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RESUMO

Cavalcante, Ingrid Duarte. Anéalise Bioquimica e Biologica da Secre¢do Cutanea do
Anuro Dermatonotus muelleri. 2015. 72 f. Dissertacao (Ciéncias). Instituto Butantan,
Séo Paulo, 2015.

Venenos e secregdes animais estdo entre as mais ricas e complexas fontes de
materiais bioldgicos, ou seja, novas moléculas com potencial aplicacdo
biotecnolégica ou mesmo farmacéuticas. Nesse sentido, moléculas isoladas da
secrecdo da pele de anfibios podem ser utilizadas como alternativas biotecnolégicas
destinadas aos novos medicamentos, como por exemplo, 0 combate de patégenos
resistentes ou no desenvolvimento de novos produtos de utilidade industrial. Assim,
esse projeto teve como objetivo identificar e caracterizar moléculas presentes na
secrecdo cutanea de Dermatonotus muelleri (Unica espécie no género da familia
Microhylidae), por meio do isolamento e caracterizacdo bioquimica. As secregdes
foram filtradas em membranas de corte de 10 kDa e o material retido foi analisado
por SDS-PAGE e em seguida por uma abordagem protebmica. Também foi
realizado um ensaio de zimografia. O filtrado de baixa massa foi fracionado por
HPLC e analisado por espectrometria de massas e ressonancia magnética nuclear.
A eletroforese em gel apresentou conteddo proteico de diversas massas
moleculares. A analise protedmica encontrou correspondéncias relevantes para as
proteinas distribuidas no gel de eletroforese, inclusive enzimas proteoliticas. Ja os
compostos filtrados na membrana de corte de 10kDa, demonstraram conter
acucares de acordo com a interpretacdo dos dados de RMN. Na andlise por ESI-IT-
ToF verificou-se moléculas de baixa massa molecular (<800 Da) ao longo de toda a
amostra, sendo identificado o aminoacido triptofano entre elas. As fracfes filtradas
foram ensaiadas para a atividade de antibidtica mas nao foi observada inibicdo do
crescimento bacteriano para estas fracoes, entretanto uma fracdo apresentou um
significativo aumento do crescimento para Staphylococcus aureus. A analise
prote6bmica foi pertinente, tendo demonstrando a presenca de diversas proteinas
relacionadas a biologia do animal e seu mecanismo de defesas. Do ponto de vista

quimico detectou-se um aminoacido que apresentou atividade de inducdo ao



crescimento bacteriano, que pode estar relacionada a mecanismos alternativos a

auséncia atividade antimicrobiana nos compostos de baixa massa molecular.

Palavras-chave: Venenos, glandulas cutaneas, Anura, espectrometria de

massas, Dermatonotus muelleri.



ABSTRACT

Cavalcante, Ingrid Duarte. Biochemistry and Biological Analysis of Skin Secretion of
Anura Dermatonotus muelleri. 2015. 72 p. Master thesis (Science). Instituto
Butantan, S&o Paulo, 2015.

Poisons and secretions animals are among the most complex and rich sources of
biological materials, ie new molecules with potential biotechnological applications or
pharmaceutical. Accordingly, molecules isolated from amphibian skin secretions may
be used as alternatives for the development of new biotechnology tool, such as those
target to combat resistant pathogens or develop new industrial products. This project
aimed to identify and characterize molecules in the skin secretion of Dermatonotus
muelleri (only specie in the genus of the family Microhylidae), through the isolation
and biochemical characterization. The secretions were filtered through 10 kDa cut-off
membranes and the retained fraction was analyzed by SDS-PAGE, followed by a
proteomic approach. A zymographic assay was also performed. The low molecular
mass filtrate was fractionated by HPLC and analyzed by mass spectrometry and
nuclear magnetic resonance. Gel electrophoresis showed protein content of various
molecular masses. Proteomics analysis found relevant matches for proteins
distributed in the electrophoresis gel, including proteolytic enzymes. On the other
hand, the < 10kDa fraction showed to contain sugars, according to the interpretation
of the NMR data. The ESI-IT-TOF analyses revealed low molecular mass molecules
(<800 Da) throughout the chromatographic separation, and tryptophan could be
identified among the molecules. The filtered fractions were assayed for antibiotic
activity but no inhibition of bacterial growth could be observed. Interestingly, one
fraction exhibited a significant increase in the growth of Staphylococcus aureus. The
proteomic analysis was pertinent, demonstrating the presence of several proteins
related to the animal's biology and defense mechanism. From the chemical point of
view, one amino acid was detected and induced bacterial growth, which could be
related to alternative mechanisms to the absence of low molecular mass antibiotic

compounds.



Keywords: Poisons, skin glands, Anura, mass spectrometry, Dermatonotus

muelleri.
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1 INTRODUCAO

Os anfibios constituem uma classe de animais de capacidade limitada de
defesa e se tornam vulneraveis ao meio ambiente e aos predadores. Com o
propésito de se proteger, estes animais adquiriram recursos morfolégicos,
fisiologicos e comportamentais (GOMES et al., 2007). Esses animais, cuja
temperatura do corpo é capaz de variar de acordo com a temperatura do ambiente
em que se encontram, sdo conhecidos como animais ectotérmicos. A maioria das
espécies de anfibios dependem de um ambiente mais umido, ao menos na fase de
reproducdo, ainda que algumas espécies vivam em ambientes terrestre na maior
parte de sua vida. Os anfibios transitam em duas fases no ciclo da vida, em geral,
uma fase larval, onde sao girinos com vida aquéatica, e a fase adulta em que ocupam
os ambientes terrestres e/ou aquaticos (DUELLMAN e TRUEB, 1986). A pele destes
animais é umida e permeavel, e sdo capazes de respirar por branquias, pulmdes,
pele e mucosa da cavidade bucal, separadamente ou em combinagao (STORER et
al., 2003).

No mundo h&a 7.319 espécies de anfibios (FROST, 2014). O Brasil € o pais
mais rico em diversidade de anfibios no mundo, compreendendo 1.026 espécies. A
classe anfibia compreende trés ordens: Gymnophiona (ou Apoda) € a ordem
composta por cecilias ou cobras-cegas (Figura 1A), animais que nao exibem
membros, mas dotados de um corpo alongado e segmentado. No Brasil existem 33
espécies, distribuidas em 4 familia e 12 géneros. A ordem Urodela (ou Caudata),
cujos representantes sdo conhecidos como tritdes e salamandras (Figura 1B e 1C),
sdo animais com cauda, corpo alongado e pernas curtas, sendo que em muitas
espécies houve a perda dos membros anteriores e posteriores durante a evolucéao.
Utilizam a ondulacado lateral para andar em ambientes terrestres e, em ambientes
aquaticos, dispdem da ondulacgéo lateral do tronco e da cauda. No Brasil, existem 5
espécies, de uma familia e género. E a ordem Anura (anuros) é representada pelos
sapos, ras e pererecas (Figura 1D, 1E e 1F). A morfologia consiste em
especializagbes da cintura pélvica e membros anteriores e posteriores para natagdo
e salto, ou mesmo para caminhar e escalar. Na fase adulta ndo mantem a cauda e o

corpo € compacto. Correspondem a maior parte das espécies de anfibios
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encontradas no Brasil, sendo 988 espécies distribuidas em 19 familias e 87 géneros
(Sociedade Brasileira de Herpetologia-SBH, 2014).

Figura 1: Espécies de anfibios. Em (A), Siphonops annulatus, representante das cecilias ou
cobra-cega (Foto: Carlos Jared). Em (B), Tritutrus marmoratus, conhecido como tritdo-
verde (Foto: Albano Soares). Em (C), Salamandra salamandra terrestris, encontrada
na Europa e norte da Africa (Foto: Matthijs Hollanders). Em (D), Rhinella marina, um
sapo encontrado em nas Américas Central e do Sul (Foto:

http://www.stewartmacdonald.com.au/blog/2012/05/orpheus-island/). Em (E),
Lepdactylus ocellatus, representando anuro tipo rd. E em (F), Phyllomedusa bicolor,
uma perereca conhecida popularmente como kambo (Foto:

http://www.herpetofauna.com.br/Kambo.htm).

Visto que o0s anuros sdo 0s representantes mais abundantes da classe de
anfibios, estes se tornam um pouco mais estudados pelos métodos bioquimicos. Os
sapos sao conhecidos por apresentarem uma pela rugosa, pela presenca de
glandulas ao longo de todo o corpo e geralmente sdo de grande porte. As ras séo
distinguidas por dispor adaptacdo nas patas traseiras, membranas natatorias entre
os dedos que permitem a natagdo durante a fase adulta. As pererecas tém um porte
menor, em relacdo as rds e sapos, e apresentam discos adesivos em todos o0s
dedos que facilitam sua escalada em arvores e etc. Em geral, os anuros sao animais
de sangue frio proporcionando a eles uma adaptacdo a mudancas de temperatura

do meio ambiente. Usualmente, sdo encontrados em habitat umidos, porém ha
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espécies que se encontram em ambientes secos, como no cerrado e caatinga. Ha
ainda os anuros exclusivamente aquaticos como as espécies do género Pipa
(POUGH et al., 1998). De maneira geral, os anuros alimentam-se de animais vivos
gue se movem como insetos, vermes e pequenos moluscos (STORER et al., 2003).
S&o animais de defesa passiva que dispbem de secrecdes urticantes na pele
produzidas por glandulas. Alguns revelam uma coloracao de adverténcia (coloragdes
fortes que avisam ao predador que sdo altamente venenosos) e glandulas paroétidas
de veneno que se localizam no dorso da cabeca dos sapos e nas dobras
dorsolaterais de ras (JARED et al., 2009).

A pele detém um aspecto notavel para os anuros, pois, além da funcdo de
protecdo fisica, estd envolvida diretamente na respiracdo (cutanea), participa de
trocas gasosas, no transporte de ions e agua, no equilibrio da manutencao térmica,
na reproducdo de algumas espécies. Nessa diretriz, a pele também é responséavel
pelas respostas sensoriais quimicas e mecéanicas e compfe o arsenal de defesa
contra microorganismos e predadores (DUELLMAN e TRUEB, 1986; ZUG et al.,
1993; STEBBINS e COHEN, 1995; TOLEDO e JARED, 1995). Os anuros dispdem
de um verdadeiro reator bioquimico em sua pele, capazes de gerar moléculas por
intermédio de secrec¢fes cutanea produzidas por glandulas. A presenca de glandulas
na pele € uma caracteristica compartilhada por todos os anfibios atuais (DUELLMAN
e TRUEB, 1986; STEBBINS e COHEN, 1995). Os anuros apresentam dois tipos de
glandulas: as glandulas mucosas e as glandulas granulares. As glandulas mucosas
estdo por toda a pele e a secrecdo por elas liberada, constituida por
glicosaminoglicanas e proteoglicanas (DAPSON, 1970), mantém a pele imida, o que
auxilia na respiracao cutanea (GOMES et al., 2007).

