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Resumo

A pele dos anuros é um fator muito importante na sua evolugdo, pois realiza
diversas funcgdes vitais para o animal. Entre outras funcdes, a atividade antimicrobiana
exercida por compostos presentes em sua pele € uma caracteristica muito marcante
desses animais. Dentre os diversos compostos produzidos pela pele dos animais para
executar suas atividades, encontra-se uma série de lipidios. Entre os lipidios com
atividade antimicrobiana, tem-se os &cidos graxos livres e seus monoglicerideos,
moléculas de colesterol, ésteres de colesterol, fosfolipidios, glicerofosfolipideos e
esfingolipidios, além da atividade antimicrobiana, outros grupos de lipideos como os
ALP’s (Synthetic antitumor alkyl phospholipids) e os w-3 PUFA’s (polyunsaturated
fatty acids), prometem uma acdo antitumoral eficaz, atuando em areas como a
sinalizacdo, regulacdo de proliferacdo, diferenciacdo e morte celular. No presente
trabalho o anuro Dermatonotus muelleri teve sua secrecdo cutdnea avaliada. Foi
encontrado um molécula de massa 945,075 m/z denominada como DM 1 com
absorcdo maxima em UV de 214 nm e absor¢cdo em 250nm, e outra de massa 3056,69
m/z denominada DM 12, com absorcdo maxima em UV de 200nm. Ambas tiveram sua
atividade antimicrobiana testada, apresentando inibicdo contra Staphylococcus aureus,
Escherichia coli e Candida albicans, sendo que o MIC de DM 1 foi de 12,5mM para
S.aureus e E.coli, inibicdo de 50% para C.albicans na mesma concentracédo. Nao foi
possivel obter o MIC de DM 12 em nenhuma das concentracOes testadas. Foi
verificado o sinergismo entre o antibidtico comercial Ofloxacina e DM 1, sendo
observada atividade sinérgica tanto contra S.aureus quanto contra E.coli nas menores
concentracdes testadas mantendo a atividade em concentracées antagonicas. DM 1 foi
testada contra adenocarcinoma mamario e fibroblasto murino, demonstrando mais

atividade contra a célula cancerosa do que contra a célula normal. Sugerimos que DM

1 seja um componente lipidico devido as suas caracteristicas apresentadas.



Abstract

The skin of the Anurans' is a very important factor in their evolution as it performs
several vital functions for the animal. Among other functions, the antimicrobial activity of
compounds present in their skin is a very important characteristic of these animals.
Among the diversity of compounds produced by the animals' skin to perform their
activities, one of them is a series of lipids. Among the lipids with antimicrobial activity,
we have free fatty acids and their monoglycerides, cholesterol molecules, cholesteryl
esters, phospholipids, glycerophospholipids and sphingolipids. In addition ALP’s
(Synthetic antitumor alkyl phospholipids) and w - 3 PUFA’s (polyunsaturated fatty
acids), promise an effective antitumor action, it affects areas such as signaling,
proliferation regulation, differentiation and cell death. This present study, evaluated the
activity of compounds present in Dermatonotus muelleri skin secretion. A molecule with
a weight of 945,075 m / z named DM 1 was found with maximum absorption in UV of
214 nm and absorption in 250nm and another of 3056,69 named DM 12 with maximum
UV absorption of 200nm. Both had their antimicrobial activity tested showing inhibition
against Staphylococcus aureus and Escherichia coli, the MIC of DM 1 is 12.5mM and it
was not possible to obtain the MIC of DM 12 in the highest concentrations (1.1mM).
The synergism between the commercial antibiotic Ofloxacin was verified and showed
synergistic activity against both S.aureus and E.coli in the smallest concentrations
tested, and still maintained the activity in antagonistic situations. DM 1 was tested
against MCF - 7 and murine fibroblast, showing more activity against the cancer cell
than against the normal cell. We suggest that DM 1 is a lipid component due to its

characteristics.
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1 — Introducéo

A classe Amphibia atualmente possui descritas mais de 8.227 espécies e esta
dividida em trés ordens: Gymnophiona (Cecilias), Caudata (salamandras) e Anura
(sapos, ras e pererecas). Do total, 7252 sédo classificadas como anuros, sendo essa
ordem a maior representante em numero da classe (Frost., 2020). O Brasil possui um
total de 1.026 espécies de anuros, sendo o pais com o maior numero de

representantes da ordem em seu territério (Clarke, 1997).

Ao analisar a evolugéo dos anfibios, nota-se que a conquista do ambiente terrestre
exigiu desses animais diversas adaptacOes, dentre as quais pode-se evidenciar o
desenvolvimento 0sseo e muscular, que resultou em uma série de mecanismos e
possibilitou a colonizacdo de novos ambientes, suprindo a demanda da pressdo
evolutiva. Outro fator muito importante na evolugdo dos anuros é sua pele, que auxilia
na respiracao (respiracdo cutanea), fornece protecdo e defesa contra predadores e

microrganismos, além de outras funcdes (Clarke, 1997).

Considerando o aspecto de defesa dos anuros, esses possuem uma ampla gama
de compostos antimicrobianos em sua pele, sendo essa uma caracteristica
imprescindivel para a protecdo dos animais a agentes infecciosos. (Clarke, 1997).
Véarios compostos podem ser encontrados na pele dos anfibios, grande parte com
atividade bioldgica, e, assim sendo, a pele é considerada a primeira linha de defesa
desses animais. (Izadpanah & Gallo, 2005). Todavia, ao se analisar todos 0s géneros
conhecidos, apenas alguns animais foram devidamente estudados e avaliados (Daly et

al., 2004).

O sistema tegumentar de anfibios possui dois tipos de glandulas acinares: As

glandulas mucosas e granulosas. Basicamente, as glandulas mucosas produzem
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mucinas e mucopolissacarideos, que formam um tegumento altamente viscoso e
pegajoso, que serve para lubrificar e umidificar a superficie tegumentar do anfibio.
Além disso, a secrecdo de tais compostos auxilia na termoregulacdo, na respiracao
cutanea e na protecdo dos animais. (Demori et al., 2019; Toledo & Jared., 1995;

Conlon et al., 2004),

Ja se tratando das glandulas granulosas, as mesmas possuem uma camada de
células mioepiteliais recobertas por adrenoreceptores. Quando o animal € submetido a
algum estresse, sédo liberadas moléculas de epinefrina e noradrenalina, que induzem a
contracdo dos miocitos e a liberagdo do conteudo glandular. (Collon et al., 2014

Nascimento et al., 2003).

As glandulas granulosas produzem compostos biologicamente ativos como:
proteinas, aminas biogénicas, alcaloides, esteroides, bufodienolideos, lipidios e
peptideos, que atuam contra a predagdo e contra os patégenos do meio, exercendo
atividade cardiotoxica, hemotdxica, miotdxica, citotdxica, neurotdxica, vasoconstritora,
alucindgena, anestésica, hipotensiva e antimicrobiana. Dessa forma, pode-se afirmar a
gque a pele dos anuros atua fazendo parte da imunidade inata desses animais

(Izadpanah & Gallo., 2005; Winokur & Hillyard., 1992).

Os grupos de anfibios desenvolveram suas secrecfes de forma independente, a
partir da sua interagdo com o meio (lzadpanah & Gallo., 2005). Com isso, 0s
compostos produzidos variam de acordo com a necessidade, sendo a composi¢cao

Unica e exclusiva de cada espécie. (Rollins-Smith et al., 2005).

Apesar da composicdo diferir de espécie para espécie, as moléculas bioativas
podem ser divididas em quatro categorias principais (Daly et al., 1987), sao elas:

peptideos (Erspamer., 1984), aminas biogénicas, alcaloides (Erspamer., 1959;
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Roseghini et al., 1976; Erspamer., 1981, 1984; Roseghini et al., 1986) e proteinas
(Neuwirth et al., 1979; Daly et al., 1987; Toledo e Jared, 1995), sendo que, mesmo
pertencendo a mesma categoria, cada uma possui um mecanismo proprio de acao.
Essas sdo as principais moléculas responsaveis pela primeira linha de defesa dos
anuros contra microrganismos e demais predadores. Algumas dessas moléculas ja
foram descritas, tendo sua atividade, funcdo e estrutura devidamente elucidadas

(Sebben et al., 1993).

1.1 - Lipidios antimicrobianos

A primeira barreira de defesa do organismo em geral é a pele, e, entre suas
funcbes, a mais clara € o fato de ser uma barreira fisica, que possui um carater
resistente e duravel, protegendo o corpo dos estimulos externos e nocivos, além de
ajudar a manter a homeostasia corporal, conter e proteger tecidos subjacentes, entre

outras funcdes (Brogden et al., 2012).

Dentre os diversos compostos produzidos pela pele dos animais para executar
suas atividades, encontra-se uma série de lipidios, como por exemplo, os fosfolipidios,
os glicolipidios, as acilceramidas, os acidos graxos livres, as ceramidas livres e o
colesterol (Brogden et al., 2012). Apesar de os lipidios se apresentarem em grande
guantidade na pele, é possivel encontra-los em outras regiées, como por exemplo,

monoésteres de cera e triglicerideos em secrec¢des glandulares (Brogden et al., 2012).

Alguns dos lipidios encontrados na estrutura tegumentar possuem atividade
antimicrobiana, que auxiliam na protecao contra agentes infecciosos (Law et al., 1995;
Wertz & Downing., 1990). Inicialmente, acreditava-se que lipidios com atividade
antimicrobiana, de forma geral, compreendiam principalmente acidos graxos livres e
seus monoglicerideos, porém, o avan¢o dos estudos demonstrou que algumas outras

moléculas também eram ativas, como por exemplo: moléculas de colesterol, ésteres de
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colesterol, fosfolipidios e esfingolipidios exibiram caracteristicas antimicrobianas, o que
despertou interesse no estudo mais aprofundado de lipidios, levando a maior

exploracdo de suas funcdes (Porter et al., 2015).

Um exemplo da atividade antimicrobiana propiciada por lipidios é a atividade de
fosfolipidios, esfingolipidios, galacto-cerebrosideos mistos, acido fosfatidico, acido
dioleoilfosfatidico-éster ~ monometilico, fosfatidiletanolamina,  oleoil-  palmitoil-
fosfatidiletanolamina, fosfatidilcolina, D-esfenosina, D-hidroxisfinganina, oleoil-
esfingosina, N-dimetilsfingosina e estearilamina contra S. Aureus, testados na faixa de

concentracdo de 200ug/mL a 12.5 pg/mL (Bibel et al., 1992)

Lipidios como acidos graxos, esfingosinas livres, di-hidrosfingosinas e 6-
hidroxisfingosinas, presentes na superficie da pele humana e de suinos, também tém
demonstrado uma atividade consideravel contra S. aureus (Burtenshaw., 1942; Wertz

& Downing., 1990).

Além disso, S. pyogenes, S. epidermidis e Micrococcus sp tém demonstrado
sensibilidade aos &cidos graxos, dentre eles, pode-se destacar o acido sapiénico, um
dos &cidos graxos que mais apresenta atividade contra microrganismos com um MIC

de 30 pg/ml contra S. aureus (Drake et a., 2008).

As espécies Gram-positivas possuem mais sensibilidade aos lipideos
antimicrobianos, pois apresentam a parede celular formada apenas por uma camada
de peptideoglicano, enquanto as Gram-negativas apresentam adicionalmente, além de
uma fina camada de peptideoglicando, uma camada espessa de lipopolisacarideo, o
gue dificulta a entrada de componentes na célula. Porém, ha espécies Gram-negativas
como: Neisseria, Haemophilus, Moraxella, Chlamydia, Helicobacter e Campylobacter
gue apresentam certa sensibilidade a alguns lipidios antimicrobianos. (Thormar et al.,

2013;
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Yoon et al., 2018; Thormar et al., 2010; Schlievert & Peterson., 2012; Knapp et al.,
1986; Bergsson., 1998; Drake et al., 2008).

Além disso, o acido graxo livre também pode inibir a atividade de enzimas
associadas a membrana celular, o que leva a interrupcédo do crescimento bacteriano
(Yoon et al., 2018), podendo também interferir na producédo de energia, prejudicando a
captacdo de nutrientes e interrompendo a cadeia transportadora de elétrons (Desbois
& Smith., 2010).

No caso do acido laurico, esse parece ter uma atuacdo nao diretamente ligada a
inibicdo do crescimento, mas sim na transducéo de sinais, inibindo o crescimento de S.
aureus a partir da interrupcdo da producdo de lactamase e de toxinas na fase
estacionéria, o que também foi demostrando de forma semelhante na transducdo de
sinal de Enterococcus faecalis, que teve sinais inibidos pelo acido laurico (Projan et al.,

1994; Ruzin & Novick., 2000).

1.2 — Lipidios com potencial antitumoral

Além da atividade antimicrobiana, também tem sido demostrado a partir de
experimentos feitos em células tumorais in vitro ou in vivo, que os lipidios e seus
analogos podem se apresentar como reguladores do ciclo tumorogénico (Collins &

Djuric, 1993).

Dentro da area quimioterapica, tém sido descobertos varios agentes a base de
lipidios, atuando em distintas regifes da divisdo celular e influenciando na sinalizacao,
regulacéo de proliferagcéo, diferenciacdo e morte celular, sendo ela por apoptose ou por
necrose. As ceramidas de cadeia longa sdo pro- apoptéticas e tém se mostrado um

agente importante contra a proliferacdo celular tumoral. (Murray et al., 2015).
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O uso de acido palmitico aumentou o acumulo de ceramida nas células, esse
acumulo parece auxiliar no combate aos tumores, sendo que esse mesmo resultado é

observado ao se administrar outros agentes anticancerigenos (Merrill & Jones, 1990).

