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“Visto à luz da evolução, a biologia é, talvez,
intelectualmente  a  ciência  mais  satisfatória  e
inspiradora.  Sem essa luz se torna uma pilha
de fatos diversos – alguns deles interessantes
ou curiosos,  mas  não  fazendo nenhuma foto
significativa como um todo.”

Theodosius Dobzhansky
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RESUMO

A quitina é um polissacarídeo amplamente encontrado em diferentes organismos presentes em
variados habitats. A digestão de quitina por organismos está associada à ação de, pelo menos,
duas enzimas específicas, a quitinase responsável por clivar as ligações β(1-4) da quitina em
di-  e  tri-sacarídeos,  e  a  β-N-acetil-D-glicosaminidase.  Por  conta  de  sua  dieta  anurófaga,
espécimes da serpente  Erythrolamprus viridis acabam ingerindo os restos ricos em material
quitinoso em digestão consumidos pela sua presa, o que pode ser desvantajoso aos indivíduos
dessa espécie pelo fato de que esse material duro pode causar obstruções e lacerações em seu
trato digestivo. Para eliminar o excesso desse material, sabe-se que mecanismos fisiológicos
adaptativos tais como a secreção de quitinases no lúmen do trato gástrico já foi estudado em
outras espécies  de répteis,  porém nunca se foi identificada a presença dessas enzimas em
qualquer serpente. Para detectar um possível potencial quitinolítico dessa espécie foram feitos
extratos  celulares  do  trato  gastrointestinal  de  seis  espécimes  de  E.  viridis,  através  da
maceração mecânica após congelamento em nitrogênio líquido seguida de extração proteica.
Extratos dos tecidos gastrointestinais do lagarto Tropidurus hispidus foram feitos para servir
como  controle  positivo  devido  à  dieta  insetívora  dessa  espécie. Os extratos  foram então
avaliados quanto á sua atividade quitinolítica em testes de açúcar redutor através do ensaio
com  reagente  de  Schales  e  quitina  coloidal  como  substrato.  Espécimes  de  E.  viridis
apresentaram menor potencial quitinolítico comparado a espécimes de T. hispidus. Cálculos
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  T.
hispidus. A atividade  quitinolítica  dos  extratos  também foi  avaliada  em substratos  de  p-
nitrofenol  com o auxílio  de um kit  de detecção de atividade quitinásica  (Sigma-Aldrich).
Esses ensaios também demonstraram uma atividade quitinolítica menor dos extratos de  E.
viridis comparados aos extratos de T. 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  T. 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 T. hispidus e E. viridis possuem atividade quitinolítica
expressiva,  sendo  essa  a  primeira  vez  que  foi  detectada  atividade  quitinolítica  no  trato
gastrointestinal de serpentes.

Palavras-chave: anurofagia, atividade enzimática, bioquímica, quitinase, serpentes.
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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 β(1-4) bonds of chitin into di- and tri-
saccharides,  and  the  β-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 T. 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  T.  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 T. 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  T.  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  T. 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 INTRODUÇÃO

A quitina é um polissacarídeo amplamente distribuído por vários habitats  da terra.

Esse  carboidrato  tem  uma  função  principalmente  estrutural,  similar  à  celulose,  sendo

encontrado em uma grande gama de organismos, formando, por exemplo, a parede celular de

fungos,  compondo  o  exoesqueleto  de  artrópodes  e  a  cutícula  de  anelídeos  e  moluscos

(GOODAY,  1996;  ROBYT,  1998).  Similarmente  à  celulose,  esse  se  trata  de  um

homopolímero linear de monossacarídeos, sendo a celulose composta por D-glicose, ligadas

por ligações glicosídicas de configuração β(1-4), enquanto a quitina é composta por N-acetil-

D-glucosamina, ligadas linearmente também na configuração β(1-4). Essas cadeias lineares de

carboidratos  são então mantidas  unidas  e  estabilizadas  por  pontes  de  hidrogênio entre  os

grupos hidroxila expostos da cadeia. (ASGHARI, 2015).

A digestão de quitina  por  organismos está  associada  à  ação de,  pelo  menos,  duas

enzimas específicas, a quitinase (EC 3.2.1.14) responsável por clivar as ligações β(1-4) da

quitina em di- e tri-sacarídeos, e a β-N-acetil-D-glucosaminasidase (EC 3.2.1.30), responsável

por  clivar  esses  di-  e  tri-sacarídeos  em  monossacarídeos  de  N-acetil-glicosamina

(JEUNIAUX, 1993; MOON, 2017). As lisozimas também são enzimas capazes de degradar

quitina.  Essas  enzimas  geralmente  são  encontradas  junto  com  as  quitinases,  porém  as

lisozimas  são  amplamente  distribuídas  nos  organismos  pelo  fato  de  estarem associadas  a

alguns  mecanismos  de  defesa  contra  parasitas  e  patógenos  (KIRISTI,  2015).  Lisozimas

promovem a lise de bactérias gram-positivas por degradação dos peptideoglicanos presentes

na  parede  celular  desses  organismos.  No  entanto,  essas  enzimas  se  diferenciam  na

especificidade por substratos, sendo as quitinases geralmente mais específicas que lisozimas e

nem sempre as suas ações se encontrarem mutuamente (CORNELIUS e DANDRIFOSSE,

1977).

