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RESUMO

MALESKI, Adolfo Luis Almeida. Caracterizacdo da secrecdo cutanea do anfibio
Trachycephalus nigromaculatus e investigacdo da atividade antimicrobiana.
2023. 84 p. Tese (Doutorado em Ciéncias - Toxinologia) — Instituto Butantan, S&o
Paulo, 2023.

;I'rachycephalus nigromaculatus € uma perereca-de-capacete da familia Hylidae,
destacada pelo seu aparelho craniano adaptado para a fragmose, uma estratégia de
defesa peculiar. Sua pele é notéria pela abundéancia de glandulas de veneno,
desempenhando um papel crucial na resisténcia contra predadores e patégenos em
seu habitat natural. No entanto, a composi¢cdo quimica do veneno e os efeitos da
exposicdo a secrecdo cutdnea em humanos e animais permanecem pouco
compreendidos. Este estudo objetivou caracterizar a secre¢ao cutanea, avaliar seus
efeitos toxicos e explorar a atividade antimicrobiana da secrecdo de Trachycephalus
nigromaculatus. Empregamos analises cromatograficas, eletroforese em gel SDS-
PAGE e espectrometria de massa para identificar as fragcdes da secrecdo cutanea. A
interacdo célula-inflamatoria-epitelial foi examinada por microscopia intravital,
enquanto o impacto na viabilidade celular foi avaliado pelo ensaio MTT. A atividade
antimicrobiana foi testada in vitro contra S. aureus, S. coli e C. albicans. Os resultados
revelaram uma mistura complexa na secre¢do cutanea de T. nigromaculatus, com
proteinas variando de 8,5 a 77 kDa. Destacam-se hialuronidase, peroxirredoxina-6 e
a toxina anntoxina. A analise MALDI-TOF indicou uma presenca abundante de
peptideos. Concentragdes baixas (1ug/mL) da secrecdo apresentaram notavel
atividade citotéxica (76%) contra células VERO. Na microscopia intravital, a secrecao
(3 ug e 30 pg) exibiu atividade toxica relevante, causando perda de elasticidade,
edema, infiltracdo e pontos hemorragicos, impedindo a continuidade apds 2h de
injecdo. Em 24 horas, sinais de necrose e infiltragdo foram evidentes, juntamente com
um aumento na contagem de células aderidas e migradas. Esses efeitos foram
observados ap0s apenas 5 minutos de aplicacdo topica. Observou-se inibicdo do
crescimento microbiano na secrecao bruta para S. coli, S. aureus e C. albicans. Pelo
menos metade das fracOes testadas por HPLC exibiram atividade relevante. A
atividade antimicrobiana foi especialmente eficaz contra bactérias gram-positivas (S.
aureus) e gram-negativas (S. coli), além de apresentar notavel agdo antifingica contra

C. albicans. Esses resultados sao significativos, pois representam a primeira



descricdo da atividade antimicrobiana da secrecdo cutanea de T. nigromaculatus,
destacando uma inibicao importante contra fungos. Além disso, este estudo oferece a
primeira descri¢do detalhada do contetdo bioquimico da secrecéo cutanea, revelando
uma composi¢ao singular de compostos que induzem efeitos toxicos notaveis tanto in
Vivo quanto in vitro. Essas descobertas, aliadas ao distintivo aparelho ésseo na

cabeca desta espécie, reforcam sua eficacia como uma eficiente arma de defesa.

Palavras-chave: Trachycephalus nigromaculatus. Protedbmica. Secrecdo cutanea.

Antimicrobiano. Envenenamento.



ABSTRACT

MALESKI, Adolfo Luis Almeida. Characterization of the cutaneous secretion of the
amphibian Trachycephalus nigromaculatus and investigation of antimicrobial
activity. 2023. 84 p. Doctoral dissertation (Doctorate degree in Sciences —
Toxinology) — Instituto Butantan, Sao Paulo, 2023.

Trachycephalus nigromaculatus is a helmeted treefrog belonging to the Hylidae family,
distinguished by its cranial apparatus adapted for phragmosis, a unique defense
strategy. Its skin is notable for the abundance of poison glands, playing a crucial role
in resistance against predators and pathogens in its natural habitat. However, the
chemical composition of the venom and the effects of exposure to cutaneous secretion
in humans and animals remain poorly understood. This study aimed to characterize
the cutaneous secretion, assess its toxic effects, and explore the antimicrobial activity
of Trachycephalus nigromaculatus secretion. We employed chromatographic
analyses, SDS-PAGE gel electrophoresis, and mass spectrometry to identify the
fractions of cutaneous secretion. The cell-inflammatory-epithelial interaction was
examined through intravital microscopy, while the impact on cell viability was evaluated
using the MTT assay. Antimicrobial activity was tested in vitro against S. aureus, S.
coli, and C. albicans. Results revealed a complex mixture in T. nigromaculatus
cutaneous secretion, with proteins ranging from 8.5 to 77 kDa. Noteworthy
components include hyaluronidase, peroxiredoxin-6, and the toxin anntoxin. MALDI-
TOF analysis indicated an abundant presence of peptides. Low concentrations
(1ug/mL) of the secretion exhibited significant cytotoxic activity (76%) against VERO
cells. In intravital microscopy, the secretion (3 pg and 30 pg) displayed relevant toxic
activity, causing loss of elasticity, edema, infiltration, and hemorrhagic points,
preventing the experiment's continuation after 2 hours of injection. Within 24 hours,
signs of necrosis and infiltration were evident, accompanied by an increase in adhered
and migrated cells. These effects were observed within just 5 minutes of topical
application. Inhibition of microbial growth was observed in crude secretion against S.
coli, S. aureus, and C. albicans. At least half of the fractions tested by HPLC exhibited
relevant activity. Antimicrobial activity was particularly effective against gram-positive
bacteria (S. aureus) and gram-negative bacteria (S. coli), demonstrating notable
antifungal action against C. albicans. These results are significant as they represent

the first description of the antimicrobial activity of T. nigromaculatus cutaneous



secretion, highlighting substantial inhibition against fungi. Furthermore, this study
provides the first detailed description of the biochemical content of cutaneous
secretion, revealing a unique composition of compounds inducing notable toxic effects
both in vivo and in vitro. These findings, coupled with the distinctive cranial apparatus

of this species, reinforce its efficacy as an efficient defense mechanism.

Keywords: Trachycephalus nigromaculatus. Proteomics. Skin  secretion.

Antimicrobial. Envenomation.
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1 INTRODUCAO
1.1 Caracterizacdo de venenos animais e aplicacdes

Os venenos animais sédo secre¢des complexas que consistem principalmente
de proteinas e peptideos bioativos que servem principalmente como um meio quimico
de protecdo e subjugacédo de presas. Os venenos evoluiram independentemente em
todo o reino animal (WANG et al., 2012, ZANCOLLI et al., 2022); consequentemente,
estdo presentes em todas as principais linhagens animais(DA SILVA et al., 2014,
SMALLWOOD; CLARK, 2021). Os animais venenosos sao fontes ricas de novas
entidades quimicas que podem ser Uteis para o0 desenvolvimento de novas terapias.
Um exemplo séo os escorpides venenosos, que produzem venenos que compartilham
caracteristicas comuns, como composi¢cfes caracterizadas por uma combinacao
complexa de proteinas e peptideos com ampla diversidade estrutural. As atividades
biolégicas desses compostos sdo seletivas e especificas e dependem da acéo
sinérgica de varios componentes (DAS; SAVIOLA; MUKHERJEE, 2021)

A abordagem moderna usada para caracterizar varios compostos de venenos
animais, usando ferramentas protedmicas e gendmicas avangadas, foi denominada
“vendmica” (CALVETE, 2017). As tecnologias modernas atualmente disponiveis em
varios laboratérios de pesquisa permitiram aos cientistas obter a identificacdo e
caracterizacdo funcional-estrutural de centenas de toxinas de cobras, escorpides,
aranhas, anuros e invertebrados marinhos (BORDON et al., 2020), apresentando uma
alta diversidade de atividades farmacoldgicas. O estudo dastoxinas e suas isoformas
permitiu uma melhor compreensdo dos mecanismos téxicos do envenenamento
(Instituto Butantan). A identificacdo / caracterizacdo de diferentes isoformas das
toxinas do veneno, juntamente com a busca por inibidores naturais e sintéticos, como
anticorpos monoclonais ou poli clonais, e moléculas com diferentes propriedades
quimicas, como heparina, fatores de coagulacdo e extratos vegetais (WANG et al.,
2012) aumentou a possibilidade do uso desses agentes como alternativas
terapéuticas mais eficazes.

Mais recentemente, a vendmica tem se concentrado em uma melhor
compreensao dos aspectos clinicos do envenenamento humano, do mecanismo de
acdo dos venenos e suas toxinas, da prospeccao de toxinas com potencial
biotecnoldgico/farmacéutico e do desenvolvimento de novos soros antiveneno e
terapias alternativas para envenenamento (MONTEIRO et al., 2020). Entre os

componentes toxicos do veneno, as fosfolipases A2, as L-aminoacido oxidases e as
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enzimas proteoliticas, que sao classificadas como metaloproteases e serina
proteases, sdo capazes de interromper o sistema hemostatico humano por meio de
diferentes mecanismos (DI NICOLA et al., 2021).

Tabela 1 - Medicamentos no mercado com origem de venenos animais

COMPOSTO ESPECIE NOME INDICACAO
COMERCIAL
Exenatida Heloderma Byetta, Bydureon Diabetes tipo 2
suspectum
Ziconotida Conus spp. Prialt Dor crénica severa
; Capoten, Acepril, Hipertensao,
Both . . . PR .
Captopril othrops spp Captoril insuficiénciacardiaca
Eptifibatida Crotalus spp. Integrilin S'“d“’“?e
coronarianaaguda
— . Sindrome
Tirofibana Echis spp. Aggrastat :
rotiban PP ggras coronarianaaguda

Fonte: FERREIRA et al., 2014; MILJANICH, 2004; MOHAMED et al., 2019; NIELSEN; YOUNG,;
PARKES, 2004

Assim, entender o mecanismo de acdo responsavel pelos efeitos toxicos e
farmacoldgicos dos venenos, juntamente com suas caracterizacfes bioquimicas e
estruturais, € essencial para que eles possam ser usados como protétipos
biotecnolégicos em diversas areas médicas e cientificas (VON REUMONT et al.,
2022).

Entre as 11 moléculas baseadas em toxinas comercializadas como
medicamentos, uma é derivada do veneno de caracéis-cone (Conus spp.), duas séo
analogos de um peptideo encontrado no veneno de lagartos (Heloderma spp.), duas
sao anticoagulantes inspirados no veneno de sanguessugas (Hirudo spp.) e seis sao
inibidores da enzima conversora de angiotensina (ECA) ou antagonistas do receptor
da glicoproteina llb/llla  derivados do veneno de cobras (Bothrops,
Echis, Agkistrodon spp.) (MOHAMED ABD EL-AZIZ; GARCIA SOARES; STOCKAND,
2019). Essas moléculas tém aplicagfes terapéuticas em diversas areas da medicina,
como dor cronica, diabetes mellitus tipo 2, trombose e hipertensdo (BORDON et al.,
2020).

1.2 Anfibios
Os anfibios representam um grupo diversificado de vertebrados, englobando

ANUROS, salamandras e cecilias, que ao longo da evolucdo desenvolveram uma
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série de adaptacdes para sobreviver em ambientes aquaticos e terrestres. Essas
modificacdes envolvem caracteristicas como membros, pulmdes, 6rgaos sensoriais e
glandulas cutaneas (CLARKE et al., 1997; RIVERA-CORREA et al., 2021).

A pele dos anfibios destaca-se por sua riqueza em glandulas mucosas e
venenosas, as quais desempenham papéis cruciais na troca gasosa, defesa quimica,
osmorregulacao e termorregulacdo. A composicao e funcao dessas secrec¢des variam
entre os diversos grupos de anfibios, refletindo sua historia evolutiva e as pressoes
ecoldgicas que enfrentam (JARED et al., 2018).

Um aspecto notavel das secrecdes cutaneas dos anfibios é a presenca de
peptideos bioativos, moléculas pequenas compostas por aminoacidos, conhecidas
por suas diversas atividades biolégicas (XI et al., 2015). Os peptideos isolados dessas
secrecdes abrangem uma ampla variedade, incluindo peptideos antimicrobianos,
antioxidantes, bradicininas, peptideos liberadores de insulina e outros moduladores
de processos como dor, inflamacéo, pressdo sanguinea, contracdo muscular lisa e
neurotransmissao (CONLON, 2011). A evolucdo desses peptideos ocorreu por meio
de mecanismos como duplicagdo génica, mutacdo, modificagcdo pds-traducional e
pressdo seletiva, capacitando os anfibios a enfrentar desafios ambientais e
predadores (MA et al., 2010).

Dentre os anfibios, os anuros emergem como 0 grupo mais extensivamente
estudado no que diz respeito as suas secrecdes cutaneas. Os anuros possuem
macrogandulas cutaneas especializadas que secretam veneno ou muco em resposta
a estimulos ou situacdes de estresse (BRUNETTI et al., 2016). Essas macrogandulas
distribuem-se pelo corpo de maneira especifica, variando de acordo com a espécie, e
podem abrigar centenas ou milhares de glandulas individuais (KONIG et al., 2015). As
secrecdes cutaneas dos anuros revelam uma diversidade consideravel de peptideos,
tanto em estrutura quanto em funcdo (KONIG et al., 2015).

Os anuros apresentam uma grande variacdo no tamanho corporal, desde
espécies miniaturizadas com menos de 10 mm até espécies gigantes com mais de
200 mm (WOMACK; BELL, 2020). O tamanho corporal dos anuros esta relacionado a
fatores geogréficos, ecoldgicos e reprodutivos. Por exemplo, 0os anuros maiores
tendem a ter maior latitude e altitude maximas, maior amplitude latitudinal e atitudinal,
maior consumo de presas vertebradas e maior desenvolvimento larval livre do que os
anuros menores (GOMEZ-MESTRE; WIENS; WARKENTIN, 2008; GUO et al., 2019;
WOMACK; BELL, 2020).
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As secrecdes cutaneas de anfibios sdo substancias bioativas produzidas por
glandulas especializadas presentes na pele desses animais, que servem como
mecanismos de defesa contra predadores e parasitas. Essas secre¢des podem conter
uma grande variedade de compostos quimicos, como alcaloides, peptideos,
esteroides, biogénicos e inddis (DALY et al., 2005). Esses compostos podem ter
efeitos toxicos sobre outros organismos, incluindo humanos, dependendo da dose, da
via de exposicao e da sensibilidade do receptor (MEBS, 2002).

Os efeitos toxicos das secrecfes cutdneas de anfibios podem ser classificados
em trés categorias principais: neurotéxicos, cardiotoxinas e dermonecréticos (MEBS,
2002). Os efeitos neurotoxicos sdo causados por compostos que interferem na
transmissao nervosa, bloqueando ou ativando receptores ou canais ibnicos nas
membranas celulares. Esses compostos podem provocar sintomas como convulsoes,
paralisia, alucinacdes, dor e morte por insuficiéncia respiratéria. Alguns exemplos de
compostos neurotoxicos presentes nas secrecdes cutaneas de anfibios sao:
batracotoxina, epibatidina, pumiliotoxina e saxitoxina (DALY et al., 20051). Os efeitos
cardiotoxicos sao causados por compostos que afetam o funcionamento do coracéao,
alterando o ritmo cardiaco, a contratilidade ou a conducéao elétrica. Esses compostos
podem provocar sintomas como arritmias, bradicardia, hipotensdo e morte por parada
cardiaca. Alguns exemplos de compostos cardiotéxicos presentes nas secrecfes
cutaneas de anfibios séo: bufadienolideos, bufotenina e histrionicotoxina (DALY et al.,
2005)

Os efeitos dermonecréticos sao causados por compostos que provocam lesées
na pele ou nas mucosas, causando inflamacdo, necrose ou ulceracdo. Esses
compostos podem provocar sintomas como edema, eritema, bolhas, sangramento e
infeccéo.

As toxinas de anfibios podem atuar em diferentes alvos moleculares nas células
endoteliais e nos leucdcitos, modulando as interacdes inflamatérias entre eles. Esses
alvos incluem receptores, canais idnicos, enzimas, fatores de transcricdo e moléculas
de sinalizacao celular. A seguir, seréo descritos alguns exemplos de como as toxinas
de anfibios podem interferir nesses alvos e nos mecanismos das interagdes
inflamatorias.

