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“Visto a luz da evolucdo, a biologia ¢, talvez,
intelectualmente a ciéncia mais satisfatoria e
inspiradora. Sem essa luz se torna uma pilha
de fatos diversos — alguns deles interessantes
ou curiosos, mas ndo fazendo nenhuma foto
significativa como um todo.”

Theodosius Dobzhansky



RESUMO

A quitina € um polissacarideo amplamente encontrado em diferentes organismos presentes em
variados habitats. A digestdo de quitina por organismos estd associada a acao de, pelo menos,
duas enzimas especificas, a quitinase responsavel por clivar as ligagcdes B(1-4) da quitina em
di- e tri-sacarideos, ¢ a B-N-acetil-D-glicosaminidase. Por conta de sua dieta anurofaga,
espécimes da serpente Erythrolamprus viridis acabam ingerindo os restos ricos em material
quitinoso em digestdo consumidos pela sua presa, o que pode ser desvantajoso aos individuos
dessa espécie pelo fato de que esse material duro pode causar obstru¢des e laceragdes em seu
trato digestivo. Para eliminar o excesso desse material, sabe-se que mecanismos fisiologicos
adaptativos tais como a secre¢do de quitinases no limen do trato gastrico ja foi estudado em
outras espécies de répteis, porém nunca se foi identificada a presenca dessas enzimas em
qualquer serpente. Para detectar um possivel potencial quitinolitico dessa espécie foram feitos
extratos celulares do trato gastrointestinal de seis espécimes de E. viridis, através da
macera¢do mecanica apos congelamento em nitrogénio liquido seguida de extragdo proteica.
Extratos dos tecidos gastrointestinais do lagarto Tropidurus hispidus foram feitos para servir
como controle positivo devido a dieta insetivora dessa espécie. Os extratos foram entdo
avaliados quanto & sua atividade quitinolitica em testes de acgtcar redutor através do ensaio
com reagente de Schales e quitina coloidal como substrato. Espécimes de E. viridis
apresentaram menor potencial quitinolitico comparado a espécimes de 7. hispidus. Célculos
da atividade com o teste de Schales demonstraram atividade média de 12,863 U/mL para
espécimes de E. viridis, contra uma atividade de 25,17 para extratos de espécimes de 7.
hispidus. A atividade quitinolitica dos extratos também foi avaliada em substratos de p-
nitrofenol com o auxilio de um kit de deteccdo de atividade quitindsica (Sigma-Aldrich).
Esses ensaios também demonstraram uma atividade quitinolitica menor dos extratos de E.
viridis comparados aos extratos de 7. hispidus (atividade média dos extratos de E. viridis de
2,191 U/mL para substratos mono-, 0,29 U/mL para substratos di- e 0,20 U/mL para
substratos tri-, contra as atividades médias dos extratos de 7. hispidus de 9,78 U/mL para
substratos mono-, 8,58 U/mL para substratos di- e 4,46 U/mL para substratos tri-). Esses
resultados indicaram que os extratos de 7. hispidus ¢ E. viridis possuem atividade quitinolitica
expressiva, sendo essa a primeira vez que foi detectada atividade quitinolitica no trato
gastrointestinal de serpentes.

Palavras-chave: anurofagia, atividade enzimatica, bioquimica, quitinase, serpentes.



ABSTRACT

Chitin is a polysaccharide widely found in different organisms present in different habitats.
The digestion of chitin by organisms is associated with the action of at least two specific
enzymes, the chitinase responsible for cleaving the B(1-4) bonds of chitin into di- and tri-
saccharides, and the P-N-acetyl- D-glucosaminidase. Due to their anurophagous diet,
specimens of the snake Erythrolamprus viridis end up ingesting the remains rich in chitinous
material in digestion consumed by their prey, which can be disadvantageous to individuals of
this species due to the fact that this hard material can cause obstructions and lacerations in
their digestive tract. To eliminate the excess of this material, it is known that adaptive
physiological mechanisms such as the secretion of chitinases in the lumen of the gastric tract
have already been studied in other species of reptiles, but the presence of these enzymes has
never been identified in any snake. To detect the possible chitinolytic potential of this species,
cell extracts from the gastrointestinal tract of six specimens of E. viridis were made through
mechanical maceration after freezing in liquid nitrogen followed by protein extraction.
Extracts from the gastrointestinal tissues of the lizard Tropidurus hispidus were made to serve
as a positive control due to the insectivorous diet of this species. The extracts were then
evaluated for their chitinolytic activity in reducing sugar tests using Schales reagent and using
colloidal chitin as substrate. E. viridis specimens showed lower chitinolytic potential
compared to 7. hispidus specimens. Activity calculations with the Schales test showed a mean
activity of 12.863 U/mL for E. viridis specimens, against an activity of 25.17 U/mL for
extracts from 7. hispidus specimens. The chitinolytic activity of the extracts was also
evaluated on p-nitrophenol substrates with the aid of a chitinase activity detection kit (Sigma-
Aldrich). These assays also demonstrated a lower chitinolytic activity of E. viridis extracts
compared to 7. hispidus extracts (mean activity of E. viridis extracts of 2.191 U/mL for mono-
substrates, 0.29 U/mL for di- substrates and 0.20 U/mL for tri- substrates, against the average
activities of 7. hispidus extracts of 9.78 U/mL for mono- substrates, 8.58 U/mL for di-
substrates and 4.46 U/mL for tri- substrates). These results indicated that 7. hispidus and E.
viridis extracts have significant chitinolytic activity, and this being the first time that
chitinolytic activity has been detected in the gastrointestinal tract of snakes.

Keywords: anurophagy, biochemistry, chitinase, enzymatic activity, snakes.
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1 INTRODUCAO

A quitina ¢ um polissacarideo amplamente distribuido por varios habitats da terra.
Esse carboidrato tem uma func¢do principalmente estrutural, similar a celulose, sendo
encontrado em uma grande gama de organismos, formando, por exemplo, a parede celular de
fungos, compondo o exoesqueleto de artropodes e a cuticula de anelideos e moluscos
(GOODAY, 1996; ROBYT, 1998). Similarmente a celulose, esse se trata de um
homopolimero linear de monossacarideos, sendo a celulose composta por D-glicose, ligadas
por ligacdes glicosidicas de configuracdo f(1-4), enquanto a quitina ¢ composta por N-acetil-
D-glucosamina, ligadas linearmente também na configuracdo (1-4). Essas cadeias lineares de
carboidratos sdo entdo mantidas unidas e estabilizadas por pontes de hidrogénio entre os
grupos hidroxila expostos da cadeia. (ASGHARI, 2015).

A digestao de quitina por organismos esta associada a agdo de, pelo menos, duas
enzimas especificas, a quitinase (EC 3.2.1.14) responsavel por clivar as ligagdes P(1-4) da
quitina em di- e tri-sacarideos, e a B-N-acetil-D-glucosaminasidase (EC 3.2.1.30), responsével
por clivar esses di- e tri-sacarideos em monossacarideos de N-acetil-glicosamina
(JEUNIAUX, 1993; MOON, 2017). As lisozimas também s3o enzimas capazes de degradar
quitina. Essas enzimas geralmente sdo encontradas junto com as quitinases, porém as
lisozimas s3o amplamente distribuidas nos organismos pelo fato de estarem associadas a
alguns mecanismos de defesa contra parasitas e patégenos (KIRISTI, 2015). Lisozimas
promovem a lise de bactérias gram-positivas por degradacdo dos peptideoglicanos presentes
na parede celular desses organismos. No entanto, essas enzimas se diferenciam na
especificidade por substratos, sendo as quitinases geralmente mais especificas que lisozimas e
nem sempre as suas acoes se encontrarem mutuamente (CORNELIUS e DANDRIFOSSE,
1977).

Dentre algumas funcdes diretas das quitinases, se destacam sua capacidade de
degradacdo das cuticulas de artropodes (PARK, 2019), na capacidade embriogénica e
protecdo contra herbivoria de plantas (ZIELINSKI, 2019; DONG, 2017), no metabolismo de
fungos e bactérias (VELIZ et al, 2017), no ciclo de crescimento de leveduras e na protecao
contra patdogenos em humanos (ADAMS, 1995; GUAN et al, 2020). Elas sdo geralmente
encontradas no trato digestorio de animais, principalmente na regido estomacal, onde
degradam o exoesqueleto quitinoso das suas presas artropodes, permitindo a agdo de outras

enzimas sobre as partes antes recobertas pela carapaga dos invertebrados ingeridos e
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permitindo o aproveitamento dos sacarideos que compde a quitina (DAHIYA et al, 2006).
Quitinases sdo encontradas também no limen intestinal, possivelmente auxiliando na
desobstrucdo do intestino, causado pelo congestionamento de fragmentos menores de quitina.
(LINDSAY, 1984 apud GUTOWSKA et al, 2004).

