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RESUMO

MONKEN, Francine Franca. Estudo preliminar da secrecéo cutanea em Aparasphenodon
(Lophiohylinae, Anura): composi¢cdo bioquimica e potencial toxico. Dissertacao
(Mestrado em Quimica, Bioquimica). Departamento de Quimica, Instituto de Ciéncias Exatas,
Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro, Seropédica, RJ, 2016.

O presente estudo buscou determinar a composi¢édo quimica das secrec¢des brutas expelidas
por duas espécies de Aparasphenodon, a partir do isolamento, purificagdo e identificacdo
estrutural destes compostos. Para tal, individuos de A.brunoi (n=5) e A.arapapa (n=3) foram
coletados na llha da Marambaia, Mangaratiba (RJ) e no municipio de Ilhéus (BA),
respectivamente. As secrec¢des foram obtidas por estimulo elétrico suave e mostraram-se
translucidas e pouco viscosas, com rendimento aproximado de 4 mg de amostra/individuo.
Para cada espécie, foi realizada cromatografia em camada delgada; o reagente revelador
ninidrina indicou presenca de grupos aminicos ap6s aparecimento da cor violeta. As amostras
foram entdo submetidas a cromatografia liquida de alta eficiéncia analitica, sendo detectados
dois picos majoritarios com mesmo tempo de retencédo (0,88 e 1,44 min) em ambas as
andlises, indicando assim a presenca de compostos semelhantes nas duas espécies. Da
mesma forma, a purificagdo das amostras realizada por cromatografia liquida de alta eficiéncia
semi-preparativa apresentou o mesmo numero de fragbes para ambas as espécies. A
determinacé&o estrutural foi determinada por LC-MS/MS apenas para A. brunoi e revelou alta
incidéncia de colageno e outras proteinas ndo caracterizadas. Os ensaios biolégicos foram
realizados nas concentragdes de 1 pg.mL*e 10 pg.mL? para ambas as espécies. O ensaio
de viabilidade celular ndo apresentou reducéo da sobrevivéncia das leveduras, assim como a
dosagem de peroxidacao lipidica ndo mostrou reacdo com malonaldeido, em todos os casos
testados. Por outro lado, o ensaio de dano mitocondrial revelou toxicidade na concentracéo
de 10 pg.mL?, reduzindo de forma discreta a viabilidade celular, em ambas as amostras.
Concluimos entédo que as duas espécies possuem proteinas como seu principal componente
e, a nivel celular, ndo sdo nocivas em 1 pg.mL* mas podem promover danos quando em 10
ug.mL2. Além disso, como os perfis revelados para ambos os extratos, tanto nos ensaios
quimicos como nos biologicos, foram muito proximos, a existéncia de um padrdo na
composi¢do quimica das secre¢fes cutaneas em anfibios de um mesmo género pode ser

refor¢cada, ainda que as espécies se encontrem em condi¢cdes ambientais distintas.

Palavras-chave: Aparasphenodon, secrecao cutanea, proteinas e atividade biolégica.



ABSTRACT

MONKEN, Francine Franca. Preliminary study of skin secretion in Aparasphenodon
(Lophiohylinae, Anura): biochemical composition and toxic potential. Dissertagéo
(Mestrado em Quimica, Bioquimica). Departamento de Quimica, Instituto de Ciéncias Exatas,

Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro, Seropédica, RJ, 2016.

This study aimed determinate the chemical composition of raw secretions expelled by two
species of Aparasphenodon genus from compounds isolation, purification and structural
identification. For this, individuals of A. brunoi (n=5) e A. arapapa (n=3) were collected in llha
da Marambaia, municipality of Mangaratiba (RJ), and in municipality of llhéus (BA),
respectively. The secretions were obtained by smooth electric stimulus and were translucent
and little viscous, with approximated yield of 4 mg of sample/individual. For each species, was
realized chromatography of thin layer, the revelator reagent ninhydrin indicated presence of
amine groups after violet color appearing. Samples than were submitted with the same
retention time (0.88 and 1.44 min) in both analysis, indicating presence of similar compounds
in both species. In same way, samples purification realized by semi preparative liquid
chromatography of high efficiency presented the same fractions number for both species. The
structural determination was made by LC-MS/MS only for A. brunoi and reveled high collagen
incidence and other uncharacterized proteins. Biological assays were realized in
concentrations of 1ug.mL?* and 10ug.mL* for both species. The assay of cellular viability did
not present survival reduction of yeast, such as dosing of lipid peroxidation that did not show
reaction with malonaldehyde in all tested cases. In other hand, the assay of mitochondrial
damage reveled toxicity in concentration of 10 pg.mL™, reducing for discreet form the cellular
viability in both samples. We conclude that both species have proteins as the main compound
and, in a cellular level, are not harmful in 1 pg.mL™, but can promote damage in 10 pg.mL™.
Besides that, as reveled profiles to both extracts, both chemical and biological assays were
very close, the existence of a pattern in chemical composition of cutaneous secretions in
amphibians of the same genus can be reinforced, even that species be in distinct

environmental conditions.

Keywords: Aparasphenodon, skin secretion, proteins, biological activity.
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I. INTRODUCAO

1. A classe Amphibia

Anfibios sdo vertebrados tetrdpodes ndo amnibticos e ectotérmicos que
compartilham varios caracteres derivados de um ancestral comum como, por exemplo, pele
altamente permeével, dependéncia de respiragdo cuténea, dentes pedicelados, bem como
varias outras caracteristicas (VITT & CALDWELL, 2014; DUELLMAN & TRUEB, 1994). Seu
nome deriva do grego e significa ‘ambas vidas’ ou ‘vida dupla’ (amphi = ambos/duplo e bios =
vida), caracterizados pela alternancia entre os ambientes terrestre e aquatico ao longo de seu
desenvolvimento (DUELLMAN & TRUEB, 1994). Esta variacdo pode ocorrer de duas formas:
algumas espécies passam somente a fase larval em ambiente aquético e quando na fase
adulta mudam definitivamente para o ambiente terrestre; enquanto outras passam toda a vida
dependentes dos corpos d’agua, vivendo em pequenas pogas ou pantanos (DUELLMAN &
TRUEB, 1994; POUGH et al., 2008).

Os anfibios ancestrais se desenvolveram no final do periodo Devoniano (360 milhdes
de anos) a partir dos peixes Sarcopterygii que possuiam barbatanas multi-articuladas e
pulmdes primitivos (DUELLMAN & TRUEB, 1994). No periodo equivalente ao final do
Carbonifero e inicio do Triassico (286-250 milh6es de anos) um evento de extingcdo em massa
dizimou muitas linhagens de anfibios. Neste mesmo periodo, os répteis sofreram intensa
radiacdo e se tornaram os maiores predadores da época, fato que reduziu ainda mais a
diversidade de anfibios existentes (POUGH et al., 2008). Os grupos que sobreviveram
passaram por uma extensiva radiacdo adaptativa ao longo dos milhares de anos,
desenvolvendo uma série de atributos morfolégicos, fisiolégicos, comportamentais e

ecoldgicos, gue moldaram seus diversos estilos de vida atuais (DODD, 2010).

A classe Amphibia moderna, também conhecida como Lissamphibia, foi descrita por
Linnaeus (1758) e, até o momento, conta com mais de 7500 espécies, dispostas em trés
ordens (Figura 1) (POUGH et al., 2008; FROST, 2016). A ordem Gymnophiona contém as
chamadas cecilias ou ‘cobras-cegas’ e é a menos diversa, contando com pouco mais de 200
espécies encontradas nas regifes tropicais. A ordem Caudata é constituida de salamandras
e tritdes, possui cerca de 700 espécies e € encontrada quase que somente nas zonas
temperadas da América do Norte e Eurasia. A ordem Anura compreende 0S sapos e contém
mais de 6600 espécies, agrupadas em 56 familias, que podem ser encontradas em todos os
continentes, com exce¢do da Antartida devido ao clima extremamente frio e seco (VITT &
CALDWELL, 2014; FROST, 2016).



Figura 1: Exemplares de anfibios: (A) Gymnophiona, Siphonops annulatus (Foto: Santiago R.

Ron); (B) Caudata, Neurergus kaiseri (Foto: Twan Leenders); (C) Anura, Anaxyrus americanus

(Foto: Simon P. Barrette).

2. O género Aparasphenodon

O género Aparasphenodon pertence a subfamilia Lophyohylinae (Anura, Hylidae), que
reune 75 espécies das conhecidas ‘pererecas-de-capacete’ (do inglés: casque-headed
treefrogs), assim denominadas devido a presenca de cranio co-ossificado (DUELLMAN et al.,
2016). Foi descrito por Alipio Miranda-Ribeiro (1920), a partir do primeiro exemplar de
Aparasphenodon brunoi encontrado no Rio de Janeiro. Desde entédo, outras quatro espécies
foram descritas, A. venezolanus (MERTENS, 1950), A. bokermanni (POMBAL, 1993), A.
arapapa (PIMENTA et al., 2009) e A. pomba (ASSIS et al., 2013).

Todas as espécies de Aparasphenodon sdo encontradas na Mata Atlantica; com
excecdo de A. venezolanus, endémica da Floresta Amazonica (Brasil, Coldbmbia e Venezuela)
(MERTENS, 1950; NECKEL-OLIVEIRA & GORDO, 2004). A. brunoi e A. arapapa (Figura 2)
séo frequentemente localizadas em areas de restinga que, por ser uma regido muito proxima
ao ambiente marinho, expde o0s animais que ali vivem a intensa luminosidade, salinidade e
temperaturas elevadas. Sendo assim, estas espécies normalmente sdo encontradas no
interior do tanque das bromélias ou em suas axilas, pequenos reservatérios de agua que
servem como refdgio contra o ambiente hostil (VILELA et al., 2011; LANTYER-SILVA et al.,
2014).

Figura 2: Espécies de Aparasphenodon (A) A. arapapa (Foto: Amanda Lantyer-Silva) e (B) A.

brunoi (Foto: Iuri R. Dias).



Associado ao habito bromelicola pode ser observado o comportamento fragmotico, no
qgual o corpo € acomodado no tanque das bromélias e juntos, cranio e maxilar, funcionam
como uma ‘tampa’ (Figura 3) (NAVAS et al., 2002; MOLLO-NETO &TEIXEIRA JR., 2012).
Espécies do género Aparasphenodon possuem caracteristicas que contribuem para a eficacia
desse comportamento, como o maxilar mais largo e focinho estreito, além do cranio co-
ossificado. Este dltimo consiste numa estrutura extremamente rigida formada pelo
preenchimento da regido entre o cranio e a porcao inferior da derme com tecido 6sseo
(TRUEB, 1970; JARED et al., 1999; GRUBER et al., 2012).

Figura 3: Comportamento fragmético (A. brunoi) (Fotos: Leonardo Mercon).

A fragmose € fundamental na retencdo de agua, reduzindo em mais de 90% sua
evaporacgao pela transpiracdo e, com isso, as bromeélias passam também a servir como local
de reproducao, deposi¢cédo de ovos e desenvolvimento dos girinos (ANDRADE & ABE, 1997;
BERTOLUCI, 2007). Este comportamento pode atuar ainda como um mecanismo de defesa
na protecdo contra o ataque de predadores, isto porque, além de j& estarem resguardados,
sua visualizacgéo é dificultada pela coloragéo criptica presente no topo da cabega (Unica regiéo

visivel), que simula uma folha seca, confundindo o possivel predador (JARED et al., 2005).

Além da fragmose, espécies de Aparasphenodon possuem como mecanismo de
defesa a liberacao de toxinas através de glandulas de veneno localizadas na cabeca e ao
longo do dorso (TOLEDO & JARED, 1995). A toxina destes animais é conhecida por provocar
dor intensa e expressiva irritagdo quando em contato com as mucosas ocular e nasal. No
primeiro caso, inicialmente é provocada ardéncia e lacrimejamento que, em poucos minutos,
pode evoluir para cegueira temporaria (aproximadamente 3h). No segundo caso, 0 processo
se inicia como uma coceira seguida de incessantes espirros, podendo culminar numa
hemorragia nasal (LYNCH & RAMIREZ, 2000).



Recentemente, JARED et al. (2015) verificaram uma significativa concentragao das
glandulas de veneno associadas a espinhos 6sseos localizados na cabeca de individuos de
A. brunoi (Figura 4). Esta caracteristica, associada a uma habilidade incomum de movimentar
a cabeca lateral e verticalmente, facilita o contato dos espinhos com o predador e permite a
inoculacdo de sua toxina, 0 que faz destes animais os primeiros exemplares de anuros
peconhentos (JARED et al., 2015). No entanto, a composi¢do quimica presente no veneno

das espécies de Aparasphenodon permanece desconhecida.

Figura 4: Cranio de A. brunoi com espinhos dsseos (JARED et al., 2015).

