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Resumo

A pele dos anfibios contétm uma numerosa quantidade de substancias como aminas
biogénicas, alcalbides, esterdides cardiotonicos e peptideos. Essas substancias possuem
uma larga variedade de propriedades farmacoldgicas e funcionam como uma defesa
quimica contra predadores e microorganismos patogénicos. Varios pesquisadores tém
observado que os declinios das comunidades de anfibios estdo relacionados a fatores
como doencas infecciosas, perda de habitats, radiacdo UV, introducdo de espécies
exoticas e poluicdo. Embora muitas publicagbes nos ultimos anos mostrem as
propriedades farmacologicas de compostos de anfibios, ndo tem sido demonstradas
evidéncias de atividade fototdxica ou efeito protetor dos produtos naturais da pele de
anfibios, o presente trabalho registra o primeiro evidéncia dessas atividades entre os
compostos obtidos de Rhinella jimi. As linhagens bacterianas utilizadas foram
Escherichia coli (ATCC10536), Staphylococcus aureus (ATCC25923) e linhagens
multirregistentes Escherichia coli (EC27) e Staphylococcus aureus 358 (SA358). Todas
as linhagens foram mantidas em Heart Infusion Agar (HIA, Difco Laboratories Ltd).
Peles de 37 espécimes de R. jimi foram removidas, esses espécimes foram coletados nos
municipios de Caririacu (07°02°S x 39°17°W), Crato (07°14°S x 39°24’W), Mauriti
(07°23°S x 38°46°W), e Véarzea Alegre (06°47°S x 39°17"W) no estado do Ceard, assim
como no municipio de Exu (07°30°S x 39°43"W) no estado do Pernambuco, todas essas
localidades estdo incluidas no bioma Caatinga, vegetacao tipica da regido Nordeste do
Brasil. O extrato metandlico (EM) foi obtido através de extracdo com metanol em
temperatura ambiente, usando 295g de peles secas por 96 horas, apresentando um
rendimento de 5,5%. Os extratos foram submetidos a coluna cromatografica com gel
Sephadex LH 20 e o eluente utilizado foi metanol. Apds analises de diferentes fracdes
por cromatografia de camada delgada usando o reagente de Dragendorff’s, as fragdes
foram separadas baseadas em seus perfis cromatograficos e fatores de retencdo (Ry), as
fracdes obtidas foram analisadas por espectro na regido do infravermelho (1V), apés
separagdo cromatogréfica cinco diferentes fracdes foram obtidas, extrato metandlico
(EM), fracdo cloroférmica do extrato metandélico (FCEM), fracdo metandlica do extrato
metandlico (FMEM), solucdo aquosa alcaloidica (SAA) e uma solucdo se acetato ndo
alcaloidica (SANA). A exposicédo a luz UV-A demonstrou atividade fototdxica contra E.
coli em trés extratos (FMEM, FCEM e SNA). Em relacdo a atividade modificadora da
acdo antibiotica, foi observada com FMEM e canamicina na linhagem EC27, com a
linhagem SA358 todos o0s produtos naturais demonstraram antagonismo quando
associados a gentamicina. Os resultados mostraram que R. jimi ndo produz compostos
com atividade antibacteriana, talvez as bactérias possuam um papel essencial na
epiderme de R. jimi devido a isso os compostos de sua pele protegem essas
comunidades bacterianas, que em contrapartida pode ser importantes protegendo os
anfibios contra o ataque de patdgenos.

Palavras chave: Rhinella jimi, compostos da pele de anfibios, atividade fototoxica,
Efeito protetor.



Abstract

Amphibian skins contain numerous substances such as biogenic amines, steroids,
lipophilic alkaloids and peptides. These substances have a wide variety of
pharmacological properties and constitute chemical defenses against predators and
pathogenic microorganisms. Several researchers have observed that the communities of
amphibian declines are related to factors such as infectious diseases, habitat loss, UV
radiation, introduction of exotic species and pollution. Although numerous publications
have appeared in recent decades none have demonstrated evidence of any phototoxic or
protective effects of natural products from the skin of amphibians, the present report the
first evidence of such activity among the compounds obtained from Rhinella jimi. The
bacterial strains used were Escherichia coli (ATCC10536), Staphylococcus aureus
(ATCC25923) and multirresisant strains Escherichia coli (EC27) and of Staphylococcus
aureus 358 (SA358). All strains were maintained on heart infusion agar slants (HIA,
Difco Laboratories Ltd.), and were grown overnight at 37°C in brain heart infusion
medium just prior to the assays (BHI, Difco Laboratories Ltd.). The skins were removed
from 37 specimens of R. jimi. These specimens were collected in the municipalities of
Caririacu (07°02°S x 39°17°'W), Crato (07°14°’S x 39°24°’W), Mauriti (07°23°S X
38°46"W), and Véarzea Alegre (06°47°S x 39°17°W) in Ceara State, as well as from the
municipality of Ex( (07°30°S x 39°43"W) in Pernambuco State, Brazil. All these sites
are included within the Caatinga biome, a dryland vegetation typical of northeastern
Brazil. The methanol extract (ME) was obtained by methanol extraction at room
temperature using 295 g of dry skins for 96 hours, with a total yield of 5.5%. The
extracts were submitted to column chromatography using Sephadex LH20 that was
packed and washed with methanol. After analyses of the different column fractions by
thin-layer chromatography using Dragendorft’s reagent, the fractions were pooled based
on their chromatographic profiles and their respective retention factor values (Rs). The
obtained fractions were then analyzed by infrared region (IV). After chromatographic
separation of the R. jimi skin extract, five different fractions were prepared: a methanol
extract (ME), a Methanol extract chloroform fraction (MECF), Methanol fraction of
methanol extract (MFME), an aquous alkaloid fraction (AAF), and acetate non-alkaloid
fraction (ANAF). Exposure to UV-A light elicited phototoxic activity against E. coli in
three skin extracts (MFME, MECF and ANAF). In relation to the modifying effect of
the methanol extract and fractions on antibiotic activity, antagonism was observed with
MFME and kanamycin in strain EC27, while no effect of the natural products was seen
with the other antibiotics. With strain SA358, all natural products showed antagonism
against gentamicin. The results showed that R. jimi does not produce compounds with
antibacterial activity; maybe the bacteria have an essential role in the epidermis of R.
jimi due to the compounds that protect your skin from these bacterial communities,
which in return may be important to protect the amphibians from the attack of
pathogens.

Key words: Rhinella jimi, Amphibian skin compounds, Fototoxic activity, Protective
effect.
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Introducéo

O género Rhinella faz parte da familia Bufonidae que é composta por
aproximadamente 471 espécies e 33 géneros (Amphibiaweb, 2009). Essa familia
segundo Pramuk (2008) surgiu na América do Sul e diversificaram-se pelo mundo néo
sendo encontrada naturalmente apenas nos continentes Artico, Antartico, e nos paises,

Madagascar, Nova Guiné, Australia e ilhas oceénicas.

Rhinella é constituido por mais de 250 espécies (Frost, 2004) que
geograficamente estio presentes na maioria dos continentes com excecdo do Artico,
Antértico, Madagascar, Nova Guiné, Austrélia e ilhas oceanicas (Pramuk, 2008). Porém
apesar da grande diversidade demonstrada por esse género, o nimero atual de espécies
pode estar de certa forma subestimado, ja que varias espécies novas desse género tem
sido publicadas recentemente, (Maciel et al., 2007; 2008), portanto provavelmente nos

préximos anos um numero maior de espécies devera ser acrescentado ao grupo.