No entanto, a fungdo de enzimas quitinoliticas e proteinas com dominios de quitinases
vai bem além da simples digestdo do carboidrato quitina. Proteinas como a YKL-40, também
chamada de chitinase3-likel, mostraram ter relacdes com o aparecimento de condicdes
humanas tais como a asma e em inflamag¢des (KONRADSEN, 2013). Como outro exemplo, a
oviductina, uma enzima com dominios de ligacdo similares a quitinase encontrara no oviduto
de sapos da espécie Bufo japonicus (TEMMINCK & SCHLEGEL, 1838) esta intrinsecamente
relacionada a maturacdo de ovos dessa espécie, sendo que espécimes fémea que tiveram essa
proteina suprimida perderam a capacidade reprodutiva (HIROSHI, 2002). De fato, uma
grande gama de proteinas relacionadas a respostas imunoldgicas e metabdlicas humanas e nao
humana possuem dominios de ligacao e estrutura similares a quitinases.

A presenga e fung¢do de enzimas quitinoliticas ja foi estudada em espécies de
invertebrados. No entanto, a existéncia de quitinases em vertebrados tem sido discutida.
Pesquisas feitas por JEUNIAUX (1961), KARASOV (1989) e MICHA ef al, (1973) provaram
que vertebrados possuem essas enzimas em seu perfil enzimatico, embora a localizacdo e
excre¢do dessas enzimas varie muito de acordo com a espécie a ser tratada. A presenga de
enzimas quitinoliticas em vertebrados tem significantes vantagens evolutivas. E estimado que
cerca de 20% da energia total de artropodes estd contida no seu exoesqueleto quitinoso o que
permitiria que os organismos pudessem aproveitar a energia quimica de suas presas mais
eficientemente (KARASOV, 1989).

A predagdo de anfibios ¢ amplamente distribuida por uma grande gama de organismos
vertebrados e ja observada em organismos invertebrados (SANTANA, 2009). A predagdo de
anuros esté relacionada principalmente com o ciclo de vida tanto dos organismos predadores
como com a fase de crescimento dos anuros adultos. Serpentes foram reportadas como
predadores importantes da anurofauna, contribuindo para a manutencdo e controle da
populacdo de anfibios durante o periodo chuvoso da regido Nordeste do Brasil (SANTOS,
2009). A ingestdo de anfibios por répteis, consequentemente, leva ao excesso de quitina
proveniente da dieta dos anuros no aparelho digestivo dos organismos predadores, podendo
causar obstrucdes no trato digestivo do animal. Os mecanismos fisiologicos para a eliminagdo
desse material quitinoso continuam sob estudo.

A ingestdo indireta de material quitinoso ¢ comum por conta da ampla distribui¢dao dos
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artropodes nos ambientes terrestres. Embora o volume de quitina digerida seja toleravel para
individuos generalistas, a ingestdo de grandes quantidades de quitina por individuos
insetivoros ou que se alimentem principalmente de individuos insetivoros pode ser um fator
de risco para a fisiologia do predador. Sem os hébitos especificos para eliminag¢ao do excesso
de quitina, tal como a regurgitagdo, e sem o perfil enzimatico especifico para a degradacao
desse polissacarideo o alto volume de quitina ndo digerida pode obstruir o trato
gastrointestinal do animal, o que pode resultar na desnutricdo e até morte do espécime

(FERREIRA-FERNANDES et al, 2008).
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2 PROSPECCAO ENZIMATICA EM E. viridis

2.1 Erythrolamprus viridis e outras serpentes

Erythrolamprus ¢ um género de serpentes nativas da América central e do sul,
possuindo 21 espécies registradas no Brasil (COSTA e BERNILS, 2018). Dentre essas
espécies, 8 se encontram no bioma Caatinga, como descrevem GUEDES e colaboradores,
2014: Erythrolamprus almadensis (WAGLER e SPIX, 1824), Erythrolamprus maryellenae
(DIXON, 1985), Erythrolamprus miliaris (LINNAEUS, 1758), Erythrolamprus mossoroensis
(HOGE e LIMA-VERDE, 1973), Erythrolamprus poecilogyrus (WIED, 1824),
Erythrolamprus reginae (LINNAEUS, 1758), Erythrolamprus taeniogaster (JAN, 1863) e
Erythrolamprus viridis (GUNTHER, 1862). Dentre os comportamentos em comum dessas
serpentes, estdo os habitos diurnos e terrestres, além de terem como principal presa anfibios
da ordem anura (CORREA, 2016; GUEDES et al., 2014; MESQUITA et al., 2013; VITT e
VANGILDER 1983).

Sabe-se que um comportamento comum de serpentes anurdéfagas, como a Waglerophis
merremii, ¢ a regurgitacdo de um bolo alimentar quitinoso (FERREIRA-FERNANDES et al,
2008). E descrita também a regurgitacdo for¢ada na serpente Philodryas patagoniensis, sendo
identificadas partes quitinosas proveniente de insetos, provenientes da dieta de suas presas
(LOPEZ ¢ GIRAUDO, 2008). Incrustados quitinosos em bolos fecais em espécies de
serpentes também foram descritos (HOSO e MICHIO, 2006). Esses comportamentos,
alinhados com outras estratégias adaptativas na eliminacao e digestdo de material quitinoso,
justificam a necessidade de estudos mais aprofundados sobre aspectos fisiologicos e
evolutivos dos diferentes mecanismos de eliminagdo de material normalmente indigerivel em
espécies proximas filogeneticamente.

Por conta de sua dieta anurdfaga, espécimes de Erythrolamprus viridis acabam
ingerindo os restos ricos em material quitinoso em digestdo consumidos pela sua presa, sendo
observado alguns exemplares capazes de digerirem completamente as carapagas de artropodes
predados pelos anuros de sua dieta. Contudo, ndo foram feitos estudos expressivos sobre o
potencial quitinolitico dessas serpentes, o que poderia comprovar a presenga de enzimas com
acdo quitinolitica no trato digestivo desses répteis. Partindo disso, € necessaria a realizagao de
ensaios que possam comprovar o potencial quitinolitico do trato gastrointestinal desses
répteis, o que indicaria a presenc¢a de quitinases nessa espécie, comprovando que esse seria o

primeiro colubrideo identificado capaz de secretar quitinases em seu trato gastrointestinal.
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2.2 Enzimas: importancias e isolamento

Enzimas sdo os mais fundamentais blocos do metabolismo de qualquer organismo.
Suas presencas e suas atividades sdo o que permitem com que a vida bioldgica que
conhecemos hoje exista. Com elas, reagdes que normalmente seriam altamente improvaveis
de acontecer espontaneamente passam a serem possiveis através da catalise dessa (CHEN,
2020). Na atual conjuntura, no entanto, sua importancia transcendeu as dos organismos que
essas se encontram. Hoje, varios setores da industria, tais como a industria de alimentos e de
farmacos dependem dessas para que possam ter processos competitivos o suficiente para
sustentar um mercado de demanda crescente. Nao sé pelo melhor custo-beneficio se usam
enzimas em processos industriais, essas tem sido reportadas como cada vez mais eficientes
em relacdo ao tempo de produgdo, exigirem uma quantidade menor de equipamento em
relacdo a processos puramente quimicos além de gerarem menos residuos e caso gerem esses
tem menor impacto no meio ambiente (PRASAD, 2018).

Além dos seus usos industriais, as enzimas possuem um nicho de extrema importancia
em estudos académicos. Além de serem tradicionalmente estudadas para a compreensdo dos
seus papéis metabolicos e fisioldgicos, cada vez mais uma gama maior de estudos inclui
ensaios enzimaticos como suas principais ferramentas de pesquisa e descoberta. Enzimas
podem ser utilizadas para a identificagdo e estudo filogenético de microrganismos (MAYER,
2007) e macroorganismos (MARTIN, 2010). Além de estudos pontuais em organismos,
estudos filogenéticos com enzimas de ampla distribuicdo, tais como glicosil-hidrolases e
enzimas que participam do metabolismo do DNA e RNA tem sido feitos a fim de se entender
melhor a evolucdo e origens do metabolismo celular (CANBACK, 2002; WANG 1997).

