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RESUMO

Mariano, Douglas Oscar Ceolin. Analise do contetudo da secrec¢do cutanea do anuro
Pipa carvalhoi a procura de possiveis moléculas com atividades bioldgicas

relevantes. 102 f. Dissertacao (Toxinologia). Instituto Butantan, S&o Paulo, 2014.

A busca por novas moléculas com atividades bioldgicas e/ou aplicacdes
biotecnolégicas cresce atualmente, principalmente moléculas ativas contra
microrganismos. Em funcdo disto, os peptideos vém sendo estudados,
principalmente pelo fato de que a acdo antimicrobiana se deve a interacdes fisico-
quimicas com a membrana bacteriana, levando a uma menor chance de a bactéria
desenvolver resisténcia. Sendo assim, varios animais vém sendo estudados, dentre
eles os anfibios, os quais sdo capazes de sintetizar e secretar diferentes classes de
moléculas, como alcaloides, esteroides, peptideos e proteinas. Apos a descoberta
das Magaininas, peptideos antimicrobianos presentes na secrecdo cutanea de
Xenopus laevis, cresceram a procura por outros peptideos antimicrobianos nos
anfibios. Devido a relacdo evolucionaria com o X. laevis, nés analisamos
bioquimicamente a secrecdo cutanea do anuro Pipa carvalhoi, inicialmente
procurando identificar a presenca de peptideos antimicrobianos. A secrecdo cutanea
de P. carvalhoi foi obtida através da estimulacdo quimica (administrando cloridrato
de noradrenalina 1 ou 50 nmol/g), mecanica ou na auséncia de estimulo. Obteve-se
também a secrecdo de anuros recém-coletados e trazidos para o biotério. As
secrecOes foram liofilizadas, ressuspendidas e filtradas em membranas de corte
molecular (10 kDa). Somente utilizou-se neste estudo a fragcdo menor que 10 kDa.
Este material foi analisado através da cromatografia liquida (RP — HPLC) e da
espectrometria de massas. ApOs as analises cromatograficas, as secrecdes
coletadas apresentaram perfis cromatograficos semelhantes, independente de
estimulo quimico ou mecéanico ou se o0 animal era recém-coletado ou se ja estava
aclimatado no biotério. A comparacao dos cromatogramas sugere que P. carvalhoi é
capaz de secretar, na sua pele, niveis basais dos principais componentes. Nas
analises por espectrometria de massas, os materiais obtidos tanto pela estimulagéo

mecanica quanto quimica mostraram possuir as mesmas moléculas majoritarias



(mesmas relagbes m/z), evidenciando que na secreg¢do existe um grupo de
moléculas que ndo varia em funcdo da coleta. Além disto, corrobora a eficacia da
utilizacao da estimulacdo mecanica para a obtencdo do material, preferencialmente
a estimulacdo quimica. A secrecao cutanea foi fracionada em 14 fracbes por RP—
HPLC, sendo estas analisadas por espectrometria de massas (ESI — IT — TOF) e
testadas em ensaios antimicrobianos. As analises ndo identificaram a presenca de
peptideos, sendo encontradas somente moléculas de baixa massa molecular (< 800
Da). Entre os varios testes bioldgicos realizados, a fracdo 11 foi capaz de reduzir o
crescimento microbiano de bactérias gram-positivas (aproximadamente 95 %).
Quando reanalisada por RP — HPLC, a fragdo 11 foi subdividida em 9 fragbes (11.1 -
11.9). As fracbes 11.7 - 11.8 foram efetivas hovamente em bactérias gram-positivas.
Nas analises por espectrometria de massas, foi observado que as fracbes 11.6 —
11.8 contém as mesmas relagcbes m/z (m/z 577 Da), sugerindo que se trata de
isbmeros. Esta molécula possivelmente protege o animal contra as infeccdes
bacterianas, como a exemplo das magaininas ou outros peptideos antimicrobianos
em X. laevis. O pico majoritario da secrecao de P. carvalhoi (m/z 188) foi purificado e
submetido a caracterizacdo estrutural (NMR), sendo identificado como acido
quinurénico. No entanto, neste estudo, ainda ndo foi possivel associar um efeito

biol6gico ao acido quinurénico.

Palavras-chave: Venenos, Atividades Bioldgicas, Anura, Pipidae, Xenopus laevis.



ABSTRACT

Mariano, Douglas Oscar Ceolin. Analysis of the skin secretion of the anura Pipa
carvalhoi searching for new molecules with relevant biological. 102 p. Master thesis

(Toxinology). Instituto Butantan, Sdo Paulo, 2014.

The search of new molecules presenting relevant biological activities or
biotechnology applications is constantly increasing, mostly against microorganism.
Different peptides are being studied, since antimicrobials effects occurs by physical-
chemical membrane interactions, it would be difficult to bacteria develop resistance.
Thus, innumerous animals have been studied, including amphibians that could
produce and secrete promising molecules, such as alkaloids, peptides, proteins and
steroids. Since the discovery of Magainins, antimicrobial peptides present in the skin
secretion of the frog Xenopus laevis, the search for new molecules with antimicrobial
activity was intensified in others amphibians. Due to the evolutionary relationship with
X. leavis, we studied biochemically the skin secretion of the frog Pipa carvalhoi,
aiming to identify antimicrobial peptides. Skins secretion solutions from P. carvalhoi
were obtained after chemical (administration of 1 or 50 nmol/g norepinephrine
hydrochloride) or mechanical stimuli, or in the absence of stimulus. Moreover, the
skin secretion from freshly collected anuran was analyzed. This skin secretion
solution was lyophilized, resuspended and filtered in membrane cut-off filters (10
kDa). In this study, only the fraction under 10 kDa was used. The material was
analyzed by liquid chromatography (RP — HPLC) and mass spectrometry. After
chromatographic analyzes, we observe that the secretions solutions showed similar
chromatographic profile, regardless of stimulus (chemical or mechanical) or if
anurans were recently collected or being acclimated in the laboratory. Also, it was
possible to observe that P. carvalhoi presented a basal level of this secretion in its
skin. Spectrometry analysis reveals that both stimulation (chemically or mechanically)
present the same main molecules (same m/z), showing that this skin secretion have
a group of molecules that did not vary as a function of collection. In addition to this,
these results show the efficacy of mechanical stimulation to obtain the material. A

total of 14 fractions were obtained from skin secretion by RP-HPLC, and each one



was analyzed by mass spectrometry (ESI — IT — TOF) and tested for antimicrobial
assay. No fraction shoed to contain of peptides, only low molecular mass molecules
(< 800 Da). Antimicrobials assays show that fraction 11 decreased the growth of
gram-positive bacteria (circa 95 %). When reanalyzed by RP - HPLC, fraction 11 was
subdivided in 9 fractions (11.1 - 11.9). Fractions 11.7 - 11.8 were effective again
against gram-positive bacteria. Mass spectrometric analyses reveal that fractions
11.6 - 11.8 contain the same ions (m/z 577 Da), suggesting the presence of isomers.
This molecule could be responsible for protecting the animal from bacterial infections,
as magainins or others antimicrobials peptides do in Xenopus. The major peak
present in this skin secretion (m/z 188) was purified, submitted to structural
characterization (NMR) and identified as Kynurenic Acid; nevertheless, no biological

activity has been identified yet.

Key words: Poisons, Biological Activities, Anura, Pipidae, Xenopus laevis.
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1. INTRODUCAO

1.1. Peptideos Antimicrobianos

A atividade antimicrobiana em secrec¢fes, no sangue ou em tecidos linfaticos
foi inicialmente descrita no final do século XIX. No entanto, somente entre 0os anos
de 1920 e 1950 que os pesquisadores conseguiram isolar algumas moléculas com
acao antimicrobiana, agindo tanto em bactérias gram-positivas quanto em gram-
negativas, a partir destas secre¢bes e fluidos biolégicos (SKARNES; WATSON,
1957; BROGDEN, 2005). Logo apos, substancias antimicrobianas purificadas em
extratos de granulos de fagécitos foram correlacionadas a compostos catibnicos de
baixa massa molecular (HIRSCH, 1956; BROGDEN, 2005). Finalmente, apds os
estudos independentes realizados pelos grupos dos pesquisadores Hans Boman,
Michael Zasloff e Robert Lehrer entre os anos de 1970 e 1990, ao qual conseguiram
isolar e purificar Peptideos Antimicrobianos (PAMs) em insetos, anfibios e
mamiferos, intensificou-se a procura desta classe de moléculas em inumeros
organismos (STEINER et al.,, 1981; ZASLOFF, 1987; GANZ et al., 1990;
PASUPULETI et al., 2012).

Os PAMs fazem parte da resposta imune inata, sendo o principal sistema de
defesa contra infeccbes causadas por muitos microrganismos patogénicos
(JENSSEN et al., 2006). Sendo geralmente pequenos (6 — 40 aminodacidos), estes
peptideos sdo moléculas anfipaticas, hidrofébicas, anibnicas ou catibnicas, e
possuem baixa toxicidade contra células eucaridticas (ZASLOFF, 2002; BROGDEN,
2005; GIULIANI et al., 2007).

Esses peptideos podem ser agrupados em subgrupos de acordo com 0s
aminoacidos que os constituem e também, com sua estrutura. O primeiro subgrupo
compreende o0s peptideos anibnicos, ricos em acido glutamico e acido aspartico,
como por exemplo, a Maximina H5 presente no anuro Bombina maxima (LAl et al.,
2002; BROGDEN, 2005). No segundo subgrupo estdo presentes os peptideos
catibnicos lineares a-hélice, como as cecropinas e as magaininas. No terceiro
subgrupo encontram-se 0s peptideos catidnicos ricos em aminoacidos especificos,

como a prolina ou arginina ou glicina ou triptofano ou histidina. Os peptideos
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anidénicos ou catidnicos que contém cisteina e formam pontes dissulfeto estdo
incluidos no quarto subgrupo, como por exemplo, a Defensina A presente nos
insetos (COCIANCICH et al., 1993). Por ultimo, encontramos o0s peptideos aniénicos
ou catidnicos oriundos da clivagem de proteinas, como o peptideo Casocidina |
resultante da clivagem da caseina em humanos (BROGDEN, 2005).

As membranas celulares s&o os principais alvos para o mecanismo de acéo
dos PAMs. Estas membranas organizadas em bicamadas estdo arranjadas na forma
de um mosaico fluido de proteinas e fosfolipidios, contendo regides hidrofébicas ou
hidrofilicas. Porém, a constituicdo lipidica das mesmas varia entre as membranas
procariéticas e eucaridticas, sendo que esta diferenca esta relacionada a eficacia
dos PAMs (PASUPULETI et al., 2012).

As membranas celulares bacterianas sdo compostas por fosfolipidios, como
por exemplo, a cardiolipina, o fosfatidilglicerol e a fosfatidilserina (CRONAN, 2003),
cujos grupos carregados negativamente encontram-se voltados para a face externa
da membrana. As bactérias gram-negativas diferem das gram-positivas pela
presenca de uma fina camada de peptidoglicano, uma camada externa e, além disto,
a membrana citoplasmética contém Lipopolissacarideos (LPS) (HANCOCK, 2001).
Ja os fungos apresentam uma membrana rica em polimeros de manose ligados a
peptideos, a fosfatidilinositol, a fosfatidilserina, a difosfatidilglicerol, aos quais
atribuem uma alta carga negativa na superficie externa das membranas (PRASAD,;
GHANNOUM, 1996; YOUNT; YEAMAN, 2006; JIANG et al., 2008).

Contudo, as membranas celulares dos mamiferos sado ricas em fosfolipidios
eletricamente neutros, como a fosfatidilcolina, a esfingomielina e a
fosfatidiletanolamina. Os lipidios carregados negativamente também se encontram
presente nestas membranas, porém 0S seus grupos carregados estdo voltados
principalmente para a face interna da membrana (TYTLER et al., 1995; MATSUZAKI,
1999, ZASLOFF, 2002).

Essa diferenca de cargas entre as membranas exerce um papel fundamental
para a atividade antimicrobiana dos PAMSs. Inicialmente, através de uma combinacgéo
de interacOes eletrostaticas e hidrofobicas entre os peptideos anidnicos ou
cationicos e estruturas da superficie bacteriana, os peptideos acabam concentrando-
se na superficie microbiana. Logo em seguida, os PAMs precisam atravessar a
parede celular bacteriana para conseguirem interagir com a bicamada lipidica da

membrana celular (fig. 1) (BROGDEN, 2005).
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Figura 1 - Representacd@o geral da interacdo entre os peptideos antimicrobianos nas membranas

celulares bacterianas ou eucarioticas.

A face externa da membrana celular bacteriana é constituida por muitos fosfolipidios
carregados negativamente. No entanto, a superficie externa das membranas celulares
de plantas e animais é composta principalmente por lipidios neutros. Esta diferenca de
cargas entre as membranas exerce um papel fundamental para a atividade
antimicrobiana dos PAMSs, pois através de uma combinacdo de intera¢cBes eletrostaticas
e hidrofébicas entre os peptideos e estruturas da superficie bacteriana, os peptideos

acabam concentrando-se na superficie microbiana. Fonte: Zasloff, 2002.

No entanto, os mecanismos de permeabilizacdo nas membranas e

consequente agao antimicrobiana n&o sdo completamente definidos, sendo

propostas algumas possibilidades: Formagédo de barril (Barrel Stave) (fig. 2A),

formacdo de carpete (Carpet-Like) (fig. 2B), formacé&o do poro toroidal (fig. 2C)

(ZASLOFF, 2002; BROGDEN, 2005; GIULIANI, et al., 2007).
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Além de atuarem na membrana celular, alguns peptideos sédo capazes de
atravessa-la, assim exercendo o seu efeito em alvos intracelulares (ZHANG et al.,
2001; PATRZYKAT et al., 2002). Estudos mostram que este efeito antimicrobiano
ocorre por meio da inibicdo da sintese do acido desoxiribonucleico
(SUBBALAKSHMI; SITARAM, 1998; PATRZYKAT et al., 2002), sintese do acido
ribonucleico (PARK et al., 1998), sintese proteica (CARLSSON et al., 1991; BOMAN
et al.,, 1993; SUBBALAKSHMI; SITARAM, 1998), inibicdo da atividade enzimatica
(OTVOS et al., 2000; KRAGOL et al., 2001), ou inibicdo da sintese da parede celular
(BRUMFITT et al., 2002; ZASLOFF, 2002; BROGDEN, 2005; PASUPULETI et al.,
2012) (fig 3).
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Buforin Il, tachyplesin protein synthesis: Histatins, pyrrhocoricin,
Pleurocidin, dermaseptin, drosocin and apidaecin
PR-39, HNP-1, HNP-2,
indolicidin

Figura 3 - Alvos intracelulares dos peptideos antimicrobianos.
Apés atravessarem a membrana celular, alguns peptideos sdo capazes de exercer o seu
efeito antimicrobiano em diferentes alvos intracelulares, como por exemplo, a inibicdo da
sintese do &cido desoxiribonucleico (DNA), sintese do acido ribonucleico (RNA), sintese
proteica, inibicdo da atividade enzimética, ou inibicdo da sintese da parede celular. Fonte:
Brogden, 2005.