Rhinella jimi (Stevaux, 2002) esta inserido no grupo Rhinella.marina (Linnaeus,
1758), que possui como sinapomorfia distintiva dos outros grupos do género um ponto
de articulacdo entre o ramo medial da pterigoide e ala do paraesfendide formado por
uma sutura (Figura 01, pagina 02) Pramuk (2004, 2006). Segundo Maciel (2008) o
grupo R. marina é composto por 10 espécies: (1) R. arenarum (Hensel, 1867), (2) R.
icterica (Spix,1824), (3) R.marina, (4) R. schneideri (Werner, 1894), (5) R. poeppigii
(Tschudi, 1845), (6) R. rubescens (A. Lutz, 1925), (7) R. jimi (Stevaux, 2002), (8)
R.achavali (Maneyro, Arrieta e de Sa, 2004), (9) R. veredas ( Branddo, Maciel &
Sebben, 2007) e (10) R. cerradensis (Maciel, Branddo, Campos & Sebben, 2007).

Geograficamente R. jimi esta distribuido em toda a regido nordeste do Brasil, tanto em
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lugares de baixas altitudes, como em lugares de altitudes elevadas, ndo havendo

especializacGes entre as populagdes (Figura 02, pagina 03.) (Stevaux, 2002).

Pré-maxila

Processo medial

T \"‘ Neopalatino
Maxila N\
Processo cultriforme
b)m Pterigoide
Quadratojugal

Corpus paraesfenoide Paraesfenoide

Sutura do Paraesfenoide

Figura 01: Modificada de Pramuk et al (2004) ilustrando um cranio de um
exemplar do grupo Rhinella marina, mostrando a articulagéo entre o ramo medial
da pterigoide e a ala do paraesfendide formado por uma sutura.
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Figura 02: Modificada do sitio Amphibiaweb, mostrando a distribuicdo geografica
de Rhinella jimi, que se estende do Maranhdo até o estado do Espirito Santo
(Amphibiaweb Species map, 2009).

A pele dos anfibios e seus compostos

A pele de um anfibio € delgada, imida e frouxamente ligada ao corpo (apenas
em certos pontos). Histologicamente é composta de duas camadas: uma epiderme
externa, estratificada e uma derme interna esponjosa. A camada mais interna da
epiderme da origem a dois tipos de glandulas tegumentares: (i) pequenas glandulas
mucosas que secretam um muco protetor a prova d’agua na superficie da pele, e (ii)
grandes glandulas serosas que produzem um veneno aquoso esbranquicado que €
irritante para predadores em potencial. Todos os anfibios produzem veneno na

epiderme, mas seu efeito varia de uma espécie para outra (Hickmann et al., 2004).



15

Compostos produzidos pelas glandulas da pele dos anfibios vém demonstrando
uma grande quantidade de atividades bioldgicas, como protecdo antipredador,
antimicrobiana e antifangica (Mortari et al., 2004). Vérias substancias biologicamente
ativas como: aminas biogénicas, esterdides cardiotdonicos, peptideos e alcaldides
lipofilicos, sdo encontrados na pele desses animais. Essas substancias possuem uma
grande variedade de propriedades farmacologicas, fornecendo uma defesa quimica
contra predadores (Cei et al., 1972, Daly et al., 2004).

Alcaldides sdo o0s compostos mais estudados, caracterizando-se por serem
nitrogenados farmacologicamente ativos aléem de possuirem carater alcalino. Segundo
Daly et al. (2005) existem cerca de 800 alcaldides descritos ocorrendo em peles de
anfibios, esses alcaldides estdo distribuidos em 24 classes, existindo ainda cerca de 150

que permanecem sem classificagdo, podendo representarem novas classes.

Diversos alcaldides sdo utilizados na terapéutica, possuindo uma ampla
variedade de atividades bioldgicas, por exemplo, a emetina (amebicida e emético),
atropina, hiosciamina e escopolamina (anticolinérgicos), reserpina e protoveratina A
(anti-hipertensivos), quinina (antimalarico), camptotecina, vimblastina e vincristina
(antitumorais), codeina e noscapina (antitussigenos), morfina (hipnoanalgésico),
quinidina (depressor cardiaco), cafeina (estimulante do SNC) (Henriques et al., 2007).
Segundo Daly et al. (2005) os alcaldides ndo sdo sintetizados pelos anfibios, sendo
absorvidos durante a alimentacdo que consiste basicamente de artropodes, e
armazenados na pele.

De acordo com Cei et al. (1972) a pele dos bufonideos pode ser considerada um
verdadeiro depdsito natural de aminas biogénicas. Esses compostos apresentam

atividades vasoconstritoras, convulsionantes, alucindgenas e colinégicas.
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Maciel et al.(2003) isolou e caracterizou varias indolalquilaminas, principais
aminas biogénicas presentes na pele dos bufonideos (Figura 03, pagina 5). O referido
autor analisou as secrecdes cutaneas das glandulas paratoides das espécies, Bufo
regularis (Ouganda, 1969), Melanophryniscus cambaraensis Braun & Braun, 1979,
Bufo arenarum, Bufo crucifer Wield-Neuwied, 1821, Bufo ictericus, Bufo schneideri,
Bufo marinus, Bufo granulosus (Spix, 1824) e Bufo rubescens, encontrando um total de

15 indolealquilaminas para estes bufonideos.

HO (0]
N (CHy : ;j: N ( CHy 3
L

Bufotenina Bufctenidina
Hsc _ FHs
HO N
H "
H
Serotonina

Dehidrobufotenina

Figura 03: Modificada de Maciel et al (2003) mostrando quatro indolalquilaminas
oriundas da pele de bufonideos do género Rhinella.

Os esterdides cardiotdnicos sdo 0s principais compostos presentes nas peles de
anfibios da familia Bufonidae. Daly et al (2004) ao analisar compostos presentes nas
peles de bufonideos e outros 20 géneros de anfibios coletados em diferentes localidades
na Tailandia, identificou uma grande diversidade de esterdides cardiotonicos (Figura 04
pagina 6). Nos ultimos anos esses compostos tém sido isolados e apds realizacdo de
testes demonstram diversas atividades biologicas (Cunha-Filho et al., 2005; Tempone et

al.,, 2008). No Brasil alguns trabalhos vém sendo conduzidos com esteroides
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cardiotonicos oriundos das espécies R rubescens (Cunha-Filho et al., 2005) e R. jimi

(Tempone et al., 2008).
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Figura 04: modificada de Daly et al (2004), mostrando oito diferentes estruturas de
esteroides cardiotdnicos presente nas peles de bufonideos da Tailandia.
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O Declinio das comunidades de anfibios

Atualmente os herpetélogos vém alertando sobre o declinio das comunidades de
anfibios em varias localidades do planeta (Figura 05, pagina 7), porém as causas reais
do desaparecimento de muitas espécies de anfibios ainda ndo estdo completamente
esclarecidas, de um lado alguns pesquisadores afirmam que o desaparecimento esta
relacionado a crescente destruicdo de seus habitats naturais, devido principalmente a

expansdo das fronteiras agricolas (Bebbee & Griffiths, 2005).

T ER Source: Global Amphibian Assesment

Figura 05: Modificada a partir do sitio amphibiaweb, demonstrando o mapa do
declinio de anfibios pelo mundo, o quadro a esquerda mostra o nimero de espécies
em declinio por localidade estudada.