Por conta do crescente interesse cientifico e comercial sobre as enzimas, técnicas de
prospec¢do, extracdo e isolamento enzimatico tem sido cada vez mais abordados na
comunidade cientifica. Técnicas de downstream normalmente sdo mais complexas € menos
rentaveis do que técnicas de extragdo proteica tradicionais por conta de que enzimas precisam
ter sua fun¢do catalitica mantida apds a sua extracdo, o que dispensa técnicas de extracdo
desnaturantes tais como eletroforese em gel de poliacrilamida auxiliado por dodecilsulfato de
sodio (SDS-PAGE), extragdo em fase fenolica e precipitacio em sulfato de amonio
(NANNIPIERI, 2006). Técnicas tradicionais de separagdo proteica, tais como a cromatografia
liquida, tem sido utilizadas como técnicas de downsteam. Porém, essas técnicas tém sido cada
vez mais substituida pela técnica de particdo em sistemas de duas fases aquosas (NADAR,

2017). Essa técnica tem varias vantagens comparadas a outras técnicas de downsteam, sendo
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as principais a maior quantidade e maior eficiéncia de produto separado, o menor tempo de
separacao e isolamento e a maior versatilidade da técnica e dos seus equipamentos, podendo

ser aplicado a mais de um produto apds ajustes (PETERS, 1987).

2.3 Enzimas Quitinoliticas em animais

A presenca de quitinases gastricas foi inicialmente descrita por KARRER e
HOFMANN, 1929 (apud OSHIMA, 2002) em gastropodes. Essas enzimas posteriormente
foram encontradas em outras espécies de animais, incluindo vertebrados superiores, tais como
em morcegos insetivoros (JENIAUX, 1961; apud WHITAKER, 2004) e no tatu-galinha
(SMITH et al, 1998; apud WHITAKER, 2004). Quitinases também foram identificadas em
uma grande numero de espécies de invertebrados artrépodes (AHMADI et al, 2008; FILHO,
et al, 2002; PARK et al, 1997), peixes (GUTOWSKA, 2004; ROTTA, 2003), anfibios
(OSHIMA et al, 2002) e aves (SUZUKI et al, 2002).Mamiferos conhecidamente possuem
duas quitinases ativas descritas nos seus organismos, a chitotriosidase (EC: 3.2.1.14) e a
quitinase acidica mamifera (AMCase, sigla em inglés de acidic mammalian chitinase), da qual
apenas a AMCase se encontra de fato no trato gastrointestinal desses (BUSSINK, 2008).

A presenca de enzimas quitinoliticas no trato gastrointestinal de animais se deve
principalmente a dieta do organismo. Porém, essas enzimas nem sempre sdo secretadas pelos
orgaos e tecidos do animal em questdo. Pesquisas identificaram a presenca de bactérias
autoctones da microbiota intestinal com agdo quitinolitica em peixes (SUGITA e ITO, 2006
ZHOU, 2013), anfibios terrestres (FONTAINE, 2018) e artropodes (CHU e BODNAR, 1986).
Esses estudos comprovam a importancia de se realizar ensaios que além de detectar a
atividade quitindsica no trato gastrointestinal da Erythrolamprus viridis, possam também
identificar a sua origem de secre¢cdo no organismo. Da ordem dos répteis Squamata apenas
nos lagartos foi observada a capacidade de produzir e secretar quitinase em seus tratos
gastrointestinais, sendo estudados especificamente os géneros Anguis, Uromastix, Chamaleo,
Lacerda, Anolis e Sceloporus. (MARSH, 2001; JEUNIAUX, 1961, 1962, 1963).

No entanto, quitinases de répteis ndo sdo completamente autoctones desse clado.
Estudos bacteriologicos dos tratos gastrointestinais das espécies de largarto Gekko gecko
(LINNAEUS, 1758) e Mabouya multifasciata (KUHL, 1820) identificaram a presenca de dois
isolados bacteriologicos de vinte extraidos, nomeados de LK12 e KD5. A estirpe LK12
possuia dois picos de atividade nas faixas de pH 4 e 8, enquanto a estirpe KD5 possuia apenas

um pico de atividade no pH 8 (PARDOSI, 2018). Esses isolados se assemelhavam a estirpes
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de Stenothrophomonas maltophilia e Enterobacter tabaci, respectivamente, duas espécies que
ja possuem quitinases ativas identificadas e caracterizadas (DAHIYA, 2005; JANKIEWICZ,
2012).

J& quitinases sem fun¢do gastrica e outras enzimas com dominios de ligagdo de
quitinases tem uma distribui¢do bem mais ampla e geralmente tem fungdes menos claras. A
chitotriosidase, a outra enzima ativa presente nos mamiferos, possui uma fung¢do
intrinsecamente atrelada a ativagdo de macréfagos durante respostas imunes (BRINKMAN,
2005). A atividade de chitotriosidases no plasma sanguineo ja foi estudada em uma série de
doengas lisossomais e ndo-lisossomais (RIES 2006; MICHELAKAKIS, 2004). Além de
quitinases ativas, enzimas com dominios de ligacdo similares a de quitinases ja foram
identificadas em diversos tecidos do corpo humano por exemplo, tais como no sistema
circulatorio (HAKALA, 1993), articulagdes (TSURUHA et al, 2002) e nas vias aéreas
(KUMAR, 2019). Essas enzimas desempenham fun¢des importantes principalmente no
sistema imunologico do organismo, sendo relacionadas a doengas como a artrite
(JOHANSEN, 2006), cancer, pneumonia e fibrose pulmonar (KUMAR, 2019).

A caréncia dessas proteinas similares a quitinases também estdo relacionadas a
doengas nos organismos. Condi¢des como a doenca de Gaucher, que tem como caracteristico
a desordem no armazenamento de lisossomos, ja estdo descrita por serem desencadeadas pela
deficiéncia da enzima glucocerebrosidase, uma enzima protease similar a quitinase acidica
humana (RIBOLDI, 2019). Uma grande gama de proteinas homologas a quitinases, porém
que perderam sua atividade enzimatica ja se encontram descritas na literatura. As chamadas
chi-lectinas s3o um grupo dessas proteinas que perderam sua atividade enzimatica, porém
reteram o sitio ativo caracteristico dessas glicosil-hidrolases (RENKEMA et al, 1998). A
funcdo dessas enzimas ainda nao ¢ totalmente claro, apesar de serem conhecidas sua estrutura.
No entanto, sabe-se que as chi-lectinas como a YKL-40 e CHI3L1 estdo relacionadas a
condi¢des como artrite, fibrose e até¢ cancer (HAKALA et al, 2013; JOHANSEN 2006).

O estudo do perfil enzimatico de répteis ¢ importante para se entender as diversas
adaptacdes que esses devem passar para que possam se adequar ao seu meio ambiente.
Entender as adaptagdes bioquimicas da fisiologia dos répteis pode elucidar como esses
animais podem ser afetados pelas mudancas de dieta em seu ambiente, além de poder ser um
fator chave para se entender a evolu¢do desses organismos e ajudar na conservacdo de
espécies afetadas pela reducdo do bioma Caatinga (RODRIGUES, 2013).

Aliados a ensaios gendmicos, estudos de evolugdo de enzimas em espécies macro e

microscopicas sao uma das ferramentas mais utilizadas e confidveis na classificacao
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taxondmica de espécies (SUENAGA, 2015). Analises protedmicas de serpentes geralmente se
delimitam na comparacao do perfil proteico do veneno de espécies pegonhentas, o que se
define como vendmica. Embora a vendmica tenha marcado avangos na filogenia de serpentes,
essa se restringe principalmente em espécies capazes de causar acidentes ofidicos de
importancia clinica em humanos (MODAHL, 2019; SUNAGAR, 2016). Abordagens mais
tradicionais podem ser utilizadas no estudo protedmico de espécies fracamente pegonhentas
ou ndo pegonhentas. Nunca antes foram detectadas enzimas quitinoliticas no trato géstrico de
espécimes de Erythrolamprus viridis, ou em qualquer outro colubrideo. A possivel deteccao
dessas enzimas no trato dessas serpentes pode ter impactos significativos na compreensao da

evolucao dos colubrideos e dos escamados.