3. Mecanismos de defesa em Anura

A origem dos diversos mecanismos de defesa nos anfibios anuros é pouco conhecida,
principalmente em virtude da vasta distribuicdo geografica de suas espécies e consequente
exposicao a diferentes pressdes seletivas proveniente da varia¢éo dos seus nichos ecoldgicos
(CLARKE, 1997; TOLEDO et al., 2011). Visto isso, inUmeras estratégias de defesa foram
estabelecidas, atuando muitas vezes de forma concomitante, 0 que pode aumentar
consideravelmente a probabilidade de sobrevivéncia. Tais mecanismos podem ser divididos
em dois tipos: aqueles que nao dependem da presenca do predador (primario), e.g. coloracao
criptica (camuflagem) ou aposematica (cores vivas); e aqueles que dependem da presenca
do predador (secundario), e.g. tanatose e defesa quimica com liberacéo de secrecdes através
da pele (Figura 5) (TOLEDO et al. 2007; BERNARDE, 2012).



Figura 5: Mecanismos de defesa: (A) Coloragao criptica Osteocephalus buckleyi (Hylidae); (B)

Coloragdo aposematica Ameerega silverstonei (Dendrobatidae); (C) Tanatose Edalorhina perezi
(Leptodactylidae); (D) Secrecdo cutanea Trachycephalus typhonius (Hylidae); (Fotos:

herpetofauna.com.br).

As secrec¢bes cutaneas dos anuros os protegem de ataques predatdrios, parasitarios
e microbianos; além disso, sdo pecas chave em algumas relagfes ecoldgicas (BERNARDE &
SANTOS, 2011). Estas secrecdes possuem propriedades variadas, podendo ser do tipo
adesivas, que atuam ‘colando’ a boca do predador, como aquelas dos individuos do género
Notaden (Anura, Limnodynastidae) (GRAHAM et al., 2006); odoriferas, que atuam espantando
0 potencial predador pelo mau cheiro exalado ou pela impalatabilidade, como Ranoidea
alboguttata (Pelodryadidae) (SMITH et al., 2004); ou toxicas, que atuam pelo envenenamento
do predador, como as espécies da familia Dendrobatidae (SUMMERS, 2003). Praticamente
todos o0s anuros possuem secrecdo cutanea téxica e os sintomas de envenenamento variam
bastante com a espécie, podendo ir desde inducdo de vomito até a morte do predador. Tais
secrecgdes exigem alta eficiéncia toxicoldgica e, portanto, alto gasto energético, dessa forma
séo utilizadas somente como ultimo recurso contra a predacao, ou seja, quando nenhum outro
método foi eficiente e 0 animal ja se encontra a ponto de ser ingerido (DUELLMAN & TRUEB,
1994; DUTERTRE et al., 2014; ARBUCKLE, 2015; TOLEDO et al., 2011; LUTZ, 2013).

Assim como em todos os vertebrados, o tecido epitelial dos anuros é composto por
epiderme seguida de derme e a separacgdo entre as camadas € dada por uma lamina basal
constituida de fibras colagenas (Figura 6). Na porcéo superior da derme encontra-se o estrato
esponjoso que inclui, entre outras estruturas, cromatdcitos, glandulas mucosas, menores e
mais numerosas, e granulares, maiores e menos numerosas. Os cromatdcitos possuem a
funcao de conferir cor da pele e sdo bastante numerosos, as glandulas mucosas produzem o
muco, substancia responsavel pela manutencdo da umidade da pele, pela caracteristica
escorregadia e também pela funcao antimicrobiana (DUELLMAN & TRUEB, 1994; POUGH et
al., 2008).
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Figura 6: Esquema do tegumento de anfibio (adaptado de DUELLMAN & TRUEB, 1994).

As glandulas granulosas, também chamadas glandulas de veneno, sdo responsaveis
pela sintese das substancias que compdem as toxinas. Estdo localizadas imediatamente
abaixo da epiderme e apresentam arquitetura alveolar, sendo constituidas de aglomerados
celulares (sincicios) especializados na atividade de secre¢éo (Figura 7). Tais sincicios séo
circundados por células mioepiteliais inervadas que auxiliam na expulsao das secrecfes
gquando em condi¢cbes de estresse ou compressdo mecanica. Nestas ocasides, 0 exsudato
passa por um ducto formado por queratindcitos modificados que liga o limen da glandula a
superficie externa do tecido. A quantidade de glandulas venenosas e sua distribuicdo ao longo
do corpo variam de acordo com a espécie (DUELLMAN & TRUEB, 1994; TOLEDO & JARED,
1995; SCHWARTZ et al., 2007).
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Figura 7: Esquema da glandula de veneno (adaptado de RANDALL et al., 2000).

4. Toxinas em anuros: um remédio chamado veneno

O uso de produtos naturais como paliativos ou curativos para uma variedade de
doencas remete a antiguidade (ALVES & ROSA, 2014). A tradicional medicina chinesa ha
milhares de anos faz uso do Ch’an su ou Venenum bufonis, extraido de Bufo sp. (Bufonidae)
para fins curativos (BICK et al., 2002; YUN et al., 2009). Na América do Sul, varios povos
indigenas fazem uso da popular vacina-do-sapo ou kambd, extraida da espécie Phyllomedusa
bicolor (Phyllomedusidae), com finalidade revigorante e estimulante (KARALLIEDDE, 1995;
LIMA et al., 2010; BERNARDE & SANTOS, 2011).

No entanto, da mesma forma que as substancias produzidas por plantas e animais séo
capazes de atuar em nosso organismo de forma benéfica, podem também causar efeitos néo
desejados (efeitos colaterais) ou toxicos (KAWANO et al., 2006). Sendo assim, é preciso
eliminar a ideia de que ‘o que é natural ndo faz mal’ pois, como ja dizia o médico e filésofo
Paracelsus no século XVI, “Todas as substancias sdo venenos, nao existe nada que nao seja

veneno. Somente a dose correta diferencia o veneno do remédio. ” (BORZELLECA, 2000).



4.1. Vacina-do-sapo ou Kambd

A vacina-do-sapo € utilizada pelos povos indigenas do grupo linguistico Pano,
sobretudo pelos Katukina, Kaxinawa, Mayoruna e Marubo, habitantes do sudoeste
amazonico, regido de fronteira entre o Brasil e o Peru (DALY et al., 1992; DE LIMA & LABATE,
2007). E proveniente da secrecdo cutdnea do anuro Phyllomedusa bicolor (Anura,
Phyllomedusidae) e sua aplicacdo é feita através da deposi¢cao do veneno sobre pequenos
pontos de queimaduras feitos no bragco (homens) ou perna (mulheres) do individuo (Figura 8)
(BERNARDE & SANTOS, 2011).

A finalidade da utilizagdo do Kambé é medicinal e espiritual, variando entre as tribos.
E comumente utilizado para afastar o Panema, termo indigena que define as energias
obscuras, algo como a depressao; também é utilizado no ‘hunting magic’ (‘cagcada magica’),
pois aumenta o vigor, a velocidade e a resisténcia dos indios, além de os deixar invisiveis a
presa (DALY et al., 1992). Além disso, a vacina-do-sapo é utilizada no combate a varias outras
enfermidades por indios, seringueiros, terapeutas holisticos, lideres Ayahuasca e médicos
(Tabela 1) (BERNARDE & SANTOS, 2011).

COLOMBIA

EQUADOR
1 BRASIL

g

PERU

Figura 8: A vacina-do-sapo: (A) em verde, a distribuicdo dos povos Pano no sudoeste amazonico;
(B) Phyllomedusa bicolor (Anura, Phyllomedusidae); (C) extracdo da secrecao; (D) secregao
coletada e seca; (E) producao dos pontos de queimadura com um pequeno pedaco de cipé-titica;

(F) aplicacao da secregao sobre os ferimentos (Fotos: institutoayahuasca.com.br).

No entanto, pode-se dizer que o ritual da vacina-do-sapo é um processo de
envenenamento voluntario; isto porque, ao contrario dos beneficios que sdo verificados
somente apos o minimo de trés aplicacdes, os varios efeitos colaterais podem ser observados

gquase que instantaneamente (cerca de 30 s) e se repetem em todas as aplicacdes, sendo



mais intensos durante a primeira hora e cessando por completo no periodo de 24h (Tabela 1)
(DALY et al., 1992; DEN BRAVE et al., 2014).

Tabela 1: IndicacBes, contraindicacdes e efeitos colaterais da vacina-do-sapo (LABATE &
LIMA, 2014).

Indicacbes Contraindicacdes Efeitos colaterais

Panema Gravidas e lactantes Esquentamento do rosto

Malaria e picada Vitimas de AVC e aneurisma Fragueza e tontura

de cobra Cardiacos, hipotensos e hipertensos Vémito, diarreia e sudorese
Anti-inflamatério Epiléticos, detentores de transtornos Aumento da frequéncia cardiaca
Antibacteriano cognitivos e grave condi¢do mental Inchago dos labios com aumento da
Analgésico Ferimentos e cirurgia recentes pressao local, formigamento,
Antitérmico Quimioterapia e radioterapia desconforto e calor

4.2. Chan su ou Venenum bufonis

A Tradicional Medicina Chinesa possui mais de 1500 espécies animais registradas
com algum uso medicinal (ALVES, 2012). Dentre as varias terapias destaca-se o Chan su
(Venenum bufonis), que consiste num preparado (toad cake) obtido a partir da secrecéo
branca proveniente das glandulas paratoides dos bufonideos, principalmente de Bufo
gargarizans e Duttaphrynus melanostictus (Figura 9) (HONG & YEUNG, 1992).

Devido as suas propriedades cardiotonicas, anestésicas e antibidticas, o Chan su
representa um importante agente terapéutico, podendo ser prescrito no tratamento de
edemas, amigdalite, sinusite e palpitagdo (HYUN et al., 2007). Porém, apesar do efeito
terapéutico, a administracdo incorreta pode levar a séria intoxicacdo, provocando desde
distUrbios gastrointestinais, arritmia cardiaca e convulsdes; até o coma e morte (BICK et al.,
2002; GOWDA et al., 2003).

Figura 9: O Chan su: (A) Bufo gargarizans (Bufonidae) (Foto: Frank Teigler); (B) secrecao
expelida por Bufo sp. (Bufonidae) (SONNE et al., 2008); (C) processado (toad cake) (Foto:

diytrade.com).
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Além das intoxica¢des por Venenum bufonis, espécies da familia Bufonidae s&o
conhecidas por provocarem acidentes domésticos. A Figura 10A mostra o caso envolvendo
uma cadela que, apés tentar ingerir um sapo comum, apresentou rigidez de membros,
prostracdo e midriase (LOPES et al., 2014). Ja na Figura 10B, uma pessoa teve a secre¢do
do sapo comum projetada em seus olhos, provocando além de dor e ardéncia, edema
conjuntivo e midriase (LOPEZ-LOPEZ et al., 2008). Apesar da agressividade e imediatismo
dos sintomas, felizmente a maioria dos casos de intoxicacdo por acidente ndo sao fatais,

podendo ser revertidas com medicagdo (LOPES et al., 2014).

Figura 10: Intoxicagao por sapo-comum: (A) Cadela com rigidez de membros e prostracao ap6s

intoxicacdo (LOPES et al., 2014); (B) Edema cérneo apds 1h do contato com o veneno (LOPEZ-
LOPEZ et al., 2008).

5. Composicao bioquimica e toxicologia

A natureza das substancias toxicas presentes nas secre¢fes de anuros ainda nao é
muito conhecida, isto porque muitas familias permanecem sem investigacéo (DALY, 2004).
No entanto, é possivel inferir que gracas a pressao seletiva que atuou sobre os anuros ha
milhares de anos, a composicao quimica de suas toxinas tornou-se extremamente complexa
(FRY et al., 2015). Os grupos de substancias frequentemente encontradas nas diferentes
familias investigadas até o momento estdo classificadas em quatro categorias: aminas
biogénicas, alcaloides, esteroides e peptideos/proteinas. Como pode ser visto na Figura 11,
proteinas, peptideos e aminas biogénicas sdo os grupos quimicos mais distribuidos nas
diferentes familias de anuros, enquanto que os esteroides estao restritos a familia Bufonidae
e os alcaloides foram detectados somente nas familias Myobatrachidae, Eleutherodactylidae,
Dendrobatidae, Bufonidae e Mantellidae.



PAMS

NPs
aminas
alcaloides

Leiopelmatidae
Rhinophrynidae
Pipidae
Alytidae oW
Bombinatoridae X X X
Pelodytidae

Scaphiopodidae x
Pelobatidae

Megophryidae

Heleophrynidae X x
Sooglossidae (incl. Nasikabatrachidae)
Batrachophrynidae (=Calyptocephalidae)
Limnodynastidae

Myobatrachidae X NN
Hemiphractidae

Ceuthomantidae

Eleutherodactylidae x
Brachycephalidae

Strabomantidae

Craugastoridae

Hylidae (incl. Phylomedusidae) X X X
Centrolenidae (incl. Allophrynidae)

Leptodactylidae (incl. Leiuperidac) X X X
Ceratophryidae

Cycloramphidae (incl. ttylodidae) X
Thoropidac

Dendrobatidac (incl. Aromobatidac) X
Bufonidac

Microhylidac X X
Hemisotidac

Brevicipitidae

Hyperoliidae R SR
Arthroleptidae

Ptychadenidac

Ceratobatrachidae x
Micrixalidae

Phrynobatrachidac

Petropedetidac (inct. Ranixalidae)

Pyxicephalidac X x
Dicroglossidac X X
Mantellidae X %
Racophoridae

Nyectibatrachidae

Ranidae X x x
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Figura 11: Distribuicao das classes quimicas entre as diferentes familias de anuros. PAMs:
peptideos antimicrobianos (azul); NPs: neuropeptideos (vermelho); aminas biogénicas (verde);
alcaloides (roxo); esteroides (cinza); (adaptado de KONIG et al., 2015).

esteroides
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5.1. Aminas biogénicas

Aminas biogénicas sdo bases organicas formadas por uma monoamina e um radical
aromatico, sintetizadas endogenamente através da descarboxilagcdo enzimatica dos
amino&cidos conjugados histidina, tirosina e triptofano (SCHWARTZ et al., 2007). Estédo
divididas em quatro grandes grupos de acordo com sua caracteristica estrutural,
consequéncia de seus precursores biossintéticos, sao eles: indolalquilaminas,
imidazolalquilaminas, monohidroxi-fenilalquilaminas e catecolaminas (Tabela 2) (SIMOES et
al., 2010).

