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RESUMO

AVALIAQAO INICIAL DE ATIVIDADES IMUNOMODULADORAS DE EXTRATOS
DE PELES E GLANDULAS PAROTOIDES DE ANUROS DO SEMI-ARIDO
BRASILEIRO. MATHEUS SANTOS DE SA.

[INTRODUCAO] A pele dos anfibios exibe um verdadeiro arsenal de compostos
quimicos naturais, com diversificadas atividades biolégicas. Esses compostos
fazem parte de um complexo sistema de defesa passiva dos anfibios contra
substancias prejudiciais com as quais eles tém contato nos seus habitats. O semi-
arido brasileiro abrange cerca de aproximadamente 11,5% do territério nacional,
incluindo oito estados da regido nordeste e dois da sudeste. O objetivo do trabalho
foi investigar a atividade imunomoduladora dos extratos preparados de peles (EP)
e glandulas (EG) de espécies de anuros nativos ou endémicos da regidao do semi-
arido brasileiro. [METODOS] Extratos aquosos foram obtidos a partir da
homogeneizacéo da pele dos anuros. (espécies Hyla crepitans, Hyla albopunctata,
Hyla spn, Leptodactylus ocellatus, Bufo rubescens, Ceratophrys joazeirensis, Hyla
spn2 e Bufo Jimi) em PBS. Para a avaliacao da inibicdo da producédo de NO, nos
utilizamos células da linhagem J774 (mondcitos) que foram cultivadas na presenca
de IFN - vy, LPS e os extratos (EP e EG). Visando a avaliacdo da possivel
capacidade dos extratos em modularem a atividade de macréfagos na producéo
de NO e de interferir na proliferacéo de linfocitos, realizamos dosagem de nitrito
através do método de Griess e o cultivo de esplendcitos de camundongos BALB/c
estimulados com concanavalina A na presenca dos extratos de anuros em
concentragfes atoxicas, respectivamente. A inibicdo da linfoproliferacdo foi
determinada pela incorporacéo de *H-timidina. [RESULTADOS] Dos oito extratos
analisados, trés tiveram atividade inibitoria superior a 50% da proliferacdo de
esplendcitos estimulados e apenas um extrato na inibicdo da producéo de NO. Um
desses extratos (preparado a partir da pele de Bufo rubescens) apresentou
atividade inibitoria de 100%. ldentificamos uma molécula ativa neste extrato, com
atividade supressora, que € termo-estavel e esta presente numa fracdo de peso
molecular menor que 10 kDa. [CONCLUSAO] Nosso trabalho demonstra que
espécies de anuros sdo uma potencial fonte de moléculas com atividade
imunomoduladora. Estudos para isolar e caracterizar a molécula ativa da pele de
Bufo rubescens estdo sendo realizados. [PALAVRAS-CHAVE] Atividade
imunomoduladora, Anuros, Semi-arido brasileiro.




ABSTRACT

INITIAL EVALUATION OF IMMUNOMODULATORY ACTIVITY OF SKIN AND
PAROTOIDS GLANDS EXTRACTS OF ANURE OF THE BRAZILIAN SEMI-ARID.
MATHEUS SANTOS DE SA

[INTRODUCTION] The skin of the amphibians shows several natural chemical
products, with diverse biological activities. These compounds are part of a complex
system of passive defense of amphibians against pathogens and harmful
substances to they are exposed in their habitats. The brazilian semi-arid region
comprises 11,5% of the national territory, including eight states of the northeastern
and two from the southeast region of the country. The objective of this work was to
investigate the immunomodulatory activity of skin (SE) and gland (GE) extracts
prepared from species of anures native or endemic of the brazilian semi-arid
region. [METHODS]: Aqueous extracts were prepared by homogenization of the
anure skins (species Hyla crepitans, Hyla albopunctata, Hyla spn, Leptodactylus
ocellatus, Bufo rubescens, Ceratophrys joazeirensis, Hyla spn2 and Bufo jimi) in
PBS. To evaluate the inhibition of nitric oxide (NO) production, we used J774 cells
(monocyte) that were cultivated in the presence of IFN-y and LPS and the extracts.
Aiming at the evaluation of the possible capacity of the extracts in modulating the
macrophages activity in the NO production and to intervene with the lymphocytes
proliferation, we carry through assessment of nitrite concentration through the
Griess method and the culture of spleen cells from BALB/c mice stimulated with
concanavalin A in the presence of anure extracts in non-toxic concentrations,
respectively. The lymphoproliferative response was determined by measurement of
3H-timidine incorporation. [RESULTS] Of the eight extracts analyzed, three had
inhibitory activity superior to 50% in lymphoproliferation and only one extract in NO
production. One of these extracts (prepared from Bufo rubescens skin) had an
inhibitory activity of 100%. We identified an active molecule in this extract with
immune suppressive activity, which is heat-stable and is present in a fraction of
molecular weight below 10 kDa. [CONCLUSION] Our work demonstrates that
anure species are a potential source of molecules with Immunomodulatory activity.
Studies to isolate and characterize the activity molecule in the skin of Bufo
rubescens are being carried out. [KEYWORDS] Immunomodulatory activity,
Anure, Brazilian semi-arid.




SUMARIO

LISTA DE ABREVIATURAS . .....cootieeteeeeeeee ettt 11
LISTA DE FIGURAS. ...ttt 12
LISTA DE TADELAS. ... oottt 13
1. INTRODUGAO. ..ottt ee ettt en et ee e eeene s 14

1.1 A IMPORTANCIA ECONOMICA DA BIODIVERSIDADE NO

BRASIL e 16
1.2 ESTUDO DA BIODIVERSIDADE NO SEMI-ARIDO BRASILEIRO...... 17
1.3 SUBSTANCIAS BIOATIVAS DA PELE DOS ANUROS............ccocu...... 19
1.4 AS DOENCAS MEDIADAS PELO SISTEMA IMUNE...........cccceeiiiinnn. 26
2. JUSTIFICATIVA . e 28
3. OBUIETIVOS. ... e 29
3.1 OBJIETIVO GERAL. ... 29
3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS.......coicieiceeeceeeeeeeeee e 29
4. MATERIAL E METODOS........coiiiieieeeceeeetee ettt 30
4.1 ANIMAIS E TECIDOS ESTUDADOS........ccoiiiiiiiiii e 30

4.2 PREPARO DOS EXTRATOS. ..o 32



4.3 DOSAGEM DE PROTEINAS.......coooiieeteeceeeeeeeee e 33
4.4 OBTENCAO DE CELULAS ESPLENICAS DE CAMUNDONGOS....... 34

45 OBTENCAO DE CELULAS DA LINHAGEM J774 (MONOCITOS,

SARCOMA — ATCC NOTIB B7).ccieieeiiiaiiiiiiiiiiieeiieeee e 34
4.6 OBTENCAO DO ANTIGENO DE Trypan0oSoma CrUZi..........c.cccevne.. 34
4.7 AVALIACAO DA CITOTOXICIDADE.........ccoceieeeeeeeeeeeeeee e 35

4.8 AVALIACAO DA INIBICAO DA SINTESE DE OXIDO NIiTRICO (NO). 36
4.9 AVALIACAO DA INIBICAO DA LINFOPROLIFERACAO.................... 37
4.10 TRATAMENTO DO EXTRATO DE PELE BUFO RUBESCENS......... 38

4.11 PURIFICACAO EM COLUNA MONO Q POR CROMATOGRAFIA

LIQUIDA DE ALTA RESOLUGAO (FPLC)....oovieeieeeeceeeee et 39
4.12 TESTES ESTATISTICOS UTILIZADOS. .....cooeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeae e 40
4.12.1 CALCULO DE INIBICAO DA PRODUCAO DE NO........c..covevenenne. 40

4122 CALCULO DE INIBICAO DA PROLIFERACAO DE

ESPLENOCITOS. ..ottt ettt 40

5. RESULTADOS ... 41

5.1 Avaliacdo da citotoxicidade dos extratos de pele e glandula de
anuros do semi-arido brasileiro......c..cccooviiiiiiiiiiiiii 41

5.2 Avaliacdo da atividade inibitoria da producdo de oxido nitrico de

extrato de peles de anNUIOS........cciiiiiiii i 43

5.3 Avaliacdo da atividade inibitoria da linfoproliferacdo por extratos de

peles e glandulas de anuroS...........ooovviiieiiiiiiiiiiie e 46



5.4 Ensaio de linfoproliferacdo antigeno-especifico utilizando antigeno
(0 1= I o 1 14 PP 56

5.5 Identificacdo da molécula ativa no extrato de pele Bufo

FUD B S BN S .t e e et 59
5.6 Purificacdo do extrato de pele de Bufo rubescens........................... 61
B. DISCUSSAOD . ..ot et e et et e et e et e s 65
7. CONCLUSOES. ... ettt e, 75

8. REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS. ..o oot 76



LISTA DE ABREVIATURAS

Con A: Concanavalina A

DMEM: Dulbeco’s Modified Eagle Médium

FDA: Agéncia americana do controle de drogas e alimentos (Food and Drug
Administration)

FPLC: Fast Protein, peptide and polynucleotide liquid chromatography

IFN - y: Interferon gama

iNOS: Oxido nitrico sintase induzivel (inducible nitric oxide synthase)

LPS: Lipopolissacarideo

MCT: Ministério da Ciéncia e Tecnologia

MMA: Ministério do Meio Ambiente

NEED: N-(1-naftil) etil-enediamina ((N-(1-naphthyl) ethyl-enediamine)

NO: Oxido Nitrico

PBS: Solucao salina tamponada com fosfato (phosphate buffered saline), pH=7,2
SBF: Soro bovino fetal

EP: Extrato de pele

EG: Extrato de glandula

SE: skin extract

GE: gland extract

CPM: Contagem de radiacéo B (beta) por minuto



LISTA DE FIGURAS

FIGURA 1 - Ensaio de inibicdo da producao de NO por células da linhagem
J774, estimuladas COmM LPS € IFN-....uuuuuuiiiiiie e 45

FIGURA 2 - Ensaio de inibicdo da linfoproliferacdo por extratos de peles de
anuros do semi-arido brasileiro.........ccccoooeiiiiiiiiii e 48

FIGURA 3 - Ensaio de inibicdo da linfoproliferacdo por extratos de pele e
glandula de anuros do semi-arido brasileiro........ccccccvvveeeeeeiiiiiiieee, 51

FIGURA 4 - Ensaio dose-resposta da inibicédo da linfoproliferacdo por extrato
de pele de B. FTUDESCENS.......oviiiieice et e e e e e e e e e eee s 53

FIGURA 5 - Ensaio dose-resposta da inibicédo da linfoproliferacdo por extrato

de glandula de B. FTUDESCENS........oviiiiiiiiie e 55
FIGURA 6 - Ensaio de linfoproliferacéo antigeno-especifico.............ccc........ 58
FIGURA 7 - Fracionamento do extrato de pele de Bufo rubescens.............. 62

FIGURA 8 - Ensaio de inibicdo da linfoproliferacdo com fracdes da coluna
1Y/ o Y o T PP 64



