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APRESENTACAO

A herpetologia trata do ramo da zoologia responsavel pelo estudo de répteis
e anfibios, abordando temas como classificacéo, fisiologia e comportamento, entre
outros. Atuando tanto como presa quanto como predador na complexa rede de
interacOes ecolOgicas, os répteis e anfibios sao fundamentais para o funcionamento
adequado dos ecossistemas - aquatico e terrestre.

Dentro da herpetologia, o estudo ecologico de répteis e anfibios € um campo
bastante amplo, no qual sdo analisadas caracteristicas como interagdes sociais,
comportamento no ambiente, distribuicdo e conservacéao das espécies. Tais animais
s&0 capazes de povoar uma ampla gama de ambientes, com grande variedade de
concentracao de solutos, temperatura e fontes de alimentos. Por serem bastante
sensiveis a alteragcdes nos mesmos, em sua grande maioria decorrentes da intervencao
humana, e dada a grande area de povoamento se tornam importantes bioindicadores
ambientais.

Estudar esses organismos € fundamental para promover sua conservagao, e,
consequentemente, a manutencéo do equilibrio do ecossistema como um todo. Nao
devemos, no entanto, esquecer do impacto direto que a pesquisa de répteis e anfibios
exerce sobre o desenvolvimento do estudo cientifico. Estes animais apresentam um
grande potencial biotecnologico, tendo em vista que as secre¢des por eles produzidas
s&o uma inestimavel fonte de novas moléculas, ou mesmo de analogos de moléculas
ja existentes, que podem auxiliar o desenvolvimento de novos farmacos.

A presente obra se trata de uma coletdnea de textos, e apresenta em seus 6
capitulos novas informagdes na area de herpetologia, tendo como foco a ecologia
destes animais e o potencial biotecnol6gico do estudo dos mesmos. Por fim, esperamos
gue este livro possa colaborar e instigar mais estudantes e pesquisadores na constante
busca de novas tecnologias para esta interessante area de conhecimento.

Daiane Patricia Oldiges
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CAPITULO 1

ANALISE DO PERFIL PROTEICO DA SECRECAO
CUTANEA DE Dermatonotus muelleri UTILIZANDO
OS METODOS DE ELETROFORESE (SDS-PAGE) E
ESPECTROMETRIA DE MASSA (MALDI-TOF)

Luiz Humberto Guimaraes Riquelme Junior
Universidade Catolica Dom Bosco Campo Grande
- MS

Marcos Antonio Ferreira
Universidade Catolica Dom Bosco Campo Grande
- MS

Breno Emanuel Farias Frihling
Universidade Catolica Dom Bosco Campo Grande
- MS

Fernanda de Cassia Goncalves Alves
Universidade Catolica Dom Bosco Campo Grande
- MS

Paula Helena Santa Rita
Universidade Catolica Dom Bosco Campo Grande
- MS

Newton Valério Verbisck
Embrapa Gado de Corte Campo Grande — MS

Ludovico Migliolo
Universidade Catolica Dom Bosco Campo Grande
- MS

RESUMO: A eficacia dos antibiéticos no
combate a infecgbes nas primeiras décadas
do século XX apresentou sucesso, no entanto,
as bactérias adaptam-se as mudancas que
ocorrem em seu ambiente de forma rapida,
desenvolvendo mecanismos de resisténcia
aos antibidticos convencionais. A biotecnologia
propde novas abordagens por meio da

bioprospeccdo de toxinas de animais, como
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anfibios, a qual pode possibilitar a producao de
novos farmacos bioinspiradas nas moléculas
encontradas e caracterizadas bioquimicamente.
Sendo assim, o objetivo desse trabalho foi
analisar o perfil proteico da secrecédo cutanea
do anuro Dermatonotus muelleri utilizando
os métodos de Eletroforese SDS-PAGE e
Espectrometria de Massa com matriz 4cido
sinapinico. O perfil eletroforético demonstrou
16 bandas proteicas onde as majoritarias foram
de 205, 30, 14 e 21 kDa. Ja o perfil obtido por
meio de espectrometria demonstrou quatro
peptideos, onde dois foram relacionados com
os resultados observados por eletroforese.
Diante dos resultados obtidos concluimos que
os dois métodos, apresentou o perfil proteico
da secrecdo cutanea do D. muelleri, sendo
que cada método com suas caracteristicas
€ especifico para um determinado espectro
de massa molecular. Para SDS- PAGE para
visualizar moléculas de alto peso molecular
e MALDI-ToF para a deteccdo das massas
moleculares menores que 10 kDa. Isso, portanto
nao descarta nenhuma das técnicas e o0 uso de
forma complementar aumenta a confiabilidade
dos resultados.
PALAVRAS CHAVES:
Proteina; Anfibio.