Dentre  algumas  funções  diretas  das  quitinases,  se  destacam  sua  capacidade  de

degradação  das  cutículas  de  artrópodes  (PARK,  2019),  na  capacidade  embriogênica  e

proteção 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 proteção

contra patógenos em humanos (ADAMS, 1995; GUAN  et  al, 2020).  Elas são geralmente

encontradas  no  trato  digestório  de  animais,  principalmente  na  região  estomacal,  onde

degradam o exoesqueleto quitinoso das suas presas artrópodes, permitindo a ação de outras

enzimas  sobre  as  partes  antes  recobertas  pela  carapaça  dos  invertebrados  ingeridos e



14

permitindo o aproveitamento dos sacarídeos que compõe a quitina (DAHIYA et al, 2006).

Quitinases  são  encontradas  também  no  lúmen  intestinal,  possivelmente  auxiliando  na

desobstrução do intestino, causado pelo congestionamento de fragmentos menores de quitina.

(LINDSAY, 1984 apud GUTOWSKA et al, 2004).

No entanto, a função de enzimas quitinolíticas e proteínas com domínios de quitinases

vai bem além da simples digestão do carboidrato quitina. Proteínas como a YKL-40, também

chamada  de  chitinase3-like1,  mostraram  ter  relações  com  o  aparecimento  de  condições

humanas tais como a asma e em inflamações (KONRADSEN, 2013). Como outro exemplo, a

oviductina, uma enzima com domínios de ligação similares à quitinase encontrara no oviduto

de sapos da espécie Bufo japonicus (TEMMINCK & SCHLEGEL, 1838) está intrinsecamente

relacionada a maturação de ovos dessa espécie, sendo que espécimes fêmea que tiveram essa

proteína  suprimida  perderam  a  capacidade  reprodutiva  (HIROSHI,  2002).  De  fato,  uma

grande gama de proteínas relacionadas a respostas imunológicas e metabólicas humanas e não

humana possuem domínios de ligação e estrutura similares à quitinases.

A  presença  e  função  de  enzimas  quitinolíticas  já  foi  estudada  em  espécies  de

invertebrados.  No  entanto,  a  existência  de  quitinases  em vertebrados  tem sido  discutida.

Pesquisas feitas por JEUNIAUX (1961), KARASOV (1989) e MICHA et al, (1973) provaram

que vertebrados possuem essas enzimas em seu perfil  enzimático,  embora a localização e

excreção dessas enzimas varie muito de acordo com a espécie a ser tratada. A presença de

enzimas quitinolíticas em vertebrados tem significantes vantagens evolutivas. É estimado que

cerca de 20% da energia total de artrópodes está contida no seu exoesqueleto quitinoso o que

permitiria que os organismos pudessem aproveitar  a energia química de suas presas mais

eficientemente (KARASOV, 1989).

A predação de anfíbios é amplamente distribuída por uma grande gama de organismos

vertebrados e já observada em organismos invertebrados (SANTANA, 2009). A predação de

anuros está 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  manutenção  e  controle  da

população de anfíbios durante o período chuvoso da região Nordeste do Brasil (SANTOS,

2009).  A ingestão  de  anfíbios  por  répteis,  consequentemente,  leva  ao  excesso  de  quitina

proveniente da dieta dos anuros no aparelho digestivo dos organismos predadores, podendo

causar obstruções no trato digestivo do animal. Os mecanismos fisiológicos para a eliminação

desse material quitinoso continuam sob estudo.

A ingestão indireta de material quitinoso é comum por conta da ampla distribuição dos
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artrópodes nos ambientes terrestres. Embora o volume de quitina digerida seja tolerável para

indivíduos  generalistas,  a  ingestão  de  grandes  quantidades  de  quitina  por  indivíduos

insetívoros ou que se alimentem principalmente de indivíduos insetívoros pode ser um fator

de risco para a fisiologia do predador. Sem os hábitos específicos para eliminação do excesso

de quitina, tal como a regurgitação, e sem o perfil enzimático específico para a degradação

desse  polissacarídeo  o  alto  volume  de  quitina  não  digerida  pode  obstruir  o  trato

gastrointestinal  do  animal,  o  que  pode  resultar  na  desnutrição  e  até  morte  do  espécime

(FERREIRA-FERNANDES et al, 2008).
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2 PROSPECÇÃO ENZIMÁTICA EM E. viridis

2.1 Erythrolamprus viridis e outras serpentes

Erythrolamprus é  um  gênero  de  serpentes  nativas  da  América  central  e  do  sul,

possuindo  21  espécies  registradas  no  Brasil  (COSTA e  BÉRNILS,  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 (GÜNTHER, 1862).  Dentre os comportamentos em comum dessas

serpentes, estão os hábitos diurnos e terrestres, além de terem como principal presa anfíbios

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 anurófagas, como a Waglerophis

merremii, é a regurgitação de um bolo alimentar quitinoso (FERREIRA-FERNANDES et al,

2008). É descrita também a regurgitação forçada na serpente Philodryas patagoniensis, sendo

identificadas partes quitinosas proveniente de insetos, provenientes da dieta de suas presas

(LÓPEZ  e  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 eliminação e digestão de material quitinoso,

justificam  a  necessidade  de  estudos  mais  aprofundados  sobre  aspectos  fisiológicos  e

evolutivos dos diferentes mecanismos de eliminação de material normalmente indigerível em

espécies próximas filogeneticamente.

