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RESUMO

Phyllomedusa bicolor (Boddaert, 1772) € um anfibio da regido Amazénica que
produz uma secrec¢ao cutanea rica em peptideos bioativos que € utilizada por povos
indigenas em rituais de caga, como revigorante e na medicina tradicional. Neste
trabalho, foram realizadas andlises do perfil eletroforético (SDS-PAGE) das
proteinas constituintes da secrecao da Phyllomedusa bicolor coletada em 2004 e
2006 e da atividade antibacteriana das amostras da secrecado. Foram feitas analises
in vivo para avaliar o efeito local da inoculacdo como: formagdo de edema e
presencga de infiltrado inflamatdrio; e alteragdes sistémicas como: contagem total e
diferencial de leucécitos sanguineos. Doses de: 0,25; 0,5; 1 e 2 mg/mL foram
utilizadas para avaliar a formagdo de edema no modelo do coxim plantar em
camundongos nos periodos de 0, 1, 2, 3, 4, 6, 8, 24 e 48 horas. Para analise
histopatoldégica do infiltrado inflamatério, as patas foram cortadas, fixadas,
seccionadas e coradas com HE. Amostras de sangue foram submetidas a contagem
de leucdcitos totais e diferenciais. A atividade antibacteriana foi analisada para as
doses de 2,3 mg e 1,2 mg/mL da secrecdo antiga e 4,9; 2,4; 1,2; 0,6 e 0,3 mg/mL da
secrecao recente sobre Escherichia coli ATCC 8739 e Staphylococcus aureus ATCC
6538. A atividade edematogénica foi observada para todas as doses testadas,
sendo que a de 2 mg causou 0 maior aumento na espessura da pata (71%) e
diferengas significativas foram determinadas para os periodos entre 1 e 6 horas
(p<0,05). Um aumento significativo no numero de leucécitos totais foi observado
para os periodos de 30 e 60 minutos (p<0,05), retornando aos niveis normais apos 2
horas. Aumentos signifcativos na contagem diferencial puderam ser observados
para os periodos de 15 e 30 minutos (p<0,05) tanto para linfocitos como para
polimorfonucleares. Os perfis eletroforéticos das secrecdes coletadas em periodos
diferentes indicam uma possivel degradacao das proteinas constituintes ao decorrer
do tempo. A secregao provoca uma reacgao inflamatéria aguda no local da aplicagcéao
com presenca de infliltrado inflamatorio polimorfonuclear e a presenga de mastocitos
e eosindfilos em pouca quantidade que caracteriza uma discreta reacdo de
hipersensibilidade. A atividade antibacteriana da secre¢ao foi constatada, entretanto

nao superou a atividade dos antibioticos utilizados no experimento.
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ABSTRACT

Phyllomedusa bicolor (Boddaert, 1772) is an amphibian of the Amazon
rainforest that produces a cutaneous secretion with several bioactive peptides that
are used by indigenous peoples in hunting rituals, as stimulant and in the traditional
medicine. In this study, we realized analyses of the Electrophoretic profile (SDS-
PAGE) of proteins collected from the secretion of Phyllomedusa bicolor, during 2004
and 2006, and its antibacterial activity. In vivo analyses were conducted in order to
evaluate the effect of local inoculation such as edema formation and presence of
inflammatory infiltrate; and also the systemic changes such as total and differential
blood leukocyte count. Doses of 0,25; 0,5; 1 e 2 mg/mL were applied to evaluate the
edema formation on the foot pad model in mice during the periods of 0, 1, 2, 3, 4, 6,
8, 24 and 48 hours. For histological analysis of the inflammatory infiltrate, paws were
cut off, fixed, sectioned and stained by HE. Blood samples were submitted to total
and differential leukocytes count. The antibacterial activity was analyzed in doses of
2,3 mg and 1,2 mg/mL for former secretion, and 4,9; 2,4; 1,2; 0,6 and 0,3 mg/mL for
recent secretion of Escherichia coli ATCC 8739 and Staphylococcus aureus ATCC
6538. The edematogenic activity was observed on all doses applied, in which 0,1 mg
caused larger paws thickness increase (71%) and meaningful differences were
determined on periods between 1 and 6 hours (p<0,05). A meaningful increase of the
leukocytes total number was observed during periods of 30 and 60 min (p<0,05),
returning to normal levels after 2 hours. In differential count, a significant increase
was observed on periods of 15 and 30 minutes (p<0,05) both for lymphocytes and for
polymorphonuclears. The Electrophoretic profiles of secretions samples collected in
different times indicate a possible degradation of proteins in two years. The secretion
promote an acute inflammatory action in inoculation area with presence of
polymorphonuclear inflammatory infiltrate and the presence of mast cells and
eosinophils in little amount, characterizing a discrete hypersensitivity reaction. The
antibacterial activity of secretion was evidenced, however, did not surpass the activity

of antibiotics used in the experiment.
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1. INTRODUCAO

Phyllomedusa bicolor (Boddaert, 1772) &€ a maior espécie de anfibio
pertencente a Subfamilia Phyllomedusinae que pode ser encontrada na regido da
floresta amazobnica. Essa Subfamilia se diferencia de todos os outros hilideos
neotropicais por depositar seus ovos em uma massa gelatinosa sobre folhas ou em
folhas enroladas acima da agua e também nos polipeptideos produzidos na pele
(CARAMASCHI, 2002).

A secrecao cutanea da P. bicolor € comumente utilizada pelas populacdes
indigenas do tronco linguistico Pano (Katukina, Kaxinawa Yawanawa, entre outras)
na medicina tradicional e em rituais de caga (LIMA, 2005).

A secrecao vem despertando o interesse cientifico desde a década de 70,
estudos realizados por pesquisadores italianos e israelenses obtiveram a patente de
diversos peptideos sintetizados a partir do cDNA (DNA complementar) extraido da
pele do anfibio. Dentre estes peptideos, pode ser ressaltada: a [Lys7]dermorfina
substancia com atividade analgésica 40 vezes mais potente que a morfina (NEGRI
et al. 1992). Foi observado também que a secregdo in natura apresenta: um alto
potencial vasodilatador; influéncia na atividade pancreatica e na motilidade intestinal;
um aumento dos niveis de corticosterona, glicose e catecolaminas; aumento da
resisténcia fisica e diminuicdo da fome (ERSPAMER, 1993).

Nos ultimos anos a secregao vem sendo utilizada nas grandes metrdpoles
pelos terapeutas holisticos como um remédio capaz de curar “todos os males” (LIMA
& LABATE, 2006). O receio de um uso descontrolado da utilizagdo da secregao
cuténea da P. bicolor fez com que a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria
(ANVISA) proibisse, a partir de abril de 2004, qualquer tipo de propaganda sobre os
beneficios medicinais da secregdo. Nesse mesmo ano, o Ministério do Meio
Ambiente (MMA) instituiu o “Projeto kampo”, um projeto multidisciplinar que tem
como objetivo realizar pesquisas em diversas areas do conhecimento, tais como:
antrolopogia, biologia molecular, herpetologia e medicina, visando o
desenvolvimento de novos farmacos e ainda garantindo a preservagcao da
biodiversidade, da cultura e do patriménio indigena (MARTINS, 2006).
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2. OBJETIVOS

Realizar a dosagem protéica das amostras da secrecdo desidratada da
Phyllomedusa bicolor;

Avaliar o perfil eletroforético das proteinas constituintes das secre¢cdes em
SDS-PAGE;

Avaliar a possivel atividade edematogénica da secre¢do no modelo do coxim
plantar de camundongos;

Avaliar a presencga de infiltrado de células inflamatdrias na regido do coxim
plantar por cortes histoldgicos;

Avaliar as alteracdes no numero de leucdcitos totais induzidas pela secrecéo;

Avaliar o efeito antibacteriano das secre¢des em diferentes concentragoes.
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3. REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1. Aspectos biolégicos

Os anfibios foram os primeiros vertebrados que iniciaram a colonizagao do
ambiente terrestre no devoniano médio a 350 milhdes de anos, desenvolvendo uma
variedade de tipos morfolégicos e ecoldgicos que totalizam mais de 3.900 espécies
conhecidas atualmente, divididas em trés ordens: a ordem Anura (sapos e ras), a
ordem Caudata ou Urodela (salamandras) e a ordem Gymnophiona ou Apoda
(cobras-cegas) (DUELLMAN & TRUEB, 1986).

Os anfibios sdo cosmopolitas e encontrados em todos os continentes com
excegdao da Antartida e se adaptam a uma variedade de nichos ecoldgicos e
condicbdes climaticas; entretanto, muitos tém preferéncia por ambientes Umidos
(CLARKE, 1997).

A pele dos anfibios € um érgédo complexo tanto do ponto de vista morfolégico
como do fisiolégico, compreendendo uma gama de fung¢des. Possui uma alta
permeabilidade a agua e é responsavel pela troca gasosa, excreg¢ao, controle da
temperatura, reproducao e defesa contra predadores e microorganismos (CLARKE,
1997).

A infecgdo por microrganismos é a causa principal de doengas em anfibios.
Entre as bactérias, o género Pseudomonas pode causar varios tipos de infecgoes,
entre elas a septicemia. Os principais fungos parasitas de anfibios sao:
Basidiobolus, Cladosporium, Hormicium e Phialophora. Alguns protozoarios também
podem infestar o trato digestivo e o sangue, entre eles os géneros Pleistophora,
Opalina, Entamoeba, Trypanossoma e Plasmodium (DUELLMAN & TRUEB, 1986).

Os ambientes umidos habitados pelos anfibios como rios de baixa correnteza,
lagos, represas, madeira em decomposi¢cdo, buracos no solo e camadas de folhigo
possuem uma grande quantidade de microrganismos patdégenos. Decorrente disso,
um sistema de defesa contra microorganismos, operando na superficie da pele é
condigao evidente para a sobrevivéncia dos anfibios (CLARKE, 1997).

As glandulas granulares encontradas na pele dos anfibios secretam diversas
substancias bioativas divididas em: aminas biogénicas; bufogeninas e bufotoxinas;
alcaldides; proteinas e peptideos que sdo responsaveis pela defesa quimica

promovida contra microorganismos e predadores (CLARKE, 1997).
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3.1.1. A nova posicéo filogenética e taxondmica da familia Hylidae

A Familia Hylidae é constituida por, aproximadamente, 870 espécies,
agrupadas em quatro subfamilias e com distribuicdo nas Américas, Australia
(Papua-Nova Guiné), Europa e Asia. Apesar de alguns grupos de Hylidae terem sido
estudados separadamente, uma hipotese filogenética compreensiva para a familia
nunca foi proposta. Faivovich et al. (2005) propuseram a revisdo do atual estado
sistematico da Familia Hylidae, com especial atengdo a subfamilia Hylinae (590
espécies), para a qual foi avaliado o monofiletismo dos taxa, atualmente,
reconhecidos e examinamos as bases do arranjo taxonémico aceito no presente.

O mesmo autor em sua pesquisa teve como objetivo a realizagdo de uma
analise filogenética, usando caracteres obtidos, em sua maioria, a partir de
sequéncias de DNA, a fim de (1) testar o monofiletismo da familia Hylidae; (2)
determinar sua constituicdo taxonémica, dando énfase aos géneros e grupos de
espécies incluidos na subfamilia Hylinae; e (3) propor uma nova taxonomia baseada
em grupos monofiléticos e consistentes com a hipétese filogenética apresentada no
presente trabalho. Esse trabalho apresenta uma revisdo sistematica dos Hylidae,
uma analise filogenética baseada em 275 taxa terminais, sendo 227 de Hylidae,
mais 48 taxa, representando grupos externos. Na analise filogenética estdo
representados 40 dos 41 géneros de Hylidae das quatro subfamilias reconhecidas e
39 dos 41 grupos, atualmente, reconhecidos para o grande género Hyla (Faivovich
et al. 2005).

Os taxons incluidos permitem testar a monofilia de 24 dos géneros nao
monotipicos e 25 grupos de espécies de Hyla. A andlise filogenética inclui
aproximadamente 5.100 pares de bases de quatro genes mitocondriais (12S, tval,
16S, citocromo b) e cinco genes nucleares (rodopsina, tirosinase, RAG-1, seventh in
absentia e 28s), além de um pequeno conjunto de dados sobre a musculatura do pé
(Faivovich et al. 2005).