LISTA DE TABELAS

TABELA 1 — Relagéo de peles e glandulas de anurosS.........ccccccceeeniiiiiininnnee 31

TABELA 2 - Avaliacdo da toxicidade dos extratos de pele e glandula de
anuros do semi-arido brasileir0.......cccccoo oo 42

TABELA 3 - Avaliacdo da inibicdo da producdo de NO por células da
linhagem J774, estimuladas com LPS e IFN - y e tratadas com extratos de
pele e glandula de anuros do semi-arido
o = T | = 1 o 44

TABELA 4 - Avaliacdo da atividade inibitéria da linfoproliferacéo por extratos
(o Lo o= TN o [ = T U [ o RS SR 47

TABELA 5 - Avaliacéo de inibicdo da linfoproliferacdo por extratos de pele e
glandula de anuros do género BUfO.........cccooeviiiiiiiiiiici e 50

TABELA 6 - Ensaio dose-resposta da inibicédo da linfoproliferacdo por extrato
de pele de BUfO FUDESCENS.......oovvviiieeiiie e 52

TABELA 7 - Ensaio dose-resposta da inibic&do da linfoproliferacdo por extrato
de glandula de B. TUDESCENS........cviuiiiiici et 54

TABELA 8 - Ensaio de linfoproliferacdo antigeno-especifico utilizando
antigeno de T. cruzi e extrato de pele de Bufo rubescens.........cccccccvvvvvvnnnnnn, 57

TABELA 9 - Analise da atividade inibitoria de do extrato de pele de Bufo
rubescens em diferentes CONAICOES........uuuuiiiriiiiiieeiie e 60

TABELA 10 - Fracionamento do extrato de pele de Bufo rubescens............ 61

TABELA 11 - Ensaio de inibicdo da proliferacdo com fracdes da coluna Mono
PSPPSR 63



1. INTRODUCAO

As industrias farmacéuticas multinacionais tém investido consideravel soma
de recursos na busca de novos medicamentos motivadas, por exemplo, pela
necessidade de inovar e desenvolver drogas capazes de tratar patologias ainda
sem tratamento adequado. Diante dos elevados custos, dos riscos de
investimento, do longo tempo de pesquisas e da alta tecnologia envolvida, o
desenvolvimento de novos medicamentos esta restrito a empresas sediadas em
paises ricos (STROHL, 2000).

Estima-se que o mercado mundial dos medicamentos derivados de
produtos naturais, como plantas por exemplo, seja da ordem de 30 a 40 bilhdes de
dolares anuais e vem crescendo em taxas expressivas. O mercado brasileiro de
fitoterapicos deve movimentar 1 bilhdo de délares por ano, cerca de 10% do
mercado de medicamentos do pais (CALIXTO, 2000).

Para se ter uma noc¢éo do impacto dos medicamentos no mercado mundial,
apenas as estatinas, drogas que reduzem a sintese enddgena de colesterol
(RADER, 2003), foram responsaveis por US$ 19 bilhdes em 2002 (DOWNTON e
CLARK, 2003). Em um mercado que atinge varios bilhdes de dodlares por ano,
estima-se que 40% dos medicamentos disponiveis na farmacoterapia atual foram
desenvolvidos de fontes naturais: 25% de plantas, 13% de microrganismos e 3%
de animais (GORDON et al., 1997). No periodo entre 1983-1994, das 520 novas
drogas aprovadas pela agéncia americana de controle de medicamentos e

alimentos (FDA), 220 (39%) foram desenvolvidas a partir de produtos naturais.
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Além disso, um ter¢co dos medicamentos mais prescritos e vendidos no mundo séo
de origem natural. No caso das drogas anticancerigenas e dos antibiéticos, por
exemplo, esse percentual atinge cerca de 70% (GORDON et al., 1997).

O Brasil € o pais que possui uma das maiores biodiversidades do planeta,
estimada em cerca de 20% do numero total de espécies de animais e vegetais
(SUFFREDINI et al., 2004). Patrimbnio genético como esse, ja escasso nos paises
desenvolvidos (DAVILA et al., 2004), tem na atualidade valor econdmico-
estratégico inestimavel. O maior potencial desta biodiversidade esta no
desenvolvimento de novos farmacos. Esta afirmacdo é facilmente demonstrada
guando se analisa o0 numero de medicamentos obtidos direta ou indiretamente a
partir de produtos naturais, que podem ser produzidos a partir de derivados das
plantas superiores, toxinas animais e microrganismos (CALIXTO, 2003).

O estudo de espécies vegetais e animais do semi-arido brasileiro devera
permitir o aproveitamento de maneira racional, e podera contribuir para a obtencéo
de novas descobertas no campo dos produtos naturais com reflexos na

valorizacao socio-econdmica desta regidao e também do Brasil.
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1.1 A importancia econémica da biodiversidade no Brasil

A biodiversidade pode ser definida como a variedade de organismos vivos
de todas as origens e o0s complexos ecologicos de que fazem parte,
compreendendo ainda a diversidade dentro de espécies, entre espécies e de
ecossistemas (SMA, 1997).

O interesse por substancias de origem natural como fonte de farmacos é
explicado pela grande diversidade quimica com complexidade estrutural e
potencial biolégico (YU, 2002). Além disso, o seu estudo pode guiar o

desenvolvimento de compostos sintéticos (TSUKAGOSHI, 1990).

No Brasil ha a necessidade de se buscar alternativas para superar, no
mercado de farmacos, a dependéncia externa, principalmente quando se
confrontam os altos precos utilizados no pais em comparacdo com 0S precos
utilizados nos paises desenvolvidos. O panorama brasileiro nessa area mostra
gue 84% de todos os farmacos sdo importados e que 78% da producéo brasileira
é feita por empresas multinacionais. Nesse quadro, confronta-se um hemisfério
norte rico em tecnologia e menos favorecido em recursos genéticos (ja muito
escassos ou mesmo inexistentes), com um hemisfério sul deficiente em
tecnologia, mas muito rico em diversidade bioldgica (SIMOES, 2003).

Portanto, o isolamento, a identificacdo e a avaliacédo bioldgica de produtos
naturais podem constituir os melhores caminhos para a descoberta de novos
farmacos, considerando que a busca de moléculas ativas com estruturas
moleculares complexas, por parte das industrias farmacéuticas, € extremamente

dificl de ser obtida por um processo sintético de custo racional.
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1.2 Estudo da biodiversidade no semi-arido brasileiro

O semi-arido brasileiro é uma regido que possui predominantemente uma
vegetacdo denominada caatinga, que cobre a maior parte da &rea com clima semi-
arido da regido nordeste do Brasil. A regido do semi-arido abrange cerca de
975.000 km? correspondendo a cerca de 11,5% do territério nacional, incluindo
partes dos estados do Maranhdo, Piaui, Ceara, Rio Grande do Norte, Paraiba,
Pernambuco, Alagoas, Sergipe, Bahia, Minas Gerais e Espirito Santo (SAMPAIO
et al., 2002). E uma regido marcada pela irregularidade das chuvas, onde ocorrem
longos periodos de secas, com graves consequéncias sociais para seus 20
milhdes de habitantes, os quais apresentam elevada dependéncia dos recursos
naturais e os piores indicadores sociais do pais. Em relacdo ao meio ambiente,
dois dos maiores problemas associados ao semi-arido sdo o elevado grau de
degradacdo ambiental e o baixo conhecimento quantitativo e qualitativo de sua

biodiversidade (INSTITUTOS DO MILENIO/MCT, 2004).

Vérias causas podem ser apontadas para esta situacdo, dentre elas o
distanciamento entre o conhecimento gerado no meio académico e as populagcdes
locais. Desse modo, algumas das linhas de pesquisa devem ser priorizadas para
um melhor conhecimento da biodiversidade e seu uso pelas populacdes locais.
Isso se justifica pelo fato do semi-arido apresentar uma das biotas mais
particulares do mundo, em composicdo e adaptacdes as condicdes do meio. De
modo geral, o semi-arido tem sido encarado como um conjunto de problemas

ambientais, sociais e desafios cientificos, tecnoldgicos e de desenvolvimento.
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Portanto, sdo necessérias estratégias para a producdo de conhecimentos que

possam contribuir para sua superacao.

Em outras regifes do pais, como no cerrado, estudos sobre moléculas
bioativas obtidas a partir de anuros vém sendo realizados com resultados
animadores. Uma molécula denominada dermaseptina isolada da pele de
Phyllomedusa oreades, uma perereca nativa do cerrado brasileiro, apresenta
potente atividade anti-Trypanosoma cruzi (BRAND et al., 2002). Diante dessas
consideracdes, acredita-se que um trabalho sisteméatico de prospeccdo de
substancias com atividade imunomodulatoria a partir da pele de anuros do semi-
arido brasileiro, com identificacdo e isolamento destas, possibilitara o
desenvolvimento de novos farmacos, a partir de espécies pertencentes a

biodiversidade ali existente.
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1.3 Substancias bioativas da pele dos anuros

Os anuros constituem uma ordem de anfibios (ordem Anura) dividida em
trés sub-ordens: Archaeobatrachia, Mesobatrachia e Neobatrachia. Essas trés
sub-ordens reunem 30 familias, 337 géneros e 4877 espécies (HOEGG et al.,
2004). A ordem anura reune 0s sapos, ras e pererecas. Os anuros nao trazem
prejuizos ao homem, pois ndo se alimentam de frutas ou gréos, ndo sédo
agressivos, nao transmitem enfermidades graves, nem possuem mecanismo para
inoculacdo do veneno. Além disso, cumprem um importante papel no controle das
populacdes de insetos e outros invertebrados, principais constituintes de sua dieta
alimentar (MMA, 2004).

No Brasil ha 600 espécies de anfibios identificadas. Destas, 455 (76%) sao
endémicas. Desse modo ndo existem em nenhuma outra parte do planeta. Mais
da metade dessas espécies encontra-se na Mata Atlantica, ocorrendo nao
somente em razéo da alta pluviosidade daquela regido, com grande quantidade de
micro-ambientes Umidos muito apreciados por esses animais, mas também pelo
terreno acidentado da regido da Serra do Mar, gerando isolamento geografico das
populacdes e como conseqiiéncia, o surgimento de novas espécies. Na regido da
Mata Atlantica, ja foram catalogadas 372 espécies de anfibios, sendo 260 (70%)
endémicas (http://www.agirazul.com.br/fsm4/_fsm/00000135.htm).

A pele desses animais desempenha uma série de funcdes vitais,
destacando-se a respiracdo, o transporte de agua e solutos, a regulacdo da
temperatura corpdrea e a defesa contra o ataque de microrganismos e predadores

(LEITE et al., 2005). A manutencdo da umidade da superficie externa da pele,
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condicdo fundamental para a difusdo dos gases respiratérios, é garantida pela
secrecdo de muco produzido pelas glandulas mucosas (HUTCHINSON e
SAVITZKY, 2004). Um outro tipo de glandula dérmica, as glandulas granulosas,
geralmente maiores que as mucosas e presentes em maior numero na pele
dorsal, est4 presente em praticamente todas as espécies de anfibios. A essas
glandulas atribui-se as funcdes de producdo e armazenamento de substancias
bioativas que sao liberadas sobre a pele do animal em situacdes de perigo. Nos
sapos comuns, como Bufo jimi, é evidente a presenca das glandulas parotéides
atras dos olhos, que consistem em agregacdes de glandulas granulosas que
estocam grande quantidade de secrecédo (SEBBEN, 1993).

