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Resumo

Mendes, Vanessa Aparecida. A biologia, as glandulas de veneno e a secrecao
cutanea da perereca da caatinga Corythomantis greeningi: um estudo integrativo.
2015. 94 1. Dissertacdo (Ciéncias). Instituto Butantan, Sao Paulo, 2015.

Corythomantis greeningi (Cg) € uma espécie de anuro endémica da caatinga
brasileira, que possui uma cabecga co-ossificada com o cranio ("casque head"),
utiizada como tampa quando o animal penetra de ré em pequenas frestas,
protegendo-se contra predadores e contra a dessecagcdo, em um comportamento
denominado fragmose. Apesar de sua pele ja ter sido relativamente bem estudada
por nosso grupo, detalhes morfolégicos e as caracteristicas bioquimicas e
farmacoldgicas de sua secre¢do cutanea ndo sao ainda conhecidos. Esse trabalho
objetiva, assim, preencher essa lacuna. Para tanto, fragmentos de pele dorsal,
ventral e inguinal foram processados para histologia e microscopia eletrénica de
transmissdo (MET) e varredura (MEV). Para os estudos bioquimicos a secrecdo
cutanea foi analisada por SDS-PAGE, RP-HPLC e espectrometria de massas. A
secrecdo bruta e suas principais fracbes foram testadas quanto as atividades
nociceptiva e edematogénica em modelo murino, e quanto a citotoxicidade e ao
efeito antitumoral em culturas celulares de melanoma murino (B16F10) e fibroblasto
murino (L929). Os resultados mostram que a superficie da pele examinada ao MEV
possui um claro dimorfismo sexual, onde o macho apresenta o dorso com inumeras
espiculas corneas, enquanto a fémea possui pele mais lisa. A superficie da pele de
todas as regides apresenta micro-projecdes epidérmicas que sdo mais proeminentes
nas regides ventral e inguinal. Essas projecdes formam uma rede de canais
intercomunicantes que pode favorecer a captacdo de agua. Em ambos os sexos a
superficie da pele da regido inguinal, apresenta verrugas hidrofilicas proeminentes,
associadas a uma extensa rede capilar e a auséncia de camada calcificada; em
conjunto, essas caracteristicas devem facilitar a captacéo de agua do substrato. Em
relacdo as glandulas cuténeas, foram observados dois tipos de glandulas acinosas
mucosas, e um tipo de glandula de veneno sincicial, abundante principalmente na
regido dorsal, mais susceptivel ao ataque de predadores. A forma dos granulos de

veneno examinados ao MET revelaram uma estrutura complexa, formada por



diversos compartimentos com eletrodensidades distintas. As andlises bioquimicas
revelaram abundancia de proteinas em todas as faixas de massa molecular
principalmente na faixa de 55 a 30 kDa. Ja por LC-MS verificou-se abundancia de
moléculas de baixo peso (200 a 500 Da) compativeis com massas de alcalbides e
esterdides. Foi observada atividade enzimética positiva da secrecdo para
metalopeptidases, bem como cisteinopeptidase e negativa para serinopeptidases,
além de terem apresentado atividade hialuronidasica e fibrinogenolitica. A secrecéo
cutanea foi capaz de induzir edema em todas as doses, perdurando na maioria delas
até 96 horas apos a injecdo, além de mostrar-se altamente nociceptiva em todas as
doses utilizadas. Os testes com as fragBes isoladas mostraram que varias delas
possuem a capacidade de induzir tanto atividade edematogénica como nociceptiva,
porém, com diferentes niveis de intensidade. Além disso, observamos que houve
uma maior inibicdo do crescimento celular na linhagem B16F10 do que em L929,
sendo as doses efetivas (IC50) 4,6 pug/mL e 11,9 pg/mL, respectivamente. Esses

resultados evidenciam uma possivel atividade antitumoral.

Palavra-chave: Anura, Caatinga, casque-head, tegumento, mofologia, secrecéo

cutanea e atividades biolégicas.



Abstract

Mendes, Vanessa Aparecida. Biology, poison glands and skin secretion of the tree
frog of the caatinga Corythomantis greeningi: an integrative study. 2015. 94 p.

Dissertation (Science). Instituto Butantan, S&o Paulo.

Corythomantis greeningi (Cg) is an endemic anuran species of the Brazilian
Caatinga, which has a co-ossified head with the skull (casque-head), used as cover
when the animal enters backwards in small crevices, as a defense against predators
and/or desiccation, in a behavior known as fragmosis. Although the skin of this
species has already been relatively well studied by our group, its morphological
details and the biochemical and pharmacological characteristics of its cutaneous
secretion are not yet known. Thus, this work aims to fill this gap in the knowledge of
this species. Dorsal, ventral and inguinal skin fragments were processed for histology
and transmission (TEM) and scanning (SEM) electron microscopy. For biochemical
studies the skin secretion was analyzed by SDS-PAGE, RP-HPLC and mass
spectrometry. Crude secretion and its main fractions were tested for nociceptive and
edema activities in mice, and for citotoxicity and antitumor effects in cell cultures of
murine melanoma (B16F10) and murine fibroblasts (L929). The results show that the
surface of the skin examined by SEM has a clear sexual dimorphism, with males
presenting numerous cornified spicules in the dorsum, while the females have
smoother skin in this region. The skin surface in all body regions presents epidermal
micro-projections which are more prominent in the ventral and inguinal regions.
These projections form a network of interconnecting channels that may facilitate the
uptake of water. In both genders the skin surface of the inguinal region, has
prominent hydrophilic warts associated with an extensive capillary network and the
absence of calcified layer; together, these features may facilitate the uptake of the
substrate water. Regarding the skin glands two types of acinar mucous glands and
one type of venom syncytial gland were observed. This latter gland type is
particularly abundant in the dorsal region, which is more susceptible to the attack of
predators. The venom granules examined by TEM showed a complex structure
comprised of several distinct compartments with different electron densities. The

biochemical analyzes revealed that the secretion is plenty of protein in all molecular



mass bands mainly in the range 55-30 kDa. When analyzed by LC-MS it shows many
low weight molecules (200 to 500 Da) with masses consistent with alkaloids and
steroids. The crude secretion also showed to be positive for the presence of
metallopeptidases and cysteine peptidase and negative for serine peptidases. The
crude skin secretion was able to induce edema in all doses tested, most of them
lasting 96 hours after injection, and was highly nociceptive in all tested doses. Tests
with the isolated fractions showed that several of them have the ability to induce
edema activity as either nociceptive, but with different intensity levels. In addition, we
observed a greater inhibition of cell growth in the B16F10 lineage than in in L929
lineage, with the effective doses (IC50) of 4.6 mg/mL and 11.9 mg/mL, respectively.
These results showed a possible antitumor activity in Cg skin secretion.

Keywords: Anura, Caatinga, casque-head, integument, morphology, skin secretion

and biological activities
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1. INTRODUCAO

Os representantes da classe Amphibia foram os primeiros vertebrados a
conquistar o ambiente terrestre. Os labirintodontes surgiram a cerca de 390 milhdes
de anos e sdo considerados os primeiros representantes da classe Amphibia
(DUELLMAN; TRUEB, 1986; RETALLACK, 2011). Atualmente sdo conhecidas 7.244
espécies de anfibios que estdo alocados na Sub-classe Lissamphibia, que é
composta por trés ordens distintas: Anura (sapos, rds e pererecas), Urodela
(salamandras e tritdes) e Gymnophiona (cecilias ou cobras-cegas) (Fig. 1)
(ZARDOYA; MEYER, 2001; POUGH et al., 2002; FROST, 2014).

Figura 1 - Representantes das trés ordens que compdem a classe Amphibia. A) Salamandra
salamandra (Urodela). Fonte: http://www.naturephoto-cz.com/salamandra-de-fogo-
picture_pt- 8295.html; B) Rhinella schneideri (Anura). Fonte:
http://www.animalia.xpg.com.br/fotos/anfibios/ Bufonidae/Rhinella_schneideri.html; C)

Siphonops annulatus (Gymnophiona). Foto: Carlos Jared.

Os anfibios sdo animais ectotérmicos, que possuem pele umida e permeavel
apresentando respiracdo pulmonar e/ou cutanea e branquial. Por esse motivo, 0s
anfibios apresentam grande dependéncia da &agua, principalmente no periodo
reprodutivo. A auséncia de escamas, penas ou pelos na pele torna esses animais
muito susceptiveis & dessecacdo. Tal caracteristica, no entanto, favoreceu o
aparecimento de adaptagbes morfologicas, fisiolégicas e comportamentais
peculiares, que permitiram uma colonizacdo cosmopolita, desde os desertos até
ambientes gelados do Artico (BENTLEY, 1966; DUELLMAN; TRUEB, 1986;

STEBBINS; COHEN, 1995; WARBURG, 1997; TRACY et al., 2010).
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O tegumento dos anfibios é considerado a interface morfo-funcional entre o
organismo e o ambiente, estando envolvido em diversos processos fisiolégicos como
osmorregulacao, respiracdo cutanea, defesa quimica, protecdo mecanica, protecao
contra perda excessiva de agua pela pele, reproducéo e recepcdo sensorial (ZUG,
1993; FOX, 1994; STEBBINS; COHEN, 1995; BRITO-GITIRANA; AZEVEDO, 2005;
TRACY et al., 2010). Muitas destas funcdes estdo associadas a presenca de
glandulas cutaneas, responsaveis pela secrecdo de muco e de toxinas (STEBBINS;
COHEN, 1995).

1.1. Estrutura do tegumento dos anfibios

O tegumento dos anfibios € um 0Orgdo complexo muito organizado,
apresentando diferentes tipos celulares e variados componentes extracelulares
(DUELLMAN; TRUEB, 1986). Ele é composto por uma epiderme de origem
ectodérmica e, abaixo dela, pela derme de origem mesodérmica, que se divide em
estrato esponjoso e estrato compacto (PATT; PATT, 1969; FOX, 1986; ZUG, 1993;
FOX, 1994) (Fig. 2).

GlandulaGranulosa  Glandula
mucosa

Cromatoforo

Epiderme $

Derme <
Esponjosa

Derme
Compacta

Figura 2 - Esquema representando o tegumento dos anfibios composto por epiderme, derme
esponjosa e derme compacta, além das células pigmentares e das glandulas

caracteristicas. Fonte: Duellman; Trueb, 1986.
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A epiderme de origem ectodérmica geralmente apresenta quatro ou cinco
camadas de células, sendo formada pelo estrato cérneo (mais externo), estrato
granuloso, estrato espinhoso e o0 estrato germinativo (mais profundo) (FOX, 1986;
FOX, 1994; BRITO-GITIRANA; AZEVEDO, 2005; FELSEMBURGH et al., 2009).
Essa ultima camada se apodia sobre a lamina basal, que separa o epitélio da derme
subjacente, e é responsavel por originar todas as outras camadas epiteliais (FOX,
1986, FOX 1994; ZUG, 1993).

Abaixo da epiderme esté localizada a derme, de origem mesodérmica, que se
apresenta dividida em estrato esponjoso e estrato compacto (DUELLMAN; TRUEB,
1986; FOX, 1994; STEBBINS; COHEN, 1995). A derme esponjosa € constituida de
tecido conjuntivo frouxo associado a fibras intercalares, abrigando uma camada de
cromatoéforos (xantéforos, iridoforos e melanoforos), glandulas cutaneas, geralmente
granulosas e mucosas bem como vasos sanguineos (BAGNARA, 1986; FROST-
MASON et al., 1994; STEBBINS; COHEN, 1995). O estrato compacto é constituido
de tecido conjuntivo denso modelado associado a fibras colagenas (FOX, 1994;
STEBBINS; COHEN, 1995). Imediatamente abaixo do estrato compacto localiza-se a
tela subcutanea, composta de tecido conjuntivo frouxo, onde se situam
principalmente os vasos sanguineos e nervos (PATT; PATT, 1969; FOX, 1994).

De todas as caracteristicas cutaneas dos anfibios, talvez a mais significativa
seja a presenca de glandulas na derme, ja que representa uma sinapomorfia da
classe Amphibia. Tais glandulas desempenham inumeras fun¢des na manutencao
da homeostase desses animais agindo na producéo de toxinas contra predadores e
microrganismos, osmorregulacdo, reproducédo e respiracdo cutanea (PFENNING,
1990; BRUNETTI et al., 2012).

Os anfibios anuros apresentam dois tipos fundamentais de glandulas: as
mucosas e as granulosas ou de veneno (TOLEDO; JARED, 1995). As glandulas
mucosas estdo associadas a sintese de mucopolissacarideos, que sao liberados na
superficie do corpo (LENZI-MATTOS et al., 2005). Essas glandulas apresentam uma
ampla distribuicdo pelo corpo e sdo usualmente acinosas, pequenas e muito
numerosas em relacdo as glandulas granulosas (DELFINO et al., 1998; LENZI-
MATTOS et al., 2005; BRUNETTI et al., 2012). A porcdo secretora € geralmente
composta por um epitélio cubdide ou colunar que é responsavel pela sintese das

secre¢des mucosas (FOX, 1994). O muco é secretado constantemente na superficie
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do corpo, formando uma camada Umida sobre a pele e facilitando o processo de
difusdo de gases, essencial para a respiragdo cutanea da maioria desses animais
(TOLEDO; JARED, 1995).