De forma similar ao que tem sido observada em outros estudos, a presente
analise indica que os Hemiphractinae ndo s&o relacionados as outras trés
subfamilias de Hylidae, portanto, sendo removidos desta familia e, tentativamente,
considerados como uma subfamilia das subfamilias parafiléticas Leptodactylidae.
Hylidae e agora restrita a Hylinae, Pelodryadinae e Phyllomedusinae. Esses
resultados corroboram uma relagdo de grupos irmaos entre essas duas ultimas

subfamilias, que juntas correspondem ao taxon irméo de Hylinae: Phyllomedusa,

4
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Agalychnis, Litoria, Hyla, Osteocephalus, Phrynohyas, Pseudis, Ptychohyla, Scinax,
Smilisca e Trachycephalus e ndo sado monofiléticos. Dentro do género Hyla, os
grupos de H. albomarginata, H. albopunctata, H. arborea, H. boans, H. cinerea,
H. eximia, H. geographica, H. granosa, H. microcephala, H. miotympanum,
H. tuberculosa e H. versicolor ndo sdo monofiléticos (Faivovich et al. 2005).

Nessa analise, Hylinae aparece composta por quatro grandes clados. O
primeiro deles, incluindo todas as ras-gladiadoras, as espécies andinas de Hyla que
se reproduzem em riachos e um clado dos Tepuis. O segundo grande clado e’
composto por Scinax, Sphaenorhynchus, “pseudohilideos”, Scarthyla e as espécies
de Hyla com 30 cromossomos. O terceiro, € composto por Phyllodytes, Phrynohyas,
Nyctimantis e todas as seguintes pererecas-de-capacete da América do Sul e indias
Ocidentais: Argenteohyla, Aparasphenodon, Corythomantis, Osteocephalus,
Osteopilus, Tepuihyla e Trachycephalus. O quarto e ultimo grande clado é composto
pela maioria dos grupos de espécies de Hyla centro-americanos/holarticos e pelos
géneros Acris, Anotheca, Duellmanohyla, Plectrohyla, Pseudacris, Ptychohyla,
Pternohyla, Smilisca e Triprion. E apresentada uma nova taxonomia monofilética,
espelhando estes resultados, onde Hylinae é dividida em quatro tribos (Faivovich et
al. 2005).

Das espécies, correntemente, incluidas em Hyla, 297 de 353 s&o alocadas
em 15 géneros, dos quais quatros sdo correntemente reconhecidos, quatros séo
nomes revalidados e seis sdo novas descrigdes. O género Hyla fica restrito aos
grupos de H. arborea, H. cinerea, H. eximia, H. femoralis e H. versicolor, sendo o
conteudo de alguns desses grupos redefinido. Phrynohyas e sinonimizada a
Trachycephalus, Pternohyla e sinonimizada a Smilisca e Duellmanohyla e
sinonimizada a Ptychohyla. O género Dendropsophus € revalidado para as espécies
de Hyla com, ou, presumivelmente, tendo, 30 cromossomos. Exerodonta é
revalidado, passando a incluir os grupos de Hyla sumichrasti e H. pinorum.
Hyloscirtus é revalidado para acomodar os grupos de Hyla armata, H. bogotensis e
H. larinopygion. Hypsiboas é revalidada para acomodar diversos grupos de espécies
(muitos deles aqui redefinidos) de ras-gladiadoras. Os complexos de
Hyla albofrenata e H. albosignata, do grupo de H. albomarginata s&o incluidos no
género Aplastodiscus. Nomes genéricos novos sdo apresentados para
(1) Agalychnis calcarifer e A. craspedopus, (2) Osteocephalus langsdorffii e para os

grupos de espécies de (3) Hyla aromatica, (4) H. bromeliacia, (5) H. godmani,
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(6) H. mixomaculata, (7) H. taeniopus, (8) H. tuberculosa, e para o clado composto

pelos grupos de espécies de (9) H. pictipes e H. pseudopuma e para o clado

composto pelos grupos de espécies de (10) H. circumdata, H. claresignata,
H. Martins e H. pseudopseudis (FAIVOVICH et al. 2005).

Classificacado do Género Phyllomedusa segundo FAIVOVICH et al. 2005

Familia: HYLIDAE
Subfamilia: PHYLLOMEDUSINAE GUNTHER, 1858
Género: PHYLLOMEDUSA WAGLER, 1830
Espécie tipo: Rana bicolor BODDAERT, 1772 por monotipia.

Elenco: vinte e seis espécies, com quatro grupos de espécies:

P.

grupo brumeisteri (com quatro espécies), P. grupo hypochondrialis

(com seis espécies), P. grupo perinesos (com quatro espécies) e

P.
o P.

o P.

tarsius (com quatro espécies).
atelopoides DUELLMAN, CADLE & CANNATELLA, 1988

bicolor (BODDAERT, 1772)

. coelestis (COPE, 1874)

. Palliata PETERS, “1872” [1873]
. tomopterna (COPE. 1868)

. trinitatis MERTENS, 1926

. vaillantii BOULENGER, 1882

. venusta DUELLMAN, 1966



www.neip.info

3.1.2. Espécies de Phyllomedusa ocorrentes no Brasil (Sociedade Brasileira de

Herpetologia, 2006):

Phyllomedusa atelopoides DUELLMAN, CADLE, & CANNATELLA, 1988
Phyllomedusa ayeaye (B. LUTZ, 1966)

Phyllomedusa bicolor BODDAERT, 1772

Phyllomedusa boliviana BOULENGER, 1902
Phyllomedusa burmeisteri BOULENGER, 1882
Phyllomedusa camba DE LA RIVA, 2000 "1999"
Phyllomedusa centralis BOKERMANN, 1965
Phyllomedusa distincta A. LUTZ in B. LUTZ, 1950
Phyllomedusa hypochondrialis (DAUDIN, 1800)
Phyllomedusa iheringii BOULENGER, 1885
Phyllomedusa megacephala (MIRANDA-RIBEIRO, 1926).
Phyllomedusa oreades BRANDAO, 2002

Phyllomedusa palliata PETERS, 1873 "1872"
Phyllomedusa rohdei MERTENS, 1926

Phyllomedusa sauvagei BOULENGER, 1882
Phyllomedusa tarsius (COPE, 1868)

Phyllomedusa tetraploidea POMBAL & HADDAD, 1992
Phyllomedusa tomopterna (COPE, 1868)

Phyllomedusa vaillanti BOULENGER, 1882
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3.1.3. Morfologia

Os membros da grande e diversificada Familia Hylidae Rafinesque, 1815
(Amphibia; Anura) possuem cintura peitoral do tipo arcifero, com um esterno
desenvolvido, oito vértebras pré-sacrais procélicas, diapdfises sacrais pouco
dilatadas, articulagdo da vértebra sacral com o uréstilo bicondilar, pré-maxilares e
maxilares providos de odontdides, uma cartilagem intercalar entre a ultima e a
penultima falange dos digitos e amplexo axilar (CARAMASCHI, 2002).

A Subfamilia Phyllomedusinae (Gunther, 1858) apresenta ossificacédo do
cranio variavel, geralmente, sem fusdes Osseas extensivas: pele da cabega né&o
ossificada ao cranio, pupila vertical, musculos inter-hidideo se estendem,
posteriormente, além do final da mandibula, musculo intermandibular com ramos
laterais acessorios, desova, geralmente, fora da agua sobre a vegetagdo ou em
folhas enroladas, girinos aquaticos, com espiraculo ventral, apenas levemente
sinistro, pés agarradores ou tendéncia a essa capacidade, cartilagens intercalares,
tamanho dos discos e extensdo das membranas interdigitais, progressivamente,
reduzidas, torsdo do pé, com oposi¢do dos dedos, gradualmente, desenvolvida
(CARAMASCHI, 2002).

Essa subfamilia constitui uma das linhagens filogenéticas mais distintas entre
os Hylidae neotropicais, principalmente, pela sua pupila vertical (horizontal em todos
os outros hilideos, exceto em Nyctimystes.), colorido dorsal sempre verde e,
geralmente, com cores vivas nas partes ocultas por depositarem seus ovos em uma
massa gelatinosa sobre folhas ou em folhas enroladas acima da agua e também
diferem, notavelmente, de todos os outros hilideos neotropicais com base nos
polipeptideos da pele (CARAMASCHI, 2002).

O género Phyllomedusa Wagler, 1830 possui dedos e atrelhos com
membranas reduzidas ou ausentes; discos terminais pequenos, primeiro atrelho
mais curto, igual ou mais longo que o segundo, oponivel ou ndo aos outros, pele lisa
ou rugosa com ou sem osteodermes; glandulas parotdides presentes na maioria das
espéecies; membrana palpebral nao-reticulada, iris, uniformemente, de branco-
prateada a bronze com reticulacdes pretas; cranio moderado a alto, com altura maior
que 38% do comprimento, nasais, moderadamente, pequenos, fontanela fronto-
parietal presente, variando no tamanho, quadratojugais reduzidos em algumas

espécies e dentes pré-vomerianos presentes ou ausentes (CARAMASCHI, 2002).



www.neip.info

A Phyllomedusa bicolor (Boddaert, 1772) é a maior espécie da subfamilia
Phyllomedusinae, os machos podem medir de 91 a 103 mm e as fémeas de 111 a
119 mm de comprimento rostro-anal, o dorso e a lateral da cabega sdo verdes e
toda a parte ventral é cinza, possui uma faixa lateral marrom clara com manchas
beges de fino contorno preto, as glandulas parotéideas sao elevadas e
arredondadas, estendendo-se dorso-lateralmente a iris € cinza com pupila

verticalmente eliptica (Figura 01).

Figura 01: (1) — O dorso e a lateral da cabecga s&o verdes e a parte ventral é cinza, possui uma faixa
lateral marrom clara com manchas beges de fino contorno preto. (2) - As glandulas parotéideas séo
elevadas e arredondadas estendendo-se dorso-lateralmente. (3) - A iris é cinza com pupila
verticalmente eliptica (adaptado de : “Biologie de la rainette-singe Phyllomedusa bicolor”, 1995).
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3.1.4. Glandulas secretoras da P. bicolor segundo LACOMBE et al. 2000

Foram realizados estudos histolégicos e imunoquimicos com fragmentos da
pele da Phyllomedusa bicolor em diferentes estagios de desenvolvimento que
evidenciaram trés tipos de glandulas, que diferem no tamanho, na distribuicdo
corporal e no tipo de secrecéo produzida.

A gléndula lipidica (Figura 2B) mede aproximadamente 300 um e encontra-se
abaixo da epiderme e da camada de cromatoforos. Os granulos encontrados na
parte interna da glandula obteve uma reacao positiva com Sudam 1V, caracterizando
conteudo lipidico. Essa glandula ndo € encontrada na pele de girinos, sendo
encontrada apenas apds a metamorfose.

A gléandula mucosa (Figura 2C) mede aproximadamente 150-200 ym de
diametro, circulada por um unico alvéolo e se conecta a outra camada da pele por
um duto curto.

A gléandula serosa ou granular (Figura 2D) mede aproximadamente
300-700 um na pele de animais jovens (4 meses apds a metamorfose) e acima de
3500 um de didametro na regiao dorso-lateral de animais adultos (acima de 2 anos),
em outras regides do corpo medem cerca de 500 um de diametro, aprofunda-se no
tecido conjuntivo subcuténeo e € cercada por uma camada de células mioepiteilais.
A morfologia interna da glandula serosa demonstra uma série de granulos
secretérios esféricos, que diferem de outros tipos de anfibios. Testes de
imunofluorescéncia revelaram a presencga de peptideos ativos, constituidos na maior
parte por dermaseptinas e peptideos contendo D-aminoacidos como a dermorfina e
a deltorfina.

A distribuicdo das glandulas varia conforme a regido do corpo do animal: a
maioria das glandulas lipidicas podem ser encontradas em abundancia na regiao
dorsal e dorso-lateral, as glandulas mucosas sao encontradas na regido ventral do
animal e as glandulas serosas podem ser encontradas por todo o corpo do animal.
Entretanto, os didmetros das glandulas granulares na regidao dorso-lateral séao,

consideravelmente, maiores do que as glandulas das outras regides.
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Figura 02: Diagrama da pele de P. bicolor mostrando as relagdes topograficas entre a epiderme,
xantéforos, iridoforos (A), melandforos e das glandulas: lipidica (B), mucosa (C) e granular (D). As
letras no diagrama correspondem as imagens da microscopia eletrénica (100um). (e) — Epitélio. (ct) —
Tecido Conjuntivo. (xa) — Xantéforos. (ir) — Iridoforos. (ig) — Glandula lipidica. (sg) — Glandula serosa.
(ec) — Célula epitelial. (me) — Célula mioepitelial (LACOMBE et al, 2000).