Por  conta  de  sua  dieta  anurófaga,  espécimes  de  Erythrolamprus  viridis  acabam

ingerindo os restos ricos em material quitinoso em digestão consumidos pela sua presa, sendo

observado alguns exemplares capazes de digerirem completamente as carapaças de artrópodes

predados pelos anuros de sua dieta. Contudo, não foram feitos estudos expressivos sobre o

potencial quitinolítico dessas serpentes, o que poderia comprovar a presença de enzimas com

ação quitinolítica no trato digestivo desses répteis. Partindo disso, é necessária a realização de

ensaios  que  possam  comprovar  o  potencial  quitinolítico  do  trato  gastrointestinal  desses

répteis, o que indicaria a presença de quitinases nessa espécie, comprovando que esse seria o

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

Enzimas são os mais fundamentais  blocos do metabolismo de qualquer organismo.

Suas  presenças  e  suas  atividades  são  o  que  permitem  com  que  a  vida  biológica  que

conhecemos hoje exista. Com elas, reações que normalmente seriam altamente improváveis

de acontecer espontaneamente passam a serem possíveis através da catálise dessa (CHEN,

2020). Na atual conjuntura, no entanto, sua importância transcendeu as dos organismos que

essas se encontram. Hoje, vários setores da indústria, tais como a indústria de alimentos e de

fármacos  dependem dessas  para  que possam ter  processos  competitivos  o suficiente  para

sustentar um mercado de demanda crescente. Não só pelo melhor custo-benefício se usam

enzimas em processos industriais, essas tem sido reportadas como cada vez mais eficientes

em relação  ao  tempo  de  produção,  exigirem uma quantidade  menor  de  equipamento  em

relação a processos puramente químicos além de gerarem menos resíduos e caso gerem esses

tem menor impacto no meio ambiente (PRASAD, 2018).

Além dos seus usos industriais, as enzimas possuem um nicho de extrema importância

em estudos acadêmicos. Além de serem tradicionalmente estudadas para a compreensão dos

seus papéis  metabólicos  e  fisiológicos,  cada vez mais  uma gama maior  de estudos incluí

ensaios  enzimáticos  como suas  principais  ferramentas  de  pesquisa  e  descoberta.  Enzimas

podem ser utilizadas para a identificação e estudo filogenético de microrganismos (MAYER,

2007)  e  macroorganismos  (MARTIN,  2010).  Além  de  estudos  pontuais  em  organismos,

estudos  filogenéticos  com enzimas  de  ampla  distribuição,  tais  como  glicosil-hidrolases  e

enzimas que participam do metabolismo do DNA e RNA tem sido feitos a fim de se entender

melhor a evolução e origens do metabolismo celular (CANBACK, 2002; WANG 1997).

Por conta do crescente interesse científico e comercial sobre as enzimas, técnicas de

prospecção,  extração  e  isolamento  enzimático  tem  sido  cada  vez  mais  abordados  na

comunidade científica. Técnicas de downstream normalmente são mais complexas e menos

rentáveis do que técnicas de extração proteica tradicionais por conta de que enzimas precisam

ter sua função catalítica mantida após a sua extração, o que dispensa técnicas de extração

desnaturantes tais como eletroforese em gel de poliacrilamida auxiliado por dodecilsulfato de

sódio  (SDS-PAGE),  extração  em  fase  fenólica  e  precipitação  em  sulfato  de  amônio

(NANNIPIERI, 2006). Técnicas tradicionais de separação proteica, tais como a cromatografia

líquida, tem sido utilizadas como técnicas de downsteam. Porém, essas técnicas têm sido cada

vez mais substituída pela técnica de partição em sistemas de duas fases aquosas (NADAR,

2017). Essa técnica tem várias vantagens comparadas a outras técnicas de downsteam, sendo
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as principais a maior quantidade e maior eficiência de produto separado, o menor tempo de

separação e isolamento e a maior versatilidade da técnica e dos seus equipamentos, podendo

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

2.3 Enzimas Quitinolíticas em animais

A  presença  de  quitinases  gástricas  foi  inicialmente  descrita  por  KARRER  e

HOFMANN, 1929 (apud OSHIMA, 2002) em gastrópodes. Essas enzimas posteriormente

foram encontradas em outras espécies de animais, incluindo vertebrados superiores, tais como

em  morcegos  insetívoros  (JENIAUX,  1961;  apud WHITAKER,  2004)  e  no  tatu-galinha

(SMITH et al, 1998;  apud WHITAKER, 2004). Quitinases também foram identificadas em

uma grande número de espécies de invertebrados artrópodes (AHMADI et al, 2008; FILHO,

et  al,  2002;  PARK  et  al,  1997),  peixes  (GUTOWSKA,  2004; ROTTA,  2003),  anfíbios

(OSHIMA et al,  2002) e aves (SUZUKI  et al,  2002).Mamíferos conhecidamente possuem

duas  quitinases  ativas  descritas  nos  seus  organismos,  a  chitotriosidase (EC:  3.2.1.14)  e  a

quitinase acídica mamífera (AMCase, sigla em inglês de acidic mammalian chitinase), da qual

apenas a AMCase se encontra de fato no trato gastrointestinal desses (BUSSINK, 2008).

A presença  de  enzimas  quitinolíticas  no  trato  gastrointestinal  de  animais  se  deve

principalmente à dieta do organismo. Porém, essas enzimas nem sempre são secretadas pelos

órgãos  e  tecidos  do  animal  em questão.  Pesquisas  identificaram a  presença  de  bactérias

autóctones da microbiota intestinal com ação quitinolítica em peixes (SUGITA e ITO, 2006

ZHOU, 2013), anfíbios terrestres (FONTAINE, 2018) e artrópodes (CHU e BODNAR, 1986).