Ja as glandulas granulares, conhecidas também como glandulas serosas ou
de Ja as glandulas granulares, conhecidas também como glandulas serosas ou de
veneno, podem estar distribuidas ao longo do corpo do animal, no entanto,
concentram-se perto da cabeca e pescoco. Essas glandulas sao ativadas por meio
do estresse animal ou algum dano acometido e a secrecéo por elas liberadas pode
conter substancias nocivas e toxicas que mantém predadores afastados (GOMES et
al., 2007).

A diversidade das moléculas bioativas secretadas na pele dos anfibios pode

ser dividida em quatro categorias majoritarias (DALY et al., 1987): (a) peptideos
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(ERSPAMER, 1984), (b) aminas biogénicas/alcaloides (ERSPAMER, 1959;
ROSEGHINI et al., 1976; ERSPAMER, 1981, 1984; ROSEGHINI et al., 1986), (c)
esteroides (WIELAND et al., 1934) e (d) proteinas (NEUWIRTH et al., 1979; DALY et
al., 1987; TOLEDO e JARED, 1995). Essas moléculas reproduzem um papel muito
importante nas fungbes fisiologicas e na defesa contra predadores e
microorganismos. Sabe-se que um grande numero dessas moléculas ja foi
devidamente elucidado estrutural e funcionalmente (SEBBEN et al., 1993).

Contrariando a morfologia das glandulas de secrecdo de venenos dos
animais, nos anuros, estas glandulas sao formadas por uma massa citoplasmatica
multinucleada, o que caracteriza a sua natureza sincicial. Ndo apresentam limen e a
secrecdo é acumulada em seu interior, sendo liberada por um ducto epidérmico
(DELFINO, 1991; TERRENI et al., 2003).

Os peptideos sdo biomoléculas que contém de dois a dezenas de residuos de
aminoacidos unidos entre si, por meio de ligacdes peptidicas, e sdo extremamente
diversificados em termos funcionais. Muitos atuam como horménios ou fatores
liberadores destes, enquanto outros sdo neuropeptideos, neurotransmissores,
toxinas, antibiéticos naturais, adocantes ou substratos de proteases. Alguns
peptideos sdo comuns no cotidiano, é o caso do aspartame, da insulina, da ocitocina
e de diversas drogas comerciais que consistem em antagonistas de peptideos
naturais ou em inibidores de enzimas envolvidas na sua producéo e liberacdo no
organismo (MACHADO et al., 2004).

Bombinin é relatado como o primeiro peptideo antimicrobiano isolado da
espécie Bombina variegata (CSORDAS e MICHL, 1970). Mais tarde, novos
peptideos foram isolados, como as magainins de Xenopus laevis, por Zasloff
(ZASLOFF, 1987) com uma ampla atividade contra fungos, bactérias e protozoarios
(BARRA e SIMMACO, 1995; RINALDI, 2002; NASCIMENTO et al., 2003). Estudos
demonstraram atividade espermicida de magainin-A (REDDY et al., 1996) e de
dermaseptind (ZAIRI et al., 2005).

Dermasepitinas, encontradas nas subfamilias de Phyllomedusinae, exercem
uma acao litica em bactérias, protozoarios, leveduras e fungos filamentosos, em

concentragdes micromolares (MOR et al., 1994).
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Além disso, algumas Phyllosepitinas, descritas por Leite e colaboradores
(LEITE et al., 2005), exibem um grande espectro de atividade contra bactérias
Gram-positivas, Gram-negativas e protozoarios.

Em adicional as atividades dos peptideos de anuros estudadas, em 2007 foi
identificado um peptideo potencializador de bradicinina (BPPs), comumente
presente em venenos de Bothrops jararaca. Os BPPs sdo conhecidos por inibir a
enzima conversora de angiotensina (ECA). A partir da secrecdo cutanea de
Phyllomedusa hypochondrialis, foi isolado o BPP nomeado de Phypo A, capaz de
potenciar as atividades da bradicinina in vivo e in vitro, assim como capaz de inibir
ECA (CONCEICAO et al., 2007).

Um pouco menos estudadas, as enzimas proteoliticas, responsaveis pelas
clivagens dos peptideos, compdem a secrecdo cutanea de anfibios (ALl et al., 2002;
CHEN e SHAW, 2003; WANG et al., 2012). Recentemente, Libério e colaboradores
(LIBERIO et al., 2014) sugeriram a existéncia de metalo proteases na secrec¢io de
Leptodactylus labyrinticus. Estas peptidases presentes em L. labyrinticus podem
estar envolvidas na regulacdo da homeostase e/ou em processamentos de
peptideos, como por exemplo inativando peptideos inofensivos para o animal ou
gerando peptideos com novas fungdes.

Um estudo recente mostrou o efeito sinérgico do peptideo antimicrobiano
falaxina, isolado a partir da secrecdo cutanea de L. labyrinthicus, e de um
tetrapeptideo, dele derivado, com o alcaloide bufotenina contra a cepa de virus fixo
PV (Pasteur Virus) do virus da raiva. Foi a primeira descricdo de um efeito antiviral
sinérgico entre um peptideo e um alcaloide (CUNHA NETO, 2014).

Outras classes de moléculas podem ser encontradas na secrecao da pele de
anuros, como os alcaloides. Estes sdo compostos nitrogenados que, em sua
maioria, possuem carater alcalino. Com atividade bidlogica, pode-se citar: atropina,
hiosciamina e escolamina (anticolinégicos), reserpina e protoveratrina A (anti-
hipertensivo), quinina (antimalarico), cafeina (estimulante do SNC), entre outros
(SIMOES et al., 2010).

A variedade de alcaloides detectados na secrecéao da pele de anuros (DALY
et al., 1993) pode ser originada a partir de fontes alimentares (DALY et al., 1992;
DALY et al., 1994a; DALY et al., 1994b; DALY et al., 1997) que, para tais ras / sapos

consistem em pequenos artropodes. Na secre¢do de alguns dendrobatideos,
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considerados “especialistas em formigas” (TOFT, 1980; DONNELLY, 1991; TOFT,
1995; CALDWELL, 1996), foram encontrados seis representantes das 20 principais
classes estruturais de alcaloides identificadas em formigas, especialmente nas
espécies Solenopsis (Diplorhoptrum) (JONES e BLUM, 1983; DALY, 1995; SPANDE
et al., 1998).

Bufotenina € um alcaloide que foi isolado em 1920 e identificado pelo grupo
de pesquisa Heinrich Otto Wieland, em 1937, como um neurotransmissor de
serotonina (HANDOVSKY, 1920; BLOM, 2010). Recentemente, a bufotenina foi
apontada como um inibidor de penetracdo do virus da raiva, isolada da espécie
Rhinella jimi (VIGERELLI et al., 2014). Esse mesmo alcaloide é também encontrado
nas sementes de plantas do género Anadenanthera (STROMBERG, 1954).

Um derivado do aminoécido L-triptofano, conhecido como acido quinurénico,
foi isolado da secrecdo cutanea do anuro Pipa carvalhoi (MARIANO et al., 2015).
Sabe-se que esse componente ja foi identificado em tecido de cérebro humano
(TURSKI et al., 1988) e em diversos metabdlitos secundarios de origem animal e
vegetal (TURSKI et al., 2009). Nao foram observados efeitos biol6gicos para o acido
quinurénico de P. carvalhoi, porém ha a hipétese que esta molécula atue como um
sinal quimico, como um feromdnio, nos animais desta espécie (MARIANO et al.,
2015).

Algumas culturas ancestrais, como a medicina chinesa e indigena, utilizam a
secrecdo de anfibios com finalidade terapéutica. Essas pocdes de anuros sdo
utilizadas de diversas maneiras com potencial afrodisiaco, contra impoténcia sexual,
prevencdo de infertilidade, contraceptivos e algumas doencas presentes na
sociedade. Na medicina chinesa, é conhecido um medicamento Chan Su que é
preparado com a secrecdo seca das glandulas da pele de sapos chineses,
tradicionalmente usado para o tratamento de doencas do coragdo, dor de dente,
sinusite, hemorragia nas gengivas, entre outros (GOMES et al., 2007).

A familia Microhylidae € umas das 49 familias descritas para anuros. Esta
familia compreende 68 géneros, 563 espécies em 11 subfamilias (FROST, 2014).
Os microhilideos exibem o tamanho reduzido (9 a 100 mm) e s&o, na maioria,
terrestres ou semi-fossoriais (FORLANI, 2010), caracterizados morfologicamente por

cabecas pontudas, corpos redondos e bocas estreitas (HEYING, 2003). De acordo
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com Duellman & Trueb (1986), os microhilideos tem uma reproducgdo explosiva com
curta temporada de reproducéo.

Os microhilideos sdo animais que detém ampla diversidade morfolégica e
comportamental de modo que atribuir caracteristicas que definam o grupo nao seja
algo simples. Dentre outras, pode-se citar que os dedos em forma de discos (como
nas pererecas) sdo encontrados em espécies arboreas (ex. Kaloula sp.); focinhos
pontiaguados sdo marcantes em espécies fossoriais auxiliando a sobrevivéncia
nesses habitats (Ex. Dermantonotus muelleri); e algumas espécies ostentam o
formato do corpo como “orbe-like”. Esses animais sdo encontrados em desertos
aridos, florestas tropicais e em quase todo resto do planeta, porém, a maioria das
subfamilias encontra-se em areas geograficas limitadas. Breviceps (microhilideos
africanos) exibem o corpo redondo e com patas curtas o que dificulta a formacédo do
amplexo. Assim, neste e em alguns outros casos, os machos dispdem de glandulas
secretoras no ventre que liberam uma secrecao tipo cola, auxiliando sua aderéncia
ao dorso da fémea. Ambos Breviceps e Hoplophryne constroem ninhos de espuma
onde os girinos podem se desenvolver. Algumas espécies de microhilideos do novo
mundo formam associa¢cées comensais facultativas com grandes aranhas da familia
Theraphosidae, compartilhando tocas e areas de alimentacdo; enquanto que alguns
sapos podem ser facilmente considerados presas destas aranhas (PARKER, 1934;
DUELLMAN e TRUEB, 1986; FORD e CANNATELLA, 1993; ZUG et al., 1993;
CANNATELLA, 1995; STEBBINS e COHEN, 1995; POUGH et al., 1998).