Os é&cidos graxos monoinsaturados n-3 também s&o considerados moléculas
antitumorais. Foi demonstrado que esses compostos sdo capazes de inibir in vitro
tanto a proliferacdo quanto a migracdo de células de cancer de mama humano
moderadamente invasivo (linhagem MDA-MB-468), isso ocorre a partir da inibicdo da
expressdo da enzima COX-2 (Cui et al., 2012), que no caso do carcinoma mamario é
aumentada, estando relacionada ao tamanho, grau e proliferacdo do cancer, além de
possuir ligagdo com a regulacéo dos fatores tumorogénicos, como VEGF e receptores

de quimiocinas (Murray et al., 2015; Wang & Dubois., 2010).

Os primeiros analogos sintéticos de lipidios antitumorais foram a edelfosina e a
iimofosina. Esses compostos abriram as portas para Vvarios outros analogos
subsequentes, como: alquilfosfocolina, miltefosina, perifosina e erucilfosfocolina. A
partir das modificac6es estruturais, esses analogos se mostram mais seletivos para
células cancerosas em comparag¢do ao controle, e tiveram a estabilidade metabdlica

melhorada (Mollinedo et al., 1997; Ruiter et al., 1999; Gajate et al., 2004).

Na literatura, existe um grupo de lipidios denominados ALP’s (Synthetic antitumor
alkyl phospholipids), que possuem atividade antitumoral e tem sido bastante
explorados. Os ALP’s sdo captados pelas balsas lipidicas (do inglés “Lipid Rafts”), que
sdo estruturas membranares que atuam como uma extensdao da membrana
fosfolipidica, e geralmente sdo formadas a partir de moléculas de colesterol,
esfingolipidios, e proteinas transmembranares, que tem como principal funcdo separar

e concentrar as proteinas de membrana. (Van der Luit et al., 2007)
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Ao serem captados, os ALP’s agem sobre varios pontos essenciais das vias
metabolicas celulares. Alguns de seus mecanismos, por exemplo, sdo a inibicdo da
sintese de fosdatidilcolina, a ativacdo de estresse no reticulo endoplasmatico rugoso,
as interferéncias nas funcbes diretas das balsas lipidicas, e as influéncias na
sinalizagao PI3K/AKkt, inibindo a proliferacdo exacerbada, etc. (Gajate et al., 2012). Os
ALP’s também sao capazes de aumentar o recrutamento de Fas/CD95, levando a
célula a apoptose. Isso ficou evidente em experimentos em células que ndao
apresentavam Fas/CD95 e os ALP’s foram ineficazes. Pode-se ainda destacar que os
ALP’s sao capazes de recrutar FADD, procaspase-8, TRAIL-R1, TRAIL-R2
promovendo a formacdo de um complexo de sinalizacdo indutor de morte (DISC) pré
apoptotico, isso ocorreu com as linhagens de leucemia promielocitica, leucemia

eritroblastica e Células Jurkat (Gajate & Mollinedo., 2007 Gajate et al., 2009;).

Além disso, os ALP’s podem afetar diretamente as fases do ciclo celular a partir a
inibicdo dos complexos CDK p21“P! levando a interrupcdo do ciclo na fase G2/M,
sendo capazes também de inibir a sinalizagdo dos sinais de proliferagdo ERK e
PI3K/Akt, diminuindo atividade da Raf-1 quinase e consequentemente inibindo a
proliferacdo (Samadder & Arthur, 1999; Elrod et al., 2007; Kumar et al., 2009). Por
meio desses mecanismos, demostra-se que além de interagir com membranas

celulares, os ALP’s sao capazes de ativar a apoptose celular (Murray et al., 2015).

Os w-3 PUFA’s (polyunsaturated fatty acids) e seus compostos sintéticos se
mostram como agentes lipidicos promissores, demonstrando tanto atividades
antiproliferativas quanto pro-apoptoticas. Algumas linhagens de cancer de mama foram
avaliadas e esses compostos foram capazes de prejudicar a viabilidade de células

MDA-MB-468, MCF-7 e T-47D, agindo sobre a ativacéo da via JKN (c-Jun NH2-
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terminal kinase ), demonstrando também inibicdo do crescimento de células de pulméo

in vivo ( Inceoglu et al., 2008; Zhang et al., 2013)

Outros PUFA’s como o acido jacarico, apresentaram atividade contra células DLD-
1 (células de cancer colorretal humano) enxertadas na linhagem de camundongos nus
in vivo (Shinohara et al., 2012). Ja acido a-eleostarico aumentou a peroxidacao lipidica
e liberou citocromo C da mitocéndria em células MDA-MB-231 in vitro. Quando
testados em camundongos in vivo, inibiram a angiogénese induzida pelo tumor

(Tsuzuki & Kawakami., 2008).

Muito acidos graxos, tanto naturais quanto analogos sintéticos, também tém se
mostrado grandes candidatos para o desenvolvimento de tratamentos de cancer, por
serem capazes de induzir apoptose. (Murray et al, 2005). O &cido butirico e alguns
acidos graxos de cadeia curta foram capazes de induzir o fim do ciclo celular na fase

GO/ Gl e G2/ M (Heerdt et al., 1997).

O butirato apresentou atividade contra as linhagens tumorais de colo retal COLO
205 e HT-29, aumentando a expressao do receptor TNF-R1, conhecido por ser um
receptor de sinalizacdo de morte celular, além disso, o composto ativou BID (um gene
que codifica um agonista que ativa a apoptose) aumentou a liberacdo de citocromo C

na mitocdndria e ativou capases pro-apoptéticas. (Pablo et al., 1999).

O &cido palmitico induziu a protedlise da poli-ADP ribose polimerase e a
fragmentacdo do DNA (Pablo et al., 1999). JA& o0 acido 13-metiltetradecanodico
demonstrou atividade contra ceélulas tumorais de bexiga humana (linhagens T24,
T5637, e UM-UC-3) a partir da alteracdo das proteinas Bcl-2, p38 e JNK MAPKSs,
gerandoum  estimulo pré-apoptotico e suprimindo  PI3K / Akt,

impedindo a sobrevivéncia e proliferacéo da célula (Lin et al., 2012).
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Além disso, o &cido 13-metiltetradecandico demostrou atividade contra as

linhagens K-562 (leucemia mieléide), MCF-7 (carcinoma mamario), DU 145 (carcinoma
de préstata), NCI-SNU-1 (carcinoma gastrico), SNU-423 (carcinoma hepatocelular
pleomérfico  grau |l / IV), NCI-H1688 (carcinoma pulmonar),

BxPC3 (adenocarrcinoma), e HCT 116 (carcinoma coloretal),sendo capaz de matar

50% das células nas concentragdes de 10 a 25 pg / ml in vitro. (Yang et al., 2000).

As linhagem DU 145 (carcinoma de préstata) e LCI-D35 (hepatocarcinoma) foram
enxertadas em ratos nus que, ao serem tratados com 13-metiltetradecandico,
apresentaram inibicdo de crescimento para as duas linhagens em relacéo ao controle,
demonstrando que o acido foi capaz de inibir o crescimento das linhagem tumorais,
tanto in vitro quanto in vivo. A acdo se deu a partir da inducéo de apoptose e nao foram
apresentados grandes efeitos colaterais, sugerindo que o composto poderia ser usado
como agente Unico ou associado a uma quimioterapia no tratamento do cancer

humano (Yang et al., 2000).

Ja o acido oleico monoinsaturado foi testado contra cancer de mama e pareceu ser
capaz de suprimir EGFR-2 humano (Colomer & Menendez, 2006). Os acidos vacénico
e punico foram capazes de gerar reacdes intracelulares que podem ativar a proteina
ROS, causando o estresse do reticulo endoplasmatico e enviando a célula para a

apoptose (Miller et al., 2003; Grossmann et al., 2009).

Ha ainda a possibilidade dos &acidos graxos ativarem apoptose de forma
extrinseca, inibindo diversas vias que induzem a continuagcdo do ciclo celular como a
regulacédo da atividade das proteinas p53 e a producao de inibidor de CDK, impedindo
0 progresso da divisao celular e a proliferacdo. (Emenaker et al., 2001; Fauser et al.,

2011),



28

A instabilidade quimica das moléculas bioativas e também o seu rapido
metabolismo no corpo prejudica o desenvolvimento de uma droga lipidica antitumoral.
Sendo assim, ainda ndo é possivel precisar a eficacia desses lipidios no
desenvolvimento de uma nova droga, porém tem-se uma perspectiva futura positiva no

desenvolvimento de novas terapias (Murray et al, 2015)

1.3 - Dermatonotus muelleri (Boettger, 1885)

Miche! do Agwids Passos

Figura 1 - Exemplar de Dermatonotus muelleri (foto de Michael de Aguiar Passos)

Demartonotus muelleri (Figura 1) pertence a familia dos microhilideos e
guando comparado aos outros membros dessa familia, é considerado de grande porte.
Este é o Unico representante do género Dermatonotus na América do Sul (Nomura,

2005; Nomura & Rossa-feres, 2011).
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Esta espécie tem como habitat natural paises como Argentina, Bolivia, Brasil
e Paraguai. S8o encontradas geralmente em florestas secas, tropicais, ou subtropicais,
geralmente em locais Umidos ou inundados. Devido a perda de habitat, esse animal
encontra-se ameacado (Colli et a.l, 2004; Frost et al., 2014). Em razdo de sua
exposicao a um sistema de alta imprevisibilidade, o animal reserva energia para gasta-

la durante o curto e explosivo periodo reprodutivo (Nomura, 2005).

As secregfes cutaneas de anuros se apresentam com um grande potencial
farmacéutico. Ao se tratar de Demartonotus muelleri, a secrecao bruta foi testada sua
atividade antifungica e antiparasitaria in vitro, sendo observado que na concentracao
de 500ug/mL ocorreu a inibicdo de crescimento em 15,36%, contra o fungo Céandida

krusei, porém néao houve atividade antiparasitaria (Tempone et al,.2006).

Também foi realizada uma analise do perfil proteico da secre¢do de Dermatonotus
muelleri por Eletroforese de proteinas SDS-PAGE e Espectrometria de Massa, a
eletroforese revelou a leitura de 16 bandas, sendo mais evidentes as bandas de 205,
30, 14 e 21 kDa. J4 a espectrometria de massas revelou a presenca de quatro
peptideos de massas 3134,3, 3886,9, 5240,1 e 6976,7 Da sendo as duas Ultimas

observadas também no SDS-PAGE (Frihling et al, 2018).

Foram realizados testes antimicrobianos com a secrecdo bruta do animal,
demonstrando auséncia de atividade tanto para Gram-negativa (Pseudomonas
aeruginosa), quanto para Gram-positiva (Staphylococcus aureus). Esse resultado foi
relacionado ao estado do ambiente limpo que o animal foi mantido, ou seja, nao
representando seu habitat natural, o que pode ter reduzido a producdo e compostos

bioativos na secrecao cutanea (Fernandes et al, 2014).



30

Em outro trabalho foram identificadas um total de 32 proteinas pelo método
de SDS-PAGE. Para moléculas de baixo peso molecular, foi utilizada uma coluna C18
no método RP-HPLC (Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia em Fase Reversa),
revelando 12 fracBes diferentes, boa parte dela identificada como acgucares. Todas as
12 fracdes foram separadas e testadas para Staphylococcus aureus, Escherichia coli,
Pseudomonas aeruginosa e Micrococcus luteus, e ndo apresentaram atividade. A Em
vez disso, a fracdo 8 favoreceu o crescimento de S.aureus, nela (fracdo 8) foi
encontrada triptofano, o que pode indicar a sintese de alguns alcaloides indol, que séo
largamente descritos em anfibios. Dessa forma, a secrecdo apresenta-se repleta de
proteinas com maior peso molecular, e grande quantidade de acucares nas massas de

menor peso molecular (Cavalcante et al, 2017).
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2 - Justificativa

Um dos maiores problemas de salude mundial é a resisténcia bacteriana a
antibiéticos comerciais, o que prolonga o tempo de internacdo, aumenta o niumero de
mortes devido a infec¢des ndo controladas e aumenta significativamente os custos do

sistema de saude, (OMS, 2018).

J& as neoplasias sado consideradas a segunda maior causa de mortes ao redor do
mundo. Em 2018, foram registradas aproximadamente 9,6 milhdes de mortes
relacionadas ao cancer. Ao decorrer do tempo, 0s casos continuam em ascensao,
causando danos fisicos, emocionais e financeiros a populacdo, principalmente de
paises menos desenvolvidos, onde o0 suporte para os casos nao é suficiente (OMS,

2020).

A resisténcia a drogas anticancer pode ser causada por diversos mecanismos,
como perda de receptores, aumento da sintese de bombas de efluxo e reparacdo aos
danos no DNA. Esses fatores em conjunto apresentam-se como limitantes ao

funcionamento dos medicamentos (Gottesman., 2002)

Como demonstrado, os compostos presentes nos anuros sao fortes candidatos ao
combate tanto a resisténcia antimicrobiana e ao cancer. O Brasil possui uma extensa
fauna de anfibios, mas poucas espécies foram estudadas. Pesquisas basicas
relacionadas ao isolamento, caracterizacdo quimica e biolégica de novas moléculas da
secrecdo cutdnea de anuros tém revelado diversas substancias com potencial

biotecnolégico promissor.