Tabela 2: Principais aminas biogénicas isoladas de anfibios (SCHWARTZ et al., 2007).

Aminoécido Grupos de aminas o Aminas
o Estruturas quimicas o
precursor biogénicas biogénicas

Ho Serotonina
NR,
Triptofano Indolalquilaminas Bufotenina

Bufotenidina
Tirosina Monohidroxi-fenilalquilaminas (;A

N
H
H
OH
OH

v

\

Leptodactilina

O
/ . .
o ) N Epinefrina
Tirosina Catecolaminas
HO
H
N
Histidina Imidazolalquilaminas <\ LNHZ Histamina
N

Tomando como base sua funcdo biol6gica estas moléculas sdo definidas como
neurotransmissores do sistema nervoso central e autbnomo dos vertebrados (SCHWARTZ et
al., 2007). Atuam sobre receptores metabotropicos (ligados a proteina G), modificando a

condutancia dos canais i6nicos das células (abertura dos canais), através da ativacao das



13

moléculas de sinalizacao presentes no citosol. Este transito de ions modifica a polariza¢éo da
membrana e permite a passagem do impulso nervoso, caracterizando a Transmissao
Sin4ptica Lenta ou Indireta (Figura 12) (RANDALL et al., 2000; PURVES et al., 2001; VOET
& VOET, 2011).

Neurotransmissor @

Ligagdo receptor-
o © e®

neurotransmissor

‘ Y Fluxo de ions
Stwatvhe et terate by através da
‘ ' \!_: “ ‘“ emrana 4

kY Abertura
do canal
de ions

ProteinaG ~~

através dos mensageiros

Ativacdo da
secunddrios citosélicos fons

proteina G

T Modulagdo do canal de ions V

Figura 12: Transmissdo Sindptica Lenta ou Indireta (adaptado de PURVES et al., 2001).

Porém, a disfuncédo na abertura dos canais ibnicos pode provocar uma diferenca
abrupta na concentracdo de ions na superficie celular, aumentando significativamente a
concentracao de glutamato (NT responsavel pela regulacdo ibnica); o que produz alteracbes
na percepcao e cogni¢cdo (PURVES et al.,2001). Dessa forma, algumas aminas biogénicas
sdo consideradas neurotoxinas ou potentes entedgenos, isto porque apresentam atividade
psicotropica marcante, podendo estar associadas a desordens mentais temporarias e

doencas como esquizofrenia (COSTA et al., 2005).

5.2. Esteroides

Esteroides sdo lipidios complexos sintetizados a partir do colesterol, molécula
precursora de varios horménios, vitaminas, alcaloides e esteroides cardiacos (TOLEDO &
JARED, 1995). Sao formados por um nucleo derivado do fenantreno (A, B e C) ligado a um
ciclo pentano (D) (Figura 13). Estes anéis encontram-se fundidos, o que impossibilita a
rotacdo das ligacbes C-C, produzindo uma estrutura relativamente rigida e planar (NELSON



14

& COX, 2004). A estereoquimica das jungBes entre 0s anéis segue o padrdo: A/B cis, B/C
trans e C/D cis; e responde parcialmente pela funcdo bioldgica destas moléculas (KRENN &
KOPP, 1998).

Figura 13: Estrutura quimica do ciclopentanofenantreno.

Os esteroides cardiacos ou cardiotbnicos séo caracterizados estruturalmente pela
presenca de um grupo hidroxila ligado ao C-3 do ciclopentanofenantreno e de um anel
lactonico ligado ao C-17 (DVELA et al., 2007; WANG et al., 2011). A lactona é fundamental
na atividade biol6gica exercida por estas moléculas e pode ser pentaciclica (cardenolideos)
ou hexaciclica (bufadienolideos) (Figura 14) (WAGNER & BLADT, 1996).

— g - o
o i { %.:;
H
HO i

cardenolideo bufadienolideo

Figura 14: Estruturas quimicas dos esteroides cardiotonicos.

Os bufadienolideos sé@o potentes toxinas encontradas exclusivamente na familia
Bufonidae (FLIER et al., 1980; KONIG et al, 2015). Exercem sua atividade sobre células
vasculares do tecido muscular liso ou sobre o tecido cardiaco diretamente. Atuam de forma
semelhante aos horménios, produzindo resposta celular mesmo em pequenas concentragées
(nanomolar) e ativando cascatas de sinalizac&o intracelular (SCHONER & SCHEINER-
BOBIS, 2008).

A principal caracteristica biol6gica destas moléculas € a inibicdo da Na*K*-ATPase,
enzima localizada na superficie da membrana celular (VOET & VOET, 2011). A inibi¢cdo da

Na*K*-ATPase provoca um aumento da concentracdo de Na* citosolico que, por sua vez, ativa
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o trocador de Na'/Ca*?; aumentando também a concentracdo de Ca* intracelular. Essa
quebra da homeostasia, além de provocar a despolarizacdo da membrana, induz a
vasoconstricdo e arritmia cardiaca (JUNQUEIRA & CARNEIRO, 2008).

5.3. Alcaloides

Alcaloides sdo bases organicas nitrogenadas de baixo peso molecular (100 — 900 Da)
e opticamente ativas (SIMOES et al., 2010). Podem ser diferenciados das aminas através da
posicao do grupo azoto, que nos alcaloides estéo incorporados ao anel enquanto nas aminas
estdo ligados a um radical alquilico (SCEKE et al., 2016). Podem ser classificados de acordo
com a natureza quimica da estrutura contendo o grupamento azoto, quanto a sua atividade

biolégica ou quanto a sua origem (DEWICK, 2002).

Os principais alcaloides encontrados em anuros até o momento estdo classificados
segundo sua estrutura e incluem as batracotoxinas, responsaveis pela toxicidade do veneno
animal mais letal do mundo extraido do golden frog Phyllobates terribilis (Dendrobatidae)
(MYERS et al., 1978); a epibatidina, molécula de alto interesse farmacéutico, com poder
anestésico 200 vezes maior que a morfina, obtida a partir de Epipedobates tricolor
(Dendrobatidae) (BRADLEY, 1993); a histrionicotoxina, alcaloide de baixa toxicidade

sistémica em mamiferos; e as pumiliotoxinas (SIMOES et al., 2010).

Todos os alcaloides isolados de anuros atuam como depressores ou estimulantes do
sistema nervoso central, através da alteracao do potencial de acdo da membrana por meio da
ativacdo/bloqueio dos canais i6nicos dependentes de voltagem (NETO & CAETANO, 2005).
Esta perturbacdo pode produzir atividade anestésica, analgésica e psicoestimulante; no
entanto, muitas vezes produzem efeitos colaterais altamente tdxicos, como convulsdo, parada

respiratdria, paralisia motora e até a morte.
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Tabela 3: Relacdo dos principais alcaloides isolados de anuros: estruturas quimicas e
mecanismos de acdo (SCHWARTZ et al., 2007).

Alcaloides Estruturas quimicas Mecanismo de acéo

Abertura dos canais de sédio
Batracotoxinas voltagem-dependentes

(WANG & WANG, 2003)

Alteracdo dos canais de célcio;
o Blogueio dos canais de sodio-
Pumiliotoxinas o
potéssio voltagem-dependentes

(DALY et al., 2002)

Ativacéo dos receptores nicotinicos

Histrionicotoxinas = M
H (VOET & VOET, 2011)

Epibatidi | Ativacéo dos receptores nicotinicos
pibatidina
(BADIO et al., 1997)

5.4. Peptideos bioativos

A secrecdo cutdnea dos anuros € conhecida como uma rica fonte de peptideos
farmacologicamente ativos, provavelmente adquiridos pela diversidade de agressores com 0s
guais estes animais mantiveram contato ao longo da evolucdo (MOR & NICOLAS, 1994;
BECHINGER E LOHNER, 2006). Acredita-se que todos sao derivados de um ancestral em
comum, que apds varias modificacdes adaptativas adquiriu grande variacdo estrutural,
permitindo o surgimento de diferentes tipos de peptideos classificados segundo a sua
atividade, como os peptideos antimicrobianos que, como o préprio nome diz, atua sobre
patdgenos; e os peptideos neuroativos, que atuam sobre o predador (AMICHE et al., 1999;
VANHOYE et al., 2003).
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5.4.1. Neuropeptideos (NPs)

Neuropeptideos sdo moléculas relativamente pequenas, que possuem funcdo de
sinalizacdo neuronal, ou seja, sdo heurotransmissores do sistema nervoso central (Tabela 4)
(FRICKER, 2012). Sua funcao biolégica abrange uma ampla gama de processos fisiolégicos
e cognitivos como regulacdo do peso corporal e reproducdo, aprendizagem e memoria,
ansiedade, dor e depressédo (FRICKER, 2012; PURVES et al., 2001). Devido a esta
capacidade de atuacdo sobre uma variedade de células e tecidos os NP sdo denominados
‘pleiotropicos’ (BURBACH, 2011).

Tabela 4: Principais grupos de NPs isolados de anfibios (SCHWARTZ et al., 2007).

Familias Estrutura Efeitos fisiologicos Género
Bombesinas QKKPPRPPQWAVGHFM Inibic&o do apetite Bombina
Bradicininas RPPGFSPFRIAPAS Vasodilatagéo Rana
Ceruleinas GLGSVLGKALKIGANLL Antinonicepcéo (sedacéo) Litoria
Dermorfina YAFGYPS Analgésico, alucindgeno Phyllomedusa
Taquicininas QADPNKFYGLM Vasoconstricao Physalaemus

Os neuropeptideos representam o maior e mais diversificado grupo de
neurotransmissores. Seu mecanismo de acdo € analogo aos peptideos hormonais e
interagem preferencialmente com os receptores de membrana acoplados a proteina G,
ativando a cascata de sinalizacéo citosélica que culmina em resposta celular (PURVES et al.,
2001). Apesar dos NPs em geral produzirem resposta celular mais lenta do que os
neurotransmissores nao peptidicos, sua poténcia de transmissado é comparativamente muito
maior e, além disso, o efeito produzido é prolongado, podendo durar dias, meses ou até anos
(GUYTON & HALL, 2006).

5.4.2. Peptideos antimicrobianos (PAMSs)

Os parametros que definem os peptideos do tipo antimicrobianos séo: poucos residuos
de aminoécidos (10 a 50), carga total positiva (anfipaticos) e estrutura helicoidal (PRATES et
al., 2004). S&do encontrados em praticamente todas as familias de anuros e estédo divididos
em dois principais grupos com base nas suas estruturas: peptideos lineares e anfipaticos
formadores de hélices (e.g. magaininas e dermaseptinas), peptideos formadores de ligacdes
dissulfeto na porcdo C-terminal (e.g. brevininas, gaegurinas e esculentinas) e peptideos muito
pequenos (10 residuos de aminoacidos), as chamadas temporinas (Tabela 5) (SCHWARTZ
et al., 2007).
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Tabela 5: Principais grupos de PAMs isolados de anfibios (SCHWARTZ et al., 2007).

Nome Sequencia Espécie
Magainina-1 GIGKFLHSAGKFGKAFVGEIMKS Xenopus laevis
Dermaseptina-B1 AMWKDVLKKIGTVALHAGKAALGAVADTISQ Phyllomedusa bicolor
Brevinina-1 FLPVLAGIAAKVVPALFCKITKKC Pelophylax porosus
Gaegurina-1 SLFSLIKAGAKFLGKNLLKQGACYAACKASKQC Glandirana rugosa
Temporina-A FLPLIGRVLSGIL Rana temporaria

Os peptideos antimicrobianos apresentam toxicidade seletiva, isto €, sdo capazes de
diferenciar as células patogénicas (procaritticas) das células do hospedeiro (eucarioticas) e
apresentam baixa probabilidade de desenvolvimento de resisténcia por parte dos patégenos,
isto porque o alvo dos PAMs séo os fosfolipidios, componentes conservados da membrana
(MATSUZAKI, 1999). Produzem resposta instantdnea, pois o0 sitio de acdo €
preferencialmente a superficie celular, onde podem atuar através de diversos mecanismos
(barrel-stave, carpet-like e detergent-like), provocando perturbacdes na bicamada lipidica da

membrana celular ocasionando a sua ruptura (Figura 15) (SHAI,2002; ZASLOFF, 2002;
BRODGEN, 2005).
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Figura 15: Mecanismos de acao dos PAMs. (A) barrel-stave: formagao de poros a partir da
insercdo perpendicular dos peptideos na bicamada lipidica; (B) carpet-like: adsorgéo de peptideos
paralelamente a superficie celular com tensionamento da membrana; (C) detergent-like: formacao

de micela peptidica com adsorcao dos fosfolipidios de membrana (MELO et al., 2009).

