strategies are vital to counter this escalating threat and safeguard global
public health [7].

The development of new antibiotics is a lengthy and costly process, with few economic
incentives for the pharmaceutical industry. Since 2014, only 18 new antibiotics have been
approved, highlighting the slow progress despite rising resistance threats [8]. Antibiotic
research and development require substantial investment in financial resources and time,
which discourages large companies from investing in this field. The rapid evolution
of resistance—particularly in P. aeruginosa and methicillin-resistant Staphylococcus aureus
(MRSA)—can render new drugs ineffective within short timeframes, increasing urgency
for alternatives [8,9].

The antibiotic crisis requires a coordinated global response, combining the search for
new antimicrobials with robust resistance prevention and control policies. Developing
new therapies must go hand-in-hand with antimicrobial stewardship programs to ensure
prudent and responsible antibiotic use. Crucially, sustained funding and government
support are needed to overcome the economic barriers in drug development. Integrating
advanced technologies like artificial intelligence and machine learning with effective re-
sistance management strategies could provide a sustainable solution to the AMR crisis,
helping preserve effective bacterial treatments for future generations [7,11].

3. AMPs from Anurans as Therapeutic Alternatives for the
Antibiotic Crisis

AMPs are defense molecules found in a wide variety of organisms, from bacteria
to humans. These peptides play a crucial role in innate immunity, offering a first line of
defense against microbial infections. They are typically short peptides, from 10 to 50 amino
acids in length, and possess an amphipathic structure—having both hydrophilic and hy-
drophobic regions—that enables interaction with cell membranes. Most AMPs act directly
on the membranes of pathogens, forming pores or destabilizing the membrane, leading
to cell death. Some AMPs also interfere with protein synthesis, nucleic acid functions,
or other essential intracellular pathways. In addition, many exhibit immunomodulatory
activity [12-14].

In the context of the current antibiotic crisis, AMPs have gained prominence as
potential alternatives or complements to conventional antibiotics. Given the growing
global threat of AMR, AMPs are increasingly viewed as promising therapeutic options.
AMPs act rapidly and are less likely to induce resistance, as they primarily target cell
membranes—structures less susceptible to resistance-conferring mutations [15-19].

AMPs exert their effects through multiple mechanisms, including direct interaction
with bacterial cell membranes, disruption of membrane integrity, and translocation into the
cell to interfere with vital processes such as protein and nucleic acid synthesis [20].
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Beyond their direct antimicrobial effects, AMPs exhibit a wide range of therapeutic
properties, including antibiofilm, immunomodulatory, anti-inflammatory, wound-healing,
and anticancer activities. Their ability to disrupt bacterial membranes makes them effective
against multidrug-resistant pathogens, while their immunomodulatory functions help
regulate host immune responses, reducing excessive inflammation [19,21].

The skin secretions of amphibians, especially species from the order Anura, are rich
sources of AMPs and have been the subject of intense research due to their therapeutic
potential. Produced in the granular glands of the skin, these peptides serve as the first line
of defense for anurans in pathogen-rich, humid environments. Many of these peptides
have shown a broad range of therapeutic activities, including antimicrobial, anticancer,
immunomodulatory, and metabolic regulatory effects, making them promising candidates
for the development of new therapeutic agents [20,22-28] (Figure 1).

Figure 1. The main biological activities exhibited by anuran AMPs.

Several frog skin peptides enhance both innate and adaptive immunity by stimulating
cytokine production in macrophages and lymphoid cells. Some, like frenatin 2D [29] and
plasticin-L1 [30], lack direct antimicrobial effects but strongly activate macrophages. Oth-
ers, including esculentin-2Cha [31], magainin-AM1 [32], and frenatins [33], exhibit both
antimicrobial and immunostimulatory properties, making them promising pharmaceuti-
cal candidates.

AMPs promote tissue regeneration by enhancing cell migration and angiogenesis,
making them valuable in chronic wound therapy [34]. Due to their small size and low
production cost, amphibian-derived peptides are promising agents for treating chronic
wounds. These peptides accelerate wound healing by promoting keratinocyte and fibroblast
proliferation, immune cell recruitment, and immune response regulation [35]. Some, like
MSI-1 [36] and brevinin-2PN [37], also exhibit antimicrobial activity, aiding infected wound
healing. Their efficiency and defined mechanisms make them strong candidates for novel
wound-healing therapies, offering potential for innovative treatments in regenerative
medicine and antimicrobial applications.