A resisténcia microbiana aos PAMs é pouco provavel, pois como atuam nas
membranas, as bactérias teriam que redesenha-la, além de alterar a composicéo e a
organizacao lipidica, um processo muito custoso para o microrganismo (ZASLOFF,
2002). Apesar disto, algumas bactérias adquiriram esta resisténcia, como exemplo a
Staphylococcus aureus consegue transportar o aminoacido D-Alanina do citoplasma
para a superficie do acido teicoico, assim reduzindo a sua carga negativa. Outras
bactérias conseguem sintetizar enzimas proteoliticas capazes de degradar os PAMs
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(RESNICK et al., 1991; GROISMAN, 1994; ROLAND et al., 1994; BELAS et al.,
2004).
Atualmente, mais de 1500 PAMs ja foram descritos em diferentes organismos.

Dentre estes podemos destacar os animais que compreendem a classe Amphibia.

1.2. Classe Amphibia

A Classe Amphibia compreende os primeiros vertebrados a ocuparem o
ambiente terrestre, sendo encontrados registros fosseis datados da era Paleozoica,
no periodo Devoniano (CARROLL et al., 1999; SCHOCH, 2009). Atualmente, 0s
anfibios encontram-se todos classificados na sub-classe Lissamphibia, totalizando
7044 espécies descritas e agrupadas em 3 ordens: Anura (sapos, ras e pererecas),
Caudata (salamandras e tritbes) e Gymnophiona (cecilias) (fig. 4) (ZARDOYA,
MEYER, 2001; FROST, 2014).

Figura 4 — Representantes da classe Amphibia.

Esta classe é composta atualmente por trés ordens: Ordem Anura (A) (Hemiphractus
Johnsoni). Fonte: http://animaldiversity.ummz.umich.edu/accounts/
Anura/pictures/collections/contributors/phil_myers/classic/bird2_131/?start=120. Ordem
Caudata (B) (Tylototriton Verrucosus). Fonte: http://animaldiversity.ummz.
umich.edu/accounts/Amphibia/pictures/collections/contributors/james_harding/Tylototriton_
shanjing/?start=570. E  Ordem  Gymnophiona (C) (Siphonops paulensis).
Fonte:http://animaldiversity.ummz.umich.edu/accounts/Caeciliidae/pictures/collections/cont
ributors/janalee_caldwell/S_paulensis/.
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A presenca dos anfibios no ambiente terrestre deu-se em funcdo de
adaptacdes morfofuncionais e comportamentais que ocorreram gradualmente.
Dentre estas adaptacbes podemos destacar a pele, um 6rgdo responsavel por
importantes funcdes bioldgicas, tais como as trocas gasosas, a termorregulacdo, a
protecdo, o equilibrio osmético e idnico (TOLEDO; JARED, 1993, 1995; CLARKE,
1997; LARSEN; RAML@V, 2013).

Para auxiliar nessas funcdes biolégicas, os anfibios secretam um muco
composto principalmente por glicosaminoglicanos e proteoglicanos. Este muco,
produzido pelas glandulas mucosas presentes por toda a superficie cutanea, atua
mantendo a pele destes animais Umida e lubrificada, além de auxiliar na
termorregulacéo e osmorregulacdo (TOLEDO; JARED, 1993; AMEY; GRIGG, 1995;
LARSEN; RAML@V, 2013).

Além dessas importantes funcdes biolégicas, a pele também atua como um
mecanismo de defesa quimica passiva contra predadores ou microrganismos
patogénicos (TOLEDO; JARED, 1995; CLARKE, 1997; LARSEN; RAML@V, 2013).
Neste 6rgao estdo presentes glandulas chamadas granulares ou de veneno (fig. 5).
Estas glandulas encontram-se distribuidas na superficie cutdnea dos anfibios,
podendo ser encontradas tanto uniformemente distribuidas quanto agrupadas em
uma determinada regido do anfibio, formando macroglandulas (TOLEDO; JARED,
1995).

Figura 5 - Glandulas granulares presentes na superficie cutdnea dos anuros.

(A) Exemplo da distribuicdo das glandulas granulares presente na regido dorsal da pele do
anuro Leptodactylus lineatus. (B) Morfologia das glandulas granulares. A secrecao
cuténea liberada pelos anuros encontra-se armazenada no alvéolo da glandula granular,
podendo ser visualizada na forma de granulos, presentes em diferentes tamanhos e
formas, através da microscopia eletrénica. Uma camada de células mioepiteliais contorna
0 alvéolo. Também esté presente nas glandulas granulares um ducto por onde ocorre o
extravasamento da secrecdo na pele do anuro. D: derme; E: epiderme; G: glandula
granular; d: ducto; m: glandula mucosa; seta: camada de células mioepiteliais. Fonte: de
Prates et al., 2012.
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Encontramos nessas glandulas diferentes classes de moléculas, como
alcaloides, esteroides, peptideos biologicamente ativos e proteinas (ERSPAMER,
1971; ERSPAMER; MELCHIORRI, 1973; ERSPAMER et al., 1986; BEVINS;
ZASLOFF, 1990; DALY, 1995; CLARKE, 1997). Estas moléculas estdo presentes
entre as diversas espécies de anfibios, sendo a elas atribuidas inUmeras atividades
biolégicas, tais como uma acdo antimicrobiana, citotoxica, antitumoral,
antileishmania, anti-tripanossémica, vasoativa, entre outras (ERSPAMER et al.,
1986; ZASLOFF, 1987; TEMPONE et al., 2008; CONCEICAO et al., 2009; SCIANI et
al., 2013b).

1.2.1. Ordem Anura

A ordem Anura representada por sapos, ras e pererecas, € 0 grupo mais
diversificado dos anfibios. Até 0 momento ja foram descritos em torno de 6200
espécies, onde estdo agrupados em 54 familias (FROST, 2014). O Brasil abriga a
maior diversidade de anuros do planeta, as quais se encontram distribuidas em 20
familias (FROST, 2014).

Essa diversidade associada a uma grande capacidade de sintetizar diferentes
moléculas bioldgicas e armazena-las nas glandulas granulares os torna uma rica
fonte para a procura de moléculas com potencial farmacolégico. Por exemplo, os
anuros presentes no género Leptodactylus (familia Leptodactylidae) possuem uma
secrecdo rica em proteinas e peptideos, estando presentes também moléculas de
baixa massa molecular como serotonina e histamina (TOLEDO; JARED, 1995;
PRATES et al., 2012).

Também encontramos a presenca de proteinas no género Rhinella (familia
Bufonidae), no entanto, os principais constituintes desta secrecdo sao alcaloides e
esteroides, pequenas moléculas que exibem diferentes atividades biolégicas
(TOLEDO; JARED, 1995; SCIANI et al., 2013a). Porém, no género Phyllomedusa
(familia Hylidae), os principais componentes presentes sao peptideos (TOLEDO;
JARED, 1995; CONCEICAO et al., 2009).
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1.2.2. Familia Pipidae

Dentro da ordem Anura encontramos a familia Pipidae, a qual possui registros
fosseis datados do periodo Cretaceo (ESTES, 1975; BAEZ; PUGENER, 1998) e
atualmente € composta por 5 géneros: Hymenochirus, Pseudhymenochirus, Silurana
e Xenopus, encontrados na Africa, e o género Pipa, presente na América do Sul (fig.
6). Quanto a filogenia deste taxon, € amplamente aceito que cada género que
compdem esta familia seja considerado monofilético, assim como é aceito que as
relacdes (Xenopus + Silurana) e (Hymenochirus + Pseudhymenochirus) formam
cada uma um clado. Além disto, muitos estudos concordam que a familia Pipidae
seja um clado irm&o da familia Rhinophrynidae (fig. 7) (ROELANTS; BOSSUYT,
2005; IRISARRI et al., 2011; BEWICK et al., 2012).

Figura 6 - Representantes da familia Pipidae.
(A) Género Xenopus (X. laevis). Fonte: http://eol.org/data_objects/24877242. (B) Género
Silurana (S. epitropicalis). Fonte: http://eol.org/data_objects/26693716. (C) Género
Hymenochirus (H. curtipes). Fonte: http://eol.org/pages/42953/overview. (D) Género
Pseudhymenochirus (P. merlini). Fonte: http://eol.org/pages/103544/overview. (E) Género
Pipa (P. pipa). Fonte: http://eol.org/data_objects/25001064.
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Silurana (Africa)

Xenopus (Africa)
Hymenochirus (Africa)

Pseudhymenochirus (Africa)

Pipa (New World)

Rhinophrynidae (New World)

Other frogs

Figura 7 - Filogenia proposta para a familia Pipidae.
Baseados em dados morfoldgicos e moleculares, conseguiu-se estabelecer a monofilia
entre Silurana + Xenopus, Hymenochirus + Pseudhymenochirus e Pipidae +
Rhinophrynidae. No entanto, ainda ndo foi possivel estabelecer uma relagéo entre os trés
principais géneros da familia Pipidae (Xenopus, Hymenochirus e Pipa). Fonte: Bewick et
al., 2012.

O anuro mais estudado dessa familia € a espécie Xenopus laevis (género
Xenopus) (fig. 6A), devido a facilidade na sua manutencdo e reproducdo em
cativeiro. Inicialmente, X. laevis foi utilizado em muitos paises como uma alternativa
para a realizacao de testes de gravidez (GURDON; HOPWOOD, 2000). Atualmente,
este anfibio encontra-se presente em muitos laboratorios de pesquisa, sendo
considerado um organismo modelo nas areas de desenvolvimento, biologia celular e
molecular (GURDON; HOPWOOD, 2000; LILLO et al., 2011).

Em uma dessas pesquisas, ao estudar a expressdo do Acido Ribonucleico
(RNA) em odcitos de X. laevis, Michael Zasloff notou que apdés passarem por
procedimentos cirlrgicos ndo estéreis, eram extremamente raros 0s casos onde 0s
anuros desenvolviam infecgbes. Curioso com esta observagdo, Zasloff resolveu
estudar a pele destes animais. Finalmente, no ano de 1987, ele acabou publicando
um trabalho aonde mostrava o isolamento e a caracterizacdo de uma nova familia
de potentes peptideos antimicrobianos de amplo espectro, ao qual chamou de
Magaininas (oriundo da palavra “magain” em hebreu, significando “escudo”)
(ZASLOFF, 1987).
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1.2.2.1. Magaininas

Ao estudar a pele de fémeas de X. laevis, Zasloff (1987) encontrou uma nova
classe de peptideos antimicrobianos, as Magaininas, identificados como magainina |
e magainina Il (ZASLOFF, 1987). No entanto, estes mesmos peptideos j& haviam
sido descritos anteriormente por Giovannini et al. (1987), quando ao estudar o
conteldo da secrecdo das glandulas granulares de X. laevis, por meio da
estimulacdo com noradrenalina, eles acabaram identificando e sequenciando varios
peptideos, entre eles um denominado PGS (peptideo entre glicina e serina —
Magainina Il) e um outro chamado [Gly10, Lys22] PGS (Magainina I) (fig. 8).

As magaininas possuem 23 residuos de aminoacidos, diferindo em apenas 2
posicoes: na posicao 10 (magainina I: Glicina; magainina Il: Lisina) e na posi¢ao 22
(magainina I: lisina; magainina II: asparagina) (GIOVANNINI et al., 1987; ZASLOFF,
1987). Esta pequena modificacdo reflete numa diferenca nas atividades biolégicas
exibidas por estes peptideos. A sequéncia de aminoacidos revela a presenca de seis
cargas positivas na extremidade amino-terminal da magainina 2, diferindo assim da
magainina 1, a qual apresenta 5 cargas positivas nesta mesma extremidade. Esta
regido carregada positivamente forma uma hélice anfipatica ao interagir com as
membranas carregadas negativamente. Existindo esta diferenca de cargas, a
interacdo eletrostatica entre as membranas é mais forte com a magainina 2 em
comparagcdo com a magainina 1, explicando assim o efeito antimicrobiano mais

acentuado presente na magainina 2 (MATSUZAKI et al., 1991).

5 10 15 20
Magainin 1: Gly-1le-Gly-Lys-Phe-Leu-His-Ser-Ala-Gly-Lys-Phe-Gly-Lys-Ala-Phe-Val-Gly-Glu-Ile-Met-Lys-Ser

5 10 15 20
Magainin 2: Gly-lle-Gly-Lys-Phe-Leu-His-Ser-Ala-Lys-Lys-Phe-Gly-Lys-Ala-Phe-Val-Gly-Glu-Ile-Met-Asn-Ser

Figura 8 - Sequéncia primaria das Magaininas.
Fonte: Zasloff, 1987.
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Ao realizar estudos com o peptideo sintético da magainina 2, Zasloff (1988)
descobriu que a remocado dos 3 primeiros residuos de aminoacidos na extremidade
amino-terminal (Glicina — Isoleucina — Glicina) ndo alterava a sua acéo
antimicrobiana. No entanto, a remocédo do quarto residuo amino-terminal (Lisina)
reduz drasticamente este efeito, assim como a remocao do residuo de Serina
presente na extremidade carboxi-terminal da magainina 2 (ZASLOFF, 1988).

Esses peptideos apresentam uma acdo antimicrobiana de amplo espectro,
atuando tanto em bactérias gram-positivas quanto gram-negativas, além de fungos e
protozoarios, utilizando diferentes concentragfes (10 — 100 pg/ml; £ 4 — 42 uM).
(ZASLOFF, 1987; CHEN et al., 1988; ZASLOFF et al., 1988; BESSALLE et al., 1990;
MALOQOY; KARI, 1995; MATSUZAKI et al., 1997). As magaininas também mostraram
ser capazes de exibir uma acéo antitumoral (CRUCIANI et al., 1991; LEHMANN et
al., 2006; RIEDL et al., 2011).

Por serem catidnicas, as magaininas organizam-se em uma estrutura de alfa
hélice anfipatica ao interagir com membranas fosfolipidicas negativamente
carregadas (DUCLOHIER et al., 1989; CRUCIANI et al., 1992; MATSUZAKI, 1999).
Apébs ocorrer a interacdo magainina-membrana, estes peptideos se reorganizam e
acabam orientando-se perpendicularmente a membrana fosfolipidica, formando o
poro toroidal (GESSEL, et al.,, 1997; MURZYN; PASENKIEWICZ-GIERULA, 2003;
YEAMAN; YOUNT, 2003; LEHMANN et al., 2006) (fig. 2C).

Através de estudos relacionando a estrutura molecular e atividade bioldgica,
Zasloff e os seus colaboradores da companhia biotecnoldgica “Magainin
Pharmaceuticals” conseguiram desenvolver um peptideo antimicrobiano analogo a
magainina 2 e com potencial uso terapéutico (fig. 9). Pexiganan ou MSI-78 € um
peptideo linear de 22 aminoacidos desenvolvido para ser aplicado na pele, na forma
de creme, objetivando o combate de Ulceras de pé causadas pelo diabetes. No
entanto, no ano de 1999 o 6rgao governamental americano “Food and Drug
Administration” (FDA) nao aprovou este produto logo apdés o término do estudo
clinico na fase lll, pois este tratamento ndo foi mais efetivo quando comparados aos
tratamentos disponiveis (GOTTLER; RAMAMOORTHY, 2009).
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Magainina Il Gly-lle-Gly-Lys-Phe-Leu-His-Ser-Ala-Lys-Lys-Phe-Gly-Lys-Ala-Phe-Val-Gly-Glu-lle-Met-Asn-Ser

Pexiganan  Gly-lle-Gly-Lys-Phe-Leu-Lys-Lys-Ala-Lys-Lys-Phe-Gly-Lys-Ala-Phe-Val-Lys-lle-Leu-Lys-Lys-NH,
5 10 15 20

Figura 9 - Comparacéao entre o peptideo antimicrobiano Magainina Il e o seu analogo Pexiganan.
Pexiganan possui 22 aminoacidos e difere em 7 posi¢cées quando comparado a magainina
Il (23 aminoacidos). A remocdo do acido glutdmico na posicdo 19, a amidacédo do C-
terminal e as alteracdes de alguns aminoacidos aumentaram a atividade e a poténcia
desta molécula, assim como a tornaram mais quimicamente estavel.