Receptores: As toxinas de anfibios podem se ligar a receptores especificos na
superficie das células endoteliais e dos leucécitos, ativando ou inibindo vias de

sinalizacéo intracelular que regulam a expresséo de moléculas de adeséo, a liberacdo
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de mediadores inflamatorios, a permeabilidade vascular e a angiogénese. Por
exemplo, a epibatidina se liga aos receptores nicotinicos colinérgicos, que sao canais
ibnicos que permitem a entrada de sodio e calcio nas células. Essa ligacéo provoca
uma despolarizacdo da membrana celular, que ativa a produgéo de oxido nitrico (NO)
pelas células endoteliais. O NO €& um gas que tem efeito vasodilatador e anti-
inflamatorio, pois inibe a adeséo e a migracdo de leucdcitos ao endotélio (CHEN et
al., 2005). Outro exemplo € a dermorfina, que se liga aos receptores opioides, que sao
acoplados a proteinas G que inibem a atividade da adenilato ciclase. Essa inibicdo
reduz os niveis de AMP ciclico (CAMP) nas células, o que diminui a expresséo de
moléculas pro-inflamatérias, como TNF-a e IL-18 (NEGRI et al., 2012).

Canais ibnicos: As toxinas de anfibios podem bloquear ou ativar canais idnicos
na membrana das células endoteliais e dos leucdcitos, alterando o potencial elétrico
da membrana e o fluxo de ions entre 0 meio intracelular e extracelular. Essas
alteracdes podem afetar a funcdo celular, a comunicacao intercelular e a resposta
inflamatoéria. Por exemplo, a batracotoxina bloqueia os canais de sédio voltagem-
dependentes, que sdo responsaveis pela geracao e propagacao do potencial de acdo
nas células excitaveis. Esse bloqueio impede a despolarizacdo da membrana celular,
0 que preserva a funcéo endotelial em condicdes de isquemia-reperfusao, evitando o
dano oxidativo e inflamatoério causado pela reentrada abrupta de oxigénio nos tecidos
(WANG et al., 20143). Essa ativagdo aumenta os niveis intracelulares de célcio, o que
estimula a expressao de fatores angiogénicos, como VEGF e FGF-2 (LIU et al., 2017).

Enzimas: As toxinas de anfibios podem inibir ou estimular enzimas envolvidas
na sintese ou na degradacdo de mediadores inflamatorios ou na regulagdo da
sinalizagdo celular. Por exemplo, a bufalina € uma toxina extraida da pele do anfibio
Bufo gargarizans, que inibe a enzima 5-lipoxigenase, que é responsavel pela sintese
de leucotrienos a partir do acido araquidonico. Os leucotrienos sdo moléculas que
promovem a contracdo da musculatura lisa, o aumento da permeabilidade vascular e
a quimiotaxia de leucocitos. A inibicdo da 5-lipoxigenase pela bufalina reduz os niveis
de leucotrienos e atenua a resposta inflamatoria em modelos de asma e artrite (LI et
al., 2011). Outro exemplo é a esculetina, uma toxina isolada da pele do anfibio Hyla
versicolor, que estimula a enzima Oxido nitrico sintase endotelial (eNOS), que é
responsavel pela producéo de NO a partir da L-arginina. O NO, como ja mencionado,
tem efeito vasodilatador e anti-inflamatoério, pois inibe a adesdo e a migracédo de
leucécitos ao endotélio (YANG et al., 2014).
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Moléculas de sinalizacédo celular: As toxinas de anfibios podem modular a
producdo ou a acdo de moléculas que atuam como mensageiros intracelulares ou
intercelulares na transducao de sinais inflamatorios. Por exemplo, a ranatuerina € uma
toxina isolada da pele do anfibio Rana catesbeiana, que aumenta 0s niveis
intracelulares de cAMP nas células endoteliais. O cAMP é um segundo mensageiro
que ativa a proteina quinase A (PKA), que por sua vez fosforila e inativa o NF-kB.
Dessa forma, a ranatuerina tem um efeito anti-inflamatério, pois reduz a expressao de
moléculas pré-inflamatérias mediadas pelo NF-kB (LEE et al., 2009).

Os peptideos isolados das secrec¢des cutaneas dos anuros incluem peptideos
antimicrobianos, antioxidantes, bradicininas, peptideos liberadores de insulina e
outros peptideos que modulam a dor, inflamacéo, pressdo sanguinea, contracao
muscular lisa e neurotransmissao (VIGERELLI et al., 2020; MA et al., 2010; MALIK et
al., 2015; Xl et al., 2015). Esses peptideos evoluiram por meio de duplicacéo génica,
mutacdo, modificacdo poés-traducional e pressao seletiva para lidar com diversos
desafios ambientais e predadores (WANG et al., 2021). A evolucao dos anuros esta
associada a mudancas na morfologia do esqueleto pélvico e dos membros
posteriores, que permitem diferentes modos de locomocéo (e.g., caminhada, salto,
natacdo) e adaptacdo a diversos micro-habitats (e.g., agua, solo, vegetacao)
(BUTTIMER; STEPANOVA; WOMACK, 2020).

Assim, as toxinas de anfibios representam uma fonte rica de moléculas
bioativas que podem interferir nas interacfes inflamatorias entre as células e o

endotélio em diferentes niveis.

1.3 Pererecas-de-capacete

As pererecas-de-capacete sdo um grupo de anfibios que pertencem a familia
Hylidae, que inclui 85 espécies distribuidas na América do Sul e nas Antilhas. Essas
rds se caracterizam por ter um capacete 0sseo na cabeca, que é formadopela
fusdo dos ossos frontoparietais e esquamosais (BLOTTO et al., 2021b; JARED et al.,
2015b). A funcdo desse capacete 0sseo ndo € totalmente compreendida, mas pode
servir como uma protecao contra predadores ou como uma arma para combates
intraespecificos (FAIVOVICH et al., 2005; JARED et al., 2015a; MENDES et al., 2016).

Os integrantes do grupo das Pererecas-de-capacete também sao diversos em
seus comportamentos, modos reprodutivos e defesas quimicas. Algumas espécies

pdem ovos em folhas sobre a agua, enquanto outras os depositam em bromélias
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terrestres ou dentro de hastes de bambu (BLOTTO et al., 2021b). Algumas espécies
tém girinos que séo livres-nadantes e herbivoros, enquanto outrastém girinos que sao
endotroficos e se desenvolvem dentro dos ovos até a metamorfose. Diversas espécies
secretam toxinas de suas glandulas cutaneas, que podem afastar predadores ou
parasitas (BLOTTO etal., 2021; FAIVOVICH et al., 2005). A composi¢cao bioquimica
e os efeitos biologicos dessas toxinas variam entre as espécies e podem incluir
peptideos, alcaloides, esteroides e aminas biogénicas (FUSCO et al., 2020a; JARED
et al., 2015a).

O cranio das Pererecas-de-capacete € composto por Varios 0ssos que se
fundiram para formar uma Unica placa, que cobre o topo e os lados da cabeca (JARED
et al., 2015a). Os ossos frontoparietais e esquamosais sao especialmente espessados
e se projetam da pele, formando espinhos ou cristas ao longo da regiéo labial. Esses
espinhos séo ocos e tém aberturas em suas pontas, que se comunicamcom grandes
glandulas de veneno que ficam abaixo deles (GARBINO et al., 2020; JARED et al.,
2015a).

As pererecas-de-capacete usam seu cranio como uma arma quando séo
ameacadas por predadores ou rivais. Elas podem flexionar seus pescocos e empurrar
suas cabecas para frente, dando uma cabecada venenosa em seu oponente (JARED
et al., 2015; MENDES et al., 2016). Osespinhos perfuram a pele e injetam toxinas das
glandulas de veneno em seus tecidos. As toxinas podem causar dor intensa,
inflamacédo, sangramento e até morte se ingeridas (JARED et al., 2015). Sua
cabecada venenosa € uma adaptacdo Unica que lhes permite se defender contra
predadores e competidores maiores em seus habitats aridos.

Aléem do mecanismo de ataque, a anatomia do cranio dos pererecas-de-
capacetes facilita um comportamento de defesa que consiste em bloquear a entrada
de um reflgio com o préprio corpo, impedindo o acesso de predadores ou
competidores, denominado fragmose (BLOTTO et al., 2021). Este comportamentoé
mais comum em espécies que vivem em habitats secos ou sazonais, onde os reflugios
sao escassos e disputados. Por exemplo, Corythomantis greeningi e Aparasphenodon
brunoi sdo duas espécies de Pererecas-de-capacete que habitama Caatinga
brasileira, um bioma caracterizado por longos periodos de seca e alta variacao térmica
(MENDES et al., 2016; TEIXEIRA; SCHINEIDER; ALMEIDA, 2002).



24

Figura 1 - Morfologia de Pererecas-de-capacete.

Fonte: JARED, C. et al., 2015

(A e B) Pererecass adultos A. brunoi (A) e C. greeningi (B). (C e D) Cranios co-ossificados de A. brunoi
e C. greeningi (D); as setas apontam para a regido occipital. (E e F) Maior ampliacdo da margem rostral
do cranio de A. brunoi (E) e C. greeningi (F).

Essas espécies usam fragmose para se abrigar em bromélias ou ocos de
arvores durante o dia, evitando a dessecacdo e a exposi¢cdo ao sol. A fragmose
também pode ser usada como uma forma de comunicagdo entre as Pererecas-de-
capacete. Por exemplo, Nyctimantis rugiceps é uma espécie que vive nas florestas
tropicais da América do Sul, onde usa fragmose para se esconder em buracos nas
arvores durante o dia e vocalizar & noite (MAGALHAES et al.,2021). Essa espécie
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possui uma glandula vocal especializada na regiao dorsal do cranio, que produz um
som alto e metalico quando a perereca é perturbada em seu refugio. Esse som pode
servir como um sinal de alerta para outros individuos da mesma espécie ou como um
sinal de agressao para potenciais intrusos.

A secrecdo da pele dessas pererecas pode ser altamente tdxica e conter
uma variedade de compostos bioativos, como peptideos, alcaloides, esteroides e
aminas biogénicas (FUSCO et al.,, 2020). Esses compostos podem ter atividades
hemoliticas, fosfolipdsicas, coagulantes, proteoliticas e citotoxicas (JARED et
al.,2015). A composicao e a poténcia do veneno ou secrecdo da pele variam entre as
espécies de Pererecas-de-capacete. Por exemplo, a secrecdo da perereca
Aparasphenodon brunoi é 25 vezes mais toxica do que o veneno das serpentes
Bothrops, enquanto a da perereca Corythomantis greeningi € duas vezes mais
(JARED C; ANTONIAZZI MM, 2007; JARED et al., 2015; MENDES et al., 2016) o
anfibio desta familia encontrado na Argentina Argentoyla siemersei possui uma dose
similar a Aparasphenodon brunoi (CAJADE et al.,, 2017). Essas pererecas s&o
consideradas os anfibios venenosos do mundo, pois possuem um mecanismo de
entrega ativo para suas toxinas o que pode caracterizar eles mecanisticamentecomo
anfibios peconhentos (JARED et al., 2015).
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Figura 2 - Histologia da glandula de veneno de pererecas-de-capacete

Fonte: JARED, C. et al., 2015

Espinho na cabeca e histologia da glandula da pele (A) Sec¢édo sagital mediana através da cabeca de
A. brunoi; as setas apontam para regides com grandes concentracdes de glandulas. (B) Secao sagital
mediana através da cabeca de C. greeningi mostrando um alto niumero de grandes glandulas
granulares. O asterisco indica um espinho quase atingindo a superficie da pele. (C) Alta ampliacédo de
uma area de co-ossificacdo no topo da cabeca de A. brunoi. (D) Alta ampliagdo de uma area de co-
ossificacdo no labio superior de C. greeningi. (A—D) Corados com hematoxilina-eosina. (E e F)
Glandulas granulares de A. brunoi (E) e C. greeningi (F) sdo ricas em conteldo proteico (coradas com
azul de bromofenol). Algumas células das glandulas mucosas também apresentam proteina. e,
epiderme; d, derme; g, glandula granular; m, glandula mucosa; s, cranio; asterisco (*) indica derme
calcificada com espinhos

1.4  Trachycephalus nigromaculatus

Trachycephalus nigromaculatus é uma espécie endémica do Brasil, onde pode
ser encontrada nos estados do Espirito Santo, Rio de Janeiro, Minas Gerais, Sao
Paulo e Goias (FROST, 2021). Habita florestas subtropicais ou tropicais humidas de

planicie, zonas arbustivas, pantanos e areas degradadas, os individuos da espécie
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tém uma coloracdo verde acastanhada com manchas pretas e vermelhas na sua
superficie dorsal e manchas brancas na sua superficie ventral tem uma cabeca grande
com uma crista 6ssea que cobre as glandulas parotoides

Tem também grandes olhos com pupilas verticais e membranas timpanicas,
podendo atingir até 10 cm de comprimento em "snout-vent” (FROST, 2021; IUCN,
2010), uma medida morfométrica usada em herpetologia para medir o comprimento
do corpo de um animal, desde a ponta do focinho até a abertura posterior da cloaca.

Pouco se sabe sua secrecao cutanea, que consiste numa substancia branca-
leitosa liberada quando o animal se sente ameacado (HEYER et al., 1990). A
composicdo quimica e a atividade biolégica desta secrecdo ndo foram totalmente
caracterizadas, mas podem conter esteroides e peptideos semelhantes aos
encontrados em outras pererecas-de-capacete.

Figura 3 - Tracycephalus nigromaculatus

Fonte: Shutterstock (2021)
(A) Exemplar da espécie, (B) Padréo cutaneo (C) Individuo da espécie realizando o comportamento
descrito como fragmose.

A resisténcia antimicrobiana é um problema global que ameaca a saude
humana e animal, bem como a seguranca alimentar e o desenvolvimento sustentavel
(SILVA et al., 2020). A escassez de novos antibidticos eficazes contra as bactérias
mais perigosas e resistentes aos medicamentos limita as opc¢les terapéuticas e
aumenta os custos e a mortalidade associados as infec¢bes bacterianas (WHO,
2021). A OMS alerta que o mundo ainda ndo esta conseguindo desenvolver os



28

tratamentos antibacterianos necessarios, apesar da crescente conscientizacéo sobre
a urgéncia do problema (WHO, 2021b). A maioria dos antibidticos em
desenvolvimento clinico sdo derivados de classes existentes, com baixo potencial
para superar a resisténcia (MIETHKE et al., 2021). Portanto, ha uma necessidade
urgente de incentivar a pesquisa e o desenvolvimento de novos antibibticos,
especialmente para os patdégenos prioritarios identificados pela OMS (TACCONELLI
et al., 2018).

Assim, a caracterizacao bioquimica do veneno deste anfibio pode auxiliar na
explicacéo de seu sucesso ecoldgico, auxiliar na taxonomia dentro de seu grupo, bem
como apoiar o estudo de sua histéria natural, reforcando a importancia deste animal
em seu habitat e auxiliando de maneira acessoria em medidas de conservacao desta
espécie. A bioprospeccdo da secrecao cutanea de T. nigromaculatus representa uma
infinidade de possibilidades, e na area de atividade antimicrobiana pode revelar novas
moléculas com atividade antimicrobiana contra bactérias patogénicas resistentes que

sdo um grande problema de saude publica global.
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2 OBJETIVOS

21 Geral

O objetivo deste estudo foi realizar uma caracterizagéo bioquimica abrangente
da secrecdo cutanea da perereca-de-capacete Trachycephalus nigromaculatus,
investigando os efeitos toxicos dessa secrec¢ao tanto in vivo quanto in vitro e avaliagao
do potencial antimicrobiano da secrecao, contribuindo assim para a identificacao de
possiveis aplicacdes terapéuticas e o0 desenvolvimento de novos agentes

antimicrobianos.