Furthermore, some AMPs demonstrate selective cytotoxicity toward cancer cells [23,38].
For example, temporin-1CEa, an anticancer peptide from Rana chensinensis, binds negatively
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charged cancer cell membranes, inducing necrosis. Researchers designed 12 derivative
peptides via double-cysteine scanning, with most showing enhanced anticancer activity.
Nu-7 exhibited the strongest activity, possessing greater «-helicity than temporin-1CEa.
Linked to podophyllotoxin, Nu-7-1 demonstrated superior anticancer effects, lower toxicity
to normal HUVECsS, and reduced hemolytic activity at therapeutic concentrations. Nu-7-1
damages cancer cell membranes and induces apoptosis. These modifications significantly
enhanced anticancer activity and provide valuable insights for designing safer, more potent
peptide-based therapies [39].

These multifunctional properties highlight their potential as versatile therapeutic
agents in combating infections, chronic diseases, and even cancer.

Bioprospecting anuran skin secretions has yielded numerous peptides with promising
therapeutic potential. Frogs, particularly those from the Leptodactylidae and Hylidae
families, produce a wide range of peptides that serve as innate immune defense molecules,
offering new templates for drug development [28,40]. These discoveries highlight the
importance of biodiversity conservation, as many amphibian species are threatened by
habitat loss and climate change [41,42]. Bioprospecting AMPs from anuran skin secretions
involves a series of technical procedures to isolate, characterize, and evaluate their bioactiv-
ity. The process typically begins with non-invasive skin secretion collection, often induced
by mild electrical stimulation or norepinephrine injection—both ethically approved meth-
ods that trigger peptide release. The crude secretion is then subjected to fractionation
using high-performance liquid chromatography (HPLC), allowing for the separation of
individual peptides based on their physicochemical properties such as hydrophobicity and
charge [43,44]. Once isolated, peptide sequences are determined via mass spectrometry
(MS) and Edman degradation, enabling structural identification [45]. De novo sequencing
approaches, combined with bioinformatics tools, facilitate the classification of novel AMPs
and their relationship with known antimicrobial sequences. Functional characterization
includes antimicrobial assays against clinically significant pathogens, evaluating the min-
imum inhibitory concentration (MIC) and bactericidal effects, including activity against
biofilms. Additionally, hemolysis and cytotoxicity assays assess selectivity toward micro-
bial cells over mammalian cells, ensuring therapeutic potential [25,46]. Advancements
in peptide synthesis and engineering further enhance AMP stability, biological activity,
and bioavailability, contributing to drug development efforts [47-51]. Integrating these
methodologies ensures a systematic and efficient approach to discovering novel therapeutic
peptides from amphibians.

Constructing cDNA libraries from anuran skin secretions enables the cloning and
characterization of AMP-encoding genes, facilitating the discovery of peptides with an-
timicrobial and antiviral properties. This approach has been successfully used to isolate
and identify promising AMPs with therapeutic properties. For example, studies involving
peptidomics and genomics analyses of Odorrana grahami identified 372 cDNA sequences
encoding 107 novel AMPs across 30 families, including 24 new groups. This unprecedented
diversity, driven by genetic mutations and recombination, challenges AMP redundancy in
host defense. The peptides displayed diverse structures and antimicrobial mechanisms,
including membrane disruption and DNA condensation. Forty AMPs were synthesized, re-
vealing potential as antibiotic templates and emphasizing amphibian innate immunity [52].
Another relevant study is that by Ma et al. (2023) [53], which identified a dermaseptin-S51
(551), a novel AMP, from Phyllomedusa tarsius skin secretions using a cDNA library and
‘shotgun’ cloning. Chemically synthesized, SS1 displayed broad activity against Gram-
negative bacteria with low hemolytic potential. Its analog, 14V5K, demonstrated faster
killing kinetics and lower salt sensitivity. Both peptides targeted bacterial membranes and
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displayed significant antiproliferative activity against lung cancer cells, highlighting their
therapeutic potential.

The application of these techniques (Figure 2) can accelerate the identification of new
AMPs, providing new treatment options and contributing to biodiversity conservation
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Figure 2. Workflow for the identification and characterization of novel AMPs.

AMPs are generally classified by their secondary structures: 3-sheets, x-helices, and
linear or extended peptides. Most AMPs are cationic and amphipathic, properties that
facilitate their interaction with microbial membranes [54,55]. The structural properties of
AMPs largely dictate their membrane-targeting mechanisms of action. These mechanisms
of action include the barrel-stave, toroidal pore, and carpet-like models described below

(Figure 3).
n

Figure 3. Membrane mode of action of AMPs. (A) Carpet-like model. (B) Barrel-stave model.

A

(C) Toroidal pore model.