Bioprospeccéo;

ABSTRACT: The effectiveness of antibiotics
to combat infections in the first decades of the
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twentieth century was successful, however, bacteria adapt to the changes that occur
in their environment quickly, developing mechanisms of resistance to conventional
antibiotics. Biotechnology proposes new approaches through the bioprospection of
animal toxins, such as amphibians, which may enable the production of new bio-inspired
drugs in the molecules found and characterized biochemically. Thus, the objective of this
work was to analyze the protein profile of the skin secretion of the anuran Dermatonotus
muelleri using SDS-PAGE Electrophoresis and Mass Spectrometry with synapinic acid
matrix. The electrophoretic profile showed 16 protein bands where the majority were
205, 30, 14 and 21 kDa. The profile obtained by means of spectrometry showed four
peptides, where two were related to the results observed by electrophoresis. In view of
the obtained results, we conclude that the two methods presented the protein profile of
the skin secretion of D. muelleri, and each method with its characteristics are specific for
a given molecular mass spectrum. For SDS- PAGE to visualize high molecular weight
molecules and MALDI-ToF for the detection of molecular masses less than 10 kDa.
This therefore does not rule out any of the techniques and the use of complementary
form increases the reliability of the results.

KEYWORDS: Bioprospection; Protein; Amphibian.

11 INTRODUCAO

A eficacia dos antibidticos no combate a infeccées nas primeiras décadas do
século XX teve tanto sucesso que levou a uma confianga quase que total, levando a
perspectiva que as infeccoes seriam resolvidas (GARCIA- REY, 2010). No entanto, as
bactérias, assim como os demais seres vivos, adequam-se as mudangas que ocorrem
em seu ambiente e um dos resultados € a resisténcia a antibioticos (PEREIRA, 2015).

Isso Fleming ja havia percebido ao descobrir a penicilinaem 1929, descobrindo que
naturalmente os microrganismos sdo dotados de resisténcia aos antibioticos (DRAGO,
2007). Essa resisténcia funciona via trocas de genes onde alguns microrganismos que
adquiriram mutacées em seu DNA, devido ja ter uma sensibilidade a algum farmaco,
transferirdao a outros microrganismos incorporando no seu conteudo genético genes
gue ajudaram a resistir aos antibioticos (BETANCOURT et al., 2003).

Associado a esse fenbmeno estd o uso indiscriminado de antibibticos via
automedicagao da populacdo e dentro dos hospitais, muitas vezes devido a
diagnosticos imprecisos ou a medicacao intensiva (WANNMACHER, 2004). Isso tem
intensificado a selecdo de cepas bacterianas resistentes aos antibioticos existentes.
Segundo Behzadnia e colaboradores (2014), mundialmente cerca de 9% dos pacientes
hospitalizados s&o afetados por bactérias que apresentam algum tipo de resisténcia.

Nessa perspectiva, percebe-se a necessidade de novos farmacos antimicrobianos
e, a otimizacao dos principios ativos das classes ja existentes é de suma importancia
para o combate de microrganismos patogénicos, algo que a biotecnologia, com
énfase na bioquimica e microbiologia, vem propondo: novas abordagens na producao
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de novas alternativas a antibi6ticos provenientes de produtos naturais como proteinas
e/ou peptideos isolados de toxinas animais como serpentes, escorpides, insetos,
aracnideos e anfibios (BRITO; CORDEIRO, 2012).

Atualmente sdoconhecidas 7.886 espécies de anfibios nomundo (AMPHIBIAWEB,
2018) tendo o Brasil um lugar de destaque na biodiversidade desses animais com 1080
espécies distribuindo-se em 36 Gymnophiona, cinco Caudata e 1039 Anura (SEGALLA
et al.,, 2016). A pele dos anfibios desempenha fun¢cées extremamente importantes
para sua sobrevivéncia em diversos nichos ecoldgicos, como a respiracéo, regulacéo
hidrica, excrecéo, controle de temperatura, dimorfismo sexual, camuflagem, entre
outros (CLARKE, 1997), sendo considerados excelentes bioindicadores ecolégicos
da qualidade do ambiente (STEBBINS; COHEN, 1995; SILVA, 2004). Além disso, a
secrecao de suas peles demonstra grande diversidade molecular que podem lisar
fungos, virus, protozoarios e bactérias que entram em contato com sua pele, permitindo
uma protecao quimica contra esses microrganismos e também predadores (SIMMACO
et al., 2009).