As glandulas granulosas sédo responsaveis pela defesa passiva dos anfibios
(LUTZ, 1966; DUELLMAN; TRUEB, 1986) contra predadores e microrganismos.
Atuam através da producdo de toxinas constituidas por diversas classes de
componentes (PIRES Jr. et al., 2002; MACIEL et al., 2003; MORTARI et al., 2004;
PIRES Jr. et al., 2005; CONCEICAO et al., 2006; PRATES et al., 2012).
Diferentemente das mucosas, as glandulas granulosas dos anfibios anuros
constituem-se em um sincicio secretor de grandes proporc¢des, que produz granulos
esféricos e heterogéneos que se acumulam em seu interior (DELFINO et al., 1996;
DELFINO et al., 1998; DELFINO et al., 1999; DELFINO et al., 2001a, b; DELFINO et
al., 2006; PRATES et al., 2012).

Tanto as glandulas mucosas como as granulosas sao alveolares e envolvidas
por uma camada de células mioepiteliais que auxiliam na liberacdo do material
sintetizado (TOLEDO; JARED, 1995; DELFINO et al., 1998; DELFINO et al., 1999;
DELFINO et al., 2006).

Na derme de muitas espécies de anuros, encontra-se também a camada de
Eberth-Kastchenko ou camada calcificada, localizada entre o estrato esponjoso e 0
estrato compacto. Essa camada é formada por depdsitos globulares de fosfato de
calcio (hidroxiapatita) e proteoglicanas (JARED et al., 1995; KATCHBURIAN et al.,
2001), cuja funcdo ainda néo estd bem elucidada, mas € bem possivel que constitua
uma barreira eficiente contra a dessecacdo. Outras possibilidades sdo que essa
camada sirva como reserva de calcio para o animal e, em funcdo da resisténcia
mecanica que oferece, atuem ainda como uma estrutura protetora contra predadores
(TOLEDO; JARED, 1993a, b, c; KATCHBURIAN et al., 2001).

1.2. A secrecao cutanea dos anuros

A pele dos anfibios tem sido fonte de uma grande variedade de substancias
com atividade bioldgica, entretanto sdo ainda relativamente poucas as espécies que
ja foram analisadas sob essa perspectiva (ERSPAMER, 1994; DALY, 1995;
SAPORITO et al., 2008; CONLON et al., 2014).
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A secrecdo produzida pelas glandulas cutaneas estéd diretamente envolvida
na protecdo contra predadores e patégenos. A estimulacdo adrenérgica provoca a
contracdo das células mioepiteliais ocorrendo a liberacdo do contetdo glandular na
superficie do corpo (TOLEDO; JARED, 1995; CONLON et al., 2004). Além disso, a
liberacdo da secrecdo dos acumulos glandulares, como as parotdides dos sapos,
depende de pressdo mecanica externa, como por exemplo, a mordida de um
predador. Por este motivo, a estratégia de defesa adotada pela maioria dos anuros &
caracterizada como defesa passiva (JARED et al., 2009; MAILHO-FONTANA et al.,
2014). Entretanto, recentemente, Mailho-Fontana e colaboradores (2014) estudaram
o tegumento e as parotoides do sapo amazénico Rhaebo guttatus, a Unica espécie
de anuro conhecida, até o momento, que é capaz de ejetar a secrecdo das
parotéides voluntariamente, caracterizando, assim, um tipo de defesa ativa.

A utilizacdo de venenos como defesa quimica € comum na natureza. De
maneira geral, todos os anfibios apresentam glandulas granulosas na pele
(TOLEDO; JARED, 1995), que exercem efeitos tdéxicos por meio de contato com
mucosas ou fluxo sanguineo (TOLEDO; JARED, 1995; LIBERIO, 2008; MAILHO-
FONTANA et al., 2014). O conteiudo das glandulas granulosas varia muito
dependendo do grupo e da espécie (DALY; WITKOP, 1966; DALY et al., 1987,
DALY, 1995; TOLEDO; JARED, 1995). Dentre os compostos biologicamente ativos
podem ser encontrados aminas biogénicas, esterdides, alcaldides, peptideos e
proteinas. Nessas substancias ja foram descritas, dentre outras, as acdes
antibiética, neurotoxica, convulsivante, cardiotoxica e alucinégena (DALY; WITKOP,
1966; DALY et al.,, 1987, ERSPAMER et al., 1994; TOLEDO; JARED, 1995;
PRATES; BLOCH Jr, 2000; RINALDI, 2002; CONCEICAO et al., 2006, CONCEICAO
et al., 2007a, b, c; TEMPONE et al., 2007, TEMPONE et al., 2008; CONCEICAO et
al., 2009). Essas toxinas geralmente sdo de origem enddgena, sendo sintetizadas
pelo metabolismo do proprio animal (MAILHO-FONTANA et al., 2014). Entretanto,
existem espécies, como as da familia Dendrobatidae que possuem secrecao
altamente toxica devido a presenca de alcaldides que sdo sequestrados e
incorporados a partir da dieta (DALY, 1995; DALY, 2003; SAPORITO et al., 2008;
HANTAK et al., 2013).

A composicao da secrec¢ao evoluiu independentemente nos diferentes grupos

de anfibios de acordo com a sua interacdo com o meio ambiente. Peptideos com
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atividade antimicrobiana apresentam um importante papel na imunidade inata que
constitui a primeira linha de defesa contra patdgenos invasores, além de serem
importantes para a angiogénese, reparo tecidual e processo inflamatorio
(IZADPANAH; GALLO, 2005; LIBERIO, 2008). Alguns exemplos desses peptideos
séo as bradicininas, bombesinas, dermofinas e angiotensinas (ERSPAMER, 1994,
BARRA; SIMMACO, 1995; LIBERIO, 2008).

A maioria dos peptideos antimicrobianos de anuros estudados até o momento
foi isolada de espécies pertencentes as familias Hylidae, Ranidae e Leptodactylidae.
A interacdo dos peptideos com as membranas de microorganismos ou ceélulas
tumorais ocasiona na grande maioria das vezes desequilibrio osmaético levando a
lise celular (HANCOCK; CHAPPLE, 1999; ZASLOFF, 2002; LIBERIO, 2008).

Além dos peptideos, a secrecao da maioria das espécies de hilideos possui
uma variedade de esterdides, alcaldides e proteinas que no geral estdo associadas
as propriedades téxicas da secrecdo. Os esterbides, geralmente sdo cardiotoxicos
provocando taquicardia e produzidos a partir do metabolismo do colesterol
(HABERMEHL, 1981; Mailho-Fontana et al., 2014) e as aminas biogénicas sao
produzidas através da descarboxilacdo de aminoacidos (SCHWARTZ et al., 2007) e
possuem acao estimulante da musculatura lisa sendo capazes de irritar as mucosas
(SEBBEN et al., 1993; TOLEDO; JARED, 1995).

Outras atividades farmacolégicas sdo descritas como acdo convulsiva,
vasoconstritora, alucindgena e colinérgica (HABERMEHL, 1981; TOLEDO; JARED,
1995). Ja as proteinas devem atuar principalmente na defesa quimica contra
predadores por apresentarem atividades enziméticas (PERRY, 2000; LIBERIO et al.,
2014).

Atualmente existem poucos estudos farmacolégicos experimentais que
caracterizem as atividades bioativas das toxinas encontradas nas secrecdes
cutaneas dos anuros. Sendo assim, uma maior quantidade de estudos desta
natureza poderia ajudar a entender a dindmica do envenenamento e,
consequentemente, o papel dessas toxinas no mecanismo de defesa quimica do
animal e na identificacdo e caracterizagao de novas moléculas bioativas de interesse
farmacologico (LIBERIO, 2008; PAIOLI, 2011; KONIG et al., 2012; MAILHO-
FONTANA et al., 2014).
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1.3. Corythomantis greeningi

A familia Hylidae é constituida por 941 espécies, que estdo agrupadas em
trés sub-familias sendo Hylinae (675 sp.), Pelodryadinae (207 sp.) e
Phyllomedusinae (59 sp.) (FROST, 2014).

Dentre os anfibios anuros da familia Hylidae ocorrem espécies conhecidas
como casque-head (JARED et al., 2005) ou, em uma tradugao literal, “cabecas
cascudas”. S4o animais que possuem a derme da cabeca totalmente mineralizada e
unida aos ossos do créanio, formando uma estrutura Unica, muitas vezes com
projecbes em forma de espinhos na direcao da superficie do corpo (TRUEB, 1970;
JARED et al., 2005). Pelo fato de a maioria dessas espécies viverem em ambientes
aridos, supfe-se que a presenca da camada calcificada e a co-ossificacdo da
cabeca sirvam para protecdo contra perda d'agua (DUELLMAN; KLAAS, 1964,
TRUEB, 1970; SEIBERT et al., 1974; DUELLMAN; TRUEB, 1986).

O grupo das pererecas casque-head é considerado ndo monofilético pelo fato
dos grupos da América do Sul e India Ocidental ser filogeneticamente diferentes dos
grupos da América Central (Triprion, Pternohyla) (TRUEB, 1970; DUELLMAN et al.,
2001; FAIVOVICH et al.,, 2005). Dentro desse grupo, o género sulamericano
Aparasphenodon, € o mais proximo de Corythomantis, sendo considerado um grupo
irmao (TRUEB, 1970; FAIVOVICH et al., 2005).

Corythomantis greeningi (Cg) € um hilideo pertencente ao grupo dos casque-
head e endémico da caatinga brasileira, ambiente semi-arido, com chuvas, quando
ocorrem, concentradas apenas entre os meses de janeiro a margo, cuja média anual
pluviométrica € de 535 mm (média entre os anos 1911 e 1985) (BOULENGER,
1896; SUDENE, 1990; JARED et al., 1999) (Fig. 3).
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Figura 3 - A) Corythomantis greeningi; B) habitat no periodo chuvoso e C) habitat no periodo de

seca. Fotos: Carlos Jared.

A espécie Cg so deixou de ser a Unica do género 116 anos depois de ter sido
descrita por Boulenger em 1896. Atualmente contamos também com a espécie
Corythomantis galeata recentemente descrita por Pombal Jr. e colaboradores
(2012). Além de Cg ser um casque-head, essa espécie apresenta um
comportamento fragmoético (Fig. 4) (SAZIMA et al., 1986; JARED et al., 1999; JARED
et al., 2005) que consiste em se abrigar em buracos e frestas, tampando a entrada
com a propria cabeca. Trata-se de uma perereca ja bem estudada pelo nosso grupo
de pesquisa do ponto de vista da historia natural (JARED et al., 1995; JARED et al.,
1999, JARED et al., 2005; JARED; ANTONIAZZI, 2009), da co-ossificacdo cranial,
do comportamento fragmético (NAVAS et al., 2002; JARED et al., 2005), e da
camada calcificada dérmica (JARED et al., 1995; KATCHBURIAN et al., 2001).

Figura 4 - Comportamento fragmético de Corythomantis greeningi mimetizado em tubos

transparentes no laboratério, A) vista frontal e B) vista lateral. Fotos: Carlos Jared.

Estudos realizados por Jared e colaboradores em 2005 demonstraram que a
secrecdo cutanea bruta de Cg € letal para camundongos da linhagem Balb/C
apresentando uma DLsy estimada em 69,75 pg por animal (Balb/C). Entretanto,
ainda ndo existem dados na literatura sobre a morfologia fina da pele, composicéo
bioquimica, toxicidade e possiveis atividades farmacoldgicas da secrecdo cutanea
da espécie Cg. Neste trabalho levamos em consideracao fatos notérios observados
no campo que consistia em dor intensa e edema, causado pela penetracdo da

secrecao cutanea através de pequenos ferimentos na manipulacdo desses
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animais no momento da coleta (informacéo verbal)®, para a escolha dos testes
de atividades biologicas.

Dessa forma, o conhecimento sobre a espécie, os detalhes de sua pele e das
glandulas, bem como as caracteristicas bioquimicas e farmacolégicas de sua
secrecdo cutanea foram detalhadamente estudados neste trabalho. Esse
conhecimento é de fundamental importancia para uma melhor compreensdo do
mecanismo de defesa desse anuro tanto contra a dessecacdo, bem como contra
predadores, ja que possui a caracteristica distintiva de colonizar um ambiente
totalmente adverso que, a primeira vista, traria pouca chance de sucesso adaptativo,
principalmente se tratando de uma perereca. Além dessa visdo evolutiva, o estudo
aprofundado da secrecdo cutanea e de suas propriedades toxicas, antimicrobianas e
anti-tumorais poderiam ser utilizadas futuramente para a bioprospeccdo de

moléculas bioativas.

! Noticia fornecida pelo Dr. Carlos Jared no Laboratdrio de Biologia Celular do Instituto Butantan, em Sao
Paulo, em Fevereiro de 2013.
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2. OBJETIVOS

Objetivos gerais

Estudar a morfologia fina da pele da perereca da caatinga Corythomantis
greeningi e as principais caracteristicas bioquimicas e farmacoldgicas de sua
secrecdo cutanea, relacionando os dados obtidos com a defesa dessa espécie
contra predadores e contra a dessecacao.