1.2.2.2. PAMs na familia Pipidae

Apés a identificacdo, caracterizagdo quimica e biolégica das magaininas,
intensificou-se a procura por novas moléculas com agéo antimicrobiana em anuros
da familia Pipidae. Inicialmente, os peptideos que ja haviam sido descritos na pele
ou na secrecdo de X. laevis, como os peptideos oriundos da familia caeruleina
(atualmente denominada: Fragmento Precursor da Caeruleina — CPF), do Peptideo
entre a glicina-leucina-amida (PGLa), e da xenopsina (atualmente denominada:
Fragmento Precursor da Xenopsina — XPF) (HOFFMANN et al., 1983; ANDREU et
al., 1985; GIBSON et al., 1986; GIOVANNINI et al., 1987), também mostraram ser
capazes de exibir atividades antimicrobianas (SORAVIA, et al., 1988; JAMES et al.,
1994; WIEPRECHT et al., 2000).

Novos trabalhos surgiram mostrando a presenca de outros peptideos
antimicrobianos isolados e caracterizados no género Xenopus, como em X. amieti
(CONLON et al., 2010) e X. borealis (MECHKARSKA et al., 2010), X. clivii (CONLON
et al., 2011), X. muelleri (MECHKARSKA, 2011a) e X. andrei (MECHKARSKA et al.,
2011b).

Aléem disso, foram encontrados peptideos antimicrobianos no género Silurana
(S. epitropicalis e S. tropicalis) (ALI et al., 2001; CONLON et al., 2012), no género
Hymenochirus, (H. boettgeri) (MECHKARSKA et al., 2012) e também no género
Pseudhymenochirus (P. merlini) (CONLON et al., 2013).
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1.2.3. Género Pipa

O Unico representante da familia Pipidae na América do Sul é o género Pipa.
Neste taxon, além dos anuros apresentarem modificagdes morfologicas internas e
externas quando comparadas aos outros géneros, ha a presenca de um cuidado
parental diferenciado (TRUEB; CANNATELLA, 1986; TRUEB et al., 2000; GREVEN;
RICHTER, 2009, FERNANDES et al., 2011).

ApOGs a realizagdo do amplexo e a fertilizacdo dos ovos, 0S mesmos sao
armazenados em camaras de criacao, localizadas na regido dorsal das fémeas,
sendo uma camara para cada ovo (TRUEB; CANNATELLA, 1986; GREVEN;
RICHTER, 2009, FERNANDES et al., 2011). Algumas espécies como a P. parva, P.
myersi e P. carvalhoi, os girinos eclodem ap6s um periodo de desenvolvimento nos
ovos. Entretanto, nas espécies P. pipa, P. arrabali, P. snethlageae e P. aspera a
fase larval ocorre totalmente no interior dos ovos, sendo eclodidos na forma de
imagos (TRUEB; CANNATELLA, 1986).

No entanto, ndo ha informac¢des na literatura quanto ao contetdo da secrecao
liberada pelas glandulas granulares nos anuros do género Pipa. Devido a presenca
de diferentes peptideos antimicrobianos na secrecdo cutanea de varios anuros da
familia Pipidae, ser4 que o género Pipa também desenvolveu este mecanismo de
defesa?

Neste sentido, iremos analisar a secrecdo cutanea do anuro Pipa carvalhoi,
procurando isolar e caracterizar os seus constituintes, além de relaciona-las a uma

acao antimicrobiana.
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2. OBJETIVOS

2.1. Objetivo Geral

Analisar biogquimicamente o conteludo da secrecdo cutanea de Pipa carvalhoi

e verificar se h4 peptideos semelhantes as magaininas.

2.2. Objetivos Especificos

Padronizar uma metodologia para a obtencdo da secrecdo cutanea de P.

carvalhoi;

Estabelecer uma metodologia analitica baseada em cromatografia liquida;

Isolar as moléculas que constituem a secrecao;

Caracterizar bioquimicamente as moléculas encontradas

(estrutura/sequéncia);
Caracterizar biologicamente as moléculas encontradas (atividade/funcéo);
Comparar as moléculas presentes na secre¢cdo cutanea de P. carvalhoi com

aquelas ja descritas nas secrecdes cutaneas dos anuros da familia Pipidae,

procurando relacionar evolutivamente estes anfibios.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1. Fluxograma de Trabalho

Fracao Ativa

Coleta da secregao cutanea
(Mecanica ou Quimica)

¢

Liofilizacao

¥

Filtragdo em membrana
de corte (10 kDa)

Yy

Cromatografia Liquida de Alta Cromatografia Liquida acoplada
Performance em Fase Rerversa a Espectrometria de Massas

Atividade

$

Fracdes coletadas

w Y W

Ressonancia

Antimicrobiana  Espectrometria  Magnética Nuclear

de Massas
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3.2. Animais

Os anuros da espécie Pipa carvalhoi foram coletados em setembro de 2010 e
em maio de 2013, na cidade de Ilhéus, Bahia. Os animais foram mantidos em um
tanque de aco (200 L de &gua) contendo um sistema de aclimatacao (filtragem e
aguecimento) (FERNANDES et al.,, 2011) no biotério do laboratério de Biologia
Celular do Instituto Butantan, sob os cuidados do Dr. Carlos Alberto Gongalves Silva
Jared (ZIMMERMANN, 1995). Utilizou-se 10 anuros de cada coleta, ambos os sexos
(visualmente ndo ha dimorfismo sexual), idade indeterminada e pesando cerca de 20

g.

3.3. Obtencéao da secrecédo cutanea de Pipa carvalhoi

3.3.1. Protocolo

O protocolo para a obtencdo da secrecdo cutanea de Pipa carvalhoi foi
submetido e aprovado pela COMISSAO DE ETICA NO USO DE ANIMAIS DO
INSTITUTO BUTANTAN (CEUAIB) (protocolo 892/12).

3.3.2. Estimulagéo quimica

Inicialmente os animais foram lavados com agua destilada. Logo em seguida,
administrou-se 200 pL de Cloridrato de Norepinefrina (1 ou 50 nmol/g) (Anexo A.1)
(Sigma) na regido dorsal de cada anuro (ALI et al.,, 2001; MECHKARSKA et al.,
2011a). Ap6s a administracdo, os animais foram imersos e mantidos juntos em um
recipiente contendo uma solugdo de acetato de amoénio (25 mM, pH 7,0) (100 mL
para cada animal) durante 30 min. Terminada a imersao, os anuros foram removidos
do recipiente e devolvidos aos seus tanques. Também foi testada a presenca do
cloridrato de noradrenalina na solucéo de acetato de amoénio, sem que houvesse a

administracao no animal, seguindo-se o protocolo descrito.
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3.3.3. Estimulacdo mecanica

Os anuros foram lavados com agua destilada e estimulados a liberarem as
suas secrecOes ao terem as suas glandulas comprimidas manualmente, tanto na
regido dorsal quanto ventral dos seus corpos, durante 5 min, em uma solucao de
acetato de amoénio (25 mM, pH 7,0). Em seguida, eles foram retirados da solucéo e
devolvidos aos seus tanques (CONCEICAO et al., 2009; SCIANI et al., 2013a).

3.3.3. Auséncia de estimulo

Os anuros foram simplesmente imersos em uma solucdo de acetato de
amoénio (25 mM, pH 7,0), durante 30 min. Em seguida, eles foram removidos e

devolvidos aos seus tanques.

3.4. Preparo do Material

Logo apds cada coleta, a solugdo contendo o “pool” da secrecdo cutanea foi
liofilizada, ressuspendida em &gua / 0,1% Acido Trifluoroacético (TFA) / 5%
Acetonitrila (ACN) e filtrada (Millex-GV 0,22 um, Millipore).

Logo em seguida, o material passou por um filtro de corte molecular de 10
kDa (Amicon Ultra-4, Millipore). No delineamento experimental deste estudo utilizou-

se apenas a fracdo contendo as moléculas menores de 10 kDa.

3.5. Caracterizacao Bioquimica

3.5.1. Andlise e fracionamento da secrecédo cutanea de Pipa carvalhoi

O material foi primeiramente analisada através da Cromatografia Liquida de
Alta Performance em Fase Rerversa (RP-HPLC), em um sistema HPLC binéario (20A
Prominence, Shimadzu Co., Japan).

Uma abordagem tipica inicial para anélise compreende a separagdo em uma
coluna C18 (ACE C18, 5 ym, 100 A, 250 mm x 4.6 mm), tendo como solventes (A)

TFA / agua (1:999) e (B) TFA / ACN / agua (1:900:99). Por meio de um fluxo
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constante de 1 mL/min, o gradiente variou de 0 a 100% de solvente B durante 20

min, a 37 °C, e monitorado a 214 nm por um detector Shimadzu SPD-M20A PDA.
Apoés a obtencédo e analise do perfil cromatografico, através de RP—-HPLC, o

material foi fracionado de acordo com o numero de picos e/ou com a facilidade em

coleta-los.

3.5.2. Espectrometria de massas das fracoes coletadas

As andlises por espectrometria de massas foram realizadas no préprio
Laboratério de Bioquimica e Biofisica do Instituto Butantan, utilizando um
espectrometro do tipo Electrospray - lon Trap - Time of Flight (ESI-IT-TOF)
(Shimadzu Co., Japao).

As fracBes coletadas foram secas e ressuspendidas em agua / 0,5% &cido
férmico, para as andlises no modo positivo, ou em metanol para as analises no
modo negativo. Em seguida, as amostras foram inseridas diretamente no
espectrometro por injecdo manual, em um injetor Rheodyne, a um fluxo de 50
uL/min, sendo 25 pL/min de solucdo A (dgua / 0,5% Acido férmico) e 25 pL/min de
solucdo B (90% ACN / agua / 0,5% &cido formico) para as analises no modo
positivo. Para 0 modo negativo, utilizou-se 25 pL/min de solucdo A (dgua) e 25
pL/min de metanol. A voltagem utilizada da interface foi de 4,5 KV e a voltagem do
detector, 1,76 KV, com temperatura de 200°C, a fragmentacédo foi causada por gas
de colisdo argbnio, com 50% de energia. Os espectros foram obtidos na faixa de 50
a 2000 m/z. Os dados obtidos pela espectrometria de massas foram analisadas pelo
software LabSolutions (LCMSsolution versdo 3.60.361, Shimadzu).

3.5.3. Cromatografia Liquida acoplada a Espectrometria de Massas (LC-

MS) da secrecédo cutanea de Pipa carvalhoi

O material também foi analisado por LC-MS utilizando um sistema UFLC
binario (20A Prominence, Shimadzu Co., Japan) acoplado ao ESI-IT-TOF (Shimadzu
Co., Japao). A separacdo do material foi realizada em uma coluna C18 (Discovery
C18, 5 ym, 50 mm x 2.1 mm ou Discovery C18, 5 pm, 150 mm x 2.1 mm), tendo
como solventes (A) acido férmico / agua (5:995) (v/v) e (B) acido formico / ACN /
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agua (5:900:95) (v/v). Por meio de um fluxo constante de 0,2 mL/min, o gradiente
variou de 0 a 100% de solvente B, a 37 °C, e foi monitorado a 214 nm por um
detector Shimadzu SPD-M20A PDA.

Apoés a separacédo e deteccdo em 214nm dos componentes da secrecdo, 0S
mesmos foram analisados pela espectrometria de massas. A voltagem utilizada da
interface foi de 4,5 KV e a voltagem do detector, 1,76 KV, com temperatura de
200°C, a fragmentacao foi causada por gas de colisdo argénio, com 50% de energia.
Os espectros foram obtidos na faixa de 50 a 2000 m/z.

Os dados obtidos pela espectrometria de massas foram analisadas pelo
software LabSolutions. Para a obtencdo das massas presentes nas amostras
estudadas, primeiramente selecionou-se o periodo de tempo relativo a etapa
cromatografica. Em seguida, foi gerada uma tabela contendo todas as massas
presentes neste intervalo. No entanto, as massas com intensidades relativas
inferiores a 4% da intensidade absoluta do pico base (pico que apresenta a maior
intensidade no sinal durante o periodo de tempo selecionado) foram consideradas
ruidos ou contaminantes e descartadas. Por fim, a tabela de massas das amostras
analisadas foi comparada a tabela de massas geradas do branco (LC — MS
realizado sem a aplicagcdo de nenhuma amostra), e as massas presentes em ambos
os grupos foram descartadas (considerou-se o sinal como ruido ou contaminante as

massas com semelhanca a partir de duas casas apos a virgula).

3.5.4. Espectro de Absorcao e Fluorescéncia

Determinou-se a capacidade da fracao principal dessa secre¢cao em absorver
luz ou emitir fluorescéncia em diferentes comprimentos de onda. Para isto, a
amostra foi seca e ressuspendida em 1 mL de metanol e analisada em um
espectrofluorimetro (SpectraMax M2, Molecular Devices) utilizando uma cubeta de
quartzo. O espectro de absorcao foi obtido variando-se o comprimento de onda entre
200 a 750 nm, em intervalos de leitura de 10 nm. Ja a emisséo da fluorescéncia foi
obtida usando-se como comprimento de onda de excitagcdo 344 nm e comprimento
de onda de emissao de 398 nm (WU et al., 2010).
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3.5.5. Ressonancia magnética nuclear (NMR)

Para determinar a estrutura molecular do componente majoritario da secrecéo
cutanea de P. carvalhoi, experimentos em ressonancia magnética nuclear para *H e
13C foram realizados na Central Analitica (CA) do Instituto de Quimica da USP. As
amostras foram diluidas em 500uL de solvente deuterado e inseridas em um
equipamento Bruker DRX 500 MHz, de acordo com a rotina de analises da CA. O
tempo de aquisicdo de dados varia conforme a concentragdo da amostra. A coleta e
a interpretacdo dos dados foram realizadas na central analitica, através de uma
colaboracdo com o grupo do Dr Massuo Jorge Kato, Professor Titular do
Departamento de Quimica Fundamental do IQ/USP e a Dra. Lydia Fumiko

Yamaguchi.

3.5.6. Isolamento da fracdo ativa

A fracdo ativa foi analisada novamente por RP-HPLC e um novo método foi
desenvolvido para a purificacdo das moléculas que constituem esta fracdo. Foi
novamente utilizado uma coluna C18 (ACE C18, 5 um, 100 A, 250 mm x 4.6 mm),
tendo como solventes (A) TFA / 4gua (1:999) e (B) TFA / ACN / agua (1:900:99). Por
meio de um fluxo constante de 1 mL/min, o gradiente variou de 15 a 35% de

solvente B durante 20 min, a 37 °C, e monitorado a 214 nm

3.6. Ensaio Biologico

3.6.1. Atividade Antimicrobiana das fragdes coletadas

Este experimento foi realizado em colaboragdo com a Dra. Rita de Cassia
Ruiz, do Laboratério de Bacteriologia do Instituto Butantan.