3.1. Barrel-Stave Model

In the barrel-stave model, AMPs disrupt bacterial membranes by forming trans-
membrane pores. This model involves three key steps: (1) binding of monomers to the
membrane, (2) insertion into the membrane to form pores, and (3) recruitment of additional
monomers to expand the pore [56,57]. In the barrel-stave model, peptides insert perpendic-
ularly into the lipid bilayer, and the subsequent recruitment of additional peptides leads
to the formation of a transmembrane pore lined by these peptides. In this pore structure,
the peptides are arranged with their hydrophobic sides facing the membrane’s lipid core
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and their hydrophilic regions oriented toward the pore’s interior. This configuration causes
cellular contents to leak, ultimately resulting in cell death [58].

3.2. Toroidal Pore Model

The toroidal pore model shares structural similarities with the barrel-stave model but
differs in its lipid—-peptide interactions. In this model, monomers are also recruited, causing
the pore to enlarge. Unlike barrel-stave pores, toroidal pores involve direct lipid—peptide
cooperation: as AMPs insert into the membrane, they induce lipid curvature, continuously
bending the monolayers inward. This results in a water-filled pore lined by both peptides
and lipid headgroups, such as phosphatidylcholine. The peptides embed in the membrane,
with hydrophobic regions interacting with lipid tails and hydrophilic regions stabilizing
the pore interior. This process thins the membrane, reducing the energy required for pore
formation and resulting in a configuration that allows for more fluid peptide-membrane
interaction, increasing the efficiency of pore formation and subsequent cell lysis [57-59].

3.3. Carpet-like Model

In the carpet model, peptides interact electrostatically with the cell membrane: the
positively charged regions bind to the negatively charged areas of the phospholipid layer.
The peptides align parallel to the membrane surface, coating it in a carpet-like fashion. In
this arrangement, the hydrophobic regions of the peptides contact the lipid core, while the
polar faces interact with the charged groups of phospholipids, inducing curvature in the
lipid bilayer. In the carpet model, the accumulation of AMPs on the membrane surface
generates tension within the lipid bilayer. This tension destabilizes the membrane structure,
ultimately leading to disruption of lipid packing, loss of membrane integrity, and formation
of mixed peptide-lipid micelles. The process resembles a detergent-like mechanism, where
high peptide density overwhelms the membrane, causing micellization and cell lysis [59].

3.4. Shai-Huang-Matsuzaki Model

The Shai-Matsuzaki-Huang model unifies key aspects of previous AMP mechanisms,
proposing that AMPs act through dynamic, concentration-dependent interactions influ-
enced by the properties of the membrane environment. According to this model, AMPs
first accumulate on the membrane surface, where their cationic regions electrostatically
bind to anionic phospholipids, while their hydrophobic domains integrate into the lipid
bilayer. Initially, peptides align parallel to the membrane, but, upon reaching a critical
concentration, they undergo a conformational shift, inserting perpendicularly into the
bilayer. This structural rearrangement disrupts membrane integrity, forming transient
toroidal pores—short-lived openings lined by peptides and lipid headgroups [60,61]. The
model emphasizes the role of peptide-to-lipid ratio: at high concentrations, AMPs exhibit
detergent-like behavior, leading to complete membrane dissolution, while, at lower con-
centrations, they induce transient perturbations, facilitating peptide translocation without
immediate lysis. This translocation enables AMPs to access intracellular targets, including
DNA, expanding their antimicrobial range beyond membrane disruption. The transient na-
ture of these pores enhances peptide penetration, as frequent pore formation increases AMP
translocation across the membrane. This process is influenced by peptide properties (e.g.,
size, charge, amphipathicity) and membrane composition. By integrating electrostatic inter-
actions, amphiphilic insertion, and dynamic pore formation, the Shai-Matsuzaki-Huang
model explains how AMPs selectively disrupt microbial membranes while enhancing
selectivity toward microbial membranes, minimizing host cell toxicity [13,60,61].

Among the most studied AMP families from anurans, dermaseptins, brevinins, and
temporins stand out. Dermaseptins, for example, were initially isolated from frogs of the
genus Phyllomedusa and are known for their potent activity against Gram-positive and
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Gram-negative bacteria, as well as fungi and protozoa [40,62]. Brevinins, found in frogs
of the genus Rana, exhibit high antimicrobial activity against Gram-positive and Gram-
negative bacteria, as well as fungal pathogens [63]. Temporins are small AMPs (typically
ranging from 10 to 13 amino acids) from frog skin, particularly from Rana species. They
primarily targeted Gram-positive bacteria, including multi-resistant strains, by disrupting
microbial membranes. Their immunomodulatory properties further enhance their value as
potential therapeutic agents [38]. The diversity and efficacy of these peptides make them a
promising source for the discovery of new antimicrobial drugs.