2.2 Especificos

e Analisar e caracterizar a natureza bioquimica da secrecéo de Trachycephalus
nigromaculatus, identificando seus componentes e inferindo seu papel biolégico neste
anfibio, destacando sua contribuicdo para a compreensao da histéria evolutiva e da

adaptacao deste organismo unico.

e Investigar os efeitos toxicos da secrecao in vivo, e in vitro, para obter uma
compreensao abrangente dos impactos biolégicos desta substancia, promovendo
assim uma visdo mais completa da ecologia e do comportamento do Trachycephalus

nigromaculatus.

e Avaliar o potencial antimicrobiano da secrecdo com o intuito de contribuir para
o desenvolvimento de estratégias terapéuticas inovadoras e agentes antimicrobianos,
consolidando a relevancia biolégica desta espécie na pesquisa biomédica e na

preservacgao da biodiversidade.
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3 MATERIAL E METODOS
3.1 Obtencéo e purificacdo da secrecao cutanea

A secrecao cutanea foi coletada e fornecida gentilmente pelo laboratério do Dr
Carlos Jared, do Instituto Butantan, apds coleta em PBS, filtragem e liofilizacdo do
material. Para as analises cromatograficas da secrecao, foi utilizado um sistema de
cromatografia liquida de alta eficiéncia em fase reversa (RP-HPLC), (20A Prominence,
Shimadzu Co. Kyoto, Japdo). Na corrida foram empregadas colunas analiticas e
preparativas octadecil (C18. Phenomex, Luna, 250X21.20mm/15W). As corridas foram
monitoradas por um detector Shimadzu SPD-M20A PDA, utilizando os comprimentos
de onda de 214 e 280nm., em esquema de gradiente, 0 a 60% de B conforme o perfil
cromatografico, utilizando como solvente A: Acido trifluoroacético (TFA) / agua
(1:1000) e solvente B AC / acetonitrila / Agua (1:900:100).

3.2 Eletroforese em gel SDS-Page

As amostras e o marcador de massa molecular foram aplicados em géis de
poliacrilamida (PAGE) 4 a 12% contendo dodecil sulfato de sodio (SDS), em
condicdes redutoras, de acordo com o método descrito por Laemmli (1970), coradas
por comassie blue. As bandas foram cortadas para identificacdo por espectrometria
de massas. ApGs a excisdo, as bandas foram descoradas, reduzidas com DTT (10
mM) e alquiladas com iodoacetamida (30mM), para entdo ocorrer a digestdo por
tripsina (20 ng/pL), overnight a 37°C. A extracdo dos peptideos foi feita com lavagens
em agua contendo 5% acido férmico e acetonitrila 50% em agua, contendo 5% acido
férmico. E entdo, apos este procedimento, cada banda foi analisada por LC-MS/MS

para obter a sequéncia de peptideos presentes em cada banda.

3.3 Espectrometria de massas
Analises por espectrometria de massas foram realizadas em um espectrometro
LTQ (Thermo) e MALDI-TOF (Shimadzu), para analises de MALDI/TOF foi utilizado o

modo linear positivo, com a matriz alfa-ciano.

3.4 Digestdo em solucdo e anélise protedbmica
Resumidamente, o muco liofilizado e os picos da cromatografia (50 pug de
proteina, conforme estimado por espectrofotdmetro (Biodrop, Analitica) foram

ressuspensos (0,4 mg. mL-1) em 100 mM de NH4HCO3 contendo 8 M de ureia e
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aguecidos a 30 ° C. Ap6s 15 minutos, adicionou-se 1,4-ditiotreitol (10 mM,
concentracéo final) a solucdo e reagiu durante 60 minutos a 30 ° C, ap0s incubacao
com iodoacetamida (25 mM, concentracdo final), diluindo os reagentes. com
NH4HCO3 100 mM pH 8 para uma concentragao final de 0,8 mol.L-1 de ureia. Depois,
foi adicionada tripsina (Tripsin Singles, Proteomic Grade) (1 pg de tripsina:50 ug de
proteina mucosa) e a reacao foi realizada durante a noite, a 30 ° C devidoa presenca
de ureia, a reagdo foi parada pela adicdo de &cido trifluoroacético a 5%, peptideos
tripticos foram extraidos com ponta de ziper (Merck Millipore, Alemanha), secos e
depois dissolvidos em acido acético a 0,1%. para analise por LC-MS / MS. Amostras
digeridas de gel ou em solucéo foram analisadas em espectrémetro de massa LTQ-
XL (Thermo Fisher Scientific, EUA). aliquotas foram injetadas e separadas por uma
coluna C-18, em um sistema NanoLC-1D (Eksigent). A elui¢cdofoi realizada por um
gradiente linear de B sobre A, de 0-30% em 45 minutos, 30-80% em 10 minutos e 80%
de B em 5 minutos, sob vazdo de 600 nL por minuto. Os solventes foram A: agua
contendo 0,1% de &cido acético e B: acetonitrila contendo 0,1% de &cido acético. Os
perfis MS2 foram analisados por algoritmos de busca i6nica MS / MS pelo PEAKS
Studio 7.0 para correspondéncias com sequéncias de proteinas conhecidas
depositadas na base de dados publica UniProt. As tolerancias MS e MS/MS foram
fixadas em 0,1 Da. Em paralelo, sequéncias de novo foram obtidas pelo PEAKS studio
7.0 e analisadas no BLAST (ALTSCHUL et al., 1997) para a identificacdo de proteinas

por sequéncia de peptideos.

3.5 Determinacao da atividade antimicrobiana

As bactérias Staphylococcus aureus ATCC 25923, Escherichia coli ATCC
25922, e a levedura Candida albicans ATCC 10231, foram empregados no presente
estudo. O ensaio de atividade antimicrobiana foi realizado de acordo com o NCCLS
(2003) e CLSI (2015), empregando Caldo Mueller-Hinton (bactérias) ou Caldo
Sabouraud Dextrose (C. albicans) em microplacas de titulacdo de 96 poc¢os defundo
chato. Serao adicionados 50 ul de suspensdes microbianas de 1,5 X 106 UFC/mL em
cada poco contendo 50 pl da solugéo teste (secrecbes e fracbes), ficando a
concentracdo microbiana final de 1,5 x 104 UFC / poco (NCCLS,2003).Ap0s 24
horas de incubacdo a 37°C, foi feita a leitura das densidades Opticas em um
comprimento de onda de 595nm em leitor de ELISA Multiskan®EX (Thermo Isher

Scientific, EUA), para observacdo da atividade antimicrobiana. O percentual de
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inibicdo de crescimento microbiano pelas solucdes testes foi calculado através da

formula:

3.6 Efeito da secrecdo nas alteracdes de interacGes leucécito-endotélio na

microcirculacdo do cremaster de camundongos

Absorbancia do microrganismo tratado X 100

% de inibicao = 100 — Absorbancia do microrganismo nao tratado

Essas interacbes foram avaliadas por ensaio de microscopia intravital. A
secrecao cutanea (3 ug/100uL ou 30 pg/100uL) ou PBS (100mL) foram injetados no
subcutaneo da bolsa escrotal, e o leito vascular do musculo cremaster foi preparado.

Ap6s 2 ou 24 h da injecdo, os camundongos foram anestesiados com
associagao de Cloridrato de Quetamina (100mg/Kg), Xilazina (5mg/Kg) e Midazolam
(5mg/Kg) por via s.c (0 volume de administracdo foi padronizado para 5 mil/Kg
independente de dose e associacdo) e com auxilio de uma tesoura de ponta fina foi
realizada a exposicdo do musculo cremaster e a seccdo do epididimo para o
desprendimento do musculo cremaster. Apos esse procedimento, a preparacgdo foi
mantida sobre uma placa com temperatura controlada (37 °C), dotada de uma area
transparente, através da qual o leito microvascular foi visualizado (Baez et al., 1973,
Zychar et al, 2011). Esta preparacédo foi montada em um microscopio (Microscopio
BX51WIF Olympus) equipado com uma camera para captacédo de imagens (Camera
colorida DP74 Olympus). As imagens foram transmitidas para um computador provido
de um programa de analise de imagens (CellSens Dimension).

Vénulas pés-capilares foram selecionadas aleatoriamente (diametros entre 20-
40 pm, e cumprimento de, pelo menos, 100 um) e observadas em cada animal.

Foram avaliados os leucdcitos aderidos e emigrados. Os leucocitos aderidos
foram contados durante um periodo de 5 minutos, ao longo dos 100 ym do vaso e
considerados os que estavam estacionados por um tempo >30 seg. Os leucocitos
emigrados foram avaliados pela contagem das células presentes em uma distancia
de até 50 um da regido perivascular em um segmento de 100 um. Os resultados foram
expressos pela médiat erro padrdo da média. O niumero amostral (n) por grupo foi de
5 animais e os experimentos foram realizados em duplicata.

Para avaliacdo do efeito topico, a secrecao cutanea (3 ug/mL e 30 ug/mL) foi
aplicada sobre o musculo cremaster com auxilio de micropipeta, e o leito vascular do

musculo foi avaliado. Os camundongos foram anestesiados com associacdo de



33

Cloridrato de Quetamina (100mg/Kg), Xilazina (5mg/Kg) e Midazolam (5mg/Kg) por
via s.c (o0 volume de administracéo foi padronizado para 5ml/Kg independente de dose
e associacgao).

Ap0s o animal estar anestesiado o cremaster foi exteriorizado e montado sobre
uma placa com temperatura controlada (37 °C), dotada de uma area transparente,
através da qual o leito microvascular foi visualizado (Baez et al., 1973). As imagens
foram obtidas através de um microscopio de luz (Microscopio BX51WIF Olympus)
equipado com uma camera para captacdao de imagens (Camera colorida DP74
Olympus). As imagens foram transmitidas para um computador provido de um
programa de analise de imagens (CellSens Dimension). Vénulas pds-capilares foram
selecionadas aleatoriamente (diametros entre 20-50 uym, e cumprimento de, pelo
menos, 100 ym) e observadas em cada animal.

Aposs 10 minutos de estabelecer o fluxo uniforme na microcirculacéo, o veneno
ou a salina foram aplicadas topicamente no musculo cremaster.avaliando o diametro
de vénulas pos-capilares e arteriolas, os leucécitos em rolling e aderidos nos tempos
de 5, 10 e 15min. Os leucdcitos em rolling e aderidos foram contados durante um

periodo de 1 minuto, ao longo dos 100 um do vaso.

3.7 Citotoxicdade

O teste de viabilidade celular das células VERO foi realizado pelo método
MTT (3-(4,5-dimetiltiazol-2-yl)-2,5-di-fenil brometo de tetrazolina) (KUMAR,;
NAGARAJAN; UCHIL, 2018; MOSMANN, 1983). Células SH-SY5Y foram cultivadas
em garrafas de cultura de poliestireno, com meio de cultura DMEM/F12 completo (
10% Soro fetal bonivo e 1% de antibidtico (penicilina/estreptomicina). As células
foram mantidas em estufa a 37°C, em ambiente umido com atmosfera de 5% de
CO2. Ao atingirem confluéncia de 80%, as células foram plaqueadas na
concentracdo 1 x 1075 células / poco, em placas de 96 pogos. Apds 24 h do
plagueamento as células foram incubadas com as seguintes concentra¢des de da
secrecdo cutanea: 1ug/,L e 100ng/mL, por 24h, o sobrenadante foi removido e entédo
foram adicionados 100 pL/poco de solucdo MTT (Sigma®), diluida em DMEM/F12 (5
mg/mL) e a placa foi novamente incubada por 2h. Apés a incubacao, a solucao de
MTT foi removida e 100 pL de dimetil sulfoxido (DMSO) foram adicionados em cada

poco para dissolucéo dos cristais de formazan. Apés agitacdo das placas, os cristais
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foram totalmente dissolvidos e a absorbancia foi monitorada em espectrofotdmetro
(Molecular Devices®, SpectraMax M2) em leitura de 540 nm. Os resultados foram
comparados com o controle negativo (células + DMEM/F12 completo). As células do
controle positivo foram incubadas com DMSO 20%.
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4 RESULTADOS

Inicialmente, a secrecdo cutanea bruta do veneno de T. nigromaculatus foi
analisada por HPLC usando uma coluna C18 e um gradiente de eluicdo de 0 a 60%
de acetonitrila em agua, ambos contendo 0,1% de TFA, em 80 minutos. Como pode-
se observar na Figura 4, o perfil cromatografico mostrou 21 picos com diferentes
areas relativas e tempos de retencéo. O pico mais abundante foi o de numero 19, com
31,73% da érea total, seguido pelo pico de numero 20, com 10,16%. Esses picos
correspondem também aos compostos mais hidrofébicos da secrecéo cutanea do T.

nigromaculatus.

Figura 4 - Perfil de eletroforese em SDS-Page e perfil cromatogréfico obtido por HPLC

da secrecédo cutanea de T. nigromaculatus.

Lo T _rLimin
s or i
1
245 1 Fa
b ]
180 1 a0
=
1 ¥ 0
¢ 1 0
140 w0
w3 § |20 i
A |
100 2] s : P -
35 B -‘[tg _.-'"- "y
1 i - |
[ T— o -
o | -E HLF- P | *
s - 18
2 =0 - 1" 1
20 - 14 = LR 18 -
e . "
¥ 1 T 0
S
0 o n 0 0 L] ] B0 an

Fonte: proprio autor.

1 mg da secrecdo diluida em solvente A foi injetada em sistema de cromatografia liquida de alta
eficiéncia em fase reversa (RP-HPLC), (20A Prominence, Shimadzu Co. Kyoto, Japdo). Na corrida
foram empregadas colunas analiticas e preparativas octadecil (C18. Phenomex, Luna,
250X21.20mm/15p). As corridas foram monitoradas por um detector Shimadzu SPD-M20A PDA,
utilizando os comprimentos de onda de 214 e 280nm., em esquema de gradiente, 0 a 60% de B
conforme o perfil cromatogréafico, utilizando como solvente A: Acido trifluoroacético (TFA) / agua
(1:1000) e solvente B AC / acetonitrila / &gua (1:900:100).

Os picos de numero 6 e 8 também apresentaram areas relativamente altas,
com 8,23% e 6,63%, respectivamente. Esses picos correspondem aos compostos
com polaridade moderada da secrecédo cutanea do T. nigromaculatus . Os demais
picos apresentaram areas inferiores a 4%, sendo o menor o de numero 18. Esses
resultados sugerem uma grande diversidade de compostos na secrecdo cutanea

do T. nigromaculatus , que podem ter diferentes fungdes bioldgicas.
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Além da analise por HPLC, a secrecdo cutanea do T. nigromaculatus foi
submetida a analise em gel de eletroforese em SDS-PAGE para determinar o perfil
proteico da amostra (Figura 4). O gel foi corado com “comassie blue”, um corante que
se liga as proteinas e permite visualizar as bandas correspondentes aos diferentes
pesos moleculares. O resultado mostrou seis bandas principais, com pesos
moleculares estimados em 50, 45, 30, 25, 18 e 12 kDa. Essas bandas indicama
presenca de proteinas de diferentes tamanhos na secre¢do cutanea do T.
nigromaculatus , que podem ter diferentes atividades biolégicas. As bandas mais
intensas foram as de 30 e 25 kDa, sugerindo que essas proteinas sdo as mais

abundantes na amostra.

Tabela 2 - Porcentagem relativa dos picos cromatogréaficos da secrecao cutanea de

T. nigromaculatus

PICO (%) PICO (%) PICO (%)
1 1.69 8 6.63 15 0.70
2 0.66 9 0.55 16 2.72
3 1.17 10 0.34 17 0.55
4 1.66 11 0.50 18 0.37
5 1.90 12 0.95 19 31.73
6 8.23 13 0.42 20 10.16
7 3.72 14 1.56 21 2.48

Fonte: préprio autor.

Para identificacdo das proteinas presentes na secrecdo cutanea do T.
nigromaculatus, as bandas do gel de eletroforese foram recortadas e submetidas a
uma digestdo enzimatica com tripsina e os peptideos resultantes foram entdo
analisados por espectrometria de massas para identificacdo protedmica.

Os resultados da anadlise por espectrometria de massas foram processados
pelo software Peaks, que realiza a busca e a identificacdo dos peptideos e das
proteinas a partir dos espectros de massas, utilizando o banco de dados Anfibios, que
contém as sequéncias de todas as proteinas conhecidas de anfibios, para comparar
0s peptideos da amostra com as possiveis proteinas correspondentes. O software
Peaks também calculou um valor de -10lgP para cada peptideo e proteina
identificados, que representa a probabilidade de que a identificagdo seja correta.
Quanto maior o valor de -10IgP, maior a confianga na identificagao.
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A partir da anélise, foram encontradas as seguintes quantidades de proteinas
e fragmentos com -10IgP de pelo menos 30 para cada banda: Banda 1:51, banda
2: 40 proteinas, banda 3: 28 proteinas, banda 4: 8 proteinas, banda 5: 17 proteinas;
banda 6: 42 proteinas e 156 fragmentos. Esses dados indicam a complexidade e
a diversidade das proteinas presentes na secrecdo cutanea do T. nigromaculatus .

