-. ‘l FUNDAGAO UNIVERSIDADE DE BRASILIA

INSTITUTO DE CIENCIAS BIOLOGICAS

U B Programa de Pés-Graduac¢io em Biologia Animal ASabio _foxin
n microseopia- -

de Pé:

Identificacao e isolamento de
compostos bioativos da secrecao de
Rhinella mirandaribeiroi (Bufonidae)

Daniella Emidio Torres

Orientador: Prof. Dr. Osmindo Rodrigues Pires Junior

Dissertagdo apresentada ao Programa de
Pés-Graduagdo em Biologia Animal da
Universidade de Brasilia, como parte dos
requisitos para a obtencdo do titulo de

Mestre em Biologia Animal.

Brasilia, abril de 2021



“ Calrez nio lenha consequido fazer o melhor, mas luter para que o
melhor fosse feito CNio sou o que deveriz ser, mas COagas a dous,

HGO SOU O qUE CIF aNles !

(Martin Luther King)



Agradecimentos

Agradeco primeiramente a Deus. Aos meus pais Graziela e Jodo Bosco, ao meu irmao Filipe, por terem
me dado muito apoio, carinho, incentivo, compreensdo e paciéncia. Desde sempre foram muito exigentes e
me deram todo o suporte que eu precisasse para a minha educacao, além do total apoio na escolha do meu
caminho profissional. Muitas vezes curiosos quanto ao mundo da ciéncia, chegando a fazer algumas visitas
ao laboratério. Agradeco também aos meus familiares, que tanto amam essa drea e inclusive possuo colegas
de classe na familia. Aos meus amigos, que tanto me escutaram lamentar, chorar, me apoiaram, animaram
e comemoraram junto comigo.

Ao professor Dr. Osmindo Rodrigues Pires Junior, pela orientacdo desde a graduacdo até hoje, e
pretendo ter para sempre essa base de apoio. Agradeco pela confianga, em acreditar no meu potencial, pelos
conselhos, por todo o conhecimento passado, por estar presente e atuante em todo o projeto, pela amizade
e por sempre estar positivo quanto aos resultados do projeto e com isso me encorajar a continuar. A
professora Dr. Elida Geralda Campos do Departamento de Biologia Celular — 1B, que cedeu o acesso, espaco,
equipamentos e materiais de seu laboratério, além de seu tempo, conhecimento e confianca, para que eu
realizasse ensaio antioxidante. A professora Dr. Sandra Fernandes Arruda do Departamento de Nutri¢do —
FS, que pOs a disposi¢do seu grupo para a realizacdo de um ensaio antioxidante, além de explicar todo o
resultado e processo. A UnB — Faculdade de Ceilandia que disponibilizou o uso de equipamentos
laboratoriais.

A doutoranda Ana Carolina Martins Magalh3es, que foi a primeira pessoa que me acolheu no
laboratério quando estava na graduagdo, me ensinou desde os processos basicos do laboratério, até os mais
avancados e especificos. E hoje, além de ser uma segunda orientadora no meu projeto, me auxiliou em varias
etapas do mestrado. Ao doutorando Carlos Santana, que contribuiu com seu conhecimento em etapas
importantes. A todos os meus colegas de laboratdério que por todos esses anos me ajudaram, seja tirando

uma duvida, revezando equipamentos, coleta de material em campo, empréstimo de solugdo, trocas de



resultados e conhecimento, pelas conversas e risadas. Jéssica Oliveira, Jessica Schneider, Isadora, Gabriel,
Keven, Jodo e demais. Aos alunos de Iniciagdo Cientifica: Fernando, Ana e Yasmim que foram meus pupilos
por um tempo.

A Universidade de Brasilia, em especial ao Programa de Pds-Graduacdo em Biologia Animal, pelo
suporte institucional. A Coordenacdo de Aperfeicoamento de Pessoal de Nivel Superior (CAPES) pelo auxilio
financeiro através da concessdo da bolsa de estudos. Ao Conselho Nacional de Desenvolvimento Cientifico
e Tecnolégico (CNPq) e Fundagdo de Apoio a Pesquisa do Distrito Federal (FAP-DF) pelo financiamento a
pesquisa brasileira. Aos professores que se dispuseram a participar dessa banca.

A todos, meu eterno agradecimento nessa importante etapa da minha vida, em meio ao caos de

uma pandemia.



Resumeo

A secrecdo cutanea dos anfibios apresenta um mecanismo de defesa inata, sendo constituida por
inUmeros compostos bioativos de varias classes moleculares e o papel dessa defesa passiva é,
principalmente, contra microrganismos, predadores e injurias bioquimicas. A secrecdo cutanea da familia
Bufonidae é rica em compostos de baixa massa molecular como aminas biogénicas, esteroides e alcaloides,
mas também podem ser encontrados peptideos e proteinas, e muitos possuem importantes fungdes
farmacoldgicas. O Brasil é o territdrio com a maior diversidade de anfibios do mundo, uma dessas espécies é
a Rhinella mirandaribeiroi (Cururuzinho), um anuro da familia Bufonidae, ainda é pouco explorada como alvo
de estudos bioquimicos. Portanto, este trabalho teve como objetivo analisar a secre¢do cutanea de Rhinella
mirandaribeiroi, para a identificacdo e caracterizacdo de compostos bioativos. Primeiramente foram
analisadas as atividades bioativas do extrato aquoso da secrecdo bruta, onde se obteve resultado de parcial
inibicdo no crescimento de células bacterianas de Escherichia coli (39%) e células fungicas de Candida
albicans (41%); ICspigual a 3,2, 4,6 e 5,6 mg/mL para as linhagens B16F10, HelLa e MCF-7, respectivamente;
parcial atividade fosfolipasica e antioxidante. Posteriormente a secrecao foi fracionada por Cromatografia
Liquida de Alta Performance (HPLC) e obteve-se 24 fracOes. Foram realizados os ensaios antibacteriano e
antifungico para todas as fragGes. Considerando uma inibi¢do de crescimento aproximadamente maior que
95%, obtivemos 4 fragdes que inibiram o crescimento de células bacterianas e 11 fragGes que inibiram células
fungicas. Foram purificados e caracterizados 3 compostos de principal interesse. O composto chamado de
Fracdo RRM-22.6 observamos se tratar de uma fosfolipase do tipo A; que possui aproximadamente 14 KDa e
inibiu parcialmente células fungicas de C.albicans em 61%. A Fragdo RRM-12.5 sugerimos ser um esteroide
bufadienolideo de 415 m/z, possivelmente uma bufotalinina ou 19-oxo-desacetylcinobufagina, que inibiu
parcialmente o crescimento de células bacterianas (E. coli e S. aureus), inibiu em 80% o crescimento de
células fungicas (C. albicans), além de ter atividade antioxidante. A Fracdo RRM-5.1 sugerimos se tratar de

uma amina biogénica, especificamente uma indolquilamina de 203 m/z, a dehidrobufotenina, que teve alta



atividade antioxidante nos ensaios de reducao do ferricianeto, FRAP e MTT; por citometria de fluxo, manteve
as células de MCF-7 vidveis e teve acdo protetora para as células contra a atividade apoptética de H,0;; teve
atividade de inibicdo de crescimento em quase 100% contra células bacterianas de Staphylococcus aureus e

80% contra Escherichia coli.

Palavras-chave: anfibio; anuro; secrecdo cutanea; Rhinella mirandaribeiroi; amina biogénica;
dehidrofufotenina; fosfolipase A,; bufadienolideo; bufotalinina; 19-oxo-desacetylcinobufagina;

antimicrobiano; antibacteriano; antifungico; antioxidante.



Hotact

The skin secretion of amphibians presents an innate defense mechanism, consisting in a numerous
bioactive compound of various molecular classes and the role of this passive defense is mainly against
microorganisms, predators and biochemical injuries. The skin secretion of the Bufonidae family is rich in low
molecular weight compounds such as biogenic amines, steroids, and alkaloids, but peptides and proteins can
also be found, and they have important pharmacological functions. Brazil is the territory with the greatest
diversity of amphibians in the world and one of these species is Rhinella mirandaribeiroi (Cururuzinho), an
anuran of the family Bufonidae that is still poorly explored as a target for biochemical studies. Therefore, this
work aimed to analyze the skin secretion of Rhinella mirandaribeiroi, for the identification and
characterization of bioactive compounds. Firstly, the bioactivities of the aqueous extract of the skin secretion
were analyzed, where we obtained results of partial inhibition in the growth of Escherichia coli bacterial cells
(39%) and Candida albicans fungal cells (41%); 1Cso equal to 3.2, 4.6 and 5.6 mg/mL for B16F10, Hela and
MCF-7, respectively; partial phospholipase and antioxidant activity. Subsequently, the secretion was
fractionated by High Performance Liquid Chromatography (HPLC) and eluted 24 fractions. Antibacterial and
antifungal assays were performed for all fractions. Considering a growth inhibition approximately greater
than 95%, we obtained 4 fractions that inhibited the growth of bacterial cells and 11 fractions that inhibited
fungal cells. Three compounds of main interest were purified and characterized. The compound called
Fraction RRM-22.6 was identified as a phospholipase A, that has approximately 14 KDa and partially inhibited
C.albicans fungal cells by 61%. Fraction RRM-12.5 we suggested to be a bufadienolide steroid at 415 m/z,
possibly a bufotalinin or 19-oxo-desacetylcinobufagin, which partially inhibited the growth of bacterial cells
(E. coli and S. aureus), inhibited the growth of fungal cells (C. albicans) by 80%, and also had antioxidant
activity. The fraction RRM-5.1 we suggested to consist of a biogenic amine, specifically an indolalkylamine of
203 m/z, the dehydrobufotenin, which had high antioxidant activity in ferricyanate reduction, FRAP and MTT

assays; by flow cytometry, it kept MCF-7 cells viability and had protective ability to cells against H,0,



apoptotic activity; it had almost 100% growth inhibition activity against Staphylococcus aureus bacterial cells

and 80% against Escherichia coli.

Keywords: amphibian; anuran; skin secretion; Rhinella mirandaribeiroi; biogenic amine; dehydrophufotenin;
phospholipase A2; bufadienolide; bufotalinin; 19-oxo-desacetylcinobufagin; antimicrobial; antibacterial;

antifungal; antioxidant.
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°C — Grau celsius

ML — Microlitro

um — Micrometro

2-DR - Desoxirribose
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cm — Centimetro

Ctrl — Controle

Da - Dalton
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FR5 — Fracdao 5

FRAP — Poder Antioxidante de Redugdo do Ferro
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GSH — Tripeptideo glutationa

Hela — Carcinoma uterino humano

IBAMA — Instituto Brasileiro do Meio Ambiente e dos Recursos Naturais Renovaveis
ICs0 — 50% concentracdo necessaria para inibicdo de 50% da populacdo
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Kpi — Tampao fosfato de potassio

LMWA — Antioxidantes de baixo peso molecular
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Pl — lodeto de Propideo

PLA; — Fosfolipase A;

RM — Rhinella mirandaribeiroi

RP-HPLC — Cromatografia liquida de alta-performance de fase reversa
rpm — Rotagdes por minuto
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UnB — Universidade de Brasilia

UV — Ultravioleta

Amax — Lambda maxima
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1. Anfibios como fonte de compostos bioativos

Ha milénios, animais venenosos e peconhentos fazem parte do folclore e da medicina tradicional de
diversas civilizacdes ao redor do mundo. Compostos de origem naturais representam uma extraordindria
ferramenta para a geracdo de inovagdes farmacoldgicas (Rejandra et al., 2004), visto que grande parte dos
medicamentos encontrados no mercado é derivado direto ou indiretamente de vegetais, microrganismos,
organismos marinhos e terrestres (Chin, 2006; Newman & Cragg, 2020).

Estima-se que mais de 100.000 compostos bioativos ocorram nas secre¢des cutaneas de anfibios,
fazendo dessa uma riquissima fonte de compostos biotecnologicamente interessante, pois apresentam
diversas propriedades como analgésica, antibidtica, antiviral, cicatrizante, antidiabética, anticancerigena,
além do potencial de tratar doencas cardiovasculares (Xu & Lai, 2013).

A classe Amphibia compreende cerca de 8232 espécies (AmphibiaWeb, 2020) das quais a maior parte
pertence a ordem Anura, contendo 7261 espécies. No Brasil sdo reconhecidas 1137 espécies de anfibios
colocando o Brasil em destaque como o pais com a maior diversidade do mundo (Herpetologia Brasileira,
2019).

Dois tipos principais de glandulas sdo observados nos anfibios: as glandulas mucosas e as granulosas
(serosa ou venenosa). As glandulas mucosas sao responsaveis pela manutencdo da umidade e lubrificacao
da pele, além de permitirem a respiracdo cutanea, reproducdo, adesdo ao substrato e termorregulacdo. Ja
a glandula granulosa contém um grande numero de compostos com atividade neurotéxica, vasoconstritora,
alucindgena, anestésica, hipotensiva, antimicrobiana, cardiotdxica, miotdxica, citotdxica e anticarcinogénica

(Gebhard et al., 2004; Nascimento et al., 2003; Toledo & Jared, 1995; Barra & Simmaco, 1995).
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2. Secregao cutanea de sapos Bufonidae

A secrecdo de bufonideos, especialmente os géneros Rhinella e Bufo, é rica em compostos de baixa
massa molecular, dentre eles se destacam as aminas biogénicas, as quais podem ter atividades
simpaticomiméticas, alucindgenas e inflamatdrias, e os bufadienolideos, esteroides que apresentam
atividade cardiotdxica, aumentando a forga de contragdo do coragdo (Habermehl, 1981) pela inibicdo da
enzima Na+ -K+ -ATPase nos cardiomidcitos (Flier, et al., 1980).

Sciani et al. (2013) relatou os efeitos deletérios da secre¢do cutdnea bruta de anuros (Rhaebo
guttatus, Rhinella margaritifera e Phyllomedusa hypocondrialis) no tratamento do cancer de mama
(linhagens MDA-MB-231 e MCF-7), que incluem parada do ciclo celular, redu¢do na proliferacdo celular e
inducdo de apoptose. Schmeda-Hirschmann et al. (2014) revelaram um pronunciado efeito antiproliferativo
do veneno bruto de Rhinella schneideri sobre linhagens celulares de fibroblastos de pulmao (MRC-5), células
epiteliais gdstricas humanas (AGS), cancer de pulmao (SK-MES-1), carcinoma da bexiga (J82) e células de
leucemia promielocitica (HL-60). Os extratos aquosos da pele e glandulas parétidas de Bufo gargarizans
inibem a prolifera¢do de linhagens celulares de carcinoma de figado (HepG2 e Bel-7402), induzindo apoptose
por meio da interrupcdo do potencial de membrana mitocondrial (Qi et al., 2010). Ferreira et al. (2013)
mostrou que o veneno de Rhinella marina apresenta atividade citotdxica contra a leucemia (HL-60),

carcinoma de célon (HCT-116), carcinoma de ovario (OVCAR-8) e glioblastoma (SF295).
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3. Bufadienolideos

Os bufadienolideos sdo um grupo importante de esteroides cardiotonicos poli-hidroxi C-24 e seus
glicosideos, caracterizados por uma a-pirona no C-17. Encontra-se na posi¢cdao C-3 uma hidroxila, mas se
esterificada é chamado bufotoxina (Krenn & Kopp, 1998) que estdo presentes em varios anuros da familia
Bufonidae, exceto espécies de Melanophryniscus (Mebs et al., 2005, 2007). Possuem grande significancia
para o animal atuando em sua fisiologia (homeostase e estresse osmodtico) e defesa (combate a
microrganismos). O estudo dos bufadienolideos em animais comegou pela descoberta de inUmeros desses
compostos no Ch’an Su, pertencente a medicina tradicional chinesa. Pode ter efeitos tdxicos, mas na
dosagem correta funcionam como farmacos. Eles auxiliam em doencas cardiacas, tumores, como analgésico,
anti-inflamatdrio, cardioténico, anestésico, diurético, bactericida e para prurido. Ch’an Su tem origem da
secregao seca das glandulas auriculares e cutanea do sapo B. bufo gargarizans e B. melanostictus, seu efeito
gera um aumento da forca de contra¢cdo do musculo cardiaco, pois interagem com a principal proteina
transportadora das células eucariotas, a bomba de sédio e potéassio (Na+/K+ATPase), que sdo proteinas
enzimdaticas de membrana e funcionam como um transportador eletronico de ions Na+ e K+ entre os meios
intra- e extracelulares, mantendo o potencial de membrana. Com a interacao de bufadienolideos, hd um
aumento na concentrac¢do de ions sédio intracelular, causando também aumento de ions célcio, causando
aumento da for¢a de contracdo do miocardio (Cheng et al., 2019; Li et al., 2015; Cruz & Matsuda, 1993).

Bufalina, cinobufagina, telocinobufagina e marinobufagina (Figura 1) sdo os mais comuns
encontrados na secre¢do de bufonideos do género Bufo e Rhinella. Na ultima década, estudos apontam o
potencial anticarcinogénico dos bufadienolideos, especialmente marinobufagina, telocinobufagina, bufalina
e cinobufagina que mostraram uma acao bioldgica notavel em linhagens de células tumorais humanas (Sousa
et al. 2017). O veneno bruto e seus principais bufadienolideos da espécie Bufo bufo gargarizans cantor
apresentaram um efeito indutor de apoptose relevante de cinobufagina em células de leucemia humana

U937 e HL-60, carcinoma humano hepatocelular Bel-7402 e HepG2 (Qi et al., 2011). Foi descrito o potencial
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antiproliferativo de bufadienolideos isolados como a marinobufagina, bufalina, telocinobufagina,
hellebrigenina e cinobufagina, que tém se mostrado eficientes no combate ao cancer de adenocarcinoma de
colon, cancer de mama e leucemia (Cunha-Filho et al., 2010; Ye et al., 2005; Ogasawara et al., 2001; Nogawa

et al.,2001; Zhang et al., 1992).