Um segundo grupo de pesquisadores, que associa a atual decadéncia das
comunidades de anfibios a mudangas climéticas e principalmente a doengas causadas
por patbgenos (Figura 06 Pagina 8) que nas ultimas décadas vem levando algumas

comunidades desses anfibios ao declinio (Blaustein et al., 1994a; Rachowicz et al.,

2005). O fungo Batrachochytrium dendrobatidis, vem sendo atualmente associado com
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o declinio dos anfibios estando associados a mortalidades em massa em varias regides
do planeta (Figura 07 péagina 9), dois mecanismos de acdo tem sido propostos para o
parasitismo deste fungo (I) a causa da doenca causada pelo fungo poderia estar
associada a producdo de toxinas. (1) a causa das doencas poderia estar relacionada com

o fato de o crescimento do fungo interferir com as func¢@es dos fluidos e com o balanco

ibnico da pele dos anfibios (Berger et al., 1998; Pessier et al., 1999).

Figura 06: modificada a partir de Woodhams et al (2007), mostrando uma
mortalidade em massa da espécie Rana mucosa Cam, 1917, em Kings Canyon
National Park, California, USA, causada pelo fungo patogénico B. dendrobatidis.

-
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N

Figura 07: Modificada de (spatialepidemiology, 2009), mostrando as regides onde
foram encontrados registros de B. dendrobatidis parasitando anfibios, os pontos em
laranja sdo os casos confirmados por técnicas moleculares, os pontos brancos
foram confirmados por métodos morfologicos.

A fauna microbiana da pele dos anfibios.

Embora ndo sejam muito estudadas as comunidades bacterianas da pele dos
anfibios possuem uma importante funcéo: podendo estar relacionado com a protecdo da
pele contra a invasdo de outros microorganismos (Harris et al., 2006; Lauer et al., 2007;
Woodhams et al 2007 a, b). Harris et al (2006) isolou varias linhagens de bactérias da
pele de duas espécies de salamandras (Plethodon cinereus (Green, 1818) e
Hemidactylium scutatum Temminck & Sclegel, 1838) e verificou que ha uma grande
diversidade de bactérias vivendo sobre as peles dessas salamandras, onde para P.
cinereus foram encontradas bactérias dos géneros Bacillus, Lysobacter e Pseudomonas)
e para H. scutatum foram encontrados os géneros Arthrobacter, Bacillus, Kitasatospora,
Paenibacillus, Pedobacter, Pseudomonas e Streptomyces , estas bactérias demonstraram
uma significativa atividade antifungica, onde os isolados bacterianos de P. cinereus

inibiram o fungo B. dendrobatidis e os isolados de H. scutatum inibiram B.


http://www.spatialepidemiology.net/.../earth_clear.png
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dendrobatidis, Mariannaea sp. E o0s géneros Bacillus, Lysobacter e Pedobacter inibiram
outras duas linhagens de fungos Basidiobolus ranarum e Allomyces sp.

Lauer et al. (2007) ao estudar a fauna de bactérias presentes na pele de
Plethodon cinereus encontrou 17 espécies de bactérias com atividade antifingica, onde
0S géneros que apresentaram as melhores atividades contra o crescimento de fungos
patogénicos foram Lysobacter, Bacillus e Chrysobacterium. E ainda segundo Lauer et
al. (2007) essa fauna de bactérias pode ser transmitida entre os anfibios de trés maneiras
(i) transmissdo horizontal, que acontece durante o acasalamento e interacdes agressivas,
(ii) inoculacdo ambiental que é comum para espécies transitdrias e pode ser um método
de colonizacéo de espécies residentes em uma area especifica. (iii) transmissdo vertical
que ocorre principalmente em espécies onde existe o cuidado parental onde a fauna de
bactérias da pele dos pais é transmitida para os juvenis.

Os estudos com bactérias que habitam a pele de anfibios estdo bastante
concentrados em anfibios da ordem Caudata (Salamandras), com exce¢cdao Woodhams et
al., 2007a; Culp et al., 2007. Woodhams et al (2007a) analisou a diversidade bacteriana
de Rana muscosa Cam, 1917, que é um Anuro da familia Ranidae, nesse trabalho foram
estudadas populacdes de duas regides diferentes uma popula¢ao denominada “Conness”
coletada em Yosemite National Park, California, EUA, que ndo esta sofrendo declinio
populacional, e a populagdo “Sixty Lake” coletada em Kings Canyon National Park,
California, EUA, que esta enfrentando declinio populacional, apés analises bacterianas
das duas populacdes de R. muscosa foi observado que a populagdo “Conness” possuia
85% dos individuos com bactérias com atividade antifingica na pele, enquanto a
populagdo de “Sixty Lake” possuia 62% dos seus representantes com bactérias
antifungicas na pele, os autores observaram também que nas duas populacfes havia a

presenca do fungo patogénico B. dendrobatidis. Frente a esses dados concluiu-se que a
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populacdo “Conness” possui maior resisténcia a infecgdes causadas por fungo devido a
maior parte da sua populagédo possuir bactérias com atividade antiflngica.

Woodhams et al. (2007b) afirma que se a microbiota mutualista € uma extensao
do sistema imune dos anfibios, pode-se entdo predizer que (i) hospedeiros que sédo
resistentes a doencas causadas por patbgenos demonstrariam ter uma um grande
diversidade de simbiontes, que beneficiariam o hospedeiro por impedir a colonizacéo do
patdgeno. (ii) populacdes de hospedeiros resistentes a fungos patogénicos
demonstrariam ter uma elevada uma elevada proporcdo de individuos inibidores de
fungos, enquanto as populagdes susceptiveis ndo possuiriam uma grande proporcéo de
microorganismos em suas peles. (iii) Apos remover a microbiota simbionte, hospedeiros
tornariam-se mais susceptiveis a infecgbes por patdgenos e desenvolvimento de
doencas. (iv) a adicdo de uma microbiota mutualistica a anfibios com microbiota
reduzida, diminuiria sua susceptibilidade a colonizacdo de patbgenos e doencas. (v) 0s
mecanismos de defesa do hospedeiro devem interagir com a microbiota, reduzindo os
patdgenos em potencial, mas ndo eliminariam os simbiontes mutualisticos, ou seja, 0s
compostos da pele dos anfibios podem regular e selecionar a microbiota de suas peles.
Woodham et al.(2007b) demonstraram essa Ultima hipdtese quando em um experimento
preliminar observaram bactérias simbiontes que inibem o crescimento de B.
dendrobatidis demonstraram resistir a elevadas concentracbes de peptideos
antimicrobianos produzidos pela pele de Rana pipiens Schreber, 1782.

Culp et al.(2007) investigou as populacGes bacterianas em trés diferentes
espécies de anfibios (Notophthalamus viridescens (Rafinesque, 1820), Rana cateshiana
Shaw, 1802, Plethodon cinereus) no estado da Virginia EUA. O autor observou que
muitas bactérias isoladas das peles desses anfibios sdo produtoras de muco, Wingender

et al. (1999) afirma que as fung¢bes do muco produzido por colbnias bacterianas séo
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prevencdo contra a desidratacdo, formacéo de barreiras protetoras, adeséo a superficies
além de possivelmente estar relacionado a formacéo de relacBes simbidticas, frente a
esses dados Culp et al.(2007) argumentaram que as bactérias da pele dos anfibios
podem servir de barreira e inibir a colonizacdo da pele por outros organismos. Os
autores observaram ainda que as bactérias presentes no ambiente em que os anfibios
foram coletados séo diferentes das bactérias presentes nas peles, sugerindo que para que
seja uma flora bacteriana natural pode haver um mecanismo regulatério que pode ser
resultado de um sinergismo do sistema imune dos anfibios e dos compostos produzidos
pela sua pele.