11
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3.1.5. Habitos

Todas as espécies de Phyllomedusa sp. sdo arboricolas e, embora tenham
capacidade de saltar, em geral caminham lentamente sobre galhos e folhas em
busca de alimentos ou de repouso (CARAMASCHI, 2002); Durante esses
deslocamentos, as cores vivas das partes, normalmente, ocultas quando em
repouso sao exibidas, possivelmente atuando como um mecanismo de defesa
aposematico, aparentemente associado a pele desses animais que € rica em
polipeptideos complexos, possivelmente téxicos para seus predadores (DUELLMAN
& TRUEB, 1986).

Algumas espécies de Phyllomedusa sp. s&o uricotélicas, excretando acido
urico ao invés de uréia como mecanismo de regulagdo hidrica. Os anfibios
uricotélicos possuem uma alta capacidade de absorgao de agua pela regido ventral.
Um outro mecanismo de retencdo de agua € a secregao de uma substancia lipidica
através de glandulas tegumentares que evitam a perda de agua através da
evaporacgao pela pele (CARAMASCHI, 2002).

A desova de Phyllomedusa sp. (Figura 03) ocorre tipicamente sobre folhas e
ramos pendentes sobre a agua. Enquanto em amplexo com um macho, a fémea
seleciona um local para desova e deposita de 100 a 150 ovos, que sao fertilizados
pelo macho. A fémea e o macho ainda em amplexo descem até a agua para que a
fémea se hidrate para voltar até o local do ninho e fazer a postura de mais ovos, isso
se repete varias vezes até que termine a desova. Apds essa sequéncia, o ninho é
abandonado pelo casal e ali os girinos se desenvolverdo fora da agua até que os
ovos eclodam. Quando acontece a eclosao, pela dissolugédo da capsula gelatinosa e
pelo proprio movimento das larvas, as folhas se abrem e os girinos caem na agua,

onde terminarao o desenvolvimento até a metamorfose. (CARAMACHI, 2002).

12
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Figura 03: (1) - Enquanto em amplexo com um macho, a fémea seleciona um local para desova.
(2) - A fémea deposita de 100 a 150 ovos em um cone de folhas. (3) - Pela dissolugéo da capsula
gelatinosa e pelo préprio movimento das larvas as folhas se abrem. (4) - Os girinos caem na agua,

onde terminardo o desenvolvimento. (5) — Embrido dentro da capsula gelatinosa. (6) — Girino de

Phyllomedusa bicolor (adaptado de: “Biologie de la rainette-singe Phyllomedusa bicolor”, 1995).

13



www.neip.info

3.2. O uso tradicional da secrecao

3.2.1. Aspectos relacionados a cultura indigena

Algumas tribos indigenas do Acre e Amazonas utilizam, tradicionalmente, a
secrecdo para fins medicinais, como revigorante e, principalmente, para ajudar nas
atividades de caca. Existem diversas denominag¢des e grafias para as espécies
Phyllomedusa sp., e também para a secregdo propriamente dita, sendo “kampd”,

“kampu”, “kapun” as formas mais comuns entre as etnias da familia linguistica Pano
(Katukina, Kaxinawa e Yawanawa, entre outras) e a denominacao “kambd” entre os
seringueiros e usuarios das grandes metropoles (LIMA, 2005).

Os Ashaninkas da familia linguistica Aruak conhecem a Phyllomedusa sp.
pelo nome de “Wapapatsi’, nome proveniente da vocalizacdo do anuro e utilizam a
secregao como medicamento e em rituais de caga. Fatores como a altura em que o
animal foi encontrado ou a vocalizagéo perto da residéncia estdo, respectivamente,
relacionados com o tipo de animal desejado e o0 sucesso na cagada (SOUZA et al.
apud CARNEIRO DA CUNHA & BARBOSA, 2002) .

Os Kaxinawas relacionam a espécie de Phyllomedusa sp. com o tipo de
animal que pretendem cacar e citam trés variedades de “kampu”: o “awa-kampu” ou
‘kampu de anta”, cuja vocalizagdo é ouvida nas partes baixas das matas e sua
principal utilizacdo € na cacga de antas; o “issu-kampu” ou “kampu de macaco-preto”,
que é ouvido nas partes altas das matas e utilizada na caca de macaco-preto; o

‘kana-paspa” , “txaxu-kampu” ou “kampu de veado”, ouvido, principalmente, nas
beiras dos igarapés, em lagos e capoeiras bem baixas e ¢é utilizado na caga de
veado (SOUZA et al. apud CARNEIRO DA CUNHA & BARBOSA, 2002). Na area
medicinal, a utilizagdo do “kampu” tem sido descrita no tratamento da dor, em casos
de febre, amareldo e cansagco (SOUZA et al. apud CARNEIRO DA CUNHA &
BARBOSA, 2002) .

O padre francés Constantin Tastevin, em 1925, fez a primeira descricao da

utilizacdo medicinal da secrecéo entre os Kaxinawas:
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“O exército de batraquios é incontavel. O mais digno de ser notado € o campon
dos Kachinaua. (...) Quando um indigena fica doente, se torna magro, palido e
inchado; quando ele tem azar na caca é porque ele tem no corpo um mau
principio que é preciso expulsar. De madrugada, antes da aurora, estando
ainda de jejum, o doente e 0 azarado produzem-se pequenas cicatrizes no
braco ou no ventre com a ponta de um ticdo vermelho, depois se vacinam com
o "leite" de sapo, como dizem. Logo sdo tomados de nauseas violentas e de
diarréia; o mau principio deixa 0 seu corpo por todas as saidas: o doente volta
a ser grande e gordo e recobra as suas cores, 0 azarado encontra mais caca
do que pode trazer de volta; nenhum animal escapa da sua vista aguda, o seu
ouvido percebe os menores barulhos, e a sua arma ndo erra o alvo.”
(TASTEVIN, 1925 apud LIMA, 2005)

Os Katukinas reconhecem quatro espécies de Phyllomedusa sp., porém
fazem utilizagdo da espécie mais comumente encontrada o “kampo ou awa-kampo”,
que foi identificada como a Phyllomedusa bicolor (LIMA, 2005). A principal utilizagdo
medicinal do “kampo” é contra a preguiga (tikish), um comportamento abominavel
pelos Katukinas. Isso explica a diferenca entre homens e mulheres na escolha do
local de aplicacdo da secre¢cdo. Os homens aplicam nos bragos e no tronco, pois os
servigos do dia-a-dia como cortar uma arvore para abrir o rogado exige bragos
fortes, enquanto as mulheres aplicam na panturrilha, pois a rotina da colheita e do

transporte de alimentos requer forga nas pernas (LIMA, 2005).

3.2.2. Método de coleta da secrecéao

Segundo LIMA (2005), na tradicdo Katukina o anfibio € coletado durante a
madrugada préximo ao amanhecer, onde € encontrado pela sua vocalizagdo. Os
Katukinas ndo pegam o animal com as mé&os, quebram um galho ou um ramo
qualquer e ficam aguardando que o anfibio segure nele. Esse procedimento
possivelmente é feito para ndo ocorrer a liberacdo da secrecdo, um mecanismo de
defesa das espécies de Phyllomedusa sp.

ApOs a captura, o animal é amarrado e irritado para incentivar a liberagdo da
secregao, que €, cuidadosamente, retirada com uma pequena espatula de madeira e
transferida para uma paleta, também de madeira (Figura 04), onde separam a
secrecao mais forte, coletada da lateral do corpo e a mais fraca, coletada nos

apéndices locomotores.

15



www.neip.info

- e “
» B,

Figura 04: (1) - Apos a coleta o anfibio € amarrado . (2) - O anfibio ¢ irritado e libera a secregéo. (3) -
A secregao é cuidadosamente retirada com uma espatula de madeira. (4) - A secrecgéao é transferida
para uma paleta de madeira. Extragao feita por indios Matsés do tronco linguistico Pano
(adaptado de “Jungle Trip”,2001).

ApOs a coleta da secregao, o anfibio € desamarrado e solto na floresta. Para
os Katukinas o “kampo” demora de quatro a seis meses para produzir novamente
uma quantidade de secregcdo necessaria para as aplicagdes (LIMA, 2005). Os
Katukinas acreditam que, se matarem o “kampo”, serdao picados por uma serpente,
pois a surucucu (“shano”) Lachesis muta e a jararaca (‘epa psi’) Bothrops sp.,
segundo a lenda, retiram a secrecdo da Phyllomedusa sp. para produzirem suas
peconhas, ndo matando os anfibios, apenas o colocando-os na boca para sugar a
secrecao (SOUZA et al. apud CARNEIRO DA CUNHA & BARBOSA, 2002) .

Os métodos de coleta diferem entre as tribos; os Kaxinawas pegam a
Phyllomedusa sp. com as maos e batem levemente em seu dorso com um palito de
madeira, a fim de incentivar a liberacdo da secrecdo, que entdo é coletada e
armazenada em paletas de madeira.

Transcrevemos a seguir um relato de Carlito Cataiano Kaxinawa sobre a

coleta da Phyllomedusa:
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“Para pegar o kampu tem que chamar: - Cunhado, vem comer mais eu
nambu cozida no mingau de banana verde! No outro dia, ele canta mais em baixo,
vocé chama de novo: - Cunhado, vem tomar mingau de veado mais eu! No
terceiro dia ele canta bem baixinho, ai vocé vai pega-lo as nove horas da noite,
guando ele comega a cantar. Fica bem mansinho. Vocé bota a méo, ele mesmo
pula, ele mesmo vem para as maos da gente. Vocé alumia e diz: - Vem ca
cunhado, eu vim te buscar !” (SOUZA et al. apud CARNEIRO DA CUNHA &
BARBOSA, 2002).

3.2.3. Método de aplicacao da secrecao

A aplicagdo da secregao € feita queimando a epiderme com um cipé em
brasa, na maioria das vezes é utilizado o cip¢ titica Heteropsis flexuosa, retirando a
pele e a sujeira da queimadura, coletando a secregdo da espatula de madeira,
previamente, hidratada com agua ou saliva, aplicando-a sob o ferimento, conforme
ilustrado na Figura 05 (LIMA, 2005).

Figura 05: (1) - A aplicagao é feita queimando a epiderme com um cipé denominado titica . (2) -
Retira-se a pele da queimadura. (3) - A secregao é previamente hidratada e coletada da paleta. (4) -
A secregao é aplicada no ferimento. Aplicagao feita por indios Matsés do tronco linguistico Pano
(adaptado de “Jungle Trip”, 2001).
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O numero de “pontos” (queimaduras na pele) pode variar muito; os Kaxinawas
aplicam a secrecdo em menor quantidade de 2 a 10 pontos, ja os Yawanawas
podem aplicar de 50 a 60 pontos (LIMA & LABATE apud LABATE et al., no prelo) e
os Katukinas podem exceder 100 pontos, no caso de um jovem que deseja se tornar
um eximio cagador, enquanto uma mulher recebe de 2 a 5 pontos e as criangas
entre o primeiro e o segundo ano de vida de 1 a 2 pontos (LIMA, 2005).

Tem sido descrita a existéncia de uma diferenca na poténcia dos efeitos
induzidos pela secrecéo fresca e armazenada, sendo que, no caso de secrecdes
recém-coletadas, € comum diminuir o numero de pontos com o objetivo de reduzir
os efeitos desagradaveis. (LIMA, 2005).

Entre os Katukinas o uso da secregao é feito, principalmente, por jovens e
homens mais velhos, que retiram a secrecao da lateral do corpo do Hilideo por
considerarem-na mais forte e aplicam nos bragcos e no tronco. As mulheres e
criancas fazem utilizacao da secre¢cao mais fraca retirada das patas e aplicam na
panturrilhna. A aplicagdo é feita preferencialmente por um cagador habil, sadio e
inteligente, pois na tradicdo Katukina as qualidades do aplicador sdo transmitidas
para os outros (LIMA, 2005).