Embora bufadienolideos sejam toxinas conhecidas que podem funcionar como um mecanismo de
defesa contra predadores, as propriedades antimicrobianas desses compostos ainda ndo foram investigadas
profundamente. Poucos estudos relatam atividade antibacteriana e antifiingica de bufadienolideos. Cunha
Filho et al. (2005) demonstrou que a telocinobufagina e a marinobufagina, isoladas das secre¢des de pele do
sapo brasileiro Rhinella (Bufo) rubescens, apresentaram efeitos inibitérios contra as bactérias Staphylococcus
aureus e Escherichia coli. Barnhart et al. (2017) demonstrou o efeito inibitério de crescimento antifliingico
dos bufadienolideos arenobufagina, gamabufotalina e telocinobufagina contra o fungo Batrachochytrium
dendrobatidis. Um trabalho inédito foi o de Shibao et al. (2015) onde foi demostrada pela primeira vez a
atividade inibidora de quimotripsina do bufadienolideo telecinobufagina, isolado de Rhinella schneideri.

T 1L

marinobufagina 0=

telocinobufagina bufalina

Figura 1. RepresentacGes de estruturas quimicas de alguns bufadienolideos, encontrados em secre¢do de bufonideos.
As estruturas foram retiradas do PubChem (https://pubchem.ncbi.nim.nih.gov).
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4. Aminas Biogénicas

As aminas biogénicas sdo compostos basicos nitrogenados formados normalmente pela substituicao
de um, dois ou trés atomos de hidrogénio da amdnia por grupos alquila e/ou arila (Shalaby, 1996). Sdo
moléculas de baixa massa e sua formacdo é essencialmente resultado da descarboxilacdo enzimatica de
aminoacidos livres, que geralmente sao derivados triptaminicos e feniletilaminicos, da transaminagdo de
aldeidos e cetonas (Ladero et al., 2010). Estdo classificadas nos seguintes grupos: as indolalquilaminas
(serotonina e seus N-metilados); as imidazolalquilaminas (histamina, seus derivados n-metilados, n-
acetilados e formas ciclizadas de n-metilhistaminas); as monohidroxifenilalquilaminas (L-tirosina, candicina
e leptodactilina); e as catecolaminas (epinefrina, norepinefrina, dopamina e epinina) (Schwartz et al., 2007;
Erspamer, 1994). Sdo componentes enddgenos indispensaveis as células vivas, fundamentais para a
proliferagdo e a diferenciacdo celular, regulacdo das fung¢des do nucleo, sintese de proteinas,
desenvolvimento cerebral, regulacdo e manutengao do sistema nervoso (Santos, 1996; Cardozo et al., 2013).

Aminas inddlicas representam os compostos bioativos mais comuns em pele de anfibios, presentes
particularmente em Bufo, onde sdo produzidos e estocados em grande quantidade, ao contrdrio dos vegetais
e da maioria dos tecidos de outros animais. Sdo moléculas derivadas da descarboxilacdo do triptofano (ex.
serotonina), derivados n-metilados (ex. bufotenina), O-metilbufotenina, ciclicos (ex. dehidrobufotenina) e
sulfoconjugados (ex. bufotionina) (Schwartz et. al, 2007). Estes compostos atuam como vasoconstritores,
convulsivos, alucinégenos e agentes colinérgicos (Toledo & Jared, 1995; Habermehl, 1981). No geral, esses
compostos possuem agao estimulante da musculatura lisa e sdo capazes de irritar as mucosas (Sebben et al.,
1993; Toledo & Jared, 1989).

Recentemente, indolalquilaminas provenientes da secrecdo de bufonideos sdo consideradas
potenciais compostos terapéuticos no desenvolvimento de agentes para o tratamento de disturbios
neuroldgicos, como esquizofrenia, depressdo, ansiedade, disturbios obsessivo-compulsivos e dor cronica,

devido a sua seletividade do receptor 5-HT2A no sistema nervoso central. Em baixas concentracdes sdo
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essenciais para diversas funcdes fisioldgicas, enquanto altas concentra¢des podem causar alguns efeitos
deletérios. Sendo a concentracao desses compostos no veneno do sapo alta, quando um predador tem
contato acaba tendo reacGes tdxicas, como espasmos e vomitos (Qi, et al, 2018). Exemplos de
indolalquilaminas encontradas em veneno de bufonideos sdo: bufotenina, bufotenidina, dehidrobufotenina,
bufoteonina, mexamina (5-methoxytryptamina), sendo que esta Ultima possui poder antioxidante similar ao
da melatonina e ambas sdo derivados triptaminicos (Figura 2) (Zulfiker et al., 2016; Ujvary, 2014; Shen et al.,

2010; Dai et al., 2007; Sementsoy, 1939).
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Figura 2. Representacdes de estruturas quimicas de indolalquilaminas, derivadas de triptofano, encontradas em
secrec¢do de bufonideos. As estruturas foram retiradas do PubChem (https://pubchem.ncbi.nim.nih.gov).
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5. Peptideos antimicrobianos (PAMs)

Anfibios geralmente habitam dreas iUmidas, o que propicia a propagacao de bactérias e fungos e, por
essa razdo, € imprescindivel para o animal a produgdo de compostos antimicrobianos (lzadpanah & Gallo,
2005). Com o aumento de bactérias resistentes aos antibidticos comerciais, os inumeros
peptideos/compostos antimicrobianos isolados da secre¢do cutdnea de anuros apresentam um grande
potencial farmacoldgico.

Acredita-se que as caracteristicas fisico-quimicas comuns aos peptideos antimicrobianos sejam
essenciais para a sua agao na inibicdo do crescimento de bactérias, fungos e protozodrios. A interacdo entre
os PAMs e as membranas bioldgicas é fundamental para a sua a¢do. Os PAMs formadores de poros, por
exemplo, poderiam vir a ser um novo tipo de antibidtico, porque a sua atividade antimicrobiana é induzida
pela interacdo com a membrana da célula e, portanto, a resisténcia a droga seria dificilmente desenvolvida
(Magalh3es et al., 2008; Brand et al., 2006; Leite et al, 2005; Shai, 2002; Giangaspero et al., 2001; Shai, 1999;
Wieprecht et al., 1997). Os PAMs de anuros possuem algumas caracteristicas em comum: apresentam de 10
a 50 residuos de aminodacidos, sendo em maior parte hidrofdbicos; usualmente exibem carga liquida positiva,
conformagdo em a-hélice anfipatica, momento hidrofdébico alto, uma ampla face apolar em contraste com
uma pequena face polar (Nascimento et al., 2003; Hancock & Chapple, 1999). Rash et al. (2010) levantam a
suspeita de que os escassos peptideos do veneno dos bufonideos sejam produtos de degradacdo de
proteinas, envolvidas principalmente no processo de manutencdo celular das proprias glandulas de veneno.

Concluem, portanto, que esses componentes ndo devem contribuir para a toxicidade do seu veneno.

6. PAMs com atividade anticarcinogénica
O cancer afeta tecidos e tipos celulares distintos, caracterizado por crescimento celular anormal e
desordenado. Os tumores apresentam comportamentos especificos, como o potencial replicativo ilimitado

e autossuficiéncia em relagdo aos sinais de crescimento. Células neoplasicas também sdo capazes de escapar
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da morte celular programada, promover angiogénese e evadir do sistema imunoldgico. Estas caracteristicas
sdo também os principais alvos para o desenvolvimento de novas drogas antitumorais (Libério et al., 2013).
O cancer de mama é o segundo tipo de cancer mais comum entre mulheres com faixa etdria maior que 35
anos e uma das causas mais frequentes de morte neste grupo. Diversos fatores estdo relacionados ao
aumento do risco de desenvolver a doenca, tais como: idade, fatores enddcrinos, histéria reprodutiva,
fatores comportamentais/ambientais e fatores genéticos/hereditarios (INCA, 2018).

A descoberta de novas moléculas com atividade antitumoral continua sendo de grande importancia
na pesquisa do cancer. Muitos peptideos antimicrobianos apresentam atividade anticarcinogénica. Um
numero diversificado de organismos produz PAMs, no entanto, a maior fonte destes peptideos é a partir da
secre¢do cutdnea de anuros (Gomes et al., 2007; Doyle et al., 2003). O uso dessas moléculas é vantajoso
porque elas sdo mais seletivas para a membrana de células cancerosas carregadas negativamente, mostram
boa penetracdo nos tecidos devido ao seu pequeno tamanho, agem rapidamente, ndo estimulam a
resisténcia celular, mostram sinergismo com drogas cldssicas, tem um amplo espectro de atividade, sdo
capazes de destruir tumores primdrios e prevenir a metdstase (Bhutia & Maiti, 2008; Hoskin & Ramamoorthy,
2008; Mader & Hoskin, 2006; Shadidi & Sioud, 2003).

Acredita-se que os fosfolipidios carregados negativamente das membranas das células cancerigenas
devem desempenhar um papel importante na atracdo dos PAMs, como na sua atividade litica em células
bacterianas (Hoskin & Ramamoorthy, 2008). As principais estratégias anticancerigenas que os PAMs utilizam
sdo: interagcdo com receptores de membrana, acdo em genes, boa penetracdo, inibicdo de adesdo celular,
inibicdo da angiogénese, maior especificidade, sinergismo com quimioterapicos, inibicdo de proteases e
quinases, inducdo de apoptose, inducdo de necrose e imunoestimulagdo (Libério et al., 2013). Esses
peptideos possuem uma alta especificidade para células tumorais, atuam independentemente do estado
proliferativo das células e sdo ativos contra células de cancer resistentes a multiplas drogas, por ndo atuarem

via receptores (Bhutia & Maiti, 2008; Papo & Shai, 2005).
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7. Inibidores de protease

Proteases sdo enzimas que participam de diversos processos bioldgicos, tais como coagulacdo
sanguinea, digestdo, cicatrizacdo, defesa do hospedeiro, liberacdo de peptideos biologicamente ativos,
cascata do complemento, apoptose e processamento de proteinas apds sua sintese. Porém, também sao
consideradas importantes fatores no desenvolvimento de inimeras doengas humanas e, por isso, devem ser
cuidadosamente controladas (Tillotson et al., 1998; Perkins & Smith, 1993; Gunther et al., 1989; Jackson &
Nemerson, 1980). De acordo com o comité de nomenclatura da Unido Internacional de Bioquimica e Biologia
Molecular, as proteases, também chamadas de peptidases, sdo classificadas em dois grupos principais
dependendo do sitio de agdo dessas enzimas na proteina: as exopeptidases e as endopeptidases ou
proteinases. Sao também classificadas, de acordo com o tipo do grupo funcional presente no sitio catalitico
da enzima, em outros grupos importantes que sdo: serina, cisteina, treonina, aspartico, glutamico,
asparagina, metaloprotease ou do tipo catalitico desconhecido (Rawlings et al., 2014).

Atualmente, existem duas hipdteses para o papel bioldgico dos peptideos inibidores de protease em
peles de anfibios. Uma é que varias enzimas estdo envolvidas no processamento de precursores de peptideos
ou degradacao de peptideos na pele e, os inibidores de protease modulam a atividade desses compostos
para evitar a degradacdo prematura ou a liberacdo de peptideos cutaneos (Mignogna et al., 1996). A outra
hipdtese é que os peptideos sdo anti-infecciosos, desempenhando um papel semelhante aos PAMs, porque
inibem proteases extracelulares produzidas por bactérias invasoras (Conlon et al., 2000).

Os peptideos inibidores de protease sdo categorizados amplamente com base estrutural ou na
protease inibida. Por protease inibida eles sdo classificados em cistatinas, serpinas e inibidores teciduais de
metaloproteases (Song et al., 2008; Bode & Huber, 1992). Os peptideos inibidores de serino protease podem
ser classificados pela presenca de um dominio conservado, nas classes Kunitz, Kasal e Bowman-Birk. Muitos
peptideos inibidores de protease menores que 10 kDa foram encontrados em anfibios. Estes incluem

peptideos bifuncionais, com func¢des inibidoras de protease e antimicrobianas. Em Rhinella schneideri, o
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bufadienolideo telocinobufagina realiza a atividade inibidora de protease. Além da atividade bactericida e

parasiticida, esta é capaz de inibir a acdo da quimiotripsina na concentracdo de 1 mg/mL (Shibao et al., 2015).
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8. Fosfolipase

As fosfolipases sdo uma superfamilia de enzimas que atuam em membranas celulares realizando a
clivagem de fosfolipidios em acidos graxos e lisofosfolipidios. Todos os quatro grupos éster de um fosfolipido
sao suscetiveis a hidrélise, existindo diferentes tipos da enzima dependendo da posi¢do de clivagem, além
da sua fungdo, regulagdo, sequéncia de aminoacidos, localizacdo tecidual, estrutura e papel dos ions
divalentes (Dennis, 1994). Estes grupos sdo: a fosfolipase A1 A, B, C e D (Figura 3). Ha diversas classificacoes
das fosfolipases A, que variam de acordo com sua massa molecular, localizagdo no organismo, estrutura
primdria e secunddria, atividade catalitica e sua fun¢do. Baseado na classificacgdo mais aceita, descrita por
Schaloske & Dennis (2006), as fosfolipases do tipo A, estdo organizadas em cinco grupos. As fosfolipases
secretadas apresentam massa molecular variando entre 13 a 18 kDa e sdo enzimas que dependem de Ca?*
para a catdlise. Este grupo é subdividido em 17 subgrupos denominados IA, IB, IIA, 1IB, IIC, IID, IIE, IIF, III, V,

IX, X, XIA, XIB, XII, XIlI, XIV.

Fosfolipase B ﬁ
H,C =——O=#-C—R,
? ohosfolipase Al
Rr!: “=Q—CH
+ | 0
Fosfolipase A2 HQC—O_"_P\O /CH:j
) O=—CH~CH=N*'-—CH
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Fosfolipase D 3

Figura 3. Sitio de acdo das fosfolipases sobre os glicerofosfolipideos. A molécula de fosfolipideo consiste em glicerol-3-
fosfato. R1 e R2 representam cadeias hidrocarbdnicas de &acidos graxos, que sdo apolares. Retirado de
http://knoow.net/ciencterravida/biologia/fosfolipase.

As fosfolipases do tipo A, (Phospholipases A; - PLA;) tém um importante papel em varias fungdes
celulares, incluindo manutencdo dos fosfolipidios celulares; estdo relacionadas com a liberagdo de acido

araquidonico (um precursor de lipidios bioativos), que gera prostaglandinas, leucotrienos e tromboxanos,
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gue podem estar envolvidos em diversas funcdes bioldgicas, tais como: regulacdao da resposta imune,
inflamagdo e percepgao de dor. Também podem liberar lisolecitinas a partir de lecitina, onde os produtos
estdo envolvidos na resposta de dor e causam hemdlise de eritrécitos. PLA, podem ser encontradas em
plantas, bactérias, fungos, répteis, abelhas, em diversos tipos celulares, tecidos, drgdos de mamiferos e em
peconhas (De Maria, et al., 2007; Schaloske & Dennis, 2006; Kini, 2005; Tsuboi, et al., 2002; Dennis, 2000).
Estdo envolvidas em efeitos farmacoldgicos e fisiopatoldgicos dos organismos vivos e em intoxicagao sendo,
portanto, de grande interesse médico-cientifico (Nevalainen, et al., 2004; Soares, et al., 2004; Dennis, 1994;

Verheij, et al., 1981; Van Den Bosch, 1980).

As peconhas animais sao ricas fontes de PLA; e essas enzimas possuem uma grande variedade de
efeitos farmacoldgicos e/ou tdxicos como mionecrdtico, anticoagulante, inibicdo de agregacdo plaquetaria,
neurotéxico, cardiotdxico, hipotensor e indutor de edema, onde foram encontradas agindo como um
principio ativo na pegconha de serpentes, aranhas, escorpides, abelhas, vespas, moluscos e peixes (Santos-
Filho, et al., 2008 Soares, et al., 2004; Harris, et al., 2000; Singh, et al., 2000; Gutiérrez & Lomonte, 1997). Na
presenca de calcio alguns tipos de fosfolipases A, se mostraram capazes de causar danos a bactérias Gram-
positivas e Gram-negativas devido a sua atividade catalitica, atuando diretamente sobre os fosfolipideos de
membrana (Hurley, 2014). Além disso, outro fator importante que afeta o potencial desta enzima contra
bactérias, é a presenca da parede celular de alguns desses microrganismos. Desta forma, a sucetibilidade de
bactérias Gram-positivas a PLA; varia muito entre espécies, por influéncia de outros fatores, tais como

fatores de crescimento e do estado de degradacdo da parede celular.

Além de pecgonhas, a PLA; em venenos também é alvo de estudos, porém, ainda sdo poucos. Alguns
dos estudos que mostram a presenca da PLA, em anfibios sdo os de Baek et al. (2000), Lai et al. (2000),
Conceicdo et al. (2007), Guo et al. (2012), Pinheiro (2016); Shibao et al. (2018) que mostrou a presenca de
PLA; na Rhinella schneideri e, mais recentemente Souza et al. (2019) e Fusco et al. (2020) que caracterizaram

PLA; de Pithecopus azureus e Argenteohyla siemersi, respectivamente.
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9. Espécies reativas ao oxigénio

O oxigénio é uma molécula fundamental para os organismos aerdbios, utilizada tanto na producao
de energia através da cadeia transportadora de elétrons na mitocéndria de eucariotos, como na membrana
celular de muitas bactérias e em inimeras vias metabdlicas fundamentais. Ao mesmo tempo, seu consumo
é capaz de gerar substancias toxicas intra- e extracelulares. Essas substancias tdxicas sdo geradas durante o
transporte de elétrons, rea¢des enzimaticas, rea¢des de auto-oxidac¢do, pelo grupo heme de proteinas, sendo
comumente chamadas de espécies reativas de oxigénio (ERO), como o oxigénio singlet (0.), o radical dnion
superoxido (0;), o peroxido de hidrogénio (H,0,) e o radical hidroxil ("OH). Algumas dessas EROs sao radicais
livres, outras sdo agentes oxidantes nao radicalares (como o perdxido de hidrogénio). Além disto, algumas
destas moléculas reagem rapidamente apenas com algumas substancias ou moléculas, como é o caso do
perdxido de hidrogénio e do radical hidroxil (Halliwell et al., 2007). Os EROs podem peroxidar lipidios,
desnaturar proteinas e danificar acidos nucléicos, levando a graves danos celulares, teciduais e
consequéncias ao metabolismo (Hansen et al., 2006). Estas moléculas podem desempenhar a a¢do de
sinalizacdo celular além de outros mecanismos sendo, alguns exemplos: controle da ventilagao respiratdria,
apoptose, diferenciacdo e desenvolvimento celular, aderéncia de leucécitos as células endoteliais e ativacdo
da resposta imunoldgica especifica contra patdgenos (Droge, 2002). Alteragdes relacionadas ao ataque de
EROs podem ser causadas por sua excessiva formagdo e/ou ineficiéncia em sua interceptacdo pelas defesas

antioxidantes, gerando o chamado estresse oxidativo.