As fragbes provenientes das etapas cromatogréficas foram testadas quanto a
uma acdo antimicrobiana, utilizando 4 linhagens de bactérias: Escherichia coli
(ATCC 25922), Micrococcus luteus (ATCC 10240), Pseudomonas aeruginosa (ATCC
27853) e Staphylococcus aureus (ATCC 25923). Foi empregada uma variacdo da
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metodologia de inibicdo de crescimento bacteriano em meio liquido (BULET et al.,
1993).

Resumidamente, foi feito um pré-cultivo de uma coldnia de cada espécie de
bactéria, durante 12 h, em meio (TSB). Apds este periodo, foram adicionados 40 uL
de cada colonia em 3 mL de meio pobre (PB) e mantidas por 2 horas, sob agitacao a
250 rpm, a 37°C. Logo apos, mensurou-se a densidade da turbidez (propor¢édo do
crescimento microbiano) de cada cultura, em 595 nm.

Adicionou-se 90 pL de cada cultura de bactérias (dose Optica ajustada para
0,001) em microplacas estéreis (96 pocos). Em seguida, acrescentou-se 10 pL de
cada fracdo coletada da secrecdo cutanea de P. carvalhoi (as fracdes foram secas e
ressuspendidas no meio de cultivo PB). No grupo controle, foi adicionada apenas a
cultura de bactérias; porém, no grupo controle positivo, além da cultura de bactérias
acrescentou-se 10 pL de Ampicilina, um antibiético de amplo espectro, na
concentragdo de 1 mg/mL. Por fim, as microplacas foram incubadas a 37 °C, durante
18 h, e mantidas sob agitacdo a 150 rpm.

Ao final do experimento, mensurou-se a absorbancia de todas as amostras a
595 nm. A capacidade inibitéria das fracGes testadas foi comparada aos respectivos

controles.

3.6.2. Atividade Antimicrobiana dos constituintes da fracéo ativa

ApoOs a separacdo cromatografica das moléculas que compdem a fracao ativa,
as mesmas foram testadas quanto a a¢do antimicrobiana. A metodologia utilizada foi
a mesma descrita no topico anterior (3.6.1), porém além das bactérias E. coli, M.
luteus, P. aeruginosa e S. aureus, foram utilizadas outras 4 espécies: Bacillus
subtilis (ATCC 6633), Klebsiella sp., Shigella flexneri (M90T) e Staphylococcus
epidermidis.
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4. RESULTADOS

4.1. Obtencédo e analise da secrecdo cutanea de P. carvalhoi por
HPLC

Foram utilizadas diferentes metodologias para a coleta da secrecdo cutanea
de P. carvalhoi, ocorrendo também variagcbes quanto ao numero de animais

utilizados, devido a disponibilidade dos mesmos, e a sua origem (tab. 1).

Tabela 1 - Descricdo das coletas realizadas para a obtencédo da secrecdo cutédnea de P.

carvalhoi.
Coletas realizadas
Data da NUmero de Concentragéo de Cloridrato de
coleta animais Noradrenalina
1° 29/02/2012 6 1 nmol/g
2° 22/05/2012 10 1 nmol/g
3° 26/07/2012 10 1 nmol/g
4° 12/12/2012 4 1 nmol/g
5° 12/03/2013 1 50 nmol/g
6° 23/04/2013 1 50 nmol/g
3 50 nmol/g
70" 28/05/2013
3 *
9 *
8°* 05/08/2013
1 +

* A secrecéo foi obtida na auséncia de estimulos;
* Foram utilizados anuros coletados no dia 24/05/13;
* A secrecdo cutanea foi obtida através da estimulacdo mecénica;

4.1.1. Estimulacdo Quimica

Ao compararmos os perfis cromatograficos das coletas realizadas apos a
administragcdo de cloridrato de noradrenalina, na concentracdo de 1 nmol/g,
observamos que as secrecbes cutaneas produzidas por estes animais sao
semelhantes (fig. 10 A - E). Existem variagbes quantitativas relativas entre as

coletas, mas nao qualitativas.
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Figura 10 - Perfil cromatografico das coletas realizadas utilizando 1nmol/g de cloridrato de
noradrenalina.
Todas as secre¢Bes foram analisadas em uma coluna C-18 (250 x 4,6 mm),
mantendo fluxo constante de 1 mL/min e tendo a concentracdo de B variando entre 0
— 100, durante 20 min. (A) Perfil da primeira, (B) segunda, (C) terceira e (D) quarta
coleta. (E) Comparacdo entre as 4 coletas realizadas (1° coleta: preto; 2° coleta:
vermelho; 3° coleta azul; 4° coleta: verde), evidenciando a semelhanca entre os perfis
obtidos.
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Administrando-se 50 nmol/g de cloridrato de noradrenalina nos anuros, o perfil
cromatografico revelou um aumento na intensidade do sinal de 2 picos (fig. 11 A).
Quando comparamos as coletas realizadas através da estimulacdo quimica,
observamos a presenca dos mesmos componentes majoritarios (fig. 11 B),
demonstrando que ambas as concentragfes utilizadas foram eficazes em estimular
a secrecdo cutanea do anuro. E, além disto, apesar de né&o ficar evidente no
cromatograma, a maior concentracdo foi capaz de enriquecer quantitativamente os

principais componentes deste material.
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Figura 11 - Perfil cromatografico obtido através da estimulacdo quimica com 50 nmol/g de cloridrato
de noradrenalina.
(A) O material foi analisado em uma coluna C-18 (250 x 4,6 mm), mantendo o fluxo
constante de 1 mL/min e tendo a concentracdo de B variando entre 0 — 100, durante 20
min. As setas destacam a presenga dos componentes majoritarios da secre¢do. (B)
Analise Comparativa entre uma coleta realizada administrando-se 1 (preto) ou 50 nmol/g
(azul) de cloridrato de noradrenalina, evidenciando a semelhanca entre os perfis
cromatograficos obtidos.
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Testou-se uma abordagem alternativa para a estimulagdo quimica, aonde foi
adicionado cloridrato de noradrenalina na solugédo em que os animais eram mantidos
imersos. No entanto, ndo foi obtido algum éxito ao empregar esta metodologia
(Anexo B).

Outro teste realizado foi verificar uma possivel contaminagéo do cloridrato de
noradrenalina na secrecdo cutanea, uma vez que ap0s aumentarmos a dose, 0S
constituintes majoritarios da secrecdo tornaram-se mais abundante. Porém, os
resultados mostram que o cloridrato de noradrenalina ndo interage com a coluna C-
18, acabando por ser detectada na etapa anterior a separacdo cromatogréafica
(Anexo A.2 e A.3).

4.1.2. Estimulagao mecanica

Na estimulacdo mecanica, o perfil cromatografico mostrou a presenca de um
pico majoritario. Observou-se também a presenca de outros picos, porém estes se
encontram pouco intensos (fig. 12 A). Quando comparamos esta abordagem com o
método quimico, os perfis cromatograficos mostram-se semelhantes, variando

guantitativamente os componentes da secrecéo (fig. 12 B).

4.1.3. Auséncia de Estimulo

Quando analisamos o perfil cromatografico obtido na auséncia de qualquer
estimulo, podemos destacar apenas a presenca de um Unico pico, o qual se
encontra pouco intenso (fig. 13 A). Este pico encontra-se evidente nas secrecdes
obtidas pelas diferentes formas de estimulacdo, sugerindo uma fraca liberacdo da
secrecdo cutanea do animal. No entanto, quando compararmos este material com
outro obtido pela estimulagédo quimica, por exemplo, ha uma enorme diferenca entre
os perfis cromatogréficos (fig. 13 B). Isto evidencia a necessidade de empregar a
estimulacdo quimica ou mecanico para a obtencdo da secrecdo cutanea de P.

carvalhoi.
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Figura 12 - Perfil cromatogréfico obtido através da estimulagdo mecénica.
(A) O material foi obtido ap6s compresséo das suas glandulas em uma solucdo de 25
mM acetato de amdnio, pH 7,0. Apés o preparo da material, 0 mesmo foi analisado em
uma coluna C-18 (250 x 4,6 mm), mantendo fluxo constante de 1 mL/min e variando a
concentracdo de B entre 0 — 100, durante 20 min. As setas evidenciam o0s picos
majoritarios presentes no material.
cromatograficos obtidos pela estimulagdo quimica (preto, azul e vermelho: 1 nmol/g;
verde: 50 nmol/g) ou mecénica (roxo), novamente evidenciando a semelhanca entre os

materiais analisados.
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Perfil cromatografico obtido na auséncia de estimulo.

O anuro foi somente mantido imerso em uma solucéo de 25 mM acetato de amonio, pH
7,0, durante 15 min. Logo em seguido, o animal foi retirado do recipiente e a solucéo foi
preparada para as andlises cromatogréficas. (A) Perfil cromatografico obtido apés
analise em uma coluna C18 (250 x 4,6 mm), com um fluxo constante de 1 mL/min e
variando a concentracéo de B entre 0 — 100, durante 20 min. A seta destaca a presenca
do Unico pico evidente no material, o qual se encontra pouco intenso. (B) Andlise
comparativa entre uma coleta realizada através da estimulacdo quimica (preto: 1nmol/g
de cloridrato de noradrenalina) e na auséncia de estimulo (azul). Nota-se a presenca de
um dnico pico presente nas duas amostras, o qual possuem tempos de retengdo
proximos, sugerindo uma fraca liberagdo da secre¢éo cutdnea na auséncia de qualquer
estimulacéo.

4.2. Analise da secrecao cutanea de Pipa carvalhoi por LC-MS

AS

secrecbes obtidas pelas diferentes metodologias também foram

analisadas por LC-MS. Nesta abordagem, ap0s a etapa cromatografica, conseguiu-

se verificar qual a razdo massa/carga (m/z) das moléculas presentes nas secrecoes.

Quando analisamos os cromatogramas obtidos durante a fase de separacéo,

tanto nas

secrecOes obtidas pela estimulagdo mecéanica quanto na estimulagédo
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quimica, fica evidente apenas a presenca de um pico (fig. 14 A-B), com tempos de

retencdo semelhantes, variando quanto a sua intensidade. Também notamos a

presenca do mesmo pico na auséncia de qualquer tipo de estimulacao (fig. 14 C),

estando presente em baixa intensidade.

Figura 14 -
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Perfis cromatograficos das secre¢des analisadas por LC-MS.

As secrecdes foram obtidas através da estimulacdo mecéanica (A), estimulacdo quimica
(50 nmol/g de cloridrato de noradrenalina) (B) e na auséncia de estimulos (C). Os
materiais foram analisados em uma coluna C18 (50 x 2,1 mm), mantendo-se um fluxo
constante de 0,2 mL/min, e variando a concentracdo do solvente B de 0 — 100%, durante
15 min. As setas indicam a presenca de um Unico pico evidente nas amostras
analisados, estando este mesmo presente nas trés condi¢bes analisadas.
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No entanto, com as andlises por espectrometria de massas foi possivel gerar
uma lista com diferentes m/z presentes nas amostras (Anexo C). Apesar da
intensidade dos sinais obtidos serem fracos e da presenca de possiveis
contaminantes nos solventes, os resultados sugerem que a secre¢ao cutanea de P.
carvalhoi, apos realizarmos a filtragem molecular, € composta principalmente por
moléculas de baixa massa (< 800 Da).

Quando comparamos os dados gerados, podemos notar que em ambas as
estimulacdes, tanto a mecéanica quanto a quimica, compartilham a presenca de
moléculas com m/z iguais (fig. 15). Isto sugere a eficiéncia dos métodos aplicados
para a obtencdo da secrecdo cutdnea e também, corrobora as comparacgfes
cromatograficas, uma vez que os perfis cromatograficos obtidos em ambos o0s casos
apresentam-se semelhantes. Além disto, foi possivel mostrar que mesmo 0 anuro
ndo sendo estimulado, ele foi capaz de secretar a sua secrecao cutanea a niveis
basais (fig. 15).

ApOs essas analises, adotou-se como padréo a obtencdo do material através

da estimulacdo mecanica.

Auséncia de Estimulo

Estimulacdo Mecanica

Estimulag&do Quimica

Figura 15 - Representacdo quantitativa das m/z presentes nas secrecdes obtidas nas diferentes
metodologias.
Na auséncia de estimulos, ou através da estimulacdo mecénica ou quimica (50 nmol/g
de cloridrato de noradrenalina), podemos destacar a presenca de m/z semelhantes
quando comparamos a estimulacdo quimica e mecanica. Também observamos a
presenca que m/z presentes nas trés condi¢bes estudadas, sugerindo uma baixa
liberagdo do contelido da secre¢do cutanea nos animais que ndo sofreram nenhum tipo
de estimulacéo.
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4.3. Variacdo na constituicdo da secrecao cutanea de P. carvalhoi

Também foi analisada preliminarmente a existéncia de possiveis variacfes
nos constituintes que compdem a secrecédo cutanea do anuro P. carvalhoi. Para isto,
comparou-se através do HPLC e da espectrometria de massas a secre¢do dos
animais mantidos no biotério, com a secrecdo obtida pelas P. carvalhoi recém-
coletadas e introduzidas no biotério, através da estimulacdo quimica.

Novamente, observamos uma semelhanca nos perfis cromatogréficos,
existindo variagdes quantitativas em relagdo aos constituintes da secre¢édo cutanea
(fig. 16). Quanto a m/z das moléculas obtidas pela espectrometria de massas (Anexo
D), também notamos a presenca de m/z de baixa massa molecular semelhantes,
sugerindo que ao menos algumas moléculas possam compor invariavelmente a

secrecgao cutanea desses anuros (fig. 17).
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Figura 16 - Andalise comparativa entre a secrecdo cuténea dos anuros mantidos em cativeiro e
recém-coletados.
A obtencdo da secrec¢do foi feita por meio da estimulacdo quimica (50 mmol/g de
cloridrato de noradrenalina). Os materiais foram eluidos em um fluxo constante de 1
mL/min, utilizando uma coluna C-18 (250 x 4,6 mm), com a concentracao de B variando
de 0 — 100 durante 20 min. Os perfis cromatograficos das secrec¢des cutaneas obtidos
com os animais mantidos em cativeiro (preto) assemelham-se a secrecdo obtida dos
animais recém coletados e trazidos para o biotério (azul).
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- Cativeiro
- Recém coletados

Figura 17 - Representacdo quantitativa das m/z presentes nas secre¢des dos anuros mantidos em
cativeiro ou recém-coletados.
O material foi obtido através da estimulagdo quimica (50 nmol/g de cloridrato de
noradrenalina). Podemos destacar a presenca de m/z semelhantes nos dois grupos de
animais, sugerindo que pelo menos algumas moléculas podem integrar invariavelmente
a secrec¢do cutanea de P. carvalhoi.