3.2.4. Os sintomas da intoxicacao

Podemos dividir a intoxicacdo em duas fases distintas. A primeira fase tem
inicio, instantaneamente, apos a aplicagéo e pode durar de 5 a 30 minutos, sendo
que os sintomas mais comuns sao: sensacado de calor, rubor facial, taquicardia,
alteragdo na pressao arterial, inchago dos olhos e dos labios, tonturas, nauseas e
diarréia. Apos esta fase inicial, ocorre um periodo de bem-estar e aumento da
percepcao e da disposicdo que permanecem por horas. A reagdao a secregao, O
tempo de duragao dos efeitos e a intensidade dos mesmos variam de acordo com o
numero de “pontos” e com o metabolismo de cada individuo.

Segundo o antropdlogo Peter Gorman, podem ser observados os seguintes
sintomas da intoxicagao: aumento da temperatura; sudorese; taquicardia e sensagao
de alteracdo na circulagdo sanguinea; descontrole das fungdes gastrointestinais
provocando vémito e diarréia; perda da consciéncia e sonoléncia. Apds esta fase de

aproximadamente 15 minutos, os sintomas descritos sdo: aumento da resisténcia
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fisica; resisténcia contra a fome; aumento da visdo noturna; aumento da percepgéao
na observacdo dos animais e plantas. (GORMAN apud ERSPAMER et al., 1993).

Os violentos efeitos gastrointestinais, inchago facial e taquicardia também séao
descritos por LABATE (2005), que recebeu a aplicagado de um indio Kaxinawa e por
NOGUEIRA (2005) que descreve que os sintomas de euforia, disposicao, aumento
no animo e bom humor que duraram 15 dias apds a aplicacéo.

Para amenizar os efeitos desagradaveis, a aplicagdo € feita na maioria das
vezes na parte da manha e apos o individuo ter ingerido uma grande quantidade de
liquido (dgua ou caiguma, uma bebida feita com mandioca), que rapidamente sera
expelido (LIMA, 2005). De acordo com a tradicao de diversas etnias, o vomito, a
diarréia e o suor s&do vistos como uma forma de expulsdo do mal que afligia o
enfermo, certificando a cura do mesmo. Para interromper os efeitos indesejaveis da
secrecdo, basta banhar-se ou simplesmente lavar com agua corrente o local da

aplicagao.

3.3. Aspectos farmacologicos

3.3.1. Historico farmacologico

A primeira descricdo das propriedades farmacolégicas da secrecdo da
Phyllomedusa sp. foi feita pelo Padre Constantin Tastevin em 1925, o qual descreve
a utilizacao entre os indios Kaxinawas.

Os peptideos produzidos pelas espécies de Phyllomedusa sp. vém sendo
estudados desde o final da década de 60, ANASTASI et al., em 1969 isolou um
nonapeptideo semelhante a ceruleina, denominado “filoceruleina”, obtido a partir de
extratos da pele da Phyllomedusa sauvagii, uma espécie pertencente a regiao sul do
Brasil (ANASTASI et al. ,1969).

Em 1970, ANASTASI & ERSPAMER descrevem a ocorréncia de um
decapeptideo da familia das taquicininas na pele da Phyllomedusa bicolor:
denominada “filomedusina”.

MONTECUCCHI et al. em 1980, descreve a ocorréncia de um novo
polipeptideo denominado “sauvagina”, encontrado na pele da Phyllomedusa sauvagii
e em outras 10 espécies de Phyllomedusa sp. estudadas. A “sauvagina”

administrada em ratos apresentou intensa atividade hipotensiva, acompanhada de
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taquicardia e efeitos diuréticos. Testes com atropina e propanolol ndo alteraram o
quadro de hipotensdo, excluindo a participacdo do sistema nervoso autbnomo
(ERSPAMER et al., 1980).

Um grupo de peptideos opidides foi encontrado na pele de diversas espécies
Phyllomedusa sp. Sdo heptapeptideos com extremidade amino terminal comum,
Tyr-D-Xaa-Phe, onde D-Xaa pode ser uma D-Alanina ou D-Metionina sempre tendo
a presencga de D-aminoacidos na segunda posigao.

Em 1981, foi isolado da pele da Phyllomedusa sauvagei um outro
heptapeptideo denominado "dermorfina” (Tyr-D-Ala-Phe-Gly-Tyr-Pro-Ser-NH,), que
demonstrou uma grande diferenga das encefalinas conhecidas pela presenca de D-
aminoacidos em sua sequéncia (MONTECUCCHI et al., 1981 a). No mesmo ano foi
relatada a ocorréncia da “dermorfina” e seu analogo a [Hyp®]dermorfina (Tyr-D-Ala-
Phe-Gly-Tyr-Hyp-Ser- NH;) na pele da Phyllomedusa rhodei (MONTECUCCHI et al.,
1981 b).

Em 1984, foram descobertos na pele da Phyllomedusa rhodei um tetra e um
pentapeptideo denominados ‘“triptofilinas” (TPH-4 e TPH-5) e em 1985,
MONTECUCCHI isolou mais duas “triptofilinas”, denominadas THP-7 e a THP-13.

Os estudos com os peptideos opidides reaparecem em 1986, quando
STEVENS & YAKSH constatam uma atividade analgésica da “dermorfina”
potencialmente maior que a da morfina, demonstrando uma alta afinidade e
seletividade por receptores de opidides do tipo p (Mu), onde o subtipo u1 é
responsavel pelos sintomas de analgesia, exaltacdo e depressao respiratoria e o
subtipo py2 é mediador dos efeitos gastrointestinais.

A partir do cDNA extraidos da pele da espécie Phyllomedusa sauvagei, a
sequéncia de aminoacidos de diversos precursores da dermorfina foram
estabelecidos, sempre apresentando a D-Alanina como segundo aminoacido. Em
um desses cDNA foi descoberto a existéncia de outro heptapeptideo, contendo a D-
Metionina como segundo aminoacido, posteriormente, isolado e denominado
deltorfina (Tyr-D-Met-Phe-His-Leu-Met-Asp-NH;) por possuir uma alta afinidade e
seletividade por receptores de opidides do tipo 6 (Delta) (KREIL et al. 1989; MOR et
al. 1989; LAZARUS et al. 1989; AMICHE et al. 1989), cujas funcbes estao
relacionadas com alteracbes no comportamento afetivo e euforia. A deltorfina tem
sido considerada a responsavel pelos efeitos de analgesia, podendo também ter

participacao nas alteragcdes de humor observadas apds a intoxicacao.

20



www.neip.info

ESRPAMER et al. (1989) isolaram dois novos peptideos da pele da
Phyllomedusa bicolor e, assim como a dermorfina, também apresentaram a D-
Alanina como segundo aminoacido. Foram entdo denominados [D-Ala®|deltorfina |
(Tyr-D-Ala-Phe-Asp-Val-Val-Gly-NH,) e [D-Ala?|deltorfina Il (Tyr-D-Ala-Phe-Glu-Val-
Val-Gly-NH;) . Estes peptideos possuem uma alta afinidade e seletividade por
receptores de opidides do tipo 6 (ESRPAMER et al.,1989).

Em 1990, mais trés peptideos foram sintetizados a partir de cDNA extraido da
pele da Phyllomedusa bicolor. Dentre estes, dois heptapeptideos a [Lys7]dermorfina—
OH(Tyr-D-Ala-Phe-Gly-Tyr-Pro-Lys-OH ) e a [Trp* Asn’]dermorfina-OH (Tyr-D-Ala-
Phe-Trp-Tyr-Pro-Asn-OH), além de um pentapeptideo (Tyr-D-Ala-Phe-Trp-Asn-OH),
todos os trés novos peptideos possuiam um grupamento o-carboxila livre na
extremidade C-terminal. (RICHTER et al. 1990).

Em 1992, foram sintetizados 10 peptideos relacionados com a dermorfina,
dentro deles a [Lys’]dermorfina e a [Trp*Asn’]dermorfina com uma amina na
extremidade C-terminal. A [Lys’]dermorfina-NH, (Tyr-D-Ala-Phe-Gly-Tyr-Pro-Lys-
NH,) demonstrou ter alta capacidade antinociceptiva . O efeito analgésico descrito
foi superior ao da morfina, tanto no tempo de duracao do efeito, quanto na dosagem,
que foi cerca de 40 vezes menor. Ja a [Trp* Asn’]dermorfina-NH, (Tyr-D-Ala-Phe-
Trp-Tyr-Pro-Asn-NH;) apresenta um fraco efeito antinociceptivo e intensa catalepsia
(NEGRI et al. 1992) .

Além dos peptideos opidides, dos peptideos com efeitos cardiovasculares,
efeitos hormonais e efeitos gastrointestinais, as espécies da Subfamilia
Phyllomedusinae produzem peptideos com acdo antimicrobiana denominados
dermaseptinas.

As dermaseptinas sao polipeptideos que podem conter de 24 a 34
aminoacidos (DALY et al, 1992; MOR & NICOLAS, 1994b; MOR, et al., 1994a) e
exercem atividade litica sobre bactérias gram-positivas e gram-negativas,
protozoarios ciliados, leveduras e fungos (FLEURY, et al.,, 1998; AMICHE et al.,
2000). Entretanto, nao foram observados efeitos citoliticos em células de mamiferos,
devido a estrutura e composicdo da membrana celular.

A adenoregulina de Phyllomedusa bicolor é um polipeptideo que contém 33
aminoacidos em sua composi¢ao: G-L-W-S-K-I-K-E-V-G-K-E-A-A-K-A-A-A-K-A-A-G-
K-A-A-L-G-A-V-S-E-A-V, mas foi isolada primeiramente por sua agao neuroldgica

relacionada aos receptores A1 de adenosina (DALY et al., 1992). Posteriormente, foi
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relatada sua atividade antimicrobiana contra fungos, leveduras e bactérias
semelhante a dermaseptina S, um polipeptideo com 34 aminoacidos em sua
composicédo (MOR et al. 1994 a).

Em 2000, MOHAMED AMICHE isolou um peptideo contendo 32 residuos de
aminoacidos que foi denominado dermatoxina (S-L-G-S-F-L-K-G-V-G-T-T-L-A-S-V-
G-K-V-V-S-D-Q-F-G-K-L-L-Q-A-G-Q) que demonstrou uma alta atividade
antimicrobiana contra bactérias gram-positivas e gram-negativas.

Foi isolada uma dermaseptina presente na secrecdo cutdnea de um anfibio
endémico do Cerrado Brasileiro denominado Phyllomedusa oreades descrito pela
primeira vez pelo bidlogo Reuber Branddao, em 2002. A dermaseptina isolada
apresenta grande atividade antimicrobiana, contra bactérias gram-positivas (S.
aureus e E. faecalis) e gram-negativas (E. coli e P. aeruginosa), inclusive com agao
antibactericida contra o S. aureus Oxacilina-Meticilina Resistente (MRSA),
relacionado com a infeccdo hospitalar. Foram realizados varios ensaios in vitro
contra a forma tripomastigota e epimastigota do Trypanossoma cruzi e em ambos os
casos a dermaseptina demonstrou uma eficiente acdo anti-tripanossdmica, que em
uma concentragao de 6 uM durante 2 horas lisou todos os parasitas. (BRAND et al.
2002).

Atualmente estudos estdo sendo feitos com peptideos homodlogos a
dermaseptina, descobertos em diversas espécies de Phyllomedusa sp. ou
sintetizados a partir de bibliotecas de cDNA e testados contra diversas formas de

microorganismos demonstrados na tabela 4.

3.3.2. Estudos com a secrecdo in natura

Em 1992, DALY efetuou um estudo da secreg¢ao in natura coletada pelos
indios Mayorunas em um afluente do Rio Javari, no oeste do Amazonas. A partir de
400 mg da secrecdo desidratada, encontrou as seguintes concentragdes de
peptideos (para cada 100 mg de secrecéo): 50-65 ug de filoceruleina; 30-50 ug de
filocinina; 50-140 pg de filomedusina; 5-10 yg de sauvagina e 0,5-0,8 uyg de
peptideos opidides (representado pelas deltorfinas).

Em 1993, ERSPAMER realizou um estudo com a secrecido in natura da
Phyllomedusa bicolor coletada pelos indios Matsés (Pano) do Peru. Constatou

diversos peptideos ativos classificados em cinco familias: ceruleinas (filoceruleina),
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taquicininas (filomedusina), bradicininas (filocinina), sauvagina, e peptideos opidides
(deltorfina | e [Lys’]dermorfina-OH) .