10. Antioxidantes
As defesas celulares naturais sdo comumente chamadas de antioxidantes e podem ser produzidas
endogenamente ou adquiridas pela dieta. Estdo organizadas em diferentes niveis de protecdo sendo as
principais formas de atuacdo: evitar a formacdo de ERO, neutralizar e reparar danos ocasionados por elas.

Os antioxidantes primarios formam espécies inativas e o radical inerte procedente do antioxidante

33



estabilizado por ressonancia, ndo tem a capacidade de iniciar ou propagar as rea¢des oxidativas. O grupo dos
removedores de oxigénio sdo compostos que atuam capturando o oxigénio presente no meio,
consequentemente tornando-os indisponiveis para atuarem como propagadores da autoxidacdo. Os ions
catalisadores da oxidacao lipidica, sdo principalmente os ions metalicos de cobre e ferro, e ocorre devido a
presenca de um par de elétrons ndo compartilhado na estrutura molecular destes compostos (Tabela 1).
Assim, o termo antioxidante pode ser considerado como qualquer substancia que atrase, previna ou remova
o dano oxidativo de uma molécula-alvo (Halliwell et al., 2007). Entre as principais defesas antioxidantes nao-
enzimaticas da célula estdo as vitaminas C (acido ascérbico) e E (tocoferol), carotendides, flavondides,
pigmentos biliares, urato e o tripeptideo glutationa (GSH), todos sendo captadores de radicais (Reischl et al.,
2007).

Tabela 1. Exemplos de diferentes tipos de antioxidantes baseado no mecanismo de agdo. Adaptado de Hes et al., 2019.

Tipos de antioxidantes Exemplos Fungdo

Antioxidantes sintéticos:
BHA (Butylated hydroxyanisole)
BHT (Butylated hydroxytoluene)

Primarios: TBHQ (tert-Butylhydroquinone)
Bloqueia os radicais doando
Remocdo ou inativagdo de Galato de propila
um atomo de hidrogénio
Radicais Livres Antioxidantes naturais:

Tocoferdis
Aminas aromaticas

Fendlicos

Acido ascérbico

Acido eritérbico Sequestradores de
Removedores de oxigénio Sulfitos, bissulfitos Peréxidos e agentes
Palmitato de ascorbil redutores

Aminoacidos
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Quelacdo de ions metalicos

Acido Citrico para formas de complexos
Agentes
EDTA (acido etilenodiaminotetracético) estdveis, para reduzir a
quelantes/sequestrantes
Fosfato atividade de oxidacao
catalitica

Continuagdo da Tabela 1.

Antioxidantes podem ser utilizados puros ou em combinagdo com outros compostos, sendo possivel o
efeito sinérgico ou antagonistico (Howard, 2000). O sistema de defesa antioxidante pode ser classificado
ainda em dois grupos principais: o grupo de enzimas e o grupo de antioxidantes de baixo peso molecular
(Low molecular weight antioxidants - LMWA). Nesta classe inclui-se um vasto nimero de compostos,
sintetizados in vivo ou obtidos exogenamente, que previnem danos oxidativos por interagGes diretas ou
indiretas. Os LMWA possuem varias vantagens em comparagdo ao sistema de defesa do grupo de enzimas,
como maior capacidade de penetragdo, um espectro mais amplo de atividade e a capacidade de ser
regenerado pela célula (Guaratini et al., 2007).

A pele de anfibios desempenha um papel importante na captacdo de oxigénio na dgua e no ar. Quando
a concentracdo de oxigénio é maior, a pele é quem consome mais do oxigénio absorvido, ao invés de atender
os requisitos de outros tecidos. Além disso, a perda de agua do corpo pode aumentar a suscetibilidade aos
danos oxidativos. De qualquer forma, a pele de anfibios esta destinada a ser a linha de frente na batalha
contra os radicais (Franca et al., 2007; Vitalis, 1990; Pinder et al., 1986). Devido aos habitats, ambientes
especiais e sua fragil pele, os anfibios sofrem lesGes por espécies reativas de oxigénio (EROs) de natureza
biolégica e ndo bioldgicas ao ficarem expostos a infeccGes, feridas e radiagdo UV (Yin et al., 2014; Zocche et
al., 2014). Para confrontar o estresse oxidativo, a pele dos anfibios desenvolveu um eficiente sistema de
defesa antioxidante com dois grupos principais. O primeiro grupo sdo enzimas antioxidantes, como
peroxidase, catalase e superdxido dismutase. O segundo grupo compreende antioxidantes de baixo peso
molecular, como glutationa, dinucledtido de nicotinamida e adenina, carnosina, caroteno, polifendis, acido

urico e acido lipdico, que eliminam EROs doando elétrons (Feidantsis et al., 2013; Halliwell, 2006; Kohen,
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2000; Kohen, 1999; Chevion & Berry, 1997; Kohen et al., 1996; Shindo et al., 1993; Schallreuter & Wood,
1989).

No estudo utilizando o veneno de Rana pleuraden feito por Yang et al. (2009), foram encontrados dentre
11 grupos de antioxidantes peptidicos 7 grupos que exercem atividades antioxidante e antimicrobiana,
enquanto outros 4 tém apenas atividade antioxidante. Liu et al. (2010) identificou um peptideo chamado
antioxidin-RL do anuro Odorrana livida com atividade antioxidante. De acordo com Guo et al. (2014), na
analise das espécies de anfibios asiaticos Hylarana taipehensis, Amolops lifanensis e Amolops granulosus, foi
mostrado que os peptideos antioxidantes taipehensin-1TP1 e taipehensin-2TP1 ndo apresentam atividade
antimicrobiana, enquanto outros 6 peptideos antioxidantes temporin-TP1, brevinin-1TP1, brevinin-1TP2,
brevinin-1TP3, brevinin-1LF1 e palustrin-2GN1, mostraram atividades antimicrobianas. Wang et al. (2017)
identificaram 50 novos peptideos com capacidade antioxidante e/ou antimicrobiana de quatro espécies de
anfibios: Amolops daiyunensis, Pelophylax hubeiensis, Hylarana maosuoensis e Nanorana pleskei. Esses
peptideos foram classificados em 21 familias. Entre os peptideos que sdao antioxidantes, destaco: temporin-
MS1 e nigroain-K-SN1, que possuem atividade antibacteriana e antifungica; ranacyclin-HB1, pleskein-2 e
nigroain-B-MS1, que possuem atividade contra bactéria Gram-positiva; nigroain-D-SN1, que possui baixa
atividade hemolitica; daiyunin-1, que ndo possui atividade hemolitica; e os peptideos maosonensis-1MS1,
odorranaopin-MS2, nigroain-C-MS1, que apresentam apenas atividade antioxidante. No estudo de Barbosa
et al. (2018) foi identificado o peptideo antioxidin-I, que também possui atividade antioxidante e esta
presente na secre¢do cutanea de 4 anuros tropicais (Phyllomedusa nattereri, Phyllomedusa tarsius,
Phyllomedusa distincta e Pithecopus rohdei). O trabalho recente feito por Placido et al. (2020) apresenta o
peptideo antioxidante salamandrina-l na secrecdao de Salamandra salamandra, mas esse peptideo ndo
mostrou atividade antibacteriana (Tabela 2). Kolodziejczyk-Czepas et al. (2016) realizou o primeiro trabalho
analisando a atividade antioxidante de um bufadienolideo da planta Kalanchoe daigremontiana. Baldo (2016)

em sua tese estudou a secrecao de Rhinella schneideri com compostos de baixa massa molecular, e umas das
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atividades constatadas foi a de protecao antioxidativa contra a producao de EROs em mitocondrias utilizando

100 pg/mL, mas nio foram capazes de determinar por qual mecanismo antioxidativo.

Tabela 2. Grupos peptidicos que possuem atividade antimicrobiana e/ou antioxidante, descritos em ordem nos artigos
de Yang et al. (2009), Liu et al. (2010), Guo et al. (2014), Wang et al. (2017), Barbosa et al. (2018), Placido et al. (2020).

Espécie Familia de peptideos | Antimicrobiano | Antioxidante
Pleurain-Al X X
Pleurain-D1 X X
Pleurain-E1 X X
Pleurain-G1 X X
Pleurain-J1 X X
Rana pleuraden Pleurain-K1 X
Pleurain-M1 X X
Pleurain-N1 X
Pleurain-P1 X
Pleurain-R1 X X
Antioxidin-RP1 X
Odorrana livida Antioxidin-RL X
Taipehensin-1TP1 X
Hylarana taipehensis, Amolops Taipehensin-2TP1 X
lifanensis e Amolops granulosus Temporin-TP1 X X
Brevinin-1TP1 X X
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Brevinin-1TP2

Brevinin-1TP3

Brevinin-1LF1

Palustrin-2GN1

Amolops daiyunensis, Pelophylax
hubeiensis, Hylarana maosuoensis e
Nanorana pleskei

Maosonensis-1MS1

Odorranaopin-MS2

Nigroain-C-MS1

Temporin-MS1

Nigroain-K-SN1

Ranacyclin-HB1

Pleskein-2

Nigroain-B-MS1

Phyllomedusa nattereri,
Phyllomedusa tarsius, Phyllomedusa
distincta e Pithecopus rohdei

Antioxidin-I

Salamandra salamandra

Continuacdo da Tabela 3.

Salamandrina-I
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11. Rhinella mirandaribeiroi

A espécie de anuro Rhinella mirandaribeiroi, nome popular Cururuzinho (Figura 4), pertence a familia
Bufonidae, conhecida popularmente como sapos-cururus (Gallardo, 1965). No Brasil, a familia Bufonidae é
representada por oito géneros e o género Rhinella contém 40 espécies (Sousa et al., 2017). A reproducdo da
espécie Rhinella mirandaribeiroi ocorre em lagoas permanentes ou temporarias, em dareas abertas apds
fortes chuvas de verdo. Ja foi encontrada vocalizando em barragens, solo Umido, areia fina e areas alteradas,
nos meses de janeiro, fevereiro, setembro e outubro, durante a estagdo seca abriga-se em cupinzeiros. E
endémica do bioma Cerrado, ocorrendo nos estados da Bahia, Goias, Maranhdo, Mato Grosso, Mato Grosso
do Sul, Minas Gerais, Piaui, Tocantins, em enclaves do Cerrado nos estados do Amazonas, Para e Rondobnia e
no Parque Nacional Noel Kampf, na Bolivia. O status de conservac¢do da espécie nao foi avaliado pela IUCN
(2021) (International Union for Conservation of Nature’s Red List of Threatened Species) até o momento.

Os machos adultos de Rhinella mirandaribeiroi possuem um tamanho de 4,09 a 7,14 cm e fémeas de
491 a 7,3 cm. Esta espécie é caracterizada por possuir glandula parétida pouco evidente, uma linha
longitudinal no dorso de cor esbranquicada, cabeca alongada com focinho e narinas proeminentes, pele
extremamente granulosa e cristas craniais bem desenvolvidas e queratinizadas (Narvaes & Rodrigues, 2009).
Os trabalhos com esta espécie sdo de relatos da herpetofauna e relacionados a taxonomia e ecologia, ndo ha

artigos sobre a caracteriza¢do bioquimica do veneno até o momento.
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Mauro:Teixeira dunior

Figura 4. Espécimes de Rhinella mirandaribeiroi.
Disponivel em http://www.amphibiaweb.org.

Fotografados por Mauro Texeira Junior e Danusy Lopes Santos.
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E de conhecimento geral cientifico toxinoldgico sobre a secregdo cutanea dos anfibios ser uma rica
fonte natural de peptideos com atividades anticarcinogénica e antimicrobiana (Nascimento et al., 2003; Barra
& Simmaco, 1995). Atualmente, o nimero de compostos bioativos ndo-peptidicos isolados da secregdo
cutanea de anfibios, com atividades semelhantes aos peptidicos vem crescendo rapidamente,
principalmente compostos de baixa massa molecular. Contendo essa grande diversidade de anuros no nosso
pais, o estudo desse tipo de composto e desses animais se faz muito importante. Como, por exemplo,
compostos aminogénicos e esteroidais, que podem possuir atividade antioxidante que é muito pouco
explorada em anfibios. Sendo encontrado artigos recentes relatando apenas a atividade antioxidante
peptidica e um Unico trabalho de bufadienolideo, porém de planta (Placido et al., 2020; Barbosa et al., 2018;
Wang et al., 2017; Kolodziejczyk-Czepas et al., 2016; Guo et al., 2014; Liu et al., 2010). Em relagdo a
fosfolipase em secrecdo cutanea de animais como anfibios sendo alvo de estudos, também é pouco
explorada. Podemos citar os recentes estudos de Shibao et al. (2018) que mostrou a presenca de PLA; na
Rhinella schneideri; Souza et al. (2019) e Fusco et al. (2020) que caracterizaram PLA; de Pithecopus azureus
e Argenteohyla siemersi, respectivamente. A desregulacdo de fosfolipases contribui para diversas doencas
humanas e, portanto, foram identificadas como alvos terapéuticos para a prevencao e tratamento. O estudo
e caracteriza¢do da composi¢do da secrecdo cutanea de anfibios sdo de extrema relevancia, podendo ajudar
a esclarecer questGes taxonomicas, identificar drogas terapéuticas em potencial, antimicrobianos,

antitumorais e antioxidantes, além de auxiliar no entendimento da biologia dos anfibios.
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Obietivos

Objetivo geral

Isolar, identificar e caracterizar compostos bioativos da secre¢do cutanea de Rhinella

mirandaribeiroi.

Objetivos especificos

e Analisar atividades bioldgicas da secrecdo cutanea de Rhinella mirandaribeiroi.

e Determinar o ICso da secrecdao cutanea de Rhinella mirandaribeiroi para as linhagens:
B16F10, Hela e MCF-7.

e Fracionar a secrecdo cutanea de Rhinella mirandaribeiroi utilizando cromatografia liquida
de fase reversa (RP-HPLC).

e Identificar as fragdes que apresentarem atividade antibacteriana, antifingica, degradacao
de fosfolipidios ou antioxidante.

e Determinar o MIC das fragGes citoliticas para as cepas de Escherichia coli (ATCC 25922),
Staphylococcus aureus (ATCC 25923) e Candida albicans (ATCC 10231).

e Determinar por espectrometria de massa MALDI-TOF/TOF a massa molecular dos

compostos bioativos.
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Haterviacs e



1. Coleta e extracao da secre¢ao cutanea

Adultos de Rhinella mirandaribeiroi foram coletados no municipio de Monte Alegre de Goids — GO,
com autorizacdo do ICMBio (Licenga SIS/BIO n°64675-2). A secrecdo foi extraida no local de coleta por meio
de eletroestimulacdo, 50 mV por 6 segundos (Grant, 2002). A pele foi lavada com agua deionizada e a
secre¢ao armazenada a -20 °C. Os animais utilizados foram mantidos sob observagdo por 30 min e devolvidos
ao seu local de origem. A técnica empregada para a extra¢do da secre¢dao ndo resulta na morte, danos fisicos
ou mudangas comportamentais de nenhum individuo utilizado neste estudo. No laboratdrio de Toxinologia

— UnB a secrecdo foi liofilizada (L101 — Liobras Brasil) e armazenada a -20 °C até o uso.

2. Purificagcdo dos compostos

2.1. Fracionamento Cromatografico RP-HPLC

Aliquotas de 20 mg da secrecdo bruta de Rhinella mirandaribeiroi liofilizada foram solubilizadas com
1 mLde 0,12% (v/v) de acido trifluoracético - TFA/dgua, homogeneizadas e centrifugadas por 13 min a 13000
rom. Do sobrenadante obtido, 100 pL foi injetado em uma coluna analitica Ci1s de fase reversa (Vydac
218TP54, 250mm x 4,5mm, 5um).

A cromatografia foi realizada em gradiente linear da solugdo A (0,12% de TFA em 4gua) a 60% da
solugdo B (0,12% de TFA em acetonitrila) por 60 min, a um fluxo de 1mL/min e detecgdo a 216 nm. As fragGes
foram coletadas manualmente, secas sob vdcuo em speed vac (Thermo Scientific SPD121P SpeedVac) e

armazenadas a -20°C.

2.2.Fracionamento Recromatografico RP-HPLC
Foram concentradas dez fragGes secas provenientes do primeiro passo cromatografico em um tubo

para a recromatografia da Fracdo 22 e Fragdo 12, e apenas 1 fracdo seca do primeiro passo cromatografico
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foi utilizado para a recromatografia da Fracdo 5. Estas amostras foram solubilizadas em 200 pL de 0,12% (v/v)
de acido trifluoracético - TFA/agua. Foram injetadas aliquotas de 100 puL em uma coluna analitica Cis de fase
reversa (Vydac 218TP54, 250mm x 4,5mm, 5um), a mesma coluna utilizada no fracionamento da secrecdo
bruta.

Para a recromatografia da Fracdo 22, foi realizado gradiente da solucdo A (0,12% de TFA em agua)
até 38% da solugdo B (0,12% de TFA em acetonitrila) de 0 a 15 min, tornando isocratico a 38% da solugdo B
até 40 min, a um fluxo de 1ImL/min e detecgdo a 216nm. As fragdes foram coletadas manualmente, secas sob
vacuo em speed vac e armazenadas a —20°C.

Para a recromatografia da Fragdo 5 foi realizado gradiente da solu¢do A (0,12% de TFA em agua) até
8% da solugdo B (0,12% de TFA em acetonitrila) de 0 a 5 min, 15% de 5 a 10 min e 20% de 10 a 20 min, a um
fluxo de 1mL/min e detecgdo a 216nm. As fracdes foram coletadas manualmente, secadas sob vacuo em
speed vac e armazenadas a —20°C.

Para a recromatografia da Fra¢do 12 foi realizado gradiente da solugao A (0,12% de TFA em agua) a
20% da solucdo B (0,12% de TFA em acetonitrila) de 0 a 15 min, 30% de 15 a 20 min, tornando isocratico em
30% até 45 min, a um fluxo de 1mL/min e detecgdo a 216nm. As fragdes foram coletadas manualmente,

secadas sob vacuo em speed vac e armazenadas a —20°C.