4.4. Fracionamento do material

A secrecao cutanea produzida pelos anuros foi separada em 14 frac6es (fig.
18). Cada fracédo foi coletada individualmente, seca e preparada tanto para as
andlises por espectrometria de massa quanto para o ensaio biolégico. A regiao que
apresentou a maior variabilidade nos cromatogramas corresponde a do material ndo
retido, a qual acabou sendo desconsiderada no delineamento experimental deste
projeto.
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Figura 18 - Fracionamento da secrecdo cutanea de P. carvalhoi.
O material foi eluido em uma coluna C18 (250 x 4,6 mm), mantendo fluxo constante de 1
mL/min, e tendo a concentracdo de B variando entre 0 — 100 durante 20 min. Ao todo
foram coletadas 14 fracfes, sendo cada uma seca e preparada para a realizacdo de
outras andlises.
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4.5. Espectrometria de massas das fragcf6es coletadas

Ao serem analisadas, as fracdes coletadas mostraram uma razao
massa/carga (m/z) entre 150 - 800 Da (Fig. 19 A - D). Estas analises iniciais
mostram que aparentemente a secrecdo cutanea de P. carvalhoi € constituida

principalmente por moléculas de baixa massa molecular.

4.6. Reanalise da secrecdo cutanea de P. carvalhoi

Procurando identificar a presenca de peptideos na secrecdo cutanea de P.
carvalhoi, o material foi reanalisada. Nesta abordagem, os constituintes majoritarios
da secrecdo cutanea (fracbes 8 e 11) foram removidos do restante das outras
fracbes que compdem a secrecao.

Inicialmente, o material foi fracionado por RP - HPLC, utilizando as mesmas
condi¢cdes descritas na metodologia, porém a coleta do material foi realizada de
outra forma: as fracbes 1 — 7, 9, 10 e 12 — 14 foram todas coletadas no mesmo
recipiente; ja as fracbes 8 e 11, os constituintes majoritarios, foram cada uma
coletadas individualmente.

O material ndo contendo as fragbes 8 e 11 foi analisado por RP — HPLC,
utilizando sempre as condi¢cdes cromatograficas padronizadas. Por meio dessa
abordagem, conseguiu-se enriguecer o material, revelando a presenca de outros
picos que constituem a secrecdo cutanea de P. carvalhoi (fig. 20 A). Esta
metodologia torna-se mais evidente quando comparamos os perfis cromatogréaficos
com o material obtido pela coleta com a estimulagédo mecanica (fig. 20 B).

As andlises por espectrometria de massas (LC-MS) novamente mostraram a
presenca de moléculas de baixa massa (< 800 Da), ndo sendo identificada a

presenca de peptideos (Anexo E).
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Figura 19 - Razdo m/z de algumas fracdes coletadas da secrecdo cutanea de P. carvalhoi.

As secrecdes foram analisadas por espectrometria de massas utilizando tanto o modo
positivo (A: fragéo 7; C: fracdo 11; e D: fracdo 13) quanto o negativo (B: fracdo 8) para a
ionizagdo das moléculas presente nas fracdes.
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Figura 20 - Andlise cromatogréfica da secrecédo cutanea na auséncia das fracdes 8 e 11.

(A) Apos o fracionamento e a retirada dos constituintes majoritéarias (fracdes 8 e 11) da
secrecdo de P. carvalhoi, o material foi reanalisado por RP - HPLC, utilizando uma
coluna C18 (250 x 4,6 mm), mantendo um fluxo constante de 1 mL/min e variando a
concentracdo de B de 0 — 100 em 20 min. Podemos notar a presenc¢a de varios picos no
material, porém pouco intensos. (B) Quando comparamos o material sem as fracdes 8 e
11 (vermelho) com a secrecdo de P. carvalhoi (preto), € possivel visualizar que as
fracbes 8 e 11 por serem 0s constituintes majoritarios, acabam suprimindo o sinal
correspondente a outras fragdes.
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4.7. Espectroscopia de Ressonancia Nuclear Magnética

Devido a baixa quantidade de material obtida das fracbes, foi possivel

analisar e identificar apenas o pico majoritario da secrecdo. De acordo com a

interpretacdo realizada por nossos colaboradores do Instituto de Quimica, a fracédo 8

corresponde a molécula Acido Quinurénico, uma molécula derivado do amino&cido L

- Triptofano (fig. 21) (tab. 2) (Anexo F).

Figura 21 - Elucidagédo da estrutura molecular da frag&o 8.
Através da estrutura molecular, conseguiu-se identificar a molécula como sendo o Acido

Quinurénico, m/z 188,037, um produto derivado do amino&cido L-Triptofano.

Tabela 2 - Ressonancia Nuclear Magnética (2 D — NMR) mostrando a correlagdo entre os nicleos
acoplados do 'H and **C do acido quinurénico

Position 8y, (m, J/Hz) 8c HMBC
2 - 140.00 -
3 6.99 (s) 110.45 C4,C10
4 - 164.00 -
5 7.86 (d, 8.2) 120.00 C6,C10
6 7.45 (dt, 0.9, 8.2) 124.54 C5,C10
7 7.76 (t, 8.2) 133.63 C6,C9
8 8.26 (d, 8.2) 125.00 C7,C9,C11
9 - 140.05 -
10 - 125.6 -
11 - 177.5 -
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Para corroborar os resultados obtidos da fragdo 8, a mesma foi analisada por
espectrometria de massas em outro laboratério independente, pertencentes a um
dos colaboradores do grupo, Prof. Dr. Katsuhiro Konno, do Departamento de
Kampo-farmacéutica, do Instituto de Medicina Natural, da Universidade de Toyama,
Japéo (Anexo G.1). Além disto, foram obtidos os espectros de absor¢cdo de UV e
emissao de fluorescéncia desta fracdo (Anexo G.2). Ao compararmos os resultados
obtidos com os dados fornecidos pela literatura (BARTH et al., 2009; WU et al.,
2010), podemos afirmar que o constituinte majoritario da secrecdo cutanea de P.
carvalhoi (fracdo 8) é o ion m/z 188,036, nho modo negativo, ou o ion 190,048, no

modo positivo, correspondendo ao acido quinurénico.

4.7. Testes Bioldgicos

4.7.1 Atividade antimicrobiana das fracbes

A secrecdo cutanea de P. carvalhoi foi capaz de exibir uma acéo
antimicrobiana evidente apenas na bactéria M. luteus (tab. 3). Entre as fracdes
testadas, a fracdo 11 foi a que mais se destacou, inibindo o crescimento das
bactérias gram-positivas em mais de 90%. No entanto, nas bactérias gram-
negativas, a fracdo 11 causou apenas uma leve reducdo no crescimento da P.
aeruginosa e na E. coli. A fracdo 12 também mostrou agir contra bactérias gram-
negativas, porém em estudos preliminares este efeito ndo havia sido observado (tab.
3).
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Tabela 3 - Atividade antimicrobiana das fracdes coletadas da secrecdo cuténea produzida pelo anuro
de P. carvalhoi.

Atividade Antimicrobiana

P. aeruginosa E. coli S. aureus M. luteus
Inibicdo ¢ Inibicdo 2 Inibic&o ¢ Inibic&o ¢
Ampicilina 100,00 100,00 100,00 100,00
P. carvalhoi © 6,20 0,00 29,74 94,01
Fracdo 1 0,00 0,00 -11,83 6,43
Fracao 2 0,00 7,18 -10,62 2,73
Fracdo 3 0,00 -11,57 -12,07 -10,13
Fracao 4 22,17 11,75 -26,82 6,78
Fracdo 5 1,99 18,22 -18,48 0,44
Fracdo 6 0,00 0,00 -38,41 -16,65
Fracdo 7 0,00 0,00 -37,93 16,30
Fracdo 8 0,66 0,00 -34,76 2,47
Fracdo 9 4,14 0,00 -16,53 6,43
Fracdo 10 1,65 -14,07 -26,09 11,81
Fracdo 11 20,93 8,25 94,73 97,27
Fracdo 12 3,47 12,40 58,91 75,86
Fracdo 13 10,26 4,39 -23,01 6,78
Fracdo 14 1,41 -16,85 -38,65 32,16

® Porcentagem de inibicdo antimicrobiana foi calculada de acordo com a férmula:
100 - (amostra abs/controle abs) * 100

® Antibiético (Lmg/ml)

¢ Secrecao bruta

4.8. Isolamento da fragao ativa

Apos exibir uma acdo antimicrobiana, a fracdo 11 foi reanalisada por RP-
HPLC. Utilizando uma coluna C18 (ACE C18, 5 um, 100 A, 250 mm x 4,6 mm),
tendo como solventes (A) TFA / agua (1:999) e (B) TFA / ACN /agua (1:900:99), o
material foi eluido em um gradiente variando de 15 — 35% de solvente B, a um fluxo
constante de 1 mL/min, durante um periodo de 20 min, a 37 °C. Os componentes da
fragcdo foram analisados em 214 nm, sendo coletados 9 picos identificados como:
11.1 - 11.9 (fig. 22).
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Figura 22 - Perfil cromatogréfico da fragdo 11.
Utilizando uma coluna C18 e variando o gradiente do solvente B de 15 — 35 %, durante
20 min a um fluxo de 1mL/min, notamos que esta fragdo é constituida por novos picos.
Cada pico foi coletado isoladamente e preparado para as andlises por espectrometria
de massas e para o ensaio biolégico.

4.9. Espectrometria de massas das fragbes 11.1-11.9

As andlises das fracdes 11.1 — 11.9 por espectrometria de massas
evidenciaram a presenca de moléculas de baixa massa molecular (m/z entre 150 -
800 Da) (Fig. 23 A - F) (Anexo H). Inusitadamente, as fracdes 11.6, 11.7 e 11.8
evidenciaram a presenca de moléculas com massas semelhantes (m/z: 577, 463,
253 e 211).
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Figura 23 - Espectrometria de massas dos constituintes da fracdo 11.
As andlises foram feitas utilizando o modo positivo e evidenciam a presenga de
moléculas com uma razdo m/z entre 150 — 800 Da. (A) 11.2; (B) 11.3; (C) 11.4; (D) 11.6;

(E) 11.7; (F) 11.8.
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4.10. Atividade Antimicrobiana das frag6es 11.1 -11.9

Ao serem testadas, as fracdes 11.7 e 11.8 conseguiram reduzir o crescimento
das bactérias gram-positivas entre 45 e 65% quando comparadas ao grupo controle
(tab. 4). Quanto as outras fracdes testadas, ndo foram observados nenhum efeito

antimicrobiano superior a 25%.

Tabela 4 - Atividade antimicrobiana dos picos que constituem a fracédo 11.
Atividade Antimicrobiana

P. aeruginosa E. coli S. aureus M. luteus
Inibicdo * Inibic&o ¢ Inibic&o ¢ Inibic&o ¢
Ampicilina b 100,00 100,00 100,00 100,00
Fracdo 11 20,93 8,25 94,73 97,27
Fracdo 11.1 6,29 0,00 -43,19 13,74
Fracdo 11.2 0,00 0,00 -48,78 0,00
Fracdo 11.3 0,00 0,00 -41,09 511
Fragdo 11.4 0,00 -30,98 -27,80 14,89
Fracdo 11.5 11,08 -11,87 -23,10 21,59
Fracdo 11.6 0,00 15,25 17,26 -15,15
Fracdo 11.7 0,00 12,28 45,54 64,76
Fracdo 11.8 0,33 10,74 54,54 41,85
Fracdo 11.9 347 18,99 -13,53 19,12

#Porcentagem de inibi¢do antimicrobiana foi calculada de acordo com a férmula:
100 - (amostra abs/controle abs) * 100
® Antibiético (Lmg/ml)

Devido ao efeito antimicrobiano em bactérias gram-positivas, as fracdes 11.6
— 8 foram testadas em outras 4 linhagens de bactérias: Bacillus subtilis, Klebsiella
sp., Shigella flexneri e Staphylococcus epidermidis.

Novamente, a secrecdo cutanea de P. carvalhoi ndo apresentou nenhuma
acao antimicrobiana (tab. 5). Também podemos observar que as fracbes testadas
nao foram eficazes, novamente, nas bactérias gram-negativas. No entanto, as
fragcbes 11.7 e 11.8 foram eficazes em inibir o crescimento microbiano de outra
bactéria gram-positiva (Bacillus subtilis). Ja a fragdo 11.6 reduziu 0 seu crescimento

em torno de 50%. Apesar de ndo exibir um efeito antimicrobiano na bactéria gram-

59



positiva S. epidermidis, os resultados sugerem um efeito antimicrobiano especifico

para as bactérias gram-positivas.

Tabela 5 - Atividade antimicrobiana das fragfes 11.6 — 8.
Atividade Antimicrobiana

Shigella flexneri Klebsiella sp. S. epidermidis  Bacillus subtilis
Inibic&o ° Inibic&o ® Inibicdo ® Inibic&o °

Ampicilina ° 100,00 -11,83 100,00 100,00
P. carvalhoi -175,22 -13,74 -23,26 2,24

Fracédo 11 -7,19 7,79 -23,70 100,00
Fracdo 11.6 -34,70 -5,65 -25,29 47,33
Fracdo 11.7 -2,48 5,50 -9,19 100,00
Fracdo 11.8 -6,44 6,49 - 100,00

#Porcentagem de inibigdo antimicrobiana foi calculada de acordo com a férmula:
100 - (amostra abs/controle abs) * 100
® Antibiético (Lmg/ml)

4.11. Analise das fracOes 11.6, 11.7 e 11.8

As fracbes 11.6, 11.7 e 11.8, por possuirem moléculas com razdo m/z
semelhantes, foram reanalisadas por RP-HPLC. ApOs aplicarmos as fracdes
isoladamente, mantendo as mesmas condi¢cdes utilizadas para a separacdo da
fracdo 11, observamos que aparentemente as fracbes nao se encontram puras (fig.
24 A).

No entanto, as analises por espectrometria de massas revelam que as 3
fracbes apresentam uma molécula em comum (m/z 577), sendo 0s outros ions
oriundos da sua fragmentacao espontanea (fig. 24 B - G). Particularmente, a figura
24 C mostra que todos os ions presentes ocorrem simultaneamente no
cromatograma, indicando que talvez esteja ocorrendo uma fragmentagao
espontanea do fon precursor comum ([M+H]* = 577,39 m/z e/fou [M+2H]** = 289.19
m/z). Nas figuras 24 D - F nota-se que ao selecionarmos diferentes precursores
presentes na amostra (MS?), todos os perfis obtidos ap6s a fragmentacéo (MS?)
contém os mesmo fons presentes no espectro MS* da amostra pura (24B), que se

fragmenta espontaneamente.

60



(x10,000)

7.0
e.s—f
s.o—f
5.5%
s.o—f
4.0—f
3.5—f
3.0%

2.5

2.0

Inten. (x1,000,000)

] | 211190
90
80
1 1232203

7.0
6.0
50

40

304 253,213
20

289,199

416,286

463(397

577,391

0o bl la20
200 300
(x100,000,000)

= 7
400

500

490375 563 21L

600 m'z

TIC

577.3896 (30.86)
63,3074 (1.95)
D80, 1080 (53.38)
0532127 (20.66)
030 2026 (7 D)
P11.1890(6.45)

5

g 3

S

1.00

§ e
ol
I N I N I N

61



Inten(x100,000)

7.5
5.0

2.5

463|393

0.0 —
250

\
750

—
1000

m/z

Inten(x100,000)

1 253211
3.57

3.0
2.5

2.04
] 21119

o

1.5]
1.04

0.5

446,367

0.0~ w w

I
250
Inten(x1,000,000)

\
750

\
1000

m/z

2.0(}: 211188
1.7Fri
1.5(%
1
100
0.75%
0.5(}2

0.251

0.00 ——+HH——

250

T T
500 750

1000

1250

1500

1750

m/z

62



miz 211 G

[M-+H]*
m/z 577 » miz 463

mfz 253 —— mifz 211

Figura 24 - Analise por RP-HPLC e espectrometria de massas das fragdes 11.6, 11.7 e 11.8.