A Tabela 2 mostra as proteinas identificadas que apresentaram uma massa
molecular calculada (Avg. Mass) compativel com as bandas observadas no gel de
eletroforese, de 72 a 8 kDa. A Tabela 2 também mostra a descricdo no banco de
dados, a origem, o valor de -10IgP e o percentual de cobertura de cada proteina.
Baseando-se na analise por espectrometria de massas e na comparacdo com as
massas moleculares das bandas do gel de eletroforese, foi possivel encontrar na
secrecdo cutdnea do T. nigromaculatus a proteina “78 kDa glucose-regulated
protein” (78 kDa), “Heat shock protein family A (Hsp70)” (70 kDa), “Glucose-6-
phosphate isomerase” (63 kDa), “Methanethiol oxidase” (60 kDa), “Elongation factor
l-alpha” (50 kDa), “Adenosylhomocysteinase” (47 kDa),“Isocitrate dehydrogenase”
(45 kDa), “Peroxiredoxin-6” (25 kDa), “Hyaluronidase” (29 kDa), “Anntoxin” (18 kDa)
e a “Triosephosphate isomerase” (12 kDa).

Para realizar a caracterizacdo da secrecdo cutanea do T. nigromaculatus , foi
realizado um fracionamento por HPLC, utilizando um total de 5mg da secrecdo. O
fracionamento consistiu em separar 0S compostos presentes na secrecao de acordo
com a sua polaridade. O fracionamento resultou em 21 picos distintos no
cromatograma. Além dos picos, também foram coletadas 8 fracbes foram
denominadas de inter-tempos, correspondendo as regides do cromatograma sem
picos definidos ou grandes absorbancias de UV. Para identificar em quais picos as
proteinas mencionadas acima estavam presentes, foi realizado um gel de eletroforese
em SDS-PAGE para cada pico e também para os inter-tempos coletados no

fracionamento por HPLC.

Tabela 3 - Prote6bmica da secrecdo cutanea bruta de Trachycephalus

nigromaculatus

Avg.

DESCRIPTION Mass

-10lgp Cov (%) Accesion

78 kDa glucose-regulated protein OS=Leptobrachium
leishanense OX=445787GN=HSPA5 PE=3 SV=1 77296 71.54 4 trIAOABC5QLAT|

78 kDa glucose-regulated protein OS=Xenopus tropicalis
0X=8364 GN=hspa5 PE=3SV=1 75856 76.85 5 tr/AOA803K8T4|
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78 kDa glucose-regulated protein OS=Leptobrachium

leishanense OX=445787GN=HSPA5 PE=3 SV=1 72905 71.54 4 tr|/AOABC5QLWS|
ggigaézil;::tinzed protein OS=Xenopus tropicalis OX=8364 72835 99.00 9 tr]L7N2X7|
78 kDa glucose-regulated protein OS=Xenopus laevis

0OX=8355 GN=hspa5.L PE=1SV=1 72687 76.85 5 tr/ACA1L8F6I3|
78 kDa glucose-regulated protein OS=Xenopus laevis

0X=8355 GN=LOC397850PE=2 SV=1 72669 76.85 5 trlQ6DD68|
78 kDa glucose-regulated protein OS=Xenopus tropicalis

OX=8364 GN=hspa5 PE=3SV=1 72496 76.85 5 trJAOAGISRVNO|
Heat shock protein family A (Hsp70) member 8

0OS=Xenopus tropicalis OX=8364GN=hspa8 PE=3 SV=2 72367 141.89 22 trlAGAGIBRPG4|
Heat shock protein family A (Hsp70) member 8 OS=Xenopus

tropicalis OX=8364GN=hspa8 PE=3 SV=2 71937 141.89 22 tr/AGA6I8Q687|
heat shock protein family A (Hsp70) member 1A S homeolog

0S=Xenopus laevisOX=8355 GN=hspala.S PE=2 SV=1 71380 119.22 16 trlQBAZHB|
Heat shock protein family A (Hsp70) member 8 OS=Xenopus

tropicalis OX=8364GN=hspa8 PE=3 SV=4 71377 141.89 23 t|F6QKLO]
gr;(t::rlf:sa;:;e?rllzjici:grgt/alznlOS:Leptobrachlum leishanense 71312 141.62 23 trACABC50BI7|
heat shock cognate 71 kDa protein-like OS=Geotrypetes

seraphini OX=260995GN=L0C117369096 PE=3 SV=1 71221 137.07 19 trl/AOA6P8SXI3|
heat shock 70 kDa protein-like OS=Microcaecilia unicolor

OX=1415580GN=LOC115466260 PE=3 SV=1 71215 71.13 7 trAGAGP7XRGS|
gr;irllallrsa;:tse;llz;aE(igrggalznlOS=Leptobrachlum leishanense 71196 113.22 1 trJADABCEMR37|
gr;irllagsa;:;e?nlzj?:grgsl:nlOS=Leptobrachlum leishanense 71069 140.28 2 tr/ACABC5QNAT|
geNelt:glc:J’(:?kopPrcétflan?\(/):(iS:Ambystoma mexicanum OX=8296 71055 137.74 21 lQ8UV14|
8;(::@15:53;:237r|;%c1:2rg$|:n10$:Leptobrachlum leishanense 71023 116.93 14 tr/AOABC5ROWS|
g\s/rflo protein OS=Xenopus laevis OX=8355 GN=hsp70 PE=2 70992 64.06 6 tl06DCD3|
Heat shock protein family A (Hsp70) member 8 OS=Xenopus

tropicalis OX=8364GN=hspa8 PE=3 SV=2 70872 141.89 23 trlAOAGIBOKRO|
heat shock cognate 71 kDa protein isoform X1 OS=Geotrypetes

seraphini OX=260995GN=HSPA8 PE=3 SV=1 70762 138.12 21 trlAOA6P8PDP3|
Heat shock cognate protein 70 OS=Andrias davidianus

0X=141262 GN=hsc70 PE=2SV=1 70747 138.12 21 trlEIAQZ2|
gilazthssrg%ké)lgzelg\c/:g%nate 70 OS=Pleurodeles waltl OX=8319 70537 113.07 15 ]013120]
gilazthsshpc;ccl)(glrzo:tglr;\ZSIOS:Pelophylax lessonae OX=45623 70526 05.28 9 t|D8L539)
Methanethiol oxidase OS=Xenopus laevis OX=8355

GN=XELAEV_18042984mg PE=3SV=1 64749 100.69 12 trlAOA1L8F551|
Glucose-6-phosphate isomerase OS=Ranitomeya imitator

0X=111125GN=RIMITATOR_LOCUS4737026 PE=3 SV=1 61802 62.85 8 tr/AOA821UTM2|
4-trimethylaminobutyraldehyde dehydrogenase isoform X1

0S=Xenopus tropicalisOX=8364 GN=aldh9al PE=3 SV=3 56354 71.92 5 tr|[F6VC33|
Aldedh domain-containing protein OS=Leptobrachium

leishanense OX=445787 PE=3SV=1 55844 78.26 6 trJAOA8C5QJIM1|
I(\B/IEt::er}ztnhtllgllo;Ej;eSsi:Xenopus tropicalis OX=8364 54136 160.16 18 trAOAGIBQEM2]|
4-trimethylaminobutyraldehyde dehydrogenase OS=Xenopus

tropicalis OX=8364GN=aldh9al PE=2 SV=1 54051 71.92 5 trlQ6DJQ3|
Methanethiol oxidase OS=Xenopus tropicalis OX=8364

GN=selonbpl PES2 SVt o h 52660 160.16 19 sp|Q569D5|
léﬂ;t:sa;;hl;gllo;:gjgeseflz Xenopus tropicalis OX=8364 52660 160.16 19 tr/AOA1B8Y1Y9|
'(\3"Et::(;‘;ht')g'lol’_"gaES:%%%::)ie”Op”S laevis OX=8355 52614 104.15 16 tr|AOA1L8FDB9)|
Methanethiol oxidase OS=Xenopus laevis OX=8355

GN=selenbp1-b PE=2 SV=1 P 52509 100.69 15 sp|Q6DCH7|
gEt::;‘;ht;‘;'log";aéffssv::xle“opus laevis OX=8355 52509 100.69 15 tr|AOA1LBF568)|
gr;::rl&rsa%e;lézd:grgslznlOS:Leptobrachlum leishanense 50633 131.38 9 {r/ACABC5R2X4|
gl;ggiggg;astg:rsl—sa\l?:f OS=Leptobrachium leishanense 50255 65.79 6 tr/AOABC5R637|
Elongation factor 1-alpha OS=Dryophytes japonicus

0X=109175 GN=ef 1a PE=2SV=1 50132 111.26 12 tr|Q4H447|
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Hyaluronidase OS=Ranitomeya imitator OX=111125

GN=RIMITATOR_LOCUS3096040 PE=3 SV=1 49786 138.76 29 tr/ADAB21INWJ3|
Elongation factor 1-alpha OS=Ranitomeya imitator OX=111125

GN=RIMITATOR_LOCUS7631796 PE=3 SV=1 48149 65.79 7 tr/AOA822BX72|
Elongation factor 1-alpha OS=Ranitomeya imitator OX=111125

GN=RIMITATOR_LOCUS3899755 PE=3 SV=1 48110 65.77 6 tr/AOAB21S3U5|
Elongation factor 1-alpha OS=Ranitomeya imitator OX=111125

GN=RIMITATOR_LOCUS10496191 PE=3 SV=1 48088 65.77 6 tr/AOA822G8RO|
gcli\‘e:n;sg)llhglrzn:;)és\g?ase OS=Xenopus tropicalis OX=8364 47749 70.17 10 Q28IH7|
Adenosylhomocysteinase OS=Microcaecilia unicolor

0X=1415580 GN=AHCY PE=3SV=1 47649 70.17 10 trJAOAGP7YT28|
Elongation factor 1-alpha OS=Ranitomeya imitator OX=111125

GN=RIMITATOR_LOCUS10003457 PE=3 SV=1 47594 65.77 6 tr/AOAB22F715|
Isocitrate dehydrogenase [NADP] OS=Xenopus laevis

0X=8355 GN=idh1.S PE=3SV=1 46909 123.94 13 tr|AOA1L8EPX4|
Isocitrate dehydrogenase [NADP] OS=Geotrypetes seraphini

0X=260995 GN=IDH1PE=3 SV=1 46894 117.07 14 trJAOAGP8QX08|
Isocitrate dehydrogenase [NADP] OS=Microcaecilia unicolor

0X=1415580 GN=IDH1PE=3 SV=1 46892 132.59 23 trJAOAGP7YQYS|
Isocitrate dehydrogenase [NADP] OS=Xenopus tropicalis

0X=8364 GN=idhl PE=3SV=3 46864 130.23 17 tr|[F6WI63|
intermediate filament protein ON3-like isoform X2

OS=Geotrypetes seraphiniOX=260995 GN=LOC117360755 46241 65.83 5 tr/AOAGPSQUH1|
PE=3 SV=1

Putative 4-trimethylaminobutyraldehyde dehydrogenase

(Fragment)OS=Hymenochirus curtipes OX=8362 PE=2 SV=1 45338 102.81 10 trIG5E3Q5|
Isocitrate dehydrogenase [NADP] OS=Ranitomeya imitator

0X=111125GN=RIMITATOR_LOCUS8072318 PE=3 SV=1 44814 113.20 10 trl/AOA822D1G8|
Adenosylhomocysteinase OS=Ranitomeya imitator OX=111125

GN=RIMITATOR_LOCUS15037688 PE=3 SV=1 44497 66.06 9 trl/A0A8221956|
Eg:;(lgi;j:o;m—ﬁ OS=Xenopus tropicalis OX=8364 GN=prdx6 29365 228.73 35 tr]ADAB03JUVS|
'(I;rll\lozst(;;i)fgsEp:;tg\;s:olmerase OS=Xenopus tropicalis OX=8364 26791 77.63 19 tr/ACAGIBRWY)
g)l(ozsiagffggl;aéiésgcfiase (Fragment) OS=Pipa carvalhoi 26758 73.67 21 |G5DYMA]|
Zﬂg)séeg;élgggS;wirocaeC|lla unicolor OX=1415580 25380 92.97 22 {rADA6P7YHI3)|
Egrzoglge\;i:iunﬁ OS=Xenopus laevis 0X=8355 GN=prdx6.L 25363 216.53 20 #Q7SYT1|
Peroxiredoxin-6 OS=Geotrypetes seraphini OX=260995

GN=LOC117346417 PE=3SV=1 25339 96.11 24 tr/AOAGP8NSLA4|
Egr:o;lg;j:oi(ln—(i OS=Xenopus tropicalis OX=8364 GN=prdx6 25156 22873 " 11Q6P624|
Egr:oi(ge\;i:iunﬁ OS=Xenopus laevis 0X=8355 GN=prdx6.S 25070 23362 46 lQ7SYQ4|
Peroxiredoxin-6 OS=Ranitomeya imitator OX=111125

GN=RIMITATOR_LOCUS1283076 PE=3 SV=1 25060 145.88 42 trl/AOA821GWL3
Peroxiredoxin-6 OS=Geotrypetes seraphini OX=260995

GN=LOC117346647 PE=3SV=1 25026 61.10 8 tr/AOAGPSNUFQ|
Egr:o;gevd:oi(mﬁ OS=Leptobrachium leishanense OX=445787 25004 115.43 29 tr/ACABC5R8J0)]
Triosephosphate isomerase (Fragment) OS=Ambystoma

mexicanum OX=8296GN=TP| PE=2 SV=1 24988 69.65 18 trlQ76BG2|
Egr:o;léevd:oi(mﬁ OS=Xenopus tropicalis OX=8364 GN=prdx6 24601 88.85 18 | Q5MSEL]|
Peroxiredoxin-6 (Fragment) OS=Xenopus tropicalis OX=8364

GN=MGC76137 PE=2SV=1 23988 228.73 44 tr|IBSDFS7|
Triosephosphate isomerase OS=Ranitomeya imitator

0X=111125GN=RIMITATOR_LOCUS3842788 PE=3 SV=1 23597 79.22 29 trl/AOAB21RK4|
girgggggo;(én:-g (SF\;igiment) OS=Hymenochirus curtipes 23400 111.85 28 |GEDY64]
Ubiquitin carboxyl-terminal hydrolase OS=Ranitomeya imitator

0X=111125GN=RIMITATOR_LOCUS7328695 PE=3 SV=1 22936 80.41 20 tr/AOA822B7X1|
gr;::rl&rsa%e;lézcigrgslznlOS:Leptobrachlum leishanense 17243 35.45 10 tr/AGABC5QCP3)|
Uncharacterized protein OS=Eleutherodactylus coqui

0X=57060 GN=GDO78 011964PE=4 SV=1 15629 31.61 9 tr|AOA8J6F2D9|
Anntoxin S5 OS=Hyla simplex OX=334658 PE=2 SV=1 8706 44.24 20 tr|HESWLS5|
Anntoxin S1 OS=Hyla simplex OX=334658 PE=2 SV=1 8625 44.24 20 tr[HESWL1|
Anntoxin S3 OS=Hyla simplex OX=334658 PE=2 SV=1 8595 44.24 20 tr[HESWL2|
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Anntoxin S4 OS=Hyla simplex OX=334658 PE=2 SV=1 8565 44.24 20 tr[H6SWL3|
Anntoxin S2 OS=Hyla simplex OX=334658 PE=2 SV=1 8552 44.24 20 tr[H6SWLA4|

Fonte: préprio autor.

O resultado da eletroforese mostrou que os picos 1 a 7, 10, 15 e 16 e os inter-
tempos 1 a 4 ndo geraram bandas visiveis no gel de eletroforese, indicandoque
essas fracdes ndo continham proteinas ou que as proteinas presentes eram muito
pequenas ou muito grandes para serem separadas pelo gel. Os demais picose inter-
tempos geraram bandas no gel de eletroforese correspondentes as seguintes
proteinas:: Pico 8: uma proteina de baixo massa molecular (8 kDa); Pico 9: uma
proteina de baixo massa molecular (8 kDa); Pico 11: uma proteina de baixo massa
molecular (8 kDa); Pico 12: uma proteina de baixo massa molecular (8 kDa); Pico 13:
duas proteinas de massa molecular intermediario (35 e 10 kDa); Pico 14: uma proteina
de massa molecular baixo (12 kDa); Pico 18: uma proteina de massa molecular baixo
(10 kDa); Pico 19: trés proteinas de massa molecular alto (45, 25 e 15 kDa); Pico
20: duas proteinas de massa molecular alto (25 e 15 kDa); Pico 21: uma proteina de
massa molecular alto (45 kDa); Intertempo 5: uma proteina de massa molecular baixo
(10 kDa); Intertempo 6: duas proteinas de massa molecular intermediario (35 e 10
kDa); Intertempo 7: trés proteinas de massa molecular alto (45, 25 e 15 kDa);
Intertempo 8: trés proteinas de massa molecular alto (45, 25 e 15 kDa).