2.3.Absorbancia UV

Foi analisado o espectro de absorcdao UV (200 a 400 nm) das fragdes 5 e 12. Para a Fragdo 5 (0,01
mg/mL) a absorbancia foi mensurada no espectrofotdmetro UV-Visivel (Shimadzu UV 1800, Shimadzu
Corporation, Kyoto, Japdo) e foi utilizado como referencial o espectro de triptofano (0,049 mM), ambas as
amostras foram solubilizadas em agua deionizada. O espectro de absorbancia UV-Vis da Fracdo 12 foi

analisado na prdpria corrida analitica cromatografica realizada no HPLC.
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3. Ensaios bioldgicos

3.1. Avaliagao da atividade antibacteriana

Para identificacdo da atividade antibacteriana da secrecao bruta, fracdes cromatograficas e Fracdo 5
em diluicdo seriada, foi realizado um ensaio antimicrobiano, seguindo protocolo padronizado do Laboratério
de Toxinologia-CFS, utilizando linhagens de bactéria Gram-negativa (Escherichia coli - ATCC 25922), de
bactéria Gram-positiva (Staphylococcus aureus - ATCC 25923). O ensaio antibacteriano foi feito em placa
multi-pogos de fundo chato de 96 pogos (Nunc F96, Denmark) para avaliar a inibicdo do crescimento das
bactérias. O meio de cultura utilizado foi Mueller Hinton (MH). O controle de inibigdo do crescimento foi feito
com formaldeido 0,4% com a suspensao de bactéria.

As bactérias foram cultivadas em 7 mL do meio MH estéril, sob agita¢do por 24 h a 37°C, chegando a
densidade dptica igual a 1 em 625 nm. O indculo é preparado com uma dilui¢do inicial de 1:100 (indculo A),
e a diluicdo final é preparada com o inéculo A, diluido 1:20, para cada linhagem. As amostras e a secrecao
bruta (20 mg/mL) sdo suspendidas em agua deionizada estéril. Em cada poco foi pipetado 50 pL de amostra
e 50 L do indculo preparado anteriormente. Foi realizado também um ensaio com a Fragdo 5 e o extrato
aquoso da secrec¢do bruta, em diluicdo seriada de suas concentragGes. Para os controles foi pipetado 50 pL
de MH e 50 pL do inéculo bacteriano a ser testado, para o controle de crescimento positivo; 50 uL de
formaldeido e 50 uL do indculo bacteriano, para o controle de crescimento negativo. O ensaio foi feito em
triplicata e, a placa foi incubada por 24 horas a 37°C em estufa. A avaliacdo do crescimento foi feita por

densidade dtica em leitora de placas (Multiskan FC Thermo Scientific, USA) a 620nm.

3.2. Avaliagao da atividade antiftingica
Para identificacdo da atividade antimicrobiana da secrecdo bruta, fracdes cromatograficas e Fracdo
em diluicdo seriada, foi realizado um ensaio antimicrobiano, seguindo protocolo padronizado do laboratério

de Toxinologia-CFS, utilizando a linhagem de levedura (Candida albicans- ATCC 10231). Para o ensaio
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antifungico com Candida albicans, foi utilizado como meio o BHI (Brain Heart Infusion) com preparo segundo
fabricante, para o ensaio com o extrato aquoso da secrecdo bruta (20 mg/mL), screening das fracdes e
diluicdo seriada da Fracdo 5. O controle de inibicdo do crescimento foi feito com formaldeido 0,4%.

A levedura foi cultivada em 7 mL de meio BHI, sob agitacdo por 24 h a 37°C, alcancando a densidade
Opticaigual a1 em 625 nm. O indculo é preparado com uma diluicdo inicial de 1:100 (indculo A), e a diluicdo
final é preparada com o indéculo A, diluido 1:20. As amostras sdo suspendidas em dgua deionizada estéril. Em
cada pogo foi pipetado 50 pL de amostra e 50 uL do indculo preparado anteriormente. Para a Fragdo 5 e
extrato aquoso da secrec¢do bruta, foi feito em diluicao seriada de suas concentragées. Para os controles foi
pipetado 50 uL de BHI com 50 pL do indculo, para controles de crescimento positivo; 50 pL de formaldeido e
50 plL do inéculo, para controles de crescimento negativo. Os ensaios foram feitos em triplicata e as placas
incubadas por 24 horas a 37°C em estufa. A avaliagdo do crescimento foi feita por densidade 6tica em leitora

de placas (Multiskan FC Thermo Scientific, USA) a 620nm.

3.3. Cultivo de células animais e ensaio de viabilidade celular

Para a identificacdo da atividade citotéxica da secrecdo bruta de Rhinella mirandaribeiroi foi seguido
o protocolo padronizado do laboratério de Toxinologia-CFS. As linhagens celulares empregadas foram a de
adenocarcinoma mamario humano (MCF-7), carcinoma uterino humano (Hela) e melanoma murino (B16-
F10), que foram obtidas do banco de células American Type Culture Collection (ATCC — Cole¢do Americana de
Cultivos Tipicos) e foram cultivadas de acordo com o protocolo do mesmo. No fluxo laminar, ja limpo e
esterilizado pelo UV, a linhagem celular congelada em solvente de Dimetilsulféxido (DMSO), foi descongelada
rapidamente diluindo 1 mL da célula congelada em 9 mL de meio de cultura a uma temperatura de 37°C —
1% de antibidtico, 10% de SFB, 0,01 mg/mL de insulina e o restante do volume com o meio de cultura EMEM
(Eagle's Meio Essencial Minimo) - e imediatamente centrifugada por 5 min a 2000 rpm. Posteriormente o
sobrenadante foi descartado e o pellet foi ressuspendido em 1 mL do meio de cultura. As células, entao,

foram incubadas em 5 mL de meio em garrafas de 25cm?, a 37°C com 5% de CO, em uma estufa por 24 h. No
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dia seguinte, foi analisada a morfologia das células incubadas por meio de um microscépio de luz invertido.
As células que nao fixaram na parede da garrafa ou que estavam mortas, foram descartadas juntamente com
o0 meio antigo, para entdo ser colocado um meio de cultura novo e retornar a garrafa para a estufa.

No terceiro dia, foi verificado novamente a morfologia, crescimento das células e possivel
contaminacado da garrafa, para entdo prosseguir e montar uma nova garrafa a partir daquela. O meio antigo
foi descartado, e 3 mL de tripsina foi pipetado na garrafa, por aproximadamente 3 min ficou incubado na
estufa, para que as células fixadas se soltassem da garrafa. Apds 3 min, a garrafa foi analisada no microscépio
de luzinvertido para confirmar se as células haviam se soltado. Foi, entao, adicionado 3 mL de meio de cultura
para neutralizar a tripsina e centrifugado por 5 min a 2000 rpm. O sobrenadante foi descartado e o pellet
formado foi ressuspendido em 1 mL de meio. Na nova garrafa, foram despejados 5 mL de meio de cultura e
incubados 200 pL da ressuspensdo celular (proporgdo 1:5).

No dia seguinte, a garrafa com as células a serem utilizadas foi novamente trocado o meio antigo,
porém, antes de voltar para a garrafa, 100 L de célula foi pipetado com 50 uL de azul de Tripan em um tubo.
Dessa solucdo, 10 pL foram pipetados no quadrante da cdmara de Neubauer. Foi realizada a contagem de
células utilizando o microscdpio, para ter uma estimativa da quantidade a ser usada no ensaio. A férmula

utilizada para a quantificagao foi:

Numero de células contadas
4

x fator de diluicdo x 10*

Em uma barquinha, foi adicionada a quantidade de células devida, com o meio de cultura. Foi
utilizado 200 pL de volume final para cada poco, usando 8.10° de células como a quantidade de células
padrdo, e o ensaio foi realizado em triplica para cada concentracdo da secrec¢do. A placa de 96 pocos ficou
incubada na estufa por 24 h.

No dia seguinte, o meio que estava na placa foi descartado (as células se fixam no fundo dos pogos
da placa) e as amostras ressuspendidas foram incubadas com as células por 24 h na estufa. Apéds as 24 h, foi

preparada a solug¢do do MTT (3-4,5-dimethylthiazol-2,5 biphenyl tetrazolium bromide) para a determinacdo
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da viabilidade celular (Mosmann, 1983). Foi diluido 150 puL de MTT em 15 mL de meio. Para o preparo da

solugdo de MTT, foi utilizado a equagao abaixo:

Solugdo de MTT: (15 pL de MTT x n° de pogos) + (135 pL de meio x n° de pogos)
O meio de cultura antigo da placa foi descartado e, entdo pipetado 150 uL nos pogos do novo meio
com MTT, onde ficou incubado na estufa por 3 h. Apds tempo de incubag¢do, o meio de cultura foi descartado,
e se adicionou 100 pL de DMSO, homogeneizando cada pogo. A leitura da placa foi feita a 595 nm em um

espectrofotdmetro de placas (Multiskan MCC/349, ThermoFisher Scientific).

3.4.Citometria de fluxo - Ensaio apoptético

A citometria de fluxo é uma técnica quantitativa de analise celular que possibilita a medida
simultanea de multiplas caracteristicas fisicas, quimicas e biolégicas de células em suspensdo, orientadas
num fluxo laminar e interceptadas uma a uma por um feixe de luz (Riley, 2005). Este ensaio consiste na
ligacdo eficiente da proteina anexina V aos residuos do fosfolipidio fosfatidilserina. Na célula vidvel, estes
residuos se encontram na face interna da membrana plasmdtica. Entretanto, quando o processo de apoptose
é iniciado, estes residuos sdo rapidamente translocados para a face externa da membrana, permitindo a
ligacdo da proteina anexina V. O lodeto de Propideo (Pl), corante com afinidade por DNA, é usado para
distinguir células vidveis de ndo-vidveis, uma vez que células vidveis com membrana intacta sdo
impermedveis ao corante, enquanto que membranas de células mortas ou danificadas sdo permedveis. Além
disso, o Pl é usado em conjunto com a anexina V para permitir a identificacdo de células em estagio inicial e
final de apoptose (Van Engeland et. al., 1996).

Esse ensaio teve como objetivo observar se a Fra¢do 5 seria toxica a célula. As células da linhagem
MCF-7, foram cultivadas de acordo com o protocolo do ATCC, como visto no tépico anterior. Foram
plaqueadas em placa de 24 pogos (30 x 103 células por poc¢o) e estabeleceram-se por 24 h. Depois dessas 24
h, as amostras — Fracdo 5 (3 mg/mL) e acido ascérbico (0,1 mM) — foram adicionadas ao meio celular por 15

min, posteriormente foi acrescentado o H,0, (0,1 uM) e foram incubadas por mais 24 h. No terceiro dia, as
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células foram recuperadas com tripsina, lavadas com PBS e ressuspendidas no tampao de ligacdo de Anexina
V. Foi acrescentado Anexina V e lodeto de Propideo (PI) de acordo com o protocolo de Peres & Curi (2005) e
levado ao citometro (MUSE - Guava Muse cell analyser da Lumine), onde foi seguido o protocolo do
fabricante para apoptose e morte celular. Foram realizados sete tipos de tratamentos com a MCF-7, incluindo
os controles: Fracdo 5, Fracdo 5 + H,0, apds 15 min, Acido ascérbico, Acido ascérbico + H,0, apds 15 min,

H,0,, Anexina V + Pl e Anexina V.

4. Caracterizagao da Inibicao Enzimatica

4.1. Tripsina

A andlise de inibicdo da tripsina foi realizada segundo o método de Oliva et al. (1996), com
modificacdes. O substrato DL-BAPNA (Sigma-Aldrich) foi utilizado em concentracao final de 2 mM. A
guantidade de BAPNA calculada foi diluida primeiramente em 1 mL de DMSO e o volume final necessario foi
completado com a adi¢do de tampao Tris-HCI (50mM) + CaCl, (20 mM), pH 8,2. Para o preparo da enzima,
uma quantidade minima de tripsina foi dissolvida em 1 mL de HClI 1 mM, que foi diluida consecutivamente
até atingir a concentragédo final de 0,064 mg/mL, medida no espectrofotdmetro do modelo Shimadzu 1800
UV (Shimadzu Corporation, Kyoto, Japdo) a 280 nm. A secrecao bruta de Rhinella mirandaribeiroi (10 mg) foi
ressuspendida em 1mL do tamp3ao Tris-HCI (50 mM) + CaCl, (20 mM), pH 8,2 e o ensaio usou como sistema

o descrito na Tabela 3, em temperatura ambiente.
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Tabela 4. Sistema de avalia¢do de inibi¢do de tripsina sobre BAPNA. Como amostra foi utilizado a secre¢do cutanea de
Rhinella mirandaribeiroi (10 mg/mL) em cada pogo.

Acido
T a A Tripsi
ampdo mostra ripsina Substrato Acético
Amostra 40 plL 40 plL
100% de
atividade . .
o . 40 plL 40 pL 15 min 200 pL 30 min 30 uL
enzimatica
0% de
hidrélise 80l

4.2.Quimotripsina

A andlise de inibi¢do da quimotripsina foi realizada segundo o método de De Freitas et al. (1999) com
modificagdes. O substrato GPNA (Sigma-Aldrich) foi utilizado na concentragdo final de 2 mM. As quantidades
calculadas foram diluidas em 500 pL de DMSO e o volume final necessdrio completado com a adicao de
tampao Tris-HCl (50 mM) + CaCl, (20 mM), pH 7,6. Para o preparo da enzima, uma quantidade minima de
guimotripsina foi dissolvida em 1 mL de HCI 1 mM, que foi diluida em tampdo Tris-HCl até atingir a
concentracdo final de 0,63 mg/ml, medida em espectrofotémetro do modelo Shimadzu 1800 UV (Shimadzu
Corporation, Kyoto, Japdo) a 280 nm. A secrecdo bruta 10 mg/mL foi ressuspendidos em 1 mL do tampéao
Tris-HCIl (50 mM) + CaCl; (20 mM), pH 7,6 e o ensaio usou como sistema o descrito na Tabela 4, em

temperatura ambiente.

Tabela 5. Sistema de avaliagdo de inibigcdo de quimotripsina sobre GPNA. Como amostra foi utilizado a secrecdo
cutanea de Rhinella mirandaribeiroi (10 mg/mL).

Tampao Amostra  Quimotripsina Substrato AC,K!O
Acético

Amostra 40 uL 40 uL

100% de

atividade 40 pL 40 pL 30 puL
enzimatica 15 min 200 pL 30 min

0% de
hidrélise souL
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Atividade fosfolipasica

Para a identificacdo da atividade fosfolipdsica da secrecdo bruta e fragdes cromatograficas, foram
feitas triplicatas, baseadas no método descrito por Marinetti (1965). Para o ensaio foi utilizado como
substrato fosfatidilcolina na concentragdo de 3 mM diluido em tampdo Tris-HCL (100 mM, pH 8,0). Foram
utilizadas 5 corridas cromatograficas de cada fragdo, ressuspendidas em 10 PL de Tris-HCI mais 10 ML cloreto
de calcio (10 mM, pH 8,0), deixando reagir por 30 min. A secre¢do bruta de R. mirandaribeiroi (5 mg) foi
ressuspendida em 500 L de Tris-HCl mais 500 LLL de cloreto de calcio, homogeneizada e centrifugada por 10
min a 13000 rpm, utilizando o sobrenadante no ensaio. Para controle positivo foi utilizado secre¢do da
jararaca Bothrops moojeni (2 mg) e Pithecopus hypochondrialis (5 mg), para o controle negativo a emulsdo
com os tampdes. Em cada pogo, foi adicionado 150 pL da emulsdo de fosfatidilcolina mais 20 LL das amostras.
A atividade fosfolipdsica foi monitorada por espectrofotémetro. A leitura do ensaio fosfolipasico foi realizada

em 405 nm (Multiskan MCC/349, ThermoFisher Scientific), apds 2 h e 24 h de incubacdo.