Objetivos especificos

» Obter dados morfolégicos da pele que possam estar relacionados com a sua

adaptacdo ao ambiente xérico;

» Caracterizar bioquimicamente a secrecao cutanea dessa espécie;

» Determinar as atividades enzimaticas da secre¢ao cutanea,;

» Realizar testes de atividade biolégica da secrecdo bruta e algumas de suas

principais fracdes para: nocicepcdo, edema, citotoxicidade e atividade

antimicrobiana.
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1. Animais, extracdo das amostras histolégicas e obtencéo da
secrecao cutanea

Cinco espécimes machos e cinco fémeas de Cg (BOULENGER, 1896) foram
coletados através de busca ativa noturna no periodo de chuvas na Fazenda Séo
Miguel, em Angicos, no Estado do Rio Grande do Norte com a devida licenca do
SISBIO (15964-1). As metodologias utilizadas foram previamente analisadas e
aceitas pela Comisséo de Etica em Uso Animal do Instituto Butantan sob o protocolo
1006/13. Os animais foram sacrificados com uma dose letal de 50 mg/Kg de
Tiopental, por via intraperitonial. Amostras de aproximadamente 1 cm? de pele
dorsal, ventral e inguinal foram fixadas em solucdo de paraformaldeido (4%) em
tampéo PBS 0,1 M, pH 7,2 ou Bouin (4%) por 24 horas e incluidas, respectivamente,
em glicol metacrilato ou parafina. Em seguida a remoc¢do das amostras, os animais
utilizados foram preservados em formalina e encaminhados a cole¢édo herpetologica
do Instituto Butantan.

Para a obtencdo da secrecao cutanea dez espécimes de cada sexo de Cg
foram mantidos vivos no biotério do Laboratério de Biologia Celular do Instituto
Butantan. A secrecdo do corpo foi coletada por excitamento glandular através da
leve compressdo manual da pele dos animais parcialmente submersos em um
béquer com PBS pH 7,2.

3.2. Técnica histolégica

Para a preparacédo das amostras histolégicas de pele dorsal, ventral e inguinal
foram utilizadas técnicas de acordo com o seguinte protocolo (segundo KIERNAN,
2001):

- fixagdo em paraformaldeido (4%) em tampéo PBS 0,1 M, pH 7,2, de 8 a 10 horas;
- desidratacao gradual em etanol: 70%, 95% e 100%;

- incluséo orientada em historresina (Leica).
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O material incluido em historresina foi cortado em micrétomo nas espessuras
de 2 um, e posteriormente foi corado pelo azul de toluidina-fucsina, para finalmente

ser estudado histologicamente.

Coloracgéao azul de toluidina-fucsina
- Coloragéo dos cortes em historresina com o azul de toluidina por 30 segundos;
- Lavagem dos cortes com agua destilada;
- Coloracéo pela fucsina por 5 segundos;
- Lavagem em agua corrente;
- Secagem da lamina em chapa aquecida ou naturalmente;
- Montagem da lamina com Entellan®.
Esta coloracéo é utilizada para visualizacdes morfologicas gerais dos tecidos
incluidos em historresina. O azul de toluidina cora os componentes basofilicos em

azul e a fucsina cora o citoplasma em magenta.

3.3. Estudo histoquimico

Este estudo tem por finalidade um primeiro reconhecimento da natureza
guimica das secrecdes contidas nas glandulas cutaneas e verificar a presenca de
camada calcificada na derme. Foram realizadas as seguintes reacdes (ou
coloragcfes) histoquimicas (segundo BANCROFT; STEVENS, 1996; KIERNAN,
2001):

Acido periddico-schiff (PAS) - Mucopolissacarideos neutros e glicoproteinas
se coram em vermelho magenta.
- Desparafinacao dos cortes em xilol;
- Hidratacdo em série alcodlica de concentracdes decrescentes;
- Imersao em solucéo aquosa de acido periodico (1%) por 10 minutos;
- Lavagem rapida com agua destilada;
- Imerséao no reativo de schiff por 30 minutos;
- Lavagem em &gua sulforosa por trés vezes durante 3 minutos cada;

- Lavagem por 30 minutos em agua corrente;

33



- Desidratacéo em série alcodlica de concentragfes crescentes e diafanizagdo em
xilol;

- Montagem da lamina com Entellan®.

Alcian blue, pH 2,5 - mucopolissacarideos acidos e glicosaminoglicanas se
coram em azul.
- Desparafinacao dos cortes em xilol;
- Hidratacdo em série alcodlica de concentracdes decrescentes;
- Coloragdo com a solucdo de alcian blue (1%) em &cido acético (3%) com pH 2,5
por 20 minutos;
- Lavagem das laminas em acido acético (3%) durante 2 minutos;
- Contra - coloracdo com hematoxilina de Harris por 15 segundos;
- Desidratacdo em série alcodlica de concentracdes crescentes e diafanizacdo em
xilol;

- Montagem da lamina com Entellan®.

Azul de bromofenol — As proteinas coram-se em azul
- Desparafinacao dos cortes em xilol;
- Hidratag@o em série alcodlica de concentragdes decrescentes;
- Imersao dos cortes na solucao de azul de bromofenol por 15 minutos;
- Banho em solucéo de acido acético (0,5%) por trés vezes (1 minuto cada);
- Lavagem em agua destilada e em seguida em tampao PBS pH 7,2;
- Desidratacéo em série alcodlica de concentracfes crescentes e diafanizacdo em
xilol;

- Montagem da lamina com Entellan®.

von kossa — Locais ricos em fosfato de calcio coram-se em preto.
- Desparafinacao dos cortes em xilol;
- Hidratac&o em série alcoolica de concentragfes decrescentes;
- Imerséo dos cortes em solucao de nitrato de prata (5%) sob luz forte por 40
minutos;

- Lavagem das laminas em agua destilada por 2 minutos;
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- Reducéo da prata, através da imersdo dos cortes em solu¢do de hidroquinona
(0,5%), durante 2 minutos, agitando sempre;

- Banho em solucédo aquosa de hipossulfito de sodio (5%) por dois minutos;

- Lavagem em agua destilada;

- Contra-coloragéo com safranina (0,5%) durante 20 segundos;

- Desidratagdo das laminas em série alcodlicas de concentragdes crescentes e
diafanizacao em xilol;

- Montagem da lamina com Entellan®.

3.4. Fotomicrografias

As imagens foram obtidas no microscépio Olympus BX51 equipado com
camera digital, cujas imagens foram capturadas por meio do Software Image-Pro

Express da Media Cybernetics.

3.5. Microscopia eletronica de transmisséao (MET)

Fragmentos de pele das regifes dorsal, ventral e inguinal foram extraidos e
submetidos ao seguinte protocolo:
- Fixacdo em Karnowsky (glutaraldeido 5% e paraformoldeido 4% em tampéao
cacodilato 0,1 M, pH 7,2);
- Pés-fixacdo em tetroxido de 6smio (1%) em tampéao cacodilato 0,1 M;
- Contrastacdo em uranila aquosa (0,5%);
- Desidratacdo em etanol em série crescente do 70% até o etanol absoluto;
- Pré-embebicéo em oxido de propileno e resina em diferentes proporgfes sendo: 2
(propileno):1 (resina), 1(propileno):1 (resina) e 1 (propileno): 2 (resina);
- Pré-inclusdo em resina pura tipo epoxy;

- Inclusédo em resina epoxy.

3.6. Microscopia eletronica de varredura (MEV)

Fragmentos de pele dorsal, ventral e inguinal foram extraidos e fixados em

solucéo de Karnovsky ou em parafolmaldeido tamponado pH 7,2. Depois passaram
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por uma lavagem com detergente concentrado seguida por uma série de quatro
lavagens com agua destilada em ultrassom. Depois de lavados, os fragmentos foram
desidratados até etanol absoluto. As amostras desidratadas foram secas utilizando-
se um aparelho de ponto critico, montadas sobre stubs de aluminio utilizando-se fita
dupla-face de carbono, e recobertas com uma fina camada de ouro em um aparelho
de sputtering. A andlise foi realizada em alto vacuo no microscépio de varredura FEI
Quanta 250.

3.7. Preparacdo da secrecdao e fracOGes utilizadas na
determinacéo das atividades bioldgicas

A secrecdo cutdnea de Cg foi diluida em tampdo PBS pH 7,4 e a
concentracdo protéica foi quantificada através do método do acido bicinconinico
(SMITH et al., 1985) e curva padréo de soro albumina bovina (BSA) (Sigma-Aldrich
Chemical CO., St. Louis, MO, U.S.A.). Os célculos para estimar a concentracao
foram determinados com o auxilio do Software Curve Expert. A secrecao foi entdo
aliguotada em diversos tubos e congelados em freezer - 80 °C.

A secregdo cutanea bruta foi fracionada por HPLC e os 10 picos obtidos
foram coletados separadamente (Fig. 23). As 10 fragcbes foram liofilizadas, pesadas
e ressuspendidas em 500 uL de PBS pH 7,2 e posteriormente utilizadas nos testes

para atividade edematogénica e nociceptiva.

3.8. Estudo bioquimico da secrecao

Esse estudo foi realizado no Laboratério de Bioquimica e Biofisica do Instituto

Butantan, com a colaboracdo do Dr. Daniel Pimenta e da Dra. Juliana Mozer Sciani.

3.8.1. Perfil do HPLC e purificacdo das moléculas

Para o fracionamento da secrecao, foi utilizado um sistema binario de HPLC
de fase reversa (Proeminence 20A, Shimadzu, Kyoto, Japao) para separagao da

amostra. A secrecdo, diluida em agua contendo 0,1% TFA, previamente
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centrifugada a 10000 x g por 10 minutos, foi submetida & cromatografia em uma
coluna ACE C18 (5 pm, 4,6 mm x 250 mm) utilizando um sistema de dois solventes
(A) éacido trifluoroacetico (TFA)/H,O (1:1000) e (B) TFA/acetonitrila (ACN)/H,O
(1:900:100). O conteudo foi eluido com um fluxo de 1,0 mL/min, em um gradiente de
5 a 90% do solvente B durante 30 min e monitorado por UV na absorbancia de 214
nm. Analises paralelas complementares da secrecdo foram realizadas por
eletroforese SDS-PAGE a fim de se verificar a presenca de proteinas nesta

secrecao.

3.8.2. Pefrfil eletroforético unidimensional

Para estimar a massa molecular de proteinas, as amostras na concentracao
de 20 pg diluidas em um volume de 20 pL foram aplicadas em géis de poliacrilamida
(PAGE) a 12% contendo dodecil sulfato de soédio (SDS), em condi¢cdes nao
redutoras, de acordo com o metodo descrito por Laemmli, (1970). O gel de
empacotamento foi utilizado em uma concentracdo de 5% (p/v) de poliacrilamida e a
corrida realizada a 30 mA/gel. Depois da separacdo das proteinas por eletroforese,
os géis foram corados com Coomassie Brilliant Blue R-250. Juntamente com as
amostras, foi utilizado um padrdo de massa molecular broad range, com proteinas
de 6,5 a 205 kDa (Precision Plus Protein™ Kaleidoscope™ Standards, Bio-Rad).

3.8.3. Espectrometria de massa

Para espectrometria de massa tipo electrospray, as analises foram realizadas
em um instrumento IT-TOF (Shimadzu Co; Japan) do Laboratério de Bioquimica e
Biofisica do Instituto Butantan. As amostras foram analisadas em modo positivo
(preferencialmente), apés injecao direta no instrumento sob fluxo constante de 200
pL/min em uma solucdo 50% acetonitrila, contendo 0,5% &cido férmico. O controle

do equipamento e aquisicdo dos dados foi realizado pelo software LCMS Solution.
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3.8.4. Ensaio de atividade peptidasica

A secrecao cutanea fresca de Cg foi testada para atividade peptidasica sobre
substratos fluorogénicos e/ou com supressdo intramolecular de fluorescéncia por
ressonancia de energia (FRET) para atividades do tipo serino, cisteino e
metalopeptidases inicialmente. Em resumo: para avaliagdo das atividades tipo
peptidases, a solugéo fresca da secre¢ao cutanea foi ensaiada em uma solucao
tamponada (TrisHCI 20 mM, pH 7,5) na concentracédo de 5 pg/mL. Para avaliacdo da
atividade serinopeptidasica foi utilizado o substrato Z-R-MCA (Z= Carboxybenzul;
MCA= 7-amino-4-methyl coumarine); para avaliacdo da atividade metalopeptidasica,
0s substratos Abz-GPLGWARQ-EDDnp, Abz-GPQGWARQ-EDDnp foram utilizados
em uma solucédo tamponada de TrisHCL 50 mM e para a atividade tipo cisteino
peptidase, foi utilizada uma solucdo tamponada de Abz-GIVRAK(Dnp) (Abz= acido
ortomino bezdico, EDDnp= etileno diamino dinitro benzol) em solu¢do tampédo de
NaH,PO, 50 mM, pH 6. Esses substratos fluorogénicos foram incubados com a
secrecdo cutdanea e o0 ensaio foi monitorado em tempo real, em cubeta

termostatizada em um fluorimetro SpectraMax Gemini 2 (Molecular Devices).

3.8.5. Determinagdo das atividades caseinolitica, gelatinolitica e

fibrinogenolitica

A secrecdo cutdnea de Cg foi separada por eletroforese em gel de
poliacrilamida, em presenca de SDS (SDS- PAGE). Ao gel de resolugédo 12% foi
acrescentado 2 mg/mL de caseina, 2 mg/mL de gelatina ou 0,5 mg/mL de
fibrinogénio de acordo com a atividade enzimatica desejada. Foi utilizado o gel de
empacotamento em uma concentracdo de 5% (p/v) de poliacrilamida. Cada gel
recebeu as amostras na concentracdo de 20 pg diluidas em 20 uL de tampédo de
amostra em condicbes n&o redutoras e a corrida realizada a 30 mA/gel. O
tratamento do gel foi realizado como descrito por Barbaro et al.,, (2005). Apds a
incubacgéo, o gel foi corado com azul de Coomassie e em seguida, imerso em
solucdo descorante para retirar 0 excesso de corante. As areas claras no gel

indicam as regibes onde ocorreu atividade enzimética. Juntamente com as
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amostras, foi utilizado um padrdo de massa molecular broad range, com proteinas
de 6,5 a 205 kDa (Precision Plus Protein™ Kaleidoscope™ Standards, Bio-Rad).