2.4 Ensaios enzimaticos quitinoliticos

Ensaios enzimaticos tém sido plenamente utilizados no meio cientifico. Seus usos
variam, no entanto eles sempre obedecem dois propodsitos basicos quando s3o utilizados. O
seu primeiro proposito ¢ o de identificar a presenga de uma enzima especifica no meio em que
esse esta sendo utilizado, ou entdo identificar uma espécie ou estirpe especifica que produza
uma enzima conhecida. A identificacdo da presenca de fungos e bactérias, por exemplo, ¢ um
exemplo classico desse propodsito, por conta desses dependerem de enzimas especificas
durante sua reprodugdo para que possam dissolver suas respectivas paredes celulares e
tornarem possiveis sua divisao (CAMPUZANO, 2017; NEUFEUD et al, 2013).

J& como segundo propodsito, os testes enzimaticos podem ter a quantificacdo e
avaliagdo da quantidade de enzima no meio testado. Esse proposito, no entanto, é de maior
rigor experimental para ser testado, devido a esse necessitar de precisdo em seus resultados a
fim de dar resultados suficientemente confidveis para ser utilizados como base na
quantifica¢do enzimatica, enquanto ensaios enzimaticos apenas de identificacdo necessitarem
apenas de resultados positivos e negativos (SCHOMBURG, 2013). Essa necessidade de
precisdo e de consisténcia de dados levou a criacdo de varios guias e métodos padrdes na
testagem de uma grande quantidade de enzimas na literatura cientifica, além de databases de
dados sobre ensaios e métodos, tais como o BRENDA (BISSWANGER, 2014;
SCHOMBURG, 2017). Porém, mesmo com o mais alto rigor mecanico, instrumental e
operacional, testes enzimdticos sdo conhecidamente inconsistentes, e frequentemente podem
dar resultados completamente diferentes mesmo com pardmetros aparentemente idénticos

quando feitos paralelamente ou posteriormente.
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Um dos motivos dessa inconsisténcia ¢ o grande numero de varidveis que
conhecidamente influenciam a atividade das enzimas. Os célebres cientistas Michaelis e
Menten em 1913 foram os primeiros a estudarem as varidveis fisicas e quimicas que
influenciam na atividade das enzimas, tais como pH, temperatura, concentragdes de substratos
e de produto e influéncia nas forgas idnicas sobre as enzimas. Esses fatores porém tem sido
bastante expandidos em estudos recentes, sendo que avangos no campo da quimica e fisica,
tais como a melhor compreensdo das forgas quanticas sobre a funcionalidade e cinética de
enzimas. Esses avangos permitiram até mesmo a modelagem computacional de atividade
enzimatica, permitindo niveis de precisdo tedrica cada vez mais avangados (QUESNE 2016).

M¢étodos de detecgao de atividade quitinasica tem um historico de serem pouco
sensiveis na detec¢do de minimas atividades quitinasicas. Esses se basearam inicialmente na
deteccdo de agentes colorimétricos ligados covalentemente a quitina utilizada como substrato
pelas enzimas a serem testadas ou na deteccdo de agucares redutores resultantes da hidrélise
da quitina. A pouca sensibilidade desses ensaios ¢ derivada da baixa solubilidade da quitina
em agua, o que dificulta a acdo das quitinases e de outras enzimas que atacam a quitina. Tal
problema ¢ tdo expressivo que os padrdes de absorbancia dos testes de atividade quitinédsica
sd3o normalmente baixos, comprovando a similaridade optica dos substratos hidrolisados dos
ndo hidrolisados (MAUCH, 1988). Ja ensaios que se baseiam na detec¢do de agucares
redutores geralmente sdo menos especificos que os ensaios que visam detectar os agentes
colorimétricos liberados do substrato inicial. Essa baixa especificidade ¢ causada pelo fato de
que algumas enzimas diferentes de quitinases podem ser capazes de atacar algumas partes dos
substratos de quitina dos testes, o que consequentemente leva a liberacdo de aglcares
redutores no ensaio. A sensibilidade desse teste também ¢ limitada caso sejam utilizados
substratos menos estaveis do que a quitina nos testes, o que facilitaria a hidrélise espontanea,
e também caso ja estejam presentes agucares redutores nas amostras utilizadas (IMOTO,
1971).

Pesquisadores tém utilizado substratos alternativos a quitina in natura a fim de
aumentar a solubilidade desse polissacarideo nos ensaios e consequentemente aumentar a
sensibilidade dos testes. OTAKARA, 1961, descreveu o uso de glicol-quitina em ensaios
colorimétricos e viscosimétricos de degradacdo de quitina no mofo do koji-negro. Esse
substrato possui solubilidade superior a quitina natural e ndo tem suas propriedades
viscosimétricas alteradas pelo pH do ensaio ou pela adicdo de sais. Além disso, testes que se
utilizam de 4-metilumbeliferona como agente fluorogénico se demonstraram sensiveis o

suficiente para serem realizados em escalas muito baixas (MCCREATH e GOODAY, 1992).
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Substratos modificados quimicamente, porém tem uma desvantagem quando
comparados a substratos ndo alterados; esses geralmente t€m suas cadeias de sacarideos
alteradas ou até mesmos clivados, o que as difere molecularmente dos substratos naturais.
Essa diferenca ¢ importante, pois pode dificultar a atividade de enzimas quitindsicas altamente
especificas, e até mesmo permitir que outras enzimas que agem em sacarideos possam clivar o
substrato testado, o que pode comprometer a confiabilidade do teste (FERRARI et al, 2014).
O uso de quitina isolada na forma de coloides viabilizou o uso de quitinas naturais em ensaios
quitinoliticos. Ensaios com chitin azure coloidal foram descritos como mais baratos, rapidos e
tdo sensiveis quanto ensaios se utilizando de substratos alterados ou ensaios que quantifiquem
a concentracao de acticares redutores apos a hidrolise (SHEN, 2010).

MEGA et al em 1969 utilizou a identificagdo do p-nitrofenil derivado de substratos
sintéticos para identificar e quantificar a atividade da enzima N-acetil-B-D-glucosaminidase,
marcando o primeiro uso desse na identificacdo de glicosil-hidrolases. Esse método foi entdo
adaptado por RENKEMA, 1995 para o estudo de chitobiosidase humana, presente no plama.
Esse método se demonstrou mais preciso e de melhor produtibilidade que outros métodos de
determina¢do de atividade quitinolitica, principalmente devido a faixa estreita de
comprimento de onda do seu cromdgeno e a maior estabilidade do p-nitrofenil comparada aos
residuos de n-acetil-glucosamina presentes em outros testes de determinacao quitinolitica por

potencial de agucares redutores.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 Coleta e preparo do material biologico

Foram utilizados exemplares da espécie Erythrolamprus viridis e Tropidurus hispidus,
coletados na cidade de Mossord, para os ensaios. As serpentes foram mantidas no Laboratorio
de Ecologia e Comportamento Animal — LECA, em situagdo de jejum, até que todo conteudo
do seu trato intestinal fosse evacuado. As serpentes e lagartos foram sacrificadas, se
obedecendo as normas éticas herpetologicas e as diretrizes do comité de ética da UFERSA e
tombadas na Colec¢ao Herpetologica do Semiarido — CHSA. Foi conduzida a esterilizagao da
parte ventral dos espécimes com alcool iodado seguido da dissecagdo por laparotomia
(imagens 1 e 2). Em seguida, seus tratos gastrointestinais foram removidos. Os tratos foram
transferidos para placas de Petri e lavados de 3 a 4 vezes com uma solucgao salina a 0,9%
estéril (imagem 3). Apods a lavagem, os tratos foram transferidos para novas placas de Petri e
se procedeu para a lavagem do limen do trato, através da injecao de solucdo salina estéril a
0,9% no canal do trato com o auxilio de uma seringa de 1 mL, removendo a maior parte da
microbiota ndo-aderente do TGI. Apods isso, os tecidos removidos procederam para os

processos de homogeneizacao.