6. Ensaios Antioxidantes

6.1. Ensaio de redugdo de Ferricianeto de potassio em Ferrocianeto de potassio

O ferricianeto (0,1%) foi incubado com a secregdo (10 mg/mL) ou fragGes cromatograficas na
proporcdo de 1:1 por 12 h. O ensaio consiste na reducdo [Fe(CN)s]* em [Fe(CN)s]* na presenca de um agente
redutor, que altera a cor do ensaio de azul para verde. Para o controle negativo foram incubados 100 uL de
ferricianeto de potassio (0,1%) + 100 L peroxido de hidrogénio, para os controles positivos foram incubados
100 pL de ferricianeto de potassio (0,1%) + 100 uL agua deionizada e 100 pL acido ascérbico (10 mg/mL). O
ensaio foi realizado em placa de 96 pocos e lido a 407 nm em leitora de placas (Multiskan FC, Thermo

Scientific, San Jose, CA, EUA).
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6.2.Método de degradagao da 2-DR pelo radical OH

A medida do dano oxidativo a 2-desoxirribose (2-DR) foi realizada através do ensaio
espectrofotométrico proposto Gutteridge & Halliwell (1988) com modificagdes (Genaromattos et al., 2009).
Onde cria-se um sistema reacional in vitro, para formacao de radicais livres que ocasiona o dano a pentose
do DNA. Isso ird avaliar se as amostras sdo capazes de proteger a 2-DR do dano oxidativo ocasionado pelo
radical hidroxil. Neste ensaio, *OH é gerado pela reacdo do cloreto férrico (FeCl®) e EDTA na presenca de
ascorbato, que reage para formar Ferro(ll)-EDTA juntamente com ascorbato oxidado. O H,0, reage com
Ferro(I)-EDTA para formar Ferro(lll)-EDTA e ¢OH através da rea¢do de Fenton. O radical formado pode entdo
reagir com 2-desoxirribose degradando-o, formando malonaldeido (MDA). Sob aguecimento com acido
tiobarbitirico (TBARS) em pH baixo, apresentam coloracdo rosada, sendo monitorado por
espectrofotometria na regido do visivel (532 nm). Substancias que tenham propriedades antioxidantes
podem competir com a 2-desoxirribose pelo radical, produzindo uma diminui¢do na intensidade da coloragdo
(Alves et al., 2010). Entdo, a a¢do dos antioxidantes presentes na amostra retarda a formacdao do MDA
reduzindo a intensidade da coloragdao do meio reacional. Assim, uma baixa absorbancia indica uma elevada
atividade antioxidante. A degradacao oxidativa da desoxirribose é catalisada por Fe(lll)-EDTA mais ascorbato

(oxi-reducdo), conhecida como reac¢do de Fenton, esta ilustrada abaixo:

Fe (Il1) — EDTA + ascorbato = Fe(ll) + ascobil
0, + ascobato Fe(lll)—EDTA -> O, + ascorbil
20, +2H" > H;0, + 0,
Fe (1) — EDTA + H,0, > Fe(lll) + "OH + OH
Desoxirribose + *OH - degradacdo
A reacdo padrdo de volume final 1200 pL, foi preparada com os seguintes reagentes: Agua
deionizada, Tamp3o Kpi 100 mM a um pH de 7,2, Desoxirribose 50 mM, EDTA 500 uM, FeCls 500 pM, Acido

ascorbico 1 mM, TBA 1% e Acido fosférico 4% (v/v). Foi utilizado a concentragdo das amostras da Fragdo 5
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em 10 mg/mLe Fracdo 12 em 1 mg/mL, feito em 5 tempos de incubacdo e em duplicata. A reacdo foi realizada
em micro tubos estéreis, diferentes para cada tempo de incubacdo, adicionando os reagentes em uma
ordem, volume e tempo especificos para cada um (Tabela 5). Para parar a reacdo de cada tempo, foi
adicionado o TBA, acido fosférico e incubacdo final a 100°C, por 15 min. Nos tubos de tratamento B (branco),
onde ndo é observado dano oxidativo, o ascorbato que é usado para iniciar a reacao de formacao dos radicais
livres, é incluido no final da reagado, sdo pipetados até o 5° reagente, e ndo hd adicdao da amostra analisada,
apenas os 160 uL de dgua pura (Tabela 6). Apds incubagdo dos tempos indicados para cada tubo B, é pipetado
do 6° ao 8° reagente sem pausa, para ndao haver tempo de rea¢do com o ascorbato. A curva padrao de
incubagdo do ascorbato, onde é observado a formagdo do complexo TBA-MDA (dano oxidativo), € o mesmo
realizado na tabela 6, sem a amostra analisada, ou seja, é utilizado 160 pL de agua deionizada, porém,
diferentemente dos tubos B, ha a espera de incubag¢do dos reagentes para a observacao do dano oxidativo.
Em uma leitora de absorbancia, foi colocada as reacGes em cubetas transparentes e foi feita a leitura de cada

uma, a 532nm.

Tabela 6. Micro tubos numerados de 1 a 5 e tempo de incubagao dos reagentes. Sendo os tubos de tratamento
realizados em duplicata e controles em triplicata.

Tempo de incubagdo (minutos) 0 10 30 45 60
Controle Branco T1B T2B T3B T4AB T58B
Controle de Dano oxidativo T1z T227 T3z T4z 152

Tratamento das amostras T1 T2 T3 T4 T5
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Tabela 7. Os reagentes preparados nos tubos T1 a T5 em ordem e volumes para o ensaio de degradagdo da 2-DR.

Concentrac¢ao na

Reagente Volume por tubo

reagdo (no tubo)

145 pl dgua + 15 pl amostra

12 Agua Deionizada + amostra (250 pL) - (volume final 160 L)

22 Tampao Kpi 100 mM pH 7,2 20 mM 80 uL
32 Desoxirribose 50 mM 5 mM 40 pL

4° EDTA 500 pM 50 uM 40 pL

592 FeCl; 500 uM 50 uM 40 L

PAUSA DE 30 MINUTOS

62 Acido ascorbico 1 mM 0,1 mM 40 pL
Tempo de incubagao para cada tratamento
Reagentes para parar a reagao
7°TBA 1% 400 pL
82 Acido fosférico 4% 400 pL
INCUBACAO POR 15min A 100°C

LEITURA A 532nm

6.3. Poder Antioxidante de Redugdo do Ferro - FRAP

Em pH baixo, quando um complexo férrico-tripiridiltriazina (Felll-TPTZ) é reduzido a forma ferrosa
Fe(ll) (Figura 5), desenvolve-se uma cor azul intensa com uma absor¢cdo maxima a 593nm. Entdo o
desenvolvimento da cor, depende da presenca de um redutor (antioxidante).

Seguindo o método de Benzie & Strain (1996), a solucdo FRAP foi feita a partir da combinacédo de:

Tamp3do acetato (0,3 M/L), solu¢ido de TPTZ (10 mM/L) em HCI (40 mM/L) e solucdo aquosa de cloreto férrico
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(20 mM/L). Foram preparadas solu¢des aquosas de FeSO,, na faixa de concentracdo entre 0 — 2000 uM/L,

para construcdo da curva de calibracdo (y=0,0006x — 0,0088, r2 =

0,9984) lendo as absorbancias no tempo 0

(inicial) e 4 min (final). Material liofilizado da Fragdo 5 (2 mg) e 12 (0,6 mg), foram solubilizados em 200 pL de

agua deionizada. Foi feita uma diluicdo de 100x da solucdo anterior. Foram pipetados para a reacdo: 900 plL

reagente FRAP, 90 uL agua deionizada e 30 uL das amostras inicial e diluida. A absorbancia foi monitorada

por 4 min a 593 nm em espectrofotdmetro (Shimadzu-TCC 2402, Kyoto, Japan). Foi calculado a absorbancia

delta (abs final — inicial), para a quantificacdo da capacidade redutora de FeSQa,.
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Figura 5. Reducio do complexo TPTZ (2,4,6-tri(2-piridil)-1,3,5-triazina) com Fe3. Imagem retirada de Rufino et al. (2006).

6.4. Ensaio MTT antioxidante

Este é um ensaio de antioxidacdo feito em um periodo curto e com poucos reagentes. O [3-(4,5-

dimethylthiazole-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromide] (MTT), um sal de coloracdo amarela e soltivel em

agua, sofre uma reducdo pela acdo de enzimas, mas no caso deste ensaio é reduzido por agdo de um agente

antioxidante, tendo como produto da reacdo a molécula de formazan (Figura 6), sal de coloracdo arroxeada

e insoluvel em agua, detectdvel a 570 nm.
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Figura 6. Reducdo do MTT por agentes redutores ou enzimaticos, tendo como produto formazan. Imagem retirada de
Liu & Nair (2010).

O método foi realizado segundo proposta de Liu & Nair (2010), com modificagdes para alcancar a
concentracdo de reagente desejada. Foi utilizado como amostra as secre¢des de R. mirandaribeiroi (11
mg/mL), como controle o acido ascérbico (0,11 mg/mL) e a Fragdo 5 (2,94 mg) de R. mirandaribeiroi diluida
em diferentes concentragées, todos liofilizados. As amostras foram ressuspendidas em 200 uL de MTT (1
mg/mL), vortexadas por 1 min e incubadas por 3 h a 37°C, com auséncia de luz. Apds incubacgdo, foi
adicionado 200 uL de Dimetilsulféxido (DMSO) na solugao, para dissolugao de possiveis cristais, vortexado
por 1 min e incubado novamente a 37°C por 24 h. Apéds incubacao foi observado a coloracdo das amostras
para verificar se a solucdo estava translicida. Caso observasse o meio com granulos, foi pipetado na
propor¢do de 1:4 (100 pL) de DMSO, para dissolugdo total dos cristais. Foi pipetado 200 uL das amostras em
placa multi pogos de fundo chato de 96 pogos (Nunc F96, Denmark) e a leitura foi realizada a 570 nm em

leitora de microplaca (Multiskan® FC, Thermo Scientific, EUA).

7. Caracterizagdo da estrutura primaria por espectrometria de massa

As fragOes 5 e 12 com atividade de interesse foram analisadas em espectrometro de massas do tipo
MALDI-TOF/TOF modelo AUTOFLEX Il (Bruker Daltonics, Billerica, MA, EUA) em modo refletido ou linear

positivo, utilizando calibragdao externa. Para componentes de baixa massa molecular, utilizou-se as matrizes
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acido dehidrobenzdico (DHB, 20 pg/uL) e acido a-ciaminico (HCCA, 20 pg/uL), os espectrogramas adquiridos
de 50 a 2000 m/z. A Fragdo 22 também foi analisada no espectrometro de massas do tipo MALDI-TOF/TOF,
em modo linear positivo, utilizando calibracdo externa. Para isso, foi utilizada a matriz acido sinapinico (SA,
20 pg/ulL) e os espectrogramas foram adquiridos de 1000 a 20000 m/z. Para todas as andlises, as fracbes e
matrizes foram ressuspendidas em acetonitrila 50% em TFA 0,1%, sendo que 1 pL de cada fracao

cromatografica foi aplicado sob 1 pL de matriz em placa de aco inoxidavel.
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1. Atividades da secrec¢ido bruta

1.1. Atividade antibacteriana e antiftingica

A secrecdo bruta mostrou-se ineficiente na inibicdo do crescimento da bactéria Gram-positiva
Staphylococcus aureus, havendo até mesmo um crescimento maior que o controle. Inibiu parcialmente a
bactéria Gram-negativa Escherichia coli, tendo 39% de inibicdo na menor concentracdo (0,0049 mg/mL). A
secregao bruta inibiu em 56% o crescimento de células fungicas de Candida albicans na menor concentragao,
enquanto na maior concentragdo da secre¢do (10 mg/mL) inibiu em 41%, mostrando entdo ser mais eficiente
contra células fungicas a células bacterianas e mais eficiente em bactérias Gram-negativas (Figura 7). N3o foi
possivel determinar os MICs para a secregao bruta nesse trabalho. Os dados estdo representados em

porcentagem a partir das médias de experimentos realizados em triplicata + SD (desvio padrao).
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Concentracdo do extrato aquoso de Rhinella mirandaribeiroi (mg/mL)

Figura 7. Porcentagem do crescimento celular para Staphylococcus aureus, Escherichia coli e Candida albicans,
incubadas em diferentes concentragdes do extrato aquoso de Rhinella mirandaribeiroi, apds 24 horas. Como controle
positivo foi utilizado a suspensdo de cada microrganismo em meio de crescimento, e controle negativo foi utilizado
formaldeido. Leitura a 620nm.
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1.2. Atividade de viabilidade celular

Para a atividade antiproliferativa utilizando a secrecdo cutanea de R. mirandaribeiroi contra as

linhagens B16F10, HeLa e MCF-7 foram obtidos ICso equivalentes a 3,2 mg/mL, 4,6 mg/mL e 5,6 mg/mL,

respectivamente (Figura 8). Os dados estdo representados em porcentagem a partir das médias de

experimentos realizados em triplicata + SD (desvio padrao).
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Figura 8. Ensaio antiproliferativo, testando a secre¢do bruta de Rhinella mirandaribeiroi em diferentes concentragdes
como inibidor de viabilidade de células neopldsicas das linhagens B16F10, HeLa e MCF7. Na tabela se encontram os ICso

para cada linhagem (mg/mL).

1.3. Atividade inibidora de serino protease

A secrec¢do cutdnea de Rhinella mirandaribeiroi (10 mg/mL) ndo apresentou atividade inibitéria de

serino proteases (tripsina e quimotripsina) (Figura 9). Os dados estdo representados em porcentagem a partir

das médias de experimentos realizados em triplicata + SD (desvio padrao).
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Figura 9. Ensaio de inibicdo de serino protease Tripsina (A) e Quimotripsina (B) apds incubagdo com secrec¢do cutanea
bruta de Rhinella mirandaribeiroi (10 mg/mL).

1.4. Atividade fosfolipasica
Houve atividade da enzima fosfolipase utilizando o extrato aquoso da secre¢do cutanea bruta de
Rhinella mirandaribeiroi (5 mg/mL), observada pelo consumo de fosfatidilcolina apds 2 h (30% de consumo)
e 24 h sendo o mais acentuado com 41% de consumo (Figura 10). Como controle positivo foi utilizado a
secrecdo de Bothrops moojeni (2 mg/mL) e controle negativo é a emuls&o de fosfaidilcolina. Os dados estdo
representados em porcentagem a partir das médias de experimentos realizados em triplicata £ SD (desvio
padrdo).
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Figura 10. Ensaio de atividade fosfolipasica presente na secre¢do cutanea de Rhinella mirandaribeiroi (5 mg/mL). Como
substrato foi utilizado fosfatidilcolina (3 mM), Controle positivo é a secrecdo bruta de Bothrops moojeni (2 mg/mL) e
controle negativo é a emulsdo de fosfatidilcolina sem incubacgdo de enzima. Leitura a 405 nm apds 2 h e 24 h.
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1.5.Ensaio de reducdo de Ferricianeto de potassio em Ferrocianeto de potassio
Ferricianeto (0,1%) foi incubado com a secrecdo bruta de Rhinella mirandaribeioi (10 mg/mL) e foi
observado a reducdo do [Fe(CN)s]* em [Fe(CN)s]* em 100%, em relacdo ao controle positivo, que foi utilizado
ascorbato (1 mg/mL) como agente redutor (Figura 11). Os dados estdo representados em porcentagem a

partir das médias de experimentos realizados em triplicata + SD (desvio padrao).
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Figura 11. Ensaio de atividade ferricianeto da secrec¢do bruta de Rhinella mirandaribeiroi. Controle positivo utilizado foi
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ascorbato e como controle negativo perdxido de hidrogénio.
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Absorbancia

2. Fracionamento da secrec¢ao bruta e Atividade das fra¢Ges

Aliquotas de 100 pL da secrecdo bruta de Rhinella mirandaribeiroi (20 mg/mL) foram inicialmente
fracionadas em coluna analitica Cis de fase reversa (Vydac 218TP54, 250mm x 4,5mm, 5um) por RP-HPLC a

um fluxo de 1 mL/min, apresentando um perfil cromatografico com a coleta de 24 fra¢des (Figura 12).
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Figura 12. Perfil cromatografico (RP-HPLC) da secrecdo cutdnea de Rhinella mirandaribeiroi, em coluna analitica C;5 de
fase reversa (Vydac 218TP54, 250mm x 4,5mm, 5um), com eluicdo de 24 fracdes em fluxo de 1 mL/min, 60% da fase B
em 60 minutos. O monitoramento das fragées foi a 216 nm.

2.1. Atividade antibacteriana e antifiingica
Para o screening de atividades antibacterianas e antifungica, fracbes referentes a 15 corridas
cromatograficas foram acumuladas e avaliadas contra bactérias Gram-negativa (Escherichia coli - ATCC
25922), Gram-positiva (Staphylococcus aureus - ATCC 25923) e linhagem de levedura (Candida albicans -
ATCC 10231). Se observa os valores de 98%, 93% e 97% de inibi¢do de crescimento contra Escherichia coli
nas fracdes 1, 5 e 11, respectivamente (Figura 13). Para Staphylococcus aureus foi observado inibicdo em

mais de 50% nas fracdes: 1, 3,5, 6, 9, 10, 11, 12, 23; destacando-se as fraces 1, 5, 10 e 11 com inibicdo de
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97%, 94%, 93% e 98%, respectivamente (Figura 14). Para Candida albicans ocorreram no total 20 fragdes com
atividade inibitéria maior que 50%, sendo as atividades mais acentuadas de 99% na Fracdo 14; 98% nas
fracOes 8, 15 e 17; 96% nas fracdes 1, 2, 6, 10 e 11; 94% nas fracBes 3 e 23; 87% nas fra¢des 5 e 9 (Figura 15).
As fracGes que apresentaram atividade de aproximadamente >90% para os 3 microrganismos foram as
fracbes 1, 5 e 11. Os dados estdo representados em porcentagem a partir das médias de experimentos
realizados em triplicata * SD (desvio padrdo). O resultado das fragdes que obtiveram atividade de inibi¢do

contra os microrganismos esta resumido na Tabela 7.
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Figura 13. Ensaio antibacteriano contra Escherichia coli das fragdes de Rhinella mirandaribeiroi. Incubacdo de 24 h em
meio Mueller Hinton, onde o controle positivo € MH + E. coli e o controle negativo é formaldeido 0,4%. Leitura a 620
nm. Destaque para as fragdes 1, 5 e 11 que apresentaram maior inibicao.
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Crescimento Staphylococcus aureus
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Fragdes de Rhinella mirandaribeiroi
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Figura 14. Ensaio antibacteriano contra Staphylococcus aureus das fragdes de Rhinella mirandaribeiroi. Incubagao de 24
h em meio Mueller Hinton, onde o controle positivo € MH + S. aureus e o controle negativo é formaldeido 0,4%. Leitura
a 620nm. Destaque para as fragdes 1, 5, 10 e 11 com maior atividade de inibigcdo.
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Figura 15. Ensaio antifungico contra Candida albicans das fracGes de Rhinella mirandaribeiroi. Incubagdo de 24 h em
meio BHI, onde o controle positivo é BHI + C. albicans e o controle negativo é formaldeido 0,4%. Leitura a 620nm.
Destaque para as fragbes 1, 2, 3,5, 6, 8,9, 10, 11, 14, 15, 17 e 23 com atividade de inibicdo de aproximadamente >90%.
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Tabela 8. Andlise das fragBes sobre a inibicdo de crescimento celular microbiano onde o “X” marca positivo para a
atividade em mais de 50% ou menos de 50%, e “XX” para indicar um valor extremo, seja total inibi¢cdo de crescimento
(>90%) ou nenhuma inibigdo (<10%). As fragdes que apresentaram inibi¢do de crescimento para os 3 microrganismos
em mais de 90% foram as fragdes 1, 5 e 11. E as fragBes que apresentaram inibicdo de crescimento para os 3
microrganismos menor que 50% foram as fragdes 4, 7 e 18

Inibicao Inibigao Inibicao Inibicao Inibigao Inibigao
Fragao E.coli S. aureus C. albicans E.coli S.aureus C.albicans
>50% >50% >50% <50% <50% <50%
1 XX XX XX
2 XX X XX
3 X XX X
4 X X X
5 XX XX XX
6 X XX X
7 X X X
8 XX XX X
9 X X XX
10 XX XX X
11 XX XX XX
12 X X X
14 XX X X
15 XX X XX
16 X X XX
17 XX XX XX
18 X X X
19 X XX X
20 X X X
21 X X X
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22 X X X
23 X XX X

24 X X X

Continuagdo da Tabela 9.