O estudo da composicao das secrecdes glandulares de anfibios néo é recente.
Segundo Habermehl e colaboradores (1981), desde a década de 80 esses compostos
vém sendo estudados. De acordo com Clarke (1997) e Tyler e colaboradores, (1992)
a diversidade de substancias bioativas encontradas nas secrec¢des cutaneas dos
anfibios inclui além de esterdides e alcalbdides, peptideos bioativos com propriedades
antimicrobianas.

Estdo presentes também as aminas biogénicas: adrenalina, noradrenalina e
dopamina (JARED et al., 2009). Além da atividade antimicrobiana, do ponto de vista
farmacologico, esses compostos podem também apresentar efeitos: miotoxicos,
neurotéxicos, cardiotoxicos, hemotoxicos, colinomiméticos ou simpatomiméticos e
vaso constritores sobre mamiferos de pequeno porte (HABERMEHL, 1981; JARED et
al., 2009).

As espécies da familia Microhylidae, cujo Dermatonotus muelleri faz parte,
possuem ampla diversidade morfoldégica e comportamental tendo como exemplo do
proprio D. muellerio nicho fossorio. O focinho pontiagudo e a capacidade de movimentar
a cabeca para cima e para baixo permite ao animal realizar escavagoes, além das patas
robustas e o corpo arredondado (formato “orbe-like”), diferente de outros microhylideos
como do género Elachistocleis, facilitam a escavacdo. Dermatonotus muelleri
€ a Unica espécie do género encontrada na América do Sul, tem uma reproducao
explosiva, frequentemente com os machos vocalizando por cinco dias em todo o
periodo reprodutivo. Esta espécie apresenta resisténcia e conseguem sobreviver em
temporadas de secas e escassez de alimentos por meio da sua especializagdo onde
os alimentos sao retirados do subterraneo (NOMURA, 2003).

Estudos feitos com anuros da familia Microhylidae sdo escassos, principalmente
com a vertente das secrecdes cutaneas. Como exemplo, pode ser citado a espécie
Dyscophyus guineti (sapo tomate), onde foi encontrada em sua secrecdo cutanea
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inibidores de peptidase serinicas tipo Kunitz, representando ser um componente da
estratégia para defesa desse animal contra micro e/ou macro predadores (CONLON;
KIM, 2000).

Com a resisténcia dos microrganismos as moléculas bioativas adquiridas da
exploracdo bioquimica cutdnea de anfibios anuros representa alternativa para o
desenvolvimento de biofarmacos com atividade antimicrobiana. Diante do exposto
até o momento esse trabalho teve por objetivo analisar o perfil proteico da secrecéao
cutanea do anuro Dermatonotus muelleri e comparar as massas moleculares dos
resultados apresentados por meio de SDS-PAGE e MALDI-ToF.

2| METODOLOGIA

Para esse trabalho, foram utilizados trés individuos de Dermatonotus muelleri
(Figura 1) doados por populares e acondicionados no Biotério da Universidade Catodlica
Dom Bosco (UCDB). Os animais foram mantidos juntos em caixas organizadoras
da marca Sanremo® com tamanhos de 38,5 X 37 X 56 cm. A caixa conteve como
substrato areia com dimenséao fina (125 a 250 ym) uma vez que essa espécie tem
um nicho fossoério, vegetacao artificial e um recipiente de 500 ml com agua ad libitum.
A temperatura foi mantida entre 25 e 27°C e a umidade em torno de 60 a 70%. Para
alimentacao, foram fornecidos artrépodes da ordem Blattodea.

IHII[IIHIHH[IIII|II|I[IIH]H!I e
0 1 2 3 4 5 7 A

Figura 1. Individuo de D. muelleri doado ao Biotério/UCDB por populares.

2.1 Extracao e obtencao da secrecao cutanea

A obtencédo da secrecéo cutanea dos animais foi por meio da eletroestimulacéo
(TYLER et al., 1992) dorsal com uma bateria alcalina de 9V, ligada a dois fios de cobre
onde foram tocados no dorso do animal por trés vezes sendo cinco segundos cada,
fazendo com que por meio da compressao corpérea, estimula-se as glandulas de
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veneno, liberando a toxina juntamente com o muco fabricado pelas glandulas mucosas.
Toda substancia secretada pelo animal foi rapidamente lavada com agua Milli-Q até
que toda a secrecao liberada desprendesse da pele e armazenada em um Becker de
500 mL. Apés a extracéo, a secrecao foi transferida para tubos de polietileno de 50 mL
e congelados a -80°C (Ultra Freezer) para liofilizagcao.