Lauer et al. (2008) isolou 48 espécies de bactérias que pertenciam a 16 géneros
na pele da salamandra Hemidactylium scutatum Temminck & Sclegel, 1838, e foi
observado também que essas bactérias possuem atividade antifingica, contra duas
linhagens de fungos Mariannaea elegans e Rhizomucor variabilis, esse estudo
demonstrou também que Vvarias dessas bactérias sao epibidticas.

Brucker et al. (2008a) demonstrou que na salamandra Plethodon cinereus que
ndo é parasitada naturalmente pelo fungo B. dendrobatidis, possui uma bactéria
simbionte Janthinobacterium lividum que produz dois compostos Indol-3-carboxaldeido
e violaceina (Figura 08, pagina 13), esses dois compostos demonstraram uma grande
atividade antifngica e devem estar associados a protecdo antifungica fornecida pelas

bactérias.
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Indol-3-carboxaldeido Violaceina

Figura 08: modificada a partir de Brucker et al. (2008), mostrando as estruturas
quimicas do Indol-3-caboxaldeido e da Violaceina isolados da bactéria
Janthinobacterium lividum encontrada na pele da salamandra Plethodon cinereus.

Brucker et al. (2008b) isolou o composto 2,4- diacetilfloroglucinol (Figura 09,
pagina 13) a partir da bactéria Lysobacter gummosus, que € um organismo que Vvive
como simbionte na pele da salamandra P. cinereus em testes microbioldgicos esse

composto demonstrou atividade antifungica.

HO OH

2,4-diacetilfloroglucinol

Figura 09: modificada de Brucker et al (2008b), mostrando a estrutura quimica do
2,4 diacetilfloroglucinol isolado da bactéria Lysobacter gummosus.

Harris et al. (2009) testou os efeitos da exposicdo de salamandras P. cinereus
contra B. dendrobatidis observou que as espécies infectadas pelo fungo sofriam uma
grande perda de peso, mas que quando foi adicionado a bactéria Pseudomonas reactants
que é constituinte da flora bacteriana desta espécie de salamandra, houve um

decréscimo na perda de peso em relacdo as salamandras que ndo foram tratadas com a
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bactéria P. reactants, demonstrando que a bactéria reduz os sintomas causados pela

infeccdo por B. dendrobatidis.

Os efeitos da radiacdo UV sobre a Biologia dos anfibios.

A radiagdo ultravioleta é importante fator que de maneira independente ou em
sinergismo com outros fatores pode estar desempenhando um importante papel no
declinio dos anfibios, entre os principais maleficios causados pelos aumentos nos
indices de radiacdo UV podemos destacar a ma formacéo de embrifes, 0 ressecamento
da pele dos anfibios, danos ao DNA desses animais além do dessecamento de ovos de
algumas espécies que se reproduzem fora da agua (Blaustein & Belden, 2003; Blaustein

et al., 2005).

Blaustein et al.(1997) demonstraram que a radiacdo UV-B afeta de maneira
negativa o desenvolvimento embrionario de anfibios induzindo a deformidades,
segundo o autor esses efeitos podem variar entre as espécies devido ao nivel de fotoliase
presente na espécie, onde um elevado nivel de fotoliase pode remover 0s compostos
fotoativados pela radiacdo ou diminuir os efeitos citotoxicos e mutagénicos desses

compostos (Blaustein et al., 1994).

Blaustein et al. (2003) realizou uma extensa revisdao e observou que Vvarias
espécies de anfibios ja demonstraram sofrem efeitos danosos quando expostas a
radiacdo ultravioleta ou quando expostas a radiacdo ultravioleta associada com outros

fatores que causam declino em comunidades de anfibios, como fungos patogénicos.

Apesar da radiacdo, em geral, provocar danos aos anfibios esses animais

possuem diversas estratégias para se protegerem contra os efeitos dessa radiagéo,



26

(Blaustein & Belden, 2003) comentam essas estratégias: (i) Exposicdo limitada a UV-B,
varias espécies de anfibios limitam o seu tempo de exposicdo a luz e quando colocam
Seus 0vos em areas abertas que estdo mais expostas a luz esses ovos sdo pigmentados,
mas quando os ovos sdo colocados em areas fechadas onde a exposicdo a luz e menor

esses ovos sdo despigmentados.
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OBJETIVOS
Objetivo Geral

Avaliar as atividades microbiologicas dos extratos e fracdes, obtidos da pele de
Rhinella jimi. e sua relacdo com o declinio de anfibios.
Objetivos Especificos
1- Avaliar o espectro de agdo e o grau de inibicdo dos extratos obtidos a partir de peles
de Rhinella jimi, oriundos da Biorregido do Araripe frente a linhagens bacterianas
patogénicas.
2- Investigar a atividade antibacteriana ativada pela luz UV-A dos extratos e fracdes da
pele de R. jimi, comprovando e comparando a sua eficiéncia.
3- Verificar a eficacia dos extratos na modulacdo da resisténcia bacteriana a
aminoglicosidios.

4- Correlacionar os dados obtidos com o declinio de comunidades de anfibios.
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MATERIAIS E METODOS
Selecéo e coleta dos anfibios

Os espécimes de Rhinella jimi (Figura 10, pagina 17) foram coletados nos
municipios de Caririacu (07°02°S x 39°17°W), Crato (07°14°S x 39°24°"W), Mauriti
(07°23°S x 38°46"W), e Véarzea Alegre (06°47°S x 39°17°W), assim como no municipio
de Exu (07°30°S x 39°43"W) no estado de Pernambuco, todos esses municipios estdo
incluidos no Bioma da Caatinga, vegetacdo tipica da regido nordeste do Brasil, o clima
nessa regido é o semi-arido que é quente e seco com um periodo de chuvas limitado de
trés a quatro meses por ano (IPECE, 2005), a sua identificacdo foi realizada mediante a
literatura especializada (Stevaux, 2002), ap0s isso 0s animais foram depositados na
colecdo de vertebrados do laboratério de Zoologia da Universidade Regional do Cariri-

URCA LZ-URCA 0469-500, 0503, 0504. 0506-508.

Figura 10: Espécime de Rhinella jimi coletado para a obtencéo dos extratos para a
realizacdo dos testes microbioldgicos.
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Obtencédo dos extratos metanolicos

Peles de 37 espécimes foram removidas e os espécimes foram depositados na
colecdo Zoologica da Universidade Regional do Cariri: LZ-URCA 0469-500, 0503,
0504, 0506-0508. Os espécimes de Rhinella jimi foram investigados na forma de cinco
diferentes extratos: fracdo metanolica de extrato metanolico (FMEM), fragédo
cloroférmica de extrato metandlico (FCEM), extrato metandlico (EM), solugdo aquosa
alcaloidica (SAA) e solucdo de acetato nao alcaloidica (SANA), obtidos a partir de suas
peles e objetivando identificar e avaliar suas atividade antibacterianas, fototdxicas e
moduladoras da acdo de antibioticos.

Os extratos brutos foram obtidos a partir de peles secas (295g) em metanol,
durante 96 horas a temperatura ambiente, com um rendimento total de 5,5%. A
prospec¢do quimica para a identificacdo das classes dos metabolitos no extrato
metanolico da pele de R. jimi, seguiu a metodologia sugerida por Matos (2000).