2.2. Atividade fosfolipasica

Para encontrar a fragdo contendo fosfolipase, foi feito um ensaio de atividade fosfolipasica com as
fragdes mais hidrofdbicas da corrida cromatografica, pela alta afinidade da molécula com lipidios (lipofilica)
e possuir uma porg¢do hidrofébica na molécula (Santos-Filho, 2009). Os dados indicaram a presenga de
fosfolipase nas fragdes 21, 22 e 23, com resultado equivalente a 54%, 125% e 39%, respectivamente (Figura
16), onde se observa a taxa da Fragdo 22 e do extrato aquoso da secrecdo bruta de R.mirandaribeiroi (5
mg/mL), maior que o proprio controle positivo (secrecdo de B. moojeni — 2mg/mL). Os dados estdo
representados em porcentagem a partir das médias de experimentos realizados em triplicata £ SD (desvio
padrdo).

120%
100% =
80%
60%

40%
20%

Atividade fosfolipasica

0% -

16 [ |
17 [ ]
19 ]
20 [H
21
22
23

Ctrl+

Ctrl-

FragOes de Rhinella mirandaribeiroi

R. mirandaribeiroi

Figura 16. Screening da atividade fosfolipasica utilizando 5 corridas das fragGes de Rhinella mirandaribeioi. A leitura do
ensaio fosfolipasico foi realizada em 405 nm, sendo a atividade enzimatica avaliada apds 24 h. Como controle positivo
foi utilizado a secrecdo de Bothrops moojeni (2 mg/mL) e controle negativo é a emulsido sem incubagdo de enzima.
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2.3.Ensaio de reducdo de Ferricianeto de potassio em Ferrocianeto de potassio

No ensaio de reducio [Fe(CN)s]* em [Fe(CN)s]*, de todas as fragdes analisadas, apenas as fracdes 5
e 12 apresentaram atividade redutora, sendo a Fracdo 5 se igualando ao ascorbato com 100% de atividade.

Ja a Fragdo 12 apresentou 50% de atividade (Figura 17).
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Figura 17. Screening da atividade redutora de ferricianeto (0,1%) para as fraces de Rhinella mirandaribeiroi, incubagdo
por 12h. Como controle negativo foi utilizado perdxido de hidrogénio e positivo ascorbato (10 mg/mL).

3. FragOes de interesse

3.1.Fracao 22

3.1.1. Purificagao
Na recromatografia da Fra¢do 22 obtivemos 6 subfracGes distintas: RRM-22.1, RRM-22.2, RRM-22.3,
RRM-22.4, RRM-22.5, RRM-22.6 (Figura 18). Estas subfra¢des foram submetidas a espectrometria de massa
para averiguar onde se encontra o componente compativel com a fosfolipase, além de averiguar sua pureza.

Entdo, foi encontrado na subfracdo RRM-22.6 componentes de massa de 14 KDa (Figura 19).
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Figura 18. Recromatografia da Fragdo 22 realizada em RP-HPLC em coluna analitica Ci5 de fase reversa (Vydac 218TP54)
em que 6 picos eluiram (RRM-22.1, RRM-22.2, RRM-22.3, RRM-22.4, RRM-22.5, RRM-22.6). A separagdo cromatografica
foi monitorada em 216 nm.
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Figura 19. Espectrograma de massa em modo linear positivo (2000 — 20000 m/z) da subfragdo RRM-22.6 de Rhinella

mirandaribeiroi. Observamos os componentes de 14598, 14332 m/z. Foi utilizada a matriz dcido sinapinico.
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3.1.2. Atividade fosfolipasica

A enzima foi encontrada na subfracdo RRM-22.6. Foi feito um ensaio para a atividade, com a diluicao
seriada da subfracdo RRM-22.6. A maior atividade enzimdtica apds 2 h foi na maior concentracdo testada
(300 pg/mL — 61%), obtendo um resultado mais eficiente que na secrecdo bruta de B. moojeni (2 mg/mL —
51%), e entdo a atividade decai de acordo com a diminuicdo da concentracdo da fracdo (Figura 20). Como
controle positivo foi utilizado a secrec¢do de Pithecopus hypochondrialis (5 mg/mL) e controle negativo é a
emulsdo de fosfatidilcolina. Os dados estdo representados em porcentagem a partir das médias de

experimentos realizados em triplicata + SD (desvio padrdo).
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Figura 20. Atividade da fosfolipase depois da purificacdo por recromatografia da Fragdo 22, a subfragdo RRM-22.6 (0,3
mg/mL), utilizando como substrato fosfatidilcolina 3 mM. Foi feita a leitura a 405 nm, apds incubagdo da secre¢do por
2h. Como controle positivo foi utilizado a secre¢do de Pithecopus hypochondrialis (5 mg/mL) e controle negativo é a
emulsdo de fosfatidilcolina. A secrecdo de B. moojeni estava em 2 mg/mL e R. mirandaribeiroi em 5 mg/mL

3.2.Fracao 12

3.2.1. Purificacdo

Foi realizada uma recromatografia da Fracdo 12, para sua purificacdo, onde teve a eluicdo de 5

subfracGes (RRM-12.1, RRM-12.2, RRM-12.3, RRM-12.4, RRM-12.5) e o composto de interesse se encontra
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na subfragdo RRM-12.5 (Figura 21). A subfragdo RRM-12.5 foi submetida a uma espectrometria de massa,
para possivel identificacdo e pureza, observando um componente de massa de 415 m/z (Figura 22). Também
foi analisado o espectro de absorcdo UV (200 a 400 nm) da Fracdo 12, pela leitura do pico da separacdo
cromatografica no aparelho de HPLC, e observamos Amax: 297 nm e Amin: 247 nm (Figura 23). Depois das
analises de cromatografia, componente de massa e absor¢do UV (Kerkhoff et al., 2016), que resultaram em
caracteristicas de bufadienolideos, nos leva a suspeitar que seja, possivelmente, uma bufotalinina ou 19-oxo-

desacetylcinobufagina (He et al., 2019; Cérdova et al., 2016; Ye & Guo, 2005).
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Figura 21. Recromatografia da Fragdo 12. Realizada em RP-HPLC em coluna analitica Cy5 de fase reversa (Vydac 218TP54)
em que 5 picos eluiram (RRM-12.1, RRM-12.2, RRM-12.3, RRM-12.4, RRM-12.5). A separacdo cromatografica foi
monitorada em 216 nm.
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Figura 22. Espectrograma de massa da Fracdao RRM-12.5 de Rhinella mirandaribeiroi, modo refletido positivo, onde se
observa um componente de massa em 415 m/z. E o espectrograma da matriz acido aciano-4-hidroxicinamico com o
componente 379.08 [M2+H]+.
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Figura 23. Perfil do espectro de absorcdo UV da Fragdo 12. Amax: 297nm e Amin: 247nm
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3.2.2. Ensaios antioxidantes

3.2.2.1. FRAP

A atividade antioxidante da Fracdo RRM-12.5 foi analisada pelo ensaio FRAP, observado na Tabela 8
e Figura 24. Na Fracdo RRM-12.5 (3 mg/mL) sem diluicdo, foi observado concentracdo de ferroso (Fell)
formado na solugdo de 1,516 uM/mL e 0,505 uM/mg, isso quer dizer que a amostra possui uma capacidade
redutora por mL equivalente a 1,5 umol de FeSO4. Apds a diluicdo (0,03 mg/mL) tivemos um resultado de
0,0619 uM/mL e 0,02uM/mg de Fe(ll) na solucdo. Os dados estdo representados em porcentagem a partir

das médias de experimentos realizados em triplicata + SD (desvio padrao).

Tabela 10. Resumo dos resultados obtidos no ensaio FRAP apds 4 minutos.

Concentragao [FeSO4] [FeSO4]
(mg/mL) (rmol/mL) (nmol/mg)

Fracdo 12.5 3 1,516 0,505

Amostra

Fracdo 12.5 0,03 0,0619 0,02

1.800 y = 0.0006x - 0.0088

2:
1.600 R*=0.9984

1.400 F12 4min
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Figura 24. Absorbancia mensurada a 593nm da concentragdo de sulfato ferroso, utilizando a equacdo da reta da curva
padrdo. Foi mensurado em 2 tempos, inicial em 0 minutos e final apds 4 minutos. O ensaio foi feito com duas
concentragdes com a Fragdao RRM-12.5.

74



3.2.2.2. Ensaio de degradacdo a desoxirribose
O resultado esperado para o ensaio seria uma baixa absorbancia pela incubacdo da amostra com o
preparo, indicando atividade antioxidante. Mas ndo foi observado tal atividade antioxidante da Fragdo RRM-
12.5 nesse ensaio. Numa concentracdo de 0,11 mg/mL obtivemos apenas 3% de protecdo a degradacdo
(Figura 25 e 26). Os dados estdo representados em porcentagem a partir das médias de experimentos

realizados em triplicata = SD (desvio padrdo).
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Figura 25. Ensaio de degradacdo a desoxirribose, pela incubacdo da Fracdo RRM-12.5, com a reac¢do do ascorbato e
Fe(lll) em 7 tempos, onde ao final ha liberagdo de malondialdeido (MDA) que reage com acido tiobarbiturico (TBA). No
controle ndo ha a incubacgdo do ascorbato. Leitura a 532nm.
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Figura 26. Protecao antioxidativa pelo ensaio de degradagao a desoxirribose, apds 60 min de incubacdo, utilizando a
Fracdo RRM-12.5 da secregdo de Rhinella mirandaribeiroi com a reagdo do ascorbato e Fe(lll) onde ao final ha liberagdo
de malondialdeido (MDA) que reage com acido tiobarbiturico (TBA). No controle positivo ndo ha a incubagdo do
ascorbato, o controle negativo tem ascorbato. Leitura a 532nm.

3.3.Fragao 5
3.3.1. Purificagao
Para purificacdo do componente com atividades de interesse desse trabalho, foi realizado a
recromatografia da Fracdo 5. Foi obtido na elui¢cdo, 3 subfragBes, onde o componente de interesse se
encontra na subfracdo RRM-5.1 em destaque (Figura 27). Posteriormente foi analisado o espectro de
absor¢do UV (200 a 400 nm) da Fracdo 5 em relacdo ao do triptofano (Figura 28) em que os compostos
obtiveram 1 pico equivalentes em 282 nm, mas em intensidade de absorbancia diferente. Foi observado na
Fracdo 5 Amax: 222; 282 e 300nm Amin: 250 e 325nm. Para o triptofano Amax: 219; 282 e 288nm Amin: 240

e 302nm.
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Figura 27. Recromatografia da Fragdo 5. Realizada em RP-HPLC em coluna analitica C18 de fase reversa (Vydac 218TP54)
em que 3 picos eluiram (RRM-5.1, RRM-5.2, RRM-5.3). A separagdo cromatografica foi monitorada em 216 nm.
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Figura 28. Perfil do espectro de absor¢cdo UV da Fragdo 5.1, identificada pela curva de cor vermelha, e do controle
Triptofano (0,049 mM), identificado pela cor azul.

A Fracdo RRM-5.1 foi submetida a espectrometria de massa, para possivel identificacdo e pureza,

sendo observado componente de massa de 203 m/z (Figura 29) e na fragmentacdo MS/MS do ion
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encontramos os valores aproximados de 62, 68, 86, 102, 146, 160, 172, 173, 174, 184 e 186 m/z (Figura 30).

O fragmento de 160 m/z indica fortemente a presenca de um grupamento inddlico, caracteristico das

indolalquilamina, derivados do triptofano, apds a perda de uma alquilamina (Ren et al., 2018). Sugerimos

entdo que a Fracdo 5.1 seja a Dehidrobufotenina (Sinhorin et al., 2020).
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Figura 29. Espectrometria de massa da Fragdo RRM-5.1 [A] a massa de 203 m/z da fragdo [B] os componentes 189.98

[M+H]+ e 211.98 [M+Na] da matriz utilizada (HCCA).
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Figura 30. Espectrometria do fragmento de massa 203 m/z encontrada na Fragdo RRM-5.1. Pode-se notar componentes
encontrados em derivados triptaminicos, sendo o mais comum o de 160 m/z.
3.3.2. Atividade antibacteriana e antifuingica

Para o ensaio antimicrobiano utilizando a diluicdo seriada da Fracdo RRM-5.1, houve inibicdo do
crescimento celular da bactéria S. aureus em quase 100% nas concentrac¢oes 2,5, 5 e 10 mM, sendo o MIC
(minimum inhibitory concentration) de 10 mM por ter inibicdo do crescimento em 97%. Entdo comega um
decaimento de acordo com as menores concentragdes, sendo observado valores aproximados de 50% de
inibicdo nas concentragdes de 0,005 a 0,31 mM (Figura 31).

Para o crescimento celular da bactéria E. coli, houve inibicdo em aproximadamente 80% nas
concentracdes 5 e 10 mM. Os valores de inibicdo diminuem aos valores da concentracdo da Fracdo RRM-5.1
(0,005 a 2,5 mM), permanecendo com valores de inibigdo de aproximadamente 50% (Figura 31).

Para as células fungicas de C. albicans a inibigao foi parcial, onde o maior valor de inibi¢do de 35% foi
na menor concentracao de 0,005 mM. A inibicdo ocorreu de forma gradual, porém invertida, com pico maior
de inibicdo comecando na menor concentracdo e decaindo de acordo com o aumento da concentracgdo até
0,625 mM, onde comecga a aumentar a inibicdo novamente em 2,5, 5 e 10 mM em aproximadamente 30%

(Figura 31).
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Figura 31. Porcentagem de inibicdo do crescimento celular para Staphylococcus aureus, Escherichia coli e Candida

albicans, incubadas em diferentes concentragdes da Fracdo RRM-5.1 da secregao bruta de Rhinella mirandaribeiroi,

apods 24 horas. Leitura a 620nm. Os dados estdo representados em porcentagem a partir das médias de experimentos

realizados em triplicata = SD (desvio padrdo).

3.3.3. Atividade antioxidante

3.3.3.1. FRAP

Foi observado atividade antioxidante da Fragdo RRM-5.1 pelo ensaio FRAP, observado na Tabela 9 e

Figura 32. A Fragdo RRM-5.1 (10 mg/mL) reduziu a Fe(ll) instantaneamente (abs inicial igual a abs final) e apds

a diluicdo, a Fragdo RRM-5.1 (0,1 mg/mL) continuou mostrando poder de reducdo. Para o tratamento com a

Fragdo RRM-5.1 em 10 mg/mL a concentragdo de ferroso na solugéo final foi de 62,8 uM/mL e 6,28 pM/mg,

ou seja, aamostra possui uma capacidade redutora por mL equivalente a 62,8 umol de FeSO,4. No tratamento

da Fragdo RRM-5.1 em 0,1 mg/mL a concentracdo foi de 0,532 uM/mL e 0,053 uM/mg de ferroso. Os dados

estdo representados em porcentagem a partir das médias de experimentos realizados em triplicata + SD

(desvio padrao).
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Tabela 11. Resumo dos resultados obtidos no ensaio FRAP apds 4 minutos.

. Concentragdo [FeSO4] [FeSO.]
(mg/mL) (rmol/mL) (rmol/mg)
Fracdao 5.1 10 62,8 6,28
Fracdao 5.1 0,1 0,532 0,053
2500 T _ 0.0006x - 0.0088
R?=0.9984
2000 F5 0 e 4min
€ 1.500 +
3 : °
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0.500 + = F5 4min
u"...
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Figura 32. Absorbancia mensurada a 593nm da concentragdo de sulfato ferroso, utilizando a equacdo da reta da curva
padrdo. Foi mensurado em 2 tempos, inicial em 0 minutos e final apds 4 minutos. O ensaio foi feito com duas
concentragbes com a Fragdo RRM-5.1. Na concentragdo de 10 mg/mL os dois pontos de tempo estdo sobrepostos, pois
a [Fe(ll)] estourou o limite de absor¢do da leitora instantaneamente.

3.3.3.2. Protecdo oxidativa a desoxirribose
Foi observado uma fraca a¢do antioxidante da Fragdo RRM-5.1, onde quase se chegou a um plato da
atividade. Utilizando uma concentracdo final de 1,1 mg/mL, ocorreu 29% de protecdo a degradagdo apos 60
minutos, em relagdo ao controle Z identificado pela linha azul (0% de protec¢do a degradagdo) (Figura 33 e

34). Quanto mais baixa é a absorbancia, indica uma elevada atividade antioxidante. Os dados estdo
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representados em porcentagem a partir das médias de experimentos realizados em triplicata + SD (desvio

padrdo).
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Figura 33. Ensaio de degradacdo a desoxirribose, pela incubagdo da Fragdo 5.1, com a rea¢do do ascorbato e Fe(lll) em
7 tempos, onde ao final ha liberagdo de malondialdeido (MDA) que reage com acido tiobarbiturico (TBA). No controle
ndo ha a incubagao do ascorbato. Leitura a 532nm.
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Figura 34. Protecdo oxidativa pelo ensaio de degradagdo a desoxirribose, apds 60 min de incubacao, utilizando a Fracdo
RRM-5.1 da secrecdo de Rhinella mirandaribeiroi com a reacdo do ascorbato e Fe(lll) onde ao final ha liberacdo de
malondialdeido (MDA) que reage com acido tiobarbittrico (TBA). No controle positivo ndo ha aincubagdo do ascorbato.
Leitura a 532nm.
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3.3.3.3. Redugdo do MTT

No ensaio de reducao do MTT, é observado a a¢do antioxidante em todas as amostras. Na Fracao
RRM-5.1, foi feito o ensaio pela diluicdo seriada de sua concentracdo a partir de 14,5 mM. A maior atividade
antioxidante das amostras da Fracdo RRM-5.1 foi na concentracdo de 0,5 mM (54%), sendo que na maior
concentragdo testada (14,5 mM) houve 6% de atividade. A partir da concentracdo de 0,23 mM até a ultima
concentragao testada de 0,007 mM, acontece um decaimento da atividade antioxidante paralelamente ao
decaimento da concentragdo da Fracdo RRM-5.1, mas que ndo chegou a 0% (Figura 35). Esse ensaio é
colorimétrico, de forma que os resultados podem ser visualizados na Figura 36. E notavel o tratamento com
acido ascérbico a intensidade da cor roxa, enquanto a Fragdo RRM-5.1 tém uma coloragdo marrom.