2.2 Quantificacao proteica

Apos a liofilizacédo as amostras foram ressuspendidas no volume minimo com
agua Milli-Q e centrifugadas a 11000 rpm por 30 min. O sobrenadante foi retirado e
armazenado em tubo de polipropileno de 2mL, sendo posteriormente quantificadas
pelo método de Bradford (BRADFORD, 1976).

2.3 Perfil eletroforético por SDS-PAGE

A separacado das proteinas das toxinas extraidas foi realizada por meio da
técnica de eletroforese em SDS-PAGE conforme o método de Laemmli (1970). O
gel desnaturante foi preparado nas concentracdes de 12%. Para a comparacéo das
massas moleculares, foi utilizado o marcador padréo da PROMEGA® (The Broad
Range Protein Molecular Weight Markers) o qual possui massas moleculares com
205, 116, 97, 80, 66, 55, 45, 30, 21, 14 e 6,5 kDa). A corrida foi realizada nas seguintes
condicoes: 80v, durante aproximadamente 3h. Apos o término das corridas, os géis
foram corados com a solugdo de Coomassie Birilliant Blue R-250 (Sigma-Aldrich).

2.4 Espectrometria de Massa

O extrato bruto liofilizado foi solubilizado em agua Milli-Q, misturados em uma
solucdo saturada de uma matriz constituida por acido sinapinico (SA), depositado em
uma placa do tipo MTP 384 massive e secos a temperatura ambiente. Os compostos
tiveram suas massas moleculares exatas determinadas, utilizando um espectrémetro
de massa do tipo MALDI ToF Smart Bean Ill (Bruker Daltonics). Os espectros foram
calibrados externamente com insulina (5,8 kDa). Os valores de massa molecular
obtidos foram plotados em planilha para comparacdo com os valores experimentais
observados em SDS-PAGE.

31 RESULTADO E DISCUSSAO

A eletroestimulacéo leve foi eficiente para a aquisicdo da secrecdo dos trés D.
muelleri,onde ap6s a ressuspensao foi obtido 5mL de amostra (Figura 2A), Esse método
de extracao possibilita que todas as glandulas do animal, mucosas e granulosas, sejam
contraidas e estimuladas sem causar lesdes, além promover 0 uso de um individuo
facilitando a conservacéo desses animais, uma vez que antigamente eram-se usados
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centenas de individuos, retirando sua pele para obter a secrecédo cutanea (KONIG et
a., 2015). Além disso, essa extracdao promoveu pouco manejo do individuo diminuindo
ainda mais o contato com a mao do manejador. O método convencional de extragao,
0 mecanico, que sao massagens feitas no animal a fim de perturba-lo para que saia a
secrecéo, faz com que o manejador tenha muita amostra perdida aderida nas luvas,
ja a eletroestimulagcéo, onde em seguida o animal é lavado com agua, reduz o contato
da secrecaobcom as luvas, permitindo perder menos amostras.

Apoés a extragdo os animais foram devolvidos ao cativeiro imediatamente onde
comecaram a escavar e se enterrar, demonstrando nenhuma lesao ou anormalidade

em seu comportamento fossorio (Figura 2B).

Figura 2. (A) Eletroestimulacdo branda para aquisi¢céo da secrecao cutanea de D. muelleri por
meio de baterias de 9V. (B) Cativeiro semiextensivo do D. muelleri com substrato areia (cinco

cm de profundidades), vegetacéo artificial e agua ad libitum.

Na quantificagdo proteica pelo método de Bradford, apresentou uma curva de
calibracao (Figura 3) com cinco pontos e R2 igual a 0,97. Com a extracao utilizando
eletroestimulacéo foi possivel obter uma concentracéo proteica de 190 pyg.mL™".
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Figura 3. Curva de calibragao para quantificacéo utilizando o método de Bradford, tendo a
proteina Albumina como padrdo. Os cinco pontos demonstram valores limites para o calculo do
R quadrado. A equacao da reta foi utilizada para quantificar as amostras extraidas da secrecao

cutanea de D. muelleri.
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Os resultados com SDS-PAGE mostraram 16 bandas proteicas (Figura 4), sendo
distribuidas em trés zonas de bandeamento proteico: a primeira variando de 55 a 205
kDa, a segunda de 21 a 55 kDa e a terceira abaixo de 21 kDa. As bandas proteicas
majoritarias no primeiro grupo foi de 205 kDa. No segundo grupo destacaram-se uma
banda de 30 kDa e outra de 50 kDa. No terceiro grupo as mais evidentes foram de 14

e 21 kDa.
a b
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Figura 4. SDS-PAGE 12% corado por Comanssie Birilliant Blue e dividido em trés zonas de
bandeamento proteico: (A) Marcador molecular; (B) Amostra da secrecéo cutanea de D.
muelleri, ambos na unidade de kDa.