In summary, AMPs represent a diverse and powerful class of defensive molecules
that play a crucial role in combating AMR. Their ability to act on different pathogens,
combined with their low propensity to induce resistance, makes them ideal candidates for
next-generation therapeutics. In the specific case of anurans, the AMPs found in their skin
stand out for their broad activity and versatility, offering an abundant and underexplored
source of new therapeutic agents at a critical time of global antibiotic crisis.

4. The Therapeutic Potential of AMPs from Anurans of the Genus Boana

Anurans of the genus Boana (formerly classified as Hypsiboas) were reclassified fol-
lowing a thorough taxonomic analysis by Dubois (2017) [64], which validated Boana as
the correct scientific name for this group. The reclassification underscores an improved
understanding of the diversity and phylogenetic relationships within the family Hylidae.
Adopting the name Boana not only rectifies prior nomenclature but also emphasizes the
critical role of ongoing taxonomic revisions in aligning species classification with their
evolutionary history and biological diversity [64]. Accordingly, this review will also include
peptides initially identified in Hypsiboas species that have since been reclassified as Boana.

Boana frogs are found across tropical and subtropical Americas, primarily inhabiting
humid forests near water bodies. They show diverse morphology and ecology, with
adhesive toe discs, long limbs, and color patterns often related to adaptations to their
respective habitats [65,66]. Boana species display complex vocal behaviors during breeding
to attract mates and defend territories [67].

Research on AMPs extracted from anuran skin has revealed a wealth of compounds
with promising activity against bacterial, viral, and fungal pathogens. Among these, the
genus Boana has emerged as a particularly rich source of AMPs.

The following section presents examples of peptides with therapeutic potential isolated
from species of the Boana genus. The peptides are presented in chronological order, except
when publications are directly related to the peptide under discussion.

Hylaseptin P1 (HSP1), a 14-residue amphipathic x-helical peptide from Boana punctata
(previously Hypsiboas punctatus), showed comparable activity to commercial antibiotics:
MICs of 6.1 uM for S. aureus, 24.4 uM for Escherichia coli, and 48.8 uM for P. aeruginosa. It
also inhibited Candida spp. more effectively than fluconazole. At 195.2 uM (32x its MIC
against S. aureus), it caused <5% hemolysis and showed minimal cytotoxicity on white
cells or platelets in cytometric assays [68].

Junior et al. (2017) [69] developed a strategy to glycosylate HSP1-NH; using solid-
phase peptide synthesis and copper-catalyzed azide-alkyne cycloaddition, producing two
glycotriazole-peptides and a triazole derivative. Biophysical assays confirmed stronger
membrane disruption and lytic activity for glycotriazole-peptides. Biological tests showed
enhanced antifungal activity and strong ergosterol biosynthesis inhibition in Candida albi-
cans, attributed to membrane disruption (saccharide ring) and ergosterol inhibition (triazole
and monosaccharide presence). These findings highlight glycotriazole-peptides as promis-
ing antifungal agents.
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A new family of AMPs, Raniseptins, was identified in the skin secretion of Boana
raniceps (previously Hypsiboas raniceps) [70] (Figure 4). Nine cDNAs were cloned, sequenced,
and peptides characterized. Raniseptins resemble dermaseptins in structure and are post-
translationally cleaved into inactive fragments, likely to reduce toxicity or serve defensive
functions. Raniseptin-1 (Rsp-1), the most abundant raniseptin in B. raniceps skin secretions,
showed antimicrobial activity against E. coli (MIC =5 uM), P. aeruginosa (MIC = 10 uM),
and S. aureus (MIC = 20 uM), comparable to dermaseptins. Its fragments had weak or no
activity, except against Xanthomonas axonopodis pv. citri. (MIC = 5 uM for Rsp-1(1-14)).
The Rsp-1 fragments showed negligible hemolytic activity, while full-length Rsp-1 caused
20% hemolysis at 80 pM. MALDI imaging revealed intact peptide storage in glandular
domains, with post-secretory cleavage generating inactive fragments, suggesting a role in
predator defense rather than antimicrobial action.

Figure 4. Adult specimen of Boana raniceps. Photo by Carlos José Correia de Santana.