Ha poucos estudos sobre os microhilideos, principalmente na vertente de
secrecdo cutanea. Entre as espécies estudadas, pode-se citar a Dyscophus guineti,
conhecida popularmente como “Sapo Tomate”, cuja secre¢cdo apresentou uma
protease (Kunitaz) que pode ser um componente de uma estratégia alternativa de
defesa desse animal contra microorganismos (CONLON e KIM, 2000).

A espécie Dermatonotus muelleri (Boettger, 1885) é conhecida por ter um
porte grande em comparacdo com outros microhilideos (NOMURA, 2003; NOMURA
e ROSSA-FERES, 2011). Esta espécie (Figura 2) é a Unica no género Dermatonotus
e é encontrada na América do sul. D. muelleri € uma espécie endémica que esta
exposta a um sistema de alta imprevisibilidade, apresentando adaptacdes
especificas ao habitat como conservar energia ao longo de um periodo para fornecé-

la durante a reproducdo explosiva e auxiliar na manutencdo em épocas de
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estivacdo. Em temporadas de seca e escassez de alimentos, D. muelleri, consegue
sobreviver devido sua especializacao alimentar e capacidade de cavar uma camara

subterranea para protecdo (NOMURA, 2003).

Figura 2: Espécie Dermatonotus muelleri. Em (A) individuos formando amplexo para
reproducéo, o] macho por cima da fémea (Foto:
http://preservacaoselvagem.blogspot.com.br/2011/04/blog-post_5847.html). Em (B),
individuo em toca — protecdo contra seca e ambiente hostil (Foto: Felipe Silva de
Andrade). Em (C), individuo vocalizando (Foto: Mauro Teixeira Jr). E em (D), D.
muelleri em posicao frontal (Foto:
http://objetoseducacionais2.mec.gov.br/handle/mec/7675).

Até o presente momento, os relatos na literatura sobre a secrecéo presente
na espécie D. muelleri e atividade biologica sédo limitados. Com este proposito,
Tempone e colaboradores (2007) realizaram um estudo preliminar de atividade
antifangica, no qual foi constatado diminuta inibicdo. A escassez de estudos
relacionados a espécie em questdo ressalta a necessidade de novas pesquisas
toxinolégicas com D. muelleri, pautadas na busca de compostos com propriedades

farmacoterapéuticas interessantes e de uso seguro.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

Analisar e caracterizar, bioquimicamente, os componentes da secregao

cutanea de Dermatonotus muelleri.

2.2 Objetivos Especificos

« Padronizar um método de obtencao e fracionamento da secrecao cutanea de
D. muelleri;

« Analisar a secrecdo encontrada dos anuros, isolando os seus constituintes;

« Caracterizar bioquimicamente as moléculas encontradas de

acordo com estrutura quimica:
o Espectrometria de massas (ESI-IT-TOF/MALDI-TOF);
o Ressonancia Magnética Nuclear (RMN);
o Eletroforese em gel,

o Estimativa de proteinas;

« Caracterizar biologicamente as fracbes/moléculas encontradas

conforme sua atividade e funcéo, com base na literatura.
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3 MATERIAL E METODOS

As principais etapas metodologicas utilizadas neste trabalho estdo
apresentadas na figura 3.

Coleta da

Material Filtracs
= A iltracdo por
secrecdo por liofilizado de .(; pN
. - - centrifugacdo
estimulagao Brasilia

mecénica

Gel filtragdo

Espectrometria
de massas
(MALDI-TOF)

Eletroforese
em gel

HPLC
(fracionamento)

Filtracdo por
centrifugagdo

< 10kDa
Eletroforese HPLC Espectrometria de Atividade
em gel (comparagdo) massas (ESI-IT-TOF) Biologica

Figura 3 - Esquema da metodologia adotada neste trabalho. RP-HPLC: Cromatografia liquida de
alto desempenho de fase reversa. > 10 kDa (quilodaltons): Material retido ha membrana de
corte molecular contendo moléculas de massa molecular acima de 10 kDa. < 10 kDa:
Material filtrado em membrana de corte molecular contendo moléculas de massa molecular
abaixo de 10 kDa. Maldi-TOF: lonizagdo e dessorcéo a laser assistida por matriz - Tempo
de vbo. ESI-IT-TOF: lonizacdo por eletrospray — tempo de vdéo — “ion trap’. RMN —
Ressonancia magnética nuclear. No primeiro fluxograma (em rosa) é desenhada a
metodologia utilizada para o material Dm-Fémea e Dm-Macho. No segundo fluxograma (em
amarelo) é descrita a metodologia adotada para a amostra Dm-BSB.

Digestdo das
bandas mais
visiveis

3.1 Obtencéo da Secrecdo Cutanea de Dermatonotus muelleri

Neste trabalho foi utilizado a secrecéo de D. muelleri obtidas por intermédio
de duas colaboracdes.

Durante o congresso da Sociedade Brasileira de Toxinologia (dez/13), foi
estabelecido uma colaboracdo com o prof® Dr. Osmindo R. Pires Jr do Lab. de

Toxinologia, no Instituto de Biologia-IB, da Universidade de Brasilia-UNB.
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Outra colaboragcdo ocorreu com o grupo do professor Dr. Carlos Jared
responsavel pelo Biotério do Lab. de Bioterio do Laboratério de Biologia Celular do
Instituto Butantan.

3.1.1 Coleta dos animais em parceria com o grupo da UnB

Os animais foram coletados, durante a noite, na Fazendo Nossa Senhora
Aparecida, Municipio de Monte Alegre-GO, no comeco do més de novembro,
gquando tem inicio a estacdo chuvosa. A secrecdo cutanea destes animais foi
extraida pela manhd do dia seguinte, lavando-os com &agua MiliQ e, em seguida,
aplicando-se estimulo elétrico. Ap6s o estimulo, os animais foram novamente
lavados com agua MiliQ e os extratos aquosos obtidos foram guardados em tubos
falcons de 50 mL, liofilizados e armazenados em freezer a — 20°C.

Cerca de 100 mg de secrecao cutanea liofilizada foram obtidos. A secrecao
utilizada neste trabalho representa um pool de individuos sem distincdo de sexo ou
idade. Desta secrecdo liofilizada, aproximadamente 10 mg foram diluidos em 10 mL
de agua MiliQ para cada extracdo. Tal extrato aquoso foi centrifugado e o
sobrenadante reservado para processos posteriores. Essa amostra é denominada
como Dm-BSB.

3.1.2 Coleta dos animais em parceria com o grupo do 1Bu

Em paralelo, o Biotério do Laboratério de Biologia Celular do Instituto
Butantan disponibilizou 8 animais recém-chegados para a coleta da secrecdo
cutanea (dezembro de 2013). Destes 8 animais, 6 eram machos e 2 fémeas.

A secrecao cutanea destes animais foi obtida de acordo com o género (macho
e fémea) submergido-os, separadamente, em um béquer contendo agua deionizada,
comprimindo-os gentil e manualmente.

As secrecfes obtidas das duas fémeas foram reunidas e denominadas de
Dm-fémea; enquanto que as secrec¢des dos seis machos reunidas foram chamadas

de Dm-macho. Tais extratos aquosos foram congelados a — 20°C.
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3.2 Preparacédo das amostras

A secrecdo cutanea de D. muelleri é ligeiramente viscosa. Sendo assim,
requer um tratamento prévio das amostras para que ndo cause danos aos
equipamentos analiticos, como, por exemplo, a coluna utilizada na cromatografia

liguida de alta eficiéncia (HPLC).

3.2.1 Filtracao por Centrifugacao

Para avancar nas etapas de cromatografia liquida as amostras foram filtradas
por centrifugacdo em membranas de corte molecular (10 KDa), a 7.500 x g, durante
10 minutos.

Este processo resultou em duas porgdes; o extrato de alta massa molecular
retido no filtro e o extrato contendo moléculas de baixa massa molecular (filtrado).
Ciente que os procedimentos de coleta da secrecdo cutanea foram diversos, para
evitar confusao entre as nomenclaturas, foi estabelecido que:

 As amostras filtradas de Dm-BSB, Dm-fémea e Dm-macho, foram
identificadas como DmF-BSB, DmF-fémea e DmF-macho;

* As amostras retidas no filtro (alta massa), foram identificadas como
DmR-BSB, DmR-fémea e DmR-macho.

O extrato de alta massa foi utilizado para analisar as proteinas presentes na
secrecao cutanea de D. muelleri utilizando a técnica de eletroforese em gel.

Ja o filtrado foi utilizado para analisar os componentes de baixa massa por de
cromatografia liquida de alta performance.

3.3 Processamento das Amostras

O processamento das amostras divide-se em duas vertentes. O estudo a
partir do extrato de alta massa (> 10 kDa) e o do extrato de baixa massa (< 10 kDa).
No estudo de alta massa foi feita uma abordagem prote6mica que pode-se estimar a

dosagem de proteinas pela metodologia de Bradford (1976). Verificar o perfil
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eletroforético das amostras de secregdo cutanea de D. muelleri. Realizar teste para
identificagdo de proteases por zimografia. E fracionar os componentes de alta e

baixa massa, seguindo metodologias adequadas para cada caso.

3.3.1 Estimativa da quantidade de proteinas

A concentracdo de proteinas presentes na secrecdo cutanea de
Dermatonotus muelleri foi estimada pelo método de Bradford (Bradford, 1976). Esse
ensaio serviu para atentar a grandeza da proporcdo de proteinas presentes na
secrecao cutanea. Para aferir a estimativa de proteinas, foi aliquotado 10 uL do pool
de DmR-BSB utilizado nas conseguintes analises eletroforéticas. Esta solucéo foi
centrifugada e o sobrenadante (triplicata) foram incubados com 200 pL do reagente
de Bradford por 5 minutos a temperatura ambiente e a densidade 6ptica foi medida
em um leitor de placas/espectrofotbmetro (SpectraMax M2 — Molecular Device®) a
595 nm. A concentracdo de proteinas foi calculada a partir de uma curva padréo que
foi obtida pela mesma metodologia utilizando soroalbumina bovina (BSA) como
padrdo de referéncia. Tanto a curva padrao quanto os calculos das concentracdes

de proteinas das amostras foram obtidos pelo programa SoftMax Pro 5.4.1.