(A) Sobreposicao de perfis cromatograficos monitorados em 214 nm dos componentes
6, 7 e 8 da fracdo 11, em C-18 e variando o gradiente de solvente B de 15 — 35 %,
durante 20 min, a um fluxo constante de 1mL/min. (B) Espectro de massa mostrando os
fons presentes nas andalises de massa das fracbes testadas. (C) Sobreposicdo dos
perfis cromatograficos monitorados em diferentes valores determinados de m/z (SIM =
single ion monitoring), conforme coédigo de cores a esquerda. (D) Espectro de
fragmentacéo (MSZ) do ion precursor m/z 577. (ZE) Espectro de fragmentacdo (MSZ) do
ion m/z 463. (F) Espectro de fragmentagédo (MS®) do ion m/z 253. (G) Modelo proposto
para a fragmentag¢édo espontanea do ion precursor (m/z 577) presente nas fracdes 11.6
-11.8.

As fracbes 11.6 — 11.8 também foram analisadas por espectrometria de
massa em outro laboratério independente, novamente pelo Prof. Dr. Katsuhiro
Konno, da Universidade de Toyama, Japdo. Os resultados também mostram a
presenca de Varios ions nestas fragdes, sendo a maioria dos m/z semelhantes aos
obtidos nas nossas analises de espectrometria de massas (Anexo 1.1). As
fragmentacdes de alguns ions geradas nesta andlise independente também
mostram resultados parecidos (Anexo 1.2), o que reforca ainda mais a ideia de que
esteja ocorrendo uma fragmentagio espontanea no ion precursor comum ([M+H]" =
577,39 m/z elou [M+2H]** = 289.19 m/z).
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5. DISCUSSAO

O produto das glandulas granulares dos anuros constitui uma forma de defesa
passiva quimica do animal, procurando evitar a sua predacéo ou possiveis infeccoes
causadas por microrganismos. Isto fica evidenciado quando analisamos o0s
constituintes e as diversas atividades biolégicas exibidas pelos componentes que
integram estas secre¢cfes cutaneas (ERSPAMER et al.,, 1986; ZASLOFF, 1987;
TOLEDO; JARED, 1995; TEMPONE et al., 2008; CONCEIQAO et al., 2009; SCIANI
et al., 2013b).

Na literatura encontramos varios estudos envolvendo os anuros da familia
Pipidae, sendo muitos destes focados na identificacdo de novos peptideos
antimicrobianos. A metodologia utilizada para o obtencdo da secrecdo cutanea
destes animais € sempre por meio da estimulacdo quimica. Nesta abordagem, a
noradrenalina inoculada no anuro liga-se aos receptores a-adrenérgicos, 0s quais
estimulam a contracdo das células mioepiteliais que revestem a glandula granular,
assim causando a liberacdo dos granulos na pele (BENSON; HADLEY, 1969;
DOCKRAY; HOPKINS, 1975; GAMMILL et al., 2012).

Apesar de ser um método eficaz, ha poucos estudos quanto aos possiveis
efeitos colaterais causados pela administracdo exégena de noradrenalina. Gammill
et al. (2012) ao estudarem a liberacdo da secrecdo cutanea de X. laevis, observaram
gue repetitivas administracdes de noradrenalina, em doses relativamente altas (80
nmol/g), causavam uma grande deplecdo das glandulas granulares, sugerindo que
este fato poderia tornar o animal mais susceptivel a infeccbes. Além disto, os
autores notaram algumas alteracdes fisiolégicas no animal, como vasodilatacéo,
edema e deplecdo das glandulas mucosas.

Ao utilizarmos a estimulacdo quimica (1 ou 50 nmol/g de noradrenalina) para
a obtencédo da secrecdo cutanea de P. carvalhoi, ambas as doses foram eficazes ao
promover a liberagcdo do material. A maior dose foi capaz de promover uma maior
liberacdo da secrec¢ao, observado principalmente pelo aumento na intensidade dos
constituintes majoritarios.

A estimulacdo mecanica ja vem sendo utilizada para a obtencédo da secrecéo

cutanea em outros anuros, como na Phyllomedusa nordestina (CONCEICAO et al.,
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2009), na Ameerega picta e Leptodactylus lineatus (PRATES et al., 2012) e também
em anuros do género Rhinella (SCIANI et al., 2013a). Quando empregamos esta
metodologia nas P. carvalhoi, também observamos a liberacdo da secrecdo cutanea
apos a analise dos dados cromatograficos.

As moléculas que compdem a secrec¢do cutdnea dos anuros sao sintetizadas
pelo seu proprio metabolismo, existindo grandes variagbes em termos de
constituintes. Sciani et al. (2013a) ao estudarem diferentes anuros da familia
Bufonidae (géneros Rhaebo e Rhinella), verificaram que estas espécies secretam
tanto alcaloides quanto esteroides, e que a presenca dos mesmos varia entre as
espécies estudadas.

Ja nos anuros do género Phyllomedusa (familia Hylidae) ou Xenopus (familia
Pipidae), as secrecdes sdo ricas em peptideos (ERSPAMER et al., 1985;
MECHKARSKA et al., 2010, CONLON et al., 2011 ). Também podemos destacar o
leptodactilideos, cuja secrecdo cutédnea produzida é rica em proteinas (PRATES et
al., 2012).

No entanto, em algumas espécies de anuros ha evidéncias da influéncia da
dieta nos constituintes das secrec¢fes cutaneas. No caso da familia Dendrobatidae,
0s animais apo6s serem coletados e mantidos em cativeiro, apresentam uma reducao
drastica nos alcaloides presentes na sua pele no decorrer do tempo. Porém, nos
anuros deste mesmo tédxon nascidos em laboratorio, estes alcaloides ndo foram
detectados, sugerindo que fatores como a dieta possam interferir na constituicdo das
secrecdes dos animais mantidos em laboratorio (DALY et al., 1992, 1994).

Recentemente, Hantak et al. (2013) encontraram indicios de sequestro de
alcaloides em uma espécie de anuro do género Bufonidae. Através de experimentos
laboratoriais, envolvendo variacdes na dieta dos animais, os autores descobriram a
incorporacdo e a presenca de alguns alcaloides lipofilicos na secrecao cutédnea de
Melanophryniscus stelzneri.

Na secrecdo cutédnea de P. carvalhoi mantidas em cativeiro e estimuladas
guimicamente, podemos notar uma grande semelhanca entre todos os perfis
cromatograficos obtidos, principalmente o0s constituintes majoritarios. Esta
semelhanca manteve-se mesmo apds compararmos estes resultados com os perfis
cromatograficos originados da secre¢cdo dos anuros recém-introduzidos no biotério,
através da estimulacdo quimica. Apesar de a estimulagdo mecénica ter sido

realizada apenas com o0s animais recém-coletados, ndo podemos deixar de destaca-
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la, uma vez que existe pouca diferenca em termos cromatogréaficos ao relaciona-la
com os dados oriundos da estimulagédo quimica.

As anadlises por espectrometria de massas corroboraram os dados obtidos
pelas comparacdes cromatograficas. Podemos sempre notar a presenca de um
grupo de moléculas encontradas em todas as secrecdes obtidas. Apesar de
existirem alguns problemas nas analises referentes a detec¢éo das moléculas pouco
concentradas, como a presenca de contaminantes nos solventes ou o fraco sinal
obtido, isto sugere que estas moléculas constituem, invariavelmente, a secrecao
cutanea de P. carvalhoi.

Com isso, tanto as andlises cromatograficas como as de espectrometria de
massas revelam a eficiéncia da estimulacdo mecanica nessa espécie. Sendo assim,
talvez esta abordagem seja uma alternativa menos agressiva, em termos
fisiolodgicos, para obtencdo do material do anuro.

Ao comecarmos a estudar a secrecdo cutanea de P. carvalhoi, o material
passou por um filtro de corte de massa molecular. Isto direcionou o estudo a procura
de moléculas inferiores a 10 kDa. A presenca de peptideos ja vem sendo descrita
em algumas familias de anuros (TOLEDO; JARED, 1995; CONLON et al., 2004;
CONCEICAO et al., 2009; PRATES et al., 2012), sendo a familia Pipidae uma das
mais estudadas (ZASLOFF, 1987; CONLON et al., 2012; MECHKARSKA et al.,
2012; CONLON et al., 2013). Recentemente, Conlon e Mechkarska (2014)
publicaram um artigo na qual fazem uma revisdo da literatura e comentam sobre
alguns peptideos antimicrobianos, presentes nos pipidios, com possiveis aplicacdes
terapéuticas (CONLON; MECHKARSKA, 2014).

Porém, as andlises por LC-MS e de espectrometria de massas das fracdes
coletadas da secrecdo cutanea, aqui apresentada, apontam para a auséncia dessas
moléculas em P. carvalhoi. Todos os dados obtidos neste estudo indicam apenas a
presenca de moléculas de baixa massa molecular (< 800 Da), mesmo apos a
retirada dos constituintes majoritarios da secre¢éo e posterior analise.

Quando comparamos a secrecao produzida pela P. carvalhoi com a de outras
espécies de anuros da familia Pipidae, notamos uma diferenca entre o contetdo das
secrecbes. Ha poucos estudos na literatura descrevendo a presenca de moléculas
de baixa massa molecular nos pipidios. Em um destes trabalhos, Roseghini et al.
(1988) relatam a presenca da 5-hydroxytryptamine (5-HT — serotonina) e

Bufotenidine (um derivado amino quaternario do 5-HT) no género Xenopus.
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A descoberta das magaininas em 1987, em X. laevis (ZASLOFF, 1987),
conduziu a procura subsequente de outros peptideos antimicrobianos. Ao
procurarmos na literatura a presenca destas moléculas nos pipidios, podemos
destacar os géneros Silurana e Xenopus. Estes dois géneros compreendem 21
(Xenopus: 19 sp.; Silurana: 2 sp.) das 33 espécies de anuros da familia Pipidae
(FROST, 2014). Até o momento, ja foram descritas a presenca destes peptideos em
10 espécies do género Xenopus e 2 do género Silurana, sendo que eles
compartilham algumas familias de peptideos antimicrobianos, como a PGLa, a CPF
e a XPF (ALI et al., 2001; CONLON et al., 2010, 2011, 2012; MECHKARSKA et al.,
2010, 2011; CONLON; MECHKARSKA, 2014).

No ano de 2011, Mechkarska et al. (2012) caracterizaram a presenca de
peptideos antimicrobianos no género Hymenochirus. No total, foram encontrados 5
peptideos na espécie H. boettgeri, 0s quais possuem baixa similaridade estrutural
em comparagdo aos peptideos isolados nas secre¢bes dos anuros do género
Silurana e Xenopus (MECHKARSKA et al., 2012; CONLON; MECHKARSKA, 2014).
Recentemente, Conlon et al. (2013) também identificaram e caracterizaram a
presenca de 13 peptideos antimicrobianos no anuro Pseudhymenochirus merlini
(género Pseudhymenochirus). Destes, 10 peptideos possuiam similaridades
estruturas com os detectados na espécie do género Hymenochirus (H. boettgeri).

Na literatura, existem apenas relatos de estudos envolvendo a secrecao
cutanea de anuros do género Pipa. Conlon et al. (2011) apenas citam que n&o foram
detectados peptideos antimicrobianos na pele de P. pipa, ndo publicando os seus
dados. Eles argumentam que apesar de estarem presentes na mesma familia do
género Xenopus, talvez o género Pipa ndo sintetize esta classe de moléculas
(CONLON et al., 2009, 2011).

Quando analisamos os cromatogramas obtidos com as secre¢des dos anuros
da familia Pipidae, notamos uma clara diferenca (Anexo K). Os trabalhos publicados
que descrevem a presenca de peptideos nas secre¢Bes cutdneas dos pipidios
africanos evidenciam a presenca de um conjunto de moléculas (traduzido pela
distribuicdo dos picos ao longo do cromatograma) aparentemente semelhantes entre
si (CONLON et al., 2010, 2012, 2013; MECHKARSKA et al., 2012). No entanto,
gquando comparadas ao perfil cromatografico de P. carvalhoi, através da analise

cromatografica em fase reversa (HPLC) e utilizando condi¢gbes cromatogréficas
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semelhantes, podemos notar uma drastica diferenca aos cromatogramas analiticos
obtidos neste trabalho.

Ao analisarem e compararem as sequéncias de DNA codificadoras para
diferentes peptideos com atividades antimicrobianas, oriundas de 3 linhagens de
anuros (Neobatrachia, Bombinatoridae e Pipidae), Kénig e Bininda-Emonds (2011)
sugerem que talvez o aparecimento destes peptideos possa ter evoluido de uma
maneira convergente. Eles sugerem que esta convergéncia possa ter ocorrido em
pelo menos 3 eventos independentes, pois encontraram 3 “motif” diferentes dentro
da sequéncia de peptideo sinal referente a cada linhagem. Portanto, cada “motif”
corresponderia a uma linhagem evolucionaria diferente  (Neobatrachia,
Bombinatoridae e Pipidae), e quando comparados entre si sdo altamente
divergentes.

A filogenia da familia Pipidae n&o esta claramente elucidada. E amplamente
aceito algumas relacdes filogenéticas. No entanto, ndo existe um consenso quanto
ao género Pipa, assim existindo 3 topologias (fig. 7): (Pipa (Hymenochirus (Silurana,
Xenopus))), (Hymenochirus (Pipa (Silurana, Xenopus))) ou (Hymenochirus, Pipa)
(Silurana, Xenopus).

Irisarri et al. (2011) ao analisarem sequéncias nucleotidicas de genes
mitocondriais de anuros da familia Pipidae, propéem que o género Pipa seja
considerado o grupo mais basal entre os pipidios. Contudo, Bewick et al. (2012) ao
analisarem sequéncias nucleotidicas de multiplos genes nucleares, sugerem outra
relacdo evolutiva: (Hymenochirus, Pipa) (Silurana, Xenopus). Além disto, eles
propdem que a divergéncia entre o clado Xenopodinae (Silurana e Xenopus) e o
clado Pipinae (Hymenochirus e Pipa) ocorreu entre 109 — 143 milh&es de anos atras.

Os autores sugerem que a cladogénese dos pipidios tenha acontecido em
funcdo da deriva continental (BEWICK et al., 2012) (Anexo J). Entdo, apés a
separacdo da Ameérica do Sul do continente Africano, ha cerca de 100 milhdes de
anos atras, talvez tenha aumentado a divergéncia entre o género Pipa em relacéo
aos outros pipidios (BEWICK et al., 2012).

Dessa forma, através do isolamento geografico possamos inferir uma
explicagdo para a auséncia de peptideos antimicrobianos na secrecao cutanea de P.
carvalhoi. Porém, ndo podemos deixar de comentar que talvez a auséncia destas
moléculas esteja associada a falta de pressdes evolutivas, como a auséncia de uma

co-evolugdo com microrganismos infecciosos.
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Apesar de ndo terem sido encontrados peptideos antimicrobianos na
secrecdo cutanea de P. carvalhoi, conseguimos identificar uma molécula de baixa
massa molecular com esta ac¢do biolégica. O ifon ([M+H]" = 577,39 m/z elou
[M+2H]** = 289,19 m/z), o qual se mostra instavel nas condicdes analiticas
empregadas e acaba se fragmentando durante a andlise. No entanto, ao
reanalisarmos isoladamente as fragdes 11.6 — 11.8 por RP — HPLC, observamos a
presenca de ions comuns. Uma possivel explicacdo seria o fato de que esta
molécula apresente isomeria geométrica, e em funcdo do gradiente raso empregado
(baixa taxa de variagdo da concentracdo de B em fungcdo do tempo) e da alta
eficiéncia da coluna cromatografica empregada, estes isbmeros foram separados
cromatograficamente.