Devido as interessantes descobertas em relacdo aos lipideos, tanto naturais
guanto sintéticos, vé-se nessa classe uma alternativa contra microrganismos

patogénicos (Thormar et al., 2007; Raychowdhury et al., 1985). Além disso, acredita-se
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gue 0s nano-portadores tais como nanoparticulas, lipossomas, micelas, nanocapsulas
e nanoemulsdes melhoram a capacidade de drenagem de lipidios antimicrobianos, o
gue pode tornar possivel o desenvolvimento de formulagdes de drogas contendo o

composto lipidico e uma formulacdo a base de agua. (Zang et al, 2020)

Assim, € evidente a necessidade de estudos mais completos sobre lipideos
encontrados nesse grupo de animais. No presente trabalho, acreditamos que a espécie
em questdo apresenta compostos lipidicos, tendo provavel capacidade antifungica,
antibacteriana, hemolitica e antitumoral. Os resultados podem ser apontados como
possiveis candidatos ao desenvolvimento de novos farmacos, atuando como

coadjuvantes em terapias.
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3 - Objetivos

3.1 - Objetivo geral

O presente trabalho tem como objetivo isolar, caracterizar e avaliar o
potencial antimicrobiano e antitumoral dos compostos isolados da secrecéo cutanea do

anuro Dermatonotus muelleri.

3.2 - Objetivos especificos

o Fracionar e purificar a secre¢ao bruta de Dermatonotus muelleri;

o Verificar a atividade dos compostos isolados contra bactérias Gram- positivas
Staphylococcus aureus (ATCC 25923), e Gram-negativas Escherichia coli (ATCC
25922);

o Verificar a atividade dos compostos isolados contra Candida albicans
(ATCC90028);

o Verificar atividade sinérgica dos compostos com atividade antimicrobiana com
o antibidtico comercial Ofloxacina;

o Verificar a atividade sobre a viabilidade celular de adenocarcinoma mamario
humano da linhagem MCF-7 (ATCC HTB-22) e fibroblasto (NIH3T3 ATCC CRL-1658);

o Caracterizar quimicamente 0s compostos com acgdo antimicrobiana e com

inibicdo da viabilidade celular de MCF-7 e Fibroblastos murinos.
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4 - Materiais e metodos

4.1 - Obtencdo da secrecado cutanea

Os espécimes de Dermatonotus muelleri foram coletados, durante a noite, com
auxilio de uma lanterna e da vocalizacdo do animal, no municipio de Monte Alegre de
Goias - GO, divisa com o estado de Tocantins. A secrecdo cutanea foi obtida através
de estimulo elétrico de intensidade de a 50 mV por 5 segundos. Logo ap0s a captura
dos animais, feito o estimulo, o corpo do animal foi lavado com agua Milli-Q, e a
secrecao resultante da lavagem foi recolhida, em seguida congelada e o animal foi
devolvido a natureza. No laboratério, a secrecéo coletada foi liofilizada e armazenada
em tubo Falcon a -20°C, até o momento do uso posterior. As secrecdes foram

gentilmente cedidas pelo Laboratério de Toxinologia da Universidade de Brasilia

4.2 — Fracionamento da secrecdo cutanea por

cromatoqrafia liquida de alta eficiéncia

Aliguotas de 60mg da secrecdo liofilizada de Dermatonotus muelleri foram
ressuspenas em 1,5mL de metanol, passado em voértex por 1 minuto, sonicadas
durante 5 minutos para aumentar a solubilidade das moléculas presentes na secrecao

bruta e centrifugadas por 20 minutos a 4.785 g.

Por apresentarem carater viscoso e tendéncia a obstruir as colunas C18, as
amostras foram passadas em filtro de 0,22 uM para possibilitar a corrida sem maiores

riscos. Em seguida as aliquotas foram diretamente aplicadas no HPLC.

Aliguotas de 200uL do filtrado foram homogeneizadas e aplicadas em HPLC de

fase reversa (Shimadzu Co. Kioto, Japan série LC 20A), em coluna analitica C18
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(Shimadzu-CLC-0ODS, 15 cm) com fluxo de 1 mL/min com deteccéo entre 216 e 280
nm (detector UV/VIS). A coluna utilizada foi previamente equilibrada com solvente A

(TFA 0,12%, v/v, em agua Milli-Q) durante 20 minutos.

As fracGes foram eluidas aplicando-se as seguintes condi¢des: gradiente de 0 a
60% de solvente B (TFA 0,12% em acetonitrila v/v) em 60 minutos. As fracdes eluidas

foram coletadas manualmente, secas a vacuo e armazenadas a -20°C até a utilizagao.

4.3 - Ensaios antimicrobianos

4.3.1 - Ensaio antibacteriano.

Foram utilizadas cepas das bactérias Gram-negativas Escherichia coli (ATCC

25922), e das Gram positivas Staphylococcus aureus (ATCC 25923).

As bactérias foram cultivadas ressuspendendo 200uL do estoque de bactérias em
6,8mL de meio Mueller-Hinton (preparado de acordo com a especificacdo do
fabricante) e o pH ajustado entre 7,2 e 7,4. Feito isso, a solucdo de bactérias foi
colocada sob agitacdo a 37°C por 24 horas em tubos Falcon de 15 mL. Passadas as
24h, a densidade o6ptica foi ajustada entre 0,08 e 0,1 a 625 nm, em espectrofotbmetro
UV-VIS spectrophotometer UV-M51 (Bel Engineering, Italia) A partir da obtencédo dos
valores de densidade desejados, os microrganismos sofreram a primeira diluicdo de
1:10 (900uL de meio e 100uL de solucéo bacteriana para 1mL), dessa diluicdo foi feita
outra na proporcao de 1:20 (950uL de meio e 50uL de solucao bacteriana para 1mL)

resultando em 5x10° células/mL.

Cada cultura foi plagueada em uma placa diferente, aliquotas de 50 yL de cada

cultura bacteriana (contendo de 2 a 5 x 10°> CFUs) foram incubadas por 24h a 37°C
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com 50 uL de amostra ressuspensa em agua Milli-Q em placas de 96 pocos de fundo

chato.

Os controles para auséncia de crescimento e crescimento pleno foram,
respectivamente, 50 uL formaldeido 0,8% (v/v) e agua Milli-Q, ambos incubados com
50 yL das suspensdes bacterianas. A inibicdo do crescimento foi determinada pela
leitura da densidade 6ptica a 620 nm com uma leitora de placas Multiskan FC (Thermo

Scientific, San Jose, CA,EUA).
4.3.2 - Ensaio antifungico

O ensaio antifingico foi adaptado do CLSI e a cepa do fungo Candida albicans
(ATCC 90028) foram gentilmente cedidas pelo LACEN-DF e cultivadas em caldo brain

heart infusion (BHI) e incubadas a 37°C por 24 horas.

Para os testes de sensibilidade, 200 pyL do fungo foram cultivados em 6,8 mL do
meio BHI e foram mantidos sob agitacdo por 24 horas a 37°C em tubos Falcon de 15

mL e a densidade Optica foi ajustada entre 0,08 e 0,1 a 625 nm.

Tendo obtido os valores de densidade desejados, os microrganismos sofreram a
primeira diluicdo de 1:100 (990uL de meio e 10uL de solucédo bacteriana para 1mL),
dessa diluicéo foi feita outra na proporcao de 1:20 (950uL de meio e 50uL de solugéo

bacteriana para 1mL) resultando em 5x10° células/mL.

Uma aliquota de 50uL de cada cultura (contendo de 2 a 5 x 10° CFUSs) foi incubada
por 22 h a 37°C com 50uL de amostra ressuspensa em agua Milli-Q em placas de 96

pocos de fundo chato.

Apos a incubacgédo, as amostras foram lidas a 620 nm em uma leitora de placas

Multiskan FC (Thermo Scientific, San Jose, CA).
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Os controles para auséncia de crescimento e crescimento pleno foram,
respectivamente, 50 yL formaldeido 0,8% (v/v) e agua Milli-Q, ambos incubados com

50 yL da suspensdes das leveduras.

4.4 - Espectrometria de Massa

A espectrometria de massa (MS) é usada para determinar as massas moleculares
de compostos quimicos, isso é feito por meio da separacdo dos ions moleculares de

acordo com sua relacdo massa-carga (m/z) (Cunha et al., 2007).

As fracOes cromatogréficas de interesse passaram por analise de espectrometria
de massa em modo refletido positivo. Para isso, foi utilizado um espectrometro de
massa tipo MALDI-TOF/TOF de modelo UltraflexlITOF/TOF™ (BRUKER, MA, EUA) ou
TOF/TOF 5800 (SCIEX, MA, EUA), ambos calibrados pelo KIT de Calibrante Pepmix
(BRUKER, MA, EUA) As fracdes foram ressuspendidas em acetonitrila 50% (v/v),
contendo TFA 0,1% (v/v) e Milli-Q 50% (v/v), contendo TFA 0,1% (v/v), 1 yL de cada
fragdo cromatografica foi aplicada em placa de ago inoxidavel juntamente com 1 uL de
matriz DHB ressuspendida em acetonitrila 50% (v/v), contendo TFA 0,1% (v/v) e Milli-Q
50% (v/v), contendo TFA 0,1% (v/v). Também foi realizada uma fragmentacdo das

fracOes de interesse no padréo de fragmentacdo em modo lift .

4.5 - Determinacdo _da presenca de lipidios nas fracoes de

interesse (Método Sulfo-Fosfo-Vanilina) (SPV)

O ensaio de SPV acorre a partir da formacéo de cromogenos formados a partir da

reacdo com as duplas ligacdes ou a hidroxilas livres dentro dos analitos lipidicos, apés
essa reacao ocorre a formacdo de um cromoéforo rosa apos reagir a vanilina, sendo
gue a deteccdo da cor depende diretamente da formacdo do croméforo . (Anschau et

al., 2017), a metodologia foi adaptada do trabalho de Knight et al 1972.
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O reagente de fosfovanilina (PV) foi preparado usando 1 mg de vanilina dissolvido
em 1 mL de agua Milli-q a 100° posteriormente diluidos para 5 mL com acido fosforico
a 85%. Como padréo foi utilizada a vaselina, recebendo o mesmo tratamento das
amostras. 20 yL das fracdes de DM 1 e DM 12 e a vaselina foram diluidos em 180 uL
de acido sulfurico concentrado em tubos de tipo eppendorf e incubados a 100 °C por
10 min.). Em seguida, os tubos foram resfriados a temperatura entre 18 e 24 °C e
adicionados 0,5 mL de reagente PV para o desenvolvimento da cor. A mistura foi
incubada a 37 °C por 15 min. As amostras foram transferidas para microplacas de 96
pocos de fundo chato e armazenadas por 45 minutos em uma caixa escura. Em
seguida, a absorbancia foi medida a 530 nm por uma leitora de placas Multiskan FC

(Thermo Scientific, San Jose, CA,EUA). (Anschau et AL.,2017).

4.6 - Concentracao Inibitéria Minima (MIC)

O protocolo de tratamento os microrganismos para a realizacdo do MIC foi o
mesmo descrito para 0s ensaios antibacterianos. As amostras DM1, DM12, Ofloxacina

foram quantificadas por peso seco em balanca com resolucéao de 0,01mg.

Foram utilizadas cepas das bactérias Gram-negativas Escherichia coli (ATCC
25922), e das Gram positivas Staphylococcus aureus (ATCC 25923) e a cepa do fungo

Candida albicans (ATCC 90028).

As amostras purificadas que apresentaram atividade antifingica ou atividade
antibacteriana foram empregadas na determinacdo da sua concentragdo inibitoria
minima (MIC), ou seja, a menor concentragdo da fracdo onde nenhum crescimento
celular é detectado por meio de leitura espectrofotométrica. Aliquotas de 50 yuL em
diluicdes seriadas de cada amostra pura, feitas a partir de uma solucao-estoque de 25

MM para as fragbes de interesse Dermatonotus muelleri, foram incubadas com 50 uL
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da suspensédo de fungos ou bactérias. Para Ofloxacina foram realizados os mesmos

procedimentos, porém a concentracao inicial foi de 110mM.

Apés a incubacdo por um periodo de 24 h a 37°C, as placas foram lidas a 620 nm
em leitora de placas Multiskan FC (Thermo Scientific, San Jose, CA). Os ensaios foram

realizados em triplicata.

4.7 - Interacdo com micelas

Para a formagé&o das micelas utilizou-se duas solugdes. Na primeira o substrato foi
fosfatidilcolina 3 mM (Sigma P5394 fosfatidilcolina ("N60%"), Sigma, St. Louis, MO) na
segunda foi utilizado uma solugdo de fosfatidilcolina acrescida de colesterol mantida a
concentracéo final de 3mM (Sigma P5394 fosfatidilcolina ("N60%"), Sigma, St. Louis,
MO). O tampéo Tris-HCL 100 mM a pH 8,0 foi utilizado para formar a emulsdo de

micelas.

Para facilitar a sua solubilizacdo, utilizou-se 1 mL de cloroférmio para dissolver as
duas solugdes. Apds a solubilizacdo o cloroférmio foi retirado por meio de evaporagao
com o0 auxilio de um jato de ar comprimido. As solu¢des secas foram dissolvidas em

tampéo, formando uma emulsao.

25 mM das fracOes foram ressuspendidas em Tris-HCI e sonicadas por 5 minutos
para solubilizacdo, em seguida, foram plaguedos 50 pL de emulsédo de fosfatilcolina
com 50 pL da fracdo em uma placa e 50 pL de emulséo de fosfatilcolina com colesterol
mais 50 pL da fracdo em outra placa. Apés 60 minutos, a leitura da placa foi realizada

em 405 nm em uma leitora de placas Multiskan FC (Thermo Scientific, San Jose, CA).
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Para o controle negativo foi utilizado 50 pl das emulsées com 50 pL de tampéo
para o controle positivo e 50 ul das emulsdes com 50 pL de triton — x 1% em tampao

Tris-HCL.