3.2 Preparo do extrato celular

Apo6s a medida da massa dos tratos intestinais dos espécimes, os tratos foram
congelados em nitrogénio liquido, passando por maceracdo mecanica logo apds seu total
congelamento. Foi adicionado um tampdo de acetato de sodio com o pH 5.8 ao extrato
macerado, numa propor¢ao de 1:3 de massa do trato intestinal para o volume do tampao
adicionado (imagem 4). A suspensdo obtida foi separada em tubos de 1,5 mL e entdo
centrifugadas a 15000 G durante 15 minutos a temperatura ambiente. Foi coletado o
sobrenadante desses tubos e descartado os pellets de material celular pesado. O sobrenadante
coletado foi aliquotado e armazenado, prosseguindo para a dosagem proteica e ensaios

quitinoliticos.



24

3.3 Preparo de quitina coloidal

A producdo de quitina coloidal foi preparada de acordo com o método descrito por
JOE & MAPANA (2017). Foram pesados 5 g de quitina em p6 (Merck-Sigma, catalogo
C7170) em um béquer de 1 litro, previamente lavado. Esse béquer foi posicionado em uma
capela e entdo se foi adicionado lentamente e sob agitacdo constante 150 mL de acido
cloridrico 10 M sobre a quitina. A mistura foi agitada por um minuto em intervalos de 5
minutos por 60 minutos no total, em temperatura ambiente. Passado o tempo, a solugdo foi
entdo filtrada com 6 camadas de panos filtrantes (morim), a fim de se retirar o excesso de
quitina nado solubilizada da soluc¢do. Apds a filtragdo, foi adicionado 2 litros de agua destilada
a 2°C no filtrado, permitindo a precipitacdo da quitina suspensa. A solucdo foi entdo incubada
a 4°C por 8 horas. Apds a incubagdo, a solugdo foi filtrada a vacuo em um filtro Whatman n°
1 (imagem 5), se coletando os flocos de quitina coloidal no papel. A quitina coloidal coletada
foi posta em um béquer de 1 litro e entdo foi lavada com agua destilada até seu pH chegar a
7,00. O excesso de agua foi removido por filtragdo a vacuo, se repetindo o processo até que a
quitina atingisse ao pH ideal de 7.0. Apos a quitina chegar ao pH ideal, o coloide de quitina
foi pressionado gentilmente, a fim de se remover o excesso de agua, ¢ em seguida foi
aliquotado em béquers de 10 mL coberto com duas camadas de papel-aluminio. O coloide
aliquotado passou entdo por autoclavagem, a 15 psi, por 20 minutos a 120°C. Apods a

autoclavagem, a quitina foi entdo armazenada a 4° C até seu uso.

3.4 Dosagem das proteinas

Os extratos brutos passaram por uma quantificacdo proteica em duplicata, se
utilizando do método do acido bicinconinico de acordo com SMITH (1989). Aliquotas de 50
pL do extrato foram transferidos a tubos de ensaio contendo 1 mL de reagente BCA
preparado. Os tubos foram incubados em banho maria a 38° C por 20 minutos. Passado esse
tempo, foi feita a leitura da absorbancia da solu¢do, no comprimento de onda de 562 nm, em
um leitor de microplacas (imagem 6). Os valores de absorbancia foram aplicados na equagao
da reta de uma curva padrao de albumina sérica bovina nas concentragdes de 1 mg/mL, 0,5

mg/mL, 0,25 mg/mL, 0,125 mg/mL e 0,0625 mg/mL, preparada em conjunto com o teste.
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3.5 Determinacio da atividade quitinasica

3.5.1 Ensaios de agucar redutor

Para a determinacgdo da atividade de quitinases pela liberagdo de agucares redutores,
foi utilizado uma adaptacdo da metodologia de FERRARI et al (2014). Foi adicionado em
tubos de microcentrifuga, 1,2 mL de uma solu¢do contendo 3 mg/mL de quitina coloidal,
suspensa em tampao Mcllvaine (pH 5,2). Foi transferido sobre a solu¢do de quitina 200 pL
dos extratos celulares a serem testado, todos equilibrados na concentragdo proteica de 2
mg/mL. Os tubos foram entdo incubados por 60 minutos a 37°C em um banho maria. Passado
o tempo da incubacgdo, os tubos foram centrifugados a 5000 g a 4° C por 10 minutos. Apos a
centrifugacdo, foram transferidos 600 pL do sobrenadante das solugdes centrifugadas em
tubos de ensaio. Em seguida, foi adicionado sobre os sobrenadantes coletados 600 uL do
reagente de Schales (0,05% de ferricianeto de potassio em uma solugdo de 0,5 M de carbonato
de s0dio). Os tubos foram vedados firmemente com papel-aluminio e incubados em um banho
com agua fervente por 15 minutos para que ocorresse o desaparecimento do complexo de cor
do teste e a inativagdo das quitinases presentes (imagem 7). Apds esse tempo, os tubos foram
entdo resfriados em um fluxo de agua corrente, e seus contetidos foram transferidos para uma
microplaca de 96 pogos. Apds a transferéncia, foi medida a absorbancia dos pogos em um
leitor de microplacas no comprimento de onda de 420 nm (imagem 8). Todos os ensaios
foram feitos em duplicata. Foi feito andlises estatisticas de distribuicdo de dados das
absorbancias obtidas, através do teste de Kruskal-Wallis seguindo pelo teste de Dunn pos-hoc,
no software R.

Uma curva padrio de N-acetil-glucosamina (NAG) foi feita e utilizada como
pardmetro para a conversdo dos valores de absorbancia em concentracdo de NAG liberado
apos a digestdo. Foi utilizada uma curva de 7 pontos nos intervalos de em concentragdes de
OuM, 50 uM, 100 uM, 150 uM, 200 pM, 250 uM e 300 uM preparado de aliquotas de 1 mM
de NAG diluido em tampao Mcllavaine. Baseado nas concentragdes de N-acetil-glucosamina
encontrados pela curva padrao, o célculo da atividade enzimatica pode ser feito. Sabendo-se
que uma unidade de atividade enzimatica equivale a digestdo de 1 uM de substrato em 1 uM
de produto em 1 minuto (KING, 1961; NC-IUB, 1979), e que a atividade especifica equivale
a atividade total dividido pela concentragio proteica das proteinas (NC-IUB, 1982; FOLDESI
2019), a equagdo da atividade enzimatica do teste realizado nesse projeto pode ser expressa

pela seguinte equacao:
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i {[MAG]pos incubacdo) + F.D 1
= *
T [proteina do extrato]

Onde F.D ¢ o fator de diluicao do teste e T o tempo em minutos. Foi utilizado 200 uL
de extrato para os testes. Sabendo que se ¢ necessario equivaler o calculo para 1 mL (1000
uL) o fator de diluicdo inicial ¢ de 5. Esse fator de diluicdo deve ser multiplicado pela
propor¢ao de reagente de Schales aplicada para o teste apds a incubagdo. Sabendo que
aplicado reagente na propor¢ao de 1:1 do extrato apds a digestdo, diluindo o volume final a
ser lido por 2, o fator de diluicdo final ser de 5 x 2, o que o faz ter um valor de dilui¢ao final
de 10. Os valores também foram calculados em nanokatals, a fim de se melhor interpretar os
valores expressos nesse trabalho, sabendo-se que um nanokatal equivale a liberacao de 1 nano

mol de substrato por segundo (NC-IUB, 1982).

3.5.2 Ensaios com p-Nitrofenil

As atividades de NAHase, quitobiosidase (exoquitinase) e quitotriosidase
(endoquitinase) foram determinadas com os substratos de p-nitrofenil, com o auxilio de um
kit de deteccdo de atividade quitindsica (Merck-Sigma, catdlogo: CS0980), sendo que os
ensaios da NAHase, quitobiosidase e quitotriosidase serdo feitos como descrito por MEGA et
al. 1970 e RENKEMA et al, 1995. Os ensaios foram realizados em placas de 96 pogos. Os
substratos p-nitrofenil B-N-acetilglucosaminida, p-nitrofenil B-N,N'-diacetilquitobiosideo e p-
nitrofenil B-N,N',N"-triacetilquitotriosideo foram utilizados em concentra¢des finais de 0,25
mg/mL, todos solubilizados no tampao de ensaio fornecido pelo kit utilizado. Foi feito
também uma solugdo padrao com p-nitrofenil, solubilizado na solu¢ao de carbonato de sddio
de 41,66 mg/ml fornecido pelo kit, na concentracdo final de 10 mM. O procedimento se
iniciou se equilibrando as solu¢des de substratos e a solugdo padrao na temperatura de 37 ° C,
em banho maria. Apds isso, os pogos das placas foram preparados. O branco conteve 100 pL
de cada solugao de substrato, o pogo padrao conteve 300 uL da solugdo padrao preparada, os
controles positivos conteve 90 pL das solu¢des de cada substrato e 10 pL de uma solucgdo de
quitinase fornecida pelo kit, de concentracdo de 0,2 mg/mL. Os pogos contendo os testes com
os extratos testados contiveram 90 pL das solugdes de cada substrato, ¢ 10 uL do extrato
celular do TGI das serpentes diluidos para a concentracdo proteica de 1 mg/mL. Foi