Na secrecdo desidratada foram encontrados: 32 ug de filoceruleina; 18 ug de
filocinina; 22 ug de filomedusina; 3 ug de sauvagina; 5,2 ug de Ala-deltorfinas (mais
representada pela deltorfina | e 0,25-0,33 ug de [Lys’]dermorfina-OH por miligrama
de secrecao .

Tabela 01: Quantificagao de peptideos encontrados em duas amostras da secregéo coletadas
por DALY (1992) e ESRPAMER (1993).

DALY (1992) ERSPAMER (1993)
A , Rio Lobo, AM Brasil Rio Gal
Procedéncia da amostra: . o o Lalvez,
(73°00" W, 5°50' S) Angamos Peru
Peso seco da secrecdao: 400mg 132mg
Peptideos encontrados: peso/100mg peso/mg
filoceruleina 50-65 pg 32 ug
filocinina 30-50 g 18 ug
filomedusina 50-140 g 22 ug
sauvagina 5-10 ug 3 ug
[D-Ala?] deltorfina | 0,5-0,8 pg 5,2 ug

ESRPAMER caracterizou os efeitos fisiologicos de cada peptideo e dividiu os
sintomas da intoxicagdo pela secrecdo (20-30mg) em duas fases distintas: os
sintomas periféricos, dentre os quais podemos citar atividades gastrointestinais,
hipotensivas e vasodilatadoras e os sintomas centrais da intoxicagdo, onde ocorre
um aumento do vigor fisico, resisténcia contra fome e aumento da capacidade de
enfrentar situacbes de estresse. Descrevemos a seguir, os sintomas de cada

peptideo divididos em cada uma das fases da intoxicagao:
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3.3.2.1. Aspectos periféricos da intoxicacdo segundo ERSPAMER et al. 1993:

Filoceruleina (640-690ug): demonstra uma potente agdo gastrointestinal e
sobre as secreg¢des pancreaticas. Doses intramusculares menores que 0,06 pg/Kg
em humanos provocaram um relaxamento no esfincter de Oddi, facilitando a saida
da bile e doses entre 0,5-1ug/Kg provocaram uma contragdo da vesicula biliar,
potente acdo das secregcbes pancreaticas e grande motilidade intestinal. Efeitos
colaterais como nauseas, vomitos, rubor facial, taquicarda moderada, mudangas na
pressao arterial, sudorese, desconforto abdominal e estimulo intestinal foram

observados com doses de 1 pg/Kg.

Sauvagina: (60-90ug) demonstrou em cachorros um efeito hipotensivo
decorrente da intensa vasodilatagdo, e doses subcutaneas de 0,5 pg/Kg causaram

queda na pressao arterial e taquicardia em ratos.

Filomedusina: (440-660ug) demonstrou uma intensa atividade cardiovascular
e gastrointestinal. Doses subcutaneas de 1-2 pg/Kg causaram um efeito hipotensivo

em cachorros e doses de 0,2-1 ug/Kg provocaram efeitos gastrointetinais.

Filocinina (360-540ug): demonstrou uma atividade hipotensiva. Experiéncias
em cachorros demonstraram um efeito hipotensivo trés vezes maior que a
bradicinina. Doses de 0,1 ug/Kg administradas por via intravenosa foram suficientes

para causar efeitos hipotensivos em cachorros e coelhos.
Peptideos opidides: representados pela Ala-deltorfina (105-160 ug) e a

[Lys’]dermorfina-OH (6-9ug), nestas dosagens, nao demonstraram efeitos

periféricos.
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3.3.2.2. Aspectos centrais da intoxicagcdo segundo ERSPAMER et al. 1993:

Filoceruleina: doses subcutdneas de 2 ug/Kg demonstraram nauseas e
efeitos analgésicos. Doses de 0,06-0,2 pg/Kg causaram efeitos analgésicos em
pacientes sofrendo de cdlica renal e dores relacionadas ao cancer. Infusdes pela via
intravenosa com doses de 2ng/Kg/min (total de 7 pg) causaram significante redugao

da fome em voluntarios humanos.

Sauvagina: doses subcutaneas de 0,3 ug/Kg em ratos causaram a liberagao
de corticotropina, ativacdo do eixo pituitaria adrenal, aumento no nivel de
corticosterona no sangue, liberagdo de B-endorfinas e elevagdo nos niveis de

catecolaminas e glicose no plasma. Os efeitos duraram aproximadamente 2 - 4h.

Filocinina / filomedusina: ndo foram detectados efeitos para as quantidades

presentes em 20-30 pg de secregéo.

Peptideos opidides: nao foram detectados efeitos para as quantidades de Ala-
deltorfinas (105-160 ug) presentes em 20-30 ug de secregao absorvida pela via
subcuténea, entretanto doses intracerebroventriculares de 0,1-0,5 pg/Kg em ratos,
demonstraram uma queda da atividade locomotora. A [Lys’]dermorfina-OH (6-9 pg)
causou efeitos analgésicos em ratos com doses subcutaneas de 1-2mg/kg, muito

maiores do que as encontradas na secregao.
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4. MATERIAL E METODOS
4.1. Animais

Camundongos Mus musculus da linhagem suiga, machos, provenientes do
Biotério do Instituto Adolf Lutz, com idade de dois meses e com peso, variando entre
22 e 35 g, foram utilizados durante todos experimentos. Os animais foram mantidos
no Biotério do Laboratério de Biociéncias da Universidade Guarulhos, em periodos

alternados de luz e escuriddo, com agua e ragdo Labina (Purina®) ad libitum.
4.2. Preparo da secregao cuténea de P. bicolor.

Durante a realizacao deste trabalho foram utilizados dois tipos de secrecdo. A
secrecdo denominada como antiga foi coletada no més de setembro de 2004 na
regidao do Rio Jordao, no Estado do Acre e foi cedida por José Osair Sales, Sid Huni
Kuin, lider da tribo indigena Kaxinawa do Rio Jorddo. A outra secrecdo denominada
como recente, coletada no més de outubro de 2006 na regido de Cruzeiro do Sul, no
Estado do Acre, foi cedida por Leopardo Sales, Yawa Bane Huni Kuin, representante
da Associagao Kaxinawa do Rio Jordao (ASKARJ).

As amostras das secrec¢des, armazenadas na forma dessecada em espatulas
de madeira (Figura 06), foram removidas por meio de raspagem, que foi feita com
uma lamina de bisturi.

O material raspado foi pesado em uma balanga analitica (Ohaus modelo
GA200) no Laboratério de Histologia da Universidade Guarulhos e em seguida
solubilizado em 2 mL de solugéo fisiolégica. A secregao solubilizada foi aliquotada e

armazenada a -20°C até o momento do uso.
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Figura 06: Paletas de madeira utilizadas no experimento: A — secregao antiga, coletada em set/2004
(Rio Jordao — AC); B - secrecgao recente, coletada em out/2006 (Cruzeiro do Sul — AC)

4.3. Dosagem de proteinas

A estimativa da concentracao protéica das diferentes secre¢des de P. bicolor
foi realizada utilizando o BCA™ Protein Assay kit (Pierce), no laboratério de
Imunoquimica do Instituto Butantan. Esse ensaio de detecgédo colorimétrica de
proteinas é baseado no acido bicinchoninico (BCA 4,4'-dicarboxi-2,2'-biquinolina),
combinando a reducéo de ions de cobre realizada pela proteina em meio alcalino.
Para quantificacdo, foi elaborada uma curva padrdo com Soro Albumina Bovina
(BSA) que variou de 5 a 1500 pg/mL.

Uma aliquota de 0,010 mL de cada solugdo da curva e das amostras foi
colocada em duplicata em uma microplaca de fundo chato. Em seguida foi
adicionada 0,2 mL da solucao determinada pelo kit. A placa foi incubada durante 30
minutos a 37°C e em seguida a leitura foi realizada em espectrofotdbmetro (Perkin

tTM

Elmer, modelo Espectra Count'™) a 562 nm de absorbéancia. Os resultados foram

expressos em mg/mL.
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4.4. Analise do perfil eletroforético das proteinas presentes na secrec¢ao de P.
bicolor por SDS-PAGE

As amostras das secregdes foram submetidas a eletroforese em gel de SDS-
poliacrilamida, segundo LAEMMLI (1970). O gel de separagao de 15% de acrilamida
foi preparado em tampéao 0,4 M Tris-HCI pH 8,8, contendo 0,1% de SDS (Duodecil
sulfato de sédio), 0,01 TEMED (N,N,N’,N’ — Tetrametilenodiamina) e 0,05 persulfato
de amoénio, para o volume final de 10mL. Apds a polimerizagdo desse gel, foi
preparado o gel de empacotamento contendo acrilamina 3% em tampao 0,1 M Tris-
HCI pH 6.8, 0,1% SDS, 0,01% TEMED e 0,05% persulfato de amonio, para o
volume final de 5SmL.

Uma aliquota de 0,01 mL de cada secrecdo foi misturada com o tampao
desnaturante redutor, contendo 0,125 M Tris-HCI pH 6.8, 4% SDS, 20% glicerol,
0,002% azul de bromofenol e 4% de B-mercaptoetanol. As amostras foram
desnaturadas a 95°C durante 10 minutos e aplicadas no gel. Como tampao de
corrida foi utilizado uma solugéo de 0,025M Tris-HCI, contendo 0,18 M glicina pH
8.3 e 1% SDS. As corridas foram realizadas a 100V a temperatura ambiente por
aproximadamente duas horas. Apos a corrida, o gel foi corado com solugao de
nitrato de prata.

O padrdao de massa molecular utilizado foi o BenchMark™ Pré-Stained

Protein Ladder (Invitrogen).

4.5. Avaliacao da atividade edematogénica da secrecéo de P. bicolor.

Os animais (n=5 / grupo) foram pesados e separados em 4 grupos que tiveram
suas patas posteriores medidas no tempo inicial e posteriormente inoculadas com as
seguintes doses: grupo1 — 0,25mg/mL; grupo2 — 0,5 mg/mL; grupo3 - 1 mg/mL;
grupo 4 - 2 mg/mL.

Foi inoculado pela via subcutanea 0,05 mL de solugcdo contendo as diferentes
doses da secregao antiga na pata posterior esquerda de cada animal. A pata
posterior direita foi utilizada como controle, de forma que foi inoculado o mesmo

volume de solucéio salina.
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As medidas para determinar a alteracdo na espessura das patas foram feitas na
regido do coxim plantar nos periodos de 1, 2, 3, 4, 6, 8, 24 e 48 horas apos a
inoculagdo usando um paquimetro (Manostat, modelo 6911).

A maior dose da secregdo antiga (2 mg/mL) foi novamente avaliada em outro
experimento utilizando um novo grupo de animais (n=5) e as analises de aumento na
espessura da pata foram realizadas em periodos menores: 5, 10, 15, 20, 30, 45 e 60

minutos.

4.6. Avaliacéo da alteracdo no numero de leucdcitos totais.

Os animais inoculados por via subcutanea no coxim plantar com doses de 2
mg/mL da secregao antiga foram sangrados pelo plexo retroorbital nos periodos de
0, 15, 30, 60, 120, 240, 360, 480 minutos apos inoculagdo. Uma amostra de sangue
foi imediatamente colocada em um tubo contendo como anticoagulante o EDTA
(Acido etilenodiamino tetra-acético), e em seguida foram homogeneizadas. Uma
aliquota do sangue coletado foi diluida (1:10) em Liquido de Turk e colocada em um
hematocitometro (camara de Neubauer) para realizagdo da contagem de leucdcitos

totais. Os resultados foram expressos em numero de células por mililitro de sangue.