4.8 - Atividade Moduladora pelo Método de Checkerboard -
"Tabuleiro de Xadrez"

A performance de sinergismo entre Ofloxacina e a DM 1 foi revelada com o auxilio
do Teste de Checkerboard. Este ensaio, desenvolvido com base na técnica de

microdiluicdo em caldo 60 estabelecida pela norma M7-A6 (2003) do CLSI.

E feita a avaliacdo do efeito causado pela combinacdo de dois agentes
antimicrobianos sobre um determinado microrganismo, levando a determinacdo do
MIC’s dos dois compostos em conjunto (Bonapace et al., 2000). Para realizar o céalculo
da atividade sinérgica, foi utilizado o indice de Concentracéo Inibitoria Fracionada
(ICIF), o qual corresponde a soma das Concentracdes Inibitérias Fracionadas (CIF).
Estas equivalem a razédo entre a MIC das substancias A e B combinadas pela MIC de

cada substancia, conforme descrito abaixo (Odds., 2003)

CIFA = MIC da droga A com B

MIC de A
CIFB= MIC da droga B com A

MIC de B
ICIF= CIFA + CIFB

Para determinagdo de atividade em conjunto dos compostos, o ICIF foi
interpretado como indicativo de sinergismo se <0.5, aditivo ou indiferente se >0.5 e <1,

e antagonismo se >1 (Bonapace et al., 2000; Bonapace et al., 2002; Odds, 2003).
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Desta forma, definidas as MICs do antimicrobiano e da fracdo frente a cepa de

bactérias, estes foram convertidos em concentracao inibitéria fracionada (CIF).

O ensaio de checkerboard ou ‘tabuleiro de xadrez' foi descrito por White (White et
al., 1996) e realizado conforme adaptado por Bonapace (Bonapace et al., 2002), para
permitir a variagdo das concentracdes de cada um dos antimicrobianos ao longo de
eixos, resultando em concentracdes diferentes dos compostos em cada poco (Figura
2). Todos os experimentos foram conduzidos em duplicata. O passo-a-passo do

procedimento esta descrito abaixo:

1 — Preencher os poc¢os das microplacas com 50 yL de MH (Exceto coluna 12, 1 e

linha H).

2 - Na ultima coluna (n° 12) adiciona-se 100 uL da Fracao a ser testada (4xMIC),

transferindo-se sequencialmente 50 pL do poco anterior para o proximo até a coluna 2.

3 - Na primeira linha (A) adicionam-se 50 uL do antibiotico (4xMIC) para posterior

realizacdo da diluicdo seriada até a linha G.

4 - Distribuidos 20 pL da suspensao de bactéria em cada poco teste.

5 - Na coluna 1, fazer em triplicata Antibiotico + bactéria

6 - Na coluna 1, fazer em triplicata de MH

7 - Na linha H, fazer em triplicata fracdo + bactéria.

8 - Nalinha H, fazer em triplicata o controle de crescimento bacteriano

(MH+Bactéria)

9 - Na linha H, fazer em triplicata o fracdo + MH
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Figura 2 - Desenho da placa de 96 pocos para realizacéo do ensaio de checkboard com
a descricdo dos passos a serem desenvolvidos e com a descri¢do dos controles.

Apés a incubacédo por um periodo de 22 h a 37°C, as placas foram lidas a 620 nm
em leitora de placas Multiskan FC (Thermo Scientific, San Jose, CA). Os ensaios foram

realizados em triplicata.



43

4.9 - Ensaio de viabilidade celular

4.9.1 - Manutencéao das células

Em uma camara fluxo laminar, as células de adenocarcinoma mamario humano da
linhagem (MCF-7 ATCC HTB-22) e fibroblasto (NIH3T3 ATCC CRL-1658), foram
cultivadas. As linhagens de células estavam sendo mantidas em nitrogénio liquido e
foram descongeladas em meio DMEM. As aliquotas foram acrescidas de 10% de soro
fetal bovino, 1% de antibiético e 0,01 mg/mL de insulina bovina (meio de cultura

completo).

Apés esse tratamento, as células foram centrifugadas a 750g durante 5 minutos,
foi feito o descarte do meio e novamente as células foram ressuspensas em 1mL de

meio completo.

Feio isso, foi adicionado 9 mL de meio completo um frasco de cultura de células de
75 cm3 e as células foram transferidas para esse frasco. Foi feita a incubacao do frasco
em uma estufa com 37°C e 5% de CO,. Em um periodo de 48 horas o meio foi trocado
até que as células atingissem um estdgio de confluéncia. Enquanto estavam no
periodo de incubacdo, a morfologia, o crescimento celular e a presenca de

contaminantes das células eram monitoradas em microscopio de luz invertido.

Ao atingir o estado de confluéncia, o meio do frasco foi descartado, adicionado
3mL de solucdo de tripsina 0,25% % em tampdo EDTA 0,53 mM, com tempo de
incubacgdo de 3 min em estufa a 37°C e 5% de CO,, apos o periodo de 3 mim a tripsina
foi inativada e 3mL de meio completo foi acrescido e centrifugado a 750 g por 5 min, o
sobrenadante foi descartado e a células foram ressuspendidas novamente em meio

DMEM e suplementado com 10% de soro fetal bovino, 1% de antibi6tico e 0,01 mg/mL
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de insulina bovina. Desse total, aliquotas de 1/10 foram feitas e recultivadas em

frascos menores.

Atingindo o estado de confluéncia, as células foram recultivadas em menor

densidade em novos frascos de cultivo.
4.9.2 — Avaliacdo da Viabilidade Celular (MTT)

A viabilidade celular foi determinada pelo ensaio de MTT estabelecido por

Mosmann (1983).

As células da linhagem MCF-7 (ATCC HTB-22) e fibroblasto, foram descongeladas
e acrescidas de 1mL de meio completo (DMEM suplementado com 10% de soro fetal

bovino, 1% de antibiotico e 0,01 mg/mL de insulina bovina).

Para determinar o numero de células, foi adicionado 10 pL de suspensdo de
células em 60 pL de solucdo azul de Tripan + PBS 0,4% (p/v), dessa solucao, foi
retirado 10 pL e colocado em uma camara de Neubauer para ser efetuada a contagem
de células por quadrante microscéopio de luz invertido. O numero de células foi

determinado a parti da equacéao 1.

Equacdo 1 — Formula para determinar o nimero de células as partir da contagem de células em
uma camara de Neubauer.

Ne de células/mL N2 de células contadas i e &
= < tor F: =
e i N2 de quadrantes contados (= 4) xfator de diluigio (= 6 ¥10%)

Em uma placa de 96 pocos de fundo chato, foram plaqueados 8 x 10° células em
cada poco e mantidos a 37°C e 5% de CO, para que as células pudessem se aderir ao

fundo dos pocos, essa incubacao foi mantida por um periodo de 24 horas.
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Apo6s o periodo de incubacéo, a fracdo de interesse foi ressuspensa em meio de
cultura completo e, apds ser monitorado o crescimento celular em microscopio de luz
invertido, o meio do cultivo de células foi descartado e substituido pela fracdo
ressuspensa em meio de cultura completo. Para controle positivo foi utilizado células
em meio de cultivo e para controle negativo a células foram mantidas sem meio, sendo

gue o controle positivo foi considerado 100% de crescimento e 0 negativo 0%.

A placa foi mantida em estufa a 37°C, 5% de CO,, durante o periodo de 24h,
passado esse tempo, 0 meio foi retirado e uma solucdo de MTT (15 pL de MTT 5
mg/mL em 135 puL de meio DMEM completo para cada poco) foi acrescentado, sendo
novamente incubados por 3h a 37°C e 5% de CO, ApOs esse novo periodo de
incubacdo, o MTT foi retirado e 100 uL de DMSO foi adicionado, levando a formacao
de formazan, que foi mesurado em leitora de placas Multiskan FC (Thermo Scientific,

San Jose, CA) em 595 nm. Ensaios foram realizados em triplicata.
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5 - Resultados

5.1 - Fracionamento e identificacdo das moléculas

O perfil cromatografico da extracdo metandlica da secrecdo de Dermatonotus
muelleri (Figura 3), resultou em 12 fragGes, essas foram nomeadas de DM 1 a DM 12
de acordo com a ordem de eluicdo. As fracdes foram coletadas, secas a vacuo e

reservadas para os demais ensaios.
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Figura 3 - (A) Perfil cromatogréafico da secrecao bruta de Dermatonotus muelleri obtido a partir
de 200uL da secrecao bruta em uma coluna de fase Reversa C18 (Shimadzu-CLC-ODS, 15 cm)
com fluxo de 1 mL/min com detecgdo em 216 (azul) e 280 (rosa) nm. (B) Zoom da imagem “A” a
partir dos 5 minutos de corrida.
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Para o screening antimicrobiano foram utilizadas todas as fracées coletadas da
cromatografia de Dermatonotus muelleri. Somente as fracdes DM 1, DM 2 e DM12
mantiveram o crescimento de C. albicans abaixo de 100%, sendo que DM 1
apresentou maior atividade, apresentando uma inibicdo de 50% (Figura 4 A). Contra E.
coli, todas as fracdes apresentaram atividade inibitéria em torno de 50%, sendo que a
fracdo DML1 foi a fracdo mais ativa, com inibicdo proxima de 100%. (Figura 4 B). Contra
S. aureus, todas as fragBes apresentaram atividade inibitoria, sendo que a fragcdo DM1
novamente se mostrou em destaque com atividade proxima de 100%, e as fracbes DM

8, 5, 11 e 12 apresentaram atividade acima de 50%. (Figura 4 C).
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2 Ed b A EAE - o [ [ Pl E 3
AA D 6 0 A 0NN A% R H 6 AR 90 NG
. N (,«Q'\’&Q'V . KN N \&Q\,«&
Fragio > Fracio o ¢

Figura 4 — Ensaio antimicrobiano realizado com as fragcBes cromatograficas de Dermatonotus
muelleri. A porcentagem de inibicdo de crescimento contra A — Candida albicans, B-Escherichia coli C —
Staphylococcus aureus foram calculados apds 24h de incubacéo a 37°C. Todas plaqueadas em triplicata
com as fracdes. Ctrl + corresponde a 50% de microrganismo e 50% agua Milli-Q. Ctrl — corresponde a
50% microrganismos com 50% formol 0,8%. Os resultados sdo expressos pela média + desvio padréo.
Leitura a 620nm.
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Para verificar o componente de massa, foi realizada a andlise de massa em
sistema MALDI-TOF/TOF, que mostrou que a fragdo DM 1 apresenta um componente

iIsolado massa em 945,075 m/z, que representa a pureza da fragéo. (Figura 5).

945,075

LM L b A i lu._.!l.u.,.....n._-l'-n L — Il T P )

Figura 5 - Espectro de massa obtido em sistema de MALDI/TOF Ultraflexll TOF/TOF para a fracdo
DM1, modo refletido positivo. Matriz DHB.
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Ao realizar a fragmentacdo de DM 1, o padréo de fragmentacdo em modo lift do
ion 945,075 m/z sugere que este componente ndo € um peptideo, pois ndo apresenta

os fragmentos caracteristicos de aminoacidos (Figura 6).
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Figura 6 - Espectro de massa obtido em sistema de MALDI/TOF da fragmentacao em modo lift
do ion Ultraflexll TOF/TOF demonstrando a auséncia de fragmentos -caracteristicos de
aminoacidos. No padrdo de fragmentacdo em modo lift do fon 945,075 m/z . As massa

correspondentes aos picos sdo 109.985, 252.944, 292.982, 407.901, 433.029, 537.069, 570.992,
678.105, 772.031, 943.987 nesta ordem de apresentacgao.
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A cromatografia da fracdo DM 1 foi feita em RP-HPLC com a absor¢cédo do UV em
200-800nm para demonstrar o padrdo de absorcdo da molécula (Figura 7),
demonstrando que h&a absor¢cdo em UV da molécula na faixa de 214nm e 250nm,

sendo que a maxima absorcao € encontrada em 214nm.
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Figura 7 - Padrao de absorcdo de DM 1 do perfil cromatografico de Dermatonotus muelleri obtido a
partir de 200puL da secregdo bruta em uma coluna de fase Reversa C18 (Shimadzu-CLC-ODS, 15 cm)
com fluxo de 1 mL/min com deteccdo em 200 a 800 nm. Ampliacdo da absorcdo da fracdo de DML1.
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Em buscas baseadas na massa monoisotopica de 945 [M+H] + (Com erro de 1Da),
no banco de dados Lipidsmaps, lipidomic gateway (https://www.lipidmaps.org/), foram

encontrados 3 candidatos (Tabela 1).

Tabela 1 - Candidatos a correspondentes a massa monoisotopica 945 [M+H] + de acordo com o banco
de dados lipidmaps (adaptado).