3.3.2 Eletroforese

Os extratos retidos (DmR-BSB, DmR-fémea e DmR-macho) no filtro de corte
molecular (10 kDa) foram utilizados para avaliar a presenca de proteinas na
secrecdo cutanea recorrendo a eletroforese em gel de poliacrilamida seguindo a
metodologia proposta por Laemmli (LAEMMLI, 1970).

Para isto, 10 mL de géis de resolucdo de 12% e 10% foram preparados,
sendo compostos, respectivamente, por: 3,2 mL de agua destilada, 4 mL de
poliacrilamida 30%, 2,6 mL de Tris-HCI - Cloridrato de tris(hidroximetil)laminometano
-1,5M (pH 8,8), 100 uL de SDS 10%, 100 pL de persulfato de amdnio (PSA) 10% e
10 pL de tetrametiletilenodiamina (TEMED); e 3,8 mL de agua destilada, 3,4 mL de
poliacrilamida 30%, 2,6 mL de Tris-HCI 1,5 M (pH 8,8), 100 uL de SDS 10%, 100 pL
de PSA 10% e 10 puL de TEMED. Estes géis foram polimerizados entre placas de
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vidro, utilizando sistema vertical da BIO-RAD. Apds a polimerizacdo, foram
preparados 5 mL do gel de empilhamento 4% composto por 2,975 mL de &gua
destilada, 670 uL de poliacrilamida 30%, 1,25 mL de Tris-HCI 0,5 M (pH 6,8), 50 pL
de SDS 10%, 50 pL de PSA 10% e 5 uL de TEMED. Este foi polimerizado sobre os
géis de resolucéo, entre placas de vidro, juntamente com um pente para formacao
de poc¢os nos quais as amostras foram aplicadas.

A eletroforese foi realizada em solucdo tampé&o de corrida (Tris-base 100 mM,
glicina 768 mM e SDS 0,1%), sob corrente constante de 100 V.

Apés a eletroforese, os géis de poliacrilamida foram corados com Azul
Brilhante de Coomassie e nitrato de prata, em alguns casos. A coloragcdo por
Coomassie Blue consiste em colocar as amostras em solu¢do corante (45% de
metanol, 10% de acido acético, 0,1 % de Coomassie-blue R-250 e 45 % de agua
destilada), durante 20 minutos. Em seguida, estes foram lavados com agua destilada
e colocados em solucdo descorante (10% de metanol, 10% de &cido acético e 80%
de 4gua destilada), até o aparecimento nitido das bandas de proteinas. A coloracéo
por nitrato de prata baseia da descricdo sequente. Colocar o gel de poliacrilamida
em solucdo fixadora por overnight (50 mL de metanol, 12 mL de acido acético, 50 uL
de formaldeido 37% e 100 mL de agua destilada). Seguido de lavagem (50% de
metanol) e colocados em tiossulfato por 1 minuto (20 mg de tiossulfato de sédio em
100 mL de &gua destilada). Novamente lavado em &agua destilada e colocados na
solucdo de nitrato de prata (200 mg de nitrato de prata, 75 uL de formaldeido 37% e
100 mL de &gua destilada), por 20 minutos em mesa agitadora. Colocar em solucéo
reveladora (6 g de carbonato de sodio, 50 uL de formaldeido 37%, 2 uL de
tiossulfato de sédio 2% e 100 mL de agua destilada) até as bandas aparecerem.
Lavar com agua destilada e colocar em solugéo stop (50 mL de metanol e 12 mL de
acido acético) até o gel comecar a desidratar. Manter o gel em &gua para evitar a
desidratagéo.

3.3.3 Digestéo de bandas do gel

Para o estudo protedbmico da secrecdo cutanea de D. muelleri as bandas

visualizadas no gel corado por coomassie blue foram recortadas e digeridas de
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acordo com o método utilizado em nosso laboratorio para digestdo de gel e analise
no espetrémetro de massas.

Foram recortadas as bandas mais intensas do gel, descoradas com metanol
(MeOH) e reduzidas com ditiotreitol (DTT) (10 mM) e alquilados com iodoacetamida
(IAA) (50 mM). Apdés a remocdo destes reagentes, adicionou-se 100 mM de
bicarbonato de aménio e depois tripsina (20 ng/uL), deixando incubar a amostra por
um periodo de 12 h. No término da incubacdo com a enzima, os peptideos gerados
foram extraidos com 50% ACN e 5% acido formico (WESTERMEIER e NAVEN,
2002).

As amostras foram submetidas a espectrometria de massas em um
espectrobmetro ESI-IT-TOF do Laboratério de Bioquimica e Biofisica do Instituto
Butantan. A lista de peptideos gerados foi analisada, inicialmente com busca pelo
Mascot contra o banco de dados UniProt, além disso, 0 sequenciamento maci¢co de
novo automatizado foi realizado pelo PEAKS Studio, com posterior analise de
homologia pelo BLAST.

3.3.4 Zimografia

Apés a analise protedmica do conteddo da secrecdo cutanea de D. muelleri
foi feito um ensaio para avaliar a presenca de proteinas com atividade gelatinolitica
no material contendo moléculas acima de 10 KDa, realizando-se a zimografia em gel
contendo 1% do substrato gelatina.

Foram preparados géis de resolucdo 10% e de empilhamento 4% conforme
especificado na sec¢éo 3.3.1, sendo o gel de resolucdo co-polimerizado com gelatina
1% (DIFCO Laboratories Inc, USA). ApOs a polimerizacdo dos géis, as amostras
(Dm-BSB e DmR-BSB) foram aplicados no gel, em condicbes nao-redutoras. A
eletroforese foi feita como detalhado no item 3.3.1. Ao terminar a eletroforese, o gel
foi lavado duas vezes em solucdo 2,5% de Triton X-100 para remoc¢ao do SDS. O
gel foi, entdo, incubado no tampé&o do substrato (Tris-HCI 20 mM (pH 7,4), CaCl2 0,5
mM), a 37° C, durante 18 horas. Passado este periodo, o gel foi colocado em
solugéo corante (45% de metanol, 10% de acido acético, 0,1 % de “Coomassie-blue”
R-250 e 45 % de &gua destilada), durante 30 minutos. Em seguida, o gel foi lavado

com agua destilada e colocado em solucdo descorante (10 % de metanol, 10% de
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acido acético e 80% de agua destilada), para visualizacdo das bandas com
atividade. A atividade gelatinolitica é evidenciada como regides claras, em que

ocorre digestao do substrato, contra o fundo corado em azul (KUGLER, 1999).

3.3.4.1 Zimografia em gelatina com inibidores

Para confirmar a classe enzimética da(s) protease(s) presente(s) na mistura
das secrecbes com moléculas acima de 10 KDa, realizou-se a zimografia em
gelatina, conforme descrito na se¢do 3.3.3, na presenca de dois inibidores - acido
etilenodiamino tetra-acético (EDTA) e benzoamidina. Para o ensaio com o inibidor
EDTA foi adicionado 5 mM de EDTA ao tampéo de incubacao, ajustando-se o pH
desta solucdo para 8,0, com hidréxido de sodio (NaOH). Para o ensaio com o

inibidor benzoamidina, adicionou-se benzoamidina 5 mM ao tampé&o de incubacéo.

3.3.5 Fracionamento do extrato >10 kDa

A cromatografia de exclusdo molecular foi realizada com o objetivo de separar
0s componentes do extrato de alta massa molecular (> 10kDa) presentes na
secrecdo cutanea de D. muelleri.

Nesta técnica foi utilizado um sistema de cromatografia liquida AKTApurifier
(GE Healthcare, Sweden) com uma coluna TricornTM 10/300 (GE Healthcare 10 mm
x 30,0 cm). Como solvente foi utilizado 100 mM de bicarbonato de aménio, em fluxo
constante de 0.7 mL/min, utilizando um método isocratico em 60 min de corrida. As

fracGes foram coletadas e liofilizadas para posterior identificacao.

3.3.6 Fracionamento do extrato < 10 kDa

As amostras contendo o filtrado de baixa massa (DmF-BSB, DmF-fémea e
DmF-macho) provenientes do processo de filtragdo por centrifugacdo foram
analisadas por este processo de fracionamento. Devido & concentragdo mais
abundante da amostra DmF-BSB, esta foi selecionada para os fracionamentos e as

purificacbes conseguintes.
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Os processos de fracionamento e purificagdo das moléculas presentes na
secrecdo cutanea foram feitos por um sistema binario de HPLC de fase reversa
(Proemenince 20A, Shimdzu, Kyoto, Japdo) para separacdo da amostra. As
amostras foram injetadas em coluna de fase reversa Cis (ACE® 100 x 4,6 mm)
utilizando um sistema de dois solventes (A) agua MiliQ 100% e (B) acetonitrila (ACN)
100%, em fluxo constante de 1 mL.mint, com um sistema de programacéo: 0 - 5
min, isocratico de 100% de solvente A; 5 - 25 min, gradiente linear de 0 a 100% de
solvente B; 25 — 28 min, isocratico de 100% de B; 28 — 32 min, gradiente linear de 0
a 100% de A e 32 — 45 min, isocratico 100% A. O material eluido foi monitorado por
comprimento de UV com detector PDA/DAD. Apo6s o fracionamento, as fracdes
coletadas foram concentradas em sistema de concentracdo a vacuo para posteriores

analises.

3.4 Analise Bioquimica

Para a caracterizacdo dos componentes da secrecdo cutanea de D. muelleri
foram utilizadas algumas técnicas espectrométricas como a espectrometria de
massas (Maldi-TOF e ESI-TOF-IT) e RMN.

3.4.1 Espectrometria de Massas

3.4.1.1 Espectrometria por Maldi-ToF

As fracOes obtidas da cromatografia de exclusdo molecular (gel filtragédo)
foram analisadas, inicialmente, por MALDI-ToF. Para retirar o sal residual da corrida,
foi feito um procedimento com ZIP-TIP C4. O procedimento consistiu em lavar a
ponteira por 2 vezes em MeOH, equilibrar a coluna em solugdo A (Agua miliQ 100%
e 0,1% de TFA) por 2 vezes, carregar a amostra (7 uL) entre 5 e 10 vezes, lavar a
coluna com solucédo A e descarregar a amostra em um eppendorf com solucéo B
(ACN 90%, 0,1% de TFA). A matriz utilizada na preparacdo da amostra foi o acido
sinapinico. Foi pipetado 1 puL da amostra e 1 pL da matriz, misturado e 1 uL da

mistura (amostra/matriz) foi depositado na placa amostradora do MALDI-ToF.
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A andlise foi feita no equipamento Axima LNR system (Kratos Analytical,
Shimadzu, UK) equipado com nitrogénio laser (337 nm). A faixa de massa detectada
foi entre 500 a 200000 Da e foi utilizado em um modo linear com delay de 104 ns e
voltagem de aceleracédo de + 20kV. O espectro final foi gerado com acumulacéo de
20 laser shots por fracdo e 50 perfis produzido por amostra o que resultou em 1000
laser shots por espectro.