3.8.6. Determinacgdo da atividade hialuronidasica

A atividade hialuronidésica da secrecao de Cg foi determinada utilizando-se o
método descrito por Miura e colaboradores (1995). Para tanto, 170 ug/mL de acido
hialurénico foi incorporado como substrato ao gel com 12% de poliacrilamida. O gel
de empacotamento foi utilizado em uma concentracao de 5% (p/v) de poliacrilamida.
As amostras na concentracdo 20 pg foram diluidas em 20 pL de tampédo de amostra
em condices nao redutoras e a corrida realizada a 30 mA/gel. O tratamento do gel
foi realizado como descrito por Barbaro e colaboradores (2005). O gel foi corado
com Alcian Blue (0,5%). A visualizagdo de areas nao coradas no gel é indicativa da
presenca de atividade enzimética. Juntamente com as amostras, foi utilizado um
padrdo de massa molecular broad range, com proteinas de 6,5 a 205 kDa (Precision
Plus Protein™ Kaleidoscope™ Standards, Bio-Rad).

3.9. Ensaios de atividades biolégicas

3.9.1. Avaliagdo da atividade edematogénica

Para determinar a atividade edematogénica induzida pela secrecdo cutanea
de Cg, grupos de camundongos Swiss machos (6 - 9 animais/grupo) tiveram a pata
posterior direita mensurada no pletismémetro (7141 Plethysmometer — Ugo Basile,
IT) antes da injegcdo das amostras. Foi inoculado no coxim plantar da pata posterior
direita dos animais cinco diferentes doses da secrecao de Cg (32 ug, 8 ug, 2 ug, 0,5
Mg e 0,125 pg) diluidas em 30 yL de PBS. O mesmo experimento foi realizado
utilizando de 6 - 9 animais/grupo que foram injetados com as 10 fracOes isoladas a
partir da secrecdo na concentracdo de 0,2 ug diluidas em 30 uL de PBS. por fracéo.
O grupo controle foi injetado apenas com PBS pH 7,2. Os resultados foram
expressos como a diferenga entre a medida do volume deslocado (uL) pela pata
experimental em diferentes intervalos de tempos (0,5, 1, 2, 4, 24, 48, 72 e 96 horas)

com o volume deslocado desta pata antes da injecao da secrecéo.
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3.9.2. Avaliacéo da atividade nociceptiva

Para avaliar a capacidade da secrecdo de Cg em induzir nocicepgao
camundongos Swiss machos (6-9 animais/grupo) tiveram a pata posterior direita
injetada com cinco diferentes doses da secrecéo (32 ug, 8 ug, 2 ug, 0,5 ug ou 0,125
Mg) diluidas em 30 uL de PBS. Para avaliar a capacidade de cada uma das 10
fracbes em induzir nocicepcéo (6-9 animais/grupo) foram injetados com as fracoes
purificadas na concentragdo de 0,2 ug/30 uL de PBS. Os animais foram mantidos
em uma superficie refletora sob um funil de vidro (10 minutos antes das injecdes
para ambientacdo) com a finalidade de diminuir o estresse e facilitar a visualizacéo
dos mesmos. A reatividade positiva foi considerada quando os animais lambiam a
pata injetada. O tempo despendido nas lambidas foi mensurado em segundos,
durante 30 minutos de avaliagdo experimental (HUNSKAAR et al., 1985). Animais

injetados somente com PBS foram utilizados como controle negativo.

3.9.3. Manutencé&o de cultura de células e ensaios de citotoxicidade

em fibroblastos e melanoma murino

Para os ensaios de citotoxicidade foi realizada a manutencdo em cultura de
duas linhagens celulares, sendo uma de melanoma murino (B16-F10) e a outra de
fibroblastos normais de camundongo (L929).

As células, inicialmente mantidas em nitrogénio liquido, passaram por
processo de descongelamento sendo colocadas em garrafas de cultura celular de 25
cm? contendo meio RPMI-1640 suplementado com 10% de soro fetal bovino, 2 mM
de glutamina, 10.000 U/mL de penicilina e 10.000 pg/mL de estreptomicina. As duas
linhagens celulares foram entdo mantidas em estufa a 37°C com atmosfera imida e
5% de CO, até a confluéncia.

Para o tratamento das linhagens celulares com a secrecao de Cg, os dois
tipos celulares foram plaqueados em uma concentracdo de 3 x 10° células/mL (3 x
10* células/poco) de meio RPMI-1640 completo em placas de cultivo celular de 96
pocos. ApOs aderéncia das células, a secrecdo foi diluida na proporgédo de 1:2 e
posteriormente foi diluida em série na razdo 2 com meio RPMI-1640 e distribuidas

em quadruplicata na placa de cultivo. Os ensaios foram feitos com 24 horas de
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incubacédo a 37°C em atmosfera umida com 5% de CO,, sendo repetidos por trés
vezes. Como controles negativos foram mantidos po¢os com cultura de células livre
de tratamento com o0 veneno e como controle positivo foi utilizado veneno de

Bothrops jararaca na concentracdo de 100 pg/100 pL.

3.9.4. Avaliacéo da viabilidade celular

A avaliacdo da viabilidade celular apos tratamento com a secrecao, foi feita
com o0 ensaio de MTT [3-(4,5-dimethy-2-Ithiazolyl)-2,5-diphenyl-2H-tetrazolium
bromide] (MOSMAN, 1983). Este composto € metabolizado nas mitocondrias pelas
células viaveis formando os cristais de formazan, ou seja, onde o efeito citotoxico for
maior, havera pouca formacao de cristais. Apos duas lavagens com tampéo fosfato
estéril (100 pL/poco), o MTT foi adicionado na concentracdo de 5 mg/mL, sendo 100
pL/poco, e novo periodo de incubagdo por mais 3 horas nas mesmas condi¢cbes
anteriores. A seguir, o MTT foi removido individualmente dos po¢os com micropipeta
e adicionado o mesmo volume de DMSO (dimetilsulféxido) para diluicdo dos cristais
de formazan. Uma vez diluidos os cristais, a leitura da placa foi feita em um leitor de
ELISA (Multiskan EX®) em comprimento de onda de 540 nm.

Os valores, em quadruplicata, da densidade 6Optica (D.O.) obtidos foram entédo

utilizados para o célculo da viabilidade celular da seguinte maneira:

Viabilidade celular = Média D.O. tratamento x 100

Média D.O. controle

3.9.5. Avaliacéo da atividade antimicrobiana

A secrecdo cutanea bruta de Cg foi avaliada quanto a sua atividade
antimicrobiana. As seguintes cepas bacterianas padroes foram utilizadas:
Escherichia coli (ATCC 25922), Pseudomonas aeruginosa (ATCC 27853),
Staphylococcus aureus (ATCC 25923) e Bacillus subtilis (ATCC 19659).
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3.9.5.1. Ensaio para a atividade antimicrobiana — difusdo em agar

O ensaio de difusdo em &agar foi realizado adaptando-se a metodologia
descrita por Bauer e colaboradores em 1966, originalmente desenvolvida para o
estudo de susceptibilidade bacteriana a antibioticos. Este ensaio consiste na
aplicacao de 20 pL da solugado das amostras (secrec¢ao cutanea de Cg) em discos de
antibiograma de 6 mm de didametro na maior concentracdo possivel de ser testada
(40 pg/mL). Estes discos foram aplicados sobre o agar Mueller Hinton previamente
inoculado em placas de Petri com culturas bacterianas crescidas em meios
apropriados por 18 horas a 37 °C, diluidas em 3 mL de solugéo fisiolégica a 0,85%
até atingir uma turbidez de 0,5 na escala de MacFarland, correspondente a 2 x 10°
UFC/mL. ApoOs este periodo, as preparacfes foram observadas quanto a formacao

ou ndo de halos de inibicdo de crescimento bacteriano.

3.9.5.2. Determinacdo da concentracao inibitéria minima (MIC)

A concentracdo inibitéria minima (MIC) das amostras foi determinada por
meio de leitura espectrofotométrica. Diluicdes seriadas de cada amostra foram
incubadas com suspensdes bacterianas, e apés incubacéo por um periodo de 24 h a

37 °C, as placas foram analisadas em espectrofotdmetro a 595 nm.

3.10. Analises estatisticas

A analise dos resultados obtidos para atividade edematogénica e nociceptiva
realizados com a secre¢do cutanea bruta de Cg foi feita por andlise de variancia
(ANOVA) de duas variaveis, seguida pelo teste de Tukey ou de Bonferroni. As
diferencas seréo consideradas significativas quando p< 0,05.

Os resultados de cada fracdo para atividade edematogénica e nociceptiva
foram estatisticamente testados com Two-way ANOVA/Bonferroni versos o PBS. As
diferencas foram consideradas significativas quando p< 0,01.

A analise dos dados de viabilidade celular foi feita por analise de variancia
(ANOVA) de duas variaveis, seguida pelo teste de Bonferroni. As diferencas serao
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consideradas significativas quando p< 0,01. O calculo da viabilidade celular foi obtido
a partir de uma regressao nao linear dos dados.

Para todos os testes estatisticos e elaboracdo dos gréaficos foi utilizado o
software Prisma Graph Pad 5.0. Os resultados foram apresentados como média *
erro padrdo da média.
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4. RESULTADOS

4.1. Estudo morfolégico do tegumento de Corythomantis
greeningi (Cq)

4.1.1. Histologia e histoquimica da pele

Externamente o tegumento de Cg é desprovido de verrugas, mas nos
individuos machos sao observadas inUmeras espiculas cérneas dispersas que déo a
pele um aspecto espinhoso. Além disso, individuos machos e fémeas da espécie
possuem um acumulo glandular na regido da boca (Fig. 5), j& descrito por Jared e
colaboradores (2005).

Figura 5 - (A) Corythomantis greeningi; (B) acimulos glandulares da regido da boca (setas). Fotos:

Carlos Jared.

Histologicamente o tegumento € caracterizado por apresentar uma epiderme
composta por cerca de seis camadas celulares, sendo a mais externa uma camada
cornea. No estrato esponjoso da derme, logo abaixo da epiderme, ocorre uma
camada continua de células pigmentares de espessura variavel. O restante do
estrato esponjoso €, em grande parte ocupado, pelas glandulas mucosas e
granulosas, além de indmeros vasos sanguineos e nervos (Fig. 6).

Abaixo do estrato esponjoso ocorre o estrato compacto rico em fibras de
colageno do tipo | que se dispdem longitudinalmente. Entre o estrato esponjoso e
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compacto da derme existe uma espessa camada formada por depdsitos de célcio
(camada calcificada). Abaixo do estrato compacto, localiza-se a tela subcutanea,

provida de numerosos vasos sanguineos e nervos (Fig. 6).
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Figura 6 - Corte histolégico mostrando o aspecto geral da pele dorsal de Corythomantis greeningi. (e)
epiderme, (c p) células pigmentares, (G) glandula granulosa, (*) glandula mucosa, (d e)
derme esponjosa, (d ¢) derme compacta, (setas) camada calcificada, (v) vasos sanguineos

e (n) nervos. Historresina, coloragéo por toluidina-fucsina.

As glandulas mucosas estdo dispostas logo abaixo da epiderme, sdo menores
do que as glandulas granulosas apresentando forma acinosa com limen evidente e
central (Fig. 7 A). O tegumento apresentou dois tipos de glandulas mucosas, que
foram nomeadas como glandula mucosa tipo 1 (Gm1l) e glandula mucosa tipo 2
(Gm2). O tipo 1 possui um epitélio secretor espesso, diferente do tipo 2, que
apresenta um epitélio secretor mais delgado (Fig. 7 B). Ambos os tipos glandulares

sdo compostos por dois tipos celulares distintos.

45



e
im Gm
T Gml Gm2 \
l‘; el o A
®
'ér
[ ~— ’ | 8
\ — ; 100 pm

50 pym
e
z

Figura 7 - (A) Corte histolégico da pele dorsal mostrando a localizacdo e o aspecto dos dois tipos de
glandulas mucosas (Gm) encontradas logo abaixo da epiderme (e) em Corythomantis
greeningi. (B) Maior aumento da regido demarcada na figura A, sendo a glandula mucosa
do tipo 1 (Gml), composta por células que apresentam no citoplasma granulos bem
definidos e que se coram fortemente pelo azul de toluidina (seta vermelha) e células que
se coram fraca e uniformemente. Glandula mucosa do tipo 2 (Gm2), com epitélio secretor
delgado, composto por células que se coram fracamente pelo azul de toluidina.

Historresina, coloragéo por toluidina-fucsina.

As glandulas granulosas ndo apresentam limen, s@o sinciciais e apresentam
se totalmente preenchidas por granulos esféricos (Fig. 8).

Externamente todas as glandulas cutaneas s&o revestidas por uma
monocamada de células mioepiteliais (Fig. 8) e se conectam com o exterior através
de dutos epidérmicos por onde a secrec¢ao € liberada na superficie do corpo.
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Figura 8 - Corte histolégico da glandula granulosa mostrando o sincicio secretor (*) com nucleos
periféricos (N) e totalmente preenchido por granulos (G) de secrecdo. As setas apontam a
camada mioepitelial que envolve a glandula. Historresina, coloracdo por azul de toluidina—
fucsina.
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As glandulas da pele, independentemente da regido do corpo examinada,
apresentaram resultados histoquimicos semelhantes. O epitélio secretor da glandula
mucosa do tipo 1 (Gm1) reage positivamente ao alcian blue, pH 2,5, corando-se em
tons de azul turquesa, ao PAS corando-se em magenta e ao azul de bromofenol em
tons de azul (Fig. 9 A, B e D). Ja as glandulas mucosas do tipo 2 (Gm2)
apresentaram-se fracamente positivas ao alcian blue pH 2,5, negativas ao azul de
bromofenol (Fig. 9 A e B) e positivas ao PAS (Fig. 9 D). As glandulas granulosas
possuem conteudo reativo ao azul de bromofenol, principalmente na periferia dos
granulos, é fracamente reativo ao alcian blue, pH 2,5 e negativo para o PAS (Fig. 9
A, CeD).