Os sapos eram tidos, na antiguidade, como animais extremamente
venenosos. No entanto, as secrecfes de suas peles ndo foram utilizadas com
finalidade estritamente maléfica. Na Asia, utiliza-se ha séculos a toxina de sapos
do género Bufo em preparados galénicos empregados no tratamento de sinusites,
resfriados, inflamac6es locais e dor de dente (LYTTLE et al., 1996). E possivel que
este seja 0 primeiro e mais antigo uso de uma toxina de origem animal em
farmacoterapia. A composicéo e a concentracdo das substancias ativas presentes
na pele dos anuros podem variar segundo a espécie, 0 estagio de
desenvolvimento e a distribuicdo geografica (TERRENI et al., 2003).

Héa relatos de que os indios Tucana, que vivem na regido noroeste da
Amazobnia, usam a secrecao da pele da perereca Phyllomedusa bicolor para tratar
a indisposicao gastrica provocada por bebidas alcodlicas e alimentacdo pesada
(LUTZ, 1966). A secrecdo da pele dessas pererecas tem diversas substancias

capazes de induzir vdmito. As primeiras tentativas de isolar e caracterizar quimica
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e farmacologicamente os principios ativos das secrecdes cutaneas dos anuros
datam de meados do século passado. Os resultados obtidos foram
surpreendentes em casos de isquemia cerebral, problemas circulatorios e cancer
(GESISKY, 2004). Muitos estudiosos desses animais relatam casos, inclusive
experiéncias pessoais, de intoxicacdo produzida pelo simples manuseio de
determinadas espécies de ras ou pererecas. Tais observacfes constituem
importante fonte de orientacdo primaria para o desenvolvimento de pesquisas com
determinadas espécies (SEBBEN, 1993).

Devido ao fato da pele dos anfibios estar em contato direto com ambientes
favoraveis a presenca de microrganismos, muitos deles patogénicos, pode-se
imaginar uma participacdo ativa das secrecdes cutdneas no controle do
crescimento de bactérias sobre a pele (PRATES e JUNIOR, 2000). Em 1987
isolou-se e identificou-se, a partir de extratos de pele de X. laevis, dois potentes
peptideos com atividade cicatrizante e antimicrobiana. Estes peptideos, chamados
magaininas, possuem 23 residuos de aminoacidos e diferem entre si por apenas
duas substituicbes. A descoberta das magaininas pode contribuir para o
desenvolvimento de novos farmacos, uma vez que tais compostos apresentam
atividade em concentragcdes muitos baixas contra um série de microrganismos,
inclusive protozoarios (ZASLOFF, 1987).

A pele dos anuros apresenta um verdadeiro arsenal de produtos quimicos
naturais, com diversas atividades biologicas. A partir da pele desses animais ja
foram isolados mais de 300 compostos bioativos, pertencentes a cinco grupos
guimicos: aminas biogénicas, peptideos, proteinas hemoliticas, alcaléides e

esterbéides. Farmacologicamente, esses compostos sao capazes de agir como
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irritantes  locais, cardio, mio e neurotoxinas, agentes colinomiméticos,
simpatomiméticos, alucinogénicos, agentes citotdxicos e inibidores do crescimento
de microrganismos. Sabe-se que alguns desses compostos protegem a pele dos
anfibios contra o crescimento de bactérias, fungos e protozoérios e participam de
um eficiente sistema de defesa contra o ataque de predadores. Os anuros podem
ser considerados o maior depdsito natural de compostos alcaloidicos do reino
animal (DALY et al., 2004).

O exato papel dessas substancias na vida desses animais ainda ndo esta
suficientemente esclarecido. Ha atualmente duas hipoteses para explicar a
producédo e a variedade de substancias bioativas encontradas na pele dos anuros
durante o desenvolvimento evolutivo desses animais. Primeiro, tem sido proposto
gue essas substancias teriam a funcdo primaria de proteger esses animais do
ataque de microrganismos (HABERMEHL e KREBS, 1986). No entanto,
argumenta-se que, embora alguns dos compostos presentes na secre¢ao cutanea
dos anfibios possuam atividade antibidtica, a maioria deles ndo tem essa
propriedade. Segundo, é possivel que esses compostos atuem na defesa contra
predadores em duas modalidades: compostos ativos de ocorréncia geral e
altamente difundidos, tais como peptideos e aminas biogénicas, seriam
produzidos e estocados em grande quantidade nas glandulas da pele e teriam
uma funcdo secundéaria de defesa; novos compostos biologicamente ativos,
freqientemente com estruturas complexas, seriam elaborados para uma funcao
primaria de defesa, como por exemplo os alcaléides dos dendrobatideos (DALY et
al., 1987). Esta hipétese é fundamentada no fato de muitos peptideos e aminas

biogénicas serem neurotransmissores comuns aos vertebrados; esses compostos

22



seriam concentrados em glandulas da pele dos anfibios, onde passariam a
desempenhar uma fungéo secundaria de protecéo.

A determinacéo da estrutura de substancias isoladas a partir de secrecdes
de peles de anuros vem permitindo sua utilizacdo como “ferramentas
farmacoldgicas”, devido a agao altamente especifica de algumas delas. A despeito
de sua composicdo quimica, a maioria das secre¢des da pele dos anuros, em
maior ou menor grau, irrita as mucosas. Ap0s 0 manuseio de determinadas
espécies, alguns individuos podem apresentar reacfes alérgicas nas maos,
mesmo que nao tenham lesdes na pele (SEBBEN, 1993).

Dentre os compostos bioativos encontrados na pele dos anuros, as aminas
biogénicas destacam-se por sua ampla distribuicdo entre representantes de
diversas familias desses animais. Muitas dessas substancias sdo mediadores
guimicos bastante comuns entre os animais. Além disso, esses compostos sao
produzidos e estocados em grande quantidade. Em alguns casos, a concentracao
pode atingir niveis da ordem de dezenas de miligramas de principio ativo por
grama de tecido fresco (SALMON et al, 2001). As catecolaminas, como
adrenalina, noradrenalina e dopamina ocorrem em diversas espécies de sapos do
género Bufo. Além de aminas biogénicas, as secrecdes de pele de sapos do
género Bufo conttm uma série de esterdides, os bufadiendides. Essas
substancias tém atividade cardiotbnica e cardiotoxica. Em humanos, o contato da
toxina com os olhos pode causar irritacdo intensa e persistente (HEATWOLE,
1995). Diversas imidazolalquilaminas, compostos do grupo da histamina, estao

presentes em grandes concentracbes na pele da ra-pimenta, como sao
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conhecidas as ras das espécies Leptodactylus labyrinthicus e L. pentadactylus
(ROSEGHINI et al., 1986).

Da pele de anfibios também foram isolados peptideos com caracteristicas
opidides. Em 1981 foram isolados os primeiros peptideos opidides de anfibios
nomeados dermofinas que atuam como potentes e seletivos agonistas de
receptores p-opidides. Em 1990 foram descobertas as deltorfinas na pele de
anfibios, as quais até 0 momento sdo 0s mais potentes agonistas de receptores &-
opidides ja identificados (NEGRI et al., 2000).

Erspamer (1959) purificou pela primeira vez um polipeptideo obtido a partir
da pele de anuros. Desde entdo, muitas substancias de natureza peptidica tém
sido isoladas da pele de varias espécies de anuros, particularmente em membros
da familia Hylidae, Ranidae e Leptodactylidae. Destaca-se ndo sO a diversidade
de compostos, mas também a elevada concentracdo em que alguns deles
ocorrem em determinadas espécies, especialmente em Phyllomedusa. Na
Amazonia brasileira ha um anuro reconhecidamente capaz de provocar
intoxicacdo em humanos pelo simples manuseio. Trata-se de Phyllobates terribilis,
gue produz uma toxina chamada batracotoxina. Esses animais sdo conhecidos
como ras de veneno de flecha, por serem utilizados pelos indios para envenenar
flechas e dardos (SEBBEN, 1993).

Dentre todos os tipos de moléculas mencionados anteriormente, 0s
peptideos tém despertado bastante interesse devido as suas atividades como

mediadores farmacologicos. Tendo em vista o rapido processo de extingdo de
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algumas espécies de anuros, ha o risco desses animais desaparecerem antes de

terem sido estudados.
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1.4 As doencas mediadas pelo sistemaimune

Essas doencas sdo um grande problema de saude no mundo, estédo
crescendo em proporcdes epidémicas e requerem abordagens agressivas e
inovadoras para o desenvolvimento de novos tratamentos (KRENSKY et al.,
2001). Essas doencas incluem as doencas autoimunes, tais como artrite
reumatoide, diabetes mellitus, lupus eritematoso sistémico, esclerose multipla, que
podem ser causadas por um defeito na indugéo da tolerancia central ou periférica;
ou resultar de uma resposta imune contra moléculas proprias para as quais a
tolerancia ndo € estabelecida (THEOFILOPOULQOS, 1995); e as doencas
alérgicas, como a asma, carcterizada por hiper-reatividade das vias aéreas,
resultando em broncoconstricdo episddica reversivel, devido a um aumento da
responsividade da arvore traqueobdnquica a varios estimulos (CORRIGAN e KAY,
1992). Além disso, uma das grandes oportunidades terapéuticas para o tratamento
de muitas doencas € o transplante de orgaos. Entretanto, a rejeicdo mediada pelo
sistema imune permanece como a principal dificuldade para o uso desta
tecnologia.

Atualmente drogas imunossupressoras sao utilizadas para suprimir a
resposta imune em transplantes de o6rgdos e em doencas autoimunes. Em
transplantes, as principais classes de drogas usadas sdo os glicocorticéides, 0s
inibidores de calcineurina e agentes antiproliferativos/antimetabdlicos. Essas
drogas tém alto grau de sucesso clinico na rejeicdo aguda a transplante de 6rgaos
e doenca autoimune severa. No entanto, tais terapias requerem uso ao longo da

vida do paciente e causam supressao do sistema imune como um todo, expondo o

26



paciente a altos riscos de infec¢do. Em adicdo, essas terapias estdo associadas a
um risco potencial de morte e lesao irreversivel de 6rgdos (SIMON, 2004)

Um droga imunossupressora muito utilizada na rotina clinica é a
ciclosporina (SCHREIBER e CRABTREE, 1992). No entanto, essa droga ocasiona
diversos efeitos adversos, tais como tremores, hipertenséo, hiperlipidemia
nefrotoxicidade, dentre outros (BURKE et al., 1994). Modelos animais tém
demonstrado que a administracdo de ciclosporina em camundongos no periodo de
gestacdo aumenta o risco de desenvolvimento de doencga autoimune nos recém-
nascidos (CLASSEN, 1998).