3.4.1.2 Espectrometria por ESI-TOF-IT

A caracterizacdo das moléculas presentes nas fracdes resultantes da
separacdo por cromatografia liquida de alta eficiéncia foi realizada por
espectrometria de massas.

As amostras de DmF-BSB foram diluidas em 50% MeOH em &agua e injetadas
diretamente no espectrometro por injecdo manual, em um injetor Rheodyne, em
modo positivo e negativo simultaneamente, com fluxo de 50 pL/min, na mesma
solucéo usada na diluicdo das amostras. A voltagem da interface utilizada foi de 4,5
kV e a voltagem do detector, 1,76 kV, com temperatura de 200°C. A fragmentacéo
foi feita por gas de colisdo argbnio, com 50% de energia e os espectros foram
obtidos na faixa de 50 a 2000 m/z. Os dados obtidos foram analisados pelo software
LCMSsolution (Shimadzu Co., Japéo).

3.4.1.3 Ressonancia Magnética Nuclear — RMN

Os experimentos por RMN foram feitos pela Central Analitica do Instituto de
Quimica da USP, em colaboracédo da equipe do Dr. Massuo Jorge Kato, professor
titular do Departamento de Quimica Fundamental da USP.

Foram utilizados os parametros de andlise para RMN de !H, em
espectrometro Bruker DRX 500 (Bruker Co., Alemanha), frequéncia 500 MHz. As
amostram foram diluidas em metanol deuterado (MeOD). Os resultados serao

processados no software TopSpin 1.3 (Bruker Co., Alemanha).
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3.5 Analise Bioldgica

Com intencdo de avaliar atividade biologica das fracdes coletadas por

cromatografia, foi feito um screening inicial para um ensaio de antimicrobicidade.

3.5.1 Testes antimicrobianos

As 12 fracdes de DmF-BSB, separadas cromatograficamente nas etapas
anteriores, foram testadas com o propdsito de verificar atividade antibiética, em
ensaios de inibicdo do crescimento de quatro espécies de bactérias (Staphylococcus
aureus, Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa e Micrococcus luteus) em
colaboragdo com a Dra. Rita de Céssia Ruiz, do Laboratério de Bacteriologia do
Instituto Butantan. Resumidamente, uma colbénia de cada cepa de bactérias cresceu
durante 12 h em meio rico (TSB). Apos este periodo, 40 uL desta colénia foram
adicionados a 3 mL de meio pobre (PB) e mantidas por 2 horas, sob agitacdo a 250
rpm. Foi entdo medida a absorbancia desta solucdo em 595 nm, sendo diluida em
PB até a absorbancia chegar a 0,001. Esta solu¢do de bactérias foi incubada com a
amostra, diluida em meio pobre, durante 18 horas, a 30°C e 150 rpm. Ao final, a
absorbancia foi medida a 595 nm, e comparada a um controle negativo, contendo
apenas PB, e a um controle positivo, com uma solucdo de bactérias com
absorbancia de 0,001 onde n&o ha incubacdo com a amostra. A opg¢éo pelo ensaio
de inibicdo de crescimento bacteriano em solucdo e ndo pela metodologia proposta
pelo NCCLS (National Committee for Clinical Laboratory Standards) que favorece
moléculas hidrofilicas, ocorreu devido ao desconhecimento inicial das classes
moleculares responsaveis pela atividade que podem ter seu comportamento alterado
em funcdo de eventuais problemas na difusdo no meio solido (Agar), conforme
recentemente abordado por (NASCIMENTO et al., 2007).
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4 RESULTADOS

4.1 Estimativa da quantidade de proteinas presentes na secrecao
cutanea

Por meio da execugédo metodologia de Bradford, foi obtida uma estimativa da
quantidade do contetdo protéico presente no pool de secrec¢des retidas (DmR-BSB)
na membrana de corte molecular de 10 KDa. Este ensaio teve como objetivo indicar
a presenca de proteinas na secrecao cutanea, uma vez que, essas proteinas foram
utilizadas para ensaios de eletroforese.

O teste estimou a presenca de proteinas na concentracao de 2,2 mg/mL.

4.2 Eletroforese

O método de eletroforese foi utilizado para avaliar o perfil da distribuicdo de
massas e o0 conteudo proteico das secrecfes. A analise das secrecdes foi feita de
diversas maneiras a fim de produzir um resultado comparativo entre as amostras
(Figura 4).
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Figura 4. SDS-PAGE 12,5%, corado por nitrato de prata. A primeira metade do gel mostra as
amostras F — DmR-fémea; M — DmR-macho e BSB - DmR-BSB em condi¢bes nao
redutoras. A segunda metade do gel mostra o P — Padrdo; F — DmR-fémea; M — DmR-
macho e BSB - DMR-BSB em condic¢des redutoras. As setas indicam diferencas nas bandas
entre fémea (amarelo) e macho (vermelha).

Como ilustrado na Figura 2, ha a comparacao entre as secrecdes de fémea
(F - DmR-fémea), macho (M - DmR-macho) e BSB - DmR-BSB, sem e com reducao
por beta-mercapto-etanol coradas com nitrato de prata. No conjunto geral das
amostras, destacam-se as bandas com cerca de 100, 70, 50, 20, e 15 kDa.

As setas em amarelo representam as bandas que aparecem somente em
individuos fémeas. Ja as setas em vermelho, exibem as bandas presentes em
individuos machos. As faixas do contetdo protéico referentes a amostra DmR-BSB
apresentam as trés bandas examinadas nos individuos fémeas e machos. A amostra
DmR-fémea apresenta uma banda na faixa de 70 kDa que ndo é observada na
secrecdo do macho. Em contrapartida, no material DmR-macho, sao verificadas
bandas com cerca de 65kDa e 85 kDa, aproximadamente, que ndo estdo presentes
na secrecdo das fémeas. Por se tratar de uma mistura de secre¢cbes de machos e

fémeas, no material DmR-BSB, estas bandas podem ser visualizadas.
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4.3 Digestao do Gel de Eletroforese

O material DMR-BSB é o mais concentrado e foi selecionado para realizar o
procedimento de digestdo de amostra e ser analisado por espectrometria de massas
seguido da compilacdo dos dados pelo software PEAKS e comparado por bancos de
dados disponiveis.

Para a analise protedbmica da amostra DmR-BSB, foram recortadas 15
bandas (Figura 5) a fim de realizar um procedimento de digestdo das bandas mais
intensas no gel de eletroforese 12,5% corado por coomassie blue e posterior analise

bioquimica em um espectrémetro de massas.

220kDa
160 kDa

100 kDa

70 kDa
60 kDa

XN AWN =

50 kDa

30 kDa

20 kDa 1

12
13

14

15 kDa 15

10 kDa

Figura 5: SDS-PAGE 12,5%, corado por coomassie blue. P- Padrdo e Dm — DmR-BSB. As setas

da direita indicam as 15 bandas recortadas para digestdo e posterior anélise protedmica por
espectrometria de massas.

As bandas recortadas foram analisadas por uma abordagem protedmica, por
espectrometria de massas com fonte eletrospray. Devido a auséncia de bancos de

dados para a espécie, a lista de peptideos obtidos por sequenciamento de novo foi
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analisada via BLAST, contra as proteinas de squamata. A tabela 1 apresenta a lista

das proteinas do banco de dados identificadas por esta abordagem.

Tabela 1. Correspondéncia entre as bandas recortadas e respectivas massas moleculares.

Bandas

1-2

~N o o b~ oW

[oe]

10
11
12
13
14
15

4.4 Zimografia

Massa
Molecular

(kDa)
110-160

70
65
60

55
31
30
21
18
17
16
15

Correspondéncia

Octapeptide Repeat protein T2 — “Ophiophagus hannah”

Fusaric acid — “Capsella rubella”

RHO guanine nucleotide Exchange fator 7 — “Harpegnathos saltador”
Nucleoporin 37kDa — “Xenopus tropicalis”

DRE-Binding protein 2 — “Sorghum bicolor”

Queratina de diferentes espécies

Selenium-binding protein — “Xenopus sp.”

Thrombin-like enzyme — “Cerastes cerastes”

Calmodulin-binding motif — “Xenopus tropicalis”

Queratina tipo Il citoesqueleto — “Gorila”

Cyclophilin A (17kDa) — “Ambystoma tigrinum”
Queratina tipo | citoesqueleto — “Crotalus adamantus” e “Anolis carolinensis”

AP2M1 — “Xenopus tropicalis”

A banda 7 de massa molecular 60 kDa apresentou analogia mediante a

analise por PEAKS a protease. Esta informacao induziu o estudo de zimografia para

revelar a presenca destas enzimas na secrecao cutanea de D. muelleri.
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Figura 6: Zimografia em gelatina. O primeiro gel representa a zimografia incubada com tampao Tris
sem inibidor. O Segundo gel mostra a zimografia incubada com o tampéo Tris com inibidor
EDTA. E o terceiro gel representa a zimografia incubada com o tamp&o Tris com inibidor
benzoamidina. As legendas se referem ao padrdo, Dm-BSB — extrato aquoso total da
secrecdo cutdnea de D. muelleri e DMR-BSB — extrato de alta massa retido em membrana
de corte molecular 10 kDa. A regido destacada pela caixa amarela representa a regido do
gel no qual houve supressdo da atividade protelitica sobre gelatina quando este foi
incubado com EDTA.

Um ensaio de zimografia com gel de gelatina (Figura 6) foi realizado no qual
investigou-se a presenca de algumas bandas com atividade proteolitica. Para
constatar a propriedade destas proteases, foram realizados mais dois ensaios com
dois inibidores (EDTA e Benzoamidina). Primeiro, para verificar a presenca de
metalopeptidases, foi utilizado o inibidor EDTA. Na faixa de 66 kDa do material Dm-
BSB, observa-se que o EDTA inibiu atividade proteolitica o que instigou a hipétese
de que as bandas dessa faixa fossem representantes da classe de metalo
peptidases. Conduziu-se também, um ensaio com o inibidor Benzamidina a fim de
checar atividade de serino peptidases na secrecdo cutanea de D. muelleri. Neste
ensaio considerou-se que a benzoamidina ndo foi capaz de inibir a atividade

peptidasica no gel, o que sugere a auséncia da classe de serino peptidases.
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4.5 Fracionamento da Secrecdo Cutanea de Alta Massa por Gel Filtracdo

A cromatografia de exclusdo molecular (gel filtracdo) consolidou uma
separacao do pool dos extratos de alta massa molecular obtido da secre¢cao cutanea
de D. muelleri proveniente de Brasilia (DmR-BSB). O perfil do fracionamento esta

exibido abaixo (Figura 7).