100% T —
90%
80%
70%
60%
50% T

40%

30%

Atividade antioxidante

20%

101
0% | OO —

AA 145 7 4 2 1 05 023 011 006 0,03 0,014 0,007
(0,22)

Concentragdo acido ascorbico e da Fragdio RRM-5.1 (mM)

Figura 35. Atividade antioxidante pelo ensaio de reducdo do MTT, utilizando como controle o acido ascdrbico (0,22 mM)
e a Fracdo RRM-5.1 que foi diluida de forma seriada de 14,5 a 0,007 mM.
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Figura 36. Pocos da placa do ensaio antioxidante pela redugdo do MTT. [A] Rhinella mirandaribeiroi (11 mg/mL); [B]
Controle negativo (MTT+DMSO, 1:1); [C] Acido ascérbico fracionado (14 mM — 0,007 mM); [D] Fragdo RRM-5.1
fracionada (14,5 mM — 0,007 mM).

3.3.3.4. Citometria de fluxo - Ensaio antiapoptético

Neste ensaio é possivel determinar a proporcdo de células vivas (anexina V-/PI-); células em estagio
inicial de apoptose (anexina V+/PI-); células em estagio tardio de apoptose ou em necrose (colapso da
membrana plasmatica) (anexina V+/Pl+) (Figura 40). Os compostos ascorbicos (AA) e perdxido de hidrogénio
(H20,) foram usados em uma concentragdo subletal. Como podemos observar nas Figuras 37, 38 e 39,
ignorando as células viaveis, a maior parte das células estd em apoptose tardia. Os resultados de protecdo
com AA (0,1 mM) e Fragdo RRM-5.1 (FR5.1) em 14,8 mM, sao similares (Figura 40), mas podemos sugerir que
0 AA é efetivo na protecdo das células em concentragdes 10 vezes menor que a fragdo RRM-5.1. No entanto,
a fracdo RRM-5.1 ndo se mostrou toxica para as células (vide controle somente com fracdo RRM-5.1 — Figura
37), diferente do AA que nao pode ser usado em concentra¢Ges maiores porque matariam as células. Entdo,
ndo houve dano celular, mesmo em exposicdo a fragdo RRM-5.1 e, além disso, RRM-5.1 ainda ofereceu
protecdo celular, pois a viabilidade se manteve mesmo apds exposi¢do ao H,0, (0,1 uM) (aproximadamente
94% para ambos os tratamentos — Figura 37). Ocorrendo entdo uma redugdo da atividade apoptética em
100%, utilizando a RRM-5.1 como protecdo a oxidagdo proveniente do H,0,. O mesmo se observou para o

AA, porém em menor porcentagem que a RRM-5.1, além do que sua concentragdo se torna tdxica (Figura

84



38). Como esperado, o controle com anexina + Pl, a porcentagem com células viaveis diminui, pois o Pl se

liga as células ndo-vidveis que a anexina ndo se liga, por isso ndo aparecem células mortas no tratamento

somente com anexina (Figura 39).
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Citometria de fluxo, em tratamento com a linhagem celular MCF-7, as amostras da Fragdo RRM-5.1 (14,8

mM) e H,0, (0,1 uM). [A] incubagdo da RRM-5.1 sem a adig¢do de H,0, [B] incubagdo da RRM-5.1 com a adi¢do de H,0,
[C] controle de apoptose pela incubagdo somente de H,0,. Como agentes de marcacgdo foi utilizado Anexina V e lodeto
de Propideo. Em ambos tratamentos com a RRM-5.1, a porcentagem de células vidveis >90%.
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Figura 38. Citometria de fluxo, em tratamento com a linhagem celular MCF-7, as amostras de acido ascérbico (0,1 mM)
e H,0; (0,1 uM). [A] incubacdo da AA sem a adicdo de H,0,[B] incubacdo da AA com a adicdo de H,0,[C] controle de
apoptose pela incubacdo somente de H,0,. Como agentes de marcacdo foi utilizado Anexina V e lodeto de Propideo.
Em ambos tratamentos com o AA, a porcentagem de células viaveis <90%.
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Figura 39. Citometria de fluxo em tratamento com a linhagem celular MCF-7. Como agentes de marcagao e controle foi
utilizado AnexinaV em associa¢do com lodeto de propideo (91% de viabilidade) e AnexinaV (99% de viabilidade).
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Figura 40. Grafico referente ao ensaio de citometria de fluxo, feito em 7 tratamentos diferentes com a linhagem MCF-
7, para as seguintes amostras: Fragdo RRM-5.1 em 14,8 mM, acido ascdrbico (AA) em 0,1 mM, perdxido de hidrogénio
(H202) em 0,1 M e os marcadores Anexina e lodeto de propideo. Houve uma redugdo da atividade apoptdtica em 100%
utilizando a RRM-5.1 como um antioxidante a atividade oxidativa do H,0..
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Secregao bruta

Devido a sua complexidade e diversidade, as secre¢es cutaneas de anuros representam uma fonte
abundante de compostos bioativos. A secrecdo do anuro Rhinella mirandaribeiroi, alvo do presente trabalho,
nunca havia sido estudada anteriormente. Qualitativamente, se mostrou interessante, por apresentar

compostos ndo-peptidicos com atividades bioldgicas como antimicrobiano e antioxidante.

A secregao bruta apresentou atividade antiproliferativa para as linhagens B16F10, HeLa e MCF-7,
apresentando um ICso de 3,2.10° pg/mL, 4,6.10° ug/mL, 5,6.10° pg/mL, respectivamente (Figura 8). Sciani et
al. (2013) trabalhou com secregdo bruta de Rhinella jimi, R. crucifer, R. marina, R. schneideri, R. gutattus, R.
major e R. margaritife, obtendo atividade inibitéria contra as linhagens de adenocarcinoma mamario (MCF-
7 e MDA) de céncer de mama com ICso variando de 40 a 50 pug/mL. De acordo com o American National
Cancer Institute (NCI-EUA), extratos com valores de ICsp inferiores a 30 ug/mL sdo considerados promissores
para estudos de purificacdo adicionais (Suffness & Pezzuto, 1990), que é uma quantidade muito inferior ao
ICso calculado para a secrecdo bruta desse estudo (Figura 8). Ndo é interessante concentrac¢des altas pelos
possiveis efeitos secundarios num sistema in vivo, como também ndo é interessante concentragdes muito
baixas, pois a faixa entre a dose ideal e letal é curta.

Ferreira et al. (2013) testaram fracGes cromatograficas da secre¢do de Rhinella marina, Rhaebo
guttatus e observaram inibi¢cdo das linhagens de leucemia (HL-60), colon (HCT-116), glioblastoma (SF-295) e
ovario (OVCAR-8), com ICso de R. marina variando de 0,01 a 0,23ug/mL, e da R. guttattus variando de 2,9 a
6,6 ug/mL. Cunha et al. (2010) também obtiveram inibi¢do da viabilidade celular com frac¢des isoladas de R.
schneideri para as linhagens MDA-MB435 (melanoma), HCT-8 (colon), HL60 (leucemia) e SF295
(glioblastoma), com uma variacdo de ICso entre 0,0007 a 3,52 uM. Watabe et al. (1996) verificou a inducgdo
de apoptose em celulas de leucemia (U937) pela bufalina. Em 2015, foi reportado que a bufotionina
apresenta atividade antiproliferativa sobre células de carcinoma hepatocelular humano da linhagem SMMC-

7721, prolongando a fase G2/M e reduzindo a fase GO/G1 (Xie et al., 2012).
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Huachansu ou Cinobufacini, é uma forma injetavel Ch’an Su, extrato soltvel em dgua estéril da pele
seca de Bufo bufo gargarizans, usado para tratar pacientes com variados tipos de cancer em clinicas
oncolégicas na China e é fabricado pela Anhui Jinchan Biochemistry Company Ltd., em Huaibei, China
[Chinese State Food and Drug Administration, SFDA (1SO09002)]. Encontra-se nesse extrato esteroides
cardioténicos como bufalina, resibufogenina, cinobufagina, cinobufotalina, marinobufagina e bufotalina,
onde os trés primeiros sdao os mais ativos quanto a atividade antitumoral. Contém principalmente alcaldides
inddlicos como bufotenina, bufotenidina, cinobufotenina e, em maior quantidade, serotonina (Cheng et al.,
2019; Newman et al., 2008). Zhu & Liu (2006) apontam estudos in vitro que demonstraram que Huachansu
exerce atividade antitumoral em varias linhas celulares tumorais, especialmente carcinoma hepatocelular,
cancer de pulmao e, recentemente, cancer gastrico. Também é capaz de inibir a prolifera¢do celular e induzir
apoptose. Estudos in vivo demonstraram sua capacidade de inibir a angiogénese do cancer (Baldo et al., 2015;
Xie et al., 2013). Uma revisdo feita por Gao et al. (2011), apresenta bufadienolideos com atividade anticancer,
de origem vegetal e animal, abrangendo os anos de 1998 até 2010, constituindo no total 46 bufadienolideos
de bufonideos com esta atividade. No trabalho de Zhang et al. (2013), foi mostrado que a arenobufagina, um
dos componentes mais abundantes no veneno de bufonideo, induz apoptose via mitocondrial, em células de
carcinoma hepatocelular (HCC), com ICso de 20,24 a 7,46 nM, sendo a mais potente contra essa linhagem
dentre os bufadienolideos. No trabalho de Cruz et al. (1993), foi demonstrado que a arenobufagina bloqueia

a bomba NA+/K+ nos midcitos.

A atividade de inibi¢do para os microrganismos testados foi menor que 60% (Figura 7). Utilizando
0,0049 mg/mL do extrato aquoso da secregdo, foi observado atividade de inibi¢do parcial no crescimento de
células bacterianas de Escherichia coli (39%) e células fungicas de Candida albicans (56%). Porém nao houve
inibicdo para o crescimento de células bacterianas de Staphylococcus aureus. Nas fracbes obtidas pelo
fracionamento da secrecdo, a atividade foi mais acentuada, e isso pode acontecer visto que a secrec¢do bruta
é um complexo de compostos, que muitas vezes podem interegir entre si e cada um pode exercer uma

atividade diferente, seja causando toxicidade ou ndo. Zhou et al. (2015) descreve a afinidade entre
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bufadienolideos com a albumina, ambos presentes na secre¢do de Bufonideos.

N3o foi constatada atividade inibitéria da tripsina ou quimotripsina (Figura 9) com a secregao bruta
do espécime deste trabalho (Rhinella mirandaribeiroi). Mas ha um trabalho com a Rhinella schneideri, em
que a telocinobufagina, que apresenta atividade bactericida e parasiticida, também mostrou atividade
inibidora de protease, inibindo a agdo da quimotripsina na concentragdo de 1 mg/mL (Shibao et al., 2015).
Foi observada atividade fosfolipasica utilizando o extrato aquoso da secregao bruta, resultando em um
consumo de 41% da fosfatidilcolina (3 mM) apds 24 h em relagdo ao controle positivo, onde foi utilizada a
secrecdo de Bothrops moojeni (2 mg/mL) (Figura 10). Foi observado 100% de atividade antioxidante pelo
ensaio de reducgdo de ferricianeto de potassio (0,1%) em relacdo ao controle positivo (ascorbato — 1 mg/mL),
utilizando 10 mg/mL da secrec¢do bruta de R. mirandaribeiroi (Figura 11). Kyriachenko et al. (2020) mostraram
atividade antioxidante da secrecdo bruta de seis anfibios (Bombina bombina, Bombina variegata, Bufotes
viridis, Rana temporaria, Pelophylax ridibundus e Pelobates fuscus) por meio de ensaios de eliminagdo de

radicais livres DPPH, dxido nitrico, peréxido de hidrogénio e poder redutor.

Na andlise do perfil cromatografico da secrecdo do anuro Rhinella mirandaribeiroi, foram eluidas em
torno de 24 fragdes em coluna Cy5 (Figura 12). De forma interessante, as fragdes cromatografica, ao contrario
da secrecdo bruta, apresentaram atividade contra Escherichia coli, Staphylococcus aureus e Candida albicans
(Figuras 13, 14 e 15). Como apresentado na Tabela 7, vemos 20 fragdes distintas com atividade em mais de
50% de acdo antimicrobiana. Sendo as fragdes 1, 5 e 11 com maior atividade (98%, 93% e 96%,
respectivamente) de inibicdo do crescimento de Escherichia coli (Figura 13). As fragbes 1, 5, 10 e 11 com
maior atividade (97%, 94%, 93% e 98%) de inibicdo do crescimento de Staphylococcus aureus (Figura 14). Ja
no ensaio de inibicdo de crescimento de Candida albicans (Figura 15), constatamos atividade
aproximadamente maior que 90% em 13 fragdes (1, 2, 3,5, 6, 8, 9, 10, 11, 14, 15, 17 e 23), sendo de 99% na
Fracdo 14. Ha estudos com alcaldides de anfibios, samandarona e samandarina, que inibem o crescimento

de microrganismos. Como também para as aminas biogénicas, espinacaemina e bufotenina, isoladas de
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Leptodactylus pentadactylus e Bufo, que inibem crescimento de bactérias Gram-negativas e positivas, além

de fungos (Preusser, 1975; Habermehl & Preusser, 1970; Habermehl & Preusser, 1969).

FracOes de interesse

Destacamos a Fragao 22, pois, foi possivel constatar a atividade fosfolipdsica da sua subfragdo RRM-
22.6 (Figuras 20). A subfracdo RRM-22.6 possui razdo massa carga (m/z) de 14 kDa (Figura 19), compativel
com o tamanho monomerico de PLA; de peconhas encontradas em abelhas, vespas, serpentes, aranhas e
escorpioes (Spolaore et al., 2019; Saikia & Mukherjee, 2017; Estrada-Gomez et al., 2015; Costa & Palma,
1999). A Fragdo obteve atividade bidlogica inibitéria de crescimento contra células de E. coli em 29%, S.
aureus em 36% e sendo mais efetiva contra C. albicans em 61% (Figuras 13 a 15). Ndo se sabe ainda qual
seria a fun¢do desta enzima na secre¢do dos anfibio, se teria o mesmo papel da PLA; de peconhas que tem
como alvo as presas (neurotoxicidade, mionecrose, cardiotoxicidade,hemolise, alteracdo na coagulagao,
hipotensao, edema) (Spolaore et al., 2019) ou ndo, visto que a PLA; do anuro foi isolada da glandula parotoide
da Rhinella, que é uma glandula com a funcgdo principalmente de defesa contra predadores. Em um recente
estudo realizado por Shibao et al. (2018) foi encontrado PLA; na secre¢do do sapo cururu Rhinella schneideri,
similar a da cascavel Crotalus durissus terrificus. O grupo sugere que essa enzima tenha fungdo de protecao

no veneno do sapo.

Destacamos a Fragdo RRM-12.5, que inibiu parcialmente células bacterianas, préximo a 50% (Figuras
13 e 14) e mais de 80% células fungicas (Figura 15), além de possuir certa atividade antioxidante (Figuras 17,
24 e Tabela 8). Sugerimos que a Fracdo RRM-12.5 faca parte da familia dos bufadienolideos, um esteroide,
uma vez que apresenta carater hidrofdbico pelo perfil cromatografico (Figura 12), e pelo espectro de

absor¢do UV (200 a 400nm), onde observamos Amax: 297nm e Amin: 247nm (Figura 23), que sdo
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caracteristicas encontradas nos esteroides em Bufos, como vemos no trabalho de Barnhart et al. (2017), em
gue mostram a absorbancia UV dos bufadienolideos arenobufagina (417 m/z e 297 nm), gamabufotalina (403
m/z e 301 nm) e telocinobufagina (403 m/z e 300 nm). Além disso, na fragmentacdo deste composto foi
observado um ion de baixa massa de 415 m/z (Figura 22), e por isso sugerimos que se trate de uma
bufotalinina ou 19-oxo-desacetylcinobufagina, por ambas apresentarem um ion de 415 m/z quando
fragmentadas e absorg¢do do cromoéforo metanol a 295 nm (He et al., 2019; Suarez et al., 2018; Cérdova et
al., 2016; Kerkhoff et al., 2016; Cérdova et al., 2016; Ye & Guo, 2005; Nogawa et al. 2001). Cunha et al. (2005)
mostrou que os bufadienolideos telecinobufagina e marinobufagina, isolado da secrecao de Bufo rubescens,
inibem o crescimento de E. coli (64 e 16 ug/mL, respectivamente) e S. aureus (128 pg/mL). Foi constatado
também que estes compostos lisam células de fungos (Preusser et al., 1975). No entanto, o mecanismo de
acdo antimicrobiana destes compostos ainda é desconhecido. Taniguchi & Kubo (1993) sugeriram que um
bufadienolideo da planta Bersama abyssinica apresenta atividade antibacteriana contra Bacillus subtilis.
Kamano et al. (1988) descreveram inibicdo de Rhinovirus por 14B-hidroxibufadienolideo do sapo Bufo
japonicus formosus. Na tese de doutorado de Freitas (2003), foi descrita a inibicdo de S. aureus e E. coli da

hellebrigenina, telecinobufagina e bufalina, isoladas da pele de Rhinella schneideri.

Destacamos, sobretudo, a Fragdo RRM-5.1 que nos screenings de atividade inibiu em mais de 90%
crescimento de células bacterianas (Figuras 13 e 14) e em 80% o crescimento de células fungicas (Figura 15).
Para investigar a inibicdo de viabilidade celular animal, ao se constatar a atividade da RRM-5.1 e do AA como
redutores do MTT (Figura 36), que é o mesmo reagente utilizado para analisar viabilidade celular, no qual é
pela observacgdo da absorbancia do MTT que se constata se as células estariam vidveis. Inferimos que nao
seria possivel analisar a atividade de viabilidade pelo ensaio de MTT, pois mudaria de cor pela reducdo do
MTT, independente da viabilidade das células. Entdo foi realizado ensaio de citometria de fluxo para avalicdo

da inibicdo da viabilidade de MCF-7 pela RRM-5.1. Observamos que a Fracdo RRM-5.1 (3 mg/mL) ndo foi
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téxica as células, tendo inclusive uma acdo de protecdo por antioxidacao, pois a viabilidade se manteve
mesmo com a adicdo do perdxido de hidrogénio (0,1 uM) (Figura 37 e 40), um ROS tdxico associado ao dano
celular que pode ativar tanto vias extrinsecas como intrinsecas de apoptose (Paravicini & Touyz, 2008). Nos
estudos de Lee et al. (2003) e Benson et al. (2015) foram realizados testes parecidos, mas utilizando extratos
de plantas. Ambos incubaram suas amostras, que possuiam atividade antioxidante, com células de
fibroblasto, e entdo foi adicionado H,0,. Os dois estudos apontaram prote¢do de compostos antioxidantes
contra a apoptose induzida por H,0,.