Os extratos foram submetidos a coluna cromatografica, usando Sephadex LH20,
sendo empacotada e eluida com metanol, para separar as diferentes fracGes. Apoés
analise por cromatografia de camada delgada, usando o reagente de Dragendorff’s como
agente revelador, as fragbes foram separadas baseadas em seus perfis cromatograficos.
Grupos funcionais de compostos presentes nas fragdes foram identificados por anélise
de espectro na regido do infravermelho, obtido em espectdmetro PERKIN-ELMER

model FT-IR spectrophotometer, spectrum 1000 usando pastilha de KBr.
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Preparo das soluc@es a partir do extrato
Preparo da solucéo inicial e das solugdes de teste.

No preparo da solucdo inicial a amostra foi solubilizada em Dimetilsulfoxido
(DMSO- Merck, Darmstadt, Alemanha), sendo observadas as seguintes proporc¢des: 10
mg da amostra solubilizados em 1mL de Dimetilsulfoxido DMSO, para obter uma
concentracdo inicial de 10 mg/mL. A partir dessa concentracdo, foi efetuada uma
diluicdo em agua destilada estéril para se obter uma concentracéo de 1024pg/mL.
Microrganismos

Os microrganismos utilizados nos testes foram obtidos através do Instituto
Nacional de Controle de Qualidade em Sadde (INCQS) da Fundacdo Oswaldo Cruz,
Ministério da Saude. Foram utilizadas duas linhagens padrdo de bactérias Escherichia
coli ATCC10536; Staphylococcus aureus ATCC25923. As linhagens multirresistentes
S. aureus (SA358) e E. coli (EC27) foram obtidas a partir de amostras clinicas obtidas
nas cidades de Juazeiro do Norte- CE e Jodo Pessoa - PB.

Meios de cultura

Foram utilizados nos ensaios bioldgicos os seguintes meios de cultura: Agar
Heart Infusion - HIA (Difco Laboratories Itda.), Caldo Brain Heart Infusion — BHI
(concentracdo indicada pelo fabricante e 10%) (Acumedia Manufacturers Inc.). Todos
0s meios de cultura preparados segundo as especificacdes do fabricante.

Preparo e padronizacdo de indculos bacterianos

Culturas de bactérias foram mantidas a 4°C em Heart Infusion Agar (HIA).
Antes dos testes, as linhagens foram repassadas para 0 meio citado e incubadas a 35°C
por 24 horas. As linhagens a serem testadas foram inoculadas em Caldo Brain Heart
Infusion (BHI) e incubadas na mesma situacdo antes do teste. Suspensdes com

crescimento bacteriano foram diluidas até a obtencéo de 10° céls/mL (NCCLS, 2000).
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Determinacdo da concentracéo inibitoria minima (CIM).

Os ensaios para determinacdo da CIM dos extratos metanolicos foram efetuados
através do método de microdiluicdo em caldo, com concentragdes variando de 512 a 8
pg/mL.

CIM pelo método de microdiluicdo em caldo
Preparo dos inoculos bacterianos

As suspensdes bacterianas previamente padronizadas foram diluidas 1:10 em
caldo BHI para obtencdo da concentracdo final de 10° céls/mL (NCCLS, 2000).
Execucéo e leitura dos ensaios

Esse método utiliza pequenos volumes de meio de cultura e de amostra,
distribuidos em cavidades de microplacas estéreis. As amostras foram preparadas em
concentracdo dobrada (1024 pg/mL) em relagdo a concentracdo inicial definida e
volumes de 100 pL e posteriormente foram diluidas seriadamente 1:2 em caldo BHI
10%. Em cada cavidade com 100 pL do meio de cultura uma amostra suspensao
bacteriana diluida 1:10. Controles negativos com o meio de cultura, controles positivos
(meio + inoculo) e controles de inibicdo utilizando antimicrobianos em concentracdo de
512 a 8 pg/mL foram incluidos nos ensaios. As placas preenchidas foram incubadas a
35°C por 24 horas (Javadpour et al., 1996).

Para evidenciar a CIM das amostras, foi preparada uma solu¢do indicadora de
resazurina sodica (Sigma) em agua destilada estéril na concentracdo de 0,01% (p/v).
Apbs a incubacdo, 20 pL da solucdo indicadora foram adicionados em cada cavidade e
as placas passardo por um periodo de incubacdo de 1 hora em temperatura ambiente. A
mudanca de coloracdo azul para rosa devido a reducdo da Resazurina indica o

crescimento bacteriano (Mann & Markhan, 1998; Palomino et al., 2002), auxiliando a
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visualizacdo da CIM, definida como a menor concentracdo capaz de inibir o
crescimento microbiano, evidenciado pela cor azul inalterada.
Avaliacdo da atividade fotosensibilizante dos extratos sob luz UV-A

Todos os extratos foram testados quanto a possibilidade de interacdo com luz
Ultravioleta A (UV-A) segundo procedimentos descritos na literatura (Lopez et al.,
2001).
Execucéo e leitura do ensaio

Nestes ensaios foram utilizadas as linhagens padrdo de S. aureus e E. coli. O
ensaio foi realizado através do método de difusdo em agar, modalidade em disco (Agar
Disk Diffusion). Foram utilizados como controles positivos discos de norfloxacina
(Laborclin - 10 ug) e discos Blank com 20 puL de 8 — metoxipsoraleina (8-MOP)
dissolvida em etanol para fotoativacdo. Para visualizar o efeito fototoxico, cada placa
foi preparada em réplica: uma réplica foi exposta a luz UV-A (5 Wy/m?, 320-400 nm,
quatro lampadas Sylvania F20T12-BLB, emissdo maxima: 350 nm) por 2 horas. Apds
isso, as placas expostas a luz foram incubadas a 37°C por 24h. A outra réplica foi
diretamente colocada na estufa a 37°C para incubacdo, sem contato com a luz UV-A
enguanto a outra foi mantida no escuro. A leitura foi realizada através da afericdo do
tamanho das zonas de inibicdo (mm) e a atividade fototoxica foi avaliada através da
comparacao entra as duas réplicas.
Avaliacdo da interferéncia dos extratos na resisténcia aos antibioticos
aminoglicosidios.

Os extratos e fracBes obtidos de R. jimi foram avaliados com relacdo a sua
atividade moduladora da acdo antibidtica contra as linhagens multirresistentes de

Escherichia coli 27 e de Staphylococcus aureus 358
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Para avaliar os extratos como moduladores da agdo antibidtica, a CIM de
antibidticos da classe dos aminoglicosideos (canamicina, amicacina, neomicina e
gentamicina) foram avaliadas na presenca e na auséncia de todos os extratos em
microplacas estéreis. Todos os antibidticos testados foram obtidos junto a Sigma.
Execucéo e leitura do ensaio

Os extratos foram misturados em caldo BHI 10% em concentracdes
subinibitorias. A preparacdo das solucdes de antibidticos realizou-se com a adicdo de
agua destilada estéril em concentracdo dobrada (1024 pg/mL) em relacdo a
concentracdo inicial definida e volumes de 100 L diluidas seriadamente 1:2 em caldo
BHI 10%. Em cada cavidade com 100 pL do meio de cultura contendo a suspensao
bacteriana diluida (1:10). Os mesmos controles utilizados na avaliacdo da CIM para 0s
extratos foram utilizados (Sato et al., 2004, modificado). As placas preenchidas foram
incubadas a 35°C por 24 horas e a leitura foi evidenciada pelo uso de Resazurina sodica

como citado anteriormente.
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RESULTADOS