4.7. Avaliacdo no numero de leucocitos por esfregaco sanguineo.

Os animais inoculados por via subcutdnea no coxim plantar com doses de 2
mg/mL da secrec¢do antiga foram sangrados pelo plexo retroorbital apos 0, 15, 30,
60, 120, 240, 360, 480 minutos da inoculacédo. Foi confeccionado o esfregago
sanguineo de cada amostra e apoés a secagem, os mesmos foram submetidos ao
processo de coloragao utilizando o kit Instant-Prov (Newprov) contendo
Ciclohexadienos a 0,1%, Azobenzenosulfénicos a 0,1% e Fenotiazinas a 0,1%. Os
reagentes e periodos de incubagdo foram realizados conforme determinagdo do
fabricante. A analise foi feita utilizando um microscoépio 6ptico (Nikon modelo YS2)
com aumento final de 1000X e a contagem diferencial (n=100) foi feita para
determinagcdo da propor¢gao de mondcitos, linfocitos e polimorfonucleares para o
grupo controle e os diferentes grupos experimentais. Os resultados foram expressos

em porcentagem.
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4.8. Analise histolégica do infiltrado de células inflamatérias na regido do
coxim plantar induzida pela inoculagéo de secrecéo de P. bicolor.

Os animais (n=3 / grupo) foram pesados e separados em 8 grupos. Foi
inoculado no coxim plantar da pata posterior esquerda pela via subcutédnea doses de
2 mg/mL da secregéo antiga.

Os animais foram sacrificados por deslocamento cervical nos periodos de 0, 15,
30, 60, 120, 240, 360 e 480 minutos apds a inoculacido e tiveram suas as patas
posteriores esquerdas removidas, separadas e fixadas em solugéo de formol a 10%
durante 24 horas.

A regido correspondente ao coxim plantar foi extraida e submetida a processo
de desidratagao, diafanizagao, impregnacao e inclusdo em parafina.

Os cortes histologicos de 5 micras foram realizados com o auxilio de um
micrétomo (Reichert-Jung modelo 820 Il), colocados em laminas, desparafinados,
hidratados, corados com hematoxilina e eosina (H/E). Em seguida foram
desidratados e montados com Entellan® (Merck).

A andlise histolégica das laminas foi efetuada pelo Prof. Dr. Franco Ferraro
Calderaro responsavel pelo setor de anatomia patoldgica do Hospital Veterinario da
UnG (Universidade Guarulhos).

As fotografias das laminas foram obtidas através do sistema de fotomicrografia
digital Cannon Powershot G6 com adaptador Carl Zeiss 426126 em Microscopio

Olimpus BX-40 do Laboratério de Palinologia e Paleoboténica da UnG.
4.9. Analise da atividade antibacteriana.

As cepas liofilizadas das bactérias Escherichia coli (ATCC 8739) e
Staphylococcus aureus (ATCC 6538) provenientes do Instituto Adolf Lutz foram
diluidas em solugao fisiolégica e posteriormente cultivadas em agar TSA (Merck) e
mantidas no laboratério de microbiologia da UnG (Universidade Guarulhos).

As culturas das bactérias E. coli (gram negativa) e S. aureus (gram positiva)
foram diluidas em solugdo salina até a turbidez de 0,5 na escala de Macfarland e
semeadas em placas de Petri contendo Agar Mueller Hinton (Himedia Labs).

Para analise da atividade antibacteriana as placas contendo as culturas de E.

coli e S. aureus receberam quatro discos de papel de filtro com 9 mm de didmetro.
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Os discos foram previamente tratados com 0,005 mL da secrecao antiga diluida nas

concentragdes de : 0,025; 0,05; 0,1 e 0,2 mg/mL

Em um novo teste incluindo a secrecao recente, foram introduzidos em ambas

as placas com as culturas de E. coli e S. aureus sete discos contendo 0,010 mL de

cada secrecao divididos nas seguintes concentracdes: 2,3 e 1,2 mg/mL da secrecao

antiga e 4,9; 2,4; 1,2; 0,6 e 0,3 mg/mL da secregao recente.

Como controle para os experimentos de atividade antibacteriana foram

utilizados discos Sensifar® (Cefar) contendo os antibiéticos e as dosagens utilizados

para bactérias gram positivas e negativas, conforme mostrado na tabela 02.

Todas as placas foram acondicionadas em estufa bacteriolégica com

temperatura de 37°C por um periodo de 18 horas.

As medidas dos halos foram feitas com o auxilio de um paquimetro (Manostat

modelo 6911) e os resultados foram expressos em milimetros.

Tabela 02: Antibidticos e dosagens utilizadas no disco Sensifar® (Cefar) para bactérias gram
positivas e gram negativas.

Gram + Gram -

Antibiotico Sigla Dose ug Antibiotico Sigla Dose ug
Amicacina AMI 30 Amicacina AMI 30
Ampicilina AMP 10 Amoxicilina + AMC 30

Ac. Clavulanico

Cefalotina CFL 30 Ampicilina AMP 10
Ceftazidima CAZ 30 Aztreonama ATM 30
Ciprofloxacina CIP Cefepima CPM 30
Clindamicina CLI Cefotaximna CTX 30
Cloranfenicol CLO 30 Cefoxitina CFO 30
Cotrimoxazol SUT 25 Ceftazidima CAZ 30
Eritromicina ERI 15 Ceftriaxona CRO 30
Gentamicina GEN 10 Ciprofloxacina ClP 5
Oxacilina OXA 1 Cloranfenicol CLO 30
Penicilina G PEN 10 Cotrimoxazol SUT 25
Tetraciclina TET 30 Gentamicina GEN 10
Tobramicina TOB 10 Tetraciclina TET 30
Vancomicina VAN 30 Tobramicina TOB 10
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4.10. Andlise estatistica

Para anadlise das alteracbes na espessura da pata e das alteragdes
hematoldgicas foi, inicialmente, utilizado o teste de Analise de Variancia (ANOVA), e
as comparagdes multiplas foram realizadas por meio de teste de Turkey-Kramer,
sendo o nivel de significancia estabelecido para p<0,05. As analises foram efetuadas
pelo programa Graph Pad Instat e as figuras dos resultados foram feitas com a

utilizagcado do programa Microsoft Excell.

32



www.neip.info

5. RESULTADOS

5.1. Preparo da secrecao cutanea de P. bicolor e dosagem protéica.

AplOs a raspagem a secrecdo antiga, obteve-se o peso de 354 mg. A
secrecdo recente foi raspada até atingir o peso de 354 mg e ambas foram
solubilizadas com o mesmo volume de solugao fisiologica.

Uma parte da secregao nao dissolveu na solugao fisiolégica, precipitando no
fundo do tubo. A fase liquida foi aliquotada (0,04 mL) e armazenadas a —20°C até o
momento do uso.

Foi realizada a dosagem da quantidade protéica da secregédo antiga e nova,
por meio da leitura da absorbancia em espectrofotdmetro. Os valores de densidade
optica (DO), obtidos para as diferentes amostras de BSA, foram utilizados como
referéncia para elaboracdo de uma equacdo que permitiu a determinacdo da

quantidade protéica de presente na secrec¢ao (Figura 07).
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Figura 07: Curva padrao de quantidade protéica obtida para a amostra de BSA. R=0,9724

A leitura da DOsgonm foi de 0,420 para a secreg¢ao antiga e de 0,703 para a
secre¢cao nova. Esses dados foram colocados na curva padrao de BSA e a
concentragcao protéica de cada secrecao foi determinada em 2,381 mg/mL para a

secrecdo antiga e 4,954 mg/mL para a secre¢ao nova.
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5.2. Analise do perfil eletroforético das proteinas presentes na secrecédo de P.
bicolor por SDS-PAGE

kDa kDa
1155 - 1155
822 — — 822
64,2 - - B4 2
48 8 48 8
3t arA
2549 259
14.8 14 .8

A B

Figura 08: Perfil eletroforético das amostras: A - secrecao coletada em set/2004 (Rio Jorddo — AC),
B — secrecao coletada em out/2006 (Cruzeiro do Sul — AC)

O perfil eletroforético das secregdes A e B demonstram bandas protéicas em
numero e intensidade variaveis. A secrecao coletada em setembro de 2004 (Figura
08A) apresenta bandas evidentes nos intervalos de 115,5 - 40 kDa e 35 - 14,8 kDa,
a maior concentragao de proteinas foi evidenciada no intervalo de 115,5 — 82,2 kDa
e em uma banda de, aproximadamente, 40 kDa. A secrecéo coletada em outubro de
2006 (Figura 08B) apresenta bandas evidentes nos intervalos de 115,5 - 25,9 kDa e
proteinas com peso molecular inferior a 14,8 kDa. O intervalo de 115,5 — 64,2 kDa
apresentou a maior intensidade e concentracido de proteinas.

A anadlise da secrecdo antiga, em relagdo a secrecéo recente, demonstra a
auséncia de proteinas entre os intervalos de 37,1 e 27 kDa e com pesos

moleculares abaixo de 14,8 kDa.
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5.3. Avaliacéo da atividade edematogénica da secregéo de P. bicolor.

Para avaliagdo da possivel atividade causadora de edema da secrecao de
P. bicolor camundongos foram inoculados com diferentes doses da secreg¢ao na pata
esquerda e com o mesmo volume se solugao fisiolégica na pata direita. Ambas
foram mensuradas ao longo de 48 horas.

Conforme pode ser observado na figura 09, a dose de 0,25mg/mL causou um
aumento na espessura da pata de 43%, com pico de atividade 1 hora apds a
inoculagao. Diferengas significativas foram determinadas para os periodos entre 1 e
4 horas (p<0,05).

0,400
€ 0,350
;’ —x— Pata Direita
g —o— Pata Esquerda
Z 0,300
o
°
c
£ 0,250
g Y o
|_

0,200 - f f f f f f f
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tempo (h)

Figura 09: Aumento da espessura da pata dos camundongos inoculados com 0,25 mg/mL da
secrecgao de P.bicolor. * p<0,05.

Para a dose de 0,5 mg/mL, foi observado um aumento na espessura da pata
de 40%, com pico de atividade 1 hora apds a inoculagéao e diferengas significativas
foram determinadas para os periodos entre 1 e 4 horas (p<0,05). Embora, neste
grupo experimental tenha sido utilizado o dobro da quantidade de secregdo o
aumento na espessura da pata apresentou um padrdo parecido com o grupo que

recebeu 0,25 mg/mL, conforme mostrado na figura 10.
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Figura 10: Aumento da espessura da pata dos camundongos inoculados com 0,5 mg/mL da secregao
de P.bicolor. * p<0,05.

A dose de 1 mg/mL causou um aumento na espessura da pata de 56%, com
pico de atividade 1 hora apds a inoculagdo e diferengas significativas foram
determinadas para os periodos entre 1 e 4 horas (p<0,05), conforme mostrado na

figura11.
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Figura 11: Aumento da espessura da pata dos camundongos inoculados com 1 mg/mL da secregao
de P.bicolor. * p<0,05.
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A maior dose testada, de 2 mg/mL, causou um aumento na espessura da pata
de 71%, com pico de atividade 1 hora apos a inoculagéo e diferengas significativas
foram determinadas para os periodos entre 1 e 6 horas (p<0,05), conforme pode ser

observado na figura 12.
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Figura 12: Aumento da espessura da pata dos camundongos inoculados com 2 mg/mL da secregéo
de P.bicolor. * p<0,05.

Foi possivel determinar que a dose de 2 mg/mL foi a que causou um maior
aumento na espessura das patas, para avaliar este efeito em periodos mais curtos,
um novo grupo de animais foi inoculado com 2 mg/mL de secre¢cdao na pata
esquerda e com o mesmo volume de solugao fisiologica na pata direita e 0 aumento

da espessura foi determinada em periodos.
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Nesse novo experimento, foi possivel observar que a dose de 2 mg causou
um aumento na espessura da pata de 74%, com pico de atividade 5 minutos apos a
inoculagdo e diferengas significativas foram determinadas para todos os periodos

entre 5 e 60 min (p<0,05), conforme mostrado na figura 13.
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Figura 13: Aumento da espessura da pata dos camundongos inoculados com 2 mg/mL da secregao
de P.bicolor, avaliadas nos periodos iniciais apés a inoculagédo. * p<0,05.
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5.4. Avaliacdo da alteracdo no numero de leucdcitos totais e diferenciais

A contagem do numero total de leucdcitos sanguineos demonstrou um
aumento que teve inicio no periodo de 15 minutos apds a inoculagéo, atingindo
numero maximo no periodo de 60 minutos e retornando a normalidade em 2horas.
Diferencas significativas (p<0,05) foram determinadas para os periodos de 30 e 60

minutos, conforme a figura 14.
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Figura 14: Contagem total e diferencial de leucdcitos.
(*) linfocitos, (#) polimorfonucleares, (¢) contagem total (p<0,05).