100ul001:10 UV1: 220nm 100ul001:10 UV2: 254nm 100ul001:10 UV3: 280nm

GF4

00 100 200 300 400 min

Figura 7: Perfil da cromatografia de exclusdo molecular para a amostra DmR-BSB. Em
preto, esta representada a amostra DmR-BSB no comprimento de onda UV 220 nm;
em vermelho, esté representada a amostra DmR-BSB no comprimento de onda UV
254 nm e, em azul, esta representada a amostra DmR-BSB no comprimento de onda
UV 280 nm. Os picos estdo marcados com as legendas GF1, GF2, GF3, GF4, GF5,
GF6, GF7 e GF8, que representam os picos 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7 e 8, respectivamente,
coletados.

O perfil cromatografico mostra 8 picos que correspondem a 8 fracbes
coletadas. Tais frac6es foram liofilizadas, seguida de analise por Maldi-ToF com o

propésito de identificar massas de proteinas ou peptideos presentes.
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4.6 Fracionamento da Secrecdo Cutanea de Baixa Massa

Os extratos aquosos das secrecfes cutaneas das trés amostras (DmF-BSB,
DmF-macho e DmF-fémea) foram analisados separadamente. De acordo com 0s
perfis obtidos das analises por cromatografia liquida de alta eficiéncia constatou
semelhancas entre a composicdo das amostras investigadas, diferenciando-se

apenas nas intensidades dos picos (Figura 8).

Mx100,000)

Figura 8: Comparacdo dos extratos aquosos das secrecdes cutaneas de D. muelleri por
RP-HPLC em coluna Cis, monitorado a 214 nm. Em preto, estd representada a
amostra DmF-BSB; em vermelho, a secre¢cdo do material DmF-fémea e, em azul, a
secrecdo do material DmF-macho.

O material de DmF-BSB é o mais concentrado e o que contém mais material a
ser trabalhado, portanto, este foi escolhido para purificacdo dos componentes. As
amostras de fémea (DmF-fémea) e de macho (DmF-macho) estdo pouco
concentradas devido a falta de animais para a coleta da secrecao.

Na figura 9, é representado o perfil de DmF-BSB dividido em doze fragBes que

foram coletadas manualmente.
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Figura 9: Perfil cromatografico (ampliado) das secre¢des cutaneas filtradas de D.
muelleri. O cromatograma foi obtido por RP-HPLC em coluna Cis, monitorado a 214
nm. Os nimeros 1 a 12 indicam as fra¢gfes coletadas.

4.7 Espectrometria de massas

3.4.1 Espectrometria por MALDI-ToF

A analise por MALDI-tof foi realizada a fim de expor massas das proteinas e
peptideos presentes no extrato de alta massa (>10kDa) de DmR-BSB. Duas fracfes
apresentaram perfis no qual foram relevantes no quesito exposicdo dos valores de
massas. Estas fragcbes GF4 e GF5, apresentaram massas na faixa de 5000 a 20000
Da.

A andlise da fracdo GF4 detectou um pico de m/z 14 kDa e um de 7 kDa com

potencial de auferir duas cargas (Figura 10).

46



Shimadzu Biotech Axima Performance 2.9.3.20110624: Mode Linear, Power: 114, Blanked
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Figura 10: Espectro da fracdo GF4 analisada por MALDI-ToF na faixa de 5000 — 20000 Da. O

espectro de MALDI-ToF da fracdo GF4 obtida da gel filtragcdo do extrato DmR-BSB.

A fracdo GF5 detectou varios picos representantes de proteinas e/ou
peptideos: com m/z de 5772 Da, 6932 Da, 8424 Da, 100031 Da, 11235 Da, 11723

Da, 13041 Da, 13896 Da e 15309 Da (Figura 11).
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Figura 11: Espectro da fracdo GF5 analisada por MALDI-ToF na faixa de 5000 — 20000 Da.
Espectro de MALDI-ToF da fracdo GF5 obtida da gel filtracdo do extrato DmR-BSB.

3.4.2 Espectrometria por ESI-IT-ToF

Os extratos filtrados das secre¢des cutaneas utilizadas anteriormente foram
analisados por espectrometria de massas em modo positivo e negativo,
simultaneamente. Os perfis de DmF-BSB, DmF-fémea e DmF-macho obtiveram um
perfil semelhante. Porém o perfii DmMF-BSB apresentou maior concentracdo das
amostras e foi selecionado para as andlises de espectrometria de massas e RMN.
As massas encontradas sao referentes a moléculas de baixa massa molecular, em
sua maioria (no limiar de 200-500 m/z).

A analise por espectrometria de massas foi realizada para todas as fracdes
coletadas de acordo com o cromatograma da Figura 4. Essa analise foi feita com
infusdo direta no espectrdmetro, no modo positivo e negativo, simultaneamente.
Duas das 12 fragBes foram selecionadas para demonstrar o conteudo de suas
amostras. Estas fracdes (2 e 10) foram escolhidas e suas massas correspondentes
estdo representadas no espectro de massas (Figura 12). Para a escolha dessas

fracOes, foram consideradas moléculas que ionizaram tanto em modo positivo
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guanto negativo, complementando um modo de ionizacdo ao outro e a clareza do

espectro.
ESI (+) ESI (+)
ten.(x100.000 inten.(x100.000 P
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Figura 12: Espectro de massas por eletrospray das fracdes 2 (A e B) e 10 (C e D) obtida a
partir do fracionamento de DmF-BSB. Em (A) o espectro da fracdo 2 em modo
positivo e em (B) o espectro da fracdo 2 em modo negativo. Em (C) o espectro de
massas da fracdo 10 em modo positivo e em (D) o espectro de massas da fracdo 10
em modo negativo.

Para as demais fracbes os dados relativos das massas (m/z) estdo

representados na tabela abaixo (Tabela 2). Em algumas fracdes a ionizacao por

ESI-TOF-IT foi insuficiente, inabilitando a averiguacdo das massas relativas.
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Tabela 2. Massas relativas (m/z) das frac6es de DmF-BSB.

1 3,0 261,1321 259,1268
296,0532

2 3,5 261,1321 259,1263
283,1121 281,1062
299,0869 297,0805

3 5,0 = =

4 55 - -

5 6,5 = =

6 7,0 - -

7 10,5 = =

8 15,5 - -

9 15,75 205,11 — 188,0634

10 16,0 - 16,5 311,15 309,15

11 16,5-17,5 = =

12 18,0-18,5 - -

Dentre estas fracOes, detectou-se o aminoacido triptofano (fracdo 9), por
intermédio da comparacao de fragmentacédo do ion de m/z 205.08 em m/z 188.06 e
146.06 (Figura 13). Para confirmar a presenca do triptofano foi realizada uma
comparacao entre os tempos de retengédo por RP-HPLC do aminoécido purificado e

do aminoacido obtido comercialmente, Figura 14.
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Figura 13: Espectro da fragmentacao do ion de m/z 205 da fracdo 9 e a representacao
estrutural da fragmentacao do triptofano. Em (A) o espectro de MS? da fragdo 9 em
modo positivo mostrando o ion m/z 205, em vermelho e a fragmentag¢do espontanea
de m/z 205 em amarelo (m/z 188). Em (B) o espectro de MS? da fracdo 9 em modo
positivo mostrando a fragmentagdo do ion precursor 205, gerando os ions 188 e 146,
em amarelo e roxo, respectivamente. Em (C) a representacdo do mecanismo de
fragmentagdo do aminoacido triptofano pelo orbital c* NHs, segundo Gregoire et al.

2008.
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Figura 14: Comparacdo entre a fragdo 9 e o aminoacido triptofano.

Cromatograma que

representa a comparacdo dos tempos de retencdo (15.75 min) entre a fracdo 9, em
vermelho, da secrecdo de Dermatonotus muelleri e 0 aminoécido triptofano, em azul.
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4.8 Ressonancia Magnética Nuclear

O extrato de baixa massa de DmF-BSB foi analisado por ressonancia
magneética nuclear para revelar um panorama geral dos componentes contidos nas
fracOes. Algumas fracBes também foram analisadas por RMN, porem devido a baixa
quantidade de amostra, a andlise ndo foi suficientemente satisfatoria. Seréo
necessarias novas purificacdes para aumentar a quantidade de massas por fracéo a
fim de ser melhor analisadas.

Entretanto a analise por RMN do extrato DmF-BSB apresentou um perfil
majoritario de acgucares (Figura 15). O espectro de RMN do extrato DmF-BSB de D.

muelleri apresentou picos com baixa intensidade na regido de ~ 3,5 ppm.
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Figura 15: Espectro de RMN 1H do extrato DmF-BSB. O espectro representa 0s
deslocamentos de hidrogénio para o extrato de baixa massa DmF-BSB. A chave
vermelha com asterisco representa um agrupamento de deslocamento de hidrogénio.
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4.9 Atividade Bioldgica

As 12 fracdes separadas por cromatografia liquida foram testadas a fim de
verificar atividade antibacteriana, uma abordagem tradicional para secrecfes de
anfibios. Os ensaios de inibicdo de crescimento foram feitos contra quatro espécies
de bactérias (Staphylococcus aureus, Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa e
Micrococcus luteus). As fragOes foram testadas em duas concentragOes diferentes.
Na concentracdo mais diluida n&o foi apurado nenhuma inibicéo de crescimento para
nenhuma fracdo em nenhuma cepa testada. Ja as fragcbes mais concentradas, foi
revelado um aumento do crescimento para a espécie Staphylococcus aureus. A
fracdo 9, que contem como principal componente o triptofano, foi detectado o maior

crescimento para S. aureus, com aumento de 79%.
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5 DISCUSSAO

A coleta da secrecdo cutanea de D. muelleri mostrou-se eficaz nas duas
abordagens, tanto para os animais coletados pelo grupo de Brasilia, quanto para o
grupo do Biotério do Laboratorio de Biologia Celular do Instituto Butantan, uma vez
que os perfis de eletroforese e cromatograficos Dm-BSB, Dm-fémea e Dm-macho
demandam boa similaridade no conteddo examinado. O método de coleta de
secrecdo utilizado para os animais de Brasilia foi por estimulo elétrico e um dia apés
a coleta dos animais. Apesar do numero de animais nao indicado nesta coleta,
constatou-se, pelas analises cromatogréficas que este método rendeu melhores
resultados na intensidade e concentracdo dos picos. Os animais que foram
coletados e mantidos no biotério, receberam um tratamento diferente. A metodologia
de coleta foi por meio de estimulagcdo mecéanica e os animais estavam fora do seu
habitat natural. O que pode ter contribuido para uma menor quantidade de secrecao,
indicada pelos métodos de cromatografia no qual pode ser observado menor
intensidade dos picos.