Muitos fatores devem ser considerados na interacao entre peptideos e membranas,
tais como a relacao peptideo/lipidio, a fluidez da membrana, temperatura e pH (BECHINGER
E LOHNER, 2006). Além disso, a composi¢céo de aminoacidos, sua localizagdo na sequencia
peptidica e modificaces pés-traducionais influenciam diretamente a poténcia e seletividade

destas moléculas; podendo alterar também a sua citotoxicidade (KRUGLIAK et al., 2000).
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Além disso, recentemente KONIG et al. (2015) sugeriram que os PAMs fossem renomeados
para citolisinas, pois alguns estudos relatam a ag&do destas moléculas na ruptura da
membrana celular, auxiliando certos neuropeptideos a atuarem no interior da célula (Figura
16).
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Figura 16: Proposta do mecanismo de acao dos PAMs atuando como citolisinas no favorecimento
dos neuropeptideos (KONIG et al., 2015).

6. Identificagdo estrutural dos derivados proteicos

A estrutura primaria das proteinas fornece informacdes a respeito da estrutura terciaria
que, por sua vez, é determinante da sua funcédo biolégica. Além disso, através da sequéncia
de aminoécidos é possivel rastrear a historia biolégica da proteina como, por exemplo, seu
surgimento e evolugcao (VOET & VOET, 2011). Esta sequéncia é altamente variavel, no
entanto, a maioria das proteinas apresenta uma regido conservada responsavel pela atividade
biol6gica. Proteinas que compartilham uma mesma regido conservada, ou seja, um ancestral
em comum, sdo chamadas homologos; que, numa mesma espécie sdo denominados
paralogos e, em espécies diferentes, ortdlogos (SANTOS FILHO & ALENCASTRO, 2003).
Este ultimo grupo pode apresentar mesma fungéo biolégica, devido a regido conservada; no
entanto, sua estrutura primaria ndo necessariamente serd semelhante nas espécies em

questao, gracas a variabilidade da regido ndo conservada (NELSON & COX, 2004).

A composicdo proteica das secre¢Bes cutdneas dos anfibios é usualmente
determinada através das técnicas de espectrometria de massas (EM), que consistem em
determinar a relacdo existente entre a massa e a carga (m/z) de espécies previamente
ionizadas (WILSON & WALKER, 2010). A EM utiliza o analito em sua forma gasosa e, como

derivados proteicos sdo extremamente termosensiveis, o desenvolvimento de técnicas
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alternativas (ionizac&o por eletrospray - ESI e ionizagdo assistida por laser - MALDI) foi

fundamental para o surgimento e extensivo progresso da protedémica (NELSON & COX, 2004).

A determinagcdo estrutural de proteinas através das técnicas de EM apresenta

importantes vantagens como extrema sensibilidade, onde uma minuscula quantidade de
amostra € suficiente para a efetuacdo da analise (CANTU et al., 2008; NELSON & COX,

2004). Além disso, fornece uma riqueza de informacdes acerca do analito, incluindo a

sequéncia dos residuos de aminoacidos e informag¢des pds-traducionais como glicolisacao,
amidacao e fosforilacdo (MAGALHAES et al., 2008; WILSON & WALKER, 2010). Geralmente,

0 processo de identificagdo das proteinas € realizado em seis etapas, sendo as duas primeiras

determinantes para o sucesso da andlise (CANTU et al., 2008).

Extrac@o e purificacdo do contetdo proteico através de precipitacdo das proteinas,

eletroforese em gel de poliacrilamida ou ultrafiltragéo.

Hidrélise das proteinas através de digestdo enzimatica promovida pela tripsina,
enzima altamente especifica para os residuos arginina e lisina. O processo que passa
pela hidrélise é denominado bottom-up.

Isolamento dos peptideos obtidos pela digestao através de cromatografia liquida de
alta eficiéncia semi-preparativa e/ou em fase reversa acoplada ao espectrémetro de

massas.

Injecéo dos peptideos isolados no ionizador a vacuo que, por técnica de elétron-spray
(ESI) promove a pulverizacdo da amostra através de nebulizadores que evaporam o
solvente e carregam as goticulas de analito, e as inserem em um campo elétrico
intenso. Em seguida, a relagdo m/z dos ions moleculares é determinada na forma de
espectros, que nesta etapa sdo denominados EM-1. Os peptideos resultantes da

digestédo enzimatica detectados por EM sdo chamados ions precursores.

Fragmentacado dos ions precursores através da colisdo em alta energia com moléculas
de gas inerte (hélio, argdnio ou nitrogénio). Geralmente, nesta etapa, é utilizado mais
de um fragmentador acoplado, esta técnica € denominada EM/EM ou EM tandem. Os
peptideos resultantes da fragmentacdo detectados por EM/EM s&o chamados ions-

produto e o espectro obtido nesta etapa é denominado MS-2.
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As sequéncias dos ions-produto obtidos na fragmentacdo sdo analisadas através de
softwares associados a bancos de dados especificos para proteinas. A interpretacao
dos dados ¢ feita através de uma correlagdo entre as massas reais obtidas e massas
tedricas padrdo registradas nos bancos de dados. A identificacdo do
fragmento/proteina € dada através da porcentagem de homologia obtida nesta
correlagdo. Os softwares frequentemente utilizados sdo MASCOT e SEQUEST, e os
bancos de dados que podem ser utilizados nas buscas por homélogos em anfibios
sdo: Xenbase 4.0 (http://www.xenbase.org/), Database of Anuran Defense Peptides
(DADP) (http://split4.pmfst.hr/dadp/?), The Antimicrobial Peptide Database (APD)
(http://aps.unmc.edu/AP/main.php) e UniProtKB (http://www.uniprot.org/).



http://www.uniprot.org/
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Il. OBJETIVOS

O objetivo deste estudo consistiu em investigar as secre¢des cutdneas provenientes
das espécies Aparasphenodon brunoi e Aparasphenodon arapapa, do ponto de vista quimico,
identificando as classes de moléculas presentes em cada exsudato e buscando determinar a
estrutura quimica daquelas encontradas. Em paralelo, analises do ponto de vista biolégico
foram realizadas a fim de determinar o perfil citotoxico das secregdes, incluindo o
rastreamento da resposta intracelular produzida, utilizando como modelo bioldgico a levedura

Saccharomyces cerevisiae.
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ll. MATERIAIS E METODOS

1. Obtencao e classificagao das espécies

A coleta dos individuos de ambas as espécies foi realizada através do método de
busca ativa (HEYER et al., 1994) e o sexo dos animais ndo foi considerado. Os espécimes
adultos de A. brunoi (n = 5) foram coletados na llha da Marambaia, municipio de Mangaratiba,
RJ (23°03'10” S, 43°58°21” W); enquanto os espécimes de A. arapapa (n = 3) foram coletados
no municipio de llhéus, BA (14°53'43” S, 39°01°41” W).

2. Obtencao das secre¢oes cutaneas

Apoés captura os espécimes foram individualmente lavados em agua corrente para
remocao dos residuos de terra e folhas e, em seguida, submetidos a estimulo elétrico suave,
utilizando fonte de alimentacéo (6 V e 6.3 A), em ciclos alternados de 3 s de estimulo e 3 s de
descanso cada, para a obtencéo das secrecdes (Figura 17) (GRANT & LAND, 2002). Apés a
excrecdo, cada individuo foi lavado com agua destilada e sua respectiva secrecao coletada e
imediatamente armazenada a -20 °C, sendo liofilizadas posteriormente. As amostras secas
foram armazenadas em dessecador para evitar acimulo de agua até o processamento das

analises.

Figura 17: Aplicacdo de estimulo elétrico (Foto: A. brunoi).

Ao término dos procedimentos de coleta e extracdo, os animais foram sacrificados por
imersédo em solucao do anestésico metano sulfonato de tricaina (MS-222), em conformidade

com as normas reguladoras de procedimentos relativos a eutanasia em animais, previstas na
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resolucéo N° 714 de junho de 2002 do Conselho Federal de Medicina Veterinaria. Em seguida
foram fixados em formol 4% e conservados em etanol 70% na Colecdo do Laboratério de
Herpetologia do Instituto de Ciéncias Bioldgicas e da Saude da Universidade Federal Rural
do Rio de Janeiro (ICBS/UFRRJ).

3. Teste de solubilidade das secrecdes brutas

Para testar a solubilidade das amostras foram utilizados diferentes solventes com
escala crescente de polaridade (Tabela 6). O teste foi realizado utilizando 1 mg de secrecao
bruta para cada 1 mL de solvente, seguido de exposi¢cdo ao banho de ultrassom por 360 s,

com aquecimento de 30 °C.

Tabela 6: Propriedades fisico-quimicas dos solventes testados. Solventes: @ apolares, P

apréticos polares e ° préticos polares.

Solvente Formula estrutural Momento dipolo Constante dielétrica
Cloroférmio 2 CHCls 1.04D 4.81
Diclorometano ®  CH2-Clz 1.60 D 9.10
Acetato de etila®? CHz—C(=0)-O—CH2>—CHs 1.78 D 6.08
Acetona P CH3s—C(=0)-CHs 288D 21.00
Acetonitrila ? CH3—C=N 3.92D 37.50
Etanol ¢ CH3—CH2—OH 169D 30.00
Metanol ¢ CHs-OH 1.70D 33.00
Agua ¢ H20 1.85D 80.00

4. Prospeccdo quimica das secrecdes brutas

4.1. Investigacdo qualitativa das substancias presentes nas secreg¢des brutas

Esta analise foi realizada com o intuito de caracterizar qualitativamente as possiveis
classes de compostos presentes nas secrecdes. Para tal, pequenas porcdes de cada amostra
(A. arapapa e A. brunoi) foram solubilizadas em acetonitrila-metanol (1:1) e aplicadas sobre
placa de silica gel 60r2s4 (Silicycle®). Em seguida, as placas foram colocadas em cuba
cromatografica para eluicdo dos componentes em sistema butanol — acido acético — agua
(7:1:2), o que permite uma melhor deteccao das substancias investigadas. Apos eluigédo, os
solventes foram evaporados e os procedimentos de detecgdo especificos para cada grupo
guimico foram aplicados. Na Tabela 7 encontram-se listados procedimentos de deteccéo

utilizados e os grupos quimicos associados.
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Tabela 7: Grupos quimicos investigados por cromatografia em camada delgada analitica e os
respectivos métodos de deteccgéo utilizados (JORK et al., 1990; WAGNER & BLADT, 1996).

Grupos Quimicos Métodos de Deteccéao
, Reagente de Dragendorff
Alcaloides .
Radiacdo UV (254 e 365 nm)
) Reagente de Liebermann — Burchard
Esteroides

Vanilina sulfarica

. . Ninidrina etandlica
Proteinas e peptideos ) i .
Anisaldeido sulfurico

4.2. Isolamento das fracGes de substancias presentes nas secrecdes

As analises em CLAE analitica foram realizadas na intencdo de isolar as fracdes de
componentes com propriedades fisico-quimicas semelhantes. Foi utilizada coluna analitica
Luna® Phenomenex C18 (5 u, 25 cm x 4,6 mm), injecdo de 20 pL de solugdo 5 mg.mL?* (em
acetonitrila grau HPLC) das secrecdes de A. arapapa e A. brunoi em sistema isocratico (70%
acetonitrila grau HPLC/agua mili-Q a 1% em &acido acético), com fluxo de 2,0 mL.min%,
absorbancia em 205 nm e tempo de eluicdo de 10 min.

4.3. Purificacéo das fragfes isoladas

As fracdes foram efetivamente isoladas através de purificacdo por CLAE semi-
preparativa em equipamento Shimadzu, coluna Luna® Phenomenex C18 (5 y, 25 cm x 10,0
mm), para que Seus componentes tivessem suas estruturas quimicas determinadas. O
preparo das amostras se deu da mesma forma citada anteriormente, ou seja, inje¢do de 20
uL de solugédo 5 mg.mL* (em acetonitrila grau HPLC) das secrecdes de A. arapapa e A. brunoi.
Da mesma forma, a eluicdo foi realizada em sistema isocratico (60% acetonitrila grau
HPLC/agua mili-Q a 1% em &cido acético), fluxo de 3,0 mL.min, tempo de eluicdo de 18 min
e absorbancia monitorada em 205 nm. As fragfes foram manualmente coletadas, liofilizadas

e mantidas em dessecador.
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4.4. |dentificacdo das estruturas proteicas nas fracdes isoladas

Esta etapa foi realizada em colaboragdo com a Dra Olga Tavares Lima (UENF). As
fragcbes obtidas foram dessalinizadas utilizando pipetas Zip Tip® C18 (Millipore) e, em
seguida, purificadas em UPLC nanoACQUITY (Waters), utilizando coluna trap e coluna
analitica C18 nanoAcquity. Na eluigédo foi utilizada como fase mével um gradiente binario
constituido de A (0,1% &cido formico) e B (0,1% de acido formico em acetonitrila), onde B é
aumentado de 0 a 85%. A determinacao da composicdo quimica das fracdes foi realizada em
espectrbmetro de massas Synapt G2-Si HDMS (Waters) em modo ESI-LC-MS/MS. Os
espectros adquiridos foram processados e a pesquisa por proteinas homadlogas foi realizada

no banco de dados UniProtkB.