As alteragcbes na contagem diferencial dos leucdcitos sangulineos puderam
ser observadas a partir do periodo de 15 minutos apds a inoculagao, intervalo no
qual ocorreu um aumento significativo na populagao de polimorfonucleares (p<0,05)
e uma diminuigdo na populagdo de linfécitos (p<0,05). Essas alteragdes
permaneceram até o periodo de 30 minutos, retornando aos niveis do grupo controle
nos periodos posteriores. Ndo foram determinadas diferengas significativas para os
outros periodos. Nao ocorreu alteragao significativa na populacdo de mondcitos
durante os periodos analisados neste experimento. Os resultados estdo expressos

em porcentagem na figura 14.
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5.5. Andlise histolégica do infiltrado de células inflamatérias na regido do
coxim plantar induzida pela inoculagéo de secrecéo de P. bicolor.

A analise do grupo controle (0 minuto) revelou auséncia de infiltrado
inflamatario significativo na regido de derme, conforme pode ser observado na figura
15a. Porém, a analise realizada no grupo 1, apdés 15 minutos da inoculagdo da
secrecdo, demonstrou a presenga de congestdo e edema moderados da derme,
podendo set observados espagcamento e desorientagdo das fibras colagenas. Ha
dilatacdo de capilares linfaticos e presenca de infiltrado inflamatério multifocal
discreto a moderado constituido por células mononucleares e poucos neutrofilos
(Figura 16)

Na analise da pata apos 30 minutos de inoculagdo (grupo 2), pode ser
observada presenca de edema e congestdo em subcutdneo com dilatagdo de
linfaticos. Ha infiltrado inflamatdério multifocal em derme com predominio de células
polimorfonucleares (neutrofilos). Ha poucos eosindfilos e mastocitos (Figura 17).

Para o periodo de 60 minutos (grupo 3) ocorreu a manutengado do edema e de
infiltrado inflamatdrio multifocal mais acentuado em derme, porém aprofundando-se
para a hipoderme e camadas de musculatura estriada. O infiltrado é&,
predominantemente, polimorfonuclear neutrofilico com a presenga de eosindfilos e
mastocitos. Nota-se marginagao leucocitaria em diversos capilares na regidao do
processo inflamatério. Foi possivel observar também focos de hemorragia. (Figura
18).

A analise dos animais do Grupo 4, coletadas apds 120 minutos demonstrou a
presenca de edema moderado. Aspecto semelhante ao animal do grupo 3, com
infiltrado inflamatdrio multifocal predominantemente polimorfonuclear neutrofilico na
derme, hipoderme e camadas musculares. Foram também observados eosindfilos e
mastocitos nas areas de inflamagéo (Figura 19).

Para os animais do grupo 5 (240 minutos), observou-se infiltrado inflamatério,
predominantemente, polimorfonuclear neutrofilico multifocal acentuado em derme,
hipoderme e camadas musculares. Ha poucos eosinoéfilos e mastdcitos (Figura 20).

No periodo de 360 minutos apds a inoculagédo (grupo 6), foi observada a
presenca de infiltrado inflamatério acentuado multifocal em derme, estendendo-se
para a hipoderme e camadas musculares. Também foi possivel notar a presenca de

macrofagos em pouca quantidade fazendo parte desse infiltrado. Na derme, edema
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foi acentuado com diversos fibroblastos jovens dispersos em varias direcbes. Edema
e hemorragia foram bastante evidentes. Ha poucos eosinofilos e mastdcitos (Figura
21).

No ultimo periodo avaliado, 480 minutos, foi possivel demonstrar a presenca
de infiltrado inflamatério moderado e multifocal com predominio de
polimorfonucleares, mas com maior numero de macréfagos do que no tempo
anterior. Ha4 menos edema e congestdo que em outros tempos (Figura 22)

Nota-se que a secregdo, em uma concentragdo de 2mg/mL, provoca uma
resposta inflamatéria aguda com presenca de edema e congestdo em derme e
infiltrado polimorfonuclear neutrofilico predominante multifocal que inicia discreto a
moderado nos casos 15 e 30 minutos e comega a aumentar no caso 120 minutos,
tornando-se mais acentuado em 240 e 360 minutos, onde acometem, além da
derme, a hipoderme e camadas musculares. Ha também alguns eosindfilos e
mastocitos com citoplasma granulado que podem indicar um discreto processo

alérgico.

41



www.neip.info

Figura 15: (a) - Pele sem evidéncia de infiltrado inflamatdrio significante.
Aumento 200X.
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Figura 16: (a) - Edema moderado da derme. (b) — Adeséao de leucécitos.
(c) - Espagamento das fibras colagenas indicando edema.
(a) - Aumento 200X. (b) — Aumento 1000X. (c) — Aumento — 400X
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Figura 17: (a) e (d) — Infiltrado inflamatério em derme. (b) — Predominémcia de células
polimorfonucleares (neutrofilos). (c) — Marginacao leucocitaria.
(a) - Aumento 200X. (b) e (c) — Aumento 1000X . (d) — Aumento 400X
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Figura 18: (a) - infiltrado inflamatdrio multifocal mais acentuado em derme e aprofundando-se para a
hipoderme. (b) e (e) - Focos de hemorragia. (c) — Marginagao leucocitaria. (d) — Infiltrado
predominantemente polimorfonuclear. (a) e (b) - Aumento 200X. (c), (d) e (e) — Aumento 1000X
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Figura 19: (a) - Infiltrado inflamatorio na derme e hipoderme. (b) - Infiltrado inflamatério em camadas
musculares. (a) e (b) - Aumento 200X.
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Figura 20: (a) — Infiltrado inflamatoério em derme. (b) — Infiltrado inflamatério em tecido muscular. (a) e
(b) - Aumento 200X.
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Figura 21: (a) e (e) — Focos de hemorragia. (b) — Infiltrado inflamatério na derme e hipoderme.
(c) — Fibras colagenas desorientadas indicando edema. (d) — Fibroblastos jovens.
(a) e (b) - Aumento 200X. (c) e (d) — Aumento 1000X. (e) — Aumento 400X
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Figura 22: (a) — Infiltrado inflamatério moderado.
(a) - Aumento 200X.
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5.6. Andlise da atividade antibacteriana.

Testes realizados com a secregdo antiga nas seguintes dosagens: 0,025;
0,05; 0,1 e 0,2 mg/mL, correspondentes a 0,005 mL (1/10) das amostras utilizadas
para inoculagcdo durante o experimento, ndo apresentaram atividade antibacteriana
tanto para E. coli como para S. aureus.

Um novo teste foi realizado, utilizando doses de 2,3 e 1,2 mg/mL da secregao
antiga incluindo doses de 4,9; 2,4; 1,2; c e 0,3 mg/mL da secregao recentemente
coletada. Os resultados indicam que na secregao antiga foi observada uma atividade
antibacteriana para ambas as doses (2,3 e 1,2 mg/mL) tanto sobre E. coli quanto
para S.aureus. Ja a secregao recente apresentou atividade antibacteriana para
E. coli nas doses de 4,9 e 2,4 mg/mL e para S.aureus nas doses de 4,9;; 2,4; 1,2 e
0,6 mg/mL (Figura 23).

Figura 23: Atividade antibacteriana das secregdes: E. coli (1 e 2) e S. Aureus (3 e 4). Discos
antibiograma gram-negativo (1) e gram-positivo (3). Dosagens: secregéo antiga — 2,3 mg/mL (A);
secrecao antiga — 1,2 mg/mL (B); secregéo recente — 4,9 mg/mL (C); secregéo recente — 2,4 mg/mL
(D); secregao recente — 1,2 mg/mL (E); secregao recente — 0,6 mg/mL (F);
secregao recente — 0,3 mg/mL (G).
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Foi observada uma maior atividade inibitéria no crescimento de colbénias de

S. aureus em relagao as de E. coli para todas as doses que demonstraram atividade

antibacteriana, conforme mostra a tabela 03. Essa maior sensibilidade da bactéria

gram positiva testada foi observada para as duas secregdes.

Todos os antibidticos testados (Tabela 02 pag. 31) causaram halos com

didmetros maiores (18,40 — 30,75 mm para E. coli e 27,1 — 49,1 mm para S. aureus)

do que as doses das secregbes com excegao da Ceftazidima, que causou a

formagao de um halo de 22,7 mm para E. coli e 10,3 mm para S. aureus.

Tabela 03: Analise da atividade antibacteriana das duas amostras de secregao.
Volume utilizado nas doses: 0,01 mL em discos de papel filtro com 9 mm de diametro.

Doses (mg/mL)

E. coli ATCC 8739 (-)

S. aureus ATCC 6538 (+)

Secrecgao antiga
A-23
B-1,2

Secrecao recente
C-49
D-24
E-1,2
F-0,6
G-0,3

didmetro (mm)

10,10
9,20

11,20
9,65

diametro (mm)

13,25
10,90

17,10
12,90
11,15
10,10
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6. DISCUSSAO

Alguns peptideos, principalmente, da familia das dermaseptinas apresentam
estrutura formada por aminoacidos em uma cadeia linear com estrutura secundaria
aleatoria em solvente aquoso e ordenada (a -hélice) em meio apolar (MOR et al.,
1994a; MOR & NICOLAS, 1994b). E possivel que, devido a presenca de residuos de
aminoacidos hidrofébicos, algumas proteinas ndo tenham sido solubilizadas na
solucgéo fisiolégica e, consequentemente, ndo foram incluidas neste estudo. Porém,
a solubilizagdo da amostra de secrecdo em solugdes de metanol como realizada por
alguns autores (DALY, 1992; ERSPAMER, 1993), seria inviavel para realizacdo do
estudo utilizando um modelo animal.

A maior parte dos trabalhos cientificos sobre a secrecao das diversas
espécies de Phyllomedusa sp. cita apenas os peptideos constituintes da secrecao.
Alguns peptideos com pesos moleculares entre 1,7-2,1 kDa (LEITE et al. , 2005); 3,1
kDa (SILVA et al. , 2000) e 5,4 kDa (BATISTA et al. , 2001) tém sido descritos pela
sua capacidade antimicrobiana.

As diferencas observadas no perfil eletroforético das duas secregcdes sugerem
a possibilidade de ocorrer uma degradagao das proteinas constituintes da secregéo
coletada em 2004 e armazenada na espatula de madeira em temperatura ambiente,
reproduzindo as condicbes de armazenamento tradicionais. Na literatura podemos
encontrar estudos que descrevem diferengcas entre a secrecado armazenada e a
coletada recentemente. LIMA (2005) cita as diferengas na utilizagdo pelos Katukina
em questdo ao numero de pontos de aplicagcdo entre a secre¢cao armazenada e a
recém-coletada, que € aplicada em menor quantidade devido aos fortes efeitos
fisioldgicos.

Além disto, ERSPAMER (1993) descreve a ocorréncia de degradagédo dos
peptideos na secrecdo desidratada, principalmente, da [Trp*Asn’]dermorfina-OH
encontrada na pele do anfibio.

Entretanto, somente estudos envolvendo espectrometria de massa poderiam
qualificar e quantificar com precisdo quais os peptideos ou proteinas degradadas na
secregao coletada em 2004.

Nao foram encontrados trabalhos referentes a atividade edematogénica ou
imunomodulatéria relacionadas com as secregdes de Phyllomedusa sp.

Diversos estudos demonstram que a formacdo do edema é decorrente do

aumento do fluxo da microcirculagdo local, seguido de um aumento na
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permeabilidade vascular com extravasamento de fluidos do plasma para o intersticio
(GARCIA-LEME et al. apud: BARBOSA, 2003). A bradicinina (Arg-Pro-Pro-Gly-Phe-
Ser-Pro-Phe-Arg), descoberta por ROCHA E SILVA et al. (1949), possui uma
atividade vasodilatadora e esta envolvida em processos inflamatérios, promovendo o
aumento da permeabilidade vascular (REGOLI & BARABE, 1980). E possivel que a
atividade edematogénica da secregdo seja potencializada pela filocinina (Arg-Pro-
Pro-Gly-Phe-Ser-Pro-Phe-Arg-lle-Tyr-HSO03), um peptideo da familia das bradicininas
presente na secregao de P. bicolor (ERSPAMER, 1993). Entretanto, no presente
estudo nao foram purificados peptideos ou proteinas, de forma que se torna
necessario a realizacdo de novos trabalhos mais especificos para a determinagao
precisa do agente edematogénico.