A camada calcificada revelou ser muito reativa ao método histoquimico do
von Kossa, mostrando a forte reacdo do nitrato de prata com a camada calcificada,
que se cora na cor negra (Fig. 10).
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Figura 9 - Histoquimica da pele da regido dorsal. (A) As regides coradas em azul turquesa indicam a
positividade ao alcian blue, pH 2,5 de algumas células das glandulas mucosas tipo 1
(Gm1) (circulo), e uma fraca positividade de algumas células da glandula tipo 2 (Gm2)
(seta vermelha). (B) As regides coradas em magenta indicam a forte positividade ao PAS
(setas pretas) de certas células das glandulas mucosas tipo 1 e 2 (Gm1l e 2). (C e D)
granulos das glandulas granulosas (G) e parte das células da glandula mucosa tipo 1

(Gm1) (asterisco vermelho), apresentando reatividade ao azul de bromofenol. Historresina.
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Figura 10 - Corte histoldgico da pele da regido dorsal submetido ao método de von Kossa, mostrando

a forte reac@o da camada calcificada que se revela na cor negra (setas). Historresina.

A pele dorsal das fémeas de Cg possui superficie bem lisa ndo apresentando
verrugas nem espiculas cérneas. Ja os individuos machos diferentemente das
fémeas apresentaram na superficie da pele inUmeras espiculas cérneas (Fig. 11 A e
B).

Figura 11 - (A) Corte histologico da pele dorsal da fémea de Corythomantis greeningi, com a
superficie da epiderme (e) relativamente plana. (B) Corte histolégico da pele dorsal do
macho evidenciando uma epiderme (e) irregular e com espiculas corneas. Glandula
granulosa (G), glandulas mucosas do tipo 1 (Gm1) e 2 (GmZ2). Historresina, coloragéo

por azul de toluidina-fucsina.
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Ao compararmos apenas qualitativamente a pele das diversas regides
examinadas, foi observado que na regido dorsal existe um maior nimero de
glandulas granulosas e uma camada calcificada bem mais espessa do que as
regides ventral e inguinal, onde as glandulas granulosas sdo bem mais esparsas e a
camada calcificada ou é bem delgada ou ausente, respectivamente (Fig. 12 A, B e
Q).

A regido inguinal, além de ndo apresentar camada calcificada, € caracterizada
por ser muito dobrada, formando as chamadas verrucas hidrofilicas, estruturas
tipicas dos anfibios especializadas na captacdo de agua. Além disso, essa regido
possui indmeros vasos sanguineos que, provenientes da tela subcuténea,

ramificam-se pela derme e permeiam a epiderme na forma de capilares, ficando

muito proximos a superficie da pele (Fig. 12 C e D).
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Figura 12 - Cortes histoldgicos do tegumento de Corythomantis greeningi sendo: regido dorsal (A),
ventral (B) e inguinal (C e D). Observamos que a camada calcificada (setas) esta
ausente apenas na regido inguinal (C e D). Essa regido possui um grande numero de
capilares sanguineos (*) que se adentram na epiderme, circundados pela lamina basal,
bem evidenciada pelo PAS no inserto em maior aumento na figura D. (e) epiderme, (G)

glandula granulosa, (v) vasos sanguineos. Parafina, coloragdo por hematoxilina—eosina
(A, BeC)ePAS (D).
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4.1.2. Microscopia eletronica de transmisséao (MET)

A partir de andlises por microscopia eletronica de transmissédo do tegumento
de Cg foi verificado que as glandulas mucosas do tipo 1 (Gm1l) apresentam um
epitélio secretor mais espesso, sendo composto por células de dois tipos diferentes
(Fig. 13 A e B). Uma célula apresenta granulos uniformes e eletrodensos e a outra
possui inimeros granulos pouco eletrodensos, apresentando eletrodensidade
moderada por apresentarem uma textura semelhante a “favos de mel” (Fig. 13).
Ambos os tipos celulares, que compdem a Gm1, possuem microvilosidades apicais e
apresentam o citoplasma repleto pelos granulos de secrecéo (Fig. 13).

As glandulas mucosas do tipo 2 apresentam luz ampla e um epitélio secretor
delgado onde se observam microvilosidades apicais (Fig. 14). Este € também
formado por dois tipos celulares. O primeiro apresenta granulos muito eletrodensos
com tamanhos e formas variados. O outro tipo apresenta granulos de
eletrodensidade moderada. O citoplasma € preenchido por um reticulo
endoplasmatico rugoso bem desenvolvido com lamelas amplas e repletas de

secrecao (Fig. 14).

Gml Gml

Figura 13 - Microscopia eletrdnica de transmissédo da pele de Corythomantis greeningi (A) e (B) é
possivel observar os dois tipos celulares que comp&em a glandula mucosa do tipo 1
(Gm1), sendo que em uma os granulos sdo muito eletrodensos e na outra os granulos
sdo moderadamente eletrodensos. Os detalhes dos granulos podem ser vistos no inserto
da figura A. Além dos granulos observamos a presenca de microvilosidades voltadas
para a luz da glandula. Legendas: (N) nacleo, (*) camada mioepitelial e microvilosidades

(setas).

50



Gm?2

Figura 14 - Microscopia eletrOnica de transmissédo da pele de Corythomantis greeningi. A glandula
mucosa tipo 2 (Gm2) com dois tipos celulares, sendo um com granulos muito
eletrodensos e outro com granulos menos eletrodensos. Além disso, observamos a
presenca de microvilosidades voltadas para a luz da glandula. Legendas: (N) nucleo, (*)
camada mioepitelial, (REG) reticulo endoplasmatico rugoso e (setas) microvilosidades.

As glandulas granulosas sinciciais apresentam uma regido periférica contendo
o reticulo endoplasmatico rugoso, e a regido central repleta de granulos esféricos e
elipticos de dimensbes variadas, mergulhados em uma matriz citoplasmatica
(Fig.15). Os granulos sao compostos perifericamente por uma regido eletrodensa,
sendo internamente preenchidos por um material de eletrodensidade moderada com

alguns pontos eletrodensos na regido central (Fig. 15).
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Figura 15 - Microscopia eletrdnica de transmissédo da glandula granulosa da pele de Corythomantis
greeningi. Sincicio secretor com reticulo endoplasmatico desenvolvido e granulos de
secrecao elipticos e de tamanhos variados. Observamos que os granulos sdo compostos
por uma regido periférica eletrodensa, de espessura variada, e sdo preenchidos por um
material pouco eletrodenso, podendo ou ndo apresentar pequenos pontos eletrodensos
em seu interior. Legendas: (*) Reticulo endoplasmatico rugoso, (G) granulos e (M) matriz

citoplasmatica.

Na regido entre a derme esponjosa e compacta é possivel observar a camada

calcificada composta por glébulos irregulares de pouca eletrodensidade (Fig. 16).

Figura 16 - Microscopia eletrbnica de transmiss@o dos gloébulos irregulares de eletrodensidade
variada (*) que compdem a camada calcificada encontrada na pele de Corythomantis

greeningi.
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4.1.3. Microscopia eletrénica de varredura (MEV)

A analise morfologica por microscopia eletrénica de varredura elucidou a
diferenca entre a pele dorsal dos machos e fémeas de Cg. A pele das fémeas é
totalmente lisa sendo desprovida de qualquer ornamentacado cérnea (Fig. 17 A). Ja o
dorso dos machos mostrou uma grande quantidade de estruturas corneas em forma
de espinhos (Fig. 17 B). Essas estruturas sdo constituidas de um grande espinho

central rodeado por varios espinhos menores (Fig. 17 B).

Figura 17 - Microscopia eletrénica de varredura da pele dorsal de Corythomantis greeningi. (A) fémea

e (B) macho.

No dorso tanto das fémeas quanto dos machos foram encontrados uma
grande quantidade de poros dos ductos das glandulas cutaneas (Fig. 17 A). Os
ductos sdo estruturas com formas geralmente elipticas ou em forma de “Y” que

podem ou nédo estar obstruidos pela secrecéo das glandulas (Fig. 18).
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Figura 18 - Microscopia eletrbnica de varredura de um poro de glandula granulosa obstruido pela

secrecao (seta).

A superficie da pele de todas as regibes apresenta micro-projecdes
epidérmicas (Fig. 19 A, B e C). Essas projecfes sdo mais proeminentes nas regides
ventral e inguinal (Fig. 19 B e C). Na regiao ventral e inguinal existem espagos onde
as projecdes epidérmicas ndo estdo presentes formando depressdes e canais que
se intercomunicam constituindo uma rede por toda extensédo da pele (Fig. 20). Na
regido dorsal essas projecdes sdo menores formando uma estrutura semelhante a
um labirinto (Fig. 19 A).

Figura 19 - Microscopia eletronica de varredura das microprojecées epidérmicas presentes na
superficie da pele das regides dorsal de Corythomantis greeningi (A), inguinal (B) e
ventral (C).
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Figura 20 - Microscopia eletrbnica de varredura da pele da regido inguinal de Corythomantis
greeningi. As fotos A e B mostram os detalhes das micro-projecdes epidérmicas e as

regides em que elas estdo ausentes formando depressoes.

Em cortes transversais da regido inguinal é possivel observar uma grande
guantidade de verrugas hidrofilicas (Fig. 21 A e B). A epiderme dessa regido €&
delgada sendo permeada por varios capilares que ficam muito préximos a superficie
da pele (Fig. 21 C).

Figura 21 - Microscopia eletronica de varredura da regido inguinal de Corythomantis greeningi. (A)
verrugas hidrofilicas em vista superficial, (B) corte transversal das verrugas hidrofilicas e
(C) maior aumento das verrugas mostrando 0s vasos sanguineos que permeiam a

epiderme (setas).
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4.2. Estudo da secrecao cutanea bruta

4.2.1. Perfil eletroforético unidimensional (SDS-PAGE)

O perfil eletroforético mostra uma abundancia de proteinas em diferentes
massas moleculares, sendo mais proeminentes na faixa de 55 a 30 kDa. Além disso,
bandas de baixa massa molecular também foram observadas na regido de 14 kDa
(Fig. 22).
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Figura 22 - Perfil da eletroforese (SDS-PAGE 12%) da secrecdo cutdnea de Corythomantis greeningi,
em condicdes ndo redutoras. Legenda: PM= padrdo de massa molecular; Cg=
Corythomantis greeningi.

4.2.2. Perfil do HPLC e espectrometria de massa da secre¢ao bruta
de Cg

O perfil cromatogréfico em coluna C18, obtido a partir da secrecdo de Cg,

mostrou-se complexo, com a presenca de varios picos ao longo do gradiente e

56



possivel separacdo de varios componentes. Foram obtidas 10 fragfes utilizando-se
cromatografia liquida de alta eficiéncia em fase reversa (RP-HPLC). As fracdes
foram numeradas de 1 a 10, de acordo com a ordem em que aparecem no perfil
cromatografico, como mostram a figura 23.
Analises por espectrometria de massas indicam moléculas de baixa massa
molecular, variando entre 200 e 500 m/z, monocarregadas (Figs. 24 a 32).
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Figura 23 - Perfil cromatografico da secrecdo cutanea de Cg por RP-HPLC, em coluna C18 e
deteccdo UV (A= 214 nm). F (1, 2, 2b, 3, 4, 5, 6/7, 8, 9, 10), fragcBes coletadas utilizadas

nos testes de atividade bioldgica. Secre¢do com alta complexidade de compostos.
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Figura 24 - Perfil cromatografico com deteccdo por espectrometria de massas (TIC) da secregéo
cuténea de Cg, obtido em uma coluna C18. Foram observados ions de baixa massa

molecular em sua maioria entre 200 e 500 m/z, monocarregados.
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Figura 25 - Integracdo de 0,7 a 1,5 min. Representacdo das massas (m/z) dos compostos presentes

na secrecao de Cg.
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Figura 26 - Integracd@o de 5 — 5,7 min.Representa¢do das massas (m/z) dos compostos presentes na

secrecdo de Cg.
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Figura 27 - Integracéo de 5,7 — 6,2 min. Representacdo das massas (m/z) dos compostos presentes

na secrecao de Cg.
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Figura 28 - Integracéo de 6,2 — 6,7 m

na secrecao de Cg.
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Figura 29 - Integracdo de 6,7 — 7 min.

secrecdo de Cg.
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Figura 30 - Integracdo de 7 — 7,3 min.

secrecdo de Cg.
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Figura 31 - Integracdo de 7,3 — 7,7 min. Representacdo das massas (m/z) dos compostos presentes

na secrecao de Cg.
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Figura 32 - Integracdo de 7,7 — 7,9 min. Representacdo das massas (m/z) dos compostos presentes

na secrecao de Cg.