5. Andlise in vivo e in vitro do potencial téxico das secre¢des brutas

5.1. Pré e pos tratamentos

As cepas de levedura Saccharomyces cerevisiae utilizadas sdo sintéticas e possuem
genotipo BY4741; MATa; his3A1; leu2A0; met15A0; ura3A0. As células-mée foram estocadas
em meio de cultura YPD 2% solido (glicose 2%, peptona 2%, extrato de levedura 1% e agar

2%) e mantidas sob refrigeracao.

Para todos os ensaios, o inoculo foi preparado a partir da adi¢céo de células de levedura
frescas (ativadas a 30 °C), em meio de cultura YPD 2% liquido (glicose 2%, peptona 2% e
extrato de levedura 1%), previamente esterilizado em autoclave (120 °C, 1 atm, 15 min). A
solucdo foi imediatamente levada a incubadora shaker refrigerada (160 rpm, 28 °C) para o
desenvolvimento das células até a sua primeira fase de crescimento exponencial (entre 0,6 e

1,2 mg de peso seco de células.mL™?).

Apbs 22 h de agitacdo, o crescimento das células foi determinado com base na sua
concentracdo, medida pela leitura da densidade Optica em espectrofotobmetro (570 nm)
aplicada a Equacédo (1). Um volume de in6culo equivalente a 50 mg de células foi entao
exposto a 1 mL das secregdes de A. arapapa e A. brunoi nas concentragdes 1.0 uyg.mL*e
10.0 ug.mL* (em acetonitrila 50%), durante 1 h no shaker (160 rpm, 28 °C) (adaptado de
BITTERMAN et al., 2003).
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[C] = Abs x 0,52 « f Equacéo (1)

Onde: C = concentracdo (mg.mL™)
Abs = absorbéncia (570 nm)

f = fator de diluic&o

A interpretacdo estatistica foi realizada através de analise da variancia (ANOVA) e do
teste de Tukey a posteriori (HAYES, 2001). As andlises foram aplicadas a fim de se determinar
a diferenca entre os tratamentos realizados e o grupo controle, para tal admitiu-se um intervalo

de confianga de 95%. Foi utilizado software GraphPad Prism, verséo 6.01.

5.2. Viabilidade celular e dano mitocondrial

ApoOs a exposicdo de 1 h no shaker, a concentracé@o das células foi calculada para cada
amostra através da leitura da absorbancia (570 nm) e o volume correspondente a 500 ug de
células foi submetido a diluicdo seriada, seguida do plaqueamento de 100 uL das solugdes
diluidas em meio de cultura YPD 2% sdélido para o ensaio de viabilidade celular, que avalia o
grau de sobrevivéncia das células contra compostos potencialmente tdxicos, em outras

palavras, mede a toxicidade das substancias em questao.

A analise do dano mitocondrial também mede a toxicidade dos compostos sobre as
células de levedura e, adicionalmente, diz o efeito especifico sobre as mitocéndrias, fazendo
uso do meio de cultura sélido YPGIly 4%, no qual a glicose 2% é substituida por glicerol 4%,
uma fonte de carbono ndo fermentavel. Os experimentos foram realizados em duplicata e as
placas foram armazenadas na incubadora a 30 °C por 72 h para que as unidades formadoras
de colbnias (UFC) desenvolvidas fossem manualmente contabilizadas (adaptado de
BITTERMAN et al., 2003).

5.3. Peroxidacao lipidica

A dosagem da peroxidacéo lipidica foi realizada para avaliar os possiveis danos
provocados a porcao lipidica das membranas celulares, utilizando para isso 0 método TBARS
modificado para leveduras (STEELS et al., 1994). Neste ensaio, assim como nos anteriores,
as células foram expostas a 1 mL de cada amostra durante 1 h no shaker (160 rpm, 28 °C).
Ao término da exposicao, as amostras foram centrifugadas (4000 rpm/ 5 min) e lavadas com

10 mL de agua destilada gelada, por duas vezes. Uma terceira lavagem foi realizada utilizando
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desta vez 5 mL de agua destilada e, antes de proceder a ultima centrifugagdo, uma aliquota
de 100 pL foi retirada para leitura da absorbancia (570 nm), utilizada em calculos posteriores.

Em seguida, as células foram ressuspensas em 0,5 mL de &cido tricloroacético 10% e
transferidas para tubos de parede grossa contendo 1,5 g de pérolas de vidro (425-600 pm).
Através de agitacdo vigorosa em 6 ciclos alternados entre 20 s no vortex e 20 s no gelo, o
rompimento das membranas foi promovido produzindo assim um extrato celular que foi
centrifugado a 4000 rpm durante 4 min. Ao sobrenadante obtido apds centrifugacao foi
adicionada, em duplicata, uma combinacdo de substancias (Tabela 8), sendo a mistura

reacional imediatamente levada ao aquecimento em banho maria (100 °C, 15 min).

Tabela 8: Mistura reacional empregada no método TBARS (STEELS et al., 1994).
Branco (mL) Réplical (mL) Réplica2 (mL)

Agua destilada 0,3 0,15 -

EDTA 0,1 M 0,1 0,1 0,1

Extrato (sobrenadante) — 0,15 0,3
TBA 1% em NaOH 0,05 M 0,6 0,6 0,6
Volume total 1,0 1,0 1,0

Ao término do aquecimento as amostras foram resfriadas até temperatura ambiente e
a leitura da absorbancia (532 nm) foi efetuada novamente. A dosagem da peroxidacgao lipidica
€ dada em termos de pmols de aldeido malénico formado por mg de células, sendo calculada

através da Equacéao (2).

pmols MDA As3, X 11,5 x 1000

~ = Equacéo (2)
mg células As79 % 0,52 x100 % 4,9 x 0,15

Onde: Assz; = média das absorbancias em 532 nm

As7o = leitura da absorbancia em 570 nm
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IV. RESULTADOS
1. Obtencdao das secre¢cbes cutaneas
O rendimento obtido nas extragfes para cada individuo de ambas as espécies variou
entre 3 e 6 mg, de acordo com o comprimento rosto-cloacal (CRC) de cada um, como pode

ser visto na Tabela 9.

Tabela 9: Rendimento individual das secrec¢des obtidas e relagdo com o CRC dos espécimes
coletados.

Espécie Individuo CRC (mm) Rendimento (mg)

1 48,0 4,0
A. arapapa 2 45,5 3,7
3 46,0 3,4
1 58,4 47
2 62,4 4,6
A. brunoi 3 60,2 4,5
4 64,7 5,3
5 65,1 5,9

Para todos os individuos, as secre¢des revelaram-se incolores, pouco viscosas e com
formacdo de espuma apds agitacdo em meio aquoso, tais caracteristicas podem ser

visualizadas na Figura 18.

Figura 18: Secrecdo cutanea obtida logo apds estimulo elétrico em meio aquoso (Foto: A. brunoi).
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2. Teste de solubilidade

As amostras de A. arapapa e A. brunoi exibiram um perfil de solubilidade semelhante,
sendo ambas insollveis nos solventes organicos apolares cloroférmio e diclorometano. Da
mesma forma, as duas amostras foram parcialmente solUveis nos solventes proticos polares
etanol, metanol e 4gua, sendo visualizada decanta¢do apo6s alguns minutos. Por fim, nos
solventes aproticos de polaridade média como acetona, acetato de etila e acetonitrila, a

dissolucdo se mostrou estavel com leve turbidez.

3. Prospeccdo quimica das secrecdes brutas

3.1. Caracterizacdo qualitativa da composicdo quimica dos extratos

A analise qualitativa das secrecdes de A. arapapa e A. brunoi somente revelou a

presenca de compostos aminicos, como pode ser verificado na Tabela 10.

Tabela 10: Relacdo dos grupos quimicos usualmente encontrados nas secrec¢des cutaneas
de anfibios detectados através de analise em CCDA. Condi¢des experimentais: placa de silica
gel 60r254, SOlvente acetonitrila-metanol (1:1), eluente butanol-acido acético-agua (7:1:2);

Onde (+) indica a presenca do grupo quimico e (-) a sua auséncia.

Grupos Quimicos Reveladores Deteccéo

Dragendorff -
UV (254 e 365 nm) -

Liebermann — Burchard -

Alcaloides

Esteroides N -
Vanilina sulfarica -
) . Ninidrina etanolica +
Proteinas e peptideos _ . .
Anisaldeido sulfarico +

3.2. Isolamento e purificacdo das substancias presentes nas secre¢cdes

A eluicdo em coluna analitica de fase reversa revelou tempo de retencao total de 2 min
apenas. Além disso gerou picos de baixa resolucdo, sendo detectados cinco fracdes em A.
arapapa (Figura 19a) e quatro fragBes em A. brunoi (Figura 19b). Para ambas as espécies
os dois picos de maior intensidade (1 e 2) apresentaram o0 mesmo tempo de retenc¢éo (0,8 e
1,4 min).
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Figura 19: Cromatogramas das amostras (a) A. arapapa e (b) A. brunoi, e seus respectivos picos
majoritarios em (1) 0,8 min e (2) 1,4 min. Coluna C18 (5 11, 10 x 4,0 mm), sistema de eluicao
isocratico (70% acetonitrila grau HPLC/agua mili-Q a 1% em &cido acético), fluxo de 2,0 mL.min"!

e absorbancia em 205 nm.

O numero de fragBes coletadas e o tempo de retencdo dos picos isolados foram

semelhantes nas duas amostras, diferindo apenas no rendimento obtido (Tabela 11).

Tabela 11: Rendimento e tempo de retencéo (Tr) das fragdes isoladas. Coluna C18 (5 y, 25
cm x 10,0 mm), sistema isocratico (60% de acetonitrila grau HPLC/agua mili-Q a 1% em acido

acético), fluxo de 3,0 mL.min e absorbancia em 205 nm.

Fracédo 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
Tr (Min) 1 2 3 4-6 7-8 9-11 12 13 14-17 18
m (mg) A. arapapa 1,5 2,3 <1 <1 <1 <1 <1 <1 <1 <1

m (mg) A. brunoi 3,0 3,2 2,6 1,6 <1 1,4 1,0 <1 <1 <1
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3.3. Identificagdo das estruturas proteicas nas fragdes isoladas
Nesta etapa as analises foram aplicadas somente para a secre¢do de A. brunoi. A
fracdo 1 obtida por CLAE apresentou alta concentracao de moléculas, com um valor altamente

discrepante das demais fragfes (Tabela 12). As fragfes 2, 5 e 10 ndo foram analisadas.

Tabela 12: Relagcdo do numero de proteinas obtidas em cada fracdo de secrecao isolada

Fracdo 1 3 4 6 7 8 9
Tr(min) 1 3 4-6 9-11 12 13 14-17
Proteinas detectadas 176 2 4 1 3 1 2

A grande maioria das correlagbes obtidas através do cruzamento dos dados com
bancos de dados somente mostraram homologia com proteinas provenientes de Equus
caballus (cavalo) e mais de 50% destas proteinas ainda ndo foram totalmente caracterizadas
(uncharacterized protein). Como pode ser verificado na Figura 20, uma quantidade relevante
de colageno e queratina foram identificados. Adicionalmente, foram detectadas outras

proteinas, de origem e atividade bioldgica diversas (ANEXO 1).

B Uncharacterized protein
Colageno
m Queratina

B Outros

Figura 20: Porcentagem de incidéncia de alguns grupos de proteinas especificos

4. Andlise in vivo e in vitro do potencial toxico

4.1. Viabilidade celular

Os ensaios de viabilidade celular revelaram que as amostras de A. arapapa e A. brunoi,
nas concentracdes de 1 pug.mL? e 10 ug.mL?, nédo foram capazes de reduzir a sobrevivéncia
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das células da levedura S. cerevisiae no seu estado mais sensivel (12 fase de crescimento
exponencial). A analise da variancia (ANOVA) néo revelou diferenca significativa entre os
valores de unidades formadoras de colénias (UFC) obtidos (F = 0,8250; p = 0,5213).

150 9

100 4

UFC

50

C- Aal Ab1l Aalo Ab1l0

Figura 21: Medida da viabilidade celular com relacdo a quantidade de UFC contabilizadas em
meio de cultura fermentavel. C.: controle negativo (auséncia de amostra); Aa: A. arapapa e Ab: A.
brunoi; Aal e Ab1: 1 pg.mL!; Aa10 e Ab10: 10 pg.mL1.