Sugerimos que a Fragdo RRM-5.1 seja uma indolquilamina, visto seu carater hidrofilico no perfil
cromatografico (Figura 12) e o seu espectro de absor¢do UV na faixa de 200 a 400 nm, onde observamos
Amax: 222; 282 e 300 nm e Amin: 250 e 325 nm (Figura 28), transparecendo um perfil caracteristico de
indolaquilaminas. Como Ferreira (1971) apresentou, o cromdéforo para essas absorbancias seria um
grupamento Indol, que é o mais frequente encontrado, geralmente com Amax: 225 e 280-292nm. Um
exemplo é a Bufotenina com Amadx: 223,277 e 300 nm. E Ghosal et al. (1969) que indiciou Amax: 218-220 nm
e 285 nm, da dehidrobufotenina. Também observamos um ion de baixa massa de 203 m/z (Figura 29) e,
através do perfil de fragmentagdo, o fragmento de massa de 160 m/z (Figuras 30), caracteristico de
indolquilaminas apds a perda de uma alquilamina (Ren et al., 2018). Sugerimos ainda ser uma
dehidrobufotenina, pois, no estudo de Maciel et al. (2003), onde analisaram a secrecdo de 7 espécies de
bufonideos do género Rhinella, sendo observada entre as indolquilaminas identificadas uma
dehidrobufotenina, onde constataram por espectrometria a massa de 188 e 202,9 m/z. Zhang et al. (2018)
analisaram compostos hidrofilicos oriundos da secrecdo de anuros, uma delas a dehidrobufotenina com 203
m/z e fragmentos de 188, 174, 162 e 160 m/z. Os fragmentos de 184 e 186 m/z podem indicar a perda de
um grupo CHs, que posteriormente se dissocia ao 173 e 160 m/z (Monc3o-Filho et al., 2021; Xu et al., 2021;
Schmeda-Hirschmann et al., 2021). Em recente trabalho de Banfi et al. (2021) com compostos isolados da
secrecdo de Rhinella marina, foi mostrada a propriedade fisico-quimica da dehidrobufotenina observaram

gue esse composto possui atividade antimaldrica e auséncia de citotoxicidade para células de fibroblastos
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pulmonares. Mailho-Fontana et al. (2020) mostraram em seu trabalho a distribuicdo da dehidrobufotenina
na glandula parotoide de Rhinella marina, onde revelaram ser a de maior abundancia dentre os compostos

e sdo armazenados por toda a extensdo interna das glandulas desta macroglandula.

Tanto a secrecdo cutdnea bruta, quanto as fracbes 5 e 12, apresentaram atividade antioxidante
(Figuras 11 e 17). Foi observado pelo screening de reducdo [Fe(CN)s)> em [Fe(CN)e]*, onde de todas as fracdes
analisadas, apenas as fragdes 5 e 12 apresentaram atividade redutora, sendo a atividade da Fragao 5 se
igualando ao acido ascérbico com 100% de atividade. Ja a Fragdo 12 apresentou 50% de atividade (Figura
17). Também constatamos a atividade redutora das fragdes RRM-5.1 e RRM-12.5 pelo ensaio FRAP pois,
obtivemos absorbéancias de 0,655 para a Fracdo 5.1 em 0,1 mg/mL e 2,1 (nimero incerto por ter estourado
o maximo da leitora) na concentracdo de 10 mg/mL. O mesmo se observa para a Fracdo 12 em 3 mg/mL que
teve absorbancia de 1,5 apds os 4 minutos (Figura 24). Um outro valor observado é o da quantificagdo de
sulfato ferroso por grama de amostra. Nds obtivemos 6,28 uM/mg na Frac¢do 5.1 (10 mg/mL) e 0,50 uM/mg
na Fracdo 12 (3 mg/mL) (Tabela 8 e 9). Portanto as amostras possuem uma capacidade redutora por mg
equivalente a, respectivamente, 6,28 e 0,5 pmol de FeSO4. No trabalho de Benzie et al. (1996), onde é feito
FRAP com os antioxidantes presentes no plasma sanguineo em [100 umol/L] (bilirrubina, acido ascérbico,
acido Urico, vitamina E e albumina), a maior absorbancia de todos esses compostos testados, apds 4 minutos
de incubacdo, foi de aproximadamente 0,450 pela bilirrubina. No artigo de He$ (2019), ha uma tabela de
valores mostrando os resultados do ensaio FRAP realizado por eles, e observamos que um desses valores,
utilizando como amostra extrato da folha de Aloe vera em metanol, obtiveram absorbancia de 0,6 a 0,8.
Apesar das propriedades antioxidantes de bufadienolideos serem consideradas fracas, pela hidrofobicidade
e pouco grupo hidroxil, esses compostos podem ser glicosilados e modificados por varios substitutos,
servindo de base para o desenvolvimento de derivados, aprimorando suas habilidades antioxidantes e

toxicidade reduzida (Kolodziejczyk-Czepas & Stochmal, 2017).
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Ja no ensaio de degradacdo a 2-DR, a curva da Fracdo RRM-5.1 ficou um pouco abaixo da curva
controle que indica degradacdo, sendo os pontos finais de absorbancia (532 nm) apds 60 min de incubacdo
da Fragdo RRM-5.1 igual a 0,790, 29% de protecdo antioxidativa numa concentracdo de 1,1 mg/mL (5,4 mM)
e a controle de dano 1,100 (0% de protecdo) (Figura 33 e 34). No artigo de Kim et al. (2001) foi feito um
ensaio de peroxidacao lipidica causado por radiacao-X e mensurado pela concentracdo de MDA final. O grupo
obteve atividade de 44%, utilizando como antioxidante a melatonina (10°M). O grupo ainda mostra que a
melatonina protegeu células de fibroblastos epiteliais contra a radia¢do-X.

Substancias que apresentem ac¢3do pré-oxidante podem reduzir o Fe** a Fe™ e, assim, permitem a
rea¢do de Fenton, a qual culminard na produgao do radical hidroxil *OH e, consequentemente, degradac¢do
da 2-deoxirribose. Se a Fragdo RRM-5.1 tem poder de reduzir o Fe-lll em Fe-Il nos ensaios anteriormente
citados (FRAP e redugdo do ferricianeto), o composto pode agir de forma parecida ao ascorbato nessa reagédo
da 2-DR, como um pré-oxidante ao mesmo tempo que age como antioxidante, e por isso a atividade foi mais
baixa que os ensaios simples de redugado (Liebler & Reed, 1997). In vivo os metais encontram-se indisponiveis,
complexados nas proteinas. No entanto, em situages patoldgicas em que a quantidade de ferro e/ou cobre

livre se encontra elevada, a atividade prd-oxidante pode ser relevante (Herbert et al., 1999; Halliwell, 1996).

No ensaio de reducdo do MTT — diferente do controle utilizado com o acido ascérbico, que quanto
maior a concentra¢do, maior a absorbancia — a Fragdo RRM-5.1 possui um perfil de histograma simétrico,
onde, quanto maior a concentracdo, menor é a absorbancia, até chegar na concentracao 0,5 mM, que foi o
ponto maximo, resultando na atividade antioxidante em 54%. Apds esse ponto, quanto menor a
concentracdo, menor foi a absorbancia (Figura 35), perfil que pode ser observado na placa de multiplos
pocos, utilizada no ensaio (Figura 36). A razdo pela atividade antioxidante da Fracdo RRM-5.1 isolada ser
menor que a secre¢do bruta, poderia ser efeito de sinergismo entre compostos atenuantes da ag¢do
antioxidante.

Azouzi et al. (2017) e Sarikaya & Gulcin (2013), demonstraram o papel antioxidante da serotonina,

uma indolquilamina. Azouzi et al. (2017) mostrou que a serotonina é o antioxidante mais potente contra a
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peroxidacao lipidica. Um composto bem conhecido, que possui como uma de suas atividades a acao
antioxidante, atuando direta ou indiretamente, sintetizando outros antioxidantes como a glutationa
peroxidase, e que protege o organismo do estresse oxidativo a nivel molecular, celular e tecidual, agindo na
recuperacio de células epiteliais expostas a radiacdo ultravioleta, é a melatonina. E uma substancia
enddgena, sintetizada a partir do triptofano, pertencente ao grupo das indolaminas, faz parte do grupo
LMWA e, provavelmente seu mecanismo de agao inclui inibicdo da peroxidagao lipidica, sequestro de radicais
livres e desidrogenacgdo do grupamento -NH (Guaratini et al., 2007; Slominski et al., 2005; Tan et al., 2002).
Entdo sugerimos que uma das formas de agdao antioxidante da Fragdo RRM-5.1 pode ser andlogo ao da
melatonina e serotonina, por serem compostos similares estruturalmente, possuindo o triptofano como
mesmo precursor. No presente trabalho, foi utilizado ensaios que se baseiam no mecanismo redutor do
antioxidante, e considerando que a dehidrobufotenina possua 2 moléculas de hidrogénio disponiveis para
doagdo (PubChem, 2021), essa pode ser a forma pela qual sua atividade ocorra, por desidrogenacdo do

grupamento -NH ou -OH (Figura 2).

Um dos fatores determinantes para a atividade antioxidante de substancias naturais é a sua
solubilidade. Por exemplo, substancias polares (hidrofilicas) sdo mais efetivas em grandes quantidades de
dleo porque podem se acumular na interface ar-6leo ou dentro de micelas reversas, onde as reagGes de
oxidacdo lipidica ocorrem com maior frequéncia devido a alta concentracdo de oxigénio. Em contraste,
antioxidantes ndo polares (hidrofébicas) sdo mais efetivos em emulsdes porque sdo retidos nas goticulas de
6leo e/ou acumulados na interface 6leo-agua, onde ocorre a interacdo entre os hidroperdxidos das goticulas
e substancias pré-oxidantes. Essa tendéncia de antioxidantes lipofilicos terem melhor eficiéncia em grande
concentracdo de 4gua, enquanto antioxidantes polares sdo mais efetivos em dleo, tem sido denominada

como "paradoxo antioxidante" (Alves et. al, 2010).

Comparados com outros vertebrados, os anfibios enfrentam mais lesGes de origem nao-bioldgica por

causa da pele fragil e lesdo por ERO pode ser uma das mais inevitaveis. E essencial que os radicais nas peles
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de anfibios possam ser eliminados rapidamente. Existem estudos feitos sobre a atividade antioxidante de
compostos da pele de anfibios, porém, a maior parte desses trabalhos é sobre peptideos. Como apresentado
resumidamente na Tabela 2 da introdugéo, vemos o trabalho feito por Yang et al. (2009), em que analisaram
a secrecdo de Rana pleuraden e foram encontrados antioxidantes peptidicos, alguns podendo exercer
também atividade antimicrobiana. Liu et al. (2010) analisou a secre¢do do anuro Odorrana livida,
identificando a antioxidin-RL, com atividade antioxidante. Eles sugerem, pelo teste de ressonancia magnética
nuclear, que a Cys10 é responsdvel pela fungdo rapida de eliminagdo de radicais e as tirosinas participam da
ligagdo da antioxidina-RL aos radicais. De acordo com os ensaios de Guo et al. (2014) utilizando as espécies
de anfibios asiadticos Hylarana taipehensis, Amolops lifanensis e Amolops granulosus, demonstraram que
peptideos antioxidantes e peptideos antimicrobianos possuem precursores semelhantes, indicando uma
estreita relacdo evolutiva. E sugerido pelo grupo que a presenca dos residuos de aminodcidos prolina,
metionina, cisteina, tirosina ou triptofano podem contribuir para a fungao antioxidante nos peptideos. Wang
et al. (2017) identificaram 50 novos peptideos com capacidade antioxidante e/ou antimicrobiana de quatro
espécies de anfibios: Amolops daiyunensis, Pelophylax hubeiensis, Hylarana maosuoensis e Nanorana pleskei.
No estudo de Barbosa et al. (2018) foi identificado o peptideo antioxidante antioxidin-I que estd presente na
secrecao cutdnea de 4 anuros tropicais (Phyllomedusa nattereri, Phyllomedusa tarsius, Phyllomedusa
distincta e Pithecopus rohdei). O trabalho mais recente, feito por Placido et al. (2020), apresenta uma
salamandrina-l, o primeiro peptideo com potencial antioxidante encontrado na ordem de Urodela, género
Salamandra, especificamente a Salamandra salamandra. Esse peptideo apresentou baixa toxicidade
utilizando modelos in silico, in vitro, in vivo e ndo mostrou atividade antibacteriana. Kolodziejczyk-Czepas et
al. (2016), fez o primeiro trabalho analisando a atividade antioxidante de um bufadienolideo da planta
Kalanchoe daigremontiana, tendo uma atividade antioxidante de ECs 21,80 pug/mL no ensaio com o radical
DPPH e ndo apresentou citotoxicidade plaquetaria.

E assim, como todos esses trabalhos citados, pudemos detectar atividade antioxidante, bem como

inibicdo de crescimento microbiano, utilizando somente a Fragdo RRM-5.1, em diferentes concentracbes

97



(Figura 31). A Fragdo RRM-5.1 foi mais eficiente na inibicdo de Staphylococcus aureus (bactéria Gram-
positiva) sucedendo o valor de 97% de inibicdo na concentracdo de 10 mM e 95% nas concentracdes de 5 e
2,5 mM. Na menor concentracdo testada (0,005mM) a inibicdo foi de 45%. Para a bactéria Gram-negativa
Escherichia coli, a Fragdo RRM-5.1 inibiu em 82% na maior concentragdo (10mM) e 54% na menor (0,005mM).
Para células fungicas de Candida albicans, diferente dos outros organismos, o maior valor de inibigdo (35%)

ocorreu na menor concentragdo testada (0,005mM), ndo sendo esse um valor eficiente para inibigdo.
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Secrecdo cutanea de Rhinella mirandaribeiroi

Com 4,9 pg/mL, ha atividade de inibicdo parcial no crescimento de células bacterianas de Escherichia
coli (39%)

Com 4,9 pg/mL, ha atividade de inibicdo de células fungicas de Candida albicans (56%).

N3ao foi observada inibigdo do crescimento de Staphylococcus aureus nas condigGes testadas.

ICso das linhagens de células neoplasicas igual a: 3,2 mg/mL em melanoma murino B16F10, 4,6
mg/mL em adenocarcinoma de cérvix Hela e 5,6 mg/mL em adenocarcinoma mamario MCF-7.

N3o houve inibicao das serino proteases tripsina e quimotripsina nas condigdes testadas.

Com 5 mg/mL, ha atividade fosfolipasica (41%).

Com 10 mg/mL, ha 100% de atividade antioxidante no ensaio de reduc&o do ferricianeto de potassio.
Eluicdo de 24 fragdes cromatograficas utilizando o método deste estudo.

Considerando uma inibicdo de aproximadamente >90%, obtivemos 4 fragdes que inibiram células
bacterianas e 13 frages que inibiram células fungicas.

Sua subfracdo RRM-22.6 é uma fosfolipase A, de aproximadamente 14 KDa.

Fragao 12

Sugerimos que a subfracdo RRM-12.5 é um esteroide bufadienolideo de massa 415 m/z.
Possivelmente uma bufotalinina ou 19-oxo-desacetylcinobufagina.

Inibiu parcialmente o crescimento de células bacterianas E. coli (38%).

Inibiu parcialmente o crescimento de células bacterianas S. aureus (50%).

Inibiu o crescimento de células fungicas C. albicans (80%).
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Atividade antioxidante de 50% no ensaio de reducao do ferricianeto e no ensaio FRAP foi detectado

a formacdo do complexo reduzido Fe(ll)-TPTZ na solucdo, utilizando 0,1 mg/mL (0,22 mM) da fracdo.

Fracao 5

Sugerimos que a subfragdo RRM-5.1 é uma amina biogénica, indolquilamina, especificamente uma
dehidrobufotenina de 203 m/z;

Ha inibi¢cdo do crescimento celular da bactéria S. aureus em 97% em 10 mM;

Ha inibicdo do crescimento celular da E. coli em 82% em 10 mM;

Ha inibicdo parcial de células fungicas (C. albicans) onde, o maior valor de inibicdo de 35% foi na
menor concentragao testada de 5 puM;

Tem alta performance redutora antioxidante no ensaio FRAP, onde foi detectado a formacdo
instantanea do complexo reduzido Fe(ll)-TPTZ na solucdo;

Atividade antioxidante de 100% no ensaio de reducdo do ferricianeto;

Acdo antioxidante no ensaio de degradacdo a desoxirribose, no qual ocorreu 29% de protecdo a
degradacao;

Ha atividade antioxidante parcial de 54% no ensaio de redu¢ao do MTT com 0,5 mM;

Manteve a integridade das células de MCF-7, permanecendo vidveis;

Teve acdo protetora as células de MCF-7 contra a atividade oxidativa apoptética de H,0..

101



p ! 5 a. ! ﬁ a )
Ensaio de inibicdo de proteases com outras serino proteases e pelo screening das fracdes
cromatograficas;
Ensaio de viabilidade celular com as fragdes cromatograficas;
Explorar a atividade antifungica em mais detalhes, principalmente nas fragdes 8, 14, 15 e 17 que
inibiram o crescimento de Candida albicans em quase 100%;
Explorar atividade antimicrobiana das fragbes 1 e 11 que inibiram o crescimento dos 3
microrganismos testados em mais de 90%;
Ensaio antiviral e antiparasitario com as fracdes cromatograficas;
Realizar outros ensaios antioxidantes que explorem outros mecanismos de a¢do antioxidativa;
Sequenciamento do C-terminal da Fragcdo 22.6 para identificacdo;

Espectroscopia de ressonancia magnética nuclear da Fragdo 5.1 e Fragdo 12.5 para a andlise

estrutural.
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