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RESUMO

Os peixes séo fonte de compostos bioativos com diversas funcbes, como as atividades
antimicrobiana e antitumoral. O Acanthodoras spinosissimus é um peixe da familia
Doradidae, chamado popularmente de bacuzinho roncador. Essa espécie libera uma
secrecdo esbranquigada a partir das glandulas axilares quando se sente ameagada. Essa
secre¢do demonstra atividade antimicrobiana e ictiotoxica indicando possuir um papel
importante na defesa ndo apenas contra possiveis predadores como contra
microrganismos. As fra¢cdes nomeadas como Ac_7 e Ac_8 foram isoladas por HPLC e
suas massas estabelecidas por espectrometria do tipo MALDI-TOF/TOF como 543 e 544
Da, respectivamente e demonstraram atividade contra Escherichia coli, Staphylococcus
aureus e Candida albicans (MICs das trés cepas iguais a 500 UM para Ac_7 e 250 uM
para Ac_8); atividade citotoxica contra células tumorais da linhagem MCF-7 e atividade
contra micelas lipidicas, causando a lise de micelas de fosfatidilcolina, embora a mesma
seja significativamente reduzida na presenca de colesterol. Ambas as fragdes néo
demonstram padrdo de fragmentacdo tipico de peptideos, além de possuirem analitos

lipidicos em sua estrutura.

Palavras-chave: Acanthodoras spinosissimus, Secrecdo axilar, Atividades bioldgicas,

Atividade antimicrobiana, Citotoxicidade.



ABSTRACT

Fishes are source of bioactive compounds with various functions, such as antimicrobial
and antitumoral activities. The Acanthodoras spinosissimus belongs to the Doradidae
Family, popularly known as Talking Catfish. This species releases a milky-looking
secretion from the axillary glands when it feels threatened. The secretion showed
antimicrobial and ichthyotoxic activities which indicates an important role in the defense
not only against possible predators but also against microorganisms. The fractions named
as Ac_7 and Ac_8 were isolated by RP-HPLC and their molecular masses evaluated by
MALDI-TOF/TOF spectrometry as 543 and 545 Da, respectively. These fractions
demonstrated activity against Escherichia coli, Staphylococcus aureus, and Candida
albicans (MICs of all 3 strains = 500 uM for Ac_7 and 250 uM for Ac_8); cytotoxic
against the MCF-7 tumoral lineage; and activity against phospholipid membranes,
causing the lysis of phosphatidylcholine micelles, although it is significantly reduced in
the presence of cholesterol. Both fractions do not show peptide fragmentation spectrum

and have lipid analytes in their structure.

Keywords: Acanthodoras spinosissimus, Axillary Secretion, Biological Activities,

Antimicrobial Compounds, Cytotoxicity.
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1. Introducéo

Os peixes sdo um grupo composto por mais de 32 mil espécies, representando mais
da metade do nimero de espécies atualmente conhecidas dentre os vertebrados (Nelson et
al., 2016). Estes animais estdo expostos a um ambiente rico em microrganismos muitas vezes
patogénicos, tanto para 0s proprios peixes como para 0s seres humanos, no entanto estes se
mantém saudaveis gracas a diversos mecanismos de defesa inata e especifica (Ellis, 2001).

Os peixes sdo considerados com uma grande fonte de moléculas com potencial
farmacologico e de interesse para a pesquisa académica (Church & Hodgson, 2002;
Halstead, 1988; Tan, 2003) uma vez que a producdo de grande numero de moléculas com
ampla variedade de estruturas e diversidade de propriedades quimicas € uma estratégia
fundamental para a sobrevivéncia em ambientes altamente competitivos (Russel, 1971).
Segundo Pomponi (1999) os peixes, sendo estes venenosos ou ndo, sao potenciais fontes de
substancias bioativas, incluindo peptideos, enzimas, carboidratos e &cidos graxos poli-

insaturados.

1.1 Acanthodoras spinosissimus

Figura 1. Acanthodoras spinosissimus. Autoria: Clinton & Charles Robertson. Fonte:
Wikimedia Commons. Disponivel em <https://commons.wikimedia.org/wiki/File:Acanthodoras_

spinosissiums.jpg> acessado em 04. Abr. 2020.
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Pertencente ordem Siluriformes (bagres), familia Doradidae, da qual fazem parte os
bagres espinhosos (Thorny Catfishes), o género Acanthodoras é composto por apenas trés
especies descritas (Sabaj & Ferraris Jr 2003): A. cataphractus (Linnaeus, 1758), A. depressus

(Steindachner 1881) e A. spinosissimus (Eigenmann & Eigenmann, 1888).

Acanthodoras spinosissimus (Figura 1) ndo é considerada como uma espécie de
interesse para consumo humano. Conhecido popularmente conhecido como bacuzinho
roncador, € um peixe de agua doce encontrado na América do Sul, ocorrendo por toda a

bacia do rio Amazonas e no rio Essequibo, localizado na Guiana (Froese & Pauly, 2019).

Apesar de ser comumente comercializado como peixe de aquario poucos estudos
foram realizados com a espécie, o que resulta em uma enorme caréncia de informacdes

béasicas, havendo apenas dados sobre morfologia, taxonomia e sistematica.

1.2 Toxinas de peixes

Segundo dados do Instituto Chico Mendes (2021), no Brasil existem 3150 peixes
continentais e 1358 peixes marinhos, representando o maior grupo dentre as
aproximadamente 8930 espécies de vertebrados no pais, com diversos desses peixes,
especialmente Rajiformes (arraias) e Siluriformes (bagres) sendo conhecidos por utilizar
peconhas como formas de defesa, além de estarem muito relacionados a acidentes com
pescadores e banhistas (Halstead, 1988), com espécies de Siluriformes sendo apresentadas
como causadores de 70% dos acidentes marinhos, podendo chegar a 90% dos casos em agua

doce (Garrone Neto et al., 2005; Haddad Jr & Martins, 2006; Haddad Jr, 2008).

Apesar disso, os estudos sobre toxinas de animais aquaticos em geral ainda sdo muito
escassos quando comparados aos dados disponiveis sobre animais terrestres. Em uma
revisdo de 2013 sobre a evolucdo das peconhas, Casewell e colaboradores apenas fazem

breves mencgOes aos peixes e sem maiores detalhes sobre a composi¢do e mecanismos de
18



acao dessas toxinas. Segundo dados fornecidos por Campos e colaboradores em 2016, 0s
peixes representam apenas 1% dos resultados das buscas por sequencias de proteinas
bioativas no banco de dados UniProtKB, sendo a vasta maioria dessas sequencias oriundas
de aranhas (46%), escorpifes (34%) e serpentes (19%). Dentre esses peixes a vasta maioria
é representada por peixes peconhentos com praticamente nenhum trabalho disponivel sobre

as toxinas de peixes venenosos.

1.2.1 Envenenamento por peixes pegonhentos

O resultado mais comum observado em acidentes causados por peixes é uma dor
intensa, geralmente desproporcional ao tamanho do ferimento, sendo possivel observar
também atividade neuromuscular, cardiovascular, hemolitica e possivel necrose cutanea
oriundas do envenenamento (Halstead, 1988; Church & Hodgson, 2002; Sosa-Rosales et al.,

2005; Smith & Wheeler 2006; Trim & Trim 2013).

No Brasil, os principais responsaveis por acidentes séo os bagres marinhos da familia
Ariidae, enquanto em &gua doce se destacam 0s bagres Pseudoplatystoma corruscans,

Pimelodus maculatus e espécies do género Pimelodella (Haddad, 2008).

Os mecanismos fisiopatolégicos por trds dos apresentados em quadros clinicos de
envenenamentos causados pelo peixe Mandi (P. maculatus) foram avaliados de maneira
experimental pela primeira vez em 2015 por Sarmiento e colaboradores. Os autores
demonstram que em concentra¢fes a partir de 30 pg, a peconha é capaz de induzir os
principais sintomas (dor intensa, inflamacé@o e formacdo de edema) em camundongos (M.
musculus) mesmo sem que ocorra a perfuracdo pelos ferrbes, além de causar alteragdes na
permeabilidade dos vasos sanguineos de ratos (Rattus norvegicus); arritmia e reducdo na
forca de contracdo de maneira reversivel in situ no coragdo do sapo Lithobates catesbeianus

(Sarmiento et al., 2015).