Diante destas consideracOes, € de extrema relevancia a identificacdo de
novas drogas, que apresentem atividade contra doencas autoimunes, reacdes
alérgicas e rejeicdo a transplantes, uma vez que tratamentos existentes para
essas patologias dependem de drogas com uma grande variedade de efeitos

colaterais e alto custo.
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2. JUSTIFICATIVA

Estima-se que existam pelo menos 80 doencas humanas nas quais a
resposta autoimune participa significativamente como causa inicial ou como
colaboradora. Embora a maioria das doengas autoimunes atinja preferencialmente
mulheres, pessoas de ambos o0s sexos e todas as idades, racas, etnias e grupos
socio-econdmicos sdo afetadas. Devido & sua natureza cronica e seus efeitos
debilitantes, as doencgas autoimunes tém altos custos econdmicos, estimados em
100 bilhGes de dolares ao ano (ROSE, 2004).

As atuais abordagens terapéuticas ndo séo inteiramente satisfatérias e
portanto novas drogas com menos efeitos colaterais e menor custo s&o
necessarias. Neste trabalho propde-se a investigacdo da atividade
imunomoduladora originada de extratos de peles e glandulas (EP e EG) de anuros
do semi-arido brasileiro, utilizando ensaios in vitro, visando definir a existéncia de
substancias uteis na terapia de enfermidades consequentes de atividades
inadequadas do sistema imune humano. Deve-se considerar também o elevado
indice de degradacdo ambiental no semi-arido e a escassez de conhecimento a
respeito da composicéo de tecidos de anuros, tornando-se ainda mais urgente o
estudo dos produtos naturais da regido, em especial 0s anuros, grupo de animais

altamente ameacados de extincéo.
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3. OBJETIVOS

3.1 Geral:

e Avaliar possiveis atividades imunomoduladoras de extratos de peles

e glandulas parotéides de anuros do semi-arido brasileiro.
3.2 Especificos:

e Avaliar capacidade de extratos de pele e glandula de anuros em
interferir na proliferagcdo de esplendcitos de camundongos BALB/c
estimulados com concanavalina A (Con A).

e Avaliar capacidade de extratos de pele de anuros em interferir na
proliferacdo esplendcitos de camundongos BALB/c, com infeccao
cronica pelo Trypanosoma cruzi, apos estimulacdo especifica com
antigeno de T. cruzi.

e Avaliar a capacidade de extratos de pele e glandula de anuros em
alterar a producdo de o6xido nitrico por células da linhagem J774
(mondcito) estimuladas com LPS e IFN-y.

e |solar e caracterizar possiveis moléculas bioativas presentes em

extrato previamente testado.
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4. MATERIAL E METODOS

4.1 Animais e tecidos estudados

Peles e glandulas de oito espécies de anuros pertencentes a quatro
géneros diferentes, foram recebidas do Laboratério de Animais Peconhentos e
Herpetologia/Universidade Estadual de Feira de Santana (LAPH/UEFS). As peles
foram coletadas (Licenca 029/2003-CGFAU/LIC) e condicionadas imediatamente
em gelo seco e posteriormente enviadas ao laboratorio.

E relevante ressaltar o fato de ter-se obtido quantidade de material bastante
reduzida para o estudo. Aléem disso, muitas espécies de anuros sao bastante
pequenas com algumas peles pesando menos de 1g. Com isso, alguns
experimentos foram realizados apenas uma vez.

Os extratos preparados a partir de varios individuos foram testados em uma
mistura com todos os fragmento de pele, para se tentar atingir uma quantidade de
extrato suficiente para a realizacdo dos experimentos. Foram recebidas duas

glandulas parotoides por animal.
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TABELA 1: Relacéo de peles e glandulas de anuros.

Peso Concentracao de N° de
Espécie Tipo de tecido Lote
total (g) proteinas (mg/mL) | individuos
Bufo jimi~ Pele 4,3 1 5,8 1
Bufo rubescens” Pele 4,4 1 9,5 1
Bufo rubescens” Pele 6,3 2 16 1
Ceratophrys Pele 2,4 1 6,6l 2
joazeirensis”
Leptodactylus Pele 0,97 1 8 4
ocellatus’
Hyla Pele 1,48 1 15 4
albopunctata’
Hyla crepitans Pele 1,2 1 12 2
Hyla spn’ Pele 0,68 1 13 1
Hyla spn2™ Pele 1 1 4 3
Bufo jimi~ Glandula 3,1 1 4 2
Bufo rubescens Glandula 0,94 2 6 1

* Coletados em Rio de Contas

** Espécies apreendidas pelo IBAMA e cedidas ao LAPH/UEFS (Local: Joazeiro — Bahia)

™ Coletado em Mucugé - Ba
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4.2 Preparo dos extratos

Volume final da solugéo = 7,5 mL de PBS / grama de tecido

Agua ) icaca
Y mm) | Homogeneizacio |mmp | Sonicacao

destilada

3’ — pulso 4”
Amplitude 60

9/10 do volume

final l

- 70°C | 4@ | Sobrenadante | 48 [ Centrifugagao 4m | PBS 10X

Aliquotas de 1 mL 5100 x g/40min 1/10 do
Irradian3n a 4°C volume final

As peles e glandulas parotoides foram pesadas. Utilizando tesoura e ping¢a, cortou-
se a pele em pedacos menores para facilitar a homogeneizacdo. O volume final da
solucdo [PBS 10X (1/10 do volume) + agua destilada (9/10 do volume)] foi na
seguinte proporcao: Para cada grama de pele acrescentou-se 7,5 mL de solucao.
Antes de homogeneizar acrescentou-se o volume calculado de agua (9/10 do
volume final), triturou-se a pele, utilizando homogeneizador (PGS Scientifics,
Maryland, MD, EUA) em banho de gelo. Processou-se a pele utilizando
processador ultrassénico (CE, Séo Paulo, SP, BR) por 3 min, com amplitude de 60
e pulsos de 4 segundos, também em banho de gelo. Acrescentou-se
imediatamente o volume de PBS 10X calculado (1/10 do volume final).
Centrifugou-se a 5100 x g por 40 min a 4°C. Dividiu-se o sobrenadante em
aliguotas de 1 mL e estas foram esterilizadas por irradiacdo gama (irradiadas em

fonte de Césio **' com dose de 65.000 rads, por 4horas e 30 minutos, em banho
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de gelo). Os extratos foram testados quanto a esterilidade com incubacédo destes
por 24 horas em meio de cultura Dulbeco’s Modified Eagle Medium (DMEM)
(Hyclone, Logan, UT, EUA) completo, suplementado com soro bovino fetal a 10%
(Cultilab, Campinas, SP, BR) e gentamicina a 50 pug/mL (Sigma, St. Louis, MO,

EUA). Por fim, os extratos foram armazenados a —70 °C.

Composicéao da solucédo salina tamponada com fosfato (PBS 10X):
Cloreto de sédio — 80 g

Cloreto de potassio— 2 g

Fosfasto de potassio — 2 g

Fosfato de sodio heptahidratado — 21,7 g

qsp — 1L

4.3 Dosagem de proteinas

Com o objetivo de se quantificar as proteinas dos extratos, aliquotas destes
foram diluidas em solucdo tampao de bicarbonato de sédio 0,1 M pH 8 e
detergente NP 40 1%. Foram feitas diluicdes de 1:5, 1:20, 1:50, 1:500. distribuiu-
se as amostras e 10 ul de fluorescamina (SiGMA) numa concentracao final de 160
pg/mL em placa de 96 pocos. A leitura da fluorescéncia foi feita em aparelho
fluoroskan Il (Labsystems, Vantaa, Finlandia). A concentracdo de proteinas nas
amostras foi determinada pela interpolacédo da fluorescéncia das aliqguotas com as
amostras de albumina do soro bovino (Sigma, St. Louis, MO, EUA) utilizadas

como padréo.
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4.4 Obtencao de células esplénicas de camundongos

Camundongos da linhagem BALB/c foram sacrificados em fluxo laminar e
foi feita a retirada do baco utilizando tesoura e pinca. O baco do animal foi
colocado em meio DMEM (sem soro bovino fetal) e macerado em placa de petri,
também em fluxo laminar, para obtencdo da suspenséo de células. A suspensao
de células foi retirada da placa de petri e colocada em tubo de 15 mL para
posterior centrifugacdo a 717 x g por 10 minutos a 4°C. As células foram entédo

contadas em camara de Neubauer e distribuidas em placas de 96 pogos.

4.5 Obtencéao de células da linhagem J774 (monécitos, sarcoma — ATCC n°
TIB 67)

As células da linhagem J774 foram cultivadas in vitro em meio DMEM
completo em estufa a 37 °C e 5 % de CO,. Esta linhagem de células foi adaptada
para cultura a partir de um tumor em fémeas de camundongos BALB/c em 1968
(HAY et al., 1994). Para os ensaios de avaliacdo da inibicdo de NO, as células
foram incubadas com solucéo 2,5% de tripsina — EDTA (Gibco-BRL, Grand Island,
NY, EUA) por 5 min, sendo interrompida a reacdo acrescentando-se meio
contendo soro bovino fetal a 10%. As células foram centrifugadas a 717 x g por 10

minutos, contadas em camara de Neubauer e distribuidas em placas de 96 pocos.

4.6 Obtencao do antigeno de Trypanosoma cruzi
Para o ensaio de inibicdo da proliferacdo de esplendcitos de animal com
infeccdo crénica pelo Trypanosoma cruzi Camundongos BALB/c foram infectados

com 100 formas tripomastigotas de T. cruzi (cepa colombiana) com 6-8 meses de
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infeccdo (AOKI et al., 2004). Esta cepa foi isolada de um paciente na Colombia,
passadas para cobaias e transferidas para triatomineos pertencentes a espécie
Rhodnius prolixus, sendo posteriormente inoculados em camundongos por via
intra-peritoneal (FEDERICI et al., 1964). O antigeno de T. cruzi foi preparado a
partir de formas tripomastigotas em &agua, com trés ciclos de congelamento e

descongelamento, centrifugando a 5100 x g e estocando a -70°C.

4.7 Avaliagéo da citotoxicidade

Para a determinacéo da concentracdo atoxica a células de mamiferos, os
extratos foram avaliados em diferentes concentracdes de proteina (1, 0,1 e 0,01
mg/mL). Para este ensaio foram utilizadas células de bago de camundongos
BALB/c (6 x 10° células/poco), incubadas (a 37°C + 5% de CO,) em presenca dos
extratos testados, em triplicatas, e de 10 pl de H-timidina (1 pCi/poco), durante 24
horas. A cultura de células de baco foi feita em meio DMEM completo. As drogas
foram diluidas em meio de cultura no dia da realizacdo do experimento.

Foram feitos dois controles para este experimento: um controle sem
tratamento, no qual incubou-se somente células e *H — timidina, e um controle de
células tratadas com saponina (numa concentracdo final de 0,05%), substancia
com reconhecida atividade citotoxica.