4.2. Dano mitocondrial

A analise do dano mitocondrial revelou que o aumento da concentra¢do das amostras
de A. arapapa e A. brunoi provoca reducao da sobrevivéncia celular, isso porque segundo a
ANOVA (F = 3,988; p = 0,0163), houve diferenca significativa nos valores de UFC encontrados
para as duas espécies. Através do teste de Tukey foi possivel identificar os pares de
tratamentos com diferenca significativa. Neste sentido, foi observado que na concentracéo de
1 pg.mL*? o numero de UFC detectadas nédo diferiu do controle negativo, enquanto que na
concentracdo de 10 pug.mL? foi verificada diferenga significativa entre os valores de UFC

contabilizadas no controle negativo e nas amostras das duas espécies.
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Figura 22: Medida do dano mitocondrial com relacdo a quantidade de unidades formadoras de
colonias contabilizadas em meio de cultura ndo fermentéavel. C.: controle negativo (auséncia de
amostra); Aa: A. arapapa e Ab: A. brunoi; Aal e Ab1: 1 pg.mL1; Aa10 e Ab10: 10 pg.mL1.

4.3. Peroxidacéao lipidica

A dosagem da peroxidacao lipidica ndo revelou danos as membranas e, tampouco
efeito protetivo, uma vez que a ANOVA néo revelou diferenca significativa na formacgéo de
aldeido malénico (F = 1,290; p = 0,3322).
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Figura 23: Dosagem da peroxidacdo lipidica com base no nimero de pmols de aldeido mal6énico
formados por mg de células (método TBARS). C.: controle negativo (auséncia de amostra); Aa: A.
arapapa e Ab: A. brunoi; Aal e Ab1: 1 ug.mL!; Aal0 e Ab10: 10 pg.mL1.
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V. DISCUSSAO

1. Avaliacdo Quimica

As secrecdes cutdneas coletadas em ambas as espécies revelaram uma sultil
correlagdo entre a quantidade (massa seca) de exsudato e tamanho do individuo (sendo
considerado neste caso apenas o comprimento rosto-cloacal). Isto se deve ao fato das
glandulas de veneno encontrarem-se distribuidas, principalmente, ao longo do dorso destes
animais, portanto, qguanto maior for a extensdo do tecido epitelial nesta regido maior sera o
namero de glandulas ali presentes e, consequentemente, um maior volume de secrecao sera
liberada (DUELLMAN e TRUEB, 1994). Visualmente as secrecbes apresentaram um padrao
no qual a baixa viscosidade, auséncia de turbidez e a formacdo de espuma se fizeram
presentes nos individuos das duas espécies, consistindo nas suas principais caracteristicas.
Este primeiro contato com o material de estudo permitiu poucas conclusdes, podendo-se
inferir apenas que a formacdo de espuma apOs agitagdo em meio aquoso muito
provavelmente estd associada a presenca de substancias anfipaticas, ou seja,
estruturalmente formadas por uma porgéo apolar ou de baixa polaridade (hidrofébica) e outra
porcédo polar (hidrofilica) (NELSON & COX, 2004), e.g. proteinas e peptideos.

A solubilidade observada exclui, ou reduz a infima, a presenca de substancias
apolares, isto porque nenhum dos solventes testados foi capaz de solubilizar as amostras
(secrecdes). No caso das toxinas de anfibios as substancias apolares mais comuns séo as
do tipo esteroide, incluindo os esteroides alcaloidicos lipossoluveis (batracotoxinas), neste
sentido foi realizada andlise em cromatografia em camada delgada (CCD) aplicando o
reagente de Liebermann-Burchard, como revelador quimico, que tem sua deteccdo baseada
numa reacdo de desidratacdo seguida de oxidagdo do nucleo fenantreno formando um
composto aromatico conjugado de coloracdo azul-esverdeada (Figura 24) (XIONG et al.,
2007); o resultado obtido foi negativo, confirmando a auséncia destes compostos. Até o
momento ndo foram encontradas moléculas essencialmente esteroidais em nenhum individuo
ndo membro da familia Bufonidae, Unica detentora de macro glandulas de veneno do tipo
paratoides — agrupamento de glandulas granulares compostas de células especializadas na
diferenciacdo do colesterol em bufodienolideos (SCIANI et al., 2013); da mesma forma, as
batracotoxinas ndo foram detectadas em nenhum individuo ndo membro da familia
Dendrobatidae, pois tais moléculas séo obtidas por via ainda néo identificada, provavelmente

de origem exdgena, presente apenas nestes animais (DALY, 1998).
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Figura 24: Reacdo de Liebermann-Burchard na deteccédo de esteroides (XIONG et al., 2007).

Para fins de confirmacdo foi realizado teste com vanilina sulfurica, reagente
comumente utilizado na deteccdo de esteroides e terpenos através de uma reacdo de
desidratacao no carbono aldeido da vanilina seguida de condensacéo com o analito (Figura
25) e, mais uma vez, a reacao foi negativa. Dessa forma, uma vez que todos 0s integrantes
da familia Hylidae possuem glandulas de veneno do tipo granular, e ndo existem relatos de
substancias obtidas via exdgena, a auséncia de moléculas esteroides nas suas secrecoes &

totalmente coerente.
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Figura 25: Reacdo da vanilina sulfirica na deteccdo de esteroides (adaptado de JORK et al.,
1990).

A analise em CCD para alcaloides, utilizando o reagente de Dragendorff — especifico
para compostos nitrogenados, também mostrou resultado negativo. Adicionalmente, um teste
de exposicado a camara de radiacdo ultravioleta (254 nm e 365 nm) foi realizado a fim de
confirmar o teste de Dragendorff, isto porque alcaloides em geral absorvem luz nestas regides
devido a presenca de grupos cromoforos mostrando fluorescéncia (WAGNER & BLADT,
1996), no entanto, o resultado nesta analise também foi negativo, descartando-se de vez a

presenga destes compostos.
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Assim como no caso dos esteroides, a auséncia de alcaloides ja era esperada visto
gue estas moléculas sdo provenientes de uma dieta caracteristica observada em algumas
espécies que se alimentam de formigas e acaros especificos; estes, por sua vez, alimentam-
se de plantas ricas em alcaloides. No entanto o mecanismo de absor¢do e acumulo destas
moléculas ao longo da cadeia alimentar permanece desconhecido (SAPORITO et al., 2007).
Além destas moléculas ndo serem comuns na familia Hylidae, de forma geral, no caso de
Aparasphenodon brunoi € verificada uma dieta generalista rica em besouros (Coledptera),
animais nunca citados na obtencao de alcaloides (TEIXEIRA et al., 2002; MESQUITA et al.,
2004).

A investigacdo dos compostos aminicos (aminas biogénicas, proteinas e
peptideos) foi a Unica a revelar resultado positivo nas analises de CCD, realizadas com os
reagentes ninidrina etandlica e anisaldeido sulfurico. A presenca destes compostos foi entdo
confirmada, com exce¢do das aminas biogénicas, ja que essas moléculas s&o monoaminas
que apresentam os grupos conjugados catecol e indol, logo deveriam absorver luz UV e, como
ja foi dito, ambas as secrec¢fes brutas ndo mostraram absor¢do nesta regido. No primeiro
teste, a ninidrina produz complexos croméforos, revelando coloragdo azul-violeta onde a
intensidade da cor produzida € proporcional a concentracdo das espécies presentes
(BERNSTEIN & VASCONCELOQOS, 2000). A reacao ocorre por meio de uma desaminacdo
oxidativa dos grupamentos amino livre, através da prévia reducdo da ninidrina, com posterior
condensacado da hidridantina (ninidrina reduzida) com uma segunda molécula de ninidrina
produzindo um complexo conhecido como Purpura de Riiehmann (Figura 26) (JORK et al.,
1990; DEWICK, 2002).

g 2 O - o —

mmdrlna h|dr|dantma aminoacido

OR O o o 0
A ) -CO, s R 2 f 7 R N
oo 22 Tl " Q" " (o - oo
3 o e
i W W
8] 0 [#]

0
O .
Clpmn ><,O Sy — R
P~ o o”i’h &
o
Pirpura de Riiheman

Figura 26: Reacdo da ninidrina na detecgao de compostos aminicos (JORK et al., 1990).
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Substancias contendo aminas secundérias, como algumas aminas biogénicas (ex.
epinefrina), reagem por adicdo nucleofilica seguida de desidratagdo formando uma imina
azometina (base de Schiff) produzindo coloracdo amarela (Figura 27) (BERNSTEIN &
VASCONCELOS, 2000; KAUPP, 2003), como tal coloracdo néo foi verificada mais uma vez a
auséncia destas substancias foi confirmada. A reacao com o anisaldeido sulfarico foi aplicada
na intencéo de corroborar o resultado obtido com a ninidrina pois este reagente é utilizado na
detecc¢do da ligacdo peptidica em ensaios de sintese proteica, porém o mecanismo de reagéo
do anisaldeido neste caso é desconhecido (JORK et al., 1990). Em suma, os resultados
obtidos nas analises qualitativas colorimétricas estdo de acordo com o levantamento realizado
por KONIG et al. (2015), onde foram relatados apenas compostos proteicos (peptidicos) em

Hylidae, familia na qual o género Aparasphenodon esta inserido.
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Figura 27: Formacao de base de Schiff a partir da reacdo da ninidrina com amina secundaria
(adaptado de KAUPP, 2003).

As secrec¢des brutas (Aa e Ab) foram submetidas a técnica de cromatografia liquida de
alta eficiéncia (CLAE) em coluna analitica de fase reversa na intengéo de avaliar o numero de
componentes/fracdes predominantes na matriz através dos seus respectivos tempos de
retencdo definidos pela polaridade das moléculas presentes. De acordo com 0s
cromatogramas obtidos, o tempo de retencéo total foi bastante curto, sendo detectado todo o
volume de amostra injetado em menos de 2 min de analise, isto porque o sistema utilizado na
eluicdo coincidentemente contou com um dos mais eficientes solventes verificados no teste
de solubilidade (acetonitrila) e, com isso, a afinidade dos compostos com a fase movel foi
significativamente maior do que a afinidade com a fase estacionaria (C18), o que acabou
levando a detecc¢éo de apenas 4 picos em A. brunoi (5 em A. arapapa) que mostraram baixa
resolugéo, contendo fragbes ricas em compostos. Os dois picos de maior intensidade
verificados em ambas as andlises possuem o mesmo tempo de retencdo (0,8 e 1,4 min) e,
partindo desta informacdo, é possivel concluir que tais fracdes de componentes estao

igualmente presentes em A. arapapa e A. brunoi.
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O isolamento das substancias por CLAE em coluna semi-preparativa teve como
objetivo fracionar os compostos presentes nas amostras buscando o maximo de pureza
possivel para posterior determinacdo estrutural, no entanto esta andlise foi bastante
prejudicada pois, apesar de terem sido obtidas cerca de 10 fra¢cbes para cada amostra numa
corrida de 15 min, a grande maioria dos componentes ficou acumulada nos primeiros picos,
detectados entre 1 e 3 min, sendo esta concentracdo facilmente visualizada pela area dos
picos em questdo, pela massa obtida apos liofilizacdo das fracdes coletadas e pela
subsequente andlise por espectrometria de massas (LC-MS/MS). Esta ultima foi realizada

apenas nas amostras provenientes de A. brunoi.

Como visto na Figura 20, as proteinas nado-caracterizadas foram o maior grupo
detectado. Estas proteinas ndo apresentam regides estruturais conservadas ou hdo possuem
fungéo biolégica conhecida (HAWKINS & KIHARA, 2007). Nas analises proteémicas, € muito
comum encontrar este tipo proteina, ja que a grande maioria dos genomas ainda nao foram
totalmente decifrados e, no caso de Aparasphenodon, tais informacbes estdo reduzidas a
zero. Tendo isto em vista, ndo se pode afirmar muita coisa acerca dos dados obtidos, sendo
necessario um aprofundamento das analises por intermédio do sequenciamento de novo. Este
tipo de andlise difere da aplicada por nao fazer uso de informacgdes previas como DNA ou
sequencias proteicas estabelecidas, sendo baseada exclusivamente na interpretacdo dos
espectros de massas obtidos por LC-MS/MS, sem recorrer aos softwares ou bancos de dados
(STEEN & MANN, 2004; CANTU et al., 2008).

Com relacao ao colageno, segunda proteina de maior incidéncia detectada, é possivel
inferir que a grande quantidade detectada esté relacionada ao método de estimulacéo elétrica
aplicado na obtencdo das secrecgfes. Isto porque, assim como a queratina (detectada em
menor proporgdo), o coldgeno é uma proteina estrutural, muito encontrada no tecido
conjuntivo dos animais, o que Ihes confere elasticidade e resisténcia mecénica (NELSON &
COX, 2004). O tecido conjuntivo, por sua vez, pode ser encontrado logo abaixo do tecido
epitelial que, nos anfibios, consiste em uma camada bastante fina, por ser altamente
permeéavel (DUELLMAN & TRUEB, 1994). Sendo assim, uma pequena injaria realizada sobre
0 tegumento destes animais pode facilmente atingir a camada conjuntiva, liberando coldgeno

e queratina para o meio extracelular.

Ja as demais proteinas, agrupadas em ‘outros’ na Figura 20, apresentaram origem e
funcdes variadas, podendo ser subdivididas em enzimas, proteinas de membrana (estruturais
e receptores), proteinas ligantes e fatores de transcricdo. No entanto, devido ao fato da

homologia determinada pelo software ter utilizado como parédmetro Equus caballus, uma
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espécie filogeneticamente distante dos anfibios, € muito provavel que o grau de confiabilidade
das informacdes seja baixo e, portanto, nenhuma conclusao acerca destas proteinas pode ser

realizada nesta primeira analise.