19



O envenenamento por individuos do género Thalassophryne, conhecidos na regido
nordeste do pais como Niquim ou peixe-pedra, causa dor intensa, tontura, febre, edema e
necrose. Quando avaliada em camundongos (Mus musculus) a peconha de T. maculosa
causou 0s mesmos sintomas e apresentou LDso = 4.93 mg/kg (Sosa-Rosales et al., 2005).
Essa espécie apresenta um componente sexual na toxicidade da pegonha, com machos
causando maior resposta nociceptiva, enquanto a peconha das fémeas produz maior
atividade proteolitica (Lopes-Ferreira et al., 2016). Em 2005 foram isoladas uma familia de
proteinas da peconha de T. nattereri, nomeadas como naterinas. Essas proteinas provocam
dor aguda, formacéo de edemas, além de clivar o cininogénio humano e peptideos sintéticos

derivados do cininogénio, liberando a calidina (Magalhées et al., 2005).

Respostas diferentes relacionadas ao sexo dos peixes, assim como a idade também
séo observadas em arraias como a Potamotrygon rex. Em 2019, Dos Santos e colaboradores
demonstraram que fémeas jovens de P. rex causam maior ativacdo da resposta nociceptiva
enquanto adultos de ambos os sexos induzem a fase exsudativa do processo inflamatdrio,

rompimentos vasculares e neutrofilia.

Embora exista uma grande variacdo taxonémica entre as espécies de Siluriformes,
peconhas dos bagres mantém consistentemente os efeitos principais (citotdxico,
neurotéxico, cardiovascular e hemolitico) tanto no ambiente laboratorial, a partir de extratos
de tecidos diversos quanto em resposta a predadores, indicando uma convergéncia quanto
aos alvos sistémicos. As peconhas dos Siluriformes tendem a ser compostas por apenas
algumas poucas toxinas por espécie, e exames futuros ainda podem revelar uma grande

variagdo na diversidade de toxinas apresentadas pelos bagres (Wright, 2017).

1.3 Compostos antimicrobianos isolados de Peixes
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As buscas por compostos com atividade antimicrobiana originarios de peixes se
iniciaram a partir da descoberta da atividade da Pardaxina, molécula que ja era conhecida a
mais de 10 anos (Primor & Tu, 1980) e apresentou atividade contra cepas de bactérias Gram-
positivas e Gram-negativas (Oren & Shai, 1996) sendo considerado o primeiro Peptideo
Antimicrobiano (PAM) oriundo de peixes. Desde entdo diversas novos PAMs foram
isolados, como as Piscidinas (Lin et al., 2012) Pavoninina (Tachibana et al., 1984),
Moronecidina (Lauth et al., 2002), Oncorhyncin Il (Fernandes et al., 2003), além de
defensinas, catelicidinas, peptideos derivados de histonas, hipcidinas e cecropinas, (Masso-

Silva & Diamond, 2014).

A presenga de peptideos antimicrobianos na pele é geralmente associada ao muco
cuténeo assim como a géis produzidos pelas glandulas proteinaceas epidermais, sendo esse
tipo de célula considerado como o ponto de partida para a evolucao das glandulas de peconha

(Cameron & Endean, 1971).

Esses estudos, embora sejam escassos, revelam um alto potencial das toxinas isoladas
de peixes. Além disso, o foco das buscas em geral se concentra nos peptideos em detrimento
de outros compostos de origem ndo peptidica e que apresentam atividade antimicrobiana
confirmada, como no caso das saponinas, que sdo um grupo de moléculas que embora sejam
muito comuns em plantas, também foram isoladas de organismos aquéaticos como estrelas-
do-mar (De Marino et al., 1998), e em peixes do género Pardachirus (Tachibana et al., 1984;
Tachibana & Gruber, 1988) dentre as atividades reportadas estdo as atividades
antineoplasica (Nigrelli et al., 1967; Pettit et al., 1970), antifungica (Ruggieri & Nigrelli,
1974), antiviral, anti-inflamatoria e efeito ictiotoxico (Mackie et al., 1977). Além disso
ainda costumam possuir caracteristica anfifilica, agdo emusificante e detergente (Schenkel
etal., 2001).

1.4 Compostos antitumorais isolados de Peixes
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Além da atividade antimicrobiana, os peixes também se apresentam como potenciais
fontes de compostos antitumorais (Hilles et al., 2018). Em uma revisdo sistematica
apresentada em 2019, Cipolari e colaboradores citam aproximadamente 50 peptideos
bioativos oriundos de peixes descritos em trabalhos entre 1986 e 2019, em sua maioria com
atividade antimicrobiana, embora também tenha sido descritas atividades vasoativa e anti-

inflamatoria.

O muco do bagre marinho Tachysurus dussumier apresentou toxicidade contra células
de adenocarcinoma pulmonario humano da linhagem A549. Em 2015 Kwak e colaboradores
descreveram 0 muco cutaneo de enguias como candidatos promissores ao tratamento do
cancer ao reportar atividade antiproliferativa do muco de Anguilla japonica contra células
K562 da leucemia humana, uma vez que esse induz a apoptose através da via mitocondrial.
Em 2020 Gupta & Serajuddin reportaram a acdo do extrato lipidico total da carpa Labeo
lohita sobre células PC-3 (cancer de préstata humano) que resultou em apoptose ao aumentar

a producdo de espécies reativas de oxigénio e causar parada no ciclo celular.

Peptideos originalmente considerados como antimicrobianos tem ao longo dos anos
demonstrado atividade antitumoral. Alguns exemplos incluem a Pardaxina, que apresentou
atividade contra células de fibrosarcoma murino MN-11 (Wu et al., 2012), Epinecidina-1
assim como seu derivado sintético TH2-3 causam a reducdo da proliferacdo e migracdo
celular de células de fibrosarcoma humano da linhagem HT1080 (Chen et al., 2009%, Chen
et al., 20092, Lin et al., 2009). Epinecidina-1 ainda atua contra células U937 (leucemia
humana), induzindo a apoptose pela ativacdo da caspase-3, caspase-8 e caspase-9 (Chen et

al., 20092).

1.5 Glandulas axilares de Siluriformes.
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Figura 2. Liberacdo da secre¢do pelo poro axilar. Foto: Jansen Zuanon

As glandulas axilares dos siluriformes foram descritas pela primeira vez por Ginther
(1880), que as tratava como parte do aparato inoculador dos peixes, no entanto, atualmente
classificadas como crinotoxinas, um grupo que difere das peconhas tradicionais, uma vez
que sua liberacdo ndo depende de aparato inoculador como espinhas/ferrfes, além da alta
solubilidade na agua, que permite sua facil e répida dispersdo no ambiente (Ziegman &
Alewood, 2015; Wright, 2017). As funcfes associadas a este tipo de secrecdo tém carater
especulativo e incluem a regulacdo de feromonios, ionoregulagdo. Apesar disso existem
evidéncias empiricas para as atividades ictiotoxica (Greven et al, 2006) e antimicrobiana,
sendo esta Ultima apresentada por Kiehl et al. (2006) que avaliou a atividade da “secre¢do”
das glandulas axilares de Corydoras sterbai contra Vibrio fischeri a partir de um ensaio de

bioluminescéncia do tipo Microtox® test (DIN EM ISO 11348-3, 2007).

As glandulas axilares do A. spinosissimus sdo responsaveis pela liberagdo de uma
secrecdo esbranquicada (figura 2) quando o peixe sofre algum tipo de estresse, por exemplo
quando retirado da dgua durante a captura. Essa secrecdo é descrita como nociva para peixes

e de sabor muito amargo para o paladar humano (Sabaj 2002).
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2. Justificativa

A associacgdo entre o uso de antimicrobianos e o desenvolvimento de resisténcia por
parte das bactérias é conhecida desde a introducdo da penicilina, e confirmada ap6s o
isolamento de microrganismos resistentes a diversas classes farmacoldgicas (Gottesman et
al, 2009). Dentre as principais causas apontadas para o atual quadro de resisténcia esta a
automedicacédo, prescri¢des erradas e interrup¢do do tratamento e cura aparente do paciente
(Moraes et al, 2016). A resisténcia aos antibidticos se desenvolve como uma consequéncia
natural da capacidade adaptativa bacteriana, através da presséo seletiva causada pelo uso

indiscriminado dessas substancias (Santos, 2004, Silveira et al, 2015).