Os experimentos realizados neste estudo sugerem que a inoculagédo da
secrecado da P. bicolor em camundongos desencadeiam um processo inflamatério
agudo local. Segundo SILVA & MOTA (2003), a morfologia da inflamagao aguda
consiste em alteragcbes no calibre dos vasos e aumento do fluxo sanguineo,
alteracbes morfofuncionais na microcirculacdo resultando na saida de plasma e
células sangulineas da circulagado, migracéo de leucdcitos e seu acumulo no tecido
inflamado, hiperemia seguida de edema e hemorragia apds alguns minutos.

ERSPAMER (1993) cita dois peptideos constituintes da secrecao: a filocinina
e a flomedusina das familias das bradicininas e taquicininas, respectivamente, como
potentes agentes pro-inflamatorios.

A existéncia de mastdcitos e eosindfilos granulados nos periodos de 30 a 360
minutos com énfase no Grupo 4 (120 minutos), conforme demonstrado na analise
histopatoldgica, sugerem também uma discreta reacdo de hipersensibilidade do
tipo 1. A anafilaxia consiste em uma reacdo deflagrada por IgE ou por outra
anafilotoxina capaz de mediar degranulacdo dos mastdcitos, causando
vasodilatagdo e contragdo da musculatura lisa (ROITT & DELVES, 2004). Os
componentes do sistema complemento C3a, C4a e C5a atuam como anafilotoxinas
e, uma vez que seus receptores sdo encontrados tanto na superficie de mastocitos
como de neutréfilos, podem atuar tanto nas reagdes de hipersensibilidade quanto
nas reagodes inflamatodrias (SILVA & MOTA, 2003).

Desta forma, € possivel que a secrecao cutanea de P. bicolor atue também
sobre sistema complemento, induzindo a formacdo dos componentes C3a, C4a e
Cba.

53



www.neip.info

No extrato da pele de alguns anfibios do género Rana, foram encontrados
peptideos com fung¢des quimiotaticas com agédo na degranulagdo de mastdcitos e,
dentre estes peptideos, podemos citar: a Granuliberina-R (Rana rugosa); Pipina I, Il
e lll (Rana pipens) e o VSCP-1 e VSCP-5 (Rana erythraea) semelhantes a
crabrolina extraida do veneno de vespas (ERSPAMER, 1987).

O fato das reacdes de hipersensibilidade do tipo | serem desencadeadas apés
a fase de sensibilizagdo, na qual anticorpos do tipo IgE s&o produzidos contra o
antigeno (ROITT & DELVES, 2004), experimentos que avaliem os niveis desses
anticorpos na circulagdo dos animais inoculados ou mesmo o0s sintomas
desencadeados apos inoculagdes subseqlientes da secregao, sao de fundamental
importancia. No presente estudo, n&o foi possivel realizar uma segunda inoculagao
em animais, previamente, sensibilizados pela secreg¢do, portanto, ndo foram
realizados experimentos que avaliassem os efeitos da hipersensibilidade.

Diversos peptideos encontrados na pele de anfibios sdo analogos aos fatores
liberadores de hormdnio encontrados em mamiferos. A xenopsina encontrada na
Xenopis laevis que tem semelhanga com o horménio liberador da tirotropina (TRH)
(ERSPAMER, 1987), a bombesina encontrada nas espécies de Bombina sp. sao
semelhantes aos fatores de liberacao de gastrina e neuromedina B e C (PRATES,
1999).

A sauvagina presente na secrecdo (ERSPAMER et al, 1993) tem estrutura
muito semelhante ao fator liberador de corticotropina (CRF/CRH) (PALLI et al, 1983),
que por sua vez induz a hipofise anterior a secretar o horménio adrenocorticotrépico
(ACTH), o qual flui através do sangue para o cortex da adrenal, induzindo a
secrecao de glicocorticoides, como a corticosterona.

ERSPAMER (1993) cita que a capacidade de enfrentar situagbes de estresse,
descritas pelo antropdlogo Peter Gorman, € decorrente das ceruleinas e sauvaginas
presentes na secrec¢ao. Além disso, cita que a aplicacdo da secrecao feita pelos
indios Matsés por 10-15 dias consecutivos, pode provocar uma ativagao persistente
do eixo pituitaria adrenal pela sauvagina e, ao mesmo tempo, causando os efeitos
analgésicos decorrentes da ceruleina.

A Imunoneuroendocrinologia tem despertado a atencdo dos pesquisadores
quanto ao estudo da relagao entre os sistemas imune, nervoso e enddécrino, os quais
compartilham receptores para citocinas, neurotransmissores € horménios (MISSIMA,
2005).
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BESEDOVSKY & DEL REY (1996) descrevem o efeito imunomodulatério do
estresse, relacionando o efeito das interleucinas com a ativagdo da adrenal, sendo
que a IL-1 e a IL-6 estdo envolvidas no aumento de ACTH e consequentemente o
aumento da corticosterona. A IL-1 e a IL-6 também estdo relacionadas com
processos proé-inflamatérios, onde a IL-1 é responsavel por: estimular a producao de
linfocitos T, aumentar a produgdo de outras citocinas, incluindo a IL-2 e seu
receptor, proliferar os linfécitos B, e produzir quimiocinas e ICAM-1 e VCAM-1,
responsaveis pela adeséo dos leucdcitos no endotélio (ROITT & DELVES, 2004).

DHABHAR (2002) postula que durante, os primeiros minutos apds o estresse
agudo, o numero de leucocitos aumenta, porém persistindo o estimulo esse numero
comecga a diminuir e assim permanece. Essa diminuigdo é devida a redistribuicao de
leucocitos e imunovigilancia. Cessado o estresse, o numero de leucdcitos retorna ao
nivel basal pré-estresse, dentro de poucas horas.

E possivel que a acdo da sauvagina, pela sua grande semelhanca com o
CRF/CRH, simule uma situagédo de estresse no organismo e seja responsavel pela
alteracdo na quantidade de linfécitos e polimorfonucleares nos primeiros 100
minutos apds a inoculagéo, atingindo a homeostase apds 120 minutos. Entretanto,
0s mecanismos desencadeados pela secre¢cao que levam a estimulagdo de uma
atividade inflamatdria, de hipersensibilidade e a atividade enddcrina, precisam ser
mais bem avaliados para elucidar questdes como: a identificacdo de quais sao os
agentes inflamatérios da secregdo e sua dinamica, efetuar testes de
hipersensibilidade para avaliar uma possivel resposta anafilatica e verificar a relagao
entre a imunomodulagao dos peptideos da secrecao e o sistema neuro-enddcrino.

As dermaseptinas sdo moléculas catibnicas contendo de 24-33 residuos
aminoacidos que exercem atividade litica sobre bactérias, protozoarios ciliados,
leveduras e fungos filamentosos. Atualmente, existem 17 peptideos da familia das
dermaseptinas: as DS | — DS V de P. sauvagii; as DB | — DB VI de P. bicolor e as DD
K,DD L, DD M, DD Q1 e DD Q2 de P. distincta (PRATES, 1999)

Existem diversos estudos referentes a atividade antimicrobiana das
dermaseptinas e seus homologos sintetizados contra bactérias gram positivas e
gram negativas, protozoarios, fungos e leveduras (Tabela 4). Entretanto, as doses
utilizadas dos peptideos isolados nos diversos trabalhos sdo bem menores que as
utilizadas neste estudo, possivelmente pelos residuos aminoacidos hidrofébicos e da

estrutura secundaria das dermaseptinas, insoluveis em solucéo fisioldgica.
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Tabela 04: Dermaseptinas presentes em diversas espécies de Phyllomedusa sp. e a atividade
inibitéria de bactérias, protozoarios, fungos e leveduras.

Microorganismos inibidos

Espécie de Phyllomedusa

Autor

Bactérias:

Acinetobacter calcoaceticus

Acholeplasma laidlawii

Aeromonas caviae

Bacillus megaterium

Corynebacterium glutamicum

Enterococcus faecalis

Escherichia coli

Nocardia brasiliensis

Pseudomonas aeruginosa

Sinorhizobium meliloti

Spiroplasma melliferum

Staphylococcus aureus

P. distincta,
P. oreades

P. bicolor

P. sauvagii

P. bicolor
P. bicolor

P. hypochondrialis,
P. oreades
P. sauvagii,

P. bicolor
P. distincta,
P. hypochondrialis,
P. oreades,
P. sauvagii,
P. tarsius,

P. sauvagii

P. bicolor,
P. distincta,
P. hypochondrialis
P. oreades,
P. sauvagii,
P. tarsius,

P. bicolor
P. bicolor

P. bicolor,
P. distincta.
P. hypochondrialis,
P. oreades,
P. sauvagii,
P. tarsius,

BRAND et al, 2002

AMICHE et al, 2000

MOR et al, 1994c,
MOR & NICOLAS, 1994d

AMICHE et al, 2000
AMICHE et al, 2000

MOR et al, 1994c,
MOR & NICOLAS, 1994d,
LEITE et al, 2005

MOR et al, 1994c,

MOR & NICOLAS, 1994d,
CHARPENTIER et al, 1998,
PRATES, 1999,

FEDER et al, 2000,
BRAND et al, 2002,

LEITE et al, 2005.

MOR et al, 1994c,
MOR & NICOLAS, 1994d

MOR & NICOLAS, 1994d,
CHARPENTIER et al, 1998,
PRATES, 1999,

BRAND et al, 2002,

LEITE et al, 2005

AMICHE et al, 2000
AMICHE et al, 2000

MOR et al, 1994c,

MOR & NICOLAS, 1994d,
CHARPENTIER et al, 1998,
PRATES, 1999,

BRAND et al, 2002,

LEITE et al, 2005
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Microorganismos inibidos

Espécie de Phyllomedusa

Autor

Protozoéarios:

Leishmania mexicana

Trypanosoma cruzi

Plasmodium faciparum

Fungos:
Arthroderma simii

Aspergillus sp.

Aspergillus fumigatus

Aspergillus niger

Microsporum canis

Tricophyton mentagrophytes

Tricophyton rubrum
Leveduras:

Candida albicans

Cryptococcus neoformans

Saccaromyces cerevisiae

P. sauvagii
P. distincta

P. oreades,

P. sauvagii

P. sauvagii

P. sauvagii

P. sauvagii

P. sauvagii

P. sauvagii

P. sauvagii

P. sauvagii

P. sauvagii

P. sauvagii

P. sauvagii

MOR & NICOLAS, 1994d

BRAND et al, 2002

GHOSH, et al, 1997,
KRUGLIAK et al, 2000,
EFRON et al, 2002

MOR & NICOLAS, 1994d,
MOR et al, 1994c

MOR et al, 1994c
MOR & NICOLAS, 1994d

MOR & NICOLAS, 1994d,
MOR et al, 1994c

MOR & NICOLAS, 1994d,
MOR et al, 1994c

MOR & NICOLAS, 1994d,
MOR et al, 1994c

MOR & NICOLAS, 1994d,
MOR et al, 1994c

MOR & NICOLAS, 1994d,
MOR et al, 1994c

MOR & NICOLAS, 1994d,
MOR et al, 1994c

MOR et al, 1994c
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7. CONCLUSAO

— A secrecdo cutanea da Phyllomedusa bicolor, quando solubilizada em solugéo
fisioldgica e administrada pela via subcutdnea (2mg/mL), produz um efeito
inflamatério agudo no local da inoculagdo com presenca de edema e,

posteriormente, um infiltrado de células polimorfonucleares.

— Alguns mastocitos e eosinofilos encontrados em poucas quantidades sugerem
uma discreta hipersensibilidade do tipo1, fazendo-se necessarios novos

experimentos com animais previamente sensibilizados pela secrecgao.

— As diferengas nos perfis eletroforéticos das secrecdes coletadas em periodos
diferentes indicam uma possivel degradacao das proteinas constituintes no decorrer

do tempo.

— A atividade antibacteriana das amostras da secrecio foi constatada, entretanto
nao superou a atividade dos antibidticos utilizados no experimento. O fato de a
secregao estar diluida em solucdo aquosa, possivelmente, contribuiu com a
separacao dos peptideos com atividade antimicrobiana, devido a presenca de

residuos aminoacidos hidrofébicos e de sua estrutura secundaria.
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