Nome sistematico Classe Subclasse Férmula
principal
LMGP | PI 1-eicosanoil-2- (7Z, | Glicerofosfoinositéis | Diacilglicerofosfoinositdis 942.62 Cs1Hg1013P
06010 | (20:0/22: | 10z, 13Z, 16Z [GPO06] [GP0601]
495 472, docosatetraenoil)
107, glicero-3- fosfo- (1'
137, mioinositol)
162))
LMSP | MIPC N- (hexadecanoil) - Fosfosfingolipidio Fosfoinositois de | 943.60 CuHgoNO;16P
03030 | (di8: esfinganina-1-O-[D- s [SP03] ceramida [SP0303]
060 0/16: manopiranosil-alfal-2-
zero) mioinositol-1- fosfato]
1-0-
LMSP | 1-O- hexacosanoil-N- Ceramidas [SP02] Acilceramidas [SP0204] 943.93 Ce2H121NO4
02040 | cerotoyl- | (octadecanoil)
017 Cer esfing-4-enina
(d1s:
1/18:
zero)



http://www.lipidmaps.org/)
http://www.lipidmaps.org/)
https://www.lipidmaps.org/data/LMSDRecord.php?LM_ID=LMGP06010495
https://www.lipidmaps.org/data/LMSDRecord.php?LM_ID=LMGP06010495
https://www.lipidmaps.org/data/LMSDRecord.php?LM_ID=LMGP06010495
https://www.lipidmaps.org/data/LMSDRecord.php?LM_ID=LMSP03030060
https://www.lipidmaps.org/data/LMSDRecord.php?LM_ID=LMSP03030060
https://www.lipidmaps.org/data/LMSDRecord.php?LM_ID=LMSP03030060
https://www.lipidmaps.org/data/LMSDRecord.php?LM_ID=LMSP02040017
https://www.lipidmaps.org/data/LMSDRecord.php?LM_ID=LMSP02040017
https://www.lipidmaps.org/data/LMSDRecord.php?LM_ID=LMSP02040017
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A andlise de massa em sistema MALDI-TOF/TOF mostrou que a fracdo DM 12
apresenta componentes de massa em 3130,78, 3077,44, 3093,84 3115,68 e 3056,69
m/z (Figura 8 e 9). De forma interessante, existe uma alternancia de 22 e 16 Da de

diferenca entre as massas analisadas (Figura 9).
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Figura 8 - Espectro de massa obtido em sistema MALDI-TOF/TOF de massa das Fracdes DM 12,
modo refletido positivo, matriz DHB. Ultraflexll TOF/TOF. Destacando-se componentes de massa 3056,69
m/z.
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Figura 9 - Ampliagdo do espectro de massa das Fragbes DM 12, indicando alternéncia de 22 e
16Da de diferenca entre as massas analisadas em sistema MALDI-TOF/TOF, modo refletido positivo,
matriz DHB. Ultraflexll TOF/TOF destacando- se os componentes de massas 3077,44, 3093,84, 3115,68
e 3056,69 m/z.
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A cromatografia da fracdo DM 12 foi feita em RP-HPLC com UV de 200-800nm
para demonstrar o padrdo de absorcdo da molécula, demonstrando que a maxima

absor¢céo da molécula estd em 200nm (Figura 10).
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Figura 10 - Padréo de absor¢cédo de DM 12 do perfil cromatogréafico de Dermatonotus muelleri obtido
a partir de 200pL da secre¢do bruta em uma coluna de fase Reversa C18 (Shimadzu-CLC-ODS, 15 cm)
com fluxo de 1 mL/min com deteccao entre 200 e 800 nm. Ampliacdo sobre absor¢cédo da fracdo de DM
12.
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O teste de SPV foi realizado com o intuito de verificar a natureza da molécula. Este
teste € um indicador da presenca de lipidios e é realizado a base de vanilina e produz
uma colocacéo rosa avermelhada. Foi utilizado vaselina como padrao de leitura, e 0
resultado demonstrou que tanto DM 1 quanto DM 12 apresentaram coloracdo quando
submetidos ao ensaio. Os resultados estdo apresentados no seguinte grafico (Figura

21).
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Figura 11 - Determinac@o da presencga de lipidios na fracdo de DM 1 pelo Método Sulfo-Fosfo-
Vanilina a partir da coloragéo obtida pela reacdo da vanilina com as duplas ligagdes ou a hidroxilas livres
dentro dos analitos lipidicos. Ctrl + = vaselina com vanilina. Ctrl - = acido sulfarico com vanilina . Leitura
530nm. Os resultados sédo expressos pela média + desvio padrdo. Leitura a 530nm
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5.2- Atividade antimicrobiana e natureza de interacdo das moléculas

No passo seguinte, foram selecionadas DM 1 e DM 12 devido a suas atividades
inibitorias verificadas no screening. Partindo disso foram determinados os MIC’s para
S.aureus, E.coli e C.albicans, resultando no grafico apresentado abaixo (Figura 12).
DM1 apresentou uma inibicho maxima de 25% para C.albicans na concentracdo de
12,5 mM. (Figura 12 A) e MIC de 12,5 mM para S. aureus e E.coli, considerando o

desvio padréo (Figura 12 B e C).

25 625 312 156 078 039 Cerl- Crtl+ 125 625 312 1,56 078 039 Ctrl-Cril+
125 625 312 15 078 039  Ctl-Crtl+ R

Figura 12 — Ensaio antimicrobiano realizado em formato de diluicdo seriada com a fragdo
cromatografica DM 1. A porcentagem de inibicdo de crescimento contra A — Candida albicans, B-Escherichia
coli C — Staphylococcus aureus foram calculados apés 24h de incubacdo a 37°C. Todas plaqueadas em
triplicata com as fragdes. Ctrl + corresponde a 50% de microrganismo e 50% agua Milli-Q. Ctrl — corresponde
a 50% microrganismos com 50% formol 0,8%. Os resultados sao expressos pela média
+ desvio padrdo. Leitura a 620nm.
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A fracdo DM 12 apresentou 50% inibicdo para E.coli na concentracédo de 1,1 mM, e
a atividade se manteve praticamente igual para as proximas diluicdes, variando no

maximo em 10% de inibig&do (Figura 13 A e B).

% crescimento
% crescimento

Figura 13 - Ensaio antimicrobiano realizado em formato de diluicdo seriada com a fracéo
cromatografica DM 12. As porcentagens de inibicdo de crescimento contra A — Escherichia coli B —
Staphylococcus aureus foram calculadas apés 24h de incubacéo a 37°C. Todas plaqueadas em triplicata
com as fracdes. Ctrl + corresponde a 50% de microrganismo e 50% agua Milli- Q. Ctrl — corresponde a
50% microrganismos com 50% formol 0,8%. Os resultados sao expressos pela média + desvio padréo.
Leitura a 620nm.

Os resultados dos MIC’s estdo resumidos na seguinte tabela (Tabela 2).

Tabela 2 - MIC’ s apresentados pelas amostras de DM 1 considerando o desvio padrdo (mM).

MIC (mM) Candida albicans Escherichia coli Staphylococcus
aureus
DM 1 12,5>25%* 12,5 12,5
DM 12 NR 1,1->50%** 1,1->50%**

* = nao foi possivel o calculo do MIC, dado que houve apenas 25% de
inibicdo na maior concentragao testada de 12,5 mM.

**=ndo foi possivel o calculo do MIC dado que houve apenas 50% de
inibicdo na maior concentragéo testada de 1,1 mM.

NR= ndo realizado por insuficiéncia de material.
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Para verificar a natureza da interacdo da molécula de DML, foi realizado o ensaio
de interacdo com emulsdo de micelas formadas com fosfatidilcolina (Figura 14 A) e
fosfatidilcolina mais colesterol (Figura 14 B) esse ensaio revelou que DM 1 foi capaz de
interagir e romper 60% das micelas formada por Fosfatidilcolina e 40% de
Fosfatidilcolina com Colesterol na concentragédo de 12,5mM, demonstrando que DM 1
possivelmente exerce interagdo com membranas fosfolipidicas. Para verificar a
significancia entre as duas metodologias utilizadas, demonstrou-se que R? = 0,98 e
p<0.0001, o que demonstra que ha significancia dos resultados de uma metodologia

para a outra
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Figura 14 - Ensaio de interacdo com micelas formadas por fosfatidilcolina (3mM) (A) e
fosfatidilcolina mais colesterol (3mM) (B) com a fragao cromatografica DM1 (12,5mM). Porcentagem de
interacdo com 1h de incubacdo. Plaqueadas em triplicata com a fracdo. Ctrl — =50% de emulsédo de
micelas em tamp&o Tris-HCI. Ctrl += 50% de emulsdo de micelas com triton — x 1%. Os resultados s&o
expressos pela média + desvio padréo. Leitura a 240nm.
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5.3- Ensaio de sinergismo

Para realizar o ensaio de sinergismo foi determinado o MIC do composto comercial
Ofloxacina a uma concentracao inicial de 55 mM contra S.aureus e E.coli, resultando

em um MIC de 3,3uM para ambos (Figura 15).

8
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% crescimento
8 g

% crescimento

8

Figura 15 - Ensaio antimicrobiano realizado em formato de diluicdo seriada do composto
antimicrobiano comercial Ofloxacina. As porcentagens de inibicAo de crescimento contra A —
Staphylococcus aureus B — Escherichia coli foram calculados ap6s 24h de incubacdo a 37°C. Todas
plagueadas em triplicata com as fragdes. Ctrl += corresponde a 50% de microrganismos e 50% agua
Milli-Q. Ctrl —= corresponde a 50% microrganismos com 50% formol 0,8%. Os resultados sdo expressos
pela média + desvio padrao. Leitura a 620nm.

O ensaio de sinergismo gerou Vvarios po¢os com concentracdes diversas. Foram
escolhidas as fileiras com as maiores e menores concentra¢des possiveis, tanto para

S.aureus quanto para E.coli.
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5.4- Sinergismo para S.aureus

Foi gerado um grafico com os resultados da diluicdo do MIC de DM1 (Figura 12 C),
foi feito o mesmo para Ofloxacina (Figura 14 A) e foram selecionados os pocos do
ensaio de checkerboard (DM 1 + Ofloxacina) que mais se aproximavam dos valores
das diluicbes de DM 1 e Ofloxacina (Figura 16), resultando na andlise das maiores
concentracOes testadas para o ensaio de checkerboard. O resultado evidencia que DM
1 foi capaz de atuar em conjunto com Ofloxacina e promover inibicdo total, mesmo em
situacbes em gue o crescimento bacteriano ja estava acima de 50% quando testado

apenas com Ofloxacina.
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Figura 16- Ensaio antimicrobiano realizado em formato de diluicdo seriada do composto
antimicrobiano comercial Ofloxacina e para DM 1 separadamente, acrescido do resultado obtido no
ensaio de sinergismo de Ofloxacina com DM 1. A porcentagem de inibicdo de crescimento para o
sinergismo contra Staphylococcus aureus foi calculada apés 24h de incubacdo a 37°C. Todas
plagueadas em triplicata com as fracdes. Ctrl + corresponde a 50% de microrganismo e 50% agua Milli-
Q. Ctrl — corresponde a 50% microrganismos com 50% formol 0,8%. Os resultados s&o expressos pela
média +desvio padrdo. Leitura a 620nm.
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O célculo de sinergismo foi feito para todas as concentracdes do gréafico gerado

(Figura 16). Os resultados estao apresentados na Tabela 3.

Tabela 3 - Calculo de sinergismo, de acordo com o protocolo de Checkerboard, para as maiores
concentragdes de DM1 com Ofloxacina, de acordo com a Figura 16.

CIFA=MICAcomMIC CIFB=MICBcom | CIF =MICA+ Resultado
B/ MICA A/MICde B MICB
0,12uM/3,3uM = 0,036 390uM/12500 uM= 0,036 +0,0312 = <0.5 = sinergismo
0,031 0,0672
0,26uM/3,3uM = 0,078 780pM/12500pM= 0,078 + 0,0624 = <0.5 = sinergismo
0,0624 0,1404
0,51uM/3,3uM = 0,154 | 1560uM/12500uM=0,12 | 0,154 + 0,1248 = <0.5 = sinergismo
48 0,2788
1,03uM/3,3uM = 0,312 | 3130pM/12500uM=0,25 | 0,312 +0,2504 = <0.5 = sinergismo
04 0,2816
2,06uM/3,3uM = 0,624 6250uM/12500uM= 0,5 0,624 +0,5 = >1 = antagonismo
1,1240
4,12uM/3,3uM = 1,248 12500uM/12500uM =1 1,248+ 1= >1 = antagonismo
2,2480

Todas as concentracdes testadas foram capazes de melhorar a inibicdo contra

S.aureus. As concentracbes de 0,12/390, 0,26/780, 0,51/1560, 1,03/3130

(Ofloxacina/DM 1 em puM) apresentaram sinergismo e as concentracdes 2,06/6250 e
4,12/12500 (Ofloxacina/DM 1 em pM) apresentaram antagonismo, porém mantiveram

a inibicao.
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Outro gréfico foi gerado com as menores concentracdes de DM 1 mais Ofloxacina

obtidas no ensaio de checkerboard (Figura 17).
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Figura 17 - Ensaio de sinergismo de Ofloxacina com DM 1 considerando as menores concentracdes
obtidas. A porcentagem de inibi¢cdo de crescimento para o sinergismo contra Staphylococcus aureus foi
calculada ap6s 24h de incubagdo a 37°C. Todas plaqueadas em ftriplicata com as fragdes. Ctrl +
corresponde a 50% de microrganismo e 50% agua Milli-

Q. Ctrl — corresponde a 50% microrganismos com 50% formol 0,8%. Os resultados sdo expressos pela
média + desvio padrao. Leitura a 620nm.
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Para verificar o sinergismo entre os compostos foram feitos os célculos do

checkerboard (Tabela 4).

Tabela 4 - Calculo de sinergismo, de acordo com o protocolo de Checkerboard, para as menores
concentragdes de DM1 com Ofloxacina, de acordo com a Figura 17.