Outra preocupacdo da medicina atual é o desenvolvimento do cancer, atualmente
considerado como a segunda maior causa de mortes no mundo. Segundo dados da
Organizacdo Mundial da Salude um sexto das mortes ocorridas em 2018 aconteceu em
decorréncia de uma neoplasia e uma em cada 5 pessoas desenvolve algum tipo de cancer

(World Health Organization, 2021).

Dentro desse contexto, a busca por novos tratamentos alternativos é uma constante e
o0 potencial farmacoldgico das secre¢cdes/peconhas de peixes vem se mostrando cada vez
mais promissor ao longo dos anos, entretanto, ainda ha poucos dados disponiveis sobre
inimeros géneros de peixes, em especial, peixes que até entdo ndo sdo de interesse humano.
Cipolari e colaboradores (2019) ressaltam a evidente importancia de continuar os trabalhos
com peconhas e venenos provenientes de peixes de maneira a explorar seu potencial como

novas drogas e ferramentas fisioldgicas.

O presente trabalho também é pioneiro no estudo das propriedades das toxinas de

peixes VEeNenosos.
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3. Objetivos

3.1 Objetivo geral

Avaliar as atividades biologicas da secrecdo axilar bruta de Acanthodoras spinosissimus,

isolar e caracterizar os compostos citotdxicos responsaveis por essas atividades.
3.2 Objetivos especificos

- Avaliar as atividades antimicrobiana, ictiotdxica contra embrides de zebrafish e proteasica

da secrecéo axilar bruta de A. spinosissimus.

- Fracionar os compostos proteicos da secrecdo bruta por eletroforese em gel de

poliacrilamida (SDS-PAGE).

- Fracionar a secrecdo axilar de A. spinosissimus por cromatografia liquida de alta

performance em fase reversa (RP-HPLC).

- Avaliar a atividade antimicrobiana das fracfes obtidas e obter a minima concentragdo

inibitéria de cada composto com atividade.

- Caracterizar os compostos com atividade antimicrobiana da secre¢do axilar de A.

spinosissimus por espectrometria de massas do tipo MALDI-TOF/TOF.

- Avaliar a atividade das fracGes de interesse sobre micelas fosfolipidicas e a citotoxicidade

contra células tumorais.
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4. Material e Métodos

4.1 Captura dos animais e extracdo da secrecdo cutanea

Individuos adultos de Acanthodoras spinosissimus foram capturados na area de
Ponta do Cataldo, no municipio de Iranduba — AM, sob a licenga SisBio N° 70935-2 e acesso
ao patrimdnio genetico protocolo SisGen N° AA02CE7. Os animais foram identificados pelo

Professor Dr. Jansen Zuanon do Instituto Nacional de Pesquisas da Amazonia — INPA.

O A. spinosissimus pode ser capturado manualmente, tanto durante mergulho livre
quanto pela retirada de troncos ocos dentro d’agua e busca pelos peixes nas cavidades e
fendas de madeira, onde geralmente sdo encontrados individualmente. Ap6s a captura, 0s
peixes foram mantidos em baldes com agua do local de captura, com o uso de aeradores

portateis a pilha para manter uma oxigenacédo adequada.

A coleta da secrecdo foi feita retirando um individuo da agua e mantendo-o nas méos
com o ventre voltado para cima, provocando a liberacéo espontanea da secrecdo de aspecto
leitoso pelos poros axilares. Com o uso de uma pisseta abastecida com agua destilada, a
regido axilar dos peixes foi lavada e a secrecdo recolhida em um béquer. Quando o fluxo da
secrecdo cessa ou diminui bastante, o que geralmente ocorre ap6s um ou dois minutos de
manipulacdo, o peixe é devolvido a dgua e a secrecdo transferida para tubos Falcon e
imediatamente congelada a -20 °C. Nesse processo ndo ocorrem danos fisicos aos peixes e

nunca houve morte de individuos submetidos a retirada e coleta da secrecéo.

No laboratério de Toxinologia — UnB, a secre¢des foram liofilizadas (Liobras L101)
e aliquotas de 10 mg foram aliquotadas em tubos tipo eppendorf e armazenadas a -20 °C até

0 USO.

4.2 Avaliacéo da atividade antimicrobiana da secrecéo bruta
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Foi realizado um ensaio antimicrobiano inicial com 10 mg da secre¢éo bruta em placa
multi-pogos de fundo chato para avaliacdo da inibicdo do crescimento das bactérias
patogénicas Escherichia coli (ATCC 25922), e Staphylococcus aureus (ATCC 25923). O
meio de cultura utilizado foi Mueller Hinton. O controle de inibigcdo do crescimento foi feito

com ofloxacina 400 mg.

Para o ensaio antifingico foi utilizado placa multi-pogos para avaliagdo do
crescimento de Candida albicans. Como meio de cultura foi utilizado BHI (Brain Heart
Infusion) suplementado com Cloreto de Sédio e Glicose. O controle de inibicdo do

crescimento foi feito com formaldeido 0,4%.

Os microrganismos foram cultivados em 7 mL do meio apropriado sob agitacéo a
37°C até a densidade Optica igual a 1 em 590 nm. Em fase logaritmica, foram diluidos no
mesmo meio na seguinte proporcao: 1:50 bactérias Gram-negativas e 1:100 bactérias Gram-
positivas e fungos. As amostras sdo testadas em triplicata e ressuspendidas em agua
deionizada estéril. A avaliagdo do crescimento foi feita por densidade Otica em

espectrofotometro (Multiskan FC Thermo Scientific, USA) a 595 nm.

4.3 Ensaio de ictiotoxico com embrides de zebrafish

O ensaio com embriGes de “zebrafish” (Danio rerio) seguiu o protocolo padrdo para

avaliacdo de toxicidade: Fish Embryo Toxicity - FET - Test (OECD 2013).

Os ovos foram recolhidos dos aquéarios de cruzamento 30 minutos ap6s a desova,
lavados e distribuidos em placas de Petri com solugdes teste. A seguir os ovos foram
inspecionados individualmente no estéreo microscopio (Stereoscopic Zoom Microscope —
SMZ 1500, Nikon Corporation) sendo descartados 0s que apresentavam injdrias ou
irregularidades na clivagem. Foram usados 25 ovos, 5 por tratamento, distribuidos em uma

microplaca de 24 pocos. Em cada pogo foram colocados 2 mL de solugéo teste e um ovo.
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Foram usados cinco tratamentos: controle (0 pg/mL), 0,1; 1; 10 e 100 pug/mL da toxina. As
concentragdes foram obtidas por dilui¢cdes sucessivas de uma solugédo estoque da toxina (100
pg/mL) feita em acetona. Todas as solucdes de teste foram feitas em agua de diluicdo com

pH de 7,0 £ 0,5 e condutividade de 700 + 50 pS.

A temperatura foi mantida a 28 £ 2 °C. Os embrides e larvas foram observados diariamente
com a ajuda do estéreo microscopio usando uma ampliacdo de 70x para ovos e 40x para
larvas. O teste teve a duracdo de 6 dias. Na fase de embrido foram avaliados os seguintes
parametros: coagulacdo dos ovos, formacdo do otdlito, pigmentacdo do corpo e olhos,
formacdo dos somitos, batimento cardiaco, separacdo da cauda do saco vitelino e eclosao.
Apos a eclosdo foram avaliados: edemas, deformacdes na coluna vertebral e mortalidade das

larvas. As estruturas normais de embrides e larvas sdo descritas na Figura 3.

1. Vista superior dos olhos de uma larva 96 horas apos a

fertilizagdo.

2. Saco vitelinico parcialmente absorvido. Este constitui a
reserva energética das larvas até que comecem a procurar

alimento 2 dias depois da eclosio.

3. Cauda da larva vista de cima. Tem um importante papel na
natacdo ¢ equilibrio das larvas. Defeitos na cauda podem levar

a dificuldades na procura de alimento.