Popov etal. (2019) [71] isolated three peptides (AC12, DK16, and RC11) from B. raniceps
skin secretion. RC11 showed antimicrobial activity against E. coli, while AC12 and DK16
had no effect. AC12 was non-cytotoxic to RAW 264.7 cells, whereas DK16 and RC11
reduced cell viability. Hemolysis was minimal for AC12 and RC11, but DK16 demonstrated
high hemolytic activity. AC12 and DK16 significantly reduced TNF-« and IL-12, with
DK16 showing stronger effects. Both peptides also lowered IL-10 levels. Additionally,
AC12 and DK16 inhibited NO production in a dose-dependent manner. In the in vivo
carrageenan-induced paw edema assay, AC12 effectively reduced inflammation and edema,
similar to dexamethasone. In the carrageenan-induced peritonitis assay, AC12 and RC11
reduced TNF-«, while AC12 also increased IL-10. Overall, AC12 was the most effective in
reducing inflammation, highlighting its therapeutic potential.

Figainin 1, a novel peptide from B. raniceps, showed strong antibacterial activity
against E. coli, K. pneumoniae, S. aureus, S. epidermidis, Enterococcus faecalis, and E. casseliflavus
(with MICs ranging from 2 pM to 16 uM). Although Figainin 1 was ineffective against
P. aeruginosa and Candida, it exhibited antiparasitic activity (Trypanosoma cruzi epimastigotes,
ICs5p = 15.9 uM) and cytotoxicity against both fibroblasts and multiple cancer cell lines
(B16F10, MCF-7, HeLa). Despite its toxicity to noncancerous cells, Figainin 1 holds potential
for developing novel anticancer and anti-infective agents [46].

A study on the multifunctional peptide Figainin 2, also derived from the frog B. rani-
ceps, revealed broad-spectrum biological activities, including antimicrobial, antiparasitic,
antiviral, and immunomodulatory effects. The peptide demonstrated potent antibacte-
rial activity against both Gram-negative and Gram-positive bacteria, notably including
multidrug-resistant K. pneumoniae, with particularly strong efficacy against S. epidermidis
and E. casseliflavus (though inactive against Candida spp.). Figainin 2 exhibited significant
antiparasitic activity against T. cruzi epimastigotes (ICsg = 6.32 uM) and displayed moderate
hemolysis (23% at 32 pM). It also showed promising anticancer effects, inhibiting murine
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melanoma (B16F10, ICs5p = 12.8 uM) and human breast cancer cells (MCF-7, ICsq = 15.3 uM).
Additionally, Figainin 2 exhibited dose-dependent antiviral activity against CHIKV, DENV4,
and YFV (ECsy = 17-21.8 uM) without cytotoxicity to noninfected Huh? cells at 25 uM. At
8 uM, it stimulated reactive oxygen species (ROS) production in human neutrophils, com-
parable to the bacterial peptide fMLP [43]. These findings position Figainin 2 as a candidate
for development in anti-infective, anticancer, and immunomodulatory therapies—pending
optimization to reduce hemolytic effects.

Raniseptins-3 and -6 are cationic peptides from B. raniceps skin secretions that adopt
o-helical conformations in membrane-mimetic environments, consistent with membrane-
disruptive mechanisms. They showed strong antibacterial activity, particularly against
E. coli, K. pneumoniae, and a carbapenem-resistant K. pneumoniae strain, with MICs as low as
1-4 uM. Raniseptin-3 was notably more effective against S. aureus than Raniseptin-6. De-
spite high concentrations, neither peptide effectively inhibited C. albicans. Hemolytic
assays demonstrated low toxicity toward human erythrocytes at therapeutic levels
(<5% hemolysis). However, both peptides showed cytotoxic effects against murine fi-
broblasts (NIH3T3) and melanoma cells (B16F10), with low ICsg values. In antiviral assays
against MHV-3, a murine hepatitis virus that shares the same genus (Befacoronavirus) with
the SARS-CoV-2 virus, neither peptide improved cell viability or reduced viral cytotoxicity.
These findings underscore their antimicrobial and anticancer potential [45].

The skin secretion of Boana albopuctata (previously Hypsiboas albopunctatus) led to the
isolation of Hylin al, a cytolytic 18-residue amidated peptide. Hylin al displayed broad-
spectrum antimicrobial activity, particularly against Gram-positive bacteria (S. aureus,
E. faecalis, B. subtilis, MICs: 8-16 uM) and was also active against Candida species and
Cryptococcus neoformans. It also exhibited high hemolytic activity (HCsg = 18 uM) [72].

Hylin al’s antitumor effects were evaluated, and its targeting was enhanced by RGD
conjugation, forming RGD-hylin al, which was loaded onto mesoporous silica (HMS-
COOH). The RGD-hylin al-HMS system induced cancer cell apoptosis at pH 5.5, remained
harmless at pH 7, and reduced hemolysis by 50-100%. In tumor-bearing mice, it inhibited
tumor growth by 50-60%, highlighting its potential as a targeted antitumor therapy [73].