A bioprospeccao do extrato metandlico de R. jimi revelaram a predominancia de
alcaldides, assim como terpenos, esterdides e saponinas, em andlises
espectofotometricas o extratos na regido infravermelha demonstraram uma grande
absorcéo em 3434 cm™, indicando a presenca de grupos NH e /ou grupos OH, que sdo
caracteristicos de aminas e alcodis, porém acreditamos em uma maior probabilidade da
presenca de aminas biogénicas, j& que estes compostos encontram-se bastante
difundidos em peles de anfibios, as analises em CCD confirmaram a presenca de
alcaldides nas fracGes obtidas.
Atividade fototoxica

A exposicdo a luz UV-A demonstrou efeito sobre a atividade de trés extratos
contra E. coli, onde a atividade foi demonstrada por FMEM, FCEM e SNA (Tabela 01).
Embora existam muitos trabalhos que demonstram os efeitos bioldgicos da radiacao
sobre anfibios (Bancroft et al., 2007; Blaustein et al., 1997, 2003), esses trabalhos
consistem em atividades mediadas pela luz UV-B e geralmente esses estudos
concentram-se em relacionar a radiagdo com mortalidades de anfibios ou avaliar a
efeitos da radiacdo UV-B com o aumento na vulnerabilidade desses animais frente a
organismos patogénicos, nosso estudo é o primeiro a avaliar compostos isolados a partir
da pele de um anfibio e relaciona-lo com atividade antibacteriana com radiacdo UV-A,

sendo o primeiro a observar esse tipo de atividade até o momento.
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Tabela 01: Atividade fototoxica apresentada pelos extratos FMEM, FCEM e SNA
frente a linhagens de E. coli.

Staphylococcus aureus ATCC25923 Escherichia coli ATCC10536
Fmem Fcem Em Saa Sna NOR 8MOP Fmem Fcem Em Sga Sna NOR 8MOP
Uv+ - - - - - 34 16 11 10 - - 11 40 18
UV- - - - - - 31 - - - - - - 32 -

Fm ( fracdo metanodlica), Fc (fracdo cloroférmica), Em ( extrato metanélico), Saa (solucdo aquosa
alcaloidica), Sna ( solugdo aquosa ndo alcaloidica), Nor(norfloxacina) e BMOP(8 — metdxipsoraleina)

Anélise dos Extratos frente as linhagens ATCC e multirresistentes de E. coli e S.
aureus.

Como apresentado na Tabela 02, as cinco fragcBes ndo demonstraram atividade
microbioldgica de relevancia clinica sobre as linhagens padrdes de E. coli, onde todas as
fragdes apresentaram CIMs>1024pg/mL, porém em relagdo as linhagens
multiresistentes os resultados demonstraram atividades microbioldgicas, embora essa
atividade ndo tenha sido muito relevante, as fracbes que apresentaram essa atividade;
Fracdo cloroférmica de extrato metanolico (FCEM), Extrato metanélico(EM) e Solucdo
de acetato ndo alcaloidica, apresentaram todas elas CIMs 512 pg/mL.

Na linhagem padrdo de S. aureus ndo foram observadas atividades
microbioldgicas relevantes do ponto de vista clinico sendo o CIM de todas as cinco
fracdes maior ou igual a 1024 pg/mL, ja em relacdo as linhagens multirresistentes
SA358, a fracdo metanolica do extrato metanolico, demonstrou atividade, apresentando

CIM 512 pg/mL.

Tabela 02: E. coli linhagens padrdo ATCC e multiresistentes EC 27, testadas com
0s produtos naturais, as concentracdes inibitérias minimas estdo em pg/mL.

E. coli ATCC 10536 E. coli(EC 27)
FMEM > 1024 > 1024
FCEM > 1024 512
EM > 1024 512
SAA > 1024 > 1024
SNA > 1024 512

Fm (fragdo metandlica do extrato metandlico), Fc (fracdo cloroférmica do extrato metandlico), Em
(extrato metandlico), Saa (solugdo aquosa alcaloidica), Sna (solu¢do aquosa nao alcaloidica), E. coli
ATCC (linhagem padrdo de E. coli ATCC 10536) e E. coli (EC27) (linhagem multirresistente de E. coli).
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As linhagens padrdo e multirresistentes de S. aureus, 0s extratos e fragdes nédo
apresentaram atividade inibitoria contra o crescimento bacteriano na linhagem ATCC,
sendo todas as concentracdes inibitorias minimas (CIM) >1024 ug/mL. Em relacéo a
linhagem multirresistente SA358 o0s extratos e fragdes também ndo foram capazes de
inibir o crescimento bacteriano, com excecdo da fragdo FMEM que inibiu o crescimento

bacteriano em uma concentracéo em torno de 512 pg/mL. (ver tabela 03).

Tabela 03: S. aureus nas linhagens padrdo ATCC e multiresistente SA 358, testada
com os produtos naturais, todos os resultados estédo em pg/mL
S. aureus ATCC 25923  S. aureus (SA 358)

FMEM > 1024 512

FCEM > 1024 > 1024
EM > 1024 > 1024
SAA > 1024 > 1024
SNA > 1024 > 1024

FM (Fracdo metandlica do extrato metandlico), FC (Fracdo cloroférmica do extrato metandlico), EM
(Extrato metanolico), SAA (Solugdo aquosa alcaloidica), SNA (Solugéo aquosa ndo alcaloidica).

Teste da atividade moduladora da acdo antibiética

A atividade moduladora da acdo antibi6tica a fracdo metanol do extrato
metanolico FMEM, em comparacdo com o0s antibioticos, canamicina, amicacina,
neomicina e gentamicina, observaram-se 0s seguintes resultados: com relacdo a
linhagem EC27, foi observado um efeito antagbnico com o antibidtico canamicina, que
foi capaz de inibir o microorganismo em uma concentracdo de 32 pg/mL, mas quando
em associacdo a FMEM teve o CIM aumentado quatro vezes (128 pg/mL), os demais
microorganismos (Tabela 04).

Na linhagem de Staphylococcus aureus SA358, todos o0s antibidticos mostraram-

se indiferentes quando associados com FMEM, com excecdo a gentamicina que assim
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como a canamicina em E. coli também demonstrou efeito antagdnico quando associada

com a FMEM, quando teve sua CIM aumentada quatro vezes (Tabela 04).

Tabela 04: teste da atividade modificadora da acédo antibidtica da FMEM, com o0s
antibidticos canamicina, amicacina e neomicina e gentamicina, todos os resultados

em pg/mL.

Antibidticos CIMEC27  FMEM (64 ug/mL) CIM SA358 FMEM (64 pg/mL)
+ antibi6tico + antibidtico

FMEM >1024 - 512 -
Canamicina 32 128 32 32
Amicacina 32 32 64 64
Neomicina 256 256 64 64
Gentamicina 64 64 256 1024

Fmem (Fracdo metandlica do extrato metandlico), CIM EC27(Concentracdo inibitéria minima da
linhagem multirresistente de E.coli) e CIM SA358 (concentracdo inibitéria minima da linhagem
multirresistente de S. aureus).