Esses resultados mostram que alguns picos e inter-tempos continham as
proteinas com massa semelhante as observadas na eletroforese do veneno bruto. Por
exemplo, o pico 19, o que tem maior abundancia relativa no UV, contém trés proteinas
(45, 25 e 15 kDa), sendo que a banda majoritaria deste pico tem um peso similar a
banda majoritaria do veneno bruto (25 kDa). Enquanto o pico 20 continha apenas as
duas proteinas menos abundantes (25 e 15 kDa). Outros picos e inter- tempos contém
proteinas que ndo estavam presentes na secrec¢ao bruta ou que nao foram detectadas
inicialmente pelo gel de eletroforese do veneno bruto, como uma proteina de baixo
massa molecular (8 kDa) e uma de 35 kDa que né&o foi observada na concentracao
utilizada de secrecéo bruta. Esses resultados indicam que ofracionamento por HPLC
foi capaz de separar e concentrar as proteinas presentes na secre¢do cutanea do T.
nigromaculatus e que elas estdo distribuidas por todo o veneno. Os picos e 0s
intertempos fracionados mostraram a presenca do que, baseado em seus pesos

moleculares, parecem ser as proteinas encontradas na analise da secrecéo bruta. No
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entanto, para confirmar suas identidades e funcdes, sera necessario realizar uma
nova analise protedmica, que permitira obterinformacdes mais precisas sobre a

identidade distribuicdo dessas moléculas.

Figura 5 - Esquema de fracionamento da secre¢éo cutanea de T. nigromaculatus e

analise poreletroforese SDS-Page das frac6es coletadas por HPLC

"{\.i I mmn
2504 19
i =
0w
3 80
7',0':
3 8 o
500 4
o ‘| |2 . 3
%00 4 1 | 0
.{ci | 3 7 “‘J‘,,f” 0
vy 4 " 21 \
R S 12 | ! 2
20 LT Mgy 18 \
"1k | . 10 !\‘3 | ,11' \ 20
o3 ,‘.‘:&; “ T2 103 Tot 105 106 T 8 \“ ]
=04 '
0 0 o © ©« = e ™ @ oo
ATV AR5 6 7 8 9 10 11 12 13 14
245
180
140
L
45 - a5
35 ‘
N 12 N
B 30 8 8 8
3 16747 18 19 20 2 TO1 T02 TO03 TO4 TOS 106 TO07 108
245
180
140
p
" o 454
45 o 45 45 i
35 " 35 24 35 e IS
%g 30 ‘ 15 10 10 =
1 o 10

Fonte: proprio autor

Para identificacdo de peptideos presentes nos picos e intertempos do veneno
de Trachycephalus nigromaculatus fracionados por HPLC, foi realizada uma analise
por MALDI/MS que indicou a presenca de peptideos mostrados na Tabela 4.

Esses dados permitem comparar as massas dos peptideos encontrados nas

diferentes fracdes. Por exemplo, observa-se que os peptideos com massaaproximada
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de 6.2 kDa estdo presentes em varias fracbes (T01, T02, TO3, TO5 e T06), o que
pode indicar que se trata de uma classe de peptideos abundante do veneno. Ja o
peptideo de massa 2.3 kDa foi detectado apenas na fracdo T04, o que pode sugerir
que ele é um componente especifico dessa fracao. Essas informagfes podem auxiliar
na elucidacdo da estrutura e da funcdo dos peptideos presentes no veneno de
Trachycephalus nigromaculatus , indicando uma variedade grande de peptideos
presentes na secre¢do, bem como sugerindo a presenca de uma classe importante
de peptideos importante para este animal na faixa de 6 kDa. A combinacdo de SDS-
PAGE com MALDI/MS permitiu obter um perfil proteico e peptidico do veneno de

Trachycephalus nigromaculatus , como ilustrado na Figura 6.

Tabela 4 - Andlise de peptideos por MALDI

PEAK m/z PEAK m/z
1 = 12 2200, 3600, 6900, 7300
2 6100 13 1600, 2300, 3200, 4950
3 = TO5 1800, 3000, 4300, 6200
TO1 3200, 6200 14 1710, 2270, 3200, 7200
4 3900 15 1600, 2200, 3100, 4400, 6200
T02 6200 16 3000, 5800, 6250
5 1800, 3000, 4800, 6200 17 2000, 6170, 8500
6 1800, 4200, 4800, 6200 18 6100, 7400
7 3000, 4900, 6200 TO6 =
8 3100, 6600, 6500 19 -
9 5800, 6600 20 =
TO3 6200 TO7 2000
10 3100, 6000, 6800 21 =
TO4 2300 TO8 -
11 6700, 7400

Fonte: préprio autor.
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Figura 6 - Perfil proteico e peptidico da secrecdo cutanea de Trachycephalus

nigromaculatus
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Fonte: préprio autor.

A microscopia intravital € uma técnica que permite a visualizacdo de células e
tecidos vivos em tempo real, sem a necessidade de fixacdo ou coloracdo (Pittet;
Weissleder, 2011). Essa técnica € especialmente (til para o estudo da acéo de toxinas
animais, pois permite observar os efeitos dessas substancias sobre o sistema
vascular, o sistema imunoldgico e a interacdo entre as células hospedeiras e as
bactérias (Pittet; Weissleder, 2011).

Iniciamos com uma analise abrangente para investigar os efeitos da aplicacédo
tépica (Figura 7) de diferentes concentracdes da substancia (Tn 3 e Tn 30) em
comparacao com um grupo de controle tratado com salina. Apos a aplicacao topica
das solugdes, a analise abordou trés momentos de observacéo distintos: 5, 10 e 15
minutos apos a aplicacao.

Aos 5 minutos, no grupo controle, a dilatacdo do diametro vascular foi
relativamente baixa, registrando uma expansdo de apenas 0,7358%. Em
contrapartida, o grupo Tn 3 mostrou uma dilatagdo notavel de 6,007%, e o grupo Tn
30 apresentou uma resposta ainda mais marcante, atingindo 12,58%.

Esses resultados evidenciam claramente a influéncia das concentracdes da
substancia na dilatagdo vascular, com concentragbes mais altas resultando em
maiores dilata¢cdes. Em relagéo ao "rolling", contabilizamos as células em movimento
em um periodo de 1 minuto. O grupo controle registrou, em média, 11,33 células
realizando esse processo. Enquanto isso, o grupo Tn 3 contabilizou uma meédia

superior de 12,20 células em "rolling", e o grupo Tn 30 manteve uma média
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semelhante, com 11,00 células nesse processo. As diferencas nas médias de "rolling"
comecam a se tornar aparentes, com 0s grupos de tratamento exibindo uma tendéncia
de maior atividade em compara¢do com o grupo controle. Em relacdo a "adesao",
medimos a quantidade de células que aderiram em uma area de 100 micrémetros.

O grupo controle registrou, em média, 1,333 células aderentes. Por sua vez, o
grupo Tn 3 demonstrou uma adesao média de 6,500 células, e o grupo Tn 30 manteve
uma adesédo de 7,000 células. Esses resultados continuam a destacar as diferencas
nas respostas entre 0s grupos, com o0s grupos de tratamento apresentando
consistentemente médias mais elevadas. Ao atingirmos os 10 minutos, notamos uma
estabilidade na dilatagcdo vascular no grupo controle, que alcancou 1,639%. No
entanto, o grupo Tn 3 registrou uma dilatacdo notavel de 11,36%, e o grupo Tn 30
apresentou uma dilatag&o ainda mais expressiva, atingindo 20,54%. Esses resultados
indicam uma clara relacéo entre a concentracdo da substancia e a expanséo vascular,
gue se torna mais evidente a medida que o tempo avanca. Na andlise do "rolling"”, o

grupo controle manteve uma média de 13,33 células realizando esse processo.
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Figura 7 Avaliacdo da aplicacao tépica da secrecdo cutanea de Trachycephalus
nigromaculatus na microcirculacdo do musculo cremaster por técnica de

microscopia intravital.
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Fonte: préprio autor

A secrecdo cutanea (3 ug/mL e 30 ug/mL) foi aplicada sobre o musculo cremaster com auxilio de
micropipeta, e o leito vascular do musculo foi avaliado. Imagens foram obtidas através de um
microscépio de luz (Microscépio BX51WIF Olympus) equipado com uma camera para captacao de
imagens (Camera colorida DP74 Olympus).

Em contraste, o grupo Tn 3 registrou uma média superior de 15,75 células em
"rolling”, enquanto o grupo Tn 30 apresentou uma média semelhante, com 13,50
células. Em relagdo a "adesdo" em células contadas em uma area de 100

micrdmetros, 0 grupo controle apresentou uma média de 1,667 células aderentes.
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Enquanto isso, o grupo Tn 3 demonstrou uma adesdo média de 7,500 células, e o
grupo Tn 30 manteve uma adesédo de 7,000 células. Esses resultados continuam a
enfatizar as diferencas nas respostas observadas em relacdo a concentragédo e ao
tempo.

Aos 15 minutos, a dilatacdo no grupo controle atingiu 1,680%, enquanto o grupo
Tn 3 registrou 12,14% e o grupo Tn 30 uma dilatacéo significativa de 23,29%. Esses
resultados destacam o aumento progressivo da dilatagédo vascular ao longo do tempo
e em resposta as concentracdes da substancia e pode ser explicado pela presenca
de substancias vasodilatadoras na secrecédo. A vasodilatacdo tem implicacdes diretas
na inflamacé&o e na permeabilidade vascular.

Na andlise do "rolling", o grupo controle registrou uma média de 12,50 células
realizando esse processo, enquanto o grupo Tn 3 demonstrou uma média mais
elevada de 17,50 células em "rolling". O grupo Tn 30 registrou uma média mais baixa
de 9,250 células nesse processo. Esses resultados destacam a complexidade das
respostas ao longo do tempo e entre os grupos, indicando uma dinamica de "rolling"
influenciada tanto pela concentracéo da substancia quanto pelo tempo.

Em relacéo a "adeséo", o grupo controle manteve uma média de 1,333 células
aderentes em uma area de 100 micrébmetros. O grupo Tn 3 e o grupo Tn 30
apresentaram médias mais elevadas de 7,500 células aderentes. Mais uma vez, esses
resultados sublinham as diferencas nas respostas observadas entre 0s grupos e
enfatizam a influéncia das concentra¢cfes da substancia e do tempo.

Em resumo, este estudo proporciona uma visdo detalhada das complexas
respostas vasculares sob diferentes condi¢des experimentais, destacando a influéncia
direta das concentracdes da substancia e do tempo. A dilatacao vascular, o "rolling" e
a adesdo celular sdo claramente afetados por essas variaveis, evidenciando a
complexidade das respostas vasculares observadas na microscopia intravital.

A analise topica foi uma etapa crucial para entender os efeitos imediatos da
substancia na resposta vascular. No entanto, é sabido que os processos biolégicos e
vasculares podem evoluir significativamente ao longo do tempo. Portanto, seguimos
com a andlise do efeito da inje¢do subcutanea da secrecdo apos 2 e 24 horas, para
capturar as respostas tardias, avaliar a duragéo dos efeitos da substancia e identificar
possiveis mudancas na dinamica vascular que podem néo ser evidentes durante a

analise topica de curto prazo.
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No entanto, ao realizar as analises ap0s 2h, nesse intervalo de tempo,
deparamo-nos com um cenario notavelmente distinto e desafiador, que impediu a
obtencdo de dados significativos como € possivel observar na Figura 8. O tecido
vascular em questao apresentou mudancas profundas e preocupantes, evidenciando
alteracdes consideraveis em sua integridade e funcéao.

Primeiramente, observou-se uma perda notavel de elasticidade do tecido
conjuntivo. O tecido vascular, que normalmente exibe flexibilidade e capacidade de
acomodar mudangas no fluxo sanguineo, tornou-se rigido e menos responsivo a
variacfes nas pressoes intravasculares, ocasionando a hemorragias pontuais. Esse
fendbmeno pode ser um indicativo de alteracGes estruturais nas camadas vasculares
ou da atuacao direta da substancia sobre a elasticidade tecidual.

Em conjunto com a perda de elasticidade, externamente, o local apresentou
sinais de edema, caracterizado pelo acumulo anormal de fluido nos espacgos
intersticiais. O edema é um indicativo de resposta inflamatéria e pode ter contribuido
para a perda da funcéo vascular.

A presenca de rubor nas areas afetadas também foi notada. Esse rubor é
sugestivo de aumento do fluxo sanguineo local e pode ser um sinal de resposta
inflamatoria aguda ou de vasodilatacdo fortemente reativa. Além disso, a integridade
do tecido foi prejudicada a tal ponto que ocorreu “esfarelamento” em algumas areas.
Isso sugere danos significativos ao endotélio e as camadas vasculares subjacentes,
comprometendo a estrutura e a funcao dos vasos.

A observacdo mais preocupante foi a parada da circulacdo em certas areas.
Isso indica que as altera¢des vasculares impactaram seriamente o fluxo sanguineo,
resultando em areas onde a circulacdo foi interrompida, possivelmente devido a
trombose ou obstrucéo vascular.

Por ultimo, houve evidéncias de infiltracdo celular significativa nas areas
afetadas. Isso sugere que células inflamatérias e outros componentes celulares
podem ter migrado para os locais de alteracdo vascular em resposta a essas
mudancas drasticas.

Ja& apds 24 horas, apesar do tecido também se apresentar visivelmente
danificado e com altera¢des morfoldgicas (Figura 9), foi possivel avaliar os parametros
rolling, adeséo e migracao. Os dados de rolagem mostram que, no grupo tratado com
3 ug da secrecgao de Trachycephalus nigromaculatus , a contagem média de células

por minuto foi de 17,67 no grupo Salina (grupo controle) e de 11,67 no grupo tratado.
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Isso representa uma reducdo de aproximadamente 34,1% na contagem meédia de
células. No grupo tratado com 30 ug da secregéo, a contagem média foi ainda menor,
com 7,667 células por minuto, representando uma diferenca de aproximadamente
56,6% em relacdo ao grupo controle. Essa variacdo sugere uma possivel relacdo
dose-dependente, onde concentracfes mais elevadas da secrecdo levam a uma

inibicdo mais pronunciada da rolagem celular.
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Figura 8 - Avaliacédo ap0s 2 horas da injecdo da secrecao cutanea de Trachycephalus
nigromaculatus na microcirculacdo do musculo cremaster por técnica de microscopia

intravital
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Fonte: préprio autor

Na analise de células aderidas, no grupo tratado com 3 ug da secre¢ao, a meédia
de adeséo das células foi de 5,667, enquanto no grupo controle (Salina), foi de 0,6667.
Resultando um aumento significativo na adesdo. No grupo tratado com 30 ug da

secrecdo, a média de adeséo foi de 4,667. Embora a concentracao seja mais alta, a
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adesao celular se mostrou levemente reduzida quando comparada ao grupo de 3 ug,
porém ainda foi significativamente maior do que no grupo controle.

Nos dados de migragéo celular, no grupo tratado com 3 pg da secregéo, a
média de migracao foi de 20,67, enquanto no grupo controle (Salina), foi de 1,000m
enquanto que no grupo tratado com 30 pg da secregédo, a média de migracgao foi ainda
maior, chegando a 26,00, representando em ambos um aumento relevante em relacéao
ao grupo controle. Mais uma vez, observamos uma possivel relacdo dose-
dependente, com concentragcdes mais elevadas da secrecdo resultando em uma
migracao celular ainda mais pronunciada.