A filtracdo por membrana de corte molecular por centrifugacdo otimizou a
analise por RP-HPLC, permitindo que moléculas de baixa massa molecular fossem
evidenciadas. A separacdo do material permitiu que a analise de baixa massa
molecular fosse evidenciada em melhores condi¢cdes pela técnica de cromatografia
liguida de alta performance em fase reversa, jA que 0 extrato bruto interrompia a
esta andlise, em decorréncia da presenca de substancias viscosa, como a cola
expelida na secrecdo de machos. Corroborando a esta evidencia, revelou-se, pela
técnica de eletroforese, a distribuicdo de componentes de alta massa molecular (no
limiar de 160 — 15 kDa).

Como esperado, o material retido no filtro de corte molecular produziu
diversas moléculas de alto massa molecular, proteinas, conforme relevado pelo gel
de eletroforese SDS-PAGE. De acordo com a relevancia deste procedimento e o
ineditismo deste estudo, as bandas do gel de eletroforese foram recortadas a fim de
serem analisadas por uma abordagem prote6mica, por espectrometria de massas,
focando principalmente nos peptideos sequenciados de novo, dada a auséncia de

bancos de dados da espécie (e mesmo do género).
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De acordo com a analise prote6mica por ESI-TOF-IT e busca em bancos de
dados com os programas Mascot e Peaks studio, foi vidvel analisar as bandas
recortadas e digeridas da eletroforese em gel. O resultado desta analise esta
mostrado na tabela 1 e as de proteinas identificadas via BLAST com os peptideos
sequenciados. Este procedimento permitiu a comparacdo das sequéncias das
proteinas encontradas na secrecdo, com sequencias ja estudadas disponibilizadas
em diferentes bancos de dados.

As bandas 1 e 2, por estarem préximas, resultaram em dados semelhantes.
Foi apontado o Octapeptide repeat protein T2 de Ophiophagus hannah, a maior
serpente peconhenta do mundo, podendo alcancar 6 metros de comprimento, e
encontrada no sul e sudeste da Asia (STUART et al., 2012) Esta proteina é um
polipeptideo com alto grau de repeticdo semelhante a mutacdes de genes que
causam deméncia progressiva (GOLDMAN e SCHAFER, 2014) . Nestas bandas
também foi identificado um peptideo relacionado a proteina que codifica a producéo
do acido fusarico, encontrado em fungos do género Fusarium. O &cido fusarico é
uma micotoxina geralmente téxica para plantas, animais incluindo seres humanos
(BACON et al., 1996). Este acido é um alcaloide com nucleo piridinico, com o acido
carboxilico localizado na posi¢cdo 2. Este mesmo nucleo piridinico é encontrado no
acido nicotinico, conhecido com vitamina B3, porem a posicao do &cido carboxilico
estd no carbono 3. Outra provavel enzima identificada, € responsavel pela
codificacdo do nucleotideo RHO guanine (Exchange fator 7) de Harpegnathos
saltador, uma espécie de formiga. Sabe-se que a alimentacao da maioria dos anuros
€ composta por pequenos insetos, tais como formigas, destes animais também é
retirado alguns componentes utilizados pelos anuros para produgéo de veneno. O
nucleotideo RHO guanine desempenha um papel fundamental em processos
celulares, funcionando com receptores acoplados a proteina G. (BONASIO et al.,
2010).

Ja4 a banda 3 apresentou similaridade ao peptideo nucleoporin 37 kDa
encontrado no anuro Xenopus tropicalis. Esta proteina, em Xenopus, tem funcéo
predita por similaridade de atuar em processos nucleares, ligados a organizacao de
cromatides. Sua presenca na secrecdo poderia ser fruto da natureza sincicial das

glandulas cutaneas de anfibios.
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Algumas das proteinas analisadas mostraram funcdes correlatas a D.
muelleri, como as bandas 4, 6, 7. A banda 4 apresentou uma analogia a “DRE-
binding protein 2”, esta proteina esta ligada ao aumento da tolerancia a temperatura
ambiental para o organismo. (SHEN et al., 2003). De acordo com o banco de dados,
€ encontrada em plantas (genémica), como Sorghum bicolor, € uma espécie de
graminea, de clima de temperado e tropical, resistente a seca (VILELA, 2009) .
Apesar de ser encontrado em plantas, uma proteina desta natureza ou com estas
propriedades conferiiam vantagens evolutivas bastante interessantes para a
sobrevivéncia de D. muelleri que habita locais secos e com altas temperaturas.
Encontrada na banda 6, a analogia selenium-binding protein, identificada no projeto
gendmico de Xenopus sp., reforca a presenca desta proteina pela semelhanca da
massa molecular (57 kDa). Selenium-Binding é uma proteina citosélica parcialmente
caracterizada em 1989. Em alguns estudos € sugerido a expressdo de um papel
supressor de tumores, isto baseado que a expressao dessa proteina é reduzida em
tecidos tumorais no pulmdo, colon e esbdfago, do ovario e no figado. Em
contrapartida, foi constatado que no cérebro de alguns pacientes com esquizofrenia
h& elevadas taxa de expressdo desta proteina. Também pode ser encontrada com
um papel relevante na prevengdo do envelhecimento, modificagdo do estado
oxidativo e no transporte de proteina ou degradacdo em células. Apesar dos estudos
citados, as funcfes fisiolégicas da Selenium-binding ainda sdo desconhecidas.
(TSUJIMOTO et al., 2013). A presenca desta proteina na secrec¢do cutanea de D.
mullerei poderia estar ligada a processos de controle de radicais livres e agentes
oxidantes que poderiam ser antibiéticos neste animal, uma vez que nenhuma fragao
de baixa massa molecular analisada aqui foi capaz de promover sequer reducao do
crescimento bacteriano. No entanto, esta hipotese precisa ser testada ainda.

Outras analogias interessantes foram encontradas na banda 7, como a
presenca de uma enzima conhecida com Thrombin-like, uma serinoproteinase de 60
kDa, encontrada nas serpentes Cerastes cerates. Essa enzima é conhecida por
pertencer a uma classe de serino proteases que sao responsaveis pela coagulagéo
do sangue in vitro e como um anticoagulante in vivo (BELL JR., 1988; MAGALHAES
et al., 2007). No entanto, nossos ensaios em gel ndo foram capazes de revelar esta

atividade de seriniopeptidase e nem inibi-la via bezamidina. Por outro lado, as
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condi¢cbes da zimografia podem estar longe das ideais para o correto funcionamento
catalitico desta enzima. Ensaios complementares ainda se fazem necessérios.

Outra importante proteina encontrada no banco de dados foi a Calmodulin-
binding motif de Xenopus tropicalis. Trata-se de uma proteina dependente de Ca2+
que atua como intermediaria em inUmeros processos celulares que vado desde a
inflamacéo, apoptose, até a contracdo da musculatura lisa e migragéo celular, sendo
estes dois ultimos processos condizentes com o que se espera de um tecido
secretor como a pele de anfibios.

As bandas 5, 10 e 14, apresentaram analogia a proteina de queratina de
diferentes espécies de animais. O termo queratina foi muito utilizado para classificar
proteinas estruturais de chifres, garras e cascos. Atualmente, o termo "queratina”
abrange todas as proteinas intermediarias de formacéo de filamentos produzidas em
qualquer epitélio de vertebrados. Podem ser classificadas em queratina do tipo Il
(basica), conservam uma faixa de massa molecular de 52-70 kDa (FUCHS et al.,
1981; MOLL et al., 1982). Sdo queratinas especificas no processo de queratinizacao
suave, porém ha algumas que participam da queratinizacdo mais pesada. E as
queratinas do tipo | (acidas) com uma faixa de peso molecular entre 40 — 56,5 kDa.
Sao queratinas pequenas e sao especificas para cabelos em humanos (COULOMBE
e OMARY, 2002).

A banda 13 apresentou uma similaridade a proteina Clyclophilin A de 17 kDa.
A ciclofilina A foi inicialmente caracterizada pela sua capacidade de catalisar a
transicao entre residuos de prolina cis e trans criticas para a dobragem correta de
proteinas. E uma citocina pro-inflamatoria que € liberada em resposta a estimulos
inflamatorios. Além disso, a ciclofilina A tem se mostrado competente para promover
a aterosclerose por meio da ligacdo a metaloproteinases de matriz (MMP)
(SYSTEMS, 2015). E a banda 15 apresentou uma analogia a uma proteina nao
caracterizada de Xenopus tropicalis, nhomeada de AP2M1, responsavel pela
acidificacdo de endossomos e lisossomas. Neste caso, um pequeno peptideo
“LDLK” foi identificado por De novo.

O ensaio zimografico foi originado com base nas analises por Peaks studio,
no qual proteinas analogas a enzimas com atividade proteolitica foram identificadas.
A partir disto buscou-se algum ensaio que pudesse evidenciar tais atividades. A

zimografia com gelatina revelou a presenca de enzimas proteliticas conforme
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averiguada na faixa de 66 — 97 kDa do gel incubado sem inibidor, apenas com o
tampdo. Para confirmar as classes enzimaticas propostas na identificacdo
protedmica os zimogramas foram realizados na presenca de tampdes e inibidores
especificos que pudessem discriminar as atividades metalo e serinopeptidasica.
Neste ensaio indagou-se que o EDTA foi capaz de inibir a atividade na regido de 66
kDa, sugerindo atividade de metalo proteinases. De acordo com um estudo de 2014,
identificou-se a presenca de atividade proteolitica para proteina com dependéncia de
calcio para um anuro L. labirinticus. Neste estudo eles sugerem a presenca dessa
metalo proteinase na faixa de 60 kDa (LIBERIO et al., 2014).