Na fracdo cloroférmica de extrato metandlico (FCEM), os antibidticos
canamicina, amicacina, neomicina e gentamicina, mostraram-se indiferentes quando
associados a essa fracdo quanto testados com EC27, mantendo suas CIMs sem
alteracdes significativas.

Para SA358 os testes com FCEM, demonstraram o seguinte resultado: os
antibidticos canamicina, amicacina e neomicina, também foram indiferentes, a
gentamicina apresentou efeito antagonico, tendo aumentando a sua CIM de 256 pg/mL,

para um valor >1024 pug/mL(Tabela 05).

Tabela 05: Avaliacdo da Fracdo cloroférmica do extrato metanolico associada a
antibidticos.

Antibioticos CIMEC27  FCEM (64 ug/mL) CIM SA358 FCEM (64 pg/mL) +
+ antibidtico antibidtico
FCEM 512 - >1024 -
Canamicina 128 128 64 64
Amicacina 32 32 64 64
Neomicina 256 256 32 32
Gentamicina 64 64 256 >1024

Fcem (Fragdo cloroformica do extrato metandlico), CIM EC27 (concentracdo inibitéria minima da
linhagem multirresistente de E. coli) e CIM SA358 (concentracdo inibitéria minima da linhagem
multirresistente de S. aureus).
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O extrato metandlico (EM), os resultados com EC27, mostraram que 0s
antibidticos canamicina, amicacina, neomicina e gentamicina, mostraram-se
indiferentes, ou seja, ndo apresentaram altera¢6es nas suas CIMs de forma clinicamente
relevante. Em SA358, os antibidticos canamicina, amicacina e neomicina foram
indiferentes, porém a gentamicina apresentou efeito antagénico, onde a sua CIM
independente foi de 256 pg/mL, mas quando associada com o EM teve seu valor
ampliado para 1024 pug/mL, o que representa um aumento de quatro vezes na sua CIM
(tabela 06).

Tabela 06: Resultados dos testes com o Extrato Metandlico de R. jimi, com 0s
antibioticos, mostrando os resultados em pg/mL.

Antibidticos CIM EC27 EM (64 pg/mL) + CIM SA358 EM (64 pg/mL) +
antibidtico antibidtico
EM 512 - > 1024 -
Canamicina 64 64 128 128
Amicacina 64 64 128 128
Neomicina 128 128 64 64
Gentamicina 64 64 256 1024

Em (extrato metanolico), CIM EC27 (concentragdo inibitéria minima da linhagem multirresistente de E.
coli) e CIM SA358 (concentracéo inibitoria minima da linhagem multirresistente de S. aureus).

A solucdo aquosa alcaloidica (SAA), como pode ser observado na Tabela 07,
ndo foi registrado nenhum tipo de atividade microbioldgica para nenhuma das linhagens
multirresistentes, quando os antibi6ticos foram associados com SAA, ndo houve
alteracdes nos valores de suas CIMs.

Tabela 07: teste da atividade modificadora da acéo antibiotica da Solugdo Aquosa
Alcaloidica, onde todos os resultados obtidos estdo em pg/mL.

Antibidticos CIM EC27 SAA (64 pg/mL) CIM SA358 SAA (64 pg/mL) +
+ antibidtico antibiético
SAA > 1024 - > 1024 -
Canamicina 128 128 32 32
Amicacina 32 32 64 64
Neomicina 256 256 64 64
Gentamicina 32 32 512 512

Saa (solugdo aquosa alcaloidica), CIM EC27 (concentracdo inibitoria minimada linhagem multirresistente
de E. coli) e CIM SA358 (concentragao inibitdria minima da linhagem multirresistente de S. aureus).
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Para a solucéo aquosa ndo alcaloidica (SNA), ndo foi observado nenhum tipo de
atividade antimicrobiana com relagdo a EC27, permanecendo todas CIMs dos
antibidticos sem alteracGes significativas. Para SA358, os antibidticos canamicina,
amicacina, neomicina e gentamicina, mostraram-se indiferentes, como pode ser visto na
tabela 08.

Tabela 08: teste da acdo modificadora dos antibiéticos com a solugdo aquosa nao
alcaloidica, mostrando todos os resultados em pg/mL.

Antibidticos CIM EC27 SNA (64 pg/mL) CIM SA358 SNA (64 pg/mL) +
+ antibidtico antibiético
SNA 512 - > 1024 -
Canamicina 32 32 64 64
Amicacina 16 16 64 64
Neomicina 128 128 64 64
Gentamicina 32 32 256 256

SNA (solugdo aquosa ndo alcaloidica), CIM EC27 (concentragdo inibitéria minima da linhagem
multirresistente de E. coli) e CIM SA358 (concentragdo inibitdria minima da linhagem multirresistente de
S. aureus).
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DISCUSSAO
Atividade Fototoxica

A exposicao a luz UV-A demonstrou efeito sobre a atividade de trés extratos
contra E. coli, onde a atividade foi demonstrada por fracdo metandlica do extrato
metanolico (FMEM), fracdo cloroférmica do extrato metanodlico (FCEM) e solucao
aquosa néo alcaloidica (SNA).

Muitas substancias quando expostas a luz ultravioleta, sdo excitadas e exibem
fototoxicidade, essas substancias estdo distribuidas ao longo de vérias familias de
plantas e fungos, provavelmente podem desempenhar o papel de defesa contra o ataque
de insetos e nematddeos ou contra a predacdo de herbivoros (Taylor et al., 1995;
Berembaum, 1995; Towers et al.,1997; Cheeptham & Towers, 2002; Kang et al., 2007).

Essa atividade consiste basicamente em dois mecanismos: (i) producdo de
radicais livres, que podem afetar diretamente o crescimento das células bacterianas,
como as furocumarinas (Song & Tapley, 1979; Foote, 1991). (ii) a formacdo de
isbmeros opticamente ativos, que possam ser ativados na presenca da luz,
Provavelmente algum dos varios compostos presentes na pele de R. jimi, na presenca da
luz UV tem a propriedade de formar radicais livres ou isdmeros que possuem atividade
microbioldgica.

A bioprospeccdo do extrato metandlico de R. jimi demonstrou a presenca de
varios compostos e provavelmente estas substancias individualmente ou em associa¢do
sdo responsaveis pelo efeito fototoxico apresentado pelos compostos da pele de R. jimi,
mas na literatura cientifica ndo existem relatos que tais compostos apresentassem esse
tipo de atividade bioldgica. Provavelmente alteracbes nos indices de radiagdes UV,
podem estar desempenhando um papel fundamental em relacdo a fauna de

microorganismos associada a pele dos anfibios, Belden & Harris. (2007) sugerem que
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fatores bioticos e abidticos alem das variagdes ambientais podem alterar a microbiota
natural, conduzindo a distdrbios que como consequéncia direta pode tornar os anfibios
mais susceptiveis a infecgbes por patdbgenos. Harris et al. (2006, 2009) demonstaram
que a fauna de bactérias possui uma funcdo ecoldgica muito importante para a
sobrevivéncia de algumas espécies de anfibios, produzindo algumas substancias que
protegem o animal contra fungos patogénicos. Brucker et al. (2008) argumentam que
apesar dessas bactérias produzirem esses compostos antifungicos, uma competicao entre
bactérias e fungos patdbgenos também ndo poderia ser descartada, onde essas bactérias
provavelmente desenvolveram um mutualismo com o anfibio utilizando a sua pele
como substrato e em contrapartida dificultam a colonizacdo da pele por outros
microorganismos. Apesar de que o principal tipo de radiacdo associada ao declinio de
anfibios ser a radiacdo UV-B, onde existem varios estudos demonstrando os efeitos
nocivos desse tipo de radiacdo tanto de maneira individual como em sinergismo com
outros fatores, nossos resultados sugerem que ndo somente a radiacdo UV-B pode estar
associada ao declinio das comunidades de anfibios ja que a radiacdo UV-A em nossos
testes demonstrou também causar efeitos danosos ndo a R. jimi diretamente, mas afetou
significativamente bactérias e como demonstrado nos trabalhos de (Harris et al., 2006,
2009; ; Woodhams et al., 2007a,b; Brucker et al., 2008a, b) essas bactérias fornecem
protecdo adicional a esses organismos, onde podem protegé-los através da competicao
com outros organismos evitando assim a colonizacdo da pele dos anfibios assim como
através da producdo de compostos que dificultam o desenvolvimento desses organismos

(Brucker et al., 2008).
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Teste da atividade microbioldgica frente a linhagens padrées ATCC
multirresistentes EC 27 de E. coli.