Apbs o periodo de 24 horas, as células foram coletadas em filtro de fibra de
vidro, utilizando coletor de células (Filtermate 196, Packard, Meriden, CT, EUA).
Os filtros foram secos a temperatura ambiente durante 24 horas e, posteriormente,
lidos em contador de radiacdo beta (Beta Counter, Packard, Meriden, CT, EUA). O

percentual de citotoxicidade foi determinado comparando-se os valores de
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radiacdo incorporados pelas células incubadas na presenca dos extratos com 0s
valores do controle ndo tratado. Como o0s extratos continham uma grande
guantidade de substancias desconhecidas, as quais poderiam estar contribuindo
para a toxicidade das solugbes, a concentragcdo dos extratos utilizada para os
ensaios posteriores foi a mais elevada que apresentasse uma toxicidade de até

30%.

4.8 Avaliacdo dainibicdo da sintese de 6xido nitrico (NO)

Com o objetivo de avaliar o efeito dos extratos quanto a inibicdo da
producédo de NO, utilizou-se células da linhagem J774 (HABICH et al., 2002). As
células foram incubadas em placas de cultura de 96 pocos (10° células/poco) e
estimuladas com LPS (1 pg/mL) (Sigma, St. Louis, MO, EUA) e IFN-y (5 ng/mL)
(PharMingem, San Diego, CA, EUA), na presenca ou ndo dos extratos na
concentragcdo maxima atoxica, em triplicata, em meio DMEM completo por um
periodo de 24 horas, em estufa umida a 37 °C e 5 % de CO,. Apds este periodo,
50 ul do sobrenadante de cada poco foram coletados e transferidos para placas de
96 pocos para a avaliacdo da quantidade de nitrito através do método de Griess
(CHEN et al.,, 2004). Resumidamente, a reacdo de Griess foi avaliada
adicionando-se aos 50 ul do sobrenadante/poco igual volume do reagente de
Griess (solucdo de sulfanilamida 1% e hidrocloreto naftiletileno diamina — NEED —
0,1% em H3PO,4 — 0,3 M) (Sigma, St. Louis, MO, EUA). A leitura das placas foi

feita imediatamente em espectrofotometro (Spectra Max 190, SunnyVale, CA,

EUA), no comprimento de onda de 570 nm. O percentual de inibicdo da producéao
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de NO de cada extrato avaliado foi determinado comparando-se os resultados
obtidos com os resultados dos sobrenadantes de culturas de células ndo tratadas

com extratos.

4.9 Avaliacéo da inibicédo da linfoproliferacéo

Para avaliar a atividade inibidora da linfoproliferacdo dos extratos de peles e
glandulas de anuros, foram utilizadas suspensdo de células totais de baco de
camundongos BALB/c. As células (4 x 10°/poco) foram cultivadas em placas de 96
pocos, em meio DMEM completo, na presenca ou ndo dos extratos e estimuladas
com o mitégeno concanavalina A (1 pg/mL; Sigma, St. Louis, MO, EUA), lectina de
origem vegetal (Concanavalina ensiformis) capaz de promover ativacéo policlonal
de linfocitos. Cada extrato foi testado em triplicata.

As células foram incubadas em presenca da Con A (1 pg/mL) e dos extratos
testados na concentragcdo maxima atoxica. Apos 48 horas de incubacao (a 37°C +
5% de CO,), adicionou-se °H-timidina (1 pCi/poco) e incubou-se novamente
durante 12-18 horas. As células foram entdo coletadas para quantificacdo da
radioatividade beta, conforme descrito anteriormente. A percentagem de inibicao
da linfoproliferacdo foi determinada através da comparacdo da incorporacdo da
®H-timidina em culturas estimuladas com Con A na presenca ou auséncia dos
extratos.

Para os ensaios de inibicdo da linfoproliferacdo antigeno-especifica células
de camundongos BALB/c com infeccdo cronica pelo T. cruzi (4 x 10°/poco) foram
cultivadas também em placa de 96 pocos, em meio DMEM completo, na presenca

ou ndo dos extratos e estimuladas com antigeno de T. cruzi (preparado como
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descrito anteriormente), numa concentragdo de 50 pg/mL. As células foram
incubadas na presenca do antigeno e dos extratos testados por um periodo de 5
dias (a 37°C + 5% de CO,). Apoés esse periodo adicionou-se ®H — timidina
(1uCi/pogo) e incubou-se novamente durante 12-18 horas. As células foram entéo
coletadas para a quantificacdo da radioatividade beta e a medida da
linfoproliferacéio foi determinada também através da incorporacéo de °H-timidina
em culturas estimuladas com antigeno de T. cruzi na presenca ou auséncia dos

extratos.

4.10 Tratamento do extrato de pele Bufo rubescens

Para identificar a molécula ativa no extrato de pele de Bufo rubescens, este
foi inicialmente filtrado utilizando microconcentradores (Centricon, Beverly, EUA)
com membranas com poros por onde permeiam moléculas com peso molecular
menor que 10, 30 e 100 mil daltons (kDa). Uma amostra do filtrado com peso
molecular menor que 10 kDa foi aquecida a 100°C por 30 minutos. Apos esse
periodo o filtrado foi novamente testado em ensaio de linfoproliferacdo. Outra
aliquota do filtrado também foi tratada com proteinase K (100 pg/mL). Incubou-se
com a protease por 30 minutos a 37°C. Apdés esse periodo a amostra foi
novamente filtrada em microconcentrador com poro de 10 kDa para que a
proteinase K (PM = 28,93 kDa) fosse retirada da solucéo e o filtrado foi novamente

testado em ensaio de linfoproliferacéo.
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4.11 Purificacdo em coluna Mono Q por cromatografia liquida de alta
resolucéao (FPLC)

O filtrado em filtro Centricon com poro de 10 kDa foi diluido em agua
destilada (proporcéo de 1:7,5). Acrescentou-se hidréxido de sodio (1M), de modo
a ajustar o pH para 8, e um volume adicional de agua destilada que manteve a
concentracgéao final da solugdo em 20 mM (compensando a adicao de NaOH 1 M).
A solucdo contendo a amostra foi fracionada em coluna Mono Q por FPLC
(Pharmacia, Ugsalla, Suécia), equilibrada em solucédo tampédo de TRIS-HCI a 20
mM pH 8, eluindo-se as proteinas por um gradiente linear de 0 a 1M de cloreto de
soédio, em uma taxa de fluxo de 1 mL/min. Fracdes de 0,8 mL foram coletadas e
condicionadas imediatamente em gelo e uma hora apos a -70°C. A concentragao

de proteinas foi estimada por medida da absorbancia a 280 nm.
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4.12 Testes estatisticos utilizados
Foram elaborados célculos para auxiliar na avaliacdo da atividade biolégica

dos extratos testados neste estudo.

4.12.1 Célculo de inibicao da producdo de NO

A — Concentracdo de nitrito nos pocos com células estimuladas com LPS + IFNy
na presenca dos extratos

B — Concentracdo de nitrito nos pocos com células estimuladas com LPS + IFNy

utilizadas como controle

% de inibicdo: -[(Média dos valores de A x 100 / B)-100]

4.12.2 Célculo de inibicéo da proliferacdo de esplendcitos

A — Valor em cpm nos po¢os com células estimuladas com Con A ou antigeno de
T. cruzi na presenca dos extratos

B — Valor em cpm nos pocos com células estimuladas com Con A ou antigeno de

T. cruzi utilizadas como controle

% de inibicdo: -[(Média dos valores de A x 100 / B)-100]
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5. RESULTADOS

5.1 Avaliacao da citotoxicidade dos extratos de pele e glandula de anuros do
semi-arido brasileiro

Com o objetivo de se determinar a toxicidade dos extratos de peles e
glandula parotoides de anuros do semi-arido brasileiro a células de mamiferos,
realizou-se ensaios com esses extratos nas seguintes concentragdes: 1, 0,1 e
0,01mg/mL, como descrito em material e métodos. Os dados apresentados na
tabela 1 sdo referentes as concentracfes cujo percentual de citotoxicidade foi

menor ou igual a 30%.
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TABELA 2: Avaliagcédo da toxicidade dos extratos de pele e glandula de anuros do

semi-arido brasileiro.

Espécies

Tipo de extrato

Concentracao
(mg/mL)

% de citotoxicidade

Hyla crepitans

Pele

1

53

0,1

0,01

Hyla albopunctata

Pele

1

0,1

0,01

Hyla spn

Pele

1

0,1

0,01

Hyla spn 2

Pele

1

0,1

0,01

Leptodactylus ocellatus

Pele

1

0,1

0,01

Ceratophrys joazeirensis

Pele

1

0,1

0,01

Bufo rubescens

Pele

1

0,1

0,01

Bufo rubescens

Glandula

1

0,1

0,01

Bufo jimi

Pele

1

0,1

0,01

=W 0| o|w|~ |
o5lR|o|o|o|o|o|o|o|o|F|o|8|d|o|o|o|o|o|o|o||Z oo

Bufo jimi

Glandula

1

o)}
(00}

0,1

N
\l

0,01

o
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5.2 Avaliagdo da atividade inibitéria da producéo de Oxido Nitrico de extrato
de pele e glandula de anuros do semi-arido brasileiro

Os macréfagos séo ativados em resposta a um determinado antigeno. Uma
vez ativados, fundem seus lisossomas aos fagossomas, expondo o antigeno a
uma variedade de enzimas lisossémicas. Essas células ativadas produzem
radicais de oxigénio e o6xido nitrico, dentre outras moléculas. A ativacdo dos
macrofagos in vivo usualmente estd associada com destruicdo tissular localizada,
0 que pode resultar da liberacdo de mediadores, como o NO, que séo téxicos para
as células hospedeiras (IZGUT-UYSAL et al., 2005). Se essa ativacao persistir ou
se a resposta dos macroéfagos for exacerbada, pode ser prejudicial ao hospedeiro.

Visando a avaliacdo da capacidade dos extratos de pele e glandula de
anuros em modular a atividade de macrofagos na producdo de oOxido nitrico,
realizou-se cultura de células da linhagem J774 estimuladas com LPS e IFN-y,
através da medida de seu produto oxidativo, o nitrito, pelo método de Griess.
Pode-se observar que os extratos de pele de Hyla crepitans, Hyla albopunctata,
Hyla spn, Leptodactylus ocellatus, Ceratophrys joazeirensis e Bufo jimi
apresentaram atividade inibitéria inferior a 50%. O extrato da pele de Bufo
rubescens apresentou atividade inibitéria da producdo de NO acima de 90%. No
entanto, o extrato de glandula de Bufo rubescens apresentou atividade inibitéria
inferior a 1% e o extrato de glandula de Bufo jimi ndo apresentou atividade

inibitéria. (Tabela 3 e figura 1).
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TABELA 3: Avaliagdo da inibicdo da producédo de NO por células da linhagem

J774, estimuladas com LPS e IFN - y e tratadas com extratos de pele e glandula

de anuros do semi-arido brasileiro.