Na espectrometria de massa os resultados demonstraram quatro massas
moleculares de peptideos sendo 3,13; 3,88; 5,24 e 6,97 kDa os ions que mais se
destacaram devido a sua ionizacao realizada pela matriz acido sinapinico. Os dois
primeiros foram observados no SDS-PAGE, entretanto foi possivel visualizar duas
massas moleculares menores que 6,5 kDa demonstradas no SDS- PAGE sugerindo
que sejam os ions identificados na espectrometria de massa que sao o de 5,24 e 6,97

kDa (Figura 5).
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Figura 5. Massas moleculares menores que 6,5 kDa demonstradas no SDS-PAGE, comparada
a dois ions identificados na espectrometria de massa da secrecdo de D. muelleri.

Estudos proteémicos com a secrecéo cutanea de D. muelleri s&o escassos pelo
motivo de o nicho dessa espécie dificultar o seu encontro, além de haver uma auséncia
no banco de dados, recorrendo-se comparar suas massas proteicas com trabalhos
realizados com outras classes animais como répteis e/ou com outras familias de
anuros, como Hylidae (Tabela 1).

6,1 <65 52
6,4
6,6 >6,5 6,9
6,7
8 -
10 ;
14 14 -
14,4 >14 -
22 > 21 -
23 >23 -
44 > 44 -

Tabela 1. Massas moleculares encontradas na literatura (Massa teérica) e comparada com as
demonstradas em SDS-PAGE, MALDI-ToF (Massa experimental).

Sendo assim, Cavalcante (2015), demonstrou bandas proteicas da secregcéo
cutédnea de D. muelleri que variavam entre 110 a 160 kDa. Por meio de banco de
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dados, identificou-se que a proteina Octapepetide Repeat Protein T2 encontrada em
Ophiophagus hannah, (cobra rei) (STUART et al., 2016) possui massa semelhante.
Além disso, Cavalcante comparou as massas demonstradas com uma enzima
oriunda da formiga Harpegnathos saltador, que codifica o nucleotideo RHO quanine
(Exchange fator 7).

Com esse perfil proteico demonstrado, foi possivel comparar com compostos
encontrado em anuros da familia Hylidae, familia de anuro onde ocorre a maior parte
dos trabalhos com proteémica nessa vertente. Na terceira zona do SDS- PAGE, as
massas préximas a 6,5 kDa podem representar a hylaserpina, um inibidor de tripsina e
quimiotripsina com atividade antibacteriana que tem 6,1 kDa, descoberta na secrecao
cuténea de Hyla simplex (WU et al., 2011).

Proteinas chamadas de Kazal possuem massas moleculares em torno de 6,6
e 6,7 kDa e foram encontradas na espécie Phyllomedusa sauvagii, séo inibidoras de
peptidases, bactericida e induz a aglutinagdo dos eritrocitos (GEBHARD et al., 2004).

41 CONCLUSAO

A metodologia de SDS-PAGE ndo € um método analitico tédo eficaz, porém
permite estimar rapidamente a quantidade de grupo de proteinas por massa molecular,
estando a carga liquida equalizada negativamente (detergente - SDS). Em uma amostra
heterogénea com a facilidade de separacao e visualizacao esta técnica permite uma
viséo geral das massas moleculares. Esta técnica é mais lenta na aquisicéo de dados,
entretanto tem um custo operacional mais econédmico quando se trata dos reagentes
e equipamentos utilizados. Por outro lado, a espectrometria de massa fornece uma
condicédo altamente precisa e analitica de estimar a massa molecular de proteinas e
peptideos apresentando um resultado rapido, porém com um custo operacional elevado
principalmente devido ao custo do equipamento. Diante dos resultados encontrados
foi possivel concluir que o melhor para aquisicdo de dados é usar as técnicas aqui
descritas em conjunto. As moléculas observadas nas duas técnicas sdo de extrema
importéncia para a selecéo inicial de candidatos para caracterizagcao bioquimica,
biofisica e microbiolégica com potencial biotecnoldgico no desenvolvimento de novas
ferramentas antimicrobianas.
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