CIFA=MIC CIFB=MICB com | CIF=MIC A+ MICB Resultado
Acom MIC A/MICdeB

B/ MIC A

0,12 uM/3,3 0,38 uM /12500 pM = 0,036 + 0,0000304= <0.5=

MM = 0,036 0,0000304 0,03660304 sinergismo
0,26 uM/3,3 0,76 puM /12500 puM = 0,078 + 0,0000608= <0.5 =

uM = 0,078 0,0000608 0,780608 sinergismo
0,51 uMm/3,3 1,52 uM/12500 pM = 0,154 + 0,0001216= <0.5=

UM = 0,154 0,0001216 0,1541216 sinergismo
1,03 uM/3,3 3,05 uM /12500 pM = 0,312 + 0,000244= <0.5=

uM =0,312 0,000244 0,312244 sinergismo
2,06 uM/3,3 6,10 uM /12500 pM = 0,624 + 0,000488= >1 =

MM = 0,624 0,000488 0,624488 antagonismo
4,12 uM/3,3 | 12,21 uM /12500 pM= 1,248 + 0,0009768 = >1 =

MM = 1,248 0,0009768 1,2489768 antagonismo

5.5- Sinergismo para E.coli

Foi gerado um grafico a partir dos MIC’s de DM 1 (Figura 12 B), Ofloxacina (Figura
15 B) e os resultados do checkerboard (considerando o0s pocos que mais se
aproximavam dos MIC’s individualmente) (Figura 18), resultando na analise das
maiores concentracdes testadas para o ensaio de checkerboard. O resultado se
manteve, com algumas pequenas alteracdes, e evidenciou que DM 1 foi capaz de
atuar em conjunto com Ofloxacina e manter a porcentagem de crescimento indicando
inibicdo total, mesmo em situagBes em que o crescimento bacteriano ja estava acima

de 50% quando testado apenas com Ofloxacina.
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Figura 18 - Ensaio antimicrobiano realizadas em formato de diluicdo seriada do composto

antimicrobiano comercial Ofloxacina e para DM 1 separadamente acrescido do resultado obtido no
ensaio de sinergismo de Ofloxacina com DM 1. A porcentagem de inibicdo de crescimento para o
sinergismo contra Escherichia coli foi calculado apds 24h de incubacédo a 37°C. Todas plaqueadas em
triplicata com as fracdes. Ctrl + corresponde a 50% de microrganismo e 50% agua Milli-Q. Ctrl —
corresponde a 50% microrganismos com 50% formol 0,8%. Os resultados sdo expressos pela média +
desvio padrdo. Leitura a 620nm.

O célculo de sinergismo foi realizado para todas as concentracdes do gréfico
gerado (Figura 18). Os resultados foram expostos na Tabela 5.

Tabela 5 - Célculo de sinergismo, de acordo com o protocolo de Checkerboard, para as maiores
concentragdes de DM1 com Ofloxacina, de acordo com a Figura 18.

CIF A=MIC
A com MIC B/

CIF B =MIC B com
A/MIC de B

ICIF=MICA+MICB Resultado

MIC A

0,12uM/3,3 390 puM /12500 0,036 + 0,0312 = 0,0672 <0.5=

MM = 0,036 UM = 0,0312 sinergismo
0,26 uM/3,3 780 pM /12500 0,078 + 0,0624 = 0,1404 <0.5 =

uM =0,078 uM = 0,0624 sinergismo
0,51 uM/3,3 1560 pM /12500 0,154 + 0,1248 = 0,2788 <0.5=

MM =0,154 UM = 0,1248 sinergismo
1,03 uM/3,3 3130 pM /12500 0,312 + 0,2504 = 0,2816 <0.5=

MM =0,312 UM = 0,2504 sinergismo
2,06 uM/3,3 6250 uM /12500 0,624 +0,5=1,1240 >1 =

MM = 0,624 MM =0,5 antagonismo
4,12 uM/3,3 12500 pM 1,248 + 1 = 2,2480 >1 =

UM = 1,248 /12500 uM =1 antagonismo
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Esse resultado mostra que de todas as concentracbes analisadas obtiveram
resultados positivos e, destas, as concentracdes de 0,12/390, 0,26/780, 0,51/1560,
1,03/3130 (Ofloxacina/DM 1 em M) apresentaram sinergismo, enquanto as
concentragbes 2,06/6250 e 4,12/12500 (Ofloxacina/DM 1 em pM) apresentaram

antagonismo, porém mantiveram a inibicao.

Outro grafico foi gerado com as menores concentracdes de DM1 mais Ofloxacina

obtidas no ensaio de checkerboard (Figura 19).
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Figura 19 - Ensaio de sinergismo de Ofloxacina com DM 1 considerando as menores concentracdes
obtidas. A porcentagem de inibicAo de crescimento para o sinergismo contra Escherichia coli foi
calculado apés 24h de incubacdo a 37°C. Todas plagueadas em triplicata com as fracdes. Ctrl +
corresponde a 50% de microrganismo e 50% agua Milli-Q. Ctrl — corresponde a 50% microrganismos
com 50% formol 0,8%. Os resultados sdo expressos pela média
+desvio padrdo. Leitura a 620nm.
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Para verificar o sinergismo entre os compostos foram feitos os célculos do
checkerboard (Tabela 6).

Tabela 6 - Calculo de sinergismo, de acordo com o protocolo de Checkerboard, para as menores
concentra¢cbes de DM1 com Ofloxacina, de acordo com a Figura 19.

CIFA=MIC CIFB=MICB | CIF=MIC A+ MICB Resultado
A com MIC com A/MIC de B

B/ MIC A
0,12 uM/3,3 0,38 uM /12500 0,036 + 0,0000304= <0.5 = sinergismo
UM = 0,036 MM =0,0000304 0,03660304
0,26 uM/3,3 0,76 uM /12500 0,078 + 0,0000608= <0.5 = sinergismo
UM =0,078 UM =0,0000608 0,780608
0,51 uM/3,3 | 1,52 uM/12500 pM 0,154 + 0,0001216= <0.5 = sinergismo
UM =0,154 =0,0001216 0,1541216
1,03 uM/3,3 3,05 uM /12500 0,312 + 0,000244= <0.5 = sinergismo
UM =0,312 uM =0,000244 0,312244
2,06 uM/3,3 6,10 uM /12500 0,624 + 0,000488= >1 =
MM = 0,624 MM =0,000488 0,624488 antagonismo
4,12 uM/3,3 | 12,21 uM /12500 1,248 + 0,0009768 = >1 =
MM = 1,248 HM= 0,0009768 1,2489768 antagonismo
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5.6- Ensaios de viabilidade celular
As concentracfes de 10, 100 e 1000 de DM 1 (ug) foram testadas para MCF-7 e

Fibroblastos resultando no gréafico apresentado na figura 20.
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Figura 20 - Ensaio de viabilidade celular da fracdo DM 1 realizado contra MCF-7 e Fibroblasto de
acordo com a legenda. A porcentagem da viabilidade celular foi calculada apés 24h de incubacdo a
37°C. Os resultados s@o expressos pela média +desvio padrao. Leitura a 620nm. Controle positivo
considerado como 0% de viabilidade celular e controle negativo considerado como 100% de viabilidade
celular.
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O segundo ensaio foi feito em formato de diluicdo seriada de DM 1, sendo que a
concentracdo maxima testada foi de 1000 uM e a minima 0,15 pM. As células foram
incubadas em placa de 96 pocos de fundo chato e resultaram no seguinte grafico
(Figura 21 A). A partir disso, foi calculado o IC50 tanto para MCF-7(Figura 21 B),

guanto para Fibroblastos (Figura 21 C).
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Figura 21 — (A) Ensaio de viabilidade celular com diluicdo seriada da fracdo DM 1 contra MCF-7 e
Fibroblasto. A porcentagem da viabilidade celular foi calculada apds 24h de incubacdo a 37°C (B)
Gréfico em log gerado a partir da viabilidade celular de MCF-7 de acordo com (A). (C) Grafico em log
gerado a partir da viabilidade celular de Fibroblasto de acordo com (A). Os resultados sdo expressos
pela média + desvio padréo. Leitura a 620nm
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6 - Discusséao

A secrecao cutanea de Dermatonotus muelleri foi extraida por estimulo elétrico e
posteriormente liofilizada. Essa secrecéo foi ressuspensa em metanol e submetida a
fracionamento e purificagdo por RP-HPLC resultando em 12 fra¢cdes cromatogréficas

(Figura 3).

Lehninger et al (2014) afirma que os lipideos, de forma geral, sdo insollveis em
agua e por esse motivo a extracdo desse compostos € favorecida ao se usar um
solvente organico. Um dos solventes organicos indicados para a extracdo de lipideos

de membrana (a exemplo dos glicerofosfolipideos, esfingolipideos) é o metanol.

Lehninger et al (2014) ainda afirma que isso ocorre devido a caracteristica mais
polar desse solvente, que desestabiliza as ligacées de hidrogénio, reduz a forca das
interagBes hidrofébicas, e interfere nas interacdes eletrostaticas que os lipidios de

membrana fazem com os componentes da membrana.

Essa afirmacdo é reforgcada por Peterson & Cummings (2006) que afirma que o
uso de metanol € indicado para a extracao de lipidios complexos como fosfolipidios,

isso se d& devido a caracteristica mais polar desse solvente organico.

Alguns trabalhos demonstram na pratica que o uso de metanol favorece a
obtencéo de lipidios, um deles é o de Ryuzaki et al (1975) em seu trabalho com Rana
nigromaculata , Bujo bufo japonicus e Xenopus laevis, € relatado o uso de uma
composicao de cloroférmio e metanol, com o objetivo especifico de extrair lipideos da
pele de anuros. Ao executar os experimentos de silica em gel e cromatografia gas-

liquido, foi capaz de isolar monoglicosilceramidas, galactosilceramida e acidos graxos.
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Outro trabalho que também utiliza um extrato metandlico é o de Fusco et al (2020),
gue relevou, a partir da analise por CG/MS, uma vasta gama de lipidios presentes na a

secrecao cutanea Argenteohyla siemersi, identificando acidos graxos e esteroides.

Ao utilizar a técnica de RP-HPLC, Cavalcante et al (2017) encontrou em seu
trabalho 12 fracdes na secrecdo de Dermatonotus muelleri, sendo que nédo ha relatos
da presenca de qualquer composto lipidico. Porém, o grupo utiliza agua para a

extracdo dos compostos da secrecéo cutanea, diferente do presente trabalho.

De acordo com Peterson & Cummings (2006) e baseado em Christie (1982), os
lipidios sdo classificados em simples (esses sao lipidios neutros e ndo polares)
geralmente representados por acidos graxos livres, colesterol, ester de colesterol e
glicerideos, ou podem ser compostos (esses sdo lipidios polares) geralmente
representados por fosfolipidios, glicolipidios e esfingolipidios. De acordo com Yoon et
al (2018), os lipidios antimicrobianos tem caracteristicas anfifilicas, assim como postula

Lehninger et al (2014) que afirma 0 mesmo.

A fracdo DM 1, em destaque neste trabalho, foi purificada a partir da metodologia
de RP-HPLC e elui logo nos primeiros minutos da corrida, podendo-se considerar,
assim, que a molécula possui pouca interagdo com a coluna. De acordo com Bunger &
Pison (1995) a técnica de RP-HPLC executa o fracionamento dos compostos a partir
da polaridade da molécula, onde a fase mével é mais polar que a fase estacionaria.
Assim sendo, Peterson & Cummings (2006) descreve que a adsor¢do do analito
depende da interacdo com a fase estacionaria. Perona & Ruiz-Gutierrez (2003) explica
gue a amostra é fracionada de acordo com a quantidade de ligagdes duplas presentes

nas cadeias laterais de acidos graxos e o comprimento total dessa cadeia lateral. E por
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fim Singh & Jiang (1995) indica que as fases mdveis a serem utilizadas devem ser

isopropanol acetonitrila, agua, hexano e metanol.

Um trabalho que demonstra na prética o uso de RP-HPLC para separar lipidios € o
de Mounts et al (1992) que ao faz uso de uma coluna RSIL-C18, HL, (250 X 4.6 mm,
10p) para fracionar fosfatidiletanolamina e fosfatidilcolina (fase mével metanol, agua e

cloroférmio — 20:1:1 e 30:1:1 respectivamente).

Outro trabalho que demonstra a efetividade na técnica de RP-HPLC no
fracionamento de lipidios é o escrito por Zhai e Reylli (2002) onde é demonstrado que
€ possivel separar fosfolipidios, tanto em fase normal quanto em fase reversa. Em
relacdo a fase reversa, foi utilizada uma coluna Zorbax SB-C18, (250 mm x 4,6 mm, 5
um) com fase moével de metanol, cloroférmio, acetonitrila e agua (79,5: 9: 8: 3,5, por
vol.) em modo isocréatico, sendo capaz de separar fosfolipidios como 1,2-diacil-sn-
glicero-3-fosfato, 1,2-diacil-sn-glicero-3-fosfocolina, 1,2-diacil-snglicero-3-

fosfoetanolamina, fosfatidilglicerol, 1,2-diacil-sn-glicero-3-fosfo-L-serina.