4. Corion ¢ a membrana acelular que protege o embrifio nos

estadios iniciais de desenvolvimento.

5. Coragdo e pericardio, ambos podem ser vistos com
facilidade a partir das 48 horas, podendo o batimento cardiaco

ser monitorizado.

6. Visdo lateral do olho de embriio 48 horas apos a
fertilizagdio. O olho ja bem desenvolvido apresenta forte

pigmentacéo.

7. O otolito é uma estrutura similar ao ouvido dos restantes

vertebrados. Tem, nos peixes, a funcéo de manter o equilibrio.

8. Vista lateral da cauda do embrido ji bem desenvolvida e

separada do saco vitelinico.

Figura 3. Principais estruturas observadas ao longo do desenvolvimento em larvas e embrides de peixe-zebra.
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4.4 Eletroforese em Gel de Poliacrilamida

4.4.1 Fracionamento dos componentes proteicos por SDS-PAGE

A separacdo dos componentes proteicos presentes na secrecdo bruta de A.
spinosissimus foi realizada por meio de Eletroforese em Gel de Poliacrilamida contendo
Dodecil Sulfato de Sodio (SDS-PAGE), sob condi¢des redutoras (Laemmli, 1970). Uma
aliquota da secrecao bruta foi aquecida a 90 °C por 5 minutos em um tampéao de amostra
(Tris-HCI 0,0625 M pH 6,8, SDS 2%, DTT 0,1 M, azul de bromofenol e agua deionizada)
para uma concentracdo final de 1 pg/pL e 10 pL de amostra foram aplicados no gel. O
marcador de massa molecular (Amersham Pharmacia-Biotech) utilizado foi uma mistura de
proteinas de massas moleculares conhecidas: fosforilase b (97 kDa), albumina (67 kDa),
ovoalbumina (43 kDa), anidrase carbdnica (30 kDa), inibidor de tripsina (20,1 kDa), e
lactoalbumina (14,4 kDa). A eletroforese foi realizada em gel 15% sob voltagem de 180 V
e corrente de 40 mA a temperatura ambiente em tampdo Tris-base 0,55 mol/L - Glicina 1,92
mol/L pH 8,3. Apds a eletroforese o gel foi corado com nitrato de prata de acordo com o

protocolo de Blum et al. (1987) modificado por Nesterenko et al. (1994).

4.4.2 Avaliacdo da atividade proteasica por Zimograma

A atividade proteasica da secrecdo bruta foi avaliada por meio de zimograma. A
caseina (0,1%) foi copolimerizada em um gel SDS-PAGE a 10%. 10 pL da amostra (1
pg/pL) foram aplicados no gel. O gel ainda recebeu um marcador de massa molecular
(Amersham Pharmacia-Biotech) e tripsina comercial como controle positivo para atividade
protedsica. A eletroforese foi realizada a 4 °C sob voltagem de 110 V e corrente de 40 mA.
Finalizada a eletroforese, o gel foi lavado Triton X-100 2,5% (v/v) em Tris-HCI 50 mM, pH
8,8, contendo NaCl 200 mM e 0,5 mM CaClz, 2 vezes por 20 minutos para a remogéo do
SDS. O gel foi incubado overnight 37°C com 0 mesmo tamp&o. Apds a incubacao, o gel foi
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corado com Comassie Brilliant Blue R250 0,1 % (p/v) e descorado com uma solucdo de
metanol: acido acético: agua 45:10:45 (v/v) até o aparecimento das bandas. O gel foi
fotografado em um processo de captura de imagens utilizando o equipamento Gel Doc™ EZ

System (Bio-Rad).

4.5 Fracionamento Cromatografico por RP-HPLC

4.5.1 Obtencéo das fracbes cromatograficas a partir da secrecdo bruta

Aliquotas de 10 mg/mL das secreces de A. spinosissimus foram fracionadas por
cromatografia liquida de alta eficiéncia em fase reversa (RP-HPLC) utilizando uma coluna
de fase reversa analitica C1g Shim-pack VP-ODS (4,6 x 150 mm, 5 um), e duas fases moveis
(solucdo A: TFA 0,1% em agua deionizada v/v e solucdo B: TFA 0,1% em acetonitrila v/v).
Antes de cada corrida a coluna foi previamente equilibrada em 100% de solucdo A por 20
minutos. Foram injetados 200 pL de secrecdo em um sistema cromatografico LC-20A
(Shimadzu, Kyoto, Japdo) mantendo um fluxo de 1 mL/min e detec¢do em 216 nm e 280

nm.

A eluicdo da secrecdo foi realizada mantendo a concentracdo em 100% de A por
cinco minutos, e entdo submetida a um gradiente linear de 0 a 50% de B em 50 minutos, 50
a 100% de B em 5 minutos e entdo mantida a 100% de B por 10 minutos, totalizando 70
minutos de corrida cromatografica. As fragdes foram coletadas manualmente, liofilizadas e

armazenadas a —20 °C.
4.5.2 Espectrofotometria UV/VIS

Os espectrofotogramas com os perfis de absorcdo de UV das fragcbes Ac_7 e Ac_8

foram adquiridos a partir do perfil cromatografico obtido na etapa de purificacdo. Os
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registros foram obtidos pela utilizacdo de detector fotodiodo UV/VIS (SPDM20A -

Shimadzu Co, Kyoto, Japdo) acoplado ao sistema HPLC, na faixa de 200-400 nm.

4.6 Avaliacdo da atividade antimicrobiana e Determinacdo da

Concentracdo Minima Inibitoria (MIC)

4.6.1 Ensaios antibacterianos

Dez miligramas da secrecdo bruta de A. spinosissimus, assim como as fracOes
cromatograficas obtidas em uma corrida cromatografica foram submetidas a ensaios
antimicrobianos utilizando-se as cepas de bactéria Gram-negativa Escherichia coli (ATCC
25922), Gram-positiva Staphylococcus aureus (ATCC 25923) conforme protocolo
estabelecido pelo NCCLS/CLSI M7-A6.

As bactérias foram cultivadas em 7 mL de meio Mueller Hinton (MHB) pH 7,2 sob
agitacdo a 37 °C por 24 horas. A absorbancia foi verificada até a densidade Optica igual a 1
em 620 nm em espectrofotébmetro (UV-VIS Spectrophotometer UV-M51 Bel Photonics,
Italia). Em fase logaritmica, as suspensdes de bactérias foram diluidas na proporcéo de 1:10
e a partir dessa diluicdo € feita uma nova na proporcao 1:20 resultando em aproximadamente

10° unidades formadoras de colénia.

O ensaio com a secrecdo bruta utilizou aliquotas de 10 mg, como controle positivo
foram utilizados 50 pL de ofloxacina 400 mg. As fracbes cromatograficas foram
reconstituidas em agua deionizada estéril e incubadas em microplacas de fundo chato de 96
pogos com 50 pL de suspensdo bacteriana durante 20-24 h a 37 °C. Os controles para
auséncia de crescimento utilizaram 50 pL formaldeido 0.8% (v/v). Ambos os ensaios
utilizaram 50 pL 4gua deionizada estéril como controle de crescimento pleno. Todas as

amostras e controles foram incubados com 50 pL das suspensdes bacterianas.
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Para a determinacdo das Concentracdes Minimas Inibitorias (MIC) das fracbes de
interesse, as bactérias foram incubadas em placas de 96 pocos com as fracdes diluidas
serialmente na proporcdo 1:1 a partir de uma concentracéo inicial de 2 mM, e incubadas a
37 °C por 24 horas.

A inibicdo do crescimento sera determinada pela leitura da densidade optica a 620
nm com uma leitora de placas Multiskan FC (Thermo Scientific, San Jose, CA, EUA). Todas

as fracdes, assim como os controles sdo plaqueadas em triplicata.