4.2.3. Espectrometria de massas das fracdes obtidas da secrecdo Cg

Ao comparar os padrdes de fragmentacao das moléculas de cada fracdo, com
0 que ja esta descrito na literatura pudemos observar que essas massas sao tipicas
de esterdides e alcaldides semelhantes a outros ja identificados para algumas
espécies de anfibios. Além disso, em todas as fracdes as massas representadas
revelam assinaturas iénicas ainda ndo descritas.
As analises por espectrometria de massas da fracdo 1 indicam moléculas de
baixa massa, variando entre 158,9593 a 566,9038 m/z, monocarregadas. As massas
com valores entre 158,9593 m/z a 274,8899 m/z possivelmente sdo de alcaldides, ja

as massas maiores ou iguais a 299,1740 possivelmente séo de esterdides (Fig. 33).
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Figura 33 - Representa¢do das massas (m/z) dos compostos presentes na fracdo 1 obtida a partir da

cutanea secrecéo de Cg.

As andlises por espectrometria de massas da fracdo 2 evidenciaram poucas
moléculas também de baixa massa. As massas representadas indicam que 0s

compostos presentes na fracao 2 possivelmente séao esteroides (Fig. 34).
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Figura 34 - Representacdo das massas (m/z) dos compostos presentes na fracéo 2 obtida a partir da

cutanea secrecao de Cg.

A fracdo 2b revelou possuir moléculas de massas que variaram entre

146,0925 a 707,2321 m/z. A maioria das moléculas possuem ions monocarregados

com excecao das massas 384,7703; 441,7849; 526,3603 m/z que possuem duas

cargas. As massas menores de 146,0925 m/z até 229,1468 m/z possivelmente sdo

de alcaldides, ja as massas maiores possivelmente séo de esteroides (Fig. 35).
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Figura 35 - Representacdo das massas (m/z) dos compostos presentes na fracéo 2b obtida a partir da

cutanea secrecdo de Cg.

As poucas moléculas que compdem a fracdo 3 sdo de baixa massa (m/z),

monocarregadas e tipicas de esteroides (Fig. 36).
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Figura 36 - Representacdo das massas (m/z) dos compostos presentes na fracdo 3 obtida a partir da

cutanea secrecéo de Cg.

A fracdo 4 revelou possuir moléculas de massas moleculares que variaram
entre 184,1645 a 409,3434 m/z. Os ions que se apresentam na forma de
monocarregados, sendo que as massas possivelmente correspondem a esterdides
(Fig. 37).
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Figura 37 - Representacdo das massas (m/z) dos compostos presentes na fragcao 4 obtida a partir da

cuténea secrecéo de Cg.

A fracdo 5 revelou possuir poucas moléculas, de baixa massa e
monocarregadas. Os dois ions mais evidentes representados sao 206,1828 m/z, e 0
411,3593 m/z, que provavelmente correspondem a um alcaldide e um esterdide,
respectivamente. Esse ion de massa 411,3593 m/z, além de estar presente na

fracdo 5, também é encontrado nas fracdes 6/7 e 9 (Fig. 38).
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Figura 38 - Representacdo das massas (m/z) dos compostos presentes na fracdo 5 obtida a partir da

cutanea secrecao de Cg.

A fracdo 6/7, também possui poucas moléculas, de baixa massa e sao

monocarregadas. Os dois ions mais evidentes representados sao 437,3737 e

411,3600 m/z, este dltimo deve ser uma variacdo do ion de massa 411,3593 m/z

encontrada na frac@o 5 e provavelmente também seja um esteroide (Fig. 39).
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Figura 39 - Representacdo das massas (m/z) dos compostos presentes na fracao 6/7 obtida a partir

da cutanea secrecéo de Cg.

A fracdo 8 revelou possuir moléculas de massas que variaram entre 104,9917

a 701,3751 m/z. As moléculas possuem ions monocarregados, sendo que as

massas devem, também, corresponder a alcalbides e esterdides (Fig. 40).
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Figura 40 - Representacdo das massas (m/z) dos compostos presentes na fragcao 8 obtida a partir da

cuténea secrecao de Cg.
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A fracdo 9 possui moléculas de massas que variam entre 206,1837 a
439,3883 m/z. As moléculas possuem ions monocarregados. As massas
representadas possivelmente séo de esterdides. O ion de massa 411,3569 m/z, que
esta presente na fragdo 9, também é encontrado nas fracdes 5 e 6/7 (Fig. 41).
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Figura 41 - Representacdo das massas (m/z) dos compostos presentes na fracdo 9 obtida a partir da

cutanea secre¢do de Cg.

A fracdo 10 revelou possuir moléculas de massas que variam entre 355,2751

a 511,2539 m/z, que mostram ions ndo compartilhados com outras frages (Fig. 42).
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Figura 42 - Representacéo das massas (m/z) dos compostos presentes na fragdo 10 obtida a partir

da cutanea secrecdo de Cg.

4.2.4. Ensaio de atividades peptidasicas e enzimaticas

A secregdo cutanea de Cg foi testada em substratos fluorogénicos, que
permitem verificar a presenca de atividade enzimatica. Foram utilizados os
substratos Abz-GPLGWARQ-EDDnp, Abz-GPQGWARQ-EDDnp, ambos para

avaliacdo de atividade metalopeptidasica, Z-R-MCA, para avaliacdo de atividade de

64



serinopeptidases, e Abz-GIVRAK(Dnp), para avaliacdo de cisteinopeptidases. Esses
substratos foram escolhidos para avaliagdo dessas 3 classes de enzimas, pois sao
as mais abundantes nas secrecdes animais. A secrecao cutanea bruta de Cg (5
png/mL) foi capaz de clivar os dois substratos para metalopeptidases, além do Abz-
GIVRAK(Dnp), indicando a presenca dessas classes de enzimas na secrecao,
porém ndo houve atividade enzimatica com o uso do substrato Z-R-MCA, indicando
a auséncia de serinopeptidases. A figura 43 A, B, C e D mostra a clivagem do
substrato pelas enzimas contidas na secrecdo bruta de Cg ao longo do tempo,
indicando a presenca de enzimas proteoliticas.

A atividade enzimatica também foi testada por zimografia para os substratos
caseina, gelatina, fibrinogénio e &cido hialurbnico. A secrecdo de Cg na
concentracdo de 20 ug/20 uL apresentou atividade apenas para o0s substratos
fibrinogénio e &cido hialurénico, na regido entre 50 e 37 kDa (Fig. 44).

Devido ao resultado negativo para a atividade caseinolitica e gelatinolitica, a
zimografia foi novamente realizada utilizando-se gel nativo, sem SDS, a fim de se
descartar a possibilidade de interferéncia desse componente na atividade das
metalopeptidases presentes na secrecao. A similaridade dos resultados com e sem
0 SDS confirmou a auséncia dessas duas atividades.
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Figura 43 - Atividade enzimética da secrecdo bruta de Cg apdés a incubacdo com substratos
fluorogénicos sintéticos, sendo (A) Abz-GPLGWARQ-EDDnp, (B) Z-R-MCA, (C) Abz-
GPQGWARQ-EDDnNp e D) Abz-GIVRAK(Dnp).
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Figura 44 - Zimografia para avaliar a presenca de atividade caseinolitica (A), gelatinolitica (B),
fibrinogenolitica (C) e hialuronidasica (D) na secrecdo de Cg (20 ug/20 pL). A secregéo
nao apresentou atividade caseinolitica e gelatinolitica, que pode ser observada nos géis
A e B. Nos géis C e D a presenca de bandas mais claras entre 50 e 37 kDa mostra que
a secrecdo possui atividade fibrinogenolitica e hialuronidasica respectivamente. Os
nameros a esquerda representam os marcadores de massa molecular entre 250 a 10
kDa.
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4.3. Estudo das atividades toxicas geradas pela secrecao
cutanea bruta de Cg

4.3.1. Atividade edematogénica

A secrecdo cutanea de Cg foi capaz de induzir edema em todas as doses
testadas. No tempo de 0,5 h ja foi observado intenso edema que se manteve até 1 h.
Apos 2 h ja é possivel verificar o inicio da diminuicdo do edema em todas as doses
testadas. Nas doses 32 e 8 ug o edema perdurou até 96 horas apos a injecao,

sendo que na menor dose de 0, 125 pg, o edema foi somente detectado até 4 horas
apos a injecao (Fig. 45).
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Figura 45 - Atividade edematogénica induzida pela secrecdo de Corythomantis greeningi (Cg).
Animais foram injetados com diferentes concentra¢gbes da secrecdo Cg (32; 8; 2; 0,5 e
0,125 pg/30 pL) ou PBS como controle negativo. O edema foi calculado nos tempos de
0,5; 1; 2; 4; 24; 48, 72 e 96 h apls a injecdo pela diferenca de volume (uL) das patas
dos animais antes e depois da injecdo. Os resultados estdo expressos como média +

e.p.m. (*) Diferencas estatisticas significantes comparando as diferentes concentracdes
da secrecdo com o PBS (p< 0,05).

Os experimentos realizados para determinar a capacidade de induzir edema e

verificar sua dindmica ao longo do tempo foram realizados com as 10 fracbes
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purificadas a partir da secrecéo cutanea bruta de Cg. Os resultados revelaram que
as fracdes 1, 2, 5, 6/7, 9 e 10 apresentaram atividade edematogénica. A fracdo 5
revelou ser capaz de induzir uma atividade edematogénica mais potente quando

comparada com as demais fracdes (Fig. 46).
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Figura 46 - Atividade edematogénica induzida pelas fragBes obtidas da secrecdo de Corythomantis
greeningi. Animais foram injetados com 10 fra¢des todas na mesma concentracdo de 0,2
1g/30 uL ou PBS como controle negativo. O edema foi calculado nos tempos de 0,5; 1; 2;
4; 24 h ap0s a injecdo pela diferenca de volume (uL) das patas dos animais antes e
depois da injecdo. Os resultados estdo expressos como média + e.p.m. (*) Diferencas
estatisticas significantes comparando as diferentes fragdes com o PBS (p< 0,05) nos
diferentes tempos. (#) Fragdo com maior poténcia edematogénica ao ser comparada com
as demais fracoes.

4.3.2. Atividade nociceptiva

A secrecao cutanea de Cg mostrou ser altamente nociceptiva, pois foi capaz
de induzir nocicepcdo em todas as doses testadas. A menor dose (0,125 pg/30 pL)
utilizada foi capaz de induzir nocicep¢ao por aproximadamente 50 s, sendo este um
tempo consideravel para uma dose tdo baixa. O pico de nocicepcédo induzida pela

secrecao de Cg foi atingida na dose de 8 pg (Fig. 47).
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Figura 47 - Atividade nociceptiva induzida pela secrecdo de Corythomantis greeningi. Os animais
foram injetados com as concentrac¢des (32; 8; 2; 0,5; 0,125 pg/30 pL) ou PBS controle
negativo. A avaliacdo da atividade nociceptiva foi feita cronometrando o tempo
(segundos) que os animais lambiam a pata injetada. (*) Diferenca estatistica significante
(p< 0,05) entre a nocicepcdo induzida pelas diferentes concentracbes quando
comparado com o controle negativo (PBS), (#) Diferenca estatistica significante (p<
0,05) da nocicepcgéo induzida pela concentracdo de 8 pug quando comparado com outras
doses (32, 2, 0,5 e 0,125 pg/30 pL).

Os experimentos realizados com as 10 fragOes purificadas revelaram que as
fragcOes 1, 2, 2b 5, 6/7, 8 e 10 foram capazes de induzir atividade nociceptiva (Fig.
48). Entretanto, a nocicepcdo provocada pelas fragcdes foi menos intensa quando
comparada com a causada pela secrecao bruta. As fracdes 6/7 e 10 foram capazes
de induzir uma nocicepgdo mais intensa ao serem comparadas com as demais

fracOes positivas para a atividade (1, 2, 2b, 5 e 8) (Fig. 48).
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Figura 48 - Atividade nociceptiva induzida pelas fra¢cdes purificadas da secrecdo de Corythomantis
greeningi. Os animais foram injetados com 10 fra¢cbes do veneno todas na mesma
concentracdo de 0,2 pug/30 pL ou com PBS controle negativo. A avaliagdo da atividade
nociceptiva foi feita cronometrando o tempo (segundos) que os animais lambiam a pata
injetada. (*) Diferengas estatisticas significantes comparando as diferentes

concentracdes da secre¢éo com o PBS (p< 0,05).

4.3.3. Viabhilidade celular e atividade antitumoral

A secrecao cutanea de Cg mostrou atividade citotoxica para as linhagens de
células B16F10 (melanoma murino) e L929 (fibroblasto murino). Ao se comparar as
linhagens celulares foi observado que houve uma maior inibicdo do crescimento
celular na linhagem B16F10 do que na L929, sendo as doses efetivas (IC50) 4,6
pg/mL e 11,9 pg/mL respectivamente (Fig. 49 e 50). Estatisticamente foram
encontradas diferengas significativas na inibicdo do crescimento celular entre as
linhagens testadas B16F10 e L929.