Os extratos de R. jimi demonstraram atividade microbiol6gica mais significante
em linhagens Gram negativas, contrariamente a extratos de origem vegetal que
geralmente apresentam atividades mais significativas contra linhagens Gram positivas
(Rabe & Van Staden, 1997; Afolayan, 2003), estes resultados podem indicar que os
compostos que possuem atividade biologica na pele de R.jimi sdo diferentes dos
compostos presentes em vegetais.

Avaliacdo da atividade moduladora da a¢ao antibidtica.

Frente aos resultados, vemos que nenhum dos antibidticos quando em
associacdo com os extratos e fracdes tiveram suas atividades bioldgicas potencializadas.
Contudo o antibidtico canamicina (Tabela 4) teve sua acdo inibida cerca de quatro
vezes, quando associada a fracdo metandlica do extrato metandlico. A gentamicina
também demonstrou antagonismo com trés dos cinco produtos testados (FMEM, FCEM
e EM), sendo assim o antibiotico a demonstrar maior interacdo com as substancias da
pele de R. jimi.

Trabalhos onde foram testados compostos oriundos de anfibios em associacéo
com antibidticos sdo escassos na literatura cientifica, resumindo-se ao trabalho de
Giacometti et al. (2005), que testou a associacdo de trés diferentes peptideos com
atividade antibi6tica (Citropina 1.1, Margainina Il e Temporina A) que sdo encontrados
na pele de anfibios em associacdo com antibidticos de uso comercial. Foi observado
sinergismo entre esses peptideos de anfibios com os antibiéticos Claritromicina,
antibioticos betalactdmicos e Polimixina A. Porém o trabalho acima citado demonstra

sinergismo ao contrario dos resultados obtidos a partir de compostos de R. jimi que
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apontam para um antagonismo entre a associacao de antibidticos e compostos da pele
do anfibio em estudo.

De certa forma ndo é normal se esperar de um composto presente na pele de um
anfibio apresentar atividade protetora contra linhagens bacterianas, ja que a pele de um
anfibio e seus compostos tem como uma de suas principais funcbes defenderem o
animal de ataques deferidos por organismos patogénicos.

Os resultados nos levam a imaginar que as substancias presentes na pele de R.
jimi protegem o animal contra o ataque de patbgenos da seguinte maneira: como a pele
dos anfibios pelo fato de ser Umida e ndo queratinizada, pode tornar-se um ambiente
propicio ao desenvolvimento de microorganismos como os fungos, bactérias ou
protozodrios. Devido a isso ha a necessidade do anfibio produzir substancias para se
auto defender das ameacas microbioldgicas. R. jimi aparentemente usa um mecanismo
diferenciado onde as substancias produzidas pele sua pele, atuam protegendo uma flora
bacteriana associada a sua pele. Essas bactérias em contrapartida impediriam que a pele
do anfibio fosse colonizada por outros microorganismos, mantendo estavel a fauna de
microorganismo da pele do animal, essa hipotese é reforcado pelo fato dos compostos
da pele de R. jimi inibirem a acdo de aminoglicosidios, que sdo compostos isolados
inicialmente a partir de microorganismos actinomicetos, como podemos ver nas Tabelas
4,5¢e6.

Embora existam alguns registros de B. dendrobatidis parasitando anfibios da
familia Bufonidae, essa familia parece ser menos susceptivel ao parasitismo deste
fungo, ja que trabalhos de monitoramento do parasitismo de B. dendrobatidis como
Toledo et al. (2006), que analisou girinos de 28 diferentes espécies de anfibios e
concluiu que entre as espécies parasitadas pelo fungo, nenhuma pertencia a familia

Bufonidae. Berger et al. (1999), ao analisar varias espécies de anfibios australianas,



44

quanto ao parasitismo pelo B. dendrobatidis observou que esse fungo estava presente na
pele de Rhinella marinus (Bufo marinus). Essa espécie de anfibio ndo é endémica do
continente australiano e talvez esse fator possa ter influenciado o parasitimo pelo B.
dendrobatidis. J& que em um ambiente diferente a fauna de insetos que é a base
alimentar dos anfibios muda consideravelmente. Conseqgiientemente também deve
provocar alteracdes na composi¢do dos compostos com atividades bioldgicas nas peles
desses animais, visto que muitos desses compostos nao sdo sintetizados pelo animal,
mas absorvidos a partir da alimentacdo, e mudangas no ambiente como mostrado por
Saporito et al. (2006) afetam a composicdo, principalmente a de compostos como 0s

alcaldides.
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CONCLUSOES

1. Os extratos e fracGes da pele de Rhinella jimi interagem de diferentes formas
com linhagens, tanto para E. coli, como para S. aureus, tendo apresentado CIMs > 1024
pg/mL ndo sdo relevantes do ponto de vista clinico;

2. No teste da atividade modificadora da acdo antibidtica, os produtos de R. jimi
apresentam antagonismo com 0s antibidticos canamicina e gentamicina contra as
linhagens multirresistentes EC27 e SA358. Esses resultados indicam gque a microbiota
associada a pele de R. jimi, pode estar sendo quimicamente protegida pelo anfibio;

3. Os compostos presentes na pele de R. jimi apresentaram atividade fototdxica
(Tabela 01), ou seja, na presenca da luz esses produtos formaram radicais livres ou
isbmeros opticamente ativos, que tornaram-se toxicos para as bactérias. Varios trabalhos
vém demonstrando que a radiacdo UV pode provocar varios danos fisioldgicos graves
em anfibios, e esses danos podem variar de espécie para espécie assim como em
diferentes estagios do ciclo de vida em muitos anfibios (Bancroft et al., 2008; Blaustein
et al., 1997, 2003 e 2005). Frente a esses dados podemos argumentar que 0 aumento da
radiacdo UV possa estar relacionado com a alteracdo na fauna microbiana da pele dos
anfibios, ja que como os dados de atividade fototdxida demonstraram que 0s compostos
da pele de R. jimi ndo demonstraram atividade microbiol6gica, mas quando submetidos
a presenca da luz UV demonstraram-se toxicos para bactérias e partindo-se do
pressuposto de que as bactérias possam estar associadas a defesa contra outros
microorganismos. No momento em que estas bactérias tenham seu crescimento
comprometido, poderia portando abrir um caminho para o ataque de fungos patdgenos,
porém estudos adicionais sdo necessarios para uma avaliacdo mais generalizada a fim de

obter dados entre os diversos grupos de anfibios.
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