4.6.2 Ensaios antifungicos

A secrecdo bruta de A. spinosissimus (10 mg/mL), assim como as fracdes
cromatogréficas obtidas em uma corrida foram submetidas a ensaios com a cepa de levedura
Candida albicans (ATCC 10231), a qual foi cultivada em meio BHI (Brain-Heart Infusion)
suplementado com cloreto de sodio e glicose. Os microrganismos foram cultivados em 7 mL
de BHI sob agitacdo a 37°C até a densidade Optica igual a 1 em 590 nm, medida em
espectrometro (UV-VIS Spectrophotometer UV-M51 Bel Photonics, Italia). Em fase
logaritmica, a suspensdo de leveduras foi diluida em BHI na propor¢édo 1:10 e a partir dessa
diluicdo uma nova foi realizada na proporcéo 1:20 de meio. As amostras foram reconstituidas
em &gua deionizada estéril e 50 puL foram incubados com 50 pL de levedura em placas de
96 pogos por 24 horas a 37 °C.

Para a determinacdo das Concentracdes Minimas Inibitérias (MIC) das fracdes de
interesse, as bactérias serdo incubadas em placas de 96 pocos com as fracGes diluidas
serialmente na proporcdo 1:1 a partir de uma concentracéo inicial de 2 mM, e incubadas a
37 °C por 24 horas.

Os ensaios utilizaram 50 pul. dgua deionizada estéril incubados com 50 pL da
suspensdo de leveduras foram utilizados como controle de crescimento pleno e 50 pL de
formaldeido 0.8% (v/v) como controle de auséncia de crescimento. A avaliacdo da inibicéo
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foi realizada por densidade oOtica em espectrofotdmetro (Multiskan FC Thermo Scientific,

USA) a 595 nm.

4.7 Espectrometria de Massa das Fracoes Ativas — MALDI-TOF/TOF

As fracdes cromatograficas que exibirem atividade antimicrobiana e antitumoral nos
ensaios realizados foram analisadas em espetrdmetro de massas do tipo MALDI-TOF/TOF
modelo AB SCIEX TOF/TOF™ 5800 (AB Sciex, Framingham, MA, EUA) ou Autoflex 1l
(Bruker, Billerica, MA, EUA). As fracGes foram ressuspensas em acetonitrila 50% (v/v),
contendo TFA 0,1% (v/v) e 1 uL de cada fragdo cromatogréfica foi aplicada em placa de ago
inoxidavel juntamente com 1 uL de matriz. As matrizes utilizadas foram acido a-ciano-4-
hidroxicinamico (HCCA 20 pg/uL) e &cido sinapinico (SA 20 pg/uL), ambas ressuspendidas

em acetonitrila 50% (v/v), contendo TFA 0,1% (v/v).

4.8 Ensaio de atividade sobre micelas lipidicas

A atividade das fracdes de interesse sobre micelas foi avaliada a partir com base na
atividade contra micelas de fosfatidilcolina (3 mM) e fosfatidilcolina-colesterol
(concentracéo final de 3 mM na proporcdo 1:1). A emulsdo de micelas foi preparada a partir
do método estabelecido por Marinetti (1965) em tubos de ensaio previamente lavados com
agua e com cloroférmio e secos com ar comprimido em ambas as lavagens. Ambos 0s
substratos foram dissolvidos em 1 mL de cloroférmio P.A. e as solucdes foram secas com ar
comprimido. Para a obtengdo das emulsdes os substratos foram ressuspensos em tampao
Tris-HCI 100 mM pH 8,0 e agitados no ultrasonicador em banho-maria (30 °C) até que as
particulas ndo fossem mais visiveis. 50 uL da fracdo Ac_7 foram plaqueadas em diluicéo
seriada (1:1) em placa de 96 pogos de fundo chato com 150 pL das emulsdes. Para o controle
positivo foram utilizados 50 pL de Triton X (1%) e como controle negativo 200 mL da

emulsdo de micelas. A degradagéo das micelas foi avaliada a partir da leitura da absorbancia
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em 405 nm no espectrofotdbmetro Multiskan FC (Thermo Scientific, San Jose, CA, EUA)

apos 1 hora do inicio da reacéo.

4.9 Determinacdo da presenca de lipideos nas fracdes de

interesse pelo Método Sulfo-Fosfo-Vanilina.

O ensaio foi adaptado a partir do protocolo sugerido por Anschau e colaboradores (2017).
1 mg de vanilina foi dissolvido em 1 mL de 4gua aquecida aproximadamente a 50 °C. 5 mL
de acido fosforico (85%) foram adicionados a solu¢do formando a fosfo-vanilina. 20 pL das
fracdes de interesse (0,5 mM da fracdo Ac_7 e 0,25 mM da fracdo Ac_8) receberam a adicédo
de 180 pL de &cido sulfarico (1 mg/mL) e foram incubadas em banho-maria a 100 °C por
10 minutos. Como controle positivo e negativo foram saponina comercial e acido sulfdrico,
respectivamente. As amostras foram resfriadas a temperatura ambiente (27 °C) e 500 uL de
reagente fosfo-vanilina foram adicionados para o desenvolvimento da coloragdo por 15
minutos em banho-maria a 37 °C. As amostras foram plaqueadas em triplicata em
microplacas de 96 pocos de fundo chato e mantidas em uma caixa escura por 45 minutos.
Por fim a absorbancia das amostras foi medida em espectrofotémetro Multiskan FC (Thermo

Scientific, San Jose, CA) a 550 nm.

4.10 Ensaio de viabilidade celular por MTT

A atividade antiproliferativa das fracdes de interesse foi avaliada utilizando a
linhagem de células tumorais, MCF-7 (ATCC® HTB-22), através do método MTT (brometo
de 3-(4,5-dimetil-2-tiazolil)-2, 5-difenil-2H-tetrazélio), de acordo com o protocolo de

Mosmann (1983).

As células foram cultivadas utilizando meio de cultura Dulbecco’s Modified Eagle

Medium— DMEM com a adigéo de 1% de antibidtico (penicilina:estreptomicina — 1:1), 10%
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de soro fetal bovino e 0,01 mg/mL de insulina bovina. As células foram plaqueadas em
placas de 96 pocos na proporcio de 8 x 10° células/mL e incubadas em estufa a 37 °C com
5% de CO2 por 24 horas. As celulas foram tratadas com as fragGes cromatograficas diluidas
serialmente na proporcdo 1:1 a partir de uma concentracao inicial de 3 mM para a fracao
Ac_7 e 0,9 mM da fracdo Ac_8, todas em triplicata. Como controle positivo foi utilizado 1
ug/mL de doxorrubicina. Apds o periodo de incubacdo de 24 horas, 0 meio de cultura das
placas foi removido e 150 uL de MTT (0,075 mg/mL) foram adicionados em cada poco. As
células foram incubadas por 3 horas em estufa a 37 °C e 5% de CO,. Em seguida, o0 meio de
cultura foi removido e 100 pL de DMSO (100%) foram adicionados em cada pogo para
dissolver o formazan formado. A quantificagdo do formazan foi calculada pela medida da
absorbéancia dos pog¢os no comprimento de onda de 495 nm em espectrofotdmetro Multiskan

FC (Thermo Scientific, San Jose, CA).
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5. Resultados

5.1 Resultados obtidos a partir da secrecdo bruta

5.1.1 Ensaios antimicrobianos

A secrecdo bruta, foi avaliada quanto a sua atividade antimicrobiana contra E. coli
(ATCC 25922), S. aureus (ATCC 25923) e C. albicans (ATCC 10231); a secrecdo se
mostrou eficiente contra os 3 microrganismos, apresentando inibigdo de aproximadamente

90% do crescimento das bactérias e 80% C. albicans, conforme apresentado na figura 4.
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% crescimento
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Figura 4. Ensaios antimicrobianos com a secregdo axilar bruta de Acanthodoras spinosissimus. Porcentagem
de crescimento de A) Escherichia coli, B) Staphylococus aureus e C) Candida albicans. Os controles positivo
e negativo para inibi¢do das bactérias foram respectivamente: Ofloxacina (400 mg) e meio de cultura Mueller
Hinton. Os controles positivo e negativo para inibicdo de C. albicans foram: Formaldeido (0,8%) e meio de

cultura Brain Heart Infusion, respectivamente.