Este fenbmeno ndo é uma novidade. A isomeria cis-trans de prolinas é
bastante comum, por exemplo, em horménios peptidicos e peptideos do tipo
potenciadores de bradicinaina (BPPs) de serpentes. Isto muitas vezes causa o0
desdobramento cromatografico de picos que correspondem, na verdade, a mesma
molécula (NISHIKAWA et al., 1996; O'NEAL et al., 1996).

Essa molécula exibiu uma especificidade para as bactérias gram-positivas.
Contudo, pouco se pode inferir em relagdo ao seu mecanismo de acdo ou a sua
concentracdo efetiva, uma vez que ainda nao conseguimos caracteriza-la
estruturalmente.

O constituinte majoritario (fracdo 8) da secrecdo de P. carvalhoi foi
identificado, por RNM, como sendo o &cido quinurénico. Foram feitas algumas
andlises complementares em funcdo da sua caracterizagdo (Anexo G 1-2). Quando
comparamos 0s nossos dados com aqueles presentes na literatura, corroboramos a
identidade desta molécula (BARTH et al., 2009; WU et al., 2010).

A partir de reacdes enziméticas envolvendo o aminoacido L-Triptofano, pode
ocorrer a sintese do acido quinurénico no cérebro e nos tecidos periféricos (Anexo
F) (LUGO-HUITRON et al., 2011). Uma vez produzido, ele pode atuar como um
antagonista dos receptores de glutamato e dos receptores nicotinicos a-7. Além
disto, age como um antagonista no sitio de ligacdo do glutamato e no sitio de ligagéao
alostérico da glicina no receptor N-metil-D-Aspartato (NMDA) (STONE;
DARLIGTON, 2002; BARTH et al., 2009).
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Alguns estudos identificaram o acido quinurénico como sendo um agonista do
receptor acoplado a proteina G (GPR35). Barth et al. (2009) ao verificarem que este
receptor é altamente expresso em monadcitos humanos, testaram a hipétese de que
0 acido quinurénico possa agir como uma quimiocinana interacdo entre endotélio-
leucocito durante um fluxo vascular fisiolégico. Os dados obtidos por eles mostram
que houve um aumento na ativacdo de neutréfilos e também, um aumento na
adesao de monacitos e neutréfilos no endotélio (BARTH et al., 2009).

Wang et al. (2010) ao estudarem o tbnus vascular, verificaram que o acido
quinurénico foi ineficiente em relaxar artérias pré-contraidas (houve um relaxamento
em torno de 10 % em relacdo ao controle). No entanto, o precursor do &cido
quinurénico, a quinurenina (Anexo F), foi capaz de reduzir a pressdo sanguinea de
maneira dose dependente em ratos espontaneamente hipertensos (WANG et al.,
2010).

Outro possivel efeito biolégico associado ao acido quinurénico seria a
presenca de uma potencial acdo antioxidante. Neste trabalho, os autores
encontraram uma reducdo na oxidacdo de proteinas, na lipoperoxidacdo e na
geracdo de especies reativas de oxigénio nos grupos tratados com o &cido
quinurénico (LUGO-HUITRON et al., 2011).

O &cido quinurénico ja foi identificado em diferentes géneros alimenticios,
como nas frutas, nas verduras, em carnes e também no mel produzido pelas
abelhas (TURSKI et al., 2009). Porém, até o momento, ele ndo havia sido descrito
na secrecao cutanea dos anfibios.

Contudo, outro derivado do L-triptofano esta presente na urina de fémeas do
salméo Oncorhynchus masou. Yambe et al. (2006) identificaram a presenca da L-
quinurenina na urina de fémeas em épocas reprodutivas. Por atrair os machos da
sua espécie para a reproducédo, esta molécula é considerada um feroménio sexual
neste salmdo (YAMBE et al., 2006). Estando presente nos peixes, 0S receptores
olfatérios acoplados a proteina G vem sendo propostos como 0s responsaveis pelo
reconhecimento dos feromonios sexuais (ALIOTO; NGAI, 2005; 2006).

A utilizacdo de moléculas pelos animais como forma de comunicagédo quimica
vem sendo estudada também nos anfibios. Os feroménios podem ser volateis, nédo
volateis ou sollveis em agua, sendo detectados pelo érgdo vomeronasal ou pelo

epitélio olfatério principal (WOODLEY, 2010). Ja foram identificados a presenca de
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genes relacionados a 4 familias de receptores quimiossensoriais nos anfibios, sendo
estes associados a comunicacao por feromoénios (DATE-ITO et al., 2008).

Por exemplo, a salamandra Cynops pyrrhogaster é capaz de secretar na agua
um peptideo chamado “sodefrin”, responsavel por atrair ou estimular sexualmente as
fémeas da sua espécie. Outra salamandra terrestre, Plethodon shermani, esfrega a
sua glandula submandibular na fémea durante a corte, assim entregando 0sS seus
feromoénios. Ao serem detectados pelo 6rgao vomeronasal, este estimulo quimico,
composto por varias proteinas, tornam as fémeas mais receptivas ao acasalamento
(HOUCK, 2009; WOODLEY, 2010).

Ja nos anuros, foi identificada a presenga de um peptideo (“Splendipherin”) na
secrecdo cutanea de machos da espécie Litoria splendida. Quando secretado, este
peptideo foi capaz de atrair as fémeas desta espécie em experimentos laboratoriais
(HOUCK, 2009). Nos pipidios, também existem evidéncias desse tipo de
comunicacdo. Ao realizarem alguns experimentos comportamentais com uma
espécie do género Hymenochirus, Pearl et al. (2000) perceberam que as fémeas
escolhiam o caminho do labirinto onde estava sendo mantido o macho da sua
espécie. Em outro teste, eles removeram as glandulas sexuais da pele dos machos
e homogeneizaram-nas. Em seguida, o homogeneizado foi posto em um dos lados
do labirinto. Os pesquisadores também observaram a capacidade das fémeas de
Hymenochirus sp. em seguir o caminho no qual o material foi adicionado (PEARL et
al., 2000).

Uma vez que P. carvalhoi habita exclusivamente ambientes aquaticos, talvez
a existéncia da comunicacao quimica possa auxiliar na localizacdo destes anuros ou
na reproducdo destes anfibios. Apesar de o acido quinurénico ser o constituinte
principal da secrecdo cutanea, nés ndo conseguimos associa-lo a nenhuma funcao
defensiva para o animal. Curiosamente, podemos perceber que mesmo o animal
nao sendo estimulado, ele aparentemente secreta um nivel basal desta molécula na
pele (fig. 13A). Quando analisada por HPLC, notamos a presenca de apenas um
pico, que corresponde ao acido quinurénico. Talvez, a liberacdo desta molécula
possa ser um indicio de uma possivel forma de comunicacdo quimica. Entretanto,

mais estudos precisam ser realizados para podermos corroborar esta hipotese.
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6. CONCLUSOES

» A secregdo cutanea produzida pelo anuro P. carvalhoi apresentou perfis
cromatograficos muito semelhantes quando analisadas por RP-HPLC,

independente da metodologia utilizada para a sua obtencéo;

» As andlises por espectrometria de massas identificaram moléculas com
mesmo m/z nas secrecfes estudadas, independente da metodologia de
extracdo, indicando a presenca de um conjunto constante de moléculas na
secre¢ao que, tudo indica, é independente de variagbes por sexo, idade, dieta

ou sazonalidade.

» Independente da origem e do tipo de preparo da amostra, nenhum peptideo
(ou sinal de massa correspondente a um peptideo) foi encontrado na
secrecdo estudada, sendo identificadas somente moléculas de baixa massa
molecular (<800 kDa);

» A fracdo 11 exibiu uma acgdo antimicrobiana especifica para bactérias gram-
positivas. Ao ser reanalisada, foi identificada a molécula m/z 577, sendo

atribuido a ela este efeito bioldgico.

» O constituinte majoritario da secrecdo (fracéo 8) é o Acido Quinurénico. No

entanto, ainda nédo foi associado nenhum efeito biol6gico a esta molécula.
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ANEXOS

ANEXO A.1 — Estrutura molecular do Cloridrato de Noradrenalina

H
HoN O

HCI

OH
OH

Figura 1.1 - Estrutura molecular do Cloridrato de Noradrenalina.
A molécula utilizada para a estimulagdo quimica da P. carvalhoi apresenta uma massa
molecular de 205, 64 Da.
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ANEXO A.2 — LC-MS do cloridrato de noradrenalina no modo positivo
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Figura 1.2 — LC-MS do cloridrato de noradrenalina no modo positivo.

(A) O material foi separado cromatograficamente em uma coluna C18 (50 x 2,1 mm),
mantendo-se um fluxo constante de 0,2 mL/min, e variando a concentracao do solvente
B de 0 — 100%, durante 15 min. Podemos notar que no decorrer da separacao
cromatografica ndo ha a presenca de qualquer pico. Quando analisamos a fracdo nao
retida (ndo interage com a coluna), observamos a presenca de um pico majoritario. (B)
Na andlise por espectrometria de massas da fracdo ndo retida (0-5 min.), existe a
presenca de 2 ions evidentes, m/z 152,072 e m/z 170,083. O ion m/z 170,083
corresponde a noradrenalina, ndo estando ligada ao grupo Cloro. Durante o processo de
ionizagdo, o ion referente a noradrenalina acaba perdendo uma molécula de agua (18
Da), assim formando o ion 152,072.
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ANEXO A.3 - LC-MS do cloridrato de noradrenalina no modo negativo
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Figura 1.3 - LC-MS do cloridrato de noradrenalina no modo negativo.
(A) O material foi separado cromatograficamente em uma coluna C-18 (50 x 2,1 mm),
mantendo-se um fluxo constante de 0,2 mL/min, e variando a concentracao do solvente
B de 0 — 100%, durante 15 min. Novamente ndo ha a presenca de picos durante a fase
cromatografica. Quando analisamos a fragdo nao retida, observamos a presenca de um
pico, apresentando um sinal intenso. (B) Na analise por espectrometria de massas da
fracdo néo retida (0—5 min.), o ion majoritario € m/z 204,044, correspondente & ionizacao
do cloridrato de noradrenalina. Também notamos a presenca do ion 168,069,
correspondente a ionizagdo no modo negativo da noradrenalina. (C) Imagem ampliada
do ion m/z 204,044, aonde podemos notar a distribuicdo dos picos isotopologos (m/z:
205,044; m/z: 206,04; 207,04). Este tipo de padréo de distribuicdo refere-se ao de uma
molécula contendo cloro, o que condiz com a presenca do cloridrato de noradrenalina.
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ANEXO B. - Abordagem alternativa para a estimula¢cdo quimica dos anuros.
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Figura 2 — Abordagem alternativa para a estimulacéo quimica dos anuros.

(A) O anuro foi imerso, durante 15 min., em uma solugcdo contendo 25 mM acetato de
amdnio, pH 7,0, e cloridrato de noradrenalina. Em seguida, o animal foi removido do
recipiente e o material foi preparado para a anélise por RP-HPLC (coluna C18 (250 x 4,6
mm), mantendo fluxo constante de 1 mL/min e variando a concentracéo de B entre 0 —
100, durante 20 min). A presenca do cloridrato de noradrenalina na solugéo foi ineficaz em
causar a liberagdo da secrecdo cutédnea (vermelho), pois observamos apenas a presenca
de um pico, sendo 0 seu sinal pouco intenso. Quando comparamos 0 cromatograma
obtido por esta metodologia com outro obtido na auséncia de estimulo (preto), notamos
uma semelhanca entre eles. Isto sugere a capacidade do animal em secretar a sua
secre¢do a niveis basais ou ainda, que a prépria manipulacdo do anuro € capaz de causar
um pequeno estresso, resultando na baixa liberacdo do material. (B) Os mesmos animais
foram imersos em outra solu¢do de 25 mM acetato de amdnio, pH 7,0, separadamente, e
estimulados mecanicamente. Agora, verificamos que os anuros foram capazes de secretar
a sua secrecdo cutanea (preto: animal mantido previamente na solucéo; vermelho: animal
mantido previamente na solu¢do contendo cloridrato de noradrenalina).
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ANEXO C. — m/z presentes na secrecao cutanea de P. carvalhoi

Tabela 1 — m/z presentes nas analises da secrecéo cutanea de P. carvalhoi.

Sem Estimulo

Estimulagéo Mecéanica

Estimulacdo Quimica

m/z

127,1133
155,1411
201,5263
211,1883
232,2013

313,2159
335,2196
340,2198
341,222
348,7213
353,3379
355,2257
357,2339
357,7367
359,2387
377,2327
387,1874

399,2353

409,167
421,2536
423,273
425,1391
435,2446
445,2871
448,2727
449,2499
453,2218
461,2936
467,2999
481,2481
567,32
568,3043
573,2543

Intensidade
relativa

4,73
11,19
6,37
19,97
33,51
5,53
7,01
11,55
7,49
15,24
4,25
9,3
9,21
13,59
4,25
8,55
32,23
10,26
8,75
31,78
11,21
6,56
21,16
8,64
5,21
4,46
5,85
9,47
20,5
10,49
5,23
4,08
8,14
10,18
9,62
14,19

carga
[m+H]

R R RRERNRRRPRRERNRRPRRRPRRPRRPRPRPRPRPRPRPRPRPREPRPPLPNNRPRPNRLR®RER

m/z

177,1127
211,1904
232,2017
240,2299

284,1911
288,2653

328,2203
343,2926
344,2319
350,1869
372,2468

387,1838

391,0882
394,2119
409,1753
425,1353

435,1135
438,235

454,2023
460,2949
461,2985

482,2615

547,3335

585,2908

Intensidade
relativa

7,24
24
10,72
18,49
15,04
6,04
4,85
7,63
9,24
5,06
4,71
10,43
20,03
5,69
5,88
11,21
4,15
11,36
11,17
5,65
5,94
31,44
14,76
4,44
7,34
6,48
5,39
4,74
8,08
10,55
4,48
4,64
13,2
4,9
4,05
548
4,16
7,37

carga
[m+H]

PP RRPRPRRPRRPRRRPRRPRRRPRRRRRRPRRRPRRREPRRERRRRRRRERRRENERNRERLER

m/z

152,1425
190,0491
194,1629
211,1902
232,2017

253,2157
256,8504
259,7075

277,21
281,702
285,2765
287,151
289,1989
293,1858
295,2109
299,1338
300,1964

327,2356
336,2839
351,2376

387,1827
389,2455
397,2233
400,2382

409,165
415,2071
425,1347
427,2639
429,2673

436,2606
441,2866
445,2519
449,1493
450,2727

451,2546
453,1718
461,2954

474,2507
475,2958

487,3381
491,304
502,2778

521,3262
526,359

577,3874
583,3712
585,3683
599,3863

Intensidade
relativa

5,44
9,95
5,01
81,75
43,96
13,49
13,41
17,96
45
13,22
9,94
4,28
7,47
4,16
6,68
10,29
4,38
5,06
4,32
11,59
12,4
11,12
21,24
10,18
19,06
517
5,2
17,49
4,2
4,65
7,77
8,82
16,45
7,49
21,15
7,35
15,91
57,11
7,49
6
6,72
4,53
9,22
7,01
12,14
9,36
21,27
28,65
6,16
6,23
45,13
5,05
4,07
43
7,3
4,68
4,45
12,48
4,26
8,84
511
5,66
17,96

carga
[m+H]

PP NRPRPNRPPRPRPRPPRPRPRPRPPPPPRPRPENRPRPPPRPPPRPREPRLREPIRPP®RPRPRERPRLRENRPPNNNRPNRRERN®WRERRNNERLERRER
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Cores iguais representam m/z presentes em mais de um material analisado.