2. Avaliacao Bioldgica

Como os resultados de composi¢cdo quimica ndo foram conclusivos, a andlise dos
ensaios bioldgicos serd baseada na resposta fisiolégica produzida pelas secrecdes de A.
arapapa e A. brunoi. Poucos sdo os relatos envolvendo intoxicacdo acidental por
Aparasphenodon, mas todos convergem para um mesmo sintoma: a dor intensa. R.
REBOUCAS (comunicagédo pessoal) e LYNCH & RAMIREZ (2000) mencionaram intensa dor
na cornea enquanto JARED et al. (2015) descreveram uma forte dor no braco que se
espalhava ao longo dele com o passar do tempo. Sendo assim, o0 primeiro passo no
entendimento da toxicidade destas secre¢fes, assim como seu mecanismo de acgdo, é o

conhecimento do processo de geragéo da dor.

A sensacao de dor é uma resposta ao estimulo sobre o SNC, de origem interna ou
externa, que atua sobre o receptor de potencial transitorio vaniléide 1 (TRPV1) (RANDALL et
al., 2011). O TRPV1 é um receptor excitatdrio ionotrépico, mais especificamente um canal de
ions controlado por ligante (agonista) que, apesar de nao-seletivo, apresenta alta afinidade
por fons Ca*? (KHATIBI et al., 2011; FEIN et al., 2011). Esta proteina funciona como mediador
de neurotransmissores relacionados a resposta da dor; e, em alguns casos, por uma sensacao
de queimacdo. Também é responsavel por iniciar a resposta anti-inflamatéria local e pela
recuperacao de tecidos danificados (CATERINA et al., 2000). Proteinas TRP ja foram
encontradas na membrana plasmatica de células neuronais e ndo neuronais de varios
vertebrados; também foram identificadas em alguns invertebrados e microrganismos (CHANG
et al., 2010).

Um homologo aos TRPs presentes em mamiferos foi detectado em células de
levedura, e um novo subtipo desta classe de proteinas foi entdo criado, o chamado Yvcl
(yeast vacuolar conductance 1) ou TRPY1 (PALMER et al., 2001). O Yvcl, ao contrario dos
demais subtipos, ndo € expresso na membrana plasméatica, apenas na membrana dos

vacuolos das leveduras (SU et al., 2009).

Os vacuolos nas leveduras possuem funcdo semelhante a do reticulo endoplasmatico
(RE) nas células animais, visto que também atuam na homeostasia do calcio citoplasmético

em associacdo a mitocondria. Este processo envolve a liberagédo de ions Ca*? pelo RE (ou
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vacuolo) em situagBes de baixa concentragdo citoplasmatica enquanto a mitocéndria 0s
absorve quando esta concentracdo aumenta. A importdncia da regulacdo dos niveis
intracelulares de Ca*? reside no fato deste ser um sinalizador muito versatil, atuando na
ativacaol/inibicdo de muitos processos bioquimicos (BERRIDGE et al., 2000; NILIUS et al.,
2007).

A ativagao do receptor TRPV1 promove a abertura do canal idbnico com consequente
influxo de fons Ca*? para o interior da célula, que leva ao aumento dos niveis intracelulares
deste céation. Da mesma forma, o TRPY1l pode ser ativado a partir de um agonista
(especialmente compostos aromaticos), provocando a liberacéo de ions Ca*? do vacuolo em
direcdo ao citoplasma (NILIUS & OWSIANIK, 2011).

No caso de um estimulo fraco, com baixo acumulo de calcio livre no citoplasma, a
mitocéndria ndo sera atingida e o Ca*? atuard apenas na ativacdo da transcricdo génica e
proliferacdo celular. Esta ativacdo ocorre através da sua complexagcdo com proteinas
dependentes de Ca*? (e.g. calmodulina e Ras) que irdo se ligar a proteinas quinases (WEST
et al., 2001; CULLEN & LOCKYER, 2002; YANG et al., 2010). Ocorre entdo a cascata de
reacbes mitdgeno-ativadoras (cascata MAPK) baseada na fosforilagdo de seus
intermediarios, que atuardo no nucleo da célula como cofatores de transcricdo (Figura 28)
(KUPZIG et al., 2005; CHEN & THORNER, 2007). Quando o estimulo é mais forte, o Ca*?
podera promover a morte celular programada (apoptose).
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Figura 28: Cascata MAPK induzida pela alta concentragao citosolica de Ca*? livre (adaptado de
THOMAS & HUGANIR, 2004; CHUDERLAND & SEGER, 2008)
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A apoptose esta relacionada a modificagdo da mitocéndria durante o processo de
regulacdo dos fons Ca*? estimulado pelo rapido aumento da sua concentracdo intracelular.
Nesta situacgédo, o desequilibrio promove uma desregulacdo na ciclagem de ions na membrana
externa da mitocondria, num efeito chamado transi¢ao de permeabilidade mitocondrial (TPM).
A mitocondria passa a importar ions Ca*?, aumentando a concentragdo interna dos mesmos;
gue gracas ao balanco osmotico leva ao inchamento da organela, seguido de rompimento da
membrana com consequente liberacéo dos fatores pré-apoptoticos para o citoplasma. Estes
fatores ativardo a via das caspases, culminando na fragmentacdo do DNA e morte celular
(Figura 29) (CHOI, 1992; DONG et al., 2009; GIORGI et al., 2012).
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Figura 29: Intoxicagdo da mitocondria pelo aumento da concentragdo de Ca*2, em células

humanas (esquerda) e células de levedura (direita) (adaptado de HAUPT et al., 2015).

No caso das leveduras, como o receptor estd localizado no interior da célula, o
ligante devera atravessar a parede celular e a membrana plasmatica. Esta ultima é composta
por uma bicamada lipidica e por proteinas transmembranares, que formam os canais de
substratos (NELSON & COX, 2004). O transporte através da membrana pode ser dado de
varias formas, dentre elas a difuséo facilitada através destes carreadores proteicos — um tipo
de transporte passivo utilizado por moléculas polares de alto peso molecular (e.g. proteinas)
incapazes de permear a bicamada lipidica (NELSON & COX, 2004).
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J& a parede celular das leveduras € composta basicamente por polissacarideos
(ORLEAN, 2012); cerca de 2% destas moléculas é representada por derivados do &cido
glicurénico (RUIZ-HERRERA, 1991; MOREIRA et al., 1998). JARED et al (2015) observaram
que a secrecdo de A. brunoi apresenta atividade analoga a enzima hialuronidase, uma
hidrolase capaz de romper a ligagéo glicosidica do acido glicurénico (JIN et al., 2014). Sendo
assim, € possivel inferir que a secre¢do de A. brunoi tem capacidade de permear a parede
celular sem provocar a sua desintegracdo. Além disso, como os testes relativos a composicao
gquimica revelaram expressiva semelhanca entre as espécies, pode-se concluir gue o mesmo

comportamento sera observado em A. arapapa.

E importante ressaltar ainda que a ativacdo da morte celular programada dependera
da forgca do estimulo e, no caso da toxicidade por calcio em leveduras, a intensidade da
resposta também dependera da vulnerabilidade da célula, que estd relacionada ao seu
estagio de crescimento e/ou as vias metabolicas atuantes. Outra consideragéo a ser feita com
relac@o as leveduras € que o nivel de expressao da proteina Yvcl durante a primeira fase
exponencial de crescimento é baixo (CHANG et al.,, 2010), portanto a resposta celular
observada pode ser subestimada em comparacgéo a for¢a do estimulo aplicado.

O crescimento celular das leveduras é dado em 4 fases (Figura 30). Até alcangar a
fase diduxica (cerca de 1,2 mg.mL* de células/meio de cultura) as células encontram-se mais
vulneraveis, pois seu metabolismo esta todo voltado para a proliferacéo celular e muitas vias
de defesa ainda ndo foram completamente estabelecidas. A partir da segunda fase
exponencial do crescimento (cerca de 2,0 mg.mL? de células/meio de cultura), os nutrientes
tornam-se escassos e a proliferacado celular € mais lenta do que na primeira fase exponencial
do crescimento; nesse caso, a célula entdo torna-se mais resistente, pois o0 metabolismo é
respiratorio e altamente oxidante obrigando a célula a sintetizar e ativar mecanismos de
defesa intracelular (BUSTI et al, 2010). Do ponto de vista metabdlico, durante a respiragéo
celular, as mitocbndrias estardo responsaveis pela obtencdo de energia, aumentando a
fragilidade da célula. Em resumo, as células de levedura sdo mais frageis nos primeiros

estagios de crescimento e durante a fermentacgéo.
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Figura 30: Curva de crescimento da levedura S. cerevisiae (adaptado de BUSTI et al, 2010).

Ao contrario do que era esperado, o ensaio de viabilidade celular, realizado em meio
de cultura fermentavel durante a primeira fase de crescimento exponencial das leveduras, ndo
revelou redugdo da sobrevivéncia em nenhuma das duas concentracdes testadas (1 pg.mL*
e 10 pg.mL?) para ambas as espécies (Figura 21); ou seja, ndo foi toxica. Uma possivel
explicacdo seria que, apesar da liberacdo de célcio (proveniente do vacuolo) estar ocorrendo,
nado é suficiente para promover danos as mitocéndrias das leveduras. Logo, neste caso, 0
fluxo de célcio para o citoplasma estaria provocando apenas a ativacdo das proteinas
desencadeadoras de proliferacéo celular. Com isso, a resposta intracelular teria induzido, ao
invés de morte celular, a replicagdo das ceélulas, garantindo assim o saldo positivo na

contagem de UFCs e a manutencao da viabilidade celular.

Ja no caso dos ensaios de danos mitocondriais o inverso foi observado, porém apenas
na concentracdo de 10 ug.mL™? das secre¢des brutas de A. arapapa e A. brunoi (Figura 22).
Neste ensaio, as células foram inoculadas em meio de cultura ndo fermentéavel e a ativagéo
das mitocdndrias foi fundamental para sua sobrevivéncia, com isso, a sensibilidade aos
processos indutores de disfuncdo mitocondrial foi aumentada. Portanto, ainda que os
estimulos tenham sido os mesmos aplicados anteriormente, o efeito toxico foi amplificado
devido a vulnerabilidade celular. Dessa forma, a concentragdo de 10 pug.mL™* foi suficiente
para provocar reducdo na sobrevivéncia das células, traduzida no saldo negativo obtido na
contagem de UFCs em meio com glicerol. E relevante notar que, nos ensaios in vivo
realizados por JARED et al. (2015) para a medicdo de nocicep¢ao em ratos, foram testadas
concentracdes entre 4 ug.mL* e 1 mg.mL? e todas promoveram atividade, portanto, o

resultado encontrado neste estudo estd em concordancia com aqueles descritos na literatura.
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Em uma nova perspectiva, o desequilibrio ibnico na mitocéndria provocado pela TPM
pode levar a formacdo de espécies reativas de oxigénio (EROs), aumentando o estresse
oxidativo que, além de provocar a debilitacgdo da membrana plasmética através da
peroxidacdo dos lipidios, também pode levar a morte celular por apoptose através da perda
de seletividade i6nica e liberacdo do conteddo das organelas, e formacdo de produtos
citotoxicos como o malonaldeido (MDA), um aldeido extremamente reativo (Figura 31)
(FERREIRA & MATSUBARA, 1997; PILZ et al. 2000; MURPHY, 2009).
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Figura 31: Esquema de estresse oxidativo provocado pela formacao de EROs (adaptado de
MURPHY, 2009).

O método TBARS aplicado neste estudo visa justamente determinar a quantidade de
MDA formado durante o possivel estresse oxidativo. No entanto, nenhuma das concentracdes
testadas (1 pug.m_L* e 10 ug.mL™?) mostrou reacédo positiva em ambas as espécies (Figura 23).
Considerando que o estresse oxidativo € um desequilibrio bioquimico onde a producéo de
EROs excede a capacidade protetiva da célula (BARBOSA et al., 2010), é possivel que, neste
caso, as defesas naturais da organela tenham sido suficientes para sobrepor o efeito téxico.
Logo, assim como na viabilidade celular, o estimulo aplicado néo foi suficiente para provocar

danos celulares.
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CONSIDERACOES FINAIS

Concluimos que as secre¢fes cutaneas liberadas pelas espécies A. brunoi e A.
arapapa apresentam contetdo proteico e, no caso de A. brunoi, a maioria das proteinas
presentes ndo possuem correlagdo com os padrdes depositados nos bancos de dados,
indicando que ainda ha muito trabalho a ser feito com relacdo a toxina de tais espécies.
Pretendemos neste sentido dar continuidade as analises estruturais para que as devidas
conclus@es a respeito da funcdo molecular e biolégica destes componentes seja esclarecida.
Além de possibilitar uma andalise comparativa entre as espécies em questdo, fornecendo

assim um panorama filogenético mais detalhado.