Esses  estudos  comprovam  a  importância  de  se  realizar  ensaios  que  além  de  detectar  a

atividade  quitinásica  no  trato  gastrointestinal  da Erythrolamprus  viridis, possam também

identificar a sua origem de secreção 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 gêneros Anguis, Uromastix, Chamaleo,

Lacerda, Anolis e Sceloporus. (MARSH, 2001; JEUNIAUX, 1961, 1962, 1963).

No  entanto,  quitinases  de  répteis  não  são  completamente  autóctones  desse  clado.

Estudos  bacteriológicos  dos  tratos  gastrointestinais  das  espécies  de  largarto  Gekko  gecko

(LINNAEUS, 1758) e Mabouya multifasciata (KUHL, 1820) identificaram a presença de dois

isolados  bacteriológicos  de  vinte  extraídos,  nomeados  de  LK12 e  KD5.  A estirpe  LK12

possuía dois picos de atividade nas faixas de pH 4 e 8, enquanto a estirpe KD5 possuía 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

já possuem quitinases ativas identificadas e caracterizadas (DAHIYA, 2005; JANKIEWICZ,

2012).

Já  quitinases  sem  função  gástrica  e  outras  enzimas  com  domínios  de  ligação  de

quitinases tem uma distribuição bem mais ampla e geralmente tem funções menos claras. A

chitotriosidase,  a  outra  enzima  ativa  presente  nos  mamíferos,  possui  uma  função

intrinsecamente atrelada a ativação de macrófagos durante respostas imunes (BRINKMAN,

2005). A atividade de chitotriosidases no plasma sanguíneo já foi estudada em uma série de

doenças  lisossomais  e  não-lisossomais  (RIES  2006;  MICHELAKAKIS,  2004).  Além  de

quitinases  ativas,  enzimas  com  domínios  de  ligação  similares  à  de  quitinases  já  foram

identificadas  em  diversos  tecidos  do  corpo  humano  por  exemplo,  tais  como  no  sistema

circulatório  (HAKALA,  1993),  articulações  (TSURUHA et  al,  2002)  e  nas  vias  aéreas

(KUMAR,  2019).  Essas  enzimas  desempenham  funções  importantes  principalmente  no

sistema  imunológico  do  organismo,  sendo  relacionadas  a  doenças  como  a  artrite

(JOHANSEN, 2006), câncer, pneumonia e fibrose pulmonar (KUMAR, 2019).

A carência  dessas  proteínas  similares  a  quitinases  também  estão  relacionadas  a

doenças nos organismos. Condições como a doença de Gaucher, que tem como característico

a desordem no armazenamento de lisossomos, já estão descrita por serem desencadeadas pela

deficiência da enzima glucocerebrosidase, uma enzima protease similar a quitinase acídica

humana (RIBOLDI, 2019). Uma grande gama de proteínas homólogas a quitinases, porém

que perderam sua atividade enzimática já se encontram descritas na literatura. As chamadas

chi-lectinas são um grupo dessas proteínas que perderam sua atividade enzimática,  porém

reteram o  sítio  ativo  característico  dessas  glicosil-hidrolases  (RENKEMA et  al,  1998).  A

função dessas enzimas ainda não é totalmente claro, apesar de serem conhecidas sua estrutura.

No entanto,  sabe-se  que as  chi-lectinas  como a  YKL-40  e  CHI3L1 estão  relacionadas  a

condições como artrite, fibrose e até câncer (HAKALA et al, 2013; JOHANSEN 2006).

O estudo do perfil enzimático de répteis  é importante para se entender as diversas

adaptações  que  esses  devem passar  para  que  possam se  adequar  ao  seu  meio  ambiente.

Entender  as  adaptações  bioquímicas  da  fisiologia  dos  répteis  pode  elucidar  como  esses

animais podem ser afetados pelas mudanças de dieta em seu ambiente, além de poder ser um

fator  chave  para  se  entender  a  evolução  desses  organismos  e  ajudar  na  conservação  de

espécies afetadas pela redução do bioma Caatinga (RODRIGUES, 2013).

Aliados a ensaios genômicos, estudos de evolução de enzimas em espécies macro e

microscópicas  são  uma  das  ferramentas  mais  utilizadas  e  confiáveis  na  classificação
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taxonômica de espécies (SUENAGA, 2015). Análises proteômicas de serpentes geralmente se

delimitam na comparação do perfil proteico do veneno de espécies peçonhentas, o que se

define como venômica. Embora a venômica tenha marcado avanços na filogenia de serpentes,

essa  se  restringe  principalmente  em  espécies  capazes  de  causar  acidentes  ofídicos  de

importância clínica em humanos (MODAHL, 2019; SUNAGAR, 2016).  Abordagens mais

tradicionais podem ser utilizadas no estudo proteômico de espécies fracamente peçonhentas

ou não peçonhentas. Nunca antes foram detectadas enzimas quitinolíticas no trato gástrico de

espécimes de Erythrolamprus viridis,  ou em qualquer outro colubrídeo. A possível detecção

dessas enzimas no trato dessas serpentes pode ter impactos significativos na compreensão da

evolução dos colubrídeos e dos escamados.