adicionado primeiro as solugdes de substratos, seguida das solugdes de enzimas/extratos,
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misturando-se levemente com uma ponteira de pipeta automatica de 200 uL apds a
transferéncia. Apods a adi¢ao dos extratos e dos controles, a placa foi incubada a 38° C por 30
minutos. Apds a incubagdo, foi adicionado em cada pogo 200 pL da solugdo de carbonato de
sodio (solugdo de parada), o que permitiu a formacgdo do complexo de cor do teste e impediu
mais atividade das quitinases presentes (imagem 9). O p-nitrofenol formado foi entdo
determinado por espectrofotometria, no comprimento de onda de 405 nm. Todos os ensaios
foram feitos em duplicatas e lidos em réplicas de 3. A atividade enzimatica foi entdo

determinada segundo a seguinte equacao:

Units/ml = [(A405 amostra — A405 branco) x0.05 x0.3 xDFA]
A405 padriao X T X Ve,

Sendo:
e DFA o fator de dilui¢ao
e A 405 a absorbancia em 405 nm
e T otempo em minutos

® V.. 0 volume adicionado das amostras/enzimas.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Ensaios preliminares

Foram feito extratos de 8 individuos diferentes, dos quais dois individuos sdo da
espécie de lagarto 7. hispidus e 6 individuos da espécie E. viridis. Extratos dos individuos da
espécie 1. hispidus foram utilizados como controle positivo devido ao hébito alimentar dessa
espécie ser principalmente insetivoro. A dosagem proteica dos extratos brutos variou bastante
de acordo com cada individuo, ndo havendo uma relagdo especifica da massa dos tratos dos
espécimes com sua dosagem proteica apds a extracdo. Uma relagao das dosagens proteicas
estd expressa na quadro abaixo (quadro 1):

Quadro 1: Concentragdes proteicas apos extragdo

Amostra Dosagem proteica em Peso do trato digestivo em g
mg/mL
T. hispidus Macho 4,624 mg/mL 0941 g
T. hispidus Fémea 3,034 mg/mL 0,451 g
E. viridis ID 44 3,304 mg/mL 0,523 ¢
E. viridis ID 24 2,620 mg/mL 1,291 g
E. viridis ID 06 4,344 mg/mL 1,392 ¢
E. viridis ID 22 5,144 mg/mL 1,594 ¢
E. viridis ID 43 3,434 mg/mL 0,605 g
E. viridis ID 41 5,105 mg/mL 0,513 g

Fonte: dados da pesquisa

4.2 Ensaios de acucar redutor

Ensaios com o reagente de Schales se baseiam no desaparecimento da cor amarelada
do reagente utilizado, corada pelo ferricianeto de potassio, apds a fervura. O desaparecimento
¢ devido a oxirreducdo do ferro presente na molécula do ferricianeto de potassio na presenca
de acucares redutores, tais como nesse caso monomeros ¢ oligomeros de N-acetil-
glucosamina, catalisado por altas temperaturas (IMOTO, 1971). Esse desaparecimento leva a
mistura a se tornar transparente, € consequentemente permite a detec¢do e quantificacdo
espectrofotométrica da concentragdo de agucares redutores na amostra testada, que ¢
proporcional a atividade quitinolitica do extrato testado. A absorbancia obtida, no entanto, ¢
inversamente proporcional a concentragdo de mondémeros e oligdmeros de N-acetil-
glucosamina, o que significa que resultados positivos terdo absorbancia menor que a do

branco. Isso ¢ causado devido a descoloracdo do cromodgeno na presenga dos agucares
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redutores, como dito anteriormente.

Grafico 1: Valores de absorbancia dos extratos no teste de Schales
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Fonte: dados da pesquisa

Extratos de 7. hispidus demonstraram alta atividade quitinolitica, evidenciado pelo
valor muito baixo de absorbancia apresentada, tendo o valor médio de -0,459 UA para o
espécime macho e -0,450 UA para o espécime fémea Todos os extratos de E. viridis testados
demonstraram ter atividade quitinolitica. No entanto, essa atividade variou bastante de acordo
com cada espécime testada. Os individuos de identificacao 24, 22, 41 e 43 demonstraram ter a
menor atividade quitinolitica, com valores de absorbancia de -0,161 UA, -0,199 UA, -0,155
UA e -0,220 UA, respectivamente. Ja os individuos de identificagdo 06 e 44 demonstraram
alta atividade quitinolitica, tendo valores médios de -0,370 UA e -0,292 UA, respectivamente.
Valores brutos de absorbancia das duplicadas do teste estdo representados na quadro 4 em
anexos — B.

Embora todas os espécimes testados tenham demonstrado atividade quitinolitica, todas
os espécimes testados tiveram diferencas entre si, evidenciados pelo teste de Kruskal-Walis
dos dados obtidos (Kruskal-Wallis — chi = 24,06; p < 0,01). Além disso, todas as amostras se
diferiram do controle negativo, evidenciado pelo teste de Dunn post-hoc dos dados (Post-hoc
Dunn Test — p < 0,01). Um grafico comparando a absorbancia total média dos espécimes dos

lagartos 7. hispidus e das serpentes E. viridis esta expresso a seguir:
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Grafico 2: Valores de absorbancia médios dos extratos no teste de Schales
(Kruskal-Wallis — chi = 24,06; p < 0,01 ,Post-hoc Dunn Test — p < 0,01).
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Fonte: dados da pesquisa

4.2.1 Calculo de atividade com o teste de agucar redutor

A curva de N-acetil-glucosamina teve valor de R? de 0,98, dendo viabilidade a
aplicacdo da sua equacdo da reta na determinacdo de NAG contido nas amostras. O grafico

contendo a curva, bem como sua equagao da reta estd disposto a seguir:

Grafico 3: curva padrao de N-acetil-glucosamina, valor de R2=0,988
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Fonte: dados da pesquisa



31

Com base na equagao da reta dessa curva, a concentragdo de NAG pode ser calculado
a partir da seguinte equagao:

{(Abs 420 nm Amaostra — Abs 420 nm Branco) — 0,0006785
—0,001507

[MAG]posincubacio=

Baseado nas concentragdes de N-acetil-glucosamina encontrados pela curva padrdo, o
calculo da atividade enzimatica pode ser feito. Os valores de atividade quitinolitica média dos

extratos testados estdo expressos no quadro a seguir:

Quadro 2 : Valores da atividade quitinolitica calculada em U/mL e em nkat/mL

Atividade
Individuo il ———
T. hispidus macho 25,419 423,510
T hispidus femea 24,921 415,333
E. viridis id 24 8,940 149,000
E. viridis id 22 11,041 184,000
E. viridis id 06 20,497 341,500
E. viridis id 41 8,608 143,333
E. viridis id 43 12,203 203,333
E. viridis id 44 16,184 169,667

Fonte: dados da pesquisa

Individuos de T. hispidus tiveram uma atividade quitinolitica maior que os individuos
de E. viridis, sendo a média de atividade de 25,17 U/mL em 7. hispidus contra apenas de
12,863 U/mL em individuos de E. viridis, tendo os lagartos uma atividade cerca de 51% maior
que as serpentes analisadas. A atividade maior dos lagartos era esperada devido a dieta desse
comparado a das serpentes. Espécimes de 7. hispidus, embora tenham sido observados se
alimentando de uma grande diversidade de organismos, tais como anuros (RIBEIRO, 2009),
plantas (VAN SLUYS, 2004), outros répteis (PERGENTINO, 2017; MASCARENHAS-
JUNIOR 2021) e até mesmo outros individuos da mesma espécie (SALES, 2011), tem como
principais presas invertebradas artropodes, sendo que energia contida na quitina presente nas
carapacas dessas presas ¢ essencial para manter o hdbito ativo dessa espécie (VAN SLUYS,
2004), o que teria causado pressdes evolutivas favoraveis ao desenvolvimento de enzimas

quitinoliticas no trato gastrointestinal dessa espécie.
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4.3 Dos ensaios com p-Nitrofenil