Além disso, Vorauer-uhl et al (2009) realiza o fracionamento de 1-palmitoil-2-oleoil-
sn-glicero-3-fosfocolina, 1,2-dipalmitoilsn-glicero-3-fosfocolina, 1,2-dimiristoil-sn-
glicero-3-fosfocolina,1,2-dimiristoil-sn-glicero-3- [fosfo-rac- (1-glicerol)], monofosforil
lipidio-A e colesterol, a parir do uso 95% de metanol e 5% de 4gua como fase movel a
e o solvente B composto de 100% de isopropanol e 0,1% de TFA, com uma coluna

Luna® C18 100 A, LC Column (150 x 4.6 mm , 5 pm)

Pode-se ainda citar Borkovcova et al (2009), que faz uso de uma coluna Zorbax
Eclipse XDB C8, (150 x 4.6 mm, 5 ym) com fase moével de metanol e agua (95:5) e

metodologia isocratica, demonstrando ser possivel identificar colesterol.
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Outro que segue a mesma linha de estudo é WOLL et al (2018) que utiliza uma
coluna XSelect CSH C18 (4.6 mm x 150 mm, 5 pm) e fraciona varios
glicerofosfolipideos e fosfolipidios utilizando fase movel composta de agua e metanol

(1:1 v/v) como solugéo A e metanol e etanol (3:2 v/v) como solucéo B.

O trabalho de Martosella (2006) ainda demonstra que a técnica de RP-HPLC é
eficaz em separar proteinas, peptideos e lipidios. Os autores chegaram a essa

concluséo utilizando uma coluna Agilent macroporos C18 (4,6 x 50 mm)

Ja Lee et al (2009), ao fazer uso de uma coluna Nova-Pak C18 (100 mm x 8 mm, 4
um,) e fase mével composta por metanol, agua destilada e trietilamina (92: 8: 0,1 (v/
v/v) demonstra que é possivel purificar ceramidas obtidas a partir de esfingosinas e

dihidroesfingosinas pelo método de RP-HPLC.

De acordo com Hancock & Chapple (1999) e Brogden (2005), a maioria dos
peptideos antimicrobianos (PAM’s) apresentam uma tendéncia hidrofobica (face apolar
mais abundante),). Esses geralmente séo eluidos na corrida cromatografica quando
aumento de acetonitrila na corrida Logo, é interessante destacar que a fracdo DM 1
estudada nesse trabalho elui nos primeiros momentos da corrida, apresentando um

comportamento divergente da maioria dos peptideos antimicrobianos.
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Todas as fracdes foram submetidas a um screening (Figura 4). Ao realizar o
screening, de forma geral, todas as fracdes foram capazes de inibir o crescimento de
S.aureus e E.coli, destacando-se as fracdes 1 e 12 que apresentaram atividade contra
S.aureus e E.coli que foram inibidas em 100% por DM 1 e em torno de 50% para DM

12, j& contra C.albicans ambas apresentaram inibicdo proxima de 50%.

Temponeet et al (2006) testou a secrecdo bruta de Dermatonotus muelleri e
verificou que em uma concentracdo de 500ug/mL houve a inibicdo de 15,63% do
crescimento de Candida krusei, e, no presente trabalho, demonstramos que as fracdes
DM 1 e DM 12 também foram capazes de inibir C.Albicans, divergindo apenas na

porcentagem de inibicéo.

Ja Fernandes (2014) utiliza a secrec¢do bruta de Dermatonotus muelleri contra
P.aeruginosa e S.aureus e relata que ndo houve atividade nem para a bactéria Gram-
negativa nem para a Gram-positiva. Tais resultados divergem dos apresentados neste
trabalho, pois as fracdes DM 2 a 11 tiveram por volta de 50% de inibicdo contra E.coli e
S.aureus, além disso, DM 1 foi capaz de inibir 100% do crescimento das duas
bactérias, além de inibir 50% do crescimento de C.albicans, enquanto DM 12 manteve
inibicdo proxima a 50% de para C.albicans e E.coli, e de 25% para S.aureus. Vale
destacar que as metodologias aplicadas foram diferentes, além disso, é relatado que
0s animais ndo foram mantidos em condi¢cdes adequadas para os objetivos do ensaio,

desfavorecendo a producdo de compostos antimicrobianos.

Outro tralho com a mesma linha de estudo é Cavalcante et al (2017) que utiliza
uma coluna ACE® C18 100 A,(250 mm 4.6 mm, 5 um) com fases méveis de agua
(solucdo A) e acetonitrila (solugdo B) para separar moléculas de baixo peso molecular

encontrando 12 fragbes de Dermatonotus mulleri. Essas 12 fragbes foram testadas
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contra Staphylococcus aureus, Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa e
Micrococcus luteus, porém ndo apresentara atividade. Adicionalmente, S.aureus teve
seu crescimento melhorado em 79% na presenca da fracdo 8, que apresentava
triptofano. Devido a diferenca no tratamento das amostras, provavelmente o extrato
obtido no trabalho é diferente do obtido neste trabalho, ja que tanto DM 1 quanto DM

12 foram efetivas contra S.aureus.

Tanto DM 1 como DM 12 apresentaram uma atividade promissora, porém, pela
dificuldade de acumulo de material da fracdo DM12, ndo foi possivel a realizacdo de

todos os testes para essa fragao.

O resultado da espectrometria de massa revelou que DM 1 se encontrava pura e
apresentava uma carga massa de 945,075m/z (Figura 5). Tanto nos trabalhos de
Cavalcante et al (2017) quanto Frihling et al (2018) ndo foram encontradas massas
iguais ou proximas a apresentada por DM 1, e, em tais trabalhos ndo foi citada a

presenca de lipidios nos extratos obtidos.

Para dar continuidade a identificacdo de DM 1, foi realizada a fragmentacdo em
modo lift do ion 945,075 m/z (Figura 6) sendo que o padrdo de fragmentacdo nao
apresentou fragmentos caracteristicos de aminoacidos. Segundo Ladram et al (2016)
0s peptideos antimicrobianos apresentam por volta de 8 a 46 residuos e aminoacidos,
e, ao serem fragmentados, os residuos mais encontrados séo lisina(K), arginina(R) e
histidina(H). Demonstrando que de acordo com o padrao de fragmentacdo, DM 1 néo

parece pertencer a classe de peptideos .

Além disso, foi realizado o ensaio de padrdo de absorcdo UV (Figura 7), que
demonstra que a molécula DM 1 apresenta absor¢do UV no comprimento de onda de

214nm e 250nm, sendo que a maxima absorgdo é obtida em 214mn.
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De acordo com Van Kessel et al (1977), o método fotométrico é eficiente e os
fosfolipidios ndo apresentam um pico especifico de absorcdo, DM 1 apesar de
apresentar a maxima absorcdo em 214nm, também apresenta absorcdo na faixa de

250nm,

Segundo Van Kessel et al (1977) o comprimento de onda em que se tem uma forte
absorcédo de lipidios € na faixa de 203-214 nm, isso ocorre devido a presenca de
centros insaturados e grupos funcionais, como carbonil, carboxil, fosfato, amino e
amonio quaternario. Em seu préprio trabalho, o autor mantém o detector UV a 206nm
guando utiliza a técnica de HPLC para fracionar os fosfolipidios fosfatidiletanolamina,
lisofosfatidiletanolamina, fosfatidilinositol, fosfatidilserina fosfatidilcolina e

lisofosfatidilcolina.

Essa afirmativa é reforcada, pelos trabalhos de Andrikopoulos et al (1986), que ao
fracionar fosfolipidios como fosfatidilinositol, fosfatidiletanolamina, fosfatidilserina,
lisofosfatidiletanolamina, fosfatidilcolina, esfingomielina, fator ativador de plaquetas e
lisofosfatidilcolina por meio de HPLC, mantem o detector de UV no comprimento de

onda de 205nm.

Esse mesmo padrdo é seguido por Lesnefsky et al (2000), que utiliza o
comprimento de onda em a 206nm em UV para fracionar por HPLC os fosfolipidios

fosfatidiletanolamina, fosfatidilinositol, fosfatidilcolina, fosfatidilserina.

Porém Lee et al (2009), ao fracionar ceramidas e dihidroceramidas por HPLC
ajusta o comprimento de onda para 340 a 455nm, demostrando que o comprimento de

onda de absorcédo de ceramidas diferem da maioria dos fosfolipideos.
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Kirschenbaum (1975) ja demonstrava que a maioria das proteinas é absorvida no
comprimento de onda de 280nm, sendo descrito que a menor absorcdo obtida foi a
250nm e a maior foi a 750nm, Gomez-Alonso (2007) faz uso dos comprimentos de
onda de 269, 280 e 300 nm em UV-vis e demonstra que as aminas biogénicas sao
absorvidas por volta de 278-280, isso pode ser devido a presenca de anéis aromaticos
em algumas estruturas. Quanto aos peptideos, ha uma variagdo no comprimento de

onda a depender dos aminoacidos presentes nas estruturas.

A analise dos dados obtidos nesse trabalho, a eficiéncia da extragcdo metandlica na
extracdo de lipidios na metodologia de RP-HPLC para separacao de lipidios, o tempo
de retencdo demonstrando, a pouca interagdo com a coluna, o resultado obtido pela
espectrometria de massa de 945,075 m/z com a auséncia de fragmentos de
aminoacidos e a maxima absorcdo obtida na faixa de 214, quando comparados a
dados de peptideos, proteinas, aminas biogénicas e lipidios, sugerem que, 0O

composto estudado nesse trabalho, DM1, seja de natureza lipidica.

Considerando a suposicdo de que DM1 é uma molécula lipidica, buscamos
candidatos lipidicos que correspondesse a massa de 945 [M+H] + (Com erro de 1Da)
em bancos de dados. Ao se comparar a massa de DM 1 obtida através da andlise de
massa em sistema MALDI-TOF/TOF com os dados de massas dos lipidios no banco
de dados Lipidsmaps, lipidomic gateway (https://www.lipidmaps.org/), Foram
encontrados 3 candidatos lipidicos possiveis, sdo eles glicerofosfoinositol de massa
942,62 m/z (C4sHooNO16P), um fosfoesfingolipidio de massa 943.60 (Cs1Ho1O13P ) €

uma ceramida de massa 943.93 Cg,H121NO,4 (Tabela 1).

Becam et al (2017), demonstra que as esfingosinas, Cs-ceramide, a-Ce-ceramide,

w-Cg-ceramide, Cyg-ceramide, a-Cie-ceramide e w-Cig-ceramide possuem atividade


https://www.lipidmaps.org/
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antimicrobiana contra N. meningitidise N.gonorrhoeae, E. coli e S. aureus com MICs

entre 2 e >64 pg/mL.

No trabalho de Drake et al (2008) se traca uma relacdo entre a auséncia de
ceramidas na pele e a dermatite atopica, devido a auséncia de ceramidas levarem a

colonizacdo por S.aureus por conta de uma baixa nos niveis de esfingosina.

Outro trabalho que segue a mesma linha de pesquisa € o de Drake et al (2008)
onde se afirma que ao submeter S.aureus a tratamento com esfinganina (um
esfingolipideo) foram observadas multiplas lesbes na parede celular, evaginacdes na

membrana plasmatica e perda de ribossomos no citoplasma.

O presente trabalho demonstra que DM 1 possui atividade contra S.aureus e E.coli
e que os candidatos a massa de 945 [M+H] podem ser uma ceramida ou
fosfoesfingolipidio, que, como demonstrado por Becam et al (2017), Drake et al (2008)

e possuem atividade contra os mesmos microorganimos testados no presente trabalho.

Quando realizado o mesmo processo de espectrometria de massa para DM 12
(Figura 8 e 9), observa-se que as massas correspondentes a fracdo DM 12 (3.130,78 /
3.077,44, 3.093,84 / 3.115,68 / 3.056,69) sdo proximas as encontradas por Frihling et
al (2018) (3134.3 Da). Em seu trabalho, o autor afirma que a massa encontrada se
refere a um peptideo e no resultado do experimento de padrdo de absorcdo em UV
(Figura 10) foi verificado que a absor¢do méxima foi de 200nm, que segue 0 mesmo
padrédo para lipideos (203-214). Dessa forma, nédo foi possivel sugerir a natureza da

molécula DM 12.

Foi realizado o ensaio de SPV para investigar a possivel natureza lipidica do

composto DM 1 e DM 12. O padrao oleico utilizado nesse trabalho foi a vaselina, que é
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uma parafina liquida oleaginosa, logo, apresenta lipidios em sua composi¢cao, sendo

assim considerada como controle positivo (Figura 11).

O ensaio de SPV depende diretamente da formagcédo dos croméforos a partir das
reacfes quimicas geradas pela vanilina e o acido sulftrico, sendo o resultado aqui

apresentado passivel a duas interpretacées.

A primeira é considerar que houve leitura de cromoforo, porém a formacéo destes
cromoforos foi baixa devido a pouca formagéo de analitos derivados de DM 1 e DM 12
guando comparada ao padrdo de vaselina, haja vista que o controle negativo (acido
sulfarico com vanilina) ndo apresenta nenhuma leitura. Caso essa seja a interpretacao,
poderiamos supor que DM 1 seja uma ceramida ou um fosfolipidio, de acordo com os

candidatos obtidos no Lipidmaps.

Frings et al (1970) e Anschau et al (2017) , determina uma metodologia a base de
vanilina para determinar a presenca de lipidios demonstrando que o composto pode

ser usado como um indicador de compostos lipidicos.

Um trabalho que corrobora a hip6tese € o de Ryuzaki et al (1975), que faz a
deteccado de seus glicolipidios a partir de machas vermelhas formadas em uma placa
silica gel impregnada com borato. Foi pulverizado acido sulfarico na placa e entédo a
placa foi aquecida, revelando as manchas vermelhas formadas. A coloragao rosa-

avermelhada depende diretamente da formagédo dos croméforos.