Espécies

Tipo de
extrato

Concentracao
(mg/mL)

Concentracao de
nitrito (ng/mL)

% de
inibicdo

Hyla crepitans

Pele

0,1

18,73

17,72

4,4

Hyla albopunctata

Pele

0,1

21,4

21,98

21

Hyla spn

Pele

10,4

10,3

11,05

44,5

Leptodactylus ocellatus

Pele

0,1

14,34

14,30

249

Ceratophrys joazeirensis

Pele

0,1

20,4

22,65

Bufo rubescens

Pele

0,98

1,3

1,35

93,65

Bufo rubescens

Glandula

18,60

19,24

0,68

Bufo jimi

Pele

0,1

14,80

14,70

15,70

20,88

Bufo jimi

Glandula

0,01

30,66

31,15

30,26

Controle

19,7

18,5

19,00
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FIGURA 1
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Fig. 1: Ensaio de inibicdo da producao de NO por células da linhagem J774,
estimuladas com LPS e IFN-y. As células J774 foram estimuladas com LPS
(1pg/mL) e IFN - y (5 ng/mL) e incubadas na presenca ou auséncia dos extratos
(EP e EG), nas concentracdes maximas atoxicas, por 24 horas. A producao de NO
foi estimada através da dosagem de nitrito pelo método de Griess. Os percentuais
de inibicdo foram calculados de acordo com a férmula descrita em material e
métodos utilizando os valores do controle estimulado e cultivado na auséncia dos
extratos. 1 - Hyla crepitans, 2 — Hyla albopunctata, 3 — Hyla spn, 4 — Leptodactylus
ocellatus, 5 — Ceratophrys joazeirensis, 6 — Bufo rubescens, 7 - Bufo rubescens, 8
— Bufo jimi, 9 - Bufo jimi. Os valores correspondem a média + desvio padrdo das

triplicatas ou duplicatas. p<0,05.
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5.3 Avaliacdo da atividade inibitoria da linfoproliferagcéo por extratos de pele

e glandula de anuros do semi-arido brasileiro

Com o objetivo de avaliar a capacidade dos extratos de pele e glandula de
anuros interferirem na proliferacdo de esplendcitos, realizou-se experimento
cultivando células de camundongos BALB/c estimuladas com Con A na presenca
do extratos. Os extratos de pele de Hyla spn, Leptodactylus ocellatus e Bufo
rubescens apresentaram atividade inibitoria acima de 50%. Os extratos de pele de
Hyla crepitans, Hyla albopunctata, Ceratophrys joazeirensis, Bufo jimi e Hyla spn 2
apresentaram atividade inibitéria da linfoproliferacao inferior a 50% (Tabela 4 e

figura 2).
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TABELA 4: Avaliacdo da atividade inibitoria da linfoproliferacdo por extratos

pele de anuros

de

Espécies Co?:](;rllrtrzﬁggao Controle CPM % de inibigcao
20819
Hyla crepitans 0,1 23398 21095 11,82
19962
14962
Hyla albopunctata 0.1 23398 | 14723 36,56
11153
Hyla spn 1 23398 10147 54,48
18084
Hyla spn 2 1 23398 | 17127 24,2
16818
Ceratophrys 7298
o 0.1 13290 7169 42,58
joazeirensis
8427
27
Bufo rubescens 1 23398 30 99,87
25,6
o 1753
Bufo jimi 0.1 1957 1548 18,61
1477
Leptodactylus 10376
0,1 23398 10396 55,61
ocellatus
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FIGURA 2
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Fig. 2: Ensaio de inibic&do da linfoproliferacdo por extratos de pele de anuros
do semi-arido brasileiro. Células de baco de camundongos BALB/c foram
estimuladas com Con A na presenca ou auséncia dos extratos (EP), nas
concentracfes maximas atoxicas, durante 48 horas. A proliferacdo foi avaliada
pela medida da incorporacdo de °H — timidina. Os percentuais de inibicdo foram
calculados de acordo com a férmula descrita em material e métodos utilizando os
valores relacionados as células estimuladas somente com Con A. 1 - Hyla
crepitans, 2 — Hyla albopunctata, 3 — Hyla spn, 4 — Hyla spn 2, 5 — Ceratophrys
joazeirensis, 6 — Bufo rubescens, 7 - Bufo jimi, 8 — Leptodactylus ocellatus. Os
valores correspondem a média + desvio padrdo das triplicatas ou duplicatas.

p<0,05.
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O extrato de pele Bufo jimi, embora pertencente ao género de Bufo rubescens,
apresentou atividade inibitéria da proliferacdo de esplendcitos ativados inferior a
20% (Figura 2). O extrato de glandula de Bufo rubescens apresentou atividade
inibitéria superior a 90%, resultado semelhante ao do extrato de pele (Tabela 5 e
figura 3). Como os extratos de pele e glandula de Bufo rubescens apresentaram
100% de atividade inibitoria, estes foram avaliados mais aprofundadamente.

Realizou-se experimento para avaliacdo da capacidade destes extratos (EP e
EG) em inibir, em diferentes concentracbes, a proliferacdo de esplendcitos de
camundongos BALB/c estimulados com Con A. Tanto o extrato de pele (Tabela 6 e
figura 4) quanto o de glandula (Tabela 7 e figura 5) apresentaram atividade inibitéria

concentragcdo-dependente, com 100% de inibicdo na concentracao de 1 mg/mL.
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TABELA 5: Avaliacdo de inibicdo da linfoproliferacdo por

glandula de anuros do género Bufo

extratos de pele e

Espécies -(I;;(F)tcr)a?c? CO?;Z?Hﬁg}aO Controle CPM | % de inibigcao
27
Bufo rubescens Pele 1 23398 30 99,87
25,5
. 23,5
Bufo rubescens | Glandula 1 20851 35.5 99,85
28
. 1753
Bufo jimi Pele 0.1 1957 1548 18,61
1477
. N 21637
Bufo jimi | Glandula 0,01 28626 | 22516 22,08
22747
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FIGURA 3
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Fig. 3: Ensaio de inibicdo da linfoproliferacdo por extratos de pele e glandula
de anuros do semi-arido brasileiro. Células de baco de camundongos BALB/c
foram estimuladas com Con A na presenca dos extratos (EP e EG), nas
concentracfes maximas atoxicas, durante 48 horas. A proliferacdo foi avaliada
pela medida da incorporacdo de *H — timidina. O percentual de inibicdo foi
calculado em relacédo as células estimuladas com Con A, n auséncia de extratos. 1
— Bufo rubescens (pele), 2 - Bufo rubescens (glandula), 3 - Bufo jimi (pele), 4 -
Bufo jimi (glandula). Os valores correspondem a média + desvio padrdo das

triplicatas. p<0,05.
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pele de Bufo rubescens

TABELA 6: Ensaio dose-resposta da inibicdo da linfoproliferacéo por extrato de

Concentracgao Controle CPM % de inibigcao
(mg/mL)
9196
0,001 9713 9528 2,81
9593
7008
0,01 9713 6957 28,5
6863
2475
0,1 9713 2582 73,1
2754
30
1 9713 24 99,72
25
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FIGURA 4
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Fig. 4: Ensaio dose-resposta da inibicdo da linfoproliferacdo por extrato de
pele de B. rubescens. Esplendcitos de camundongos BALB/c foram estimulados
com Con A na presenca do extrato de pele de B. rubescens em diferentes
concentracbes de proteinas. A proliferacdo foi avaliada pela medida da
incorporacdo de *H — timidina. O percentual de inibicdo foi calculado em relacdo
as culturas estimuladas com Con A, na auséncia dos extratos. Os valores

correspondem a média + desvio padréo das triplicatas. p< 0,05.
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TABELA 7: Ensaio dose-resposta da inibicdo da linfoproliferacéo por extrato de

glandula de B. rubescens

Concentracgao Controle CPM | %deinibicéo
(mg/mL)

17419

0,001 20851 16427 18,83
14387

20851 14112 32,21

l )

0.0 13900
10669

20851 10205 49,95

0,1
23,5
1 20851 25,5 99,87
28
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FIGURA 5
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Fig. 5: Ensaio dose-resposta da inibicdo da linfoproliferacdo por extrato de
glandula de B. rubescens. Esplenocitos de camundongos BALB/c foram
estimulados com Con A na presenca do extrato de glandula de B. rubescens em
diferentes concentracdes. A proliferacao foi avaliada pela medida da incorporacéo
de *H — timidina. O percentual de inibicdo foi calculado em relacdo as culturas
estimuladas com Con A, na auséncia dos extratos. Os valores correspondem a

média + desvio padrdo das triplicatas ou duplicatas. p<0,05.
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5.4 Ensaio de linfoproliferacdo antigeno-especifico utilizando antigeno de T.
cruzi

Para aumentar uma resposta adaptativa a algum antigeno, linfécitos
especificos a esses antigenos devem proliferar abundantemente antes de se
diferenciarem em células efetoras funcionais para que se obtenha um numero
suficiente de células efetoras de determinada especificidade (CHAMBERS et al.,
1999). Entretanto, é dificil detectar a proliferacéo de linfocitos normais em resposta
a um antigeno especifico porque apenas uma porcdo minima de células seré
estimulada a se dividir. Algumas substancias induzem mitose em linfocitos de
varias especificidades diferentes ou de diferentes origens clonais e por iSso séao
denominadas mitdgenos policlonais, como por exemplo a concanavalina A
(JANEWAY et al., 2001).

Realizou-se entdo experimento para avaliacdo da capacidade do extrato de
pele de Bufo rubescens de inibir a proliferacdo antigeno-especifica de
esplendcitos de camundongo cronicamente infectado com Trypanosoma cruzi
estimulados com antigeno do parasito, em diferentes concentracdes. Nesse
ensaio também foi observada uma inibicdo da resposta linfoproliferativa de

maneira concentracdo-dependente (Tabela 8 e figura 6).
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T. cruzi e extrato de pele de Bufo rubescens

Concentracao

(mg/mL) Controle CPM | %deinibigéo
1801
0,001 1813 1863 0,28
1808
1391
0,01 1813 1375 23,73
1382
135
0,1 1813 180 92
150
3
1 1813 5 99,74
6

TABELA 8: Ensaio de linfoproliferagdo antigeno-especifico utilizando antigeno de
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FIGURA 6

100 -

\l
(6)]
]

a1
o
]

% de inibicao

25— —

SRRLKRKLS
RGOS
PSRRI

1 10 100 1000
Extrato de pele Bufo rubescens (ng/ml)

Fig. 6: Ensaio de linfoproliferacdo antigeno-especifico. Esplendécitos de
camundongos BALB/c cronicamente infectados por Trypanosoma cruzi foram
estimulados in vitro com antigeno de T. cruzi (50 pg/mL) na presenca do extrato
de pele de Bufo rubescens, em diferentes concentracdes. A proliferacdo foi
avaliada pela medida da incorporacéo de *H — timidina. O percentual de inibigéo
foi calculado em relacdo as culturas estimuladas com antigeno de T. cruzi, na
auséncia dos extratos (EP). Os valores correspondem a média + desvio padréao

das triplicatas. p<0,05.
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5.5 Identificagdo da molécula ativa no extrato de pele Bufo rubescens

Como, dentre os extratos avaliados, o extrato de pele de B. rubescens
apresentou a maior atividade inibitéria tanto da producdo de NO, quanto da
proliferacdo de esplendcitos estimulados, procedeu-se ao fracionamento do extrato
visando a caracterizacdo das substancias responsaveis pela atividade
imunomoduladora no extrato de pele de B. rubescens (Tabela 9 e figura 7).