5.1.2 Ensaios ictiotoxicos com embrides de peixe-zebra

Os embrides do grupo controle (0 ug/mL) e nas concentracfes de 0,1 e 1 mg/L se
desenvolveram normalmente como descrito por Kimmel et al. (1995) ndo sendo observada
mortalidade significativa. Os organismos expostos a 10 ug/mL apresentaram um leve atraso

na ecloséo quando comparado com os organismos do grupo controle e mortalidade total de
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20%. Todos os organismos expostos a 100 ug/mL da secrecdo morreram nas primeiras 24 h

de exposicéo.

5.1.3 SDS-PAGE

O gel de eletroforese (figura 5) demonstra a presenca de compostos com massas
acima de 14,4 kDa, com 3 bandas mais proeminentes, com duas entre 0s 45 e 30 kDa banda
préxima aos 14 kDa. Também € possivel notar um rastro que se forma desde o inicio do gel
e vai até aproximadamente 40 kDa. Abaixo do marcador de 14,4 kDa ainda existe mais uma

banda, indicando a presenca de compostos de baixa massa na secrecao.

kDa Mw As
97
66 A—
45 - ~
—
30 wm—— —
20,1
—
14,4 .

Figura 5. SDS-PAGE (15%) em condic6es redutoras corado com nitrato de prata. Mw: Marcador molecular;

As: Secrec¢do bruta de Acanthodoras spinosissimus.

5.1.4 Zimograma

A secrecdo bruta apresentou atividade protedsica com bandas se formando na faixa
entre 0s 66 e 30 kDa, indicando a presenca de mais de um composto realizando essa atividade

conforme apresentado na figura 6.
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Figura 6. Atividade de protease (substrato caseina) da secre¢do bruta de Acanthodoras spinosissimus (AS).
MM: marcador de massas moleculares; Ctrl +: tripsina comercial. O gel foi corado com Comassie Brilliant

Blue R250 0,1 % (p/v).

5.1.5 Cromatografia Liquida de Alta Performance em Fase Reversa (RP-HPLC) e

espectrometria UV/VIS

A purificacdo da secrecdo bruta resultou em 10 fracbes com absor¢do maior ou igual
a 50 mV nomeadas como Ac_1 a Ac_10. O perfil cromatografico apresentado na Figura 7
foi obtido a partir de aliquotas de 10 mg/mL da secrecdo bruta fracionadas em uma coluna
uma coluna de fase reversa analitica C1g Shim-pack VP-ODS (4,6 x 150 mm, 5 pm) com

fluxo de 1 mL/minuto e monitoramento em 216 e 280 nm.

38



;
|0|}ci%etectnr.ﬂ« Ch1216nm
etector A Ch

=2

3

|

900
8004
700
goof !
5004

400+

300+

200+

1004

ot / L
-100

Figura 7. Perfil cromatografico em RP-HPLC da secrecéo bruta de Acanthodoras spinosissimus em coluna
C18 (Shim-pack VP-ODS 5 pm; 4,6 x 150 mm) para um fluxo de 1,0mL/min. O monitoramento foi realizado
a 216nm e 280 nm. Todas as fragdes coletadas manualmente. Os picos numerados representam as fragdes Ac_1

aAc_10

Os perfis de absorcdo de UV das fracdes Ac_7 e Ac_8 foram analisados na faixa
entre 200-400 nm (Figura 8). Os padrdes diferem devido a presenca de estruturas com

absorcéo na faixa dos 240 nm na fracdo Ac 7.
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Figura 8. Perfil de absorcao de UV das (A) fracdo cromatografica 7 e (B) fragdo cromatogréafica 8 obtidas por

espectrometria do tipo UV/VIS. Os perfis foram obtidos por fotodiodo (SPDM20A) durante RP-HPLC da
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secregdo bruta de Acanthodoras spinosissimus em coluna C18 (Shim-pack VP-ODS 5um; 4,6 x 150 mm) para

um fluxo de 1,0 mL/min.

5.2 Resultados obtidos a partir das fracdes cromatograficas
5.2.1 Screening Antimicrobiano

As 10 fragdes cromatograficas obtidas, assim como a secre¢do bruta, foram avaliadas
quanto a sua atividade antimicrobiana contra E. coli (ATCC 25922), S. aureus (ATCC
25923) e C. albicans (ATCC 10231), conforme apresentado na figura 9. As fracbes Ac_7 e
Ac_8 se destacaram por inibirem praticamente todo o crescimento das 3 cepas utilizadas,

assim foram selecionadas para as demais avaliagdes.

% crescimento

E
2 120
S

5
» 80

Figura 9. Ensaios antimicrobianos com as fracfes cromatograficas de Acanthodoras spinosissimus.

Porcentagem de crescimento de A) Escherichia coli, B) Staphylococcus aureus. C) Candida albicans apds 24
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horas de incubacdo a 37 °C, plaqueadas em triplicata com as fragGes. Ctrl +: microrganismos + agua deionizada.
Ctrl -: microrganismos + formol 0,8%. Os resultados sdo expressos pela média e desvio padrdo. A secrecao

bruta foi utilizada na concentracdo de 10 mg/mL.

5.2.2 Espectrometria de Massas — MALDI-TOF/TOF

A Fracgéo 7 apresentou componente de massa igual a 543 Da (Figura 10). Seu padréo de
fragmentacdo, modo LIFT (figura 10b), sugere que ndo seja de origem peptidica, pois ndo
apresenta ions caracteristicos de fragmentacdo de aminoéacidos. A fragdo 8 apresentou
componente de massa igual a 545 Da (Figura 11) e seu padréo de fragmentacdo, modo LIFT,
apresenta similaridade com o padrao obtido com a fracéo 7, sugerindo que as fracfes sejam

do mesmo grupo funcional.

Int[znusI 543490 AC7 0:F16 MS Raw
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Figura 10. Espectro de massa da fragdo 7 da secre¢do bruta de Acanthodoras spinosissimus com 543,490
Da (M+H), analisadas em sistema MALDI-TOF A) modo refletido positivo. B) Padréo de fragmentacéo

da fracdo 7, modo LIFT. Os espectros foram obtidos plaqueando as amostras com matriz SA (20 pg/pL).
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Figura 11. Espectro de massa da fracdo 8 da secre¢do bruta de Acanthodoras spinosissimus com 545,392 Da
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(M+H), analisadas em sistema MALDI-TOF A) modo refletido positivo. B) Padrdo de fragmentagéo da fracéo

8, modo LIFT. Os espectros foram obtidos plaqueando as amostras com matriz SA (20 pg/uL).

5.2.3 Determinacgdo das Minimas Concentrac6es Inibitérias (MIC) das fraces com

atividade antimicrobiana.

As fragdes Ac_7 e Ac_8 tiveram seus MICs calculados para os trés microrganismos

utilizados durante o screening antimicrobiano. Partindo de uma concentracdo inicial de 2mM

ambas as fraces atingiram 100% de inibicdo em madltiplas concentragdes na ordem de

micromolares. O MIC de Ac_7 foi definido com 500 uM enquanto para Ac_8 foi de 250

KM, conforme apresentado nas figuras 12 e 13 e Tabela 1.
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Figura 13. Ensaios antimicrobianos para a determinagdo dos MICs da fracdo Ac_8. Porcentagem de
crescimento de A) Escherichia coli, B) Staphylococcus aureus, C) Candida albicans ap6s 20 horas de
incubagdo a 37 °C, plaqueadas em triplicata com a fracdo Ac_8. Controles +: microrganismos + agua

deionizada. Controles -: microrganismos + formol 0,8%. Os resultados sdo expressos pela média e desvio

padrao.
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Tabela 1: Concentragdes Minimas Inibitérias (MICs) das fragbes Ac_7 e Ac_8 obtidas a partir do

fracionamento da secrecdo bruta de Acanthodoras spinosissimus.

Fracdo Ac_7  Fracao Ac_8

(UM) (UM)

E. coli 500 250

S. aureus 500 250
C. albicans 500 250

5.2.4 Atividade sobre micelas das fracGes de interesse

As fracbes Ac_7 e Ac_8 apresentaram atividade similar contra micelas lipidicas em
um ensaio de interacdo com micelas formadas de fosfatidilcolina conforme apresentado na
figura 14. A concentracdo do MIC foi escolhida como concentracgdo inicial para avaliacdo e
resultando em 20~30% de degradacdo do substrato. Essa degradacdo, no entanto, foi
reduzida a aproximadamente 10% na presenca de colesterol, sendo essa diferenca
considerada estatisticamente significativa (One-Way Anova seguida por Teste de multiplas
comparagdes de Bonferroni p < 0,001; r? = 0,9818) indicando que o colesterol interfere na

interacdo entre as fracoes e a fosfatidilcolina.