70



150 ~

3

@

5

g

! @8 BI16F10
ES I L929

e

5

[

S

Q Q Q Q o) ) o) o) © 9 X
b9 ‘19 '\9 o V r\/q/‘ (0(1’ ’5'*\()/ \,(? Q/\\ N4

Concentragdo ug/mL

Figura 49 - Atividade citotoxica da secrecdo de Corythomantis greeningi para as linhagens B16F10
(melanoma murino) e L929 (fibroblasto murino). As células foram incubadas com
diferentes concentracbes da secrecédo durante 24 h a 37 °C e a viabilidade celular foi
obtida por ensaio de MTT. Houve uma maior inibigdo no crescimento celular na linhagem
tumoral B16F10. (*) diferengas significativas (p< 0,01) comparando as concentragcdes
testadas em B16F10 versus L929. Como controle positivo foi utilizado veneno de

Bothrops jararaca e o controle negativo apenas meio de cultura RPMI.
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Figura 50 - Curva de inibicdo de crescimento celular causado pela secrecdo cutanea bruta de
Corythomantis greeningi e as doses minimas efetivas que matam 50% das células
(IC50) para B16F10 e L929.
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4.3.4. Atividade antimicrobiana

A secregdo cutanea bruta de Cg foi submetida a testes de inibicdo de
crescimento microbiano por meio de teste de difusdo em Agar e determinagdo da
concentracdo minima inibitéria (MIC). A secrecéo de Cg, por meio das metodologias
utilizadas revelou ndo possuir atividade antimicrobiana para nenhuma das cepas

testadas.
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5. DISCUSSAO

Apesar de suas caracteristicas pouco favoraveis, a Caatinga apresenta uma
anurofauna que pode ser considerada exuberante para um ambiente semi-arido
(NAVAS et al.,, 2004). A espécie casque-head Corythomantis greeningi (Cg) é
endémica da Caatinga e mostra uma série de adaptacbes morfo-fisiologicas que
permitiram seu sucesso nesse ambiente (JARED et al., 1999). Talvez, as mais
evidentes sejam a co-ossificacdo da derme de sua cabeca tornando-a cascuda e o
seu comportamento fragmaético, ambas importantes para evitar a perda d’agua por
evapotranspiracdo (JARED et al., 1999; KATCHBURIAN et al., 2001).

O comportamento fragmético, para esta espécie, representa um papel muito
importante para a defesa contra predadores, uma vez que esses animais ao
fecharem a entrada do abrigo com a cabeca expem um acumulo de glandulas de
veneno que estdo associadas a espiculas 6sseas (JARED et al., 1999; JARED et al.,
2005; KATCHBURIAN et al., 2001). A localizagdo dessas glandulas e a presenca
das espiculas facilitam o envenenamento de potenciais predadores, que tentem
capturar esses anuros quando estdo em seus abrigos (JARED et al.,1999). Sendo
assim, visando uma melhor compreensdo do papel da pele na biologia de Cg,
realizamos um estudo detalhado da morfologia da pele e das caracteristicas
toxinologicas da sua secrecdo cutanea. Com esse trabalho visamos também
fornecer subsidios para futuros estudos farmacoldgicos sobre a secre¢do cutanea
dessa espécie.

A andlise por microscopia de luz evidenciou que a pele e as glandulas
cutdneas seguem o padrdo basico ja descrito para varias outras espécies de
anfibios anuros (DUELLMAN; TRUEB, 1986; TOLEDO; JARED, 1995;
STEBBINS; COHEN, 1995). Qualitativamente observamos que a pele dorsal de Cg
abriga uma maior quantidade de glandulas cutaneas, principalmente granulosas,
guando comparada as demais regides analisadas. As glandulas granulosas dos
anfibios sdo normalmente responséaveis pela producdo de substéancias toxicas e/ou
impalataveis (TOLEDO; JARED, 1995; MELZER et al., 2013). Assim, protegida por

essas glandulas, a pele dorsal da espécie Cg deve ser de fato capaz de promover
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uma defesa quimica eficiente contra predadores, confirmando o que ja foi observado
por Jared e colaboradores em 2005.

Examinadas por microscopia eletrbnica de transmissdo, as glandulas
granulosas revelaram-se, em grande parte, homogéneas em relacdo a morfologia,
possuindo uma ultra-estrutura complexa. Os seus granulos de secre¢do sao muito
peculiares  estruturalmente, possuindo  compartimentos de  diferentes
eletrodensidades, o que deve refletir na segregacéo das diferentes substancias que
compdem o veneno. Entre os anuros existe uma grande diversidade morfologica nas
glandulas granulosas e consequentemente em seus granulos (DELFINO et al., 1998;
DELFINO et al., 1999; DELFINO et al., 2001a; DELFINO et al., 2002; NOSI et al.,
2002; LENZI-MATTOS et al., 2005; DELFINO et al., 2006; CHAMMAS et al., 2014).
O padrao estrutural dos granulos de secrecdo observado em Cg assemelha-se ao ja
descrito para Hyla setentrionalis, onde o envoltério eletrodenso foi definido como
“cortex” e o material interno pouco eletrodenso como “medula” (DELFINO et al.,
2001a). Além disso, os granulos das glandulas mucosas Gm1 de Cg, revelaram uma
textura caracteristica muito semelhante ao padrdo dos granulos encontrados nas
glandulas mucosas da espécie australiana Litoria ewingii (MELZER et al., 2013).

Além de glandulas, na pele dos anuros existe uma estrutura comumente
encontrada denominada camada calcificada ou camada de Eberth-Kastschenko.
Essa camada ja foi bem caracterizada quimica e morfologicamente em trabalhos
anteriores (JARED et al., 2005; KATCHBURIAN et al., 2001). No entanto, a funcao
da camada calcificada ainda ndo é bem compreendida (JARED, 1993c; JARED et
al., 2005; KATCHBURIAN et al., 2001). Alguns autores relacionam essa estrutura a
diminuicdo da perda de agua pela pele e/ou a uma reserva natural de calcio do
organismo (JARED, 1993c; JARED et al., 2005; KATCHBURIAN et al., 2001; NAVAS
et al., 2004).

Na espécie Cg a camada calcificada € bem desenvolvida (JARED et al. 2005),
sendo observada nas regides dorsal, onde é mais espessa, e ventral do corpo,
estando ausente na regiao inguinal. A presenca de uma camada calcificada espessa
na regido dorsal pode estar associada ao fato da espécie em estudo ser endémica
da Caatinga, precisando enfrentar longos periodos de seca (JARED et al., 1999;
NAVAS et al.,, 2004). Dessa forma, associada ao comportamento fragmético e a

cabeca co-ossificada, a camada calcificada deve de fato representar um importante
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elemento no aparato anti-dessecacdo dessa espécie, como j4 afirmado por Jared e
colaboradores (2005).

Além da auséncia da camada calcificada, a regido inguinal, quando analisada
por histologia e por MEV, apresentou uma epiderme muito fina e com uma imensa
quantidade de capilares sanguineos que se invaginam na epiderme, chegando muito
proximos da superficie da pele. Nos anuros sabidamente a regido inguinal € uma
area do corpo responsavel pela absorcdo ativa de agua através das verrucas
hidrofilicas, tipicas da pele dessa regido (DUELLMAN; TRUEB, 1986; NAVAS et
al., 2004). No caso de Cg, a exuberancia dessa rede de capilares tdo proximas a
superficie da epiderme deve representar uma adaptacao importante para tornar a
absorcdo de agua mais rapida e eficiente no ambiente seco de Caatinga.

Associado ao sistema formado pelas verrucas hidrofilicas e os capilares
sanguineos, que permeiam a epiderme, observamos por MEV que a superficie da
pele da regido ventral e especialmente da regido inguinal, possuem um relevo que
sugere fortemente a formacdo de pequenos canais condutores que poderiam dar
maior eficiéncia ao sistema de captacdo de agua proveniente principalmente do
orvalho durante a atividade noturna e nas primeiras horas do dia. Sistemas
semelhantes ja foram observados em outros anuros tais como Rhinella ornata e R.
icterica (BRITO-GITIRANA; AZEVEDO, 2005; FELSEMBURGH et al., 2009). Essa
agua conduzida para a regido inguinal seria, entdo, absorvida através das verrucas
hidrofilicas, estruturas ja bem conhecidas nos anuros, tipicas dessa regido do corpo
e especializadas na absorcdo ativa de agua (NAVAS et al., 2004; PEREIRA,
2009). Além disso, as verrucas hidrofilicas devem aumentar a superficie o que
favorece ainda mais a capacidade de absor¢cédo de agua pela pele.

Para melhor avaliar a possivel origem dessas adaptacfes morfolégicas na
pele inguinal de Cg, se foram decorrentes de pressdes ambientais ou se impostas
filogeneticamente, avaliamos de forma semelhante a pele da regido inguinal da
espécie também casque-head Aparasphenodon brunoi (Ab), que é filogeneticamente
proxima a Cg, porém habitando o ambiente Umido de Mata Atlantica, bem
contrastante com a Caatinga (resultados ndo apresentados). Essa comparacao
mostrou que as verrucas hidrofilicas de Ab também possuem em sua superficie
microprojecdes epidérmicas. No entanto, elas ndo sdo tdo proeminentes, nao

chegando a formar canais tdo evidentes como o que foi observado em Cg. Além
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disso, a partir da andlise histolégica e por MEV de cortes transversais de pele da
regido inguinal verificamos que a rede de capilares presentes em Ab ndo é
exuberante como a de Cg, ndo apresentando proje¢cdes que adentram a epiderme.
Assim, comparando as duas espécies, Cg e Ab, as estruturas presentes na pele da
regido inguinal de Cg, pelo menos nessa avaliacéo prévia, parecem estar em grande
parte relacionadas a adaptacdo ao estresse hidrico a que essa espécie é submetida
na Caatinga.

Em relacéo a defesa contra predadores, 0s componentes comportamentais e
morfolégicos do mecanismo de defesa dos anuros € complementada pela
maquinaria de sintese de compostos biologicamente ativos em suas glandulas
cutaneas, especialmente nas glandulas granulosas ou de veneno (DALY, 1995;
TOLEDO; JARED, 1995; CLARKE, 1997, CONCEIQAO et al., 2007a; MAILHO-
FONTANA et al., 2014). Os estudos sobre as atividades bioldgicas desses venenos
vém atraindo muita atencdo nas ultimas décadas, ja que a infinidade de moléculas
que os compdem pode eventualmente ser utilizada para fins farmacoldgicos
(CONLON; MECHKARSKA, 2014). Além disso, os efeitos desses venenos podem
servir como chave para uma melhor compreensdo do mecanismo de defesa quimica
dos anuros (DALY, 1995; TOLEDO; JARED, 1995; CLARKE, 1997; CONLON et al.,
2007a, b, c; MAILHO-FONTANA et al., 2014).

Os principais componentes toxicos e bioldégicos encontrados na secrecao
cutdnea dos anuros incluem principalmente os efeitos cardiotdxicos, neurotoxicos,
alucinégenos, proéinflamatorios, nociceptivos, edematogénicos, antimicrobianos,
antifangicos, anti-inflamatorios, antitumorais e anestésicos (DALY; WITKOP, 1966;
DALY, 1987; ERSPAMER et al., 1993; TOLEDO; JARED, 1995; PRATES; BLOCH
Jr, 2000; RINALDI, 2002; CONCEICAO et al., 2006, CONCEICAO et al., 20074, b, c,
CONCEICAO et al., 2009; CONLON et al., 2007a, b, ¢; TEMPONE et al., 2007;
TEMPONE et al., 2008; SCIANI et al.,, 2013; MAILHO-FONTANA et al., 2014;
CONLON; MECHKARSKA, 2014).

A secregdo cutanea dos hilideos (pererecas) parece apresentar uma variagdo
muito grande quanto a sua composi¢cao, pelo menos entre espécies de géneros
diferentes (DALY, 1995; CLARKE, 1997; CONLON et al., 2007a, b, c). Dentre esses
animais, o género Phyllomedusa € um dos mais estudados, possuindo uma

secrecdo cutdnea ja bem caracterizada bioquimicamente, que mostra que
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compostos opidides e peptideos detém a maior parte dos efeitos biolégicos para
essa espécie (CONCEICAO et al., 2006; CONCEICAO et al., 2007a, b, c;
CONCEICAO et al., 2009). Além da Phyllomedusa, a secrecdo cutanea de anuros
de outros géneros como Rhinella; Scinax, Dendrobates e Leptodactylus tém sido
muito estudados quanto & composicdo bioguimica e a presenca de atividades
bioldgicas (MEYER; DALY, 1976; PERRY, 2000; TERRENI et al., 2003; KING et al.,
2005; GARG et al., 2007; LIBERIO, 2008; SCIANI et al., 2013a; LIBERIO et al.,
2014).

Levando em consideragdo o conhecimento prévio de nosso grupo sobre a
biologia da espécie Cg e de experiéncias casuais com os efeitos de sua secrecao
cutanea durante expedicdes de coleta (informacdo verbal)?, realizamos testes de
atividade biol6gica onde demonstramos que a secrecao bruta foi capaz de induzir
intensa nocicepc¢do e edema prolongado, além de apresentar atividade citotoxica. Os
dados obtidos para as atividades toxicas (edema e nocicep¢do) corroboram com o
trabalho realizado anteriormente por Jared e colaboradores (2005), onde o teste de
letalidade com a secre¢do (DLsp), também, revelou um alto grau de toxicidade. A
partir desses efeitos causados pela secrecdo bruta, realizamos nesse trabalho o
fracionamento da secrecdo por HPLC, onde os principais picos obtidos foram
analisados quanto a composi¢cdo bioquimica e, entdo, foram novamente testados
para nocicepcao e edema.