2.4 Ensaios enzimáticos quitinolíticos

Ensaios  enzimáticos  têm sido plenamente utilizados no meio científico.  Seus  usos

variam, no entanto eles sempre obedecem dois propósitos básicos quando são utilizados. O

seu primeiro propósito é o de identificar a presença de uma enzima específica no meio em que

esse está sendo utilizado, ou então identificar uma espécie ou estirpe específica que produza

uma enzima conhecida. A identificação da presença de fungos e bactérias, por exemplo, é um

exemplo  clássico  desse  propósito,  por  conta  desses  dependerem  de  enzimas  específicas

durante  sua  reprodução  para  que  possam  dissolver  suas  respectivas  paredes  celulares  e

tornarem possíveis sua divisão (CAMPUZANO, 2017; NEUFEUD et al, 2013).

Já  como  segundo  propósito,  os  testes  enzimáticos  podem  ter  a  quantificação  e

avaliação da quantidade de enzima no meio testado. Esse propósito, no entanto, é de maior

rigor experimental para ser testado, devido a esse necessitar de precisão em seus resultados a

fim  de  dar  resultados  suficientemente  confiáveis  para  ser  utilizados  como  base  na

quantificação enzimática, enquanto ensaios enzimáticos apenas de identificação necessitarem

apenas  de  resultados  positivos  e  negativos  (SCHOMBURG,  2013).  Essa  necessidade  de

precisão e de consistência de dados levou a criação de vários guias e métodos padrões na

testagem de uma grande quantidade de enzimas na literatura científica, além de databases de

dados  sobre  ensaios  e  métodos,  tais  como  o  BRENDA  (BISSWANGER,  2014;

SCHOMBURG,  2017).  Porém,  mesmo  com  o  mais  alto  rigor  mecânico,  instrumental  e

operacional, testes enzimáticos são conhecidamente inconsistentes, e frequentemente podem

dar  resultados  completamente  diferentes  mesmo  com parâmetros  aparentemente  idênticos

quando feitos paralelamente ou posteriormente.
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Um  dos  motivos  dessa  inconsistência  é  o  grande  número  de  variáveis  que

conhecidamente  influenciam a  atividade  das  enzimas.  Os  célebres  cientistas  Michaelis  e

Menten  em  1913  foram  os  primeiros  a  estudarem  as  variáveis  físicas  e  químicas  que

influenciam na atividade das enzimas, tais como pH, temperatura, concentrações de substratos

e de produto e influência nas forças iônicas sobre as enzimas. Esses fatores porém tem sido

bastante expandidos em estudos recentes, sendo que avanços no campo da química e física,

tais como a melhor compreensão das forças quânticas sobre a funcionalidade e cinética de

enzimas.  Esses  avanços  permitiram até  mesmo a  modelagem computacional  de  atividade

enzimática, permitindo níveis de precisão teórica cada vez mais avançados (QUESNE 2016).

Métodos  de  detecção  de  atividade  quitinásica  tem  um  histórico  de  serem  pouco

sensíveis na detecção de mínimas atividades quitinásicas. Esses se basearam inicialmente na

detecção de agentes colorimétricos ligados covalentemente à quitina utilizada como substrato

pelas enzimas a serem testadas ou na detecção de açúcares redutores resultantes da hidrólise

da quitina. A pouca sensibilidade desses ensaios é derivada da baixa solubilidade da quitina

em água, o que dificulta a ação das quitinases e de outras enzimas que atacam a quitina. Tal

problema é tão expressivo que os padrões de absorbância dos testes de atividade quitinásica

são normalmente baixos, comprovando a similaridade óptica dos substratos hidrolisados dos

não  hidrolisados  (MAUCH,  1988).  Já  ensaios  que  se  baseiam  na  detecção  de  açucares

redutores geralmente são menos específicos que os ensaios que visam detectar os agentes

colorimétricos liberados do substrato inicial. Essa baixa especificidade é 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  liberação  de  açúcares

redutores  no ensaio.  A sensibilidade desse teste  também é  limitada  caso sejam utilizados

substratos menos estáveis do que a quitina nos testes, o que facilitaria a hidrólise espontânea,

e  também caso  já  estejam presentes  açucares  redutores  nas  amostras  utilizadas  (IMOTO,

1971).

Pesquisadores  têm  utilizado  substratos  alternativos  à  quitina  in  natura a  fim  de

aumentar  a  solubilidade desse polissacarídeo nos  ensaios  e  consequentemente  aumentar  a

sensibilidade dos  testes.  ŌTAKARA, 1961,  descreveu o uso de glicol-quitina em ensaios

colorimétricos  e  viscosimétricos  de  degradação  de  quitina  no  mofo  do  kōji-negro.  Esse

substrato  possui  solubilidade  superior  à  quitina  natural  e  não  tem  suas  propriedades

viscosimétricas alteradas pelo pH do ensaio ou pela adição de sais. Além disso, testes que se

utilizam  de  4-metilumbeliferona  como  agente  fluorogênico  se  demonstraram  sensíveis  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  não  alterados;  esses  geralmente  têm suas  cadeias  de  sacarídeos

alteradas ou até mesmos clivados, o que as difere molecularmente dos substratos naturais.

Essa diferença é importante, pois pode dificultar a atividade de enzimas quitinásicas altamente

específicas, e até mesmo permitir que outras enzimas que agem em sacarídeos 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

quitinolíticos. Ensaios com chitin azure coloidal foram descritos como mais baratos, rápidos e

tão sensíveis quanto ensaios se utilizando de substratos alterados ou ensaios que quantifiquem

a concentração de açúcares redutores após a hidrólise (SHEN, 2010).