45



110+
1104

1004

Substrato
Substrato

-
&

o“\ 0“\'
Fragoes Fracées

Figura 14. Ensaios de atividade sobre micelas lipidicas a partir de emulsao de micelas plagueadas em triplicata.
O eixo Y indica a porcentagem de substrato remanescente ap6s 1 hora de incubag¢&o com absorbancia medida
em 405 nm. A) Micelas de fosfatidilcolina. B) Micelas de fosfatidilcolina + colesterol (1:1). Controle +:
Emulséo de micelas + Cloroférmio. Ctrl-: Emulsdo de micelas. Os resultados sdo expressos pela porcentagem

média e desvio padréo.

5.2.5 Caracterizacao lipidica por reacdo de Sulfo-Fosfo-Vanilina

Os padrdes de fragmentacdo das fracbes Ac_7 e Ac_8 sugerem que ambas ndo sao
peptidicas, assim foram submetidas a um ensaio de detec¢do de compostos lipidicos a partir
da reacdo colorimétrica com o reagente sulfo-fosfo-vanilina (Figura 15). Este ensaio observa
a presenca de cadeias simples de hidrocarbonetos pela interacdo com a fosfo-vanilina
gerando uma coloracdo rosa. Esses analitos ficam disponiveis no meio apds a quebra da
ligacdo de carbonos insaturados pelo acido sulfurico (Knight et al.,1972). Embora a alteracao
visual ndo tenha sido muito evidente, ambas as fracOes apresentaram alteracdes significantes
na absorbancia obtida a 550 nm quando comparadas aos controles. A analise estatistica foi
realizada por One-Way ANOVA seguida de teste de multiplas comparac¢des de Dunnett (p

<0,0001; r*=0,9632).
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Figura 15. Ensaio colorimétrico com reagente Sulfo-fosfo-vanilina. A leitura foi realizada a 550 nm em
espectrofotdbmetro Multiskan FC (Thermo Scientific, San Jose, CA). Como controle positivo foi utilizada
saponina comercial e negativo acido sulfdrico. As amostras e controles foram plaqueadas em triplicata.

Resultados expressos pelas médias e desvio padrdo

5.2.6 Ensaios de viabilidade celular por MTT

As fragdes de interesse tiveram sua atividade contra a linhagem tumoral MCF-7
(ATCC HTB-22) avaliadas pelo método de MTT, apresentando inibi¢&o do crescimento em
pelo menos 20% em quase todas as concentragdes testadas conforme apresentado nas figuras

16 e 17. Os valores de 1Cso obtidos para as fragdes estdo na tabela 2
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Figura 16. Ensaio de viabilidade celular por MTT da fragdo Ac_7 contra células da linhagem MCF-7 apés 24
horas de incubacdo. As amostras foram plaqueadas em triplicata. Os resultados sdo expressos pela porcentagem

média e desvio padréo.
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Figura 17. Ensaio de viabilidade celular por MTT da fracdo Ac_8 contra células da linhagem MCF-7 ap6s 24
horas de incubacdo. As amostras foram plaqueadas em triplicata. Os resultados séo expressos pela porcentagem

média e desvio padrao.
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Tabela 2: Valores de 1Csg obtidos nos ensaios citotéxicos contra MCF-7

ICso (HM) R?

Ac_7 942,53 0,7382

Ac_8 183,32 0,7369




6. Discussao

Halstead (1988) descrevia quaisquer substancias toxicas secretadas sem a
necessidade de um aparelho inoculador como ictiocrinotoxinas, dentre as quais pode-se citar
as secrecOes das glandulas axilares como a apresentada no presente trabalho. A liberagédo
espontanea de toxinas por peixes em resposta ao estresse foi descrita por Kiehl (2006) e

condiz com a metodologia de extracdo utilizada para extrair a secrecdo do A. spinosissimus.

A secrecdo axilar em estado bruto revelou possuir atividade tanto antimicrobiana
contra E. coli, S.aureus e C. albicans quanto atividade ictiotdxica contra embrides de D.
rerio no teste. Essas atividades desempenhadas por secrecdes de peixes se apresentam com
certa regularidade como por exemplo no caso as pavoninas, uma familia de esteroides
aminoglicosideos com atividade hemolitica, cuja principal funcdo é repelir tubardes
(Tachibana et al., 1984). A pardaxina também apresenta atividade repelente contra tubarfes
(Clark & Zahurance, 1983) e hoje € considerada como o primeiro peptideo antimicrobiano
isolado de peixes devido a sua atividade contra Escherichia coli D21, Acinetobacter
calcoaceticus Acll, Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853, Salmonella typhimurium LT2,
Bacillus megaterium Bm11, Micrococcus luteus ATCC 9341 e Bacillus subtilis ATCC 6051

(Oren & Shai, 1996).

Em relacdo a composicdo das secrecbes axilares, mesmo dentre os estudos poucos
estudos onde sdo mencionadas ndo foram encontradas caracterizacdo de compostos
presentes, mesmo entre as espécies consideradas de interesse devido a ocorréncia de
acidentes, sendo este um estudo pioneiro nesse sentido, assim existe uma enorme caréncia

de informagdes.

O perfil revelado pelo gel de eletroforese demonstra a presenca de compostos de alta

massa, com ao menos duas bandas bem evidentes entre com massas entre 40 e 30 kDa, e
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uma proxima dos 15 kDa, aléem de outra banda baixo dos 14 kDa, onde se encontram as
moléculas de baixa massa como as fragdes Ac_7 e Ac_8. Essa diversidade é condizente com
o perfil o perfil cromatogréafico, que se mostrou bastante rico, especialmente em compostos
hidrofilicos, dentre as quais se destacam as trés primeiras fracdes. As fracdes 9 e 10 também
chamam atencdo por sua alta hidrofobicidade, uma vez que se mantem na coluna até que o

gradiente de acetonitrila chegue aos 100%.

O fracionamento cromatografico do extrato aquoso da secrecdo axilar (10mg/mL)
resultou em 10 fragBes principais, dentre as quais duas foram selecionadas devido a atividade
inibitdria contra E. coli, S. aureus e C. albicans. A fracdo Ac_7 provocou inibicdo de
aproximadamente 99,8% contra as trés cepas utilizadas enquanto a fracdo Ac_8 inibiu
aproximadamente 94% do crescimento de E. coli, 96% de S. aureus e 92% de C. albicans.
Esses resultados foram obtidos utilizando o material de uma Unica corrida cromatografica
para cada microrganismo avaliado demonstrando o alto potencial antimicrobiano da

secrecao.

Os espectros de absor¢do de UV das duas fragcdes foram obtidos na faixa entre 200-
400 nm e revelam que a fragdo Ac_7 possui um pico de absorbancia em 242 nm, que se ndo
se apresenta na fracdo Ac_8. A diferenca nos padrdes de absor¢do de UV observada entre
ambas as fragOes pode ser resultado dessa diferengca com um grupo funcional como um
aldeido, a exemplo do benzaldeido, que apresenta um pico de absor¢cdo em 248 nm ou uma
cetona aromatica, como a acetofenona que apresenta com absorbancia em 244 nm (Hafidi et
al., 2020). Embora os padrdes apresentados por essas moléculas sejam semelhantes ao
observado na fracdo Ac_7 a auséncia de absorbancia em 280 nm, sugere a auséncia de

compostos aromaticos na estrutura da molécula.

As massas moleculares obtidas para as fracdes Ac_7 e Ac_8 foram respectivamente

543 e 545 Da e seus padrdes de fragmentacdo ndo corresponde ao padrdo de fragmentacao
51



de peptideos devido a auséncia de ions caracteristicos que se formam pela quebra dos

residuos de aminoacidos em sistema de MALDI-TOF (Séries y- e b-).