As técnicas bioquimicas utilizadas no presente estudo indicaram a presenca
de alcaldides, esterbides e proteinas, uma vez que as massas majoritarias
encontradas na secrecdo sao compativeis as massas desses grupos quimicos,
conforme ja descrito para outros anfibios (LIU et al., 2010). Por outro lado, ndo foram
encontradas massas que correspondam a peptideos, que geralmente constituem
uma classe de substancias muito comum na secrecdo de pererecas. Além disso,
mesmo apés o fracionamento do veneno, a atividade inflamatéria e nociceptiva
ainda puderam ser observadas, o que mostra a acdo de moléculas atuando
isoladamente. Apesar do trabalho ndo ter avangcado até a caracterizagdo completa

dessas moléculas, levando-se em conta estudos anteriores (LIU et al., 2010),

’ Noticia fornecida pelo Dr. Carlos Jared no Laboratério de Biologia Celular do Instituto Butantan, em Sao
Paulo, em Fevereiro de 2013.
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verificamos que as principais moléculas responséaveis por essas atividades possuem
massas, em sua maioria, compativeis com esteroides e com alguns alcaloides.

Com o fracionamento, obtivemos seis fracdes capazes de induzir edema (1, 2,
5, 6/7, 9 e 10) e sete fracdes (1, 2, 2b, 5, 6/7, 8 e 10) indutoras de nocicepcao.
Contudo, somente as fragbes 9 (edema) e 2b (nocicepcdo) induziram apenas uma
das atividades. Além disso, dentre as 10 fracGes testadas apenas a 3 e a 4 nédo
induziram nenhum dos efeitos bioldgicos testados nesse trabalho. Adicionalmente
verificamos que as fracdes 5, 6/7 e 9 compartilham ions de massa semelhante (411
m/z), possivelmente representando um mesmo esteréide. Esse fato poderia explicar
a atividade edematogénica semelhante verificada entre as fragbes 5, 6/7 e 9 e para
a atividade nociceptiva entre as fracoes 5 e 6/7.

Assim como observado para Cg, varios estudos revelam que as proteinas,
alcaldides e esterdides da secrecdo cutanea dos anuros detém a maior parte das
atividades bioldgicas. Dentre esses compostos, os alcaldides tém sido alvo de
muitos estudos, por serem indutores principalmente de atividades biolégicas que
estdo ligadas ao sistema nervoso (DALY et al., 1987; SILVA, 2009; CARVALHO,
2008; CUNHA-FILHO, 2010). A epibatidina, por exemplo, € um alcaldide que atua
em receptores opiodes e foi identificada a partir da secrecdo de um anfibio
colombiano da espécie Epipedobates tricolor (DALY et al., 1987; LAZARUS et al.,
1994; DALY, 1995). No caso de Cg, dentre as fracdes obtidas, as fracbes 2b, 5 e 10
durante a realizacdo dos experimentos demonstraram a capacidade de induzir
nocicepcao neuropatica, identificada pela intensa nocicepcdo apresentada pelos
animais nos instantes iniciais dos experimentos. Por esse motivo € possivel que
essas fragcbes contenham alcaldides que atuem diretamente em receptores
nociceptivos.

Por outro lado, moléculas como os esterdides, também, sdo capazes de atuar
na nocicepcdo como, por exemplo, os bufadienolideos opidides de sapos
bufonideos, que séo capazes de diminuir o limiar da nocicepcéo (SILVA, 2009;
VITOR, 2009; CARVALHO, 2008; CUNHA-FILHO, 2010). Apesar da secrecéo
cutdnea de Cg possuir varios esteroides, identificados nas fracoes 1, 2, 2b, 6/7, 8 e
10, ao contrario dos bufadienolideos analgésicos, revelaram possuir a capacidade

de induzir intensa nocicepcdo, que possivelmente € provocada por processos
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inflamatorios, pois além da nocicepcdo imediata foi observado que os animais
permaneciam com nocicepg¢ao durante todo o tempo de experimento.

A secrecdo cutanea bruta de Cg, além de nocicepcao, foi capaz de induzir
atividade edematogénica intensa e prolongada permanecendo até 96 horas apos a
injecdo na pata dos camundongos. Esse tempo tdo longo do processo inflamatoério
deve ser desencadeado pelas moléculas presentes no veneno, que promovem a
liberacdo de mediadores inflamatorios. Por outro lado, constatamos que muitas das
moléculas que compdem o veneno de Cg possuem dupla acdo, sendo
edematogénicas e nociceptivas simultaneamente, como foi o caso das fragdes 1, 2,
5, 6/7 e 10 fato que ja foi observado em outros anfibios, bem como em outros
animais venenosos (SCIANI, 2012; CONCEICAO et al., 2007ab; MAILHO-
FONTANA et al., 2014).

Durante muito tempo os estudos sobre as atividades bioldgicas de secre¢cdes
se voltaram apenas para o0s peptideos, que eram considerados os grandes
responsaveis pelas atividades toxicas da secrecdo cutanea de anuros, bem como de
outros animais (CONCEICAO et al., 2007; SCIANI, 2012). Atualmente os estudos
relacionados a acao de esteroides e alcaldides vém aumentando, sendo, no entanto,
mais voltados para as propriedades farmacoldgicas e deixando uma lacuna sobre as
atividades téxicas dessas classes de compostos. Recentemente foram isolados
alguns esteroides presentes na secrecdo das glandulas parotéides de sapos do
género Rhinella, como os bufadienolideos analgésicos identificados em Rhinella jimi
e R. schneideri (CUNHA-FILHO, 2010; SILVA, 2009) e os alcalbides anti-rabicos,
também isolados da secrecdo de R. jimi (BARROS, 2013). Sendo assim, 0s
resultados obtidos neste trabalho auxiliam na compreensdao do poder toxico dos
esterdides e alcaléides e a sua importancia no mecanismo de defesa dos anuros
contra predadores.

Como foi elucidado neste trabalho, a secrec¢do bruta de Cg € composta por
muitas moléculas, que provavelmente atuam por meio de diferentes mecanismos de
acdo que quando somados potencializam os efeitos nociceptivo e edematogénico da
secrecdo. Outra hipdtese possivel € que possa existir uma interacdo entre as
moléculas que compdem a secregcao promovendo uma atividade mais intensa e

duradoura nos testes utilizando a secrec¢ao bruta.
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Ao analisarmos esses efeitos biologicos em prol da defesa quimica,
concluimos que o veneno deve ser eficaz em afastar possiveis predadores que, ao
sofrerem os efeitos dessas toxinas, aprendem a evitar esse tipo de presa em
encontros futuros. Soma-se a isso a acao mecanica da peculiar cabeca de Cg, que
além de muito resistente por ser co-ossificada com o créanio, é totalmente
ornamentada de espinhos 0sseos entremeados por glandulas de veneno, que sédo
semelhantes ao do restante da pele, mas de maiores proporcdes (JARED et al.,
2005).

A secrecao cutanea além do seu papel defensivo, muito importante para a
vida desse animal em seu ambiente natural, também apresentou uma possivel
atividade antitumoral, pelo menos para a linhagem de célula testada neste trabalho.
Devido a resisténcia de alguns tumores as terapias hoje disponiveis, a busca por
novos antitumorais cresce. Nesse contexto, os compostos de origem natural podem
oferecer novas oportunidades de tratamento (PAIOLI, 2011). Dentre esses
compostos naturais, ja foram identificadas moléculas com efeito antitumoral como a
crotoxina, obtida do veneno da cascavel Crotalus durissus terrificus (Paioli, 2011).
Dentre os anfibios, ja se obteve atividade antitumoral, por exemplo, a partir da
secrecdo cutanea do anuro sulamericano Leptodactylus labyrinthicus (LIBERIO,
2008; PAIOLI, 2011; LIBERIO et al., 2014). A maioria desses compostos
antitumorais sdo peptideos ou proteinas que interagem com as membranas de
microorganismos ou células tumorais ocasionando na grande maioria das vezes
desequilibrio osmoético levando a lise celular (HANCOCK; CHAPPLE, 1999;
ZASLOFF, 2002; LIBERIO, 2008; SCIANI et al., 2013; LIBERIO et al., 2014).

Os dados apresentados para atividade antitumoral a partir da secre¢ao
cutanea de Cg revelaram que para as células de melanoma testadas nesse trabalho
a secrecdo foi mais citotoxica do que para os fibroblastos normais. Assim, a
secrecdo apresenta em teoria um potencial terapéutico antitumoral, mas devido ao
pouco tempo, 0 mecanismo de acdo desse possivel composto ndo foi identificado.
Recentemente, estudos realizados por Sciani e colaboradores (2013) revelaram que
esterdides da familia dos bufadienolideos obtidos de extratos da pele das espécies
Rhaebo guttatus, Rhinella crucifer, Rhinella margaritifera, Rhinella major e
Phyllomedusa hypochondrialis sédo capazes de inibir o crescimento de células

tumorais da linhagem MDA-MB-231. Assim como as espécies que foram utilizadas
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por Sciani e colaboradores (2013), Cg também apresentou em sua secrecao
cutdnea uma grande quantidade de esterbides que podem, portanto, estar
envolvidos no maior efeito citotoxico detectado para células de melanoma (B16F10)
em relacao aos fibroblastos (L929).

Nos anuros grande parte dos peptideos estudados até o momento possui
acdo antimicrobiana e foram isolados de espécies pertencentes as familias
Hylidae, Ranidae e Leptodactylidae, sendo que a maioria deles possui atividade
antimicrobiana e representam um importante papel na imunidade inata que
constitui a primeira linha de defesa contra patdgenos invasores, além de serem
importantes para a angiogénese, reparo tecidual e processo inflamatorio
(HANCOCK; CHAPPLE, 1999; ZASLOFF, 2002; IZADOANAH; GALLO, 2005;
LIBERIO, 2008; LIBERIO et al., 2014). Esses peptideos, em geral, atuam
interagindo com as membranas celulares dos microorganismos ou células tumorais
ocasionando desequilibrio osmético e levando a lise celular (HANCOCK; CHAPPLE,
1999; ZASLOFF, 2002; LIBERIO, 2008).

Ao considerarmos que Cg passa longos periodos em abrigos para se proteger
da dessecacdo acreditava-se que essa espécie seria uma forte candidata a
apresentar atividade antimicrobiana na sua secrecdo cutanea (informac&o verbal)®.
No entanto, ndo foi possivel detectar essa atividade nos experimentos, que
realizamos utilizando duas metodologias para cinco diferentes cepas bacterianas.
Coincidentemente, essa secrecdo ndo apresentou peptideos, que geralmente sdo os
responsaveis pela atividade antimicrobiana, como discutido acima. Assim, a nao
deteccdo de peptideos poderia estar de alguma forma relacionada com a auséncia
de atividade antimicrobiana na secre¢ao cutanea de Cg. Ndo se pode descartar,
porém, a possibilidade de que essa atividade possa ser revelada caso sejam
utilizadas cepas bacterianas provenientes do ambiente da caatinga onde esses
animais vivem.

Finalizando, com esse trabalho procuramos aprofundar o conhecimento sobre a
espécie Corythomantis greeningi apresentando o0s detalhes morfologicos
ultraestruturais da pele, aspectos do sistema de defesa quimica contra predadores,

caracteristicas bioquimicas da secrecdo cutanea e alguns efeitos biolégicos

* Noticia fornecida pelo Dr. Carlos Jared no Laboratdrio de Biologia Celular do Instituto Butantan, em Sao
Paulo, em Outubro de 2014.
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causados pela sua secrecdo cutanea. Ainda, procuramos apresentar, a partir desses
resultados, algumas possiveis aplicagbes farmacologicas dessa secrecdo. Os
resultados obtidos, somados ao conhecimento prévio adquirido por outros autores,
confirmaram que Cg € extremamente adaptada ao ambiente seco de modo a evitar a
perda excessiva de agua pela pele e maximizar a absorcado de agua disponivel no
ambiente. Além disso, revelou possuir um eficiente mecanismo de defesa quimica
contra predadores, ja que possui uma secrecdao que além de toxica, causa dor
intensa e edema, 0 que deve, em boa parte das vezes, interromper o ataque de

predadores, além de desencorajar novos ataques em futuros encontros.
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CONCLUSOES

A partir dos dados morfolégicos obtidos neste trabalho foi possivel confirmar a
adaptacdo do tegumento de Corythomantis greeningi, para a vida no

ambiente seco da Caatinga;

A estrutura morfoloégica do tegumento, em particular a da regido inguinal, deve

promover uma absorcao muito eficiente da agua presente no ambiente;

A distribuicdo das glandulas, a composicdo quimica da secrecdo e as
atividades biologicas testadas para a secrecdo cutanea de Corythomantis
greeningi compdem um mecanismo de defesa quimica passiva deve ser

extremamente eficiente contra predadores;

A secrecdo é composta principalmente por esterdides e poucos alcaldides
que sado os principais responsaveis pelos efeitos biolégicos observados;

Os testes com a secrecdo cutdnea apresentaram intensa atividade

edematogénica e nociceptiva;

Das dez fragOes testadas seis apresentaram atividade edematogénica (1, 2,
5, 6/7, 9 e 10) e sete apresentaram atividade nociceptiva (1, 2, 2b 5, 6/7, 8 e
10);

Apenas as fracdes 3 e 4 apresentaram resultados negativos para todos 0s
testes realizados, portanto as moléculas que compdem essas fracdes, nao

estédo diretamente ligadas aos efeitos causados pela secrecao;

A secrecdo apresentou maior efeito citotéxico nas células de linhagem
tumoral. Testes adicionais sdo necessarios para melhor caracterizar a acao

antitumoral da secrec¢éo de Cg.

A secrecao de Cg, por meio das metodologias utilizadas revelou n&o possuir

atividade antimicrobiana para nenhuma das cepas testadas;

Cg revelou possuir um eficiente mecanismo de defesa quimica contra

predadores, uma vez que poSsSuir uma secrecdo que causa intensa
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nocicepcao € muito mais pedagogico, no sentido de evitar que predadores

ataquem individuos da espécie Cg em encontros futuros.
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