Esses dados evidenciam uma clara relacdo entre as concentracfes de
secrecdo de Trachycephalus nigromaculatus e os efeitos nas respostas celulares. A
secrecao dessa espécie de perereca-de-capacete demonstrou ter propriedades tanto
inibitérias quanto pré-migratoérias, afetando a rolagem, adeséo e migracao das células
de forma significativa. Essa pesquisa pode ter implicacdes importantes na area
biomédica, na terapia celular e em aplicacdes relacionadas a salude. A compreensao
desses efeitos pode abrir portas para o desenvolvimento de tratamentos inovadores e

terapias regenerativas.
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Figura 9 - Avaliacdo ap0s 24 horas da injecdo da secrecdo cutanea de

Trachycephalus nigromaculatus na microcirculacao do musculo cremaster por técnica

de microscopia intravital
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Fonte: préprio autor

O ensaio MTT é um método colorimétrico que avalia a viabilidade celular
baseado na reducdo do sal tetrazdlico MTT em cristais de formazan pelas
mitocondrias de células viaveis. Para avaliacdo, foram utilizadas células VERO, que
séo células renais de macaco verde africano, para testar o efeito citotoxico de duas
concentracdes da secrecao cutanea. Os dados mostram a média da absorvancia dos
cristais de formazan em cada grupo, avaliado 24 horas ap6s exposi¢ao. O grupo grupo

controle corresponde aos poc¢os que ndo foram expostos a nenhum tratamento. O
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grupo Veiculo, que recebeu o solvente usado nas solucdes testes; Tn 100 ng/mL, que
recebeu uma concentracdo baixa de Tn; e Tn 1 ug/mL, que recebeu uma concentracao
alta de Tn. O grupo Tn 100 ng/mL apresentou uma reducao leve na viabilidade celular,
demonstrando que essa concentragdo de Tn nao foi muito citotoxica para as células
VERO, ja o grupo Tn 1 ug/mL apresentou uma reducdo acentuada na viabilidade
celular de 75%, revelando que essa concentracao de Tn foi altamente citotoxica para
as células VERO. Portanto, os dados indicam que o Tn tem um efeito dose-
dependente na viabilidade das células VERO, sendo mais toxico quanto maior for a
concentracao.

Por fim, para investigar a acdo antimicrobiana, veneno de Trachycephalus
nigromaculatus , foi testado contra trés microrganismos: a bactéria S. aureus, a
bactéria S. coli e o fungo C. albicans. O veneno foi fracionado por cromatografia liquida
de alta eficiéncia (HPLC) e cada fracao foi testada para avaliar a sua capacidade de
inibir o crescimento dos microrganismos. Os resultados foram expressos em
porcentagem de inibicdo de crescimento para cada pico e intertempo analisados.

Os resultados mostraram (Tabela 5) que o veneno apresentou uma atividade
antibacteriana moderada contra S. aureus (22,04%) e S. coli (43,26%), e uma
atividade antifingica moderada contra C. albicans (53,86%). Entre as fracGes obtidas
por HPLC, as fracbes 1, 3, 4, 6, 7, 8,9, 10, 11, 12 e 19 apresentaram uma atividade
antibacteriana baixa a moderada contra S. aureus, mas néo tiveram efeito sobre S.
coli. As fracBes 14, 20 e 21 apresentaram uma atividade antibacteriana moderada
contra S. aureus e S. coli. As fracdes 2 e 5 ndo apresentaram atividade antibacteriana
contra nenhum dos microrganismos testados.

Os intertempos TO04, T05, TO6, TO7 e TO8 apresentaram uma atividade
antibacteriana moderada a alta contra S. aureus e S. coli. Os intertempos TO1 e T02
nao apresentaram atividade antibacteriana significativa contra nenhum dos
microorganismos. Entre as fracdes obtidas por HPLC, as fracdes 1, 4, 5, 7 e 8
apresentaram uma atividade antifiUngica baixa a moderada contra C. albicans, mas
nao tiveram efeito sobre S. aureus e S. coli. As fragbes 13, 15, 16 e 17 apresentaram
uma atividade antifingica moderada a alta contra C. albicans, mas nao tiveram efeito
sobre S. aureus e S. coli. As fragbes 18 e 19 ndo apresentaram atividade antifungica

significativa contra nenhum dos microrganismos testados.
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Tabela 5 - Acdo da secrecéo cutanea bruta de Trachycephalus nigromaculatus e de
suas fracfes na inibicdo do crescimento de microorganismos

INIBIGAO DO CRESCIMENTO (%)

~ 5. aureus S. coli C. albicans ~ S. aureus S. coli C. albicans
FRACAO ATCC 25923 ATCC 25922 ATCC 10231 FRACAO ATCC 25923 ATCC 25922  ATCC 10231

Veneno 22,04 11 10,54

17,01 12 12,59
13 7,48
TO5
14
15
16
17
18
TO6
19
20
TO3 TO7
10

21

T04
Fonte: proprio autor

TO8

As fragbes 2, 3, 6 e 9 ndo apresentaram atividade antifungica contra nenhum
dos microrganismos testados. As fracdes 14, 18 e 19 apresentaram uma atividade
antifingica moderada contra C. albicans e uma atividade antibacteriana baixa a
moderada contra S. aureus e S. coli. As fragcdes 20 e 21 apresentaram uma atividade
antifingica moderada contra C. albicans e uma atividade antibacteriana moderada
contra S. aureus e S. coli. Os intertempos T03, T04, T05, T06, TO7 e T08
apresentaram uma atividade antifingica moderada a alta contra C. albicans e uma
atividade antibacteriana moderada a alta contra S. aureus e S. coli. Os intertempos
TO1 e TO2 apresentaram uma atividade antifungica baixa contra C. albicans, mas nédo
tiveram efeito sobre S. aureus e S. coli. Ao comparar os resultados entre 0os picos e
intertempos, pode-se observar que 0s intertempos apresentaram uma atividade
antimicrobiana geralmente maior do que 0s picos, sugerindo que 0S compostos
responsaveis pela atividade estdo presentes em baixa concentracdo nas fracdes ou
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gue ha um efeito sinérgico entre eles. Ao comparar os resultados com o veneno bruto,
pode-se observar que algumas fracdes e intertempos apresentaram uma atividade
maior do que o veneno, indicando que o fracionamento por HPLC permitiu separar e
concentrar os compostos ativos.



55

5 DISCUSSAO
5.1 Protebmica

O estudo bioguimico da secrecdo cutdanea de Trachycephalus nigromaculatus
mostrou uma mistura complexa de substancias de alto e baixo massa molecular, tal
como visto por HPLC e identificacdo por espectrometria de massa. Estes compostos,
como em outros anfibios, sdo essenciais para a protecdo doanimal, tanto do ambiente
em que vive como de predadores. Aqui, trazemos uma discussao sobre o0s principais
compostos encontrados e a sua possivel funcdo na secrecao do animal

Hsp70 é uma familia de proteinas de choque térmico que atuam como
chaperonas moleculares com varias fungdes bioldgicas (KOMAROVA et al., 2021).As
chaperonas Hsp70 regulam o metabolismo proteico, incluindo dobramento,
desdobramento, localizagdo subcelular, agregacao/desagregacéao e incorporagao em
complexos proteicos (DE OLIVEIRA et al.,, 2021). As chaperonas Hsp70 também
desempenham papéis importantes nas respostas celulares ao estresse, como choque
térmico, estresse oxidativo e lesdo por isquemia-reperfusdo (ROSENZWEIG et al.,
2019). As proteinas Hsp70 consistem em dois dominios: um dominio deligacéo ao
nucleotideo (NBD) que liga e hidrolisa ATP, e um dominio de ligacdo ao substrato
(SBD) que liga segmentos peptidicos hidrofoébicos curtos de proteinassubstrato. A
ligacado e liberacdo dos substratos séo reguladas pelo ciclo de ATPase da Hsp70, que
€ modulado por co-chaperonas como as proteinas do dominio J (JDPs), fatores de
troca de nucleotideos (NEFs) e fatores especificos do substrato (KOMAROVA et al.,
2021; ROSENZWEIG et al., 2019).

Um dos aspectos interessantes das chaperonas Hsp70 € sua interacdo como
sistema imunoldgico. A Hsp70 pode ser liberada das células tanto na forma soltvel
quanto encapsulada em vesiculas extracelulares (EVs) (DE OLIVEIRA et al., 2021).
As EVs contendo Hsp70 podem ativar a imunidade adaptativa em modelos de
melanoma e carcinoma de célon em camundongos, aumentando a resposta positiva
do CD8 e o acumulo de citocinas antitumorais (YOUNG, 2010). As EVs contendo
Hsp70 também podem modular a contracdo vascular afetando os mecanismos de
manuseio do Ca2+ (KOMAROVA et al., 2021).

Os anfibios sdo vertebrados ectotérmicos que dependem da temperatura
ambiental para manter sua temperatura corporal. Eles estdo expostos a varios
estresses térmicos durante seu ciclo de vida, como mudancas sazonais, flutuacdes

diurnas e alterac6es de habitat (GERICK et al., 2014). Portanto, os anfibios evoluiram
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varios mecanismos para lidar com o estresse térmico, incluindo a expressédo de
proteinas Hsp70 em diferentes tecidos (PROTOPOPOVA; PAVLICHENKO;
LUCKENBACH, 2020). As proteinas Hsp70 podem proteger ascélulas dos anfibios de
danos induzidos pelo calor, prevenindo a agregacdo de proteinas, facilitando a
renaturacdo de proteinas e promovendo a degradacdo de proteinas (MAYER;
BUKAU, 2005).

Além de modular a atividade e a fungcédo de peptideos, as proteinas Hsp70
também participam da defesa imune e da atividade antimicrobiana dos anfibios. Como
padrées moleculares associados ao perigo (DAMPs), as proteinas Hsp70
extracelulares podem estimular as células imunes por meio de receptores especificos
e induzir respostas antitumorais ou antimicrobianas (BAEK et al., 2015; MAYER,
BUKAU, 2005).

Além disso, as proteinas Hsp70 podem auxiliar a apresentacdo cruzada de
antigenos por moléculas do MHC classe I, aumentando o reconhecimento e a
eliminagcdo de células infectadas ou transformadas por células T citotOxicas
(ROSENZWEIG et al., 2019). Adicionalmente, algumas proteinas Hsp70 tém atividade
antimicrobiana direta contra bactérias, fungos e parasitas, rompendo suas membranas
ou interferindo em suas funcdes essenciais (HUAN et al., 2020). Assim, as proteinas
Hsp70 sdo reguladores cruciais da imunidade inata e adaptativa, bem como da
atividade antimicrobiana em anfibios

A peroxirredoxina-6 (PRDX6) € uma enzima multifuncional que pertence a
familia das peroxirredoxinas, enzimas antioxidantes (PACIFICI et al., 2019). Elapossui
trés atividades cataliticas distintas: glutationa peroxidase (Gpx), que reduz o peroxido
de hidrogénio e os hidroperéxidos orgéanicos; fosfolipase A2 independente de calcio
acida (aiPLA2), que hidrolisa fosfolipidios; e aciltransferase de lisofosfatidilcolina
(LPCAT), que transfere acidos graxos para a lisofosfatidilcolina (AREVALO;
VAZQUEZ-MEDINA, 2018). A PRDX6 desempenha também papéis importantes na
homeostase redox celular, no metabolismo lipidico, na inflamacéo e na sinalizacéo
(PACIFICI et al., 2019; SHARAPOV; NOVOSELOV; GUDKOV, 2019).

Fisiologicamente, a PRDX6 é amplamente expressa em varios tecidos e
orgaos, incluindo o cérebro. No sistema nervoso central (SNC), a PRDX6 é
principalmente expressa por astrocitos, que séo ceélulas gliais que apoiam a funcéo
neuronal e protegem os neurdnios do estresse oxidativo (PANKIEWICZ et al., 2020).

A PRDX6 tem sido implicada em vérias doencas cerebrais, como doenca de
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Alzheimer ,doenca de Parkinson, acidente vascular cerebral, traumatismo
cranioencefalico e glioblastoma. Nessas doencas, a PRDX6 pode ter efeitosprotetores
ou prejudiciais dependendo do seu nivel de expressao, atividade e interacdo com
outras moléculas (LIAO et al., 2021).

A atividade de fosfolipase A2 (PLA2) da PRDX6 € outra caracteristica
importante dessa enzima que a distingue de outras peroxirredoxinas (PRIYATHILAKA
et al., 2016). Enzimas PLA2 catalisam a hidrolise da ligacdo éster sn-2 dos
fosfolipidios, liberando acidos graxos livres e lisofosfolipidios (BURKE; DENNIS,
2009). A PRDX6 possui uma atividade especifica de PLA2 que é independente de
calcio e pH acido, e prefere fosfolipidios oxidados como substratos (MANEVICH;
FISHER, 2005). A atividade de PLA2 da PRDX6 esta localizada em umlocal catalitico
separado da atividade Gpx, e requer uma triade serina-histidina-aspartico para sua
funcdo (FISHER et al., 2016).

A atividade de PLA2 da PRDX6 tem sido implicada em varios processos
fisioldgicos e patologicos, como remodelagem de fosfolipidios, reparo de membranas,
inflamacé&o e morte celular (FISHER et al., 2016). Por exemplo, PRDX6-PLA2 pode
modular a composicdo do surfactante pulmonar hidrolisando o fosfatidilcolina
dipalmitoil (DPPC) e transferindo o acido araquidénico para a lisofosfatidilcolina (LPC)
(KRISHNAIAH et al., 2016). PRDX6-PLA2 também pode reparar membranas celulares
peroxidadas removendo &cidos graxos oxidados egerando LPC para reacilagdo por
sua atividade LPCAT. Além disso, PRDX6-PLA2 pode regular a sinalizacéo
inflamatoria produzindo eicosandides derivados do acido araquidénico ou ativando a
NADPH oxidase 2 (NOX2) (VAZQUEZ-MEDINA et al., 2016).

A atividade de PLA2 da PRDX6 também pode ter um papel no desenvolvimento
e progressao do cancer. Estudos mostraram que a PRDX6-PLA2 pode promover ou
inibir o crescimento, invasao e metastase de células cancerosas, dependendo do
contexto (GAO et al., 2021; LU et al., 2019)..

A PRDX6 também foi identificada em algumas espécies de anfibios, como a
enguia japonesa (Anguilla japonica) e o sapo-de-unhas-africanas (Xenopus laevis).
Na enguia japonesa, a PRDX6 é expressa em varios tecidos, incluindo células
mucosas da pele, exibindo propriedades antioxidantes potentes e relevancia imune
contra infecgbes bacterianas (PRIYATHILAKA et al., 2016). Em Xenopus laevis, a
PRDX6 € expressa em o0citos e embrides. Ela participa do desenvolvimento precoce,
regulando a progressdo do ciclo celular e a apoptose (SHAFER; WILLSON;
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DAMJANOVSKI, 2011). No entanto, ainda ndo havia sido relatada a presenca de
PRDX6 na secrecao cutanea de anfibios.

A PRDX6 também foi identificada em algumas espécies de anfibios, como a
enguia japonesa (Anguilla japonica) e o sapo-de-unhas-africanas (Xenopus laevis).
Na enguia japonesa, a PRDX6 é expressa em varios tecidos, incluindo células
mucosas da pele, exibindo propriedades antioxidantes potentes e relevancia imune
contra infecgbes bacterianas (PRIYATHILAKA et al., 2016). Em Xenopus laevis, a
PRDX6 é expressa em o0citos e embrides. Ela participa do desenvolvimento precoce,
regulando a progressdo do ciclo celular e a apoptose (SHAFER; WILLSON;
DAMJANOVSKI, 2011). No entanto, ainda ndo havia sido relatada a presenca de
PRDX6 na secrecao cutanea de anfibios.

Uma possivel razdo para a presenca de Prdx6 na secrecdo cutanea de
pererecas-de-capacete é que ela pode ajudar a ra a lidar com estressores ambientais,
como radiacdo UV, patdgenos ou toxinas que podem causar danos oxidativos a sua
pele. Prdx6 também pode modular a resposta inflamatéria da peleda ra a lesées ou
infeccdes. Além disso, Prdx6 pode ter um efeito citotoxico sobre predadores ou
competidores potenciais, desestabilizando suas membranas celulares similares a
fosfolipases de venenos de serpentes.

A proteina reguladora de glicose de 78 kDa (GRP78) é uma chaperona
molecular que reside no reticulo endoplasmatico (ER) e ajuda no dobramento e
controle de qualidade de proteinas (GONZALEZ-GRONOW et al., 2021). GRP78
pertence a familia de proteinas de choque térmico de 70 kDa e é induzida por varias
condicBes de estresse celular, como privacdo de glicose, hipoxia, estresse oxidativo
e infeccdo viral (LEE, 2014) .Além disso, GRP78 também desempenha um papel
fundamental na regulacdo da resposta a proteinas ndo dobradas (UPR), um
mecanismo adaptativo celular que restaura a homeostase do ER e protege as células
da apoptose (MARTELLI et al., 2020).