A existéncia de atividade quitinolitica nesse teste ¢ evidenciada a partir da detec¢do de
residuos de p-nitrofenol em uma solugdo basica de carbonato de calcio, o que torna a solucao
mais amarelada dependendo de maiores concentracdes de p-nitrofenol. O p-nitrofenol ¢
liberado apo6s a digestdo dos substratos artificiais utilizados no kit pela acdo de enzimas
quitinoliticas. Valores de absorbancias brutas das duplicadas do teste com substratos de p-
nitrofenil estdo representados na quadro 5, nos anexos. Foi possivel detectar a¢ao quitinolitica
no individuo da espécie E. viridis de ID 44, porém o individuo de ID 24 apresentou resultados
proximos do Branco nos substratos [-N,N'-diacetilquitobiosideo e p-nitrofenil B-N,N',N"-
triacetilquitotriosideo. A atividade quitinolitica dessa espécie se mostrou especialmente forte
no substrato 4-Nitrofenil N-acetil-B-D-glucosaminidina. Extratos do 7. hispidus macho
mostraram grande atividade quitinolitica em todos os substratos, porém essa também foi
especialmente forte no substrato 4-Nitrofenil N-acetil-B-D-glucosaminidina. As atividades
quitinoliticas médias de acordo com cada substrato, bem como uma comparacdo entre as

atividades em cada substrato podem ser interpretadas pelos graficos abaixo:

Grafico 4: Valores de absorbancia dos extratos nos substratos mono- no teste de p-nitrofenil
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Fonte: dados da pesquisa



Grafico 5: Valores de absorbancia dos extratos nos substratos di- no teste de p-nitrofenil
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Grafico 6: valores de absorbancia dos extratos nos substratos tri- no teste de p-nitrofenil
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4.3.1 Do célculo de atividade com p-Nitrofenil

A atividade enzimatica das quitinases presentes também foi passivel de ser calculada a
partir da absorbancia a partir da equacdo descrita na metodologia. Valores brutos da
absorbancia do teste estdo descritos nos quadros 5, 6 e 7 em anexos — B. A partir da equagao
de atividade, e sabendo que o fator de dilui¢do utilizado foi de 100 para os extratos e 100 para
o controle positivo, as atividades enzimaticas puderam ser calculadas. Valores de atividade no
teste se utilizando o kit de tec¢do baseado no p-Nitrofenil se diferenciaram, sendo que testes
se utilziando o reagente de Schales mostraram valores absolutos maiores. Um quadro
contendo as unidades de atividade (quadro 3), bem como um grafico comparando as

atividades (grafico 7) estdo expressos a seguir:

Quadro 3: atividade especifica dos extratos gastrointestinais dos espécimes testados

Amostra testada Unidades por mL
[E. viridis 44 N-acetil 3,020 U/mL
E. viridis 44 N,N'-diaceti 0,338 U/mL
E. viridis 44 B-D-N,N',N"-triacetil 0,211 U/mL
[E. viridis 06 N-acetil 3,140 U/mL
E. viridis 06 N,N'-diaceti 0,538 U/mL
E. viridis 06 B-D-N,N’,N"-triacetil 0,371 U/mL
\E. viridis 24 N-acetil 0,414 U/mL
\E. viridis 24 N,N'-diaceti 0,038 U/mL
E. viridis 24 B-D-N,N',N"'-triacetil 0,041 U/mL
T. hispidus N-acetil 9,780 U/mL
T. hispidus N,N'-diaceti 8,580 U/mL
T. hispidus B-D-N,N',N"-triacetil 4,460 U/mL
Controle positivo N-acetil 9,490 U/mL
Controle positivo N,N'-diaceti 8,190 U/mL
Controle positivo B-D-N,N’,N"-triacetil 3,600 U/mL

Fonte: dados da pesquisa
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Grafico 7: comparacdo de atividades médias entre os extratos testados no teste p-nitrofenil
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Fonte: dados da pesquisa

A atividade especifica foi maior nos substratos mono- o que indica que a principal
enzima quitinolitica presente nos extratos foi uma exoquitinase (TRAN, 2019). A presenca de
exoquitinases em animais ja foi identificada, sendo a principal quitinase desse tipo as enzimas
da familia da quitobiosidase (PLACE 1996). Ensaios quitinoliticos com Sceloporus undulatus
(STEJNEGER, 1890) também identificaram a presenca de exoquitinases nos seus tratos
digestivos, inclusive se identificando também enzimas da familia das quitobiosidases, além de
outras quitinases (MARSH, 2001). Também ja foram descritas e quantificadas quitobiosidases
no trato gastro intestinal do jabuti Testudo hermanni (GMELIN, 1789) e do lagarto Lacerta
viridis (LAURENTI, 1768) (JENIAUX, 1961).

A origem de secre¢do de enzimas quitinoliticas gastricas pode variar bastante de acordo
com a espécie estudada. Em mamiferos, quitinases e outras enzimas com agdo quitinolitica
foram observadas principalmente no tecido estomacal e suco gastrico. Em espécies como nos
roedores Mus musculus (LINNAEUS, 1758), Rattus norvegicus (BERKENHOUT, 1769) e
Cricetus frumentarius (PALLAS, 1811) foi observada que a atividade quitinolitica se
concentrou exclusivamente no tecido estomacal (RANKIGNOUL e JEUNIAUX 1964). De
fato, quitinases gastricas ja foram identificadas at¢é mesmo no suco gastrico de humanos
(PAOLETTI, 2007). No entanto, répteis demonstram uma fisiologia digestiva diferente dos
mamiferos. Na espécie de lagarto Sceloporus undulatus (STEJNEGER, 1890), foram

identificadas enzimas quitinoliticas nos tecidos do pancreas, intestino e estomago desse
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animal. Porém a atividade quitinolitica se concentrou principalmente no tecido pancreatico e
estomacal, sendo observado pouca atividade no tecido intestinal (MARSH, 2001). Resultados
parecidos foram encontrados em ensaios quitinoliticos dos tecidos géstricos dos lagartos
Anolis carolinensis (VOIGT, 1832) (JENIAUX, 1963) ¢ Lacerta viridis (LAURENTI, 1768)
(JENIAUX, 1963) e no cagado Mauremys caspica (GMELIN, 1774) (MICHA et al, 1973)
tendo as quitinases detectadas nessas espécies atingido seu pico de atividade no tecido
pancredtico, inclusive sendo completamente ausentes no tecido intestinal das espécies Anolis
carolinensis e Mauremys caspica. Baseado nesses estudos e na proximidade taxondmica entre
essas espécies, os extratos de 7. hispidus podem também ter o tecido pancreatico como o
principal secretor de quitinases. Porém, por nunca terem sido identificadas a presenga e
origem de quitinases em qualquer ofidio até a data de publicagdo desse estudo, ndo se sabe se
individuos da espécie E. viridis seguem esse mesmo padrao.

Resultados positivos eram esperados devido aos habitos alimentares da espécie T
hispidus, que depende significativamente da energia contida nas carapagas das suas presas
(FERREIRA SANTANA, 2017). No entanto, a existéncia de serpentes contendo quitinases
funcionais no trato digestivo ¢ desconhecida na literatura. Testes quitinoliticos feito por
MICHA et al (1973) com o trato digestivo da serpente Natrix natrix (LINNAEUS, 1758)
demonstraram indices muito pequenos de N-acetil-glucosamina nos rins e bago da serpente, o
que pode ter sido proveniente de reagdes cruzadas com outras enzimas glicosidicas e
imunoldgicas dos orgdos, além de nenhum indice de N-acetil-glucosamina nos tecidos
intestinais, pancreaticos e estomacais. Embora se conheca espécies de variados tdxons com
dietas principalmente insetivoras, tais como Opheodrys aestivus (LINNAEUS 1766) , Tantilla
coronata (BAIRD & GIRARD 1853) , Sonora semiannulata (BAIRD & GIRARD 1853) e
Eirenis modestus (MARTIN 1838) (MIZSEI 2019) a fisiologia digestiva dessas serpentes
ainda nao foi estudada e portanto ndo foram identificadas a presenga de quitinases nos tratos
digestivo dessas.