Uma amostra do extrato (EP) de Bufo rubescens (2 mL) foi inicialmente filtrada
utilizando microconcentradores (filtro Centricon) com poro de 10 kDa e novamente
testada em ensaio de linfoproliferacdo. Esse filtrado apresentou atividade inibitéria.
Visando avaliar a estabilidade térmica do extrato uma amostra desse filtrado (500
ul) foi aquecida a 100°C por 30’ e novamente testada apresentando também
atividade inibitoria em ensaio de linfoproliferacdo. Outra amostra do filtrado em filtro
Centricon de 10 kDa (500 pnl) foi tratada com proteinase K (100 pg/mL) durante 30’ e

depois testada em ensaio de linfoproliferacdo ndo apresentado atividade inibitéria.
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TABELA 9: Andlise da atividade inibitéria do extrato de pele de Bufo rubescens em diferentes

condicodes.

Condicdes Controle Tratadp —— HE trata_ld_o .
CPM | % de inibicdo | CPM | % de inibicdo
2078 4,5
Filtracdo em filtro Centricon de 10 kDa | 21321 5187 90,03 35 99,97
2111 6
30,8 25,8
30’ de incubacgdo a 100°C 1957 22,6 98,56 26,8 98,69
30,8 24,2
814 28
30 ' de incubacédo com proteinase K 470 713 0 31 93,54

60




5.6 Purificacéo do extrato de pele de Bufo rubescens

O filtrado resultante da primeira purificagcao utilizando
microconcentradores/filtro Centricon com filtros contendo poro de 10kDa passou
por um processo de purificacdo adicional. Essa amostra foi aplicada em coluna
FPLC de troca ionica (Mono Q) em gradiente linear de NaCl. As fracbes foram
coletadas e imediatamente colocadas em gelo. As fragbes resultantes dessa
coluna foram dialisadas utilizando membrana de didlise com poro de 2kDa e
testadas. Apenas uma amostra apresentou atividade inibitéria significativa (Tabela
10 e figura 7).

A fragdo ativa (n° 5) resultante do fracionamento da coluna Mono-Q foi
tratada com proteinase K e novamente testada, com o objetivo de confirmar a
natureza protéica desta fracdo como pode ser observado na figura 8, a fracdo n° 5
tratada com proteinase K ndo apresentou atividade inibitéria em ensaio de

linfoproliferacéo (Tabela 11 e figura 8).

TABELA 10: Fracionamento do extrato de pele de Bufo rubescens.

Amostra Controle CPM % de inibicao
1924
Fracdo 5 14125 3380 81,23
2652

2367
Filtrado (n°14) 14125 5516 83,7

2204
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FIGURA 7
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Fig. 7: Fracionamento do extrato de pele de Bufo rubescens. O extrato de pele
foi filtrado em um filtro Centricon com poro de 10 kDa e fracionado em coluna
Mono Q por FPLC. As fracdes coletadas foram dialisadas e testadas em ensaio
utilizando esplendcitos de camundongos BALB/c estimulados com Con A. 1-13:
fracOes coletadas na coluna Mono Q; 14: Controle (Filtrado em filtro Centricon de
10 kDa -1mg/mL). Os valores correspondem a meédia + desvio padrdo das

triplicatas. p<0,05.
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TABELA 11: Ensaio de inibig&do da proliferacdo com fragdes da coluna Mono Q.

Amostra Controle CPM % de inibicao

2595

1 1339,5 2400 0
2334

644

2 1339,5 649 51,93
10,72

3 1339,5 13,39 99,1
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FIGURA 8
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Fig. 8: Ensaio de inibicdo da linfoproliferacdo com fracdes da coluna Mono
Q. Esplendécitos de camundongos BALB/c foram estimulados com Con A na
presenca da fracdo ativa resultante da coluna Mono Q e tratada com proteinase K.
O percentual de inibicdo foi calculado em relacdo as culturas estimuladas com
Con A, mas néo-tratadas. A proliferacéo foi avaliada pela medida da incorporacao
de *H — Timidina. 1 — Frac&o tratada com proteinase K (1 mg/mL); 2 — Fracdo nao-
tratada (1 mg/mL); 3-Filtrado em filtro Centricon com poro de 10 kDa (1 mg/mL).

Os valores correspondem a média + desvio padréo das triplicatas. p<0,05.
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6. DISCUSSAO

Este trabalho € um estudo imunofarmacoldgico de extratos de peles e
glandulas de espécies de anuros nativas ou endémicas do semi-arido brasileiro.
Esse trabalho representa uma colaboracdo com profissionais das areas de
zoologia e imunofarmacologia, aspecto fundamental neste estudo farmacoldgico
da pele e glandulas desses animais.

Visando identificar substancias a serem desenvolvidas como farmacos
apropriados para o tratamento de doencgas alérgicas, doengas autoimunes e /ou
transplantes de 6rgaos, foram obtidos extratos de pele e glandula parotéides de
varias espécies de anuros oriundos do semi-arido brasileiro. Posteriormente esses
extratos foram testados em sua capacidade de modular a atividade biolégica de
macrofagos na producao de 6xido nitrico e de linfécitos, utilizando como modelos
células da linhagem J774 e esplenocitos de camundongos BALB/c,
respectivamente.

Para a avaliacdo da citotoxicidade, estabeleceu-se uma concentracdo onde
a toxicidade apresentada pelos extratos de peles e glandulas parotoides atingisse
um valor maximo (limite) de 30%. Dos oito extratos de pele analisados, cinco
(extrato de Hyla crepitans, H. albopunctata, Leptodactylus ocellatus, Ceratophrys
joazeirensis e Bufo jimi) apresentaram toxicidade maxima de 30% na
concentracdo de 0,1 mg/mL e trés (H. spn, B. rubescens e H. spn 2) na
concentracdo de 1 mg/mL. Dos dois extratos de glandula analisados, o extrato de
B. jimi apresentou toxicidade maxima de 30% na concentracédo de 0,01 mg/mL e o

extrato de B. rubescens na concentracdo de 1 mg/mL.

65



Nos experimentos realizados para avaliacdo da inibicdo da sintese de NO,
um extrato (da pele de B. rubescens) apresentou atividade inibitéria elevada
(acima de 90%). O extrato de glandula dessa mesma espécie ndo apresentou
atividade. No ensaio de NO testamos também os extratos de pele e de glandula
de Bufo jimi. Nestes, embora pertencentes ao mesmo género de Bufo rubescens,
também ndo se observou atividade inibitéria da producdo de NO. Nos ensaios
para os extratos de pele de Hyla spn observamos atividade inibitéria discreta. Com
relacdo aos extratos de pele de Hyla crepitans, Hyla albopunctata, Leptodactylus
ocellatus e Ceratophrys joazeirensis ndo observamos atividade inibitéria. Alguns
desses extratos estimularam a produgéo de NO, como o extrato de B. jimi (EG), C.
joazeirensis (EP) e H. albopunctata (EP). Na presenca desses extratos, a
producéo de NO foi maior que o controle.

Nos ensaios para avaliacdo da proliferacdo de esplendcitos estimulados
com Con A, os extratos de Hyla spn (EP), Leptodactylus ocellatus (EP) e Bufo
rubescens (EP e EG) apresentaram atividade inibitéria acima de 50%. Os extratos
de Hyla crepitans (EP), Hyla albopunctata (EP), Ceratophrys joazeirensis (EP),
Bufo jimi (EP e EG) e Hyla spn 2 (EP) apresentaram atividade inibitéria da
linfoproliferacéo inferior a 50%. O extrato de pele de Bufo rubescens demonstrou
atividade de modo concentracdo — dependente sendo 100 % inibitéria na
concentracdo de 1 mg/mL.

A concanavalina A é uma lectina (RUDIGER e GABIUS, 2001) que atua
como um mitégeno policlonal devido a sua capacidade de induzir mitose em
linfocitos de diferentes origens clonais (JANEWAY et al., 2001). Assim, foi feita a

avaliacdo do extrato (EP) de B. rubescens na proliferacdo de linfécitos estimulados
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com mitégeno especifico para estas células. Para investigar se a inibicdo da
proliferacdo por este extrato ndo era devido a uma interferéncia na ligagéo da Con
A com os esplendcitos, linfécitos de camundongos chagasicos cronicos foram
estimulados com antigeno de T. cruzi (50 pg/mL) na presenca do extrato de B.
rubescens em diferentes concentracdes. Observou-se, uma atividade inibitéria
semelhante a observada no experimento realizado com estimulagéo por Con A, de
forma concentragdo-dependente, demonstrando que este extrato possui de fato
uma atividade imunossupressora.

A pele dos anuros é uma rica fonte de moléculas biologicamente ativas,
incluindo peptideos (ERSPAMER, 1980). Um peptideo isolado da pele de Hyla
punctata com atividade antimicrobiana, antifingica e hemolitica ja foi caracterizado
estrutural e funcionalmente (PRATES et al., 2004). Peptideos isolados da pele de
Xenopus laevis, denominados magaininas, apresentam amplo espectro de
atividade antimicrobiana (ZASLOFF, 1987). Tigerininas, nome dado aos peptideos
isolados da pele de Rana tigerina também apresentam atividade antimicrobiana
(SAl et al., 2001). Um peptideo leucina-arginina com potente atividade
imunomoduladora em mastécitos e células progenitoras granulopoiéticas foi
isolado da pele de Rana pipiens (SALMON et al., 2001). A andlise da atividade
antimicrobiana de secrecfes de pele de Phyllomedusa bicolor revelou seis
peptideos relacionados, com 24 a 33 residuos de aminoacidos, denominados
dermaseptinas B1 a B6 (CHARPENTIER et al., 1998).

Todos os extratos testados para atividade imunomoduladora também foram
testados quanto a atividade antibacteriana em outro estudo realizado por nossa

equipe (dados néao publicados). Embora haja diversas citacdes na literatura
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relacionadas a atividade antimicrobiana de peptideos isolados da pele de anuros
nao foram obtidos resultados semelhantes em relagéo a este aspecto nos extratos
testados. Por outro lado, apesar de ter sido detectada atividade imunomodulatéria
nas amostras testadas, ha poucos trabalhos para peptideos isolados da pele de
anuros relacionados a esta atividade. Naqueles trabalhos onde se observou
atividade antibacteriana nas secrecdes de peles de anuros, a forma de extracao
da molécula ativa foi por estimulo elétrico (PRATES e JUNIOR, 2000) ou injecao
de adrenalina no saco dorsal do animal (SAl et al., 2001), induzindo desse modo a
producédo das moléculas de interesse em grandes concentragdes. Nesse trabalho
a forma de producédo dos extratos foi por trituracdo da pele do animal em agua.
Com isso, 0s peptideos antimicrobianos poderiam estar em concentracdes
insuficientes para a deteccdo de suas atividades.