Concluimos também que as secregfes das espécies A. brunoi e A. arapapa
apresentam perfil toxico semelhante, comportando-se de forma similar em todos os ensaios
realizados. N&o foram verificadas grandes perturbagfes a nivel bioquimico/celular, indicando
gue a principal atuacdo das toxinas é de fato sistémica. Porém, como o ensaio de dano as
mitocéndrias revelaram perda de viabilidade celular na concentracédo de 10 ug.mL™?, novos
testes deverdo realizados a fim de corroborar o caminho da resposta intracelular proposta
neste trabalho.
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ANEXO |
Fracdo Gene Codigo* Descricao
1 ASH2L F7BMV3 Uncharacterized protein
1 TCHH F6ZVG5 Uncharacterized protein (fragment)
1 IF127 F6R3J6  Uncharacterized protein (fragment)
1 IL411 F6S098 Uncharacterized protein
1 ZBTB22 F6VMAO Uncharacterized protein
1 RPP25 F6YSFO Uncharacterized protein
1 CDSN F6V6E7 Uncharacterized protein
1 NOVA2 F6XZJ1 Uncharacterized protein (fragment)
1 EP300 I1TPS6  EP300 (fragment)
1 MYOz1 F6YGNS8 Uncharacterized protein
1 Ccl1QcC F7DBT2 Uncharacterized protein
1 DLX1 F6QWX6 Uncharacterized protein
1 NHLH1 F6SC92 Uncharacterized protein (GN=NHLH2)
1 EMID1 F7CJ57 Uncharacterized protein (fragment)
1 EMID1 F7C8C9 Uncharacterized protein (fragment)
1 NUP153 F7DUR1 Uncharacterized protein
1 CAPNS1 F6RLT8 Uncharacterized protein
1 ARID3A H9GZW8 Uncharacterized protein (fragment)
1 CCKBR F6S229  Uncharacterized protein
1 AGA F7CP15 Uncharacterized protein (fragment)
1 HGNC:9982 HO9HO001 Uncharacterized protein
1 LOC100061764 F7A559  Uncharacterized protein
1 LOC100061764 F7AN17 Uncharacterized protein
1 LOC100061764 F7AAI4  Uncharacterized protein (fragment)
1 LOC100061764 F7BP93 Uncharacterized protein (fragment)
1 KRT3 F6VE52  Uncharacterized protein
1 NR3C1 FEWPNS5 Uncharacterized protein
1 BCL9 F6S3WO0 Uncharacterized protein
1 LOC100063215 F6SHJ8 Uncharacterized protein
1 IL12RB1 F6WKKO Uncharacterized protein (fragment)
1 isgl2(a) Q6IEC7  Putative ISG12(A) protein
1 ENAH F6ULlI2  Uncharacterized protein (fragment)
1 ENAH F6U2I2  Uncharacterized protein (fragment)
1 IFI27L2 F7A684 Uncharacterized protein (fragment)
1 ANKRD33 F6TQT3 Uncharacterized protein
1 MN1 F7AZZ0 Uncharacterized protein
1 ECHDC1 L7MRR7 Enoyl-CoA hydratase domain-containing 1-like protein (fragment)
1 AMOT F6TAL1 Uncharacterized protein
1 ARMCX4 F6U4A1 Uncharacterized protein (fragment)
1 PAX8 F6YRP4 Uncharacterized protein (fragment)
1 NES F6YXF3 Uncharacterized protein (fragment)

*0 codigo da proteina faz referéncia ao banco de dados UniProtkKB



Fracdo Gene Cédigo* Descricdo

1 KRT1 F7B7X0 Uncharacterized protein

1 GLG1 F6XBM5 Uncharacterized protein

1 GLG1 F623Z4 Uncharacterized protein

1 NACC1 F7C9J0 Uncharacterized protein

1 WNK1 F7C2Q9 Uncharacterized protein (fragment)
1 WNK1 F7C849 Uncharacterized protein

1 WNK1 F7BX86 Uncharacterized protein

1 WNK1 F7BY14 Uncharacterized protein

1 VCAN F7DY34 Uncharacterized protein

1 KIAA2018 F6SCM9 Uncharacterized protein (GN=USF3)
1 TCF3 F6UKX5 Uncharacterized protein

1 KRT5 F6W7V0 Uncharacterized protein

1 PPP1R10 F6SVD1 Uncharacterized protein

1 KRT79 FEXWG3 Uncharacterized protein

1 ZBTB9 F6VL45 Uncharacterized protein

1 FAM124A F7CP34 Uncharacterized protein (fragment)
1 NYAP1 F6SMM5 Uncharacterized protein

1 RAVER1 F6S2B4  Uncharacterized protein

1 WDR33 F6U7P5 Uncharacterized protein

1 NUP214 FEWEKS8 Uncharacterized protein

1 SIGLEC1 F7CN95 Uncharacterized protein (fragment)
1 SIGLEC1 F7CNW4 Uncharacterized protein (fragment)
1 SIGLEC1 F7D4R2 Uncharacterized protein (fragment)
1 CLOCK F7DDS7 Uncharacterized protein (fragment)
1 PLXNB3 F6U7Q8 Uncharacterized protein (fragment)
1 PLXNB3 F6VYW6 Uncharacterized protein (fragment)
1 ZNF236 F6ZKN7 Uncharacterized protein (fragment)
1 PCDHGC5 F6YLZ2 Uncharacterized protein

1 PCDHGC5 F6YMC2 Uncharacterized protein

1 PCDHGC5 F6YGP3 Uncharacterized protein

1 GLT1D1 F6Q2T7 Uncharacterized protein (fragment)
1 RPRD2 F7A0X0 Uncharacterized protein

1 ATG2A F7D5H8 Uncharacterized protein (fragment)
1 KIAA1522 F6VTH4 Uncharacterized protein

1 HTRA1 F7B812 Uncharacterized protein (fragment)
1 GSDMD F7CWF2 Uncharacterized protein

1 PRRC2A F6VNR4 Uncharacterized protein

1 EVX1 F6ZR52 Uncharacterized protein

1 SYNRG F6QXZ0 Uncharacterized protein (fragment)
1 SYNRG F6QYE7 Uncharacterized protein (fragment)
1 SIPAl F6Q309 Uncharacterized protein

1 TRIP12 F7DNJ4 Uncharacterized protein

1 TRIP12 F7E092  Uncharacterized protein

1 TRIP12 F7D7S2 Uncharacterized protein

*0 codigo da proteina faz referéncia ao banco de dados UniProtkKB
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Fracdo Gene Cédigo* Descricdo

1 DOT1L F6ZL97  Histone-lysine N-methyltransferase, H3 lysine-79 specific (fragment)
1 HCFC1 F6TVL2 Uncharacterized protein

1 UBQLN1 F7BRQ1 Uncharacterized protein

1 NCOA5 F6TDW3 Uncharacterized protein

1 KRT75 F6S8W6 Uncharacterized protein

1 TNRC6B F6RUY8 Uncharacterized protein

1 MLLT6 F6RYU1 Uncharacterized protein (fragment)
1 ATRX L7MS78 Transcriptional regulator ATRX-like protein (fragment)
1 SLC35A2 F7C7T4 Uncharacterized protein

1 WDRA48 F6ZZ18  Uncharacterized protein

1 LENGS F7AWJ4 Uncharacterized protein

1 RIN2 F6VFF1 Uncharacterized protein

1 SLC22A18 F6S1P3 Uncharacterized protein

1 MAML2 F7C2A0 Uncharacterized protein (fragment)
1 BPIFB3 F6ROD5 Uncharacterized protein (fragment)
1 WNK2 F7DZB5 Uncharacterized protein (fragment)
1 ZNRF3 F7AJRO Uncharacterized protein

1 VOPP1 F6TYK7 Uncharacterized protein

1 RASIP1 F6UCO01 Uncharacterized protein

1 LOC100072007 F6X2F7 Olfactory receptor

1 CHD3 F7CN25 Uncharacterized protein

1 TSPAN17 F6YZU3 Tetraspanin (fragment)

1 N4BP2 F6Z1E8 Uncharacterized protein

1 PHF14 F6TPH1 Uncharacterized protein

1 — F6V6S5 Uncharacterized protein (fragment)
1 — K9KDU7 Glucocorticoid receptor-like protein (fragment)
1 — F7CTE3 Uncharacterized protein (fragment)
1 — K9OKCC1 Golgi apparatus protein 1-like protein (fragment)
1 — F6U135 Uncharacterized protein

1 — FERWF6 Uncharacterized protein (fragment)
1 — Q73350  Type Il collagen (fragment)

1 COL1Al1 F6VUP8 Uncharacterized protein

1 COL1A1 F7D939 Uncharacterized protein

1 COL1Al1 F7D9C7 Uncharacterized protein

1 COL1A1 F7A3F7 Uncharacterized protein

1 COL1A1 F6RVX8 Uncharacterized protein

1 COL1A1 F6SSG3 Uncharacterized protein

1 COL1A2 F6RTJ6  Uncharacterized protein

1 COL1A2 F6RUA6 Uncharacterized protein

1 COL1A2 F6RTH9 Uncharacterized protein

1 COL1A2 F6RTP3 Uncharacterized protein

1 COL1A2 F6RTI8  Uncharacterized protein

1 COL1A2 F6RTN7 Uncharacterized protein

1 COL1A2 F6RTL6 Uncharacterized protein

*0 codigo da proteina faz referéncia ao banco de dados UniProtkKB



Fracdo Gene Cédigo* Descricdo

1 COL2A1 F6Y8T1 Uncharacterized protein
1 COL2A1 Q28396 Type Il collagen

1 COL2A1 F6XIM5  Uncharacterized protein
1 COL2A1 F6Y2J1  Uncharacterized protein
1 COL3A1 F6R4Y3 Uncharacterized protein
1 COL3A1 F6R528 Uncharacterized protein
1 COL4A1 F6VVM5 Uncharacterized protein
1 COL4A3 F7CED9 Uncharacterized protein
1 COL4A4 F6ZMO05 Uncharacterized protein
1 COL4A4 F6ZL31 Uncharacterized protein
1 COL4A4 F7BMN3 Uncharacterized protein
1 COL4A5 F6T097  Uncharacterized protein
1 COL4A5 F7C5C2 Uncharacterized protein
1 COL4A6 F6Y6J5 Uncharacterized protein
1 COL5A1 F7AGK7 Uncharacterized protein
1 COL5A1 F6ZNE6 Uncharacterized protein
1 COL5A1 F6PLHO  Uncharacterized protein
1 COL5A1 F6Q357 Uncharacterized protein
1 COL5A1 F7BCAl Uncharacterized protein
1 COL5A1 F6SUU9 Uncharacterized protein
1 COL5A2 F7BH47 Uncharacterized protein
1 COL5A3 F6YKP6 Uncharacterized protein
1 COL5A3 F6XL39  Uncharacterized protein
1 COL5A3 F6XKF5 Uncharacterized protein
1 COL8A1 F6UHM7 Uncharacterized protein
1 COL8A2 F6SGD1 Uncharacterized protein
1 COL9A1 F6R7M9 Uncharacterized protein
1 COL9A1 F6QR72 Uncharacterized protein
1 COL9A2 Q2MCN3 Collagen, type IX, alpha 2
1 COL9A2 Q2MCN2 Collagen, type IX, alpha 2
1 COL9A3 F6VP0O3  Uncharacterized protein
1 COL10A1 FEWCC9 Uncharacterized protein
1 COL11A1 F6VBF7 Uncharacterized protein
1 COL11A1 F6U661 Uncharacterized protein
1 COL11A1 F6VAWG6 Uncharacterized protein
1 COL11A2 F7BRR9 Uncharacterized protein
1 COL13A1 F6ZAH8 Uncharacterized protein
1 COL13A1 F6ZA65 Uncharacterized protein
1 COL16A1 F62183  Uncharacterized protein
1 COL17A1 F6USS7 Uncharacterized protein
1 COL17A1 F6VPA3 Uncharacterized protein
1 COL17A1 F6US30 Uncharacterized protein
1 COL18A1 F6XNR9 Uncharacterized protein
1 COL18A1 F6XHX6 Uncharacterized protein

*0 codigo da proteina faz referéncia ao banco de dados UniProtkKB
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Fracdo Gene Cédigo* Descricdo

1 COL19A1 F7CQ61 Uncharacterized protein

1 COL19A1 F7CQA9 Uncharacterized protein

1 COL22A1 F7All5  Uncharacterized protein

3 MGC134150 Q2TBV9 MGC134150 protein

3 AKIP1 Q3SZ30 Protein kinase A-interacting protein 1

4 MICAL2 F1IMF74 Protein-methionine sulfoxide oxidase MICAL2
4 MICAL2 HI9GW33 Protein-methionine sulfoxide oxidase MICALZ2 (fragment)
6 KRTAP9-1 F6RKX3 Uncharacterized protein

10 POLAl E1BJF4 DNA polymerase

12 ITPKC F1IMN32 Uncharacterized protein

12 ITPKC QOP5NO Inositol-trisphosphate 3-kinase C

12 CYFIP2 F1MX60 Uncharacterized protein

13 FTCD F6RXZ6 Uncharacterized protein (fragment)

14 KRTAP9-1 FERKX3 Uncharacterized protein

14 YEATS2 F6S573  Uncharacterized protein

14 COL11A1 F6VAWG6 Uncharacterized protein

14 BRD4 F7B3U9 Uncharacterized protein

*0 codigo da proteina faz referéncia ao banco de dados UniProtKB