A intensidade relativa refere-se a porcentagem da intensidade do ion em relacdo a intensidade
absoluta do pico base: sem estimulacdo (pico base: m/z 367,244; intensidade absoluta: 153,369);
estimulacdo mecanica (pico base: m/z 365,138; intensidade absoluta: 640,804); estimulacdo quimica
(pico base: m/z 365,134; intensidade absoluta: 547,602).

A lista foi elaborada com m/z superiores a 4% da intensidade absoluta do pico base.
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ANEXO D. — m/z das moléculas presentes nos anuros mantidos em cativeiro ou

recém-coletados.

Tabela 2 - m/z presentes na secre¢édo dos animais mantidos em cativeiro ou recém-coletados.

Animal mantido em cativeiro

Animal recém coletado

Intensidade

m/z )
relativa
211,1903 16,97
232,2024 8,26
237,2324 32,91
249,2319 5,76
251,2468 35,38
253,2185 9,34
253,2591 5,91
259,7087 14,13
267,242 15,86
269,2199 5,51
272,2579 5,09
281,2418 4,65
283,2373 14,43
297,2503 17,52
375,2477 4,61
376,3421 5,13
399,2628 4,24
401,2794 14,28
403,2715 4,93
415,292 30,23
417,2788 7,77
427,2913 8,95
429,2881 9,59
431,2891 100
4452787 7.94
447,2823 4,95
451,256 7,74
459,3114 11,88
461,2953 20,41
463,3978 5,01
473,2989 11,01
475,3129 20,56
477,294 4,07
489,3225 7,34
491,3068 14,09
497,4564 10,69
503,308 4,75
505,322 22,96
543,5091 4,66

carga

[m + H]

[

FPRRPRRRRRRRRBRRRERRERRERRER RBRNRRRERNREN

RPRRRRRRR

m/z IntensiQade carga
relativa [m + H]

152,1425 5,44 1
190,0491 9,95 1
194,1629 5,01 1
211,1902 81,75 1
232,2017 43,96 2
243,1804 13,49 2

251,24 13,41 1
253,2157 17,96 1
256,8504 4,5 3
259,7075 13,22 2
271,2336 9,94 1

277,21 4,28 1
281,702 7,47 2
285,2765 4,16 1
287,151 6,68 2
289,1989 10,29 2
293,1858 4,38 2
295,2109 5,06 1
299,1338 4,32 1
300,1964 11,59 2
302,1913 12,4 1
316,2097 11,12 1
322,2683 21,24 1
327,2356 10,18 1
336,2839 19,06 1
351,2376 5,17 3
375,2395 5,2 1
387,1827 17,49 1
389,2455 4,2 3
397,2233 4,65 1
400,2382 7,77 1
401,2588 8,82 1
409,165 16,45 1
415,2071 7,49 1
425,1347 21,15 1
427,2639 7,35 1
429,2673 15,91 1
431,2875 57,11 1
436,2606 7,49 1
441,2866 6 2
445,2519 6,72 1
449,1493 4,53 1
450,2727 9,22 1
451,1668 7,01 1
451,2546 12,14 1
453,1718 9,36 1
461,2954 21,27 1
463,394 28,65 1
474,2507 6,16 1
475,2958 6,23 1
485,354 45,13 1
487,3381 5,05 1
491,304 4,07 1
502,2778 4,3 1
505,3212 7.3 1
507,318 4,68 1
521,3262 4,45 1
526,359 12,48 2
551,3428 4,26 1
577,3874 8,84 1
583,3712 5,11 2
585,3683 5,66 1
599,3863 17,96 1
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Cores iguais representam m/z presentes em mais de um material analisado.

A intensidade relativa refere-se a porcentagem da intensidade do ion em relacdo a intensidade
absoluta do pico base: em cativeiro (pico base: m/z 431,289; intensidade absoluta: 1.018.837);
recém-coletado (pico base: m/z 365,134; intensidade absoluta: 547,602).

A lista foi elaborada com m/z superiores a 4% da intensidade absoluta do pico base.
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ANEXO E. - m/z das moléculas presentes na secrecdo cutédnea de P. carvalhoi

na auséncia das fracdes 8 e 11.

Tabela 3 - m/z das moléculas presentes na secrecdo cutanea na auséncia das fracbes 8 e 11.

Fracbes1-7,9-10e12-14

Fracbes1-7,9-10e 12-14

miz Intensit;lade carga m/z Intensi(':lade carga

relativa [m + H] relativa [m + H]
126,1 9,53 1 333,19 13,92 1
131,11 7,28 1 336,28 12,09 1
170,15 9,62 1 342,24 7,64 1
177,11 4,55 1 343,19 14,71 1
202,18 29,63 1 349,18 32,07 1
206,04 6,46 1 353,33 16,6 1
209,17 5,52 1 356,26 11,39 1
211,19 64,39 1 359,19 9,1 1
213,08 12,3 1 368,09 8,42 1
229,15 5,52 1 372,25 29,23 1
237,23 9,64 1 373,19 5,77 1
239,15 9,21 1 376,34 38,08 1
243,18 11,23 1 386,27 6,15 1
246,24 4,14 1 394,21 6,75 1
251,24 22,42 1 412,26 6,15 1
253,21 38,12 1 412,32 4,74 1
253,25 35,01 1 415,27 24,77 1
261,13 9,76 1 416,28 28,57 1
262,17 8,62 1 428,28 8,58 1
267,27 28,31 1 432,24 4,71 1
284,2 9,06 1 432,31 5,63 1
287,15 11,04 2 453,17 6,99 1
290,26 5,87 1 453,25 7,22 1
291,19 7,49 1 456,35 5,24 1
293,26 15,24 1 460,26 6,1 1
295,22 6,84 1 460,34 9,22 1
297,24 10,34 1 476,28 6,39 1
302,19 12,41 1 481,22 11,93 1
311,2 4,78 1 481,3 10,59 1
312,23 6,51 1 497,26 9,15 1
319,14 4,03 1 504,31 4,91 1
322,26 31,36 1 525,25 8,79 1
328,22 25,06 1 525,34 7,03 1
329,22 7,22 1

A intensidade relativa refere-se a porcentagem da intensidade do ion em relacdo a intensidade
absoluta do pico base: pico base: m/z 352,3315; intensidade absoluta: 26.713.

A lista foi elaborada com m/z superiores a 4% da intensidade absoluta do pico base.
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ANEXO F — Rota de sintese dos derivados do L-Triptofano

COCH GOOH
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Figura 3 - Rota de sintese dos derivados do L-Triptofano.

O L-triptofano pode ser metabolizado para a rota da Kynurenine (setas vermelhas), ser
convertido em 5-hydroxytryptamina (5-HT) e na melatonin, ou ainda, convertida em
tryptamina e entdo nas kynuramines. 3-HAO: 3-hydroxyanthranilic acid oxidase; IDO:
indoleamine 2,3-dioxygenase; KAT, kynurenine aminotransferase; MAO, monoamine
oxidase; QPRT: quinolinic-acid phosphoribosyl transferase; TODO: tryptophan 2,3-

dioxygenase.
Fonte: Stone; Darlington, 2002.
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ANEXO G.1 - Espectrometria de massas da fragéo 8.
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Figura 4.1 — Analise por LC-MS da frac&o 8.
A amostra foi analisada através da cromatografia liquida em fase reversa acoplada a um espectrébmetro de massas LTQ Orbitrap, em uma
coluna C-18, no modo positivo, utilizando as condi¢8es de trabalho padronizadas no laboratério do colaborador. (A) A seta em vermelho indica o
instante em que a fracdo 8 eluiu durante a corrida cromatogréafica. (B) Esta fracdo apresenta um ion majoritario m/z 190,048. (C) A fragmentacéo
deste ion ndo gerou informac®es adicionais a respeito da molécula.
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ANEXO G.2 — Espectro de absorcgéo e fluorescéncia da fragéo 8.

S e S S ——

Figura 4.2 - Espectro de absorcéo e de fluorescéncia da fragéo 8.
(A) A fracao 8 foi diluida em metanol e um espectro de absor¢éo foi obtido variando-se o
comprimento de onda (200 — 750 nm). Ao compararmos a fracdo 8 (quadrados) com o
controle (apenas metanol) (esferas), podemos ver um aumento na absorbancia entre os
comprimentos de onda 230 e 360 nm. (B-C) No espectro de fluorescéncia, a mesma
amostra diluida em metanol foi capaz de emitir uma fluorescéncia entre 370 e 430 nm,
ocorrendo & emissdo maxima de fluorescéncia no comprimento de onda de 395 nm.
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ANEXO H. -m/z das moléculas presentes nafracdo 11.1 —5e 11.9.

Tabela 4 - m/z das moléculas presentes na fragdo 11.1 —-5e 11.9.

Fracdo 11.1-5e11.9

Fracdo 11.1-5e 11.9

m/z Inte nsiglade carga m/z Inte nsit;lade carga

relativa [m+H] relativa [m+H]
211,1873 51,48 1 375,23 15,36 1
246,237 4,93 1 378,29 8,79 1
251,2424 19,47 1 378,34 8,51 1
253,2081 49,67 1 384,25 13,99 2
259,702 20,81 2 386,27 9,85 1
260,204 8,06 2 393,19 8,94 1
279,2478 8,48 1 400,29 9,82 1
281,6977 10,06 2 403,27 4,08 1
293,2622 71,49 1 412,28 9,51 1
297,2458 8,87 1 416,24 6,29 1
305,2695 4,31 1 416,3 7,86 1
323,2006 14,23 1 421,37 41,14 1
325,2208 5,61 1 431,29 48,43 1
336,2794 100 1 448,35 8,44 1
337,307 11,23 1 448,41 10,32 1
340,2267 6,09 1 4494 4,54 1
345,1806 6,96 1 460,31 12,11 1
347,1966 7,4 1 461,3 34,8 1
353,3457 20,03 1 463,36 13,13 1
355,2248 5,96 1 463,43 15,55 1
362,3224 13,75 1 475,27 4,6 1
367,2275 9,56 1 475,34 7,97 1
368,2543 14,44 1 505,32 31,08 1
370,2736 7,77 1 506,28 4,06 1
372,2533 11,24 1

A intensidade relativa refere-se a porcentagem da intensidade do ion em relacdo a intensidade
absoluta do pico base: pico base: m/z 336,279; intensidade absoluta: 982.241.
A lista foi elaborada com m/z superiores a 4% da intensidade absoluta do pico base.
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ANEXO I.1 — Espectrometria de massas das fragdes 11.6 - 8
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Figura 5.1 — LC-MS da fracéo 11.6 - 8

A amostra foi analisada através da cromatografia liquida em fase reversa acoplada a um espectrometro de massas LTQ Orbitrap, em uma
coluna C18, no modo positivo, utilizando as condi¢des de trabalho padronizadas no laboratério do colaborador. (A) A seta em vermelho indica o
tempo de retencdo da amostra analisada. (B) Fragmentacdo dos ions presentes na fracdo 11.6 — 8. Podemos notar a presenca de alguns ions
como m/z 577,38, m/z 463,39, m/z 211,19 e outros ions que possuem carga +2 (m/z 289,19; m/z 232,20),0s quais encontram-se presentes nas
nossas analises de espectrometria.
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ANEXO .2 -= MS/MS das fragdes 11.6 - 8
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Figura 5.2 — MS/MS de alguns ions presentes na fracdo 11.6 — 8.
A amostra foi analisada através da cromatografia liqguida em fase reversa acoplada a um espectrometro de massas LTQ Orbitrap, em uma
coluna C18, no modo positivo, utilizando as condi¢des de trabalho padronizadas no laboratério do colaborador. (A) A seta em vermelho indica o
tempo de retencdo da amostra analisada. (B) O ion m/z 463,39 foi selecionado e fragmentado, gerando os ions m/z 253,21, m/z 211,19. (C)
Fragmentacdo do ion m/z 253,21, o qual gerou os fragmentos m/z 211,19. (D) Fragmenta¢do do ion +2 m/z 289,20, produzindo os ions m/z
267,70, m/z 253,21 e m/z 211,19. Estes resultados corroboram com os dados obtidos nas nossas andlises de espectrometria de massas.
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ANEXO J - Correlacdo entre a evolucdo da familia Pipidae e a deriva
continental.

Present

Figura 6 - Hipotese para explicar a cladogénese dos pipidios.

Talvez o aumento na divergéncia entre os pipidios possa ter ocorrido em funcéo da deriva
continental. Primeiramente, uma possivel divergéncia entre a familia Pipidae e o seu clado
irm&o Rhinophrynidae teria aumentado a aproximadamente 190 milhBes de anos atras,
devido a abertura do oceano Atlantico ao norte da linha do equador. Entédo, h& cerca de
100 milhdes de anos atréas talvez tenha ocorrido o aumento na divergéncia entre o género
Pipa em relacdo aos outros pipidios. Isto teria ocorrido em funcdo da separagdo da
América do Sul antes ligado ao continente Africano. Fonte: Bewich et al., 2012.
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ANEXO K - Comparacdo cromatografica entre as secre¢cdes cutaneas dos

anuros da familia Pipidae.
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Figura 7 — Comparacao cromatografica entre as secre¢fes cutaneas da familia Pipidae.

(A — D) As secrecbes foram inicialmente pré-purificadas em cartuchos Sep-Pak (C-18),
sendo eluidas em ACN/agua/TFA (70 / 29,9 / 0,1; v/vlv). Em seguida, as mesmas foram
ressuspendidas em 0,1% (v/v) TFA/agua e analisadas em RP-HPLC utilizando uma coluna
preparativa C18 (2,2cm x 25 cm) (Vydac 218TP1022), equilibrada com 0,1% (v/v)
TFA/4gua, em um fluxo constante de 6 mL/min. A concentracdo do solvente B aumentou
de 0 — 21%, em 10 min. A partir de 10 min, o solvente B variou de 21 — 63% durante 60
min. A absorbéancia foi monitorada a 214 nm. Os ndmeros indicam 0s picos que contém
peptideos que possuem ou ndo uma acdo antimicrobiana. (A) Xenopus amieti. Fonte:
Conlon et al.,, 2010; (B) Silurana epitropicalis. Fonte: Conlon et al, 2012; (C)
Hymenochirus boettgeri. Fonte: Mechkarska et al., 2012; (D) Pseudhymenochirus merlini.
Fonte: Conlon et al., 2013. (E) Perfil cromatogréafico obtido da secrecdo cutanea de P.
carvalhoi. O material foi analisado em RP — HPLC, utilizando uma coluna C18 (250 x 4,6
mm), com um fluxo constante de 1 mL/min e variando a concentra¢@o de B entre 0 — 100,
durante 20 min.
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