Uma outra questdo que deve ser levada em consideracdo é a poluicéo e
degradacéo de espécies pertencentes a biodiversidade neste pais. Os efeitos do
aumento da radiacdo ultravioleta, resultante da reducdo da camada de ozdbnio
causada pela poluicdo, pode estar afetando o sistema imunologico desses
animais. Um exemplo disso é o fato de ter-se encontrado, em Santa Catarina,
espécimes de Phyllomedusa distincta com a pele infectada por fungos. Os anuros
daquela regido correm risco de extincdo devido aos desmatamentos,
envenenamento das lagoas naturais por agrotdoxicos e a proliferacdo de lagoas
destinadas a criacdo de espécies exoticas de peixes predadores (WOEHL, 2000).
Diante dessas consideracfes pode-se sugerir que, no semi-arido brasileiro, a
poluicdo e degradacdo ambiental também estejam influenciando na composicao

de substancias na pele dos anuros. Este seria um outro fator que poderia
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influenciar na composicao das substancias presentes em nossos extratos (EP e
EG). Deve-se considerar também a quantidade de material bastante reduzido
disponivel para o estudo. Esta foi uma limitag&o relevante no trabalho.

O extrato (EP) de Bufo rubescens foi o que apresentou maior atividade
inibitéria nos ensaios realizados neste estudo. Desse modo, direcionou-se 0s
trabalhos para a identificacdo, purificacdo e isolamento da molécula ativa deste
extrato. Incubou-se o extrato (EP) por trinta minutos a 100°C; apos fervida, a
amostra foi testada novamente no ensaio de linfoproliferacdo, no qual apresentou
atividade semelhante a amostra (EP) tratada com calor, o que demonstra que a
molécula ativa do extrato de B. rubescens é termo-estavel. Esse mesmo extrato foi
incubado por mais trinta minutos na presenca da proteinase K, uma serina
protease de 28,9 kDa (BURTON et al., 1993). Com este tratamento, o extrato (EP)
perdeu atividade quando avaliado no ensaio de linfoproliferacdo, demonstrando
gue a molécula ativa do extrato de B. rubescens é de natureza protéica.

Para se estimar o peso molecular da molécula responsavel pela atividade
do extrato (EP) de B. rubescens, este foi submetido a uma filtracdo utilizando
microconcentradores/filtro Centricon com filtros contendo poro em Daltons de 10,
30 e 100 mil. O material filtrado no filtro Centricon de 10 kDa apresentou
novamente atividade inibitéria da linfoproliferacdo semelhante a do material néo-
filtrado. O filtrado em filtro Centricon de 10 kDa foi dialisado utilizando membrana
de didlise com poro de 2 kDa. Ao final da dialise testou-se a amostra restante no
tubo de didlise e esta ndo perdeu atividade. Diante dessas consideracdes, pode-
se afirmar que a molécula responsavel pela atividade imunomodulatéria tem peso

molecular entre 2 e 10 kDa.
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Realizou-se também eletroforese em gel de poliacrilamida 7.5%, 12%, e
15% (SDS-PAGE) na tentativa de se caracterizar a proteina ativa (com peso
molecular entre 2 e 10 kDa) do extrato (EP) de B. rubescens. Utilizou-se coloracao
com prata e com Comassie Blue. No entanto, ndo foi possivel detectar a proteina
deste extrato em nenhum dos corantes utilizados (dados n&o publicados). E
provavel que este fato seja devido a baixa concentracdo dessas moléculas no
extrato (EP).

O filtrado em filtro Centricon de 10 kDa foi submetido a um fracionamento
em coluna Mono Q por FPLC. Somente uma fracdo (n° 5) apresentou atividade.
Esta foi tratada com proteinase K, como descrito anteriormente, confirmando-se a
natureza protéica da mesma (Figura 8). A fracdo néo tratada apresentou um
percentual de inibicdo menor que o controle (filtrado em centricon de 10 kDa), o
gue pode ser explicado pela possivel perda da estabilidade da molécula ativa ap0s
a purificacdo. Essa estabilidade poderia estar relacionada a uma associacdo da
molécula ativa com outras moléculas do extrato antes da purificacdo. A fracao
ativa (n° 5) estad sendo analisada por espectroscopia de massa (em colaboracéo
com o Dr. Mario Palma, UNESP, Rio Claro) para posterior sequenciamento. Uma
guantidade maior do extrato de pele de Bufo rubescens foi novamente filtrada em
filtro Centricon de 10 kDa e este filtrado do extrato (EP) de Bufo rubescens esta
em fase de purificacdo, através de repetidas passagens em coluna Mono Q por
FPLC com o objetivo de se obter quantidade suficiente de material para posterior
analise por espectroscopia de massa, sequenciamento e sintese da molécula

responsavel pela atividade imunomoduladora.
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7

Este trabalho é pioneiro no estudo de atividade imunomoduladora de
extrato de pele de Bufo rubescens. Observamos uma diferenca significativa de
atividade imunomodulatéria em duas espécies diferentes, mas pertencentes ao
mesmo género: Bufo rubescens e Bufo jimi. Diferencas na atividade podem
significar variagdes na concentracdo dessas substancias ativas na pele dos

animais das duas espécies.

Para os ensaios com a espécie Bufo rubescens utilizou-se dois espécimes
coletados em épocas diferentes, com pesos e tamanhos diferentes. O primeiro lote
de pele com peso de 4,4 g foi processado e obteve-se uma concentracado de
proteinas no extrato de 9,5 mg/mL; no segundo lote de pele, com 6,3 g de peso,
obteve-se uma concentracdo de 16 mg/mL de proteinas. No entanto, embora
tenhamos encontrado concentracdes de proteinas diferentes nos dois espécimes
testados (diretamente proporcional ao peso), a atividade imunomodulatoria
avaliada foi semelhante entre esses dois espécimes. Esses dados indicam que
para essas substancias imunomoduladoras, embora os dois animais ndo sejam
isogénicos, a distribuicdo das mesmas na pele desses animais € bastante
homogénea.

Os extratos de pele e glandula de Bufo jimi ndo apresentaram diferencas
significativas na capacidade de inibir a proliferacao de linfécitos estimulados com
Con A e a producéo de NO por células da linhagem J774 estimuladas com LPS e
IFN-y. Diferencas na composi¢édo de substancias ativas entre secrec¢fes de pele e
glandula de um mesmo espécime nao tém sido previamente estudadas por

pesquisadores que trabalham com secrecfes cutaneas de espécies do género
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Bufo (MACIEL et al., 2003). Entretanto, parece haver uma variagdo na atividade
de enzimas envolvidas na sintese desses compostos na pele e glandula parotoide.
A composicdo e a concentracdo desses compostos na pele dos anfibios podem
variar com a espécie, estagio de desenvolvimento e distribuicdo geografica
(SEBBEN, 1993). Indolalquilaminas, substéncias encontradas em secre¢des de
peles de Bufo, podem estar em diferentes concentracdes numa mesma espécie
coletada em locais diferentes (CEI et al., 1968). Por outro lado, extratos de pele e
glandula de Bufo rubescens apresentaram percentuais semelhantes de atividade
inibitéria da proliferacdo de linfécitos ativados por Con A, de maneira
concentragcédo-dependente, sugerindo a ocorréncia de duas substancias ativas no
mesmo extrato de pele, ja que o extrato de glandula ndo apresentou atividade
inibitéria da producédo de NO (figura 1).

Espécies pertencentes ao género Bufo tém sido extensivamente estudadas
guanto a composicdo quimica da pele. Lectinas isoladas a partir da pele de B.
arenarum apresentam atividade de hemaglutinacdo e antibacteriana (SANCHEZ
RIERA et al., 2003). Substancias isoladas de espécies do género Bufo séo
conhecidas como bufogeninas. Essas substancias compartilham um espectro de
acao farmacoldgica com os glicosideos digitalicos (FLIER et al., 1979).

Nossos resultados sugerem que a molécula ativa presente no extrato de
Bufo rubescens apresenta baixo peso molecular. Esse fato € importante no nosso
estudo devido a facilidade de sintese (PRATES et al., 2004). A clonagem também
€ uma alternativa para produzir, em grandes quantidades, esta substancia o que

permitira a continuidade do estudo. E extremamente relevante o fato de sintetizar
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a molécula ativa, devido a necessidade de preservacdo da biodiversidade do

semi-arido brasileiro.

A substancia que sera purificada a partir do extrato de pele de Bufo
rubescens poderd ser produzida em grandes quantidades por clonagem ou
sintese para que seja reavaliada em modelos experimentais in vitro mais
especificos e sensiveis. Serdo realizados adicionalmente experimentos de
linfoproliferacdo através de reacdo mista linfocitaria. A partir deste ponto, a
substancia pura sera submetida a avaliagbes em modelos experimentais para

imunopatologias in vivo e também avalia¢des toxicologicas.

A auséncia de uma metodologia sistematizada a ser adotada para
pesquisa de atividade imunomoduladora de substéncias isoladas da pele de
anuros tém dificultado o acumulo de dados neste sentido. Numerosas espécies
tém sido estudadas levando ao isolamento e caracterizacdo de varias substancias
bioativas. No entanto, poucos estudos tém sido realizados para identificar
atividade imunomoduladora nessas substancias. Essas consideragfes ressaltam a
relevancia do presente estudo em relacdo a caracterizacdo de substancias
isoladas de extratos de peles de anuros do semi-arido brasileiro, considerando o
grande potencial dos extratos de pele de anuros em apresentarem atividade
farmacoldgica e o desconhecimento das propriedades dos anuros nativos dessa
regiao.

Drogas utilizadas atualmente para doencas do sistema imunolégico tém
custo relativamente elevado e alto indice de reacbes adversas. Os

antiinflamatérios ndo esteroidais podem causar sindrome nefrotica nos pacientes
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(HUANG et al.,, 2004). De fato, este extrato pode inibir a proliferacdo de
esplendcitos ativados. Serdo realizados posteriormente testes mais refinados de
toxicidade para avaliar a molécula ativa do extrato de pele de Bufo rubescens. E
provavel que uma molécula com baixa toxicidade apresente menor risco de
reacoes adversas para os pacientes. Nossos dados sugerem que a partir do
extrato de B. rubescens poderemos chegar a molécula ativa e esta € um potencial

candidato a uma nova droga imunomoduladora.
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7. CONCLUSOES

- Nossos dados demonstram o potencial farmacoldgico dos anuros do semi-
arido brasileiro, em particular quanto & atividade imunomoduladora.

- Os extratos de pele e glandula de B. rubescens apresentaram atividade
supressora da proliferacao de linfécitos.

- A partir do extrato de pele de Bufo rubescens, estd sendo isolada uma
molécula protéica, com peso molecular entre 2 e 10 kDa, com atividade

imunossupressora.
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