The antibacterial activity of Hylin-al against S. aureus multi-resistant strains was
assessed. Hylin-al exhibited bacteriostatic effects, inhibiting 90% of bacterial growth
at 6.25 uM, with enhanced potency (~3 pM) against 3-lactam- and methicillin-resistant
strains. It modulated inflammatory cytokines (IL-1§3, IL-6, IL-8) and altered S. aureus cell
morphology, suggesting therapeutic potential for diverse S. aureus infections, including
resistant strains [74].

Hylin-al was found to inhibit the entry of several viruses, including canine distemper
virus (CDV, Paramyxoviridae), bovine viral diahrrea virus (BVDV, Flaviviridae), Schmal-
lenberg virus (SBV, Bunyaviridae), and animal herpesviruses, namely bovine herpesvirus
type 1 (BoHV-1) and caprine herpesvirus type 1 (CpHV-1). It likely acts through physical
interaction with the hydrophobic viral surfaces. Further in vitro and in vivo studies are
required to assess its clinical potential for human application [75].

In another study, Hylin-al demonstrates broad-spectrum antiviral activity against
enveloped respiratory viruses (SARS-CoV-2, HCoV-229E, MeV, HPIV-3, RSV, influenza) by
disrupting viral envelopes. Its ability to irreparably damage these pathogens suggests po-
tential as a pan-inhibitor, offering a promising tool to combat current and future pandemics
caused by enveloped viruses [76].

Recently, Chianese et al. (2024) [77] described that Hylin-al inhibits herpes simplex
virus type 1 (HSV-1) and type 2 (HSV-2) by disrupting viral envelopes at early infection
stages, including acyclovir-resistant strains. With low hemolysis, anti-inflammatory effects,
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serum stability, and synergistic action with acyclovir, Hylin-al emerges as a promising
clinical antiherpetic agent.

Another study conducted by Siano et al. (2014) [78] identified and characterized
several AMPs in the skin of Boana pulchella (previously Hypsiboas pulchellus) using LC-
MS-MS. Twenty-three novel sequences were identified, with three peptides selected for
synthesis: P1-Hp-1971, P2-Hp-1935, and P3-Hp-1891. These peptides inhibited the growth
of E. coli and S. aureus, with P1-Hp-1971 and P3-Hp-1891 showing the highest activity.
P1-Hp-1971 exhibited the best therapeutic indices, particularly against S. aureus.

Nacif-Marcal et al. (2015) [79] isolated and characterized the peptide Hs-1 from the skin
of Boana semilineata (previously Hypsiboas semilineatus). Hs-1 showed selective antimicrobial
activity against Gram-positive bacteria, with a MIC range from 11 to 46 uM, but it did
not show any effect against Gram-negative bacteria. Transmission electron microscopy
analysis revealed that Hs-1 affects bacterial cells in a distinct manner, suggesting a specific
mechanism of action.

In addition to antibacterial applications, the antiviral activity of peptide Hs-1 has also
been a focus of research. Monteiro et al. (2018) [80] found that it effectively inhibits infection
by dengue virus serotypes 2 and 3, demonstrating promising antiviral potential. The Hs-1
peptide inhibited dengue-2 (DENV-2) and dengue-3 (DENV-3) infection in adsorption
assays (90-100%, dose-dependent). Internalization assays showed 95-100% inhibition for
DENV-2 and 80-90% for DENV-3. qPCR confirmed fewer viral genome copies, especially
for DENV-2. Hs-1 likely prevents viral attachment by neutralizing heparan sulfate. In vivo,
Hs-1 provided 100% protection against DENV-2 and 40% against DENV-3, supporting viral
envelope disruption as its mechanism. Further studies on other serotypes are needed for
broader efficacy [80].

A novel peptide family named Pugnins was discovered by Liscano et al. (2021) [81] in
the skin transcriptome of Boana pugnax, displaying dual antibacterial and anticancer activi-
ties. Molecular docking and dynamics simulations revealed strong interactions between
Pugnins and bacterial membranes, as well as anticancer targets, suggesting their poten-
tial as therapeutic agents. Experimental studies verified their effectiveness against both
Gram-positive and Gram-negative bacterial strains with MIC values ranging from 2 uM to
16 uM. The peptides also showed promising cytotoxicity against cancer cell lines, suggest-
ing anticancer potential. While Pugnins displayed moderate hemolytic effects, the findings
emphasize the value of amphibian-derived peptides in therapeutics and demonstrate how
computational methods can accelerate the discovery of bioactive drug candidates.