A fragmentacéo da fracdo Ac_7 revelou um fragmento 113 Da (ANEXO), e a presenca
de massas de tamanho similares € comumente associada a esteroides devido a quebra de suas

cadeias laterais (Wyllie et al., 1977).

A fracdo Ac_8 apresentou massa de 545 Da e um padrao de fragmentacdo similar da
fracdo Ac_7, sugerindo que ambas as fracdes podem pertencer a0 mesmo grupo quimico,

com a diferenca das massas indicada por apenas dois daltons.

As fracBes cromatograficas Ac_7 e Ac_8 foram avaliadas quanto a sua atividade
inibitdria contra as mesmas cepas de microrganismos avaliadas com a secre¢do bruta (E.
coli, S. aureus e C. albicans), demonstrando MICs de 500 uM para a fracdo 7 e 250 uM para
a fracdo 8. Esses resultados embora promissores, esses resultados ainda sdo muito altos se
comparados a alguns resultados obtidos com PAMs isolados de peixes como a pleurocidina
cujo MIC para E.coli foi de 3,5 uM (Cole et al., 1997); a pardaxina (Oren & Shai, 1996) que
apresenta alta atividade contra E. coli (cepa D21; MIC = 13 uM), Acinetobacter
calcoaceticus (MIC = 3 uM), Pseudomonas aeruginosa (MIC = 25 uM), Salmonella
typhimurium (40 uM), Bacillus megaterium (3 pM), Micrococcus luteus (10 uM), B. subtilis
(5 uM). Entre peptideos isolados de anuros, como a Raniceptina 1, foram encontrados MICs
de 5 e 20 uM para as mesmas cepas de E. coli e S. aureus, respectivamente (Magalhaes et
al., 2008). Atividade contra C. albicans também foi reportada por Aradjo e colaborados
(2018) com Raniseptina-Bl 1 apresentando MIC igual a 16 uM e a Cinerascetina 01 (MIC =
10 uM), as Raniceptina 3 e 6 demonstraram MIC de 2 uM para E. coli, 4 e 32 uM
respectivamente para S. aureus (Freitas, 2020). Alguns esterdides, como os bufadienolideos

telocinobufagina e marinobufagina, extraidos da secrecdo cutdnea de Bufo rubens
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apresentam MICs de 320 uM para S. aureus, porém a marinobufagina tem maior atividade
sobre E.coli com MIC = 40 uM contra 160 uM da telocinobufagina (Cunha Filho et al.,

2005).

As saponinas também se apresentam como potenciais antimicrobianos e antitumorais,
entretanto ndo foram encontrados estudos com moléculas isoladas. Oyekunle e
colaboradores (2006) demonstraram que o extrato de saponinas purificado da Poaceae
Sorghum bicolor apresentou atividade contra S. aureus em concentragdes a partir de 25
mg/mL; o extrato de saponinas de Anabasis articulata possui apresenta atividade contra E.
coli, S. aureus, Bacillus subtilis, P. aeruginosa, K. pneumoniae e C. albicans em com MICs

variando entre 0,5 e 1 mg/mL (Maatalah et al., 2012).

As fragdes Ac_7 e Ac_8 também apresentam a capacidade de lisar micelas de
fosfatidilcolina, o que sugere uma possivel atuacdo com os fosfolipidios presentes nas
membranas celulares. Essa atividade também foi apresentada na presenca de colesterol,
embora significantemente reduzida, devido a redugdo na fluidez da membrana
proporcionada pelas moléculas de colesterol. Em 2010, Ramamoothy e colaboradores
apresentaram um estudo demonstrando que a atividade antimicrobiana da pardaxina foi
significantemente reduzida na presenca de colesterol devido a interferéncia na dinamica

entre a hélice anfipatica no C terminal da pardaxina e a membrana celular.

A presenca de estruturas de natureza lipidica ainda é corroborada pelo ensaio
colorimétrico com Sulfo-fosfo-vanilina, que segundo Knight et al. (1972) é especifico para
lipidios poli-insaturados, o que sugerindo a presenca de ao menos um grupo funcional
lipidico insaturado, que pode ser responsavel pela anfifilicidade apresentada pelo tempo de

retencdo na coluna C18 durante a etapa cromatografica.
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As fracbes Ac_7 e Ac_8 ainda apresentaram atividade citotoxica contra a linhagem
MCF-7, com valores de ICso iguais a 942 e 183 puM respectivamente. Alguns poucos
trabalhos demonstram atividade do muco de peixes contra células tum-orais, caso do
Tachysurus dussumier (familia Bagridae) que possui atividade contra células A549 com
valores de ICsp de 5 mg/mL do muco bruto e 3 mg/mL da porcdo proteica parcialmente
purificada (Arulvasu et al., 2012). Além disso lipidios isolados de peixes também tem se
revelado como bons candidatos para o tratamento de tumores, como descrito por Gupta &
Serajudinn (2020) ao apresentar a atividade do extrato lipidico total da carpa Labeo rohita
contra células PC-3 travando o ciclo celular e causando apoptose em concentracfes variando
entre 10 e 50 mg/mL de extrato lipidico. Compostos como as poliaminas PAzss € PAszso
isoladas de peconhas de aranhas da familia Theraphosidae se mostraram efetivas contra a
linhagem MCF-7, com a primeira apresentando atividade mesmo em concentragdes variando
entre 1 e 10 M enquanto a PAssg SO possui atividade em concentragfes acima de 1 mM
(Wilson et al., 2017). A poliamina PAasss apresenta em sua estrutura uma cabega aromatica
(2-hydroxy-3-(4-hydroxyphenyl)propanal) que possivelmente esta correlacionada a sua
atividade, uma vez que a presenca desse grupamento € Unica diferenca estrutural entre as

duas poliaminas (Wilson et al., 2017).
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7. Conclusoes

A partir dos resultados obtidos no presente trabalho é possivel concluir que:

1. A secrecdo axilar do Acanthodoras spinosissimus possui atividade antimicrobiana

e antifungica contra cepas de E. coli, S. aureus e C. albicans.

2. A secrecdo axilar possui atividade ictiotoxica, influenciando o desenvolvimento

embrionario de D. rerio de maneira dose dependente.

3. A secrecdo axilar de A. spinosissimus demonstra uma riqueza de compostos que

variam muito tanto em massa molecular quanto em hidrofobicidade.

4. A secrecdo apresenta atividade protedsica, verificada sobre o substrato caseina.

5. A secrecao possui componentes de alta massa molecular assim como compostos

de baixa massa em sua composicao.

6. A secrecdo axilar de A. spinosissimus possui ao menos duas fracées (Ac_7 e Ac_8)
com atividade antimicrobiana, apresentando MICs de 500 e 250 uM contra os 3
microrganismos avaliados, sendo possivelmente as principais responsaveis pela

toxicidade apresentada pela secrecao bruta.

7. As fracBes Ac_7 e Ac_8 possuem massa monoisotopicas de 543 e 545 Da e ndo
possuem padrdo de fragmentacéo tipico de peptideos e contém analitos lipidicos poli-

insaturados em suas estruturas.

8. As fracbes Ac_7 e Ac_8 possuem atividade contra micelas fosfolipidicas, com
atividade mesmo na presenca de colesterol, sendo a atuacdo direta sobre a membrana o

provavel mecanismo de acdo por tras da citotoxicidade apresentada.
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9. As fragdes Ac_7 e Ac_8 possuem atividade citotoxica contra células tumorais da

linhagem MCF-7.
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8. Perspectivas

1. Elucidar a estrutura das fragdes Ac_7 e Ac_8 por Ressonancia Nuclear Magnética.

2. Avaliar o mecanismo de citotoxicidade das fracdes de interesse por Citometria de

Fluxo.
3. Avaliar a atividade hemolitica da secrecdo bruta e das fracbes Ac_7 e Ac_8.

4. Avaliar a atividade antimicrobiana das fracdes de interesse contra outros

microrganismos e citotdxica contra outras linhagens tumorais e normais.
5. Avaliar a atividade das fracdes Ac_7 e Ac_8 contra biofilmes.

6. Avaliar as atividades antimicrobianas em ensaios clinicos por aplicacdo topica

sobre a pele contaminada.
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Anexos
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