Além de suas func¢des no ER, 0 GRP78 pode translocar para a superficie celular
(csGRP78) em certas circunstancias e interagir com varios ligantes e receptores que
modulam a sinalizag&o, sobrevivéncia, proliferagéo, migracao e inflamacéao celular (NI,
ZHANG; LEE, 2011). O csGRP78 foi implicado em varios processos patoldgicos,
como entrada viral, progressdao do cancer, angiogénese, neurodegeneracao e
doencas autoimunes (ZHANG et al., 2010).
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Os mecanismos subjacentes a translocacdo do GRP78 do ER para a superficie
celular ndo séo totalmente compreendidos, mas podem envolver o trafego vesicular
induzido pelo estresse do ER, a insercdo da membrana mediada por raft delipidios ou
a clivagem proteolitica do GRP78 (VIG et al., 2019). A regulacdo da expressao e
atividade do csGRP78 pode depender do tipo celular, do estimulo e do microambiente.
A modulacdo do csGRP78 pode ter potencial terapéutico para varias doencas que
envolvem estresse do ER e inflamacdo (DOERFLINGER et al., 2021).

GRP78 também pode ter um papel no sistema imunolégico e atividade
antimicrobiana. O GRP78 pode ser secretado por macrofagos apos a estimulacdo do
lipopolissacarideo (LPS) e induzir a morte celular em células-alvo, como células
cancerosas ou infectadas (DOERFLINGER et al., 2021; HEBBAR et al., 2022). A
proteina GRP78 também pode atuar como um receptor de superficie celular para
células CAR T que visam células de leucemia mieloide aguda (LMA) sem prejudicar
células progenitoras hematopoiéticas normais.

Os anfibios possuem uma pele altamente permedével que esta exposta a varios
estressores ambientais, como desidratagdo, hipoxia, mudancas de temperatura e
infeccbes microbiana 58. Esses estressores podem induzir estressedo ER e ativar
a UPR nos tecidos de anfibios, incluindo a pele (WINNING et al., 1992).. O papel do
GRP78 na secrecédo da pele de anfibios ndo esté claro, mas podeatuar como um fator
protetor contra a morte celular induzida pelo estresse do ER ou como um modulador
de respostas imunoldgicas.

Metanotiol oxidase (MTO) é uma enzima que catalisa a oxida¢do do metanotiol
(CH3SH), um composto organico sulfurado volatil que tem um cheiro caracteristico de
repolho podre, para formaldeido (HCHO), sulfeto de hidrogénio(H2S) e peréxido de
hidrogénio (H202). O metanotiol € um produto da degradacdo da metionina
microbiana e é principalmente produzido por bactérias no intestino grosso em
mamiferos (SCHMITZ et al., 2022).

O MTO é encontrado em varios organismos, como plantas, fungos, bactérias e
animais 70. O MTO tem diferentes funcdes dependendo do organismo e do contexto.
Por exemplo, o MTO pode atuar como uma enzima de desintoxicagao que remove o
excesso de metanotiol e impede sua acumulagéo nos tecidos (LI et al., 2020). O MTO
também pode modular os niveis de H2S e H202, que sdo moléculas sinalizadoras
que regulam varios processos fisiolégicos, como vasodilatacdo, inflamacéo e
apoptose (BAZHANOQV et al., 2017). Além disso, o MTO pode patrticipardo ciclo do
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enxofre convertendo o metanotiol em H2S, que pode ser posteriormente oxidado ou
reduzido por outros microorganismos (LOMANS et al., 2002).

Uma isoforma de MTO foi encontrada em Xenopus Tropicallis
(Q28CY4_XENTR). Neste estudo, relatamos pela primeira vez a presenca de MTO na
secrecdo da pele de uma espécie de anfibio, Trachycephalus nigromaculatus . Uma
possivel funcdo da metanotiol oxidase na secrecdo da pele do anfibio é proteger
contra patdégenos ou predadores, produzindo formaldeido, sulfeto de hidrogénio e
perdxido de hidrogénio, que sao substancias toxicas ou irritantes (BAZHANOV et al.,
2017).

Outra possivel funcdo € modular o sistema imunolégico ou o processo de
cicatrizacdo de feridas, interagindo com outras moléculas bioativas na secrecdo da
pele (SCHMITZ et al., 2022). Além disso, isso pode estar relacionado ao cheiro, ja que
0 metanotiol tem um odor caracteristico, podendo ser produzido por algumas bactérias
e fungos que podem colonizar a pele dos anfibios ou viver em seu ambiente
(BARROS et al., 2021). Portanto, a metanotiol oxidase pode ajudar a reduzir ou
eliminar o odor desagradavel do metanotiol, convertendo-o em substancias menos
volateis e com menos odor. Isso pode ter algumas vantagens para os anfibios, como
evitar a deteccao por predadores ou atrair companheiros.

Ubiquitina é uma proteina de 76 aminoacidos que é expressa ubiqlitamente
em células eucaridticas (KOMANDER; RAPE, 2012). Ela pode ser covalentemente
ligada a proteinas-alvo através do seu residuo glicina C-terminal, formando
modificacdes de monoubiquitinacdo ou poliubiquitinacdo. A ubiquitinacdo regula
varios processos celulares, como a degradacdo de proteinas, reparo de DNA,
transducdo de sinal e autofagia (DAMGAARD, 2021). A ubiquitinagéo é reversivel e
€ controlada por enzimas desubiquitinantes que removem a ubiquitina dossubstratos
(CLAGUE; COULSON:; URBE, 2012). A sinalizac&o da ubiquitina é essencial para a
vida eucaridtica e sua desregulacdo esta implicada em muitas doencas humanas
(DAMGAARD, 2021; KOMANDER; RAPE, 2012).

A poliubiquitinacdo é a formagéo de cadeias de moléculas de ubiquitina ligadas
por residuos de lisina especificos ou pela metionina N-terminal da ubiquitina. O tipo e
o comprimento da cadeia de poliubiquitina determinam seu papel bioldgico esinal. A
poliubiquitinacdo pode direcionar proteinas para degradacdo pelo proteassoma ou
pela autofagia seletiva (LI; YE, 2008). A poliubiquitinacdo também pode modular a

atividade, localizacdo ou interagbes de proteinas envolvidas em varias vias, como
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tolerancia a danos no DNA, trafego endocitico e inflamacdo (LI;YE, 2008). A
poliubiquitinacdo também pode atuar como um sinal de perigo, ativando receptores
imunes inatos que desencadeiam respostas inflamatorias e defesas antimicrobianas.

As secrecdes da pele de anfibios sdo ricas em moléculas bioativas que servem
a diversas funcdes defensivas contra predadores, patdgenos e estressores ambientais
(BARROS et al., 2021). A presenca de Ubiquitina e poliubiquitina pode contribuir para
essas fungbes, modulando a atividade, estabilidade ou interacdes de outras moléculas
nas secre¢cdes (KOMANDER; RAPE, 2012).

AHCY (adenosil homocisteina hidrolase) € uma enzima que catalisa a reacéo
reversivel da S-adenosilhomocisteina (SAH) em homocisteina e adenosina (VIZAN;
DI CROCE; ARANDA, 2021). AHCY é uma proteina altamente conservada em
organismos vivos, desde bactérias até mamiferos, . desempenhando um papel chave
no controle das metilacées, ja que a SAH € um inibidor potente de metiltransferases
dependentes de SAM, que transferem grupos metil para varios substratos celulares,
como DNA, RNA e proteinas (CHICCO; SANAVIA; JURMAN, 2023). AHCY também
esta envolvida no ciclo metabdlico de um carbono, que regula a biossintese de
purinas, timidina, cisteina, serina e metionina (VIZAN; DI CROCE; ARANDA, 2021).

Em anfibios, AHCY foi detectada em varios tecidos de Xenopus laevis, como
cérebro, coracao, figado, rim e pele e também esta presente nas secrecdes cutaneas
de Xenopus laevis e outras espécies de anfibios (SEERY et al., 1994)]. Por exemplo,
AHCY pode regular a atividade de peptideos antimicrobianos ou outras moléculas
bioativas que sdo metiladas por metiltransferases dependentes de SAM e também
pode modular a resposta inflamatéria da pele de anfibios afetando os niveis de
adenosina e homocisteina (CHEN et al., 2022; ZASLOFF, 1987). Em resumo, AHCY
€ uma enzima versétil que participa de multiplas vias metabdlicas e processos
epigenéticos em anfibios.

Isocitrato desidrogenase (IDH) € uma enzima que catalisa a descarboxilacao
oxidativa do isocitrato, produzindo alfa-cetoglutarato (a-cetoglutarato) e CO2 (FUJII
et al., 2016). Este € um processo de duas etapas, que envolve a oxidagao doisocitrato
(um &lcool secundério) para oxalosuccinato (uma cetona), seguida dadescarboxilacao
do grupo carboxila beta para acetona, formando o alfa-cetoglutarato103. IDH existe
em trés isoformas: IDH3 catalisa a terceira etapa dociclo do &cido citrico enquanto
converte NAD+ em NADH nas mitocondrias. Asisoformas IDH1 e IDH2 catalisam a
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mesma reacao fora do contexto do ciclo do acidocitrico e usam NADP+ como cofator
em vez de NAD+ (CHAKRAVARTY et al., 2013).

Mutacdes no IDH foram encontradas em varios tipos de cancer, como glioma,
leucemia mieloide aguda (AML), colangiocarcinoma e condrossarcoma. As mutacoes
no IDH1 e IDH2 produzem uma enzima anormal que converte o alfa- cetoglutarato em
2-hidroxiglutarato, um metabdlito que promove a tumorigénese e a progressao
maligna. As mutacdes no IDH estdo associadas a uma idade mais jovem no
diagndéstico e um melhor prognéstico em alguns tipos de gliomas (TREMBATH, 2017).

O papel do IDH em anfibios e suas secrecbes cutdneas ndo é bem
compreendido. No entanto, alguns estudos sugerem que o IDH pode estar envolvido
na biossintese de peptideos que possuem propriedades antimicrobianas,
antioxidantes, antivirais e antitumorais (CHAKRAVARTY et al., 2013; TREMBATH,
2017).

O fator de elongacéo 1-alfa (EF1a) € uma proteina que desempenha um papel
fundamental na sintese de proteinas, entregando aminoacil-tRNAs aoribossomo. O
EF1a é altamente conservado em todos os trés dominios da vida e pertence a
superfamilia de translacional GTPases (TALAPATRA; WAGNER; THOMPSON,
2002). Em eucariotos, o EF1a tem duas isoformas: EF1a-1 e EF1a-2, que séo
codificadas por diferentes genes e tém diferentes padrdes de expresséao tecidual. O
EF1a-1 é mais amplamente expresso do que o EF1a-2, que € encontrado
principalmente no cérebro, coracdo e musculo esquelético (ALVAREZ; WENDEL,
2003; INFANTE et al., 2008).

Algumas proteinas relacionadas, como EF1y (WU et al., 2011) e EF2 (BAI et
al., 2013), foram detectadas na secrecao cutanea de algumas espécies de anfibios.
Essas proteinas podem ter algumas funcdes na regulacdo da sintese proteica,
sinalizacao celular ou resposta imunolégica na pele. Além disso, alguns peptideos
derivados de precursores de EF1a foram identificados na secrecdo cutanea de
algumas espécies de anfibios (BRUNETTI et al., 2018; WANG et al., 2012). Esses
peptideos podem ter atividades antimicrobianas ou anti-predatérias na pele. Portanto,
€ possivel que EF1a ou seus derivados também estejam presentes ou tenham
algumas funcdes na secrecdo cutdanea de anfibios, mas mais pesquisas sao
necessarias para confirmar esta hipotese.

A triose fosfato isomerase (TPI) € uma enzima que catalisa a interconversao

reversivel dos isébmeros de triose fosfato diidroxiacetona fosfato (DHAP) e D-
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gliceraldeido 3-fosfato (GAP), que desempenha um papel importante na glicélise e na
gliconeogénese, que sao vias metabdlicas que produzem e consomem energia
(MYERS; PALLADINO, 2023). A TPI também esta envolvida no metabolismo lipidico
e na sintese de fosfolipidios, pois 0 DHAP pode ser convertido em glicerol 3-fosfato,
um precursor de triglicerideos e fosfolipidios (HELLIWELL, 2021).

A TPI esta amplamente distribuida em organismos vivos, incluindo animais,
plantas, fungos e bactérias. No entanto, algumas bactérias que ndo realizam glicélise
nao possuem TPl. Em humanos, mutagdes no gene da TPl podem causar uma
doenca rara e grave chamada deficiéncia de isomerase de triosefosfato (TPIDf),
que é caracterizada por anemia hemolitica crénica e disfuncdo neurolégica
progressiva (LIU et al., 2017; WIERENGA; KAPETANIOU; VENKATESAN, 2010). A
TPl pode ter diferentes funcdes em diferentes tecidos, dependendo da demanda
metabdlica e das condicbes ambientais. Por exemplo, a TPI pode ajudar a regular o
equilibrio osmatico e o transporte de agua na em tecidos, modulando os niveis de
glicerol 3-fosfato (MYERS; PALLADINO, 2023). A TPl também pode facilitar a
replicacdo do virus da sindrome da mancha branca (WSSV), um patégeno queinfecta
crustaceos e anfibios, interagindo com proteinas virais e aumentando a expressao
génica viral (HELLIWELL, 2021).

O papel do TPI nas secrec¢des de pele de anfibios ndo é muito claro, mas alguns
estudos sugerem que ele pode ter efeitos protetores ou moduladores na pele ou nas
moléculas secretadas. Por exemplo, TPl pode atuar como um antioxidante ouum
chaperone molecular para prevenir danos oxidativos ou agregacao de proteinas (LIU
et al., 2021). Alternativamente, TPl pode modular a atividade ou estabilidade de outras
moléculas bioativas, como peptideos antimicrobianos, bradicininas, peptideos
liberadores de insulina e outros peptideos que tém varios papéis defensivos ou
regulatorios contra patdégenos ou predadores (LIU et al., 2015; MYERS; PALLADINO,
2023).

Anntoxin € uma neurotoxina peptidica de 60 residuos, que foi identificada pela
primeira vez em anfibios (YOU et al., 2009). Ela atua como um inibidor do canal de
sédio voltagem-dependente sensivel a tetrodotoxina (TTX-S), que esta envolvido na
transmissao da dor (WEI et al., 2011). Anntoxin também possui atividade anti- tripsina
e homologia com as toxinas do tipo Kunitz, que sado encontradas em répteise peixes.
Anntoxin € expressa em varios tecidos do sapo Hyla annectans, especialmente na

pele, onde pode servir como um mecanismo de defesa contra predadores (YOU et al.,
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2009). Além disso, anntoxin demonstrou ter efeitos analgésicos e anti-inflamatorios
em modelos animais de dor inflamatéria eneuropatica, reduzindo as secrecdes de
fator de necrose tumoral alfa (TNF-a) e ciclooxigenase-2 (COX-2) (WEI et al., 2011).

Anntoxin possui uma estrutura tridimensional semelhante as toxinas do tipo
Kunitz, porem a terceira ponte dissulfeto tipica das toxinas do tipo Kunitz esta ausente
em anntoxin. A superficie da molécula apresenta uma distribuicdoassimétrica de
cargas elétricas, sendo a regido N-terminal mais positiva e a regido C-terminal mais
negativa. Essa caracteristica pode estar relacionada com a interacdo de anntoxin
com o canal de sodio e a trypsin. A analise filogenética de anntoxin e outras peptideos
gue contém repeticdes do tipo Kunitz revelou que anntoxin é mais proxima das toxinas
dendrotoxinas de serpentes do que das toxinas de peixes ou mamiferos. Isso sugere
uma possivel origem evolutiva comum entre as neurotoxinas de anfibios e répteis
(CHAI et al., 2021; WEI et al., 2011; YOU et al., 2009).