Another example is the work by Nunes et al. (2021) [82], who investigated the peptide
Hylaseptin-4, an AMP isolated from B. punctata, which displays a well-defined «-helical
conformation in biomimetic environments, forming aggregates at elevated concentrations.
The peptide demonstrates pH-dependent antibacterial activity, with MIC values of 22 uM
against both E. coli and S. aureus, and 44 uM against P. aeruginosa at acidic to neutral
pH (5.0-6.7). Notably, its antimicrobial efficacy diminishes at pH 8.0, corresponding to
reduced helical stability. Molecular dynamics simulations indicate that self-aggregation
may contribute to both structural integrity and enhanced antimicrobial activity under
physiological conditions.

In Boana picturata, new families of AMPs, such as picturins and pictuseptins, were
identified. Pictuseptins, in particular, demonstrated broad antimicrobial and antifungal
activity, with low hemolytic activity, suggesting good selectivity [83].

Another study focused on Boana boans revealed the presence of host defense peptides
with therapeutic potential, including figainin 2BN, which exhibited strong antimicrobial
and cytotoxic activity, albeit without cancer cell selectivity—limiting therapeutic applica-
tion [84].
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The natural peptide BcI-1003 from Boana cordobae shows promise as a multi-target
therapeutic agent for Alzheimer’s disease (AD). It inhibits BChE (butyrylcholinesterase,
ICs5p = 669 uM) and MAO-B (monoamine oxidase B, IC5y = 570 uM) and shows potent
antioxidant activity (ECsp = 7.24 uM). BcI-1003 also acts against drug-resistant bacteria,
particularly E. coli MDR-1 (MIC = 8 uM), and is non-toxic to human erythrocytes. These
properties support its potential for treating AD and microbial infections [85].

Studies with Boana platanera identified multifunctional host defense peptides that
exhibited rapid bactericidal and cytotoxic activities against human tumor cells, as well as
stimulated insulin release, suggesting their potential as new anti-infective and antidiabetic
agents. Five host-defense peptides (figainin 2PL, hylin PL, raniseptin PL, plasticin PL, and
peptide YL) were isolated from the skin secretions of the frog Boana platanera. Raniseptin
PL and figainin 2PL exhibited strong bactericidal activity against ESKAPE pathogens and
Clostridioides difficile, as well as potent cytotoxic effects on human tumor cell lines (A549,
MDA-MB-231, and HT29) with low hemolytic activity against mouse erythrocytes. The
peptides hylin PL, raniseptin PL, and peptide YL enhanced insulin release from (3-cells,
with peptide YL showing the greatest effect, suggesting its potential for developing new
anti-diabetic drugs [86].

Table 1 presents the peptides isolated from the skin secretion of anurans of the genus
Boana described in this review article, along with their primary structures, charge and main
biological activities.

Table 1. AMPs isolated from the skin secretion of Boana species.