A outra interpretacdo para o resultado de SPV é a de que baixa leitura significa um
resultado negativo, Knight (1972) postula que os éacidos graxos nao podem ser
detectados por esse método porque ndo sdo capazes de formar o croméforo, sendo

assim haveria a possibilidades de DM 1 e de DM 12 serem &cidos graxos. Porém a
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massa molécula de 945,075 obtida € muita alta para ser um acido graxo livre, pois 0s
acidos graxos sao derivados de hidrocarbonetos e de forma geral fazem parte da
formacédo da maioria dos lipidios, sendo esperado que essas moléculas tenham baixo

peso molecular.

Sendo assim, parece mais plausivel que a primeira hip6tese seja aceita, sugerindo
assim que DM 1 seja um composto lipidico e de acordo com os candidatos do

lipidmaps seja um fosfolipidio ou uma ceramida.

Foram realizados os MIC’s de DM 1 e de DM 12 contra S.aureus e E.coli e como
resultado obtivemos o MIC de 12,5mM de DM 1 para S.aureus e para E.coli (nessa
mesma concentragdo houve apenas 25% de inibicdo para C.albicans) (Figura 12) e
para DM 12 a concentracdo de 1,1mM foi capaz de inibir apenas 50% de S.aureus e
E.coli (Figura 13). A cromatografia da fragdo resulta em uma quantidade de material
insuficiente para realizacdo de todos o0s ensaios, por esse motivo ndo foi possivel

testar o MIC de DM 12 para C.albicans. (Tabela 2).

Esse dado corrobora a atividade antimicrobiana encontrada para DM 1 e DM 12 no
screening inicial, divergindo mais uma vez de Temponeet et al (2006) que avalia a
secrecao bruta obtendo 15,36% de inibicdo para Candida krusei e de Cavalcante et al

(2017) e Fernandes (2014) que n&o obtiveram inibicéo.

Na literatura ha muitas informacgdes sobre a atividade dos lipideos de forma geral,
por exemplo, Brogdenet et al (2012), em seu trabalho, expde que uma série de lipidios
tem apresentado atividade biolégica significativa, como esfingosina, di-
hidrossfingosina, fitosfingosina, acido sapiénico e acido laurico, que geralmente possui
atividade contra Actinobactérias, Firmicutes, Bacteroidetes, Proteobacterias e fungos

com MIC’s variando de 3.3 a 2.496 uM.
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Outro trabalho que pode ser citado € o de Batista (2015) que demonstra que um
glicerofosfolipideo encontrado em extratos de esponjas marinhas brasileiras, e seus
analogos, apresentaram atividade contra Shewanella putrefaciens, Vibrio estuarians,
Pseudoalteromonas elyakovii, Polibacter irgensi e Pseudomonas fluorence quando
testado nas concentracdes de 0.05; 0.5; 5; 10; 50 e 100 mg.L" . Porém, ainda nao ha
dados de MIC com lipidios isolados da pele de anuros para serem comparados com 0s

MIC da possivel molécula lipidica DM 1 e com o MIC de DM 12.

Com o objetivo de verificar se a atividade da molécula de DM 1 ocorre a partir da
interacdo com as membranas lipidicas, foi feito um ensaio de interagdo com micelas
formadas por Fosfatodilcolina e Fosfatidilcolina com Colesterol (Figura 14),
demonstrando que quando testado com o colesterol, 0 composto se mostrou menos
ativo, isso provavelmente ocorre pelo fato de o acréscimo do colesterol estabilizar a
membrana, dificultando a interacdo do composto, consequentemente diminuindo sua

atividade.

Em seu trabalho Yoon et al (2018), postula que os lipidios antimicrobianos tém
como alvo principalmente as membranas celulares bacterianas. Devido ao seu carater
anfifilico, tais lipidios interagem com a membrana das células causando uma
desestabilizac&o, o que leva a formagéo de poros, resultando na lise celular. O ensaio
de interacdo com micelas sugere que DM 1 interage com a membrana lipidica formada
a partir de Fosfatidilcolina e Fosfatidilcolina com Colesterol, e essa interacao leva a
desestabilizacdo da membrana e consequentemente a lise da micela formada, o que

sugere que atividade de DM 1 ocorre de acordo com o postulado por Yoon et al (2018).
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Para analisar a interacdo de DM 1 com antibiéticos comerciais e analisar se ha ou
nao sinergismo na atividade entre os dois, foi selecionado o antibidtico de amplo
espectro Ofloxacina. Para possibilitar o ensaio, foi calculado o MIC de ofloxacina para
S.aureus e E.coli, resultando em um 3,3 mM para ambos (Figura 15). A partir do MIC
gerado para DM 1 e do MIC gerado para Ofloxacina, foi realizado o ensaio de
sinergismo para S.aureus (Figura 16 e 17) e E.coli (Figura 18 e 19). Quando os
célculos foram realizados, as Unicas concentracfes que apresentaram antagonismo
foram 2,06 / 6,10 - 6250 (Ofloxacina / DM 1 - DM 1 uM) e 4,12 / 12,21 — 12500
(Ofloxacina / DM 1 - DM 1 uM), todas as outras apresentaram sinergismo (Tabelas 3,
4,5¢€6).

Todas as concentracfes testadas apresentaram atividade acima de 70% de
inibicdo, com destaque para a concentracéo de 0,12 / 0,38 (Ofloxacina/ DM 1 uM) que
foi a menor concentracdo testada e manteve a inibicdo préxima a 100%. O ensaio de
sinergismo demonstra que DM 1 na concentracdo de apenas 0,38 uM foi capaz de
reduzir a concentragdo necesséria para obter o MIC de Ofloxacina, tanto para S.aureus
guanto para E.coli, demostrando a capacidade de, mesmo em uma baixa
concentracdo, otimizar a atividade do antibiético, se tornando um composto promissor

contra a resisténcia microbiana.

Os ensaios sinérgicos geralmente séo realizados com peptideos antimicrobianos,
como foi o caso de Cirioni et al (2013) que demonstra que 0 peptideo antimicrobiano
IB-367 ao ser administrado com daptomicina e teicoplanina em ratos BALC/c tiveram
sua atividade aumentada de -2 log para -4 log de inibicdo para a linhagem
Staphylococcus aureus resistente a meticilina (MRSA), por meio do aumento da

citotoxicidade das células NK.
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Pode-se citar também Yenugu & Narmadha (2010) que demonstrou que O0S
peptideos antimicrobianos sintéticos HE2a e HE2[32, apresentaram atividade sinérgica
guando administrados com o0s antibidticos comerciais Ampicilina, Gentamicina,
Ciprofloxacina, Doxiciclina, Rifampicina, Cloranfenicol, Canamicina, Estreptomicina,
Carbenicilina e Tetraciclina. O trabalho demonstra que a combinacéo desses peptideos
com um antibiotico atua de forma a colaborar com o efeito do antibidtico, inibindo o

crescimento bacteriano.

Outro trabalho que demonstra o sinergismo de peptideos antimicrobianos € o
desenvolvido por Pletzer et al (2018), que analisa atividade sinérgica dos peptideos
1002, HHC-10, 1018 e DJK-5 contra Staphylococcus aureus Enterococcus faecium,
Enterobacter cloacae, , Acinetobacter baumannii, Pseudomonas aeruginosa, Klebsiella
pneumoniae e Escherichia colli in vivo em camundongos. O peptideo DJK-5
apresentou acéao sinérgica com ciprofloxacina, gentamicina, meropenem, eritromicina e
vancomicina contra P. aeruginosa E. faecium K. pneumoniae A. baumannii S. aureus
sendo capaz de reduzir a carga bacteriana. Ja o peptideo 1018 demostrou sinergismo
com ciprofloxacina contra P. aeruginosa, K. pneumoniae, E. cloacae e E. coli.
Enquanto o peptideo HHC-10 agiu sinergicamente com ciprofloxacina afetando E.
cloacae. Outro peptideo testado foi o 1002, que em atividade conjunta a gentamicina
demonstrou atividade contra E. faecium. Como os ensaios foram realizados in vivo, a

dose variava de acordo com o peso do camundongo.

He et al (2019), associa nanoparticulas de lipidios sélidos com o Carvacol, atuando
como carreadores. O Carvacol apresentou um MIC de 0.250 mg/mL para E. coli e de
0.125 mg/mL para S. aureus. As nanoparticulas de lipidios sdlidos foram analisadas e
apresentaram o menor MIC de 250 mg/mL, tanto para E. coli quanto paral S. aureus.

Ao associar nanoparticulas de lipidios sélidos ao Carvacol, o menor MIC
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encontrado foi de 0.125 mg/mL para E. Coli de 0.100 mg/mL para S.aureus,
apresentando sinergismo entre as formulacbes e diminuindo o MIC contra o0s

microrganismos.

Outro trabalho que demonstra sinergismo de nanoparticulas de lipidios sélidos é o
trabalho realizado por Wang et al (2013) onde ele associa a Curcumina a essas
nanoparticulas. A Curcumina, apesar de seu potencial anticancer, tem sua aplicacao
médica dificultada por ter um rapido metabolismo in vivo. Ao associar a Curcumina e
as nanoparticulas de lipidios sélidos, o IC50 para as células de cancer de pulmao
(A549) foi de 4 pM, sendo capaz de aumentar o direcionamento da curcumina
diretamente para as células alvo, aumentando a eficiéncia de inibicdo da curcumina de
19,5% para 69,3%. Esse trabalhos demonstram que componentes lipidicos sao
capazes de exercer efeitos sinérgicos com medicamentos ja descritos, indicando mais
uma atividade de DM 1, de acordo com o resultado de sinergismo neste trabalho

apresentado.

Em relacdo a lipidios anticancer, Murray et al (2015) destaca que as ceramidas
atuam em diversas areas do ciclo do crescimento celular, como: sinalizacdo, regulacéo
de proliferacéo, diferenciacdo e morte celular. As ceramidas de cadeia longa séo proé-
apoptoéticas e tém se mostrado um agente importante contra a proliferacdo celular
tumoral. Além disso ALP’s ou PUFA's se mostram grandes candidatos ao

desenvolvimento de novas terapias ou drogas.

O ensaio de MTT foi realizado para DM 1, demonstrando que aproximadamente
70% da viabilidade celular de MCF-7 foi comprometida e apenas 35% da viabilidade de
fibroblastos foi afetada na concentracdo de 1000 pM, sendo que a 100 uM ainda se

manteve uma atividade de 20% de inibicdo de MCF-7, enquanto os fibroblastos néo
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apresentaram alteracGes na viabilidade nessa concentracdo. Ja nas concentracfes de
10 uM nenhuma das linhagens se mostram sensiveis ao tratamento (Figura 20). Outro
ensaio de mesma natureza foi realizado em forma de diluicdo seriada (Figura 20A), e
foi gerada uma curva em log das concentracdes. Apesar de DM 1 possuir atividade
contra MCF-7 e uma baixa atividade contra fibroblastos (Figura 21B e C) nas
concentracfes testadas, sdo necessarios mais estudos para que se possa afirmar a

eficacia e seguranca de DM 1 como um candidato para o tratamento anticancer.
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7 - Conclusdes

De acordo com os resultados obtidos por esse trabalho podemos concluir que:

o As fracBes obtidas através da secrecdo cutanea do anuro Dermatonotus
muelleri apresenta atividade antimicrobiana contra S.aureus e E.coli;

o DM 1 e 12 apresentam aproximadamente 50% e inibicdo contra C.albicans no
screening inicial.

o A fracdo com a maior atividade antimicrobiana é a fracdo nomeada de DM 1
apresentando 100% de inibicdo para S.aureus e E.coli no screening inicial.

o A fracdo DM 1 de peso molecular de 945,075 apresenta MIC de 12,5 uM
para S.aureus e E.coli;

o Devido a eficiéncia do metanol na extracdo de lipidios, o uso da técnica de
HPLC com a auséncia de interacdo da fragdo DM 1 com a coluna, o resultado obtido
pela espectrometria de massa de 945,075 com a auséncia de fragmentos de
aminoacidos e a maxima absorcdo obtida na faixa de 214, o resultado considerado
positivo de SPV, o confronto dos resultados com os padrdes obtidos na literatura para
€sses mesmos ensaios para peptideos e proteinas, sugerimos que DM 1 é um
composto lipidico, e, de acordo com o lipdmaps, os possiveis candidatos s&o

fosfolipidios ou ceramidas.

o DM 1 tem atividade inibitéria contra MCF-7 e apresenta menor atividade com
Fibroblastos NIH3T3 a uma concentragcdo de 1000uM, indicando que a substéancia

possui maior atividade contra células tumorais do que contra células normais;
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o E provavel que a atividade de DM 1 se dé pela perturbacdo da membrana
celular dos microrganismos, de acordo com o0 ensaio de interacdo de micelas.

o DM 1 apresenta sinergismo com o antibiético comercial Ofloxacina;

o DM 1, a uma concentracdo minima de 0,38 uM, diminuiu a concentracao
necessaria de Ofloxacina de 3,3 uM para 0,12 uM de para ter atividade contra

S.aureus e E.coli.
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8 - Perspectivas futuras

Os resultados aqui apresentados apontam para uma nova abordagem sobre os
lipidios presentes na pele dos anuros, porém, apesar de promissor, € necessario o
aprofundamento sobre as atividades dos compostos presentes no anuro

Dermatonotus muelleri, sendo sugerido:

o A realizacdo de ensaio hemolitico para avaliar a atividade dos compostos;

o A realizacao de testes com outros microrganismos e outras linhagens
tumorais;

o Realizar ensaio de citometria de fluxo para verificar o tipo de morte celular
causada por de DM 1 (necrose ou apoptose);

o Verificar a presenca de sinergismo com outros antibiéticos comerciais;

o Realizar a ressonancia magnética nuclear (RMN) para definir a estrutura da

molécula.
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