Conjuntamente, a zimografia foi ensaiada para atividade de serino
proteinases. Do mesmo modo, o gel de zimografia foi incubado com tampéao Tris e
inibidor benzamidina, o que revelaria a presenca de serino proteinases. Neste
ensaio foi evidenciado uma sutil inibicdo para as bandas presentes no gel.

Com o objetivo de melhor caracterizar as proteinas presentes na secrecéo
cutanea de D. muelleri, gel filtracdo foi realizada e as fragOes resultantes deste
processo foram analisadas por espectrometria de massas Maldi-tof, que
demonstrou, apesar da pouca quantidade de amostra, varios valores de m/z
condizentes como a separagdo cromatografica e com as bandas de eletroforese,
reforcando a identificacdo das proteinas. As fracbes GF4 e GF5, foram a que
produziram melhores espectro de massas por esta técnica.

A fracdo GF4, exibiu um m/z de proximo 14 kDa. Cabe lembrar que estas
andlises de proteinas por MALDI-TOF sao realizadas no modo linear, no qual a
resolucdo € baixa (com valores nominais de cerca de 10 a 30, enquanto no ESI, a
resolucao gira em torno de 10000), portanto ndo ha sentido em se utilizar todos os
algarismos por espectro processado. Esta massa, 14 kDa, é uma massa tipica de
fosfolipases, podendo ser este ou outro candidato a agente antimicrobiano em
funcdo da auséncia de pequenas moléculas com esta atividade em nossos ensaios.

Os trés perfis cromatograficos obtidos por RP-HPLC das secre¢fes cutaneas
fitradas (DmF-BSB, DmF-fémea e DmF-macho) evidenciaram similaridade,
destacando diferencas apenas em relacdo a intensidade entre as amostras e a
presenca de alguns picos que ndo sao revelados em todos perfis. Estas sutis
alteracdes podem estar relacionadas a concentracdo dos materiais ou a presenca de

fatores como: dieta, habitat, idade, sexo, entre outros, como tém sido observados no
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decorrer dos trabalhos do nosso grupo de pesquisas com anuros e também em
outras espécies como de serpentes ja referenciado a literatura (CHIPPAUX et al.,
1991). Além destes fatores podemos incluir que a abordagem de coleta entre os
dois materiais foi diferente, sendo um por estimulo elétrico e o outro por estimulo
mecanico (compressdo das glandulas na pele do animal). Considerando que o
estimulo elétrico causa um maior estresse no animal, este tem por razéo liberar mais
secrecdo quando acionado.

A coleta das fracdes obtidas a partir do extrato aquoso Dm-BSB foi
monitorada pelo comprimento de onda de 214 nm. Os picos obtidos do espectro de
massas dos extratos brutos equivalem a valores baixos de m/z. Por outro lado e
diferentemente da maioria dos anfibios estudados na literatura, a ionizacdo das
moléculas foi evidenciada de maneira mais clara e intensa em modo negativo, o que
pode estar relacionado a acidez das moléculas presentes, visto que a ionizacdo em
modo negativo ocorre na auséncia de protonacao, pois 0s solventes utilizados néo
contém adicdo de acidos. (VESTAL, 2001). Esta informacéo corrobora a analise por
RMN do extrato de baixa massa que, segundo nossos colaboradores, € rica em
acucares. Aclcares ndo sao passiveis de serem separados por fase reversa e nem
sao detectados por UV ou por, tradicionalmente, por ESI.

Mesmo assim, um numero razoavel de sinais pode ser obtido por ESI+/-,
como apresentado na Figura 5, na qual pode-se observar que as ionizagdes nos
modos positivo e negativo se complementam exibindo uma integridade nas analises.
Na fracdo 2, observa-se trés ionizacfes, podendo ser referente a uma mistura de
componentes na fracdo ou até mesmo uma fragmentacao espontanea da amostra.
Ja na fracdo 10, observa-se apenas um pico intenso, porém nao significa que a
amostra esté pura. O que pode ocorrer € que a molécula, representada pela massa
de 310,153 m/z, pode ter se destacado em vantagem a outras, ou outras eventuais
moléculas ndo atingiram o grau de ionizagao, situagcdes comuns em espectrometria
de massa de misturas complexas e desconhecidas.

Um dos componentes da fragdo 9 foi identificado como o aminoacido
triptofano pela fragmentacdo do ion m/z 205,06 em m/z 188,08 e m/z 146,06,
caracteristica fragmentacdo do triptofano aquoso, ja que este apresenta como ion
molecular protonado [M+H*] m/z 205 (C11:02H13N), e quando fragmenta por MS? gera

0s ions m/z 188, devido a perda de NHs (fragmento C1102H10N) e m/z 146, referente
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ao fragmento CoOHsN (MOURA et al.,, 2011). A confirmacdo da presenca de
triptofano pode ser observada quando se comparou os tempos de retencdo (15.75
min) entre a fracdo 9 e o triptofano obtido comercialmente.

O triptofano é ponto de partida para sintese de muitos alcaloides inddlicos que
compreendem atividade biolégica (CORDELL et al., 2001). Os alcaloides inddlicos
sdo sintetizados mediante da descarboxilizagdo do triptofano conseguintes
modificacdes de cadeias laterais (CAPASSO, 1998) Dentre os alcaloides descritos
com atividade biolégica, pode-se citar a bufotenina, frequentemente encontrada em
anuros da familia dos bufonideos e j& descrita pelo nosso grupo em ensaios de
atividade biolégica (VIGERELLI et al., 2014). Por outro lado, alcaloides indélicos
como a bufotenina sdo capazes de serem analisados por RP-HPLC-ESI-MS*
gerando espectros claros e inequivocos, 0 que ndo ocorreu em nossas analises.

Portanto, de uma maneira imediata, o triptofano aqui identificado nao
necessariamente seria o precursor de alcaloides com atividade biolégica, pelo
menos do ponto de vista da composicdo de um estoque constitutivo de alcaloides
bioativos presentes na secrecdo, como nas Rhinellas brasileiras (SCIANI et al.,
2013). No entanto, ndo se pode descartar que a pele de D. muelleri responda de
maneira regulada a estimulos agressivos e esta relativa abundéancia de triptofano
seja 0 substrato para sintese local de moléculas bioativas. Novamente, testes
complementares, tipicamente do tipo desafio, no qual se inocula um agente agressor
(bactéria) na pele terdo que ser realizados e o perfil das secrecfes cuténeas
monitorado a fim de se verificar se ha alteracdo nos componentes secretados.

Apesar do pouco material analisado por RMN, é plausivel observar que no
espectro de RMN 'H o extrato filtrado de D. muelleri (DmF-BSB) exp0s um
panorama geral da amostra. Esse espectro apresenta picos na regiao de ~3,5 ppm,
0 que sugere a composicdo de aclUcar em sua maioria, conforme comentado
anteriormente, ja que essa € uma regido que absorve hidrogénios ligados a
carbonos de anel glicosidico. Os acucares apresentam em sua estrutura um anel de
5 ou 6 carbonos. A presenca de acglcares na secrecao cutanea D. muelleri pode
estar relacionada a alguma justificavel funcéo bioldgica: i) formacdo de uma camada
protetora capaz de manter a hidratacédo e lubrificacdo de pele, ou i) aumento da
pressdo osmoética, criando um ambiente desfavoravel a proliferacdo de

microorganismos. Esta segunda hipotese carece de testes complementares, mas
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poderia ser um outro mecanismo ligado a manutencéo da rigidez do tecido sem a
necessidade de peptideos ou outras moléculas antibiéticas que ndo foram
encontradas em nosso estudo.

Nas analises pertinentes a atividade biologica realizada, constatou que para
ensaios antibacterianos, as fracdes de baixa massa obtidas de D. muelleri ndo foram
capazes de inibir o crescimento das espécies de bactérias testadas. De acordo com
a literatura, os componentes da secrecdo de anfibios que, geralmente, detém
atividades antimicrobianas sao as fragdes que em sua cCOmMpOSIGA0 conservam
peptideos, conhecidos como peptideos antimicrobianos (PAM) (PARK et al., 1996).
Neste caso, em nenhuma fracao testada foi identificada a presenca de peptideos, de
acordo com as analises feitas por espectrometria de massas. Por outro lado,
iminentes mecanismos antibi6ticos alternativos foram discutidos.

Ja a fracdo 9 apresentou um resultado oposto a inibicdo. Houve inducdo de
crescimento bacteriano de 79%. Nesta fragcdo foi identificado o aminoé&cido
triptofano, que ja foi descrito como sendo um suplemento que reativa a forma latente
de Chlamydia. Chlamydia € uma bactéria transmitida sexualmente e que se mantem
no organismo humano de forma inativa e assintomatica. Desta maneira, 0s
antibiéticos sdo incapazes de combater a infecdo crénica causada por esta bactéria.
Estudos apostam que a suplementacdo por triptofano é capaz de ativar
metabolicamente o estado inativo para o ativo da bactéria. Desta forma os
antibioticos serdo capazes de combater a infeccdo em menor dose. Apesar de
bastante elaborada, este poderia ser mais um mecanismo de controle de infeccao
bacteriana na pele de D. muelleri: o impedimento de bactérias entrarem em estado
latente e se tornarem menos susceptiveis a antibidticos. Testes complementares

mais elaborados terdo que ser feitos para se avaliar esse cenario.
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6 CONCLUSOES

Neste trabalho apresentamos a caracterizacdo bioquimica de alguns dos

componentes da secrecdo cutanea de D. muelleri, para isto as seguintes etapas

foram cumpridas:

Métodos de obtencdo e fracionamento da secrecdo foram desenvolvidos
para as diferentes classes moleculares aqui apresentadas;
O fracionamento cromatografico garantiu o isolamento um componente de
baixa massa (por RP-HPLC) e uma fracédo de alta massa (por GF);
A molécula de baixa massa isolada foi identificada como sendo o triptofano.
A proteina de 14000 Da isolada por GF néo foi identificada, porém andlises
protedmicas foram capazes de propor a presenca de diferentes proteinas
nesta secre¢do cutanea;
As metalopeptidases, cuja presenca foi indicada pela protedmica, foram
identificadas pelo zimograma;
A auséncia de moléculas com atividade antibiéticas no fracionamento do
filtrado de baixa massa molecular, pode ser compensada por uma série de
mecanismos aqui propostos:

e Pressdo osmotica decorrente da presenca de acucares;

e Presenca de uma possivel fosfolipase;

e Presenca de proteases;

e Presenca do triptofano agindo como:

e Precursor de alcaloides antibiéticos;

e Ativador de bactérias latentes.
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