. . Biological a
Peptide Sequence Species Activity Charge Reference
HylaseptinP1  GILDAIKAIAKAAG Boana punctata Antibacterial +1 [68]
Antifungal
Raniseptin-1 AWLDKLKSLGKVVGKVALGVAQNYL Boana raniceps Antibacterial +3 [70]
NPQQ
AC12 ACFLTRLGTYVC-NH, Boana raniceps Immunomodulatory +2 [71]
DK16 DKERPICSNTFRGRKC-NH; Boana raniceps Immunomodulatory +4 [71]
RC11 RCFRRRGKLTC-NH, Boana raniceps Antibacterial +6 [71]
Immunomodulatory
Antibacterial
Figainin 1 FIGTLIPLALGALTKLFK-NH, Boana raniceps Anti-T. cruzi +3 [46]
Anticancer
Antibacterial
. FLGAILKIGHALAKTVLPMVTNAFK . Anti-T. cruizi
Figainin 2 Boana raniceps Anticancer +4 [43]
PKQ .
Antiviral
Immunomodulatory
Raniseptin-3 AWLDKLKSIGKVVGKVAIGVAKNLL Boana raniceps Antibacterial 4 [45]
P NPQ P Anticancer
. . ALLDKLKSLGKVVGKVALGVVQNY . Antibacterial
Raniseptin-6 LNPROQ Boana raniceps Anticancer +4 [45]
Antibacterial
Hylin al IFGAILPLALGALKNLIK-NH, Boana albopunctata Agltfi‘;‘iﬁ?l +3 [72,74-77]
Immunomodulatory
P1-Hp-1971 TKPTLLGLPLGAGPAAGPGKR-NH, Boana pulchella Antibacterial +4 [78]
P2-Hp-1935 KLSPSLGPVSKGKLLAGQR-NH, Boana pulchella Antibacterial +5 [78]
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Peptide Sequence Species Biological Charge 2 Reference
P ! P Activity 8
P3-Hp-1891 RLGTALPALLKTLLAGLNG-NH, Boana pulchella Antibacterial +3 [78]
Hs-1 FLPLILPSIVTALSSFLKQG-NH, Boana semilineata Antibacterial +2 [79,80]
Antiviral
Pugnin A RLMRIFRILKLAR Boana pugnax Antibacterial +5 [81]
g pug Anticancer
Pugnin B RMMRIFWVIKLAR Boana pugnax Antibacterial 4 [81]
Anticancer
Hylaseptin-4 EI}CI;DILKNLAKAAGKAALHAVGESL_ Boana punctata Antibacterial +2 [82]
2
Picturin-1 GVFKDALKQLGAALLDKAANALKPK  Boana picturata Antibacterial +3 [83]
Antifungal
Picturin-2 GVFKDALKQFGAALLDKAANALKPK  Boana picturata Antibacterial +3 [83]
Antifungal
Picturin-3 GVFKDALKQFGAALLDQAANALKPK  Boana picturata Antibacterial +2 [83]
Antifungal
Pictuseptin-l ~ GFLDTLKNIGKTVGRIALNVLT-NH, Boana picturata Antibacterial +3 [83]
Antifungal
Pictuseptin-2 ~ GFLDTLKNIGKTVGGIALNVLT-NH,  Boana picturata Antibacterial +2 [83]
Antifungal
. . GFLDTLKNIGKTVGKVALDVAKNVLT- . Antibacterial
Pictuseptin-3 NH, Boana picturata Antifungal +3 [83]
Figainin 2BN  FLGVALKLGKVLGKALLPLASSLLHSQ Boana boans Antibacterial +3 [84]
Anticancer
Picturin IBN  GIFKDTLKKVVAAVLTTVADNIHPK Boana boans Antibacterial +2 [84]
Anticancer
Picturin 2BN GLMDMLKKVGKVALTVAKSALLP Boana boans Antibacterial +3 [84]
Anticancer
Antibacterial
Antioxidant
BChE
BcI-1003 GSKKTKCPR-NH, Boana cordobae e ens +5 [85]
inhibition
MAO-B
Inhibition
GVFDTVKKIGKAVGKFALGVAKNYLNS- Antibacterial
Raniseptin PL Boana platanera Anticancer +5 [86]
NH, seance’
Antidiabetic
. FLGTVLKLGKAIAKTVVPMLTNAMQPK Antibacterial
Figainin 2PL Q-NH, Boana platanera Anticancer +5 [86]
Hylin PL FLGLIPALAGAIGNLIK-NH, Boana platanera Antidiabetic +2 [86]
Peptide YL YVPGVIESLL-NH, Boana platanera Antidiabetic 0 [86]

2 Net charge at pH 7.0. Calculated with the peptide calculator tool at https://www.bachem.com/knowledge-
center /peptide-calculator/ (accessed on 4 June 2025). ? Unless mentioned, peptides exhibit free C-terminus

(-COOH).

5. Concluding Remarks

Exploring anuran biodiversity for novel AMPs is essential in the face of rising global

AMR. Secreted through the skin, these peptides display broad antimicrobial and antiviral

activity, positioning them as strong candidates for next-generation therapeutics. Studies
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highlight their effectiveness against drug-resistant bacteria and emerging viral threats,
including SARS-CoV-2 [27,28].

The chemical diversity of anuran-derived AMPs presents a valuable pool of molecules
with varied mechanisms of action, offering potential breakthroughs in treating infections
that current antibiotics struggle to manage. Beyond antimicrobial action, many AMPs
modulate immune responses and promote tissue repair, making them attractive candi-
dates for treating inflammatory and infectious conditions [35,87]. These multifunctional
properties support their use in therapies for cancer, metabolic disorders, and chronic
inflammation—beyond infection control.

Realizing their full therapeutic potential depends on systematic bioprospecting, pep-
tide characterization, and mechanistic studies. Investment in this research not only ad-
vances pharmacological innovation but also promotes biodiversity conservation by high-
lighting the ecological importance of these species, since preserving amphibian biodiversity
is not only vital for ecosystem health, but also fuels pharmacological innovation through
AMP discovery.

Recent studies on Boana species underscore their value as sources of bioactive peptides
with diverse therapeutic potential. Boana-derived AMPs represent a powerful and versatile
class of bioactive molecules with demonstrated efficacy against pathogens, inflammation,
and tumor cells and represent a promising foundation for developing alternative therapies.
Integrating structural and functional studies is essential to harness their full potential in
addressing microbial resistance and unmet medical needs.
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