E conhecido que os venenos de algumas espécies de serpentes contém toxinas com
dominios de ligagdo a quitina e lectina (KIELISZEWSKI et al, 1994), tendo essas enzimas
mudado sua funcdo fisiolodgica nas serpentes ao longo da evolugdo das espécies, da mesma
forma que algumas dessas enzimas podem ter conservado sua fun¢do digestiva. A origem de
possiveis enzimas quitinoliticas no trato intestinal desses répteis pode ser debatida. A presenca
de isolados de bactérias quitinoliticas no trato gastrointestinal de répteis como os lagartos
Mabouya multifasciata (KUHL 1820) e Calotes versicolor (FITZINGER, 1826) comprova

que a atividade quitinolitica desses répteis nem sempre podem esta relacionadas a enzimas
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secretadas pelo proprio réptil em questdo e podem ser provenientes da microbiota do animal.
Ao todo, foram encontrados 10 estirpes isoladas com atividade quitinolitica em Calotes
versicolor e 7 em Mabouya multifasciata, sendo que a faixa de atividade maxima em funcao
do pH ¢ de em torno do pH 6 para a estirpe com maior atividade quitinolitica de Mabouya
multifasciata (estirpe SM6) e em torno do pH 8 para a estirpe com maior atividade
quitinolitica de Calotes versicolor (estirpe SC9) (SIADARI, 2017). Estirpes quitinoliticas
também j4 foram identificadas no lagarto Gekko gecko, sendo que nesse a estirpe com maior
atividade quitinolitica possuia dois picos de atividade nas faixas de pH 4 e 8 (estirpe LK12)
(PARDOSI, 2018), provando que ndo sé o nimero de estirpes de bactérias quitinoliticas em
lagartos ¢ grande mas também esses possuem grande variedade e especifidade de suas

quitinases.
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5 CONSIDERACOES FINAIS

Baseado nos ensaios de agucar redutor, foi possivel identificar a agdo de enzimas
quitinoliticas nos extratos de 7. hispidus e E. viridis testados. Essa atividade foi maior nos
extratos de 7. hispidus principalmente por conta dos habitos alimentares dessa espécie, o que
embasa o uso de extratos dessa espécie como controle positivo para os testes. Isso foi
justificado por valores maiores de atividade nos dois testes utilizados, tento tido a atividade do
teste de Schales o valor médio de 12,863 U/mL para individuos de E. viridis, contra um valor
médio de 25,17 para extratos de 7. hispidus, tendo tido o lagarto uma atividade cerca de 51%
maior que a serpente. Ja nos ensaios de p-nitrofenil, a atividade quitinolitica das duas espécies
foi especificamente maior nos substratos de 4-Nitrofenil N-acetil-B-D-glucosaminidina, tendo
valor médio de 2,191 U/mL nos extratos dos trés individuos de E. viridis ¢ 9,78 U/mL do
extrato testado de 7. hispidus, o que corrobora que a enzima com melhor agdo catalitica
quitinolitica presente nos extratos pode trata-se de uma exoquitinase, capaz de atacar
mondmeros de N-acetil-glucosamina (TRAN, 2019).

No entanto, o extrato dos tecidos gastrointestinais de 7. hispidus também tiveram uma
reatividade consideravel nos substratos N,N'-diacetilquitobiosideo e p-nitrofenil B-N,N',N"-
triacetilquitotriosideo, com o valor médio de 8,385 U/mL para os substratos de N,N'-
diacetilquitobiosideo e 4,03 U/mL para os substratos de p-nitrofenil B-N,N',N"-
triacetilquitotriosideo, o que evidencia a presenga de possiveis endoquitinases. Porém, os
individuos de E. viridis demonstraram ter uma baixissima atividade nesses dois ultimos
substratos, sendo os valores médios de 0,304 U/mL para os substratos de N,N'-
diacetilquitobiosideo e 0,207 U/mL para os substratos de B-N,N',N"-triacetilquitotriosideo.
Essa diferenca no perfil de atividade enzimdtica das duas espécies testadas pode ser um
indicativo de quitinases com origens e funcionamento totalmente distintos, o que justifica a
realizacao de estudos mais aprofundados do perfil proteico dos tratos gastrointestinais dessas

duas espécies.
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ANEXO A - IMAGENS

Imagem 1: espécime de E. viridis apos laparotomia e
remocdo do seu trato gastrointestinal

Imagem 2: laparotomia de um dos espécimes de 7. hispidus

Fonte: arquivo pessoal, 2020

Fonte: PASSOS, 2020

Imagem 3: trato gastro intestinal de 7. hispidus apos lavagem

Fonte: arquivo pessoal, 2020
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Imagem 4: macerado do trato gastrointestinal ap6s adi¢do da
solu¢do de extragdo

Fonte: arquivo pessoal, 2020

Imagem 5: Sistema de filtragdo a vacuo da quitina cololoidal

Fonte: arquivo pessoal, 2020



Imagem 6: Placa contendo curva de concentragdes de
BSA e extratos apos incuba¢do em BCA

Fonte: arquivo pessoal, 2020

Imagem 7: tubos de ensaio com reagente de Schales e
misturas dos extratos apos incubagdo em fervura

Fonte: arquivo pessoal, 2020
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Imagem 8: Placa contendo mistura de reagente de Schales

e mistura de extrato e quitina coloidal apds incubacdo
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Fonte: arquivo pessoal, 2020
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Fonte: arquivo pessoal, 2020



ANEXO B - QUADROS

Quadro 4: valores brutos de absorbancia do ensaio de agtcar redutor

Valores de absorbincia brutos do ensaio de a¢ucar redutor

Individuo Réplica Absorbancia zerada Absorbancia bruta
Branco 1 0 0,553
Branco 2 0 0,547
Branco 3 0 0,545
T. hispidus macho 1 -0,442 0,106
T. hispidus macho 2 -0,472 0,076
T. hispidus fémea 1 -0,453 0,095
T. hispidus fémea 2 -0,447 0,101
E. viridis id 24 1 -0,187 0,361
E. viridis id 24 2 -0,124 0,424
E. viridis id 22 1 -0,271 0,277
E. viridis id 22 2 -0,234 0,314
E. viridis id 06 1 -0,322 0,226
E. viridis id 06 2 -0,408 0,14
E. viridis id 41 1 -0,165 0,383
E. viridis id 41 2 -0,171 0,377
E. viridis id 43 1 -0,227 0,271
E. viridis id 43 2 -0,216 0,332
E. viridis id 44 1 -0,322 0,226
E. viridis id 44 2 -0,278 0,27

Fonte: dados da pesquisa

53



Quadro 5: valores brutos de absorbancia do ensaio com p-nitrofenil
substrato mono-

Substratos de Mono-Fenil
Amostras Absorbancia | Réplica
Branco 0,046 1
Branco 0,064 2
Controle positivo 1,624 1
Controle positivo 1,586 2
E. viridis id 44 0,731 1
E. viridis id 44 0,721 2
E. viridis id 24 0,572 1
E. viridis id 24 0,086 2
T. hispidus 2,412 1
T. hispidus 2,384 2
Standart 1,216 1
Standart 1,212 2
E. viridis id 06 0,621 1
E. viridis id 06 0,604 2

Fonte: dados da pesquisa

Quadro 6: valores brutos de absorbancia do ensaio com p-nitrofenil
substrato di-

Substratos de Di-Fenil

Amostras Réplica | Absorbancia
Branco 1 0,076
Branco 2 0,027
Controle positivo 1 1,369
Controle positivo 2 1,378
E. viridis id 44 1 0,119
E. viridis id 44 2 0,118
E. viridis id 24 1 0,097
E. viridis id 24 2 0,049
T. hispidus 1 2,212
T. hispidus 2 2,176
Standart 1 1,216
Standart 2 1,212
E. viridis id 06 1 0,158
E. viridis id 06 2 0,133

Fonte: dados da pesquisa
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Quadro 7: valores brutos de absorbancia do ensaio com p-nitrofenil substrato tri-

Substratos de Tri-Fenil

Amostras Réplica | Absorbancia
Branco 1 0,052
Branco 2 0,041
Controle positivo 1 0,635
Controle positivo 2 0,638
E. viridis id 44 1 0,136
E. viridis id 44 2 0,14
E. viridis id 24 1 0,059
E. viridis id 24 2 0,055
T. hispidus 1 1,156
T. hispidus 2 1,124
Standart 1 1,216
Standart 2 1,212
E. viridis id 06 1 0,121
E. viridis id 06 2 0,116

Fonte: dados da pesquisa
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