A secrecdo da pele dos anfibios é uma fonte rica de peptideos bioativos que
desempenham um papel na defesa contra a invasdo microbiana, o estresse
oxidativo e a radiacdo UV (DEMORI et al., 2019; PATOCKA et al., 2019). Peptideos
sdo cadeias curtas de aminoacidos que podem ter varios efeitos biolégicos
dependendo de sua estrutura e funcéo. Alguns peptideos sdo antimicrobianos, ou
seja, podem matar ou inibir o crescimento de bactérias, fungos, protozoarios e virus
(ZASLOFF, 2002). Outros sao antioxidantes, ou seja, podem proteger as células dos
danos causados pelos radicais livres (ROS) (FENG et al., 2021). Peptideos também
podem modular as respostas imunes, a inflamacao, a cicatrizacdo de feridas eoutros
processos fisioldgicos (PATOCKA et al., 2019) .

Um dos métodos para identificar e caracterizar peptideos da secrecao da
pele de anfibios é a dessorc¢éo/ionizacao assistida por matriz (MALDI), que é um tipo
de espectrometria de massa que permite a deteccao de moléculas com base em sua
relacdo massa/carga (KARAS; HILLENKAMP, 1988). A técnica MALDI pode serusada
para analisar misturas complexas de peptideos e proteinas sem separacdo ou
purificacdo prévias e também pode fornecer informacdes sobre a sequéncia, estrutura
e modificagdes pos-traducionais dos peptideos (KJELDSEN et al., 2003).

Para lidar com diversos desafios e patdgenos ambientais, os anfibios evoluiram
um sistema complexo e diverso de secre¢des cutaneas que contém uma variedade
de moléculas bioativas, como mucinas, mucopolissacarideos, alcaloides, esteroides,

aminas biogénicas e peptideos (XU; LAI, 2015). Entre essas moléculas, os peptideos
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sdo os componentes mais abundantes e diversos das secrecdes cutaneas dos
anfibios e tém atraido consideravel atencdo por suas potenciais aplicacbes em
biotecnologia e medicina (DEMORI et al., 2019) Os peptideos isolados das secrecdes
cutdneas dos anfibios tém demonstrado diversas atividades bioldgicas, como
antimicrobiana, antifingica, antiviral, anticancerigena, antioxidante, anti-inflamatoria,
imunomoduladora, analgésica, neuroativa, liberadora de insulina e semelhante a
bradicinina (CONCEICAO et al., 2006; CONLON et al., 2014; GUO et al., 2014). Esses
peptideos sdo sintetizados nas glandulas granulares da derme e armazenados em
vesiculas secretoras até serem liberados mediante estimulo ou lesdo (BRUNETTI et
al., 2018)

Os peptideos presentes na secrecdo de anfibios geralmente sao curtos (5 a
50 aminoécidos), lineares ou ciclicos, catibnicos ou anidnicos, e frequentemente
contém modificacbes pos-traducionais como pontes dissulfeto, amidacéo,
glicosilacédo, fosforilacdo ou hidroxilagdo (GUO et al., 2014). A estrutura e a funcéo
desses peptideos sao influenciadas por diversos fatores como espécie, habitat,dieta,
estacado, sexo, idade, nivel de estresse e flora microbiana (WANG et al., 2012).Alguns
desses peptideos foram identificados e caracterizados a partir de diferentes
espécies de pererecas-de-capacetes, como Aparasphenodon brunoi e ,
Corythomantis greeningi , com atividade antimicrobiana, citotoxica, hemolitica e de
fosfolipase A2 descritas.(BLOTTO et al., 2021a; FUSCO et al., 2020; MENDES et al.,
2016), O mecanismo de ac¢ao sugerido € baseado primariamente em perturbacéo da
membrana celular ou modulacdo de alvos intracelulares (CONLON; KOLODZIEJEK;
NOWOTNY, 2009; ROLLINS-SMITH; CONLON, 2005)

Assim, o estudo dos peptideos provenientes da secrecdo cutanea do
Trachycephalus nigromaculatus pode fornecer informacdes valiosas sobre a
evolucdo e a diversidade das secrecdes da pele dos anfibios, bem como suas
potenciais aplicacdes em biotecnologia e medicina. Esses peptideos podem ser
usados como agentes antimicrobianos naturais ou como modelos para projetar novos
analogos sintéticos com propriedades melhoradas e menor toxicidade Além disso,
esses peptideos também podem servir como ferramentas para investigar a relacéo

estrutura-funcdo e o mecanismo de acdo de moléculas bioativas
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5.2 Avaliacao dos efeitos toxicos in vivo e in vitro

A microscopia intravital € uma técnica que permite visualizar as células e o
endotélio em tempo real e em seu ambiente fisioloégico, sem necessidade de fixacéo
ou coloracao dos tecidos (BENJAMIN et al., 2018). Essa técnica tem sido amplamente
utilizada para estudar os mecanismos moleculares e celulares envolvidos nas
interacOes inflamatorias, bem como para avaliar os efeitos de diferentes fatores e
tratamentos sobre esses processos (MULLER et al., 2010).

Um dos principais eventos das intera¢des inflamatorias € a adesao das células
sanguineas, especialmente os leucocitos, ao endotélio ativado por estimulos
inflamatorios, como citocinas, quimiocinas, espécies reativas de oxigénio e produtos
microbianos (CHEN et al., 2019). Essa adesédo envolve a expressao e a regulacao de
moléculas de adesédo na superficie das células endoteliais e dos leucécitos, como as
selectinas, as integrinas e as imunoglobulinas (LEY et al., 2007). A microscopia
intravital permite quantificar o nUmero e a velocidade das células que rolam e aderem
ao endotélio, bem como observar a morfologia e a deformacédo das células durante
esse processo.

ApoOs a adeséo, os leucdcitos transmigram através do endotélio para o espaco
intersticial, onde podem exercer suas funcdes efetoras, como fagocitose, liberacao de
mediadores inflamatérios e apresentacdo de antigenos. A transmigracao pode ocorrer
por dois mecanismos: paracelular, quando os leucécitos passam pelas juncdes entre
as células endoteliais; ou transcelular, quando os leucdcitos atravessam o citoplasma
das células endoteliais. A microscopia intravital permite visualizar esses mecanismos
em diferentes leitos vasculares e sob diferentes condicdes inflamatorias (CARMAN;
SPRINGER, 2004).

As interacdes inflamatorias entre as células e o endotélio também podem afetar
a funcdo vascular, alterando o ténus, a permeabilidade e a angiogénese. A
microscopia intravital permite medir esses parametros em diferentes modelos
experimentais, como isquemia-reperfusdo, hipertensdo, diabetes e sepse (SCHULZ
et al., 2015).

Além dos agentes infecciosos e das lesdes teciduais, as interacdes
inflamatorias entre as células e o endotélio também podem ser moduladas por toxinas
animais, como as produzidas por artropodes, anfibios, répteis e peixes. Essas toxinas
possuem uma grande diversidade estrutural e funcional, podendo atuar em diferentes

alvos moleculares nas células endoteliais e nos leucdcitos, alterando a expressao de
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moléculas de adesdo, a liberacdo de mediadores inflamatorios, a permeabilidade
vascular e a angiogénese (GIAMPETRAGLIA et al., 2021)

A microscopia intravital tem sido utilizada para investigar os efeitos de toxinas
animais nas interacdes inflamatorias in vivo, em diferentes modelos experimentais.
Por exemplo, alguns estudos demonstraram que a toxina crotoxina, extraida do
veneno da serpente Crotalus durissus terrificus, induz uma forte resposta inflamatoria
no muasculo esquelético de camundongos, caracterizada por um aumento da adeséo
e da transmigracao de leucécitos ao endotélio capilar, bem como por uma elevagéo
da permeabilidade vascular e da expressdo de moléculas pro-inflamatérias, como
TNF-a, IL-1B e ICAM-1 (SANTOS et al., 2014; ZOCCAL et al., 2016). Neste estudo,
demonstro pela primeira vez que a secregcédo do Trachycephalus nigromaculatus foi
capaz de induzir efeitos altamente danosos ao tecido conjuntivo do musculo cremaster
de camundongos, além de aumentar a adesao e migracao celular em aplicacao topica
e injetavel. Também produziu uma vasodilatacdo significativa, ou seja, um aumento
do didmetro dos vasos sanguineos. Esses resultados sugerem que a secrecao do
Trachycephalus nigromaculatus tem um potencial de causar inflamacdo e leséo
tecidual, podendo afetar a funcao e a integridade do tecido conjuntivo.

Apesar de, a primeira vista, a caracterizacdo bioquimica da secrecdo néao
apontar toxinas com tal efeito, como demonstrado anteriormente, existe uma grande
presenca de hialuronidases na secre¢do. Essas enzimas tém sido descritas em
microrganismos, tumores malignos e em peconhas de animais. Nas peconhas, a
hialuronidase é considerada um fator de disperséo, pois facilita a difusdo de outros
componentes toxicos no tecido alvo. A hialuronidase pode degradar a matriz
extracelular do tecido conjuntivo, alterando sua estrutura e funcdo. Além disso, a
hialuronidase pode aumentar a permeabilidade vascular e facilitar a migracao celular,
contribuindo para o processo inflamatério e lesivo. Portanto, a hialuronidase presente
na secrecao do Trachycephalus nigromaculatus pode ser um dos fatores responsaveis
pelos efeitos observados no tecido conjuntivo do musculo cremaster de
camundongos. No entanto, outros componentes da secrecdo podem ter papel
importante nessa resposta, como peptideos, proteases e lectinas. Mais estudos séo
necessarios para identificar e caracterizar os componentes quimicos e as vias
moleculares envolvidos nesses processos.

Esses achados corroboram com estudos utilizando toxinas de outros animais.

Por exemplo, a toxina melitina, presente no veneno da abelha Apis mellifera, provoca
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uma intensa reacdo inflamatdria na pata traseira de ratos, evidenciada por um
aumento do diametro dos vasos sanguineos, da adeséo e da migracao de leucécitos
ao endotélio venular e da producédo de 6xido nitrico (NO) (KIM et al., 2008; LEE et al.,
2010). A melitina também foi capaz de induzir a formag&o de novos vasos sanguineos
no tecido subcutdneo de camundongos, através da estimulacdo da expressao de
fatores angiogénicos, como VEGF e FGF-2 (LEE et al., 2011).

Por outro lado, algumas toxinas animais podem apresentar efeitos anti-
inflamatdrios ou protetores sobre o endotélio vascular. Por exemplo, a toxina
epibatidina, isolada da pele do anfibio Epipedobates tricolor, exerceu um efeito
inibitério sobre a adesao de leucdcitos ao endotélio arterial de ratos, mediado pela
ativacdo dos receptores nicotinicos colinérgicos (CHEN et al.,, 2005). Da mesma
forma, a toxina tetrodotoxina, encontrada em diversos peixes venenosos, como 0
baiacu, reduziu a adesao e a migracao de leucdcitos ao endotélio venular de ratos,

através da inibicdo dos canais de sédio voltagem-dependentes (CHEN et al., 2007).

5.3 Atividade antimicrobiana

A secrecao cutanea de anfibios é uma fonte rica de moléculas bioativas com
diversas atividades biologicas, como propriedades antimicrobianas, antifingicas,
antiparasitarias, antitumorais e analgésicas (XU; LAI, 2015). Neste estudo, testamos
a secrecao cutdnea de Trachycephalus nigromaculatus trés patdbgenos comuns:
Staphylococcus aureus, Escherichia coli e Candida albicans.

Os resultados mostraram que o0 veneno bruto apresentou uma boa atividade
contra C. albicans (53,86% de inibicdo), e uma atividade moderada contra S. aureus
(22,04% de inibicdo) e S. coli (43,26% de inibicdo). Entre as fracOes testadas, as que
apresentaram maior atividade foram T06, TO7 e T08, com mais de 50% de inibicao
para os trés microrganismos. Essas fragcdes podem conter peptideos ou proteinas com
amplo espectro antimicrobiano, semelhantes aos encontrados em outros venenos de
anfibios (ASHCROFT et al., 2007; CONLON; KOLODZIEJEK; NOWOTNY, 2009; LIU
et al., 2013).

Algumas fracBes apresentaram atividade especifica para um determinado
microorganismo, como TO1l e T02 para S. aureus, T0O4 para S. coli e TO3 para C.
albicans. Essas fracdes podem conter peptideos ou proteinas com alvos moleculares
especificos, como receptores ou enzimas, que interferem no metabolismo ou na
fisiologia dos microorganismos (CONLON et al., 2014; RADIS- BAPTISTA, 2021). A
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especificidade em antimicrobianos € importante porque pode reduzir os efeitos
colaterais e a resisténcia bacteriana ao tratamento.

Esses resultados indicam que o T. nigromaculatus tem um amplo potencial
antimicrobiano que poderia ser util para o desenvolvimento de novos medicamentos
ou terapias contra doencas infecciosas.

Uma possivel explicacdo para o fato de que algumas fracbes apresentaram
maior atividade contra alguns dos microrganismos do que o veneno bruto é que elas
contém moléculas que interferem com a atividade antimicrobiana de outras moléculas
presentes no veneno bruto. Por exemplo, alguns venenos de animais contém
moléculas que se ligam aos peptideos antimicrobianos e reduzem sua eficicia ou
estabilidade (YACOUB et al., 2020). Essas moléculas podem ter um papel na
regulacao da liberacdo ou da acdo dos peptideos antimicrobianos, ou na protecdo do
animal contra os efeitos toxicos dos seus proprios venenos Alguns exemplos de
moléculas que podem interferir com a atividade antimicrobiana depeptideos séo as
acilpoliaminas, as fosfolipases A2 e as metaloproteinases (LAMIYAN; DALAL,;
KUMAR, 2020; PERUMAL SAMY et al., 2017)

Outra possivel explicacdo para o fato de que algumas fracBes apresentaram
maior atividade contra alguns dos microrganismos do que o veneno bruto € que elas
contém moléculas que potencializam a atividade antimicrobiana de outras moléculas
presentes no veneno bruto. Alguns exemplos de moléculas que podem potencializar
a atividade antimicrobiana de peptideos sao as lectinas, as hialuronidases e as
neurotoxinas (PERUMAL SAMY et al., 2017; ZASLOFF, 2002)

A atividade antimicrobiana da secrecao cutanea dos pererecas-de-capacetes
como o Trachycephalus nigromaculatus € importante para sua sobrevivéncia em
seus habitats naturais, onde s&o expostos a varios patdgenos e predadores. A
secrecdo cutanea fornece uma barreira quimica que protege as pererecas contra
infeccbes microbianas e dissuade potenciais predadores de ataca-las (TOLEDO;
SAZIMA; HADDAD, 2011). Além disso, a secrecdo cutanea também pode
desempenhar um papel na comunicacgao e intera¢des sociais entre 0os conspecificos,
como defesa territorial, comportamento de acasalamento e cuidado parental (WELLS,
2007).

A diversidade e complexidade da secrecdo cutdnea das pererecas-de-
capacete refletem sua adaptacdo a diferentes nichos ecoldgicos e pressoes

evolutivas. Portanto, estudar a secre¢do cutadnea das pererecas pode ndo apenas
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revelar novos conhecimentos sobre sua biologia e ecologia, mas também fornecer
pistas valiosas para descoberta de medicamentos e aplicacdes de biotecnologia,
como visto pela caracterizagdo bioguimica e promissora atividade antimicrobiana

apresentada aqui na secrecao cutanea do Trachycephalus nigromaculatus .
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6 CONCLUSOES

A pesquisa desenvolvida proporcionou uma compreensao da secrecao cutanea
do Trachycephalus nigromaculatus, evidenciando sua complexidade por meio da
identificacdo de uma ampla variedade de compostos de alta e baixa massa molecular,
e seus relevantes efeitos toxicos in e in vitro. Além disso, destaca-se também a
atividade antimicrobiana da secrecéo, revelando sua eficacia contra bactérias, como
S. aureus e S. coli, bem como contra o fungo C. albicans. Nao apenas a secrecéo
bruta, mas também diversos picos e intertempos isolados demonstraram essa notavel
capacidade antimicrobiana.

Contudo, reconhecemos a necessidade de investigacbes mais abrangentes
para a identificacdo e caracterizacdo precisa dos componentes ativos presentes na
secrecdo. Além disso, compreender os mecanismos de acao e toxicidade destas
substancias € crucial para garantir sua seguranca e eficacia em futuras aplicacdes
biomédicas. Acreditamos que este trabalho ndo apenas contribui significativamente
para o entendimento da biologia do Trachycephalus nigromaculatus, mas também
serve como um estimulo para pesquisas futuras sobre as secrecdes cutaneas de

anfibios com estratégias defensivas semelhantes.
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