MEGA et al  em 1969 utilizou a identificação do p-nitrofenil derivado de substratos

sintéticos para identificar e quantificar a atividade da enzima N-acetil-β-D-glucosaminidase,

marcando o primeiro uso desse na identificação de glicosil-hidrolases. Esse método foi então

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

determinação  de  atividade  quitinolítica,  principalmente  devido  a  faixa  estreita  de

comprimento de onda do seu cromógeno e a maior estabilidade do p-nitrofenil comparada aos

resíduos de n-acetil-glucosamina presentes em outros testes de determinação quitinolítica por

potencial de açucares redutores.
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3 MATERIAL E MÉTODOS

3.1 Coleta e preparo do material biológico

Foram utilizados exemplares da espécie Erythrolamprus viridis e Tropidurus hispidus,

coletados na cidade de Mossoró, para os ensaios. As serpentes foram mantidas no Laboratório

de Ecologia e Comportamento Animal – LECA, em situação de jejum, até que todo conteúdo

do  seu  trato  intestinal  fosse  evacuado.  As  serpentes  e  lagartos  foram  sacrificadas,  se

obedecendo as normas éticas herpetológicas e as diretrizes do comitê de ética da UFERSA e

tombadas na Coleção Herpetológica do Semiárido – CHSA. Foi conduzida a esterilização da

parte  ventral  dos  espécimes  com  álcool  iodado  seguido  da  dissecação  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 solução salina à 0,9%

estéril (imagem 3). Após a lavagem, os tratos foram transferidos para novas placas de Petri e

se procedeu para a lavagem do lúmen do trato, através da injeção de solução salina estéril à

0,9% no canal do trato com o auxílio de uma seringa de 1 mL, removendo a maior parte da

microbiota  não-aderente  do  TGI.  Após  isso,  os  tecidos  removidos  procederam  para  os

processos de homogeneização.

3.2 Preparo do extrato celular

Após  a  medida  da  massa  dos  tratos  intestinais  dos  espécimes,  os  tratos  foram

congelados  em nitrogênio  líquido,  passando por  maceração mecânica  logo após  seu total

congelamento.  Foi  adicionado  um tampão  de  acetato  de  sódio  com o  pH 5.8  ao  extrato

macerado,  numa proporção de 1:3 de massa do trato intestinal para o volume do tampão

adicionado  (imagem  4).  A suspensão  obtida  foi  separada  em  tubos  de  1,5  mL e  então

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

quitinolíticos.



24

3.3 Preparo de quitina coloidal

A produção de quitina coloidal foi preparada de acordo com o método descrito por

JOE & MAPANA (2017).  Foram pesados 5 g de  quitina  em pó (Merck-Sigma,  catálogo

C7170) em um béquer de 1 litro, previamente lavado. Esse béquer foi posicionado em uma

capela  e  então  se  foi  adicionado  lentamente  e  sob  agitação  constante  150  mL de  ácido

clorídrico 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 solução foi

então filtrada com 6 camadas de panos filtrantes (morim), a fim de se retirar o excesso de

quitina não solubilizada da solução. Após a filtração, foi adicionado 2 litros de água destilada

a 2°C no filtrado, permitindo a precipitação da quitina suspensa. A solução foi então incubada

a 4°C por 8 horas. Após a incubação, a solução foi filtrada a vácuo em um filtro Whatman nº

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 então foi lavada com água destilada até seu pH chegar a

7,00. O excesso de água foi removido por filtração a vácuo, se repetindo o processo até que a

quitina atingisse ao pH ideal de 7.0. Após a quitina chegar ao pH ideal, o coloide de quitina

foi  pressionado  gentilmente,  a  fim  de  se  remover  o  excesso  de  água,  e  em seguida  foi

aliquotado em béquers de 10 mL coberto com duas camadas de papel-alumínio. O coloide

aliquotado  passou  então  por  autoclavagem,  a  15  psi,  por  20  minutos  à  120°C.  Após  a

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

3.4 Dosagem das proteínas

Os  extratos  brutos  passaram  por  uma  quantificação  proteica  em  duplicata,  se

utilizando do método do ácido bicinconínico de acordo com SMITH (1989). Alíquotas de 50

µL 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 absorbância da solução, no comprimento de onda de 562 nm, em

um leitor de microplacas (imagem 6). Os valores de absorbância foram aplicados na equação

da reta de uma curva padrão de albumina sérica bovina nas concentrações 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.



25

3.5 Determinação da atividade quitinásica

3.5.1 Ensaios de açúcar redutor

Para a determinação da atividade de quitinases pela liberação de açucares redutores,

foi utilizado uma adaptação da metodologia de FERRARI  et al  (2014). Foi adicionado em

tubos de microcentrífuga,  1,2 mL de uma solução contendo 3 mg/mL de quitina coloidal,

suspensa em tampão McIlvaine (pH 5,2). Foi transferido sobre a solução de quitina 200 µL

dos  extratos  celulares  a  serem testado,  todos  equilibrados  na  concentração  proteica  de  2

mg/mL. Os tubos foram então incubados por 60 minutos à 37°C em um banho maria. Passado

o tempo da incubação, os tubos foram centrifugados à 5000 g à 4° C por 10 minutos. Após a

centrifugação,  foram transferidos  600 µL do sobrenadante  das  soluções  centrifugadas  em

tubos de ensaio.  Em seguida,  foi adicionado sobre os sobrenadantes coletados 600 µL do

reagente de Schales (0,05% de ferricianeto de potássio em uma solução de 0,5 M de carbonato

de sódio). Os tubos foram vedados firmemente com papel-alumínio e incubados em um banho

com água fervente por 15 minutos para que ocorresse o desaparecimento do complexo de cor

do teste e a inativação das quitinases presentes (imagem 7). Após esse tempo, os tubos foram

então resfriados em um fluxo de água corrente, e seus conteúdos foram transferidos para uma

microplaca de 96 poços. Após a transferência, foi medida a absorbância dos poços em um

leitor  de microplacas no comprimento de onda de 420 nm (imagem 8).  Todos os ensaios

foram  feitos  em  duplicata.  Foi  feito  análises  estatísticas  de  distribuição  de  dados  das

absorbâncias obtidas, através do teste de Kruskal-Wallis seguindo pelo teste de Dunn pos-hoc,

no software R.

Uma  curva  padrão  de  N-acetil-glucosamina  (NAG)  foi  feita  e  utilizada  como

parâmetro para a conversão dos valores de absorbância em concentração de NAG liberado

após a digestão. Foi utilizada uma curva de 7 pontos nos intervalos de em concentrações de

0µM, 50 µM, 100 µM, 150 µM, 200 µM, 250 µM e 300 µM preparado de alíquotas de 1 mM

de NAG diluído em tampão Mcllavaine. Baseado nas concentrações de N-acetil-glucosamina

encontrados pela curva padrão, o cálculo da atividade enzimática pode ser feito. Sabendo-se

que uma unidade de atividade enzimática equivale a digestão de 1 µM de substrato em 1 µM

de produto em 1 minuto (KING, 1961; NC-IUB, 1979), e que a atividade específica equivale

a atividade total dividido pela concentração proteica das proteínas (NC-IUB, 1982; FÖLDESI

2019), a equação da atividade enzimática do teste realizado nesse projeto pode ser expressa

pela seguinte equação:
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Onde F.D é o fator de diluição do teste e T o tempo em minutos. Foi utilizado 200 µL

de extrato para os testes. Sabendo que se é necessário equivaler o cálculo para 1 mL (1000

µL)  o  fator  de  diluição  inicial  é  de  5.  Esse  fator  de  diluição  deve  ser  multiplicado pela

proporção  de  reagente  de  Schales  aplicada  para  o  teste  após  a  incubação.  Sabendo  que

aplicado reagente na proporção de 1:1 do extrato após a digestão, diluindo o volume final a

ser lido por 2, o fator de diluição final ser de 5 x 2, o que o faz ter um valor de diluição 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 liberação 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 ρ-nitrofenil, com o auxílio de um

kit  de  detecção  de  atividade  quitinásica  (Merck-Sigma,  catálogo:  CS0980),  sendo que os

ensaios da NAHase, quitobiosidase e quitotriosidase serão feitos como descrito por MEGA et

al. 1970 e RENKEMA et al, 1995. Os ensaios foram realizados em placas de 96 poços. Os

substratos ρ-nitrofenil β-N-acetilglucosaminida, ρ-nitrofenil β-N,N'-diacetilquitobiosídeo e ρ-

nitrofenil β-N,N',N"-triacetilquitotriosídeo foram utilizados em concentrações finais de 0,25

mg/mL,  todos  solubilizados  no  tampão  de  ensaio  fornecido  pelo  kit  utilizado.  Foi  feito

também uma solução padrão com p-nitrofenil, solubilizado na solução de carbonato de sódio

de 41,66 mg/ml fornecido pelo kit,  na concentração final  de 10 mM. O procedimento se

iniciou se equilibrando as soluções de substratos e a solução padrão na temperatura de 37 ° C,

em banho maria. Após isso, os poços das placas foram preparados. O branco conteve 100 µL

de cada solução de substrato, o poço padrão conteve 300 µL da solução padrão preparada, os

controles positivos conteve 90 µL das soluções de cada substrato e 10 µL de uma solução de

quitinase fornecida pelo kit, de concentração de 0,2 mg/mL. Os poços contendo os testes com

os extratos testados contiveram 90 µL das soluções de cada substrato, e 10 µL do extrato

celular  do  TGI  das  serpentes  diluídos  para  a  concentração  proteica  de  1  mg/mL.  Foi

adicionado  primeiro  as  soluções  de  substratos,  seguida  das  soluções  de  enzimas/extratos,
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misturando-se  levemente  com  uma  ponteira  de  pipeta  automática  de  200  µL  após  a

transferência. Após a adição dos extratos e dos controles, a placa foi incubada à 38° C por 30

minutos. Após a incubação, foi adicionado em cada poço 200 µL da solução de carbonato de

sódio (solução de parada), o que permitiu a formação do complexo de cor do teste e impediu

mais  atividade  das  quitinases  presentes  (imagem  9).  O  ρ-nitrofenol  formado  foi  então

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  enzimática  foi  então

determinada segundo a seguinte equação:

Units/ml = [(A405 amostra – A405 branco) ×0.05 ×0.3 ×DFA]
A405 padrão × T × Venz

Sendo:

 DFA o fator de diluição

 A 405 a absorbância em 405 nm

 T o tempo em minutos

 Venz o volume adicionado das amostras/enzimas.
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4 RESULTADOS E DISCUSSÃO

4.1 Ensaios preliminares

Foram feito  extratos  de  8  indivíduos  diferentes,  dos  quais  dois  indivíduos  são  da

espécie de lagarto T. hispidus e 6 indivíduos da espécie E. viridis. Extratos dos indivíduos da

espécie T. hispidus foram utilizados como controle positivo devido ao hábito alimentar dessa

espécie ser principalmente insetívoro. A dosagem proteica dos extratos brutos variou bastante

de acordo com cada indivíduo, não havendo uma relação específica da massa dos tratos dos

espécimes com sua dosagem proteica após a extração. Uma relação das dosagens proteicas

está expressa na quadro abaixo (quadro 1):

Amostra Dosagem proteica em
mg/mL

Peso do trato digestivo em g

T. hispidus Macho 4,624 mg/mL 0,941 g
T. hispidus Fêmea 3,034 mg/mL 0,451 g
E. viridis ID 44 3,304 mg/mL 0,523 g
E. viridis ID 24 2,620 mg/mL 1,291 g
E. viridis ID 06 4,344 mg/mL 1,392 g
E. viridis ID 22 5,144 mg/mL 1,594 g
E. viridis ID 43 3,434 mg/mL 0,605 g
E. viridis ID 41 5,105 mg/mL 0,513 g

4.2 Ensaios de açúcar redutor

Ensaios com o reagente de Schales se baseiam no desaparecimento da cor amarelada

do reagente utilizado, corada pelo ferricianeto de potássio, após a fervura. O desaparecimento

é devido a oxirredução do ferro presente na molécula do ferricianeto de potássio na presença

de  açucares  redutores,  tais  como  nesse  caso  monômeros  e  oligômeros  de  N-acetil-

glucosamina, catalisado por altas temperaturas (IMOTO, 1971). Esse desaparecimento leva a

mistura  a  se  tornar  transparente,  e  consequentemente  permite  a  detecção  e  quantificação

espectrofotométrica  da  concentração  de  açucares  redutores  na  amostra  testada,  que  é

proporcional a atividade quitinolítica do extrato testado. A absorbância obtida, no entanto, é

inversamente  proporcional  a  concentração  de  monômeros  e  oligômeros  de  N-acetil-

glucosamina,  o  que significa  que  resultados  positivos  terão  absorbância  menor  que a  do

branco.  Isso  é  causado  devido  à  descoloração  do  cromógeno  na  presença  dos  açucares

Quadro 1: Concentrações proteicas após extração

Fonte: dados da pesquisa
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redutores, como dito anteriormente.

Extratos de  T.  hispidus demonstraram alta  atividade quitinolítica,  evidenciado pelo

valor  muito baixo de absorbância apresentada,  tendo o valor médio de -0,459 UA para o

espécime macho e -0,450 UA para o espécime fêmea Todos os extratos de E. viridis testados

demonstraram ter atividade quitinolítica. No entanto, essa atividade variou bastante de acordo

com cada espécime testada. Os indivíduos de identificação 24, 22, 41 e 43 demonstraram ter a

menor atividade quitinolítica, com valores de absorbância de -0,161 UA, -0,199 UA, -0,155

UA e -0,220 UA, respectivamente. Já os indivíduos de identificação 06 e 44 demonstraram

alta atividade quitinolítica, tendo valores médios de -0,370 UA e -0,292 UA, respectivamente.

Valores brutos de absorbância das duplicadas do teste estão representados na  quadro 4 em

anexos – B.

Embora todas os espécimes testados tenham demonstrado atividade quitinolítica, todas

os espécimes testados tiveram diferenças 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 gráfico comparando a absorbância total média dos espécimes dos

lagartos T. hispidus e das serpentes E. viridis está expresso a seguir:

Gráfico 1: Valores de absorbância dos extratos no teste de Schales

Fonte: dados da pesquisa
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4.2.1 Cálculo de atividade com o teste de açúcar redutor

A curva  de  N-acetil-glucosamina  teve  valor  de  R2  de  0,98,  dendo  viabilidade  a

aplicação da sua equação da reta na determinação de NAG contido nas amostras. O gráfico

contendo a curva, bem como sua equação da reta está disposto a seguir:

Gráfico 2: Valores de absorbância médios dos extratos no teste de Schales 
(Kruskal-Wallis – chi = 24,06; p < 0,01 ,Post-hoc Dunn Test – p < 0,01).

Gráfico 3: curva padrão de N-acetil-glucosamina, valor de R2=0,988

Fonte: dados da pesquisa

Fonte: dados da pesquisa
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Com base na equação da reta dessa curva, a concentração de NAG pode ser calculado

a partir da seguinte equação:

Baseado nas concentrações de N-acetil-glucosamina encontrados pela curva padrão, o

cálculo da atividade enzimática pode ser feito. Os valores de atividade quitinolítica média dos

extratos testados estão expressos no quadro a seguir:

Indivíduo
Atividade

U/mL nkat

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

Indivíduos de T. hispidus tiveram uma atividade quitinolítica maior que os indivíduos

de  E. viridis,  sendo a média de atividade de 25,17 U/mL em  T. hispidus  contra apenas de

12,863 U/mL em indivíduos 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  T. 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 indivíduos da mesma espécie (SALES, 2011), tem como

principais presas invertebradas artrópodes, sendo que energia contida na quitina presente nas

carapaças dessas presas é essencial para manter o hábito ativo dessa espécie (VAN SLUYS,

2004), o que teria causado pressões evolutivas favoráveis ao desenvolvimento de enzimas

quitinolíticas no trato gastrointestinal dessa espécie.

Quadro 2 : Valores da atividade quitinolítica calculada em U/mL e em nkat/mL
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4.3 Dos ensaios com p-Nitrofenil

A existência de atividade quitinolítica nesse teste é evidenciada a partir da detecção de

resíduos de p-nitrofenol em uma solução básica de carbonato de cálcio, o que torna a solução

mais  amarelada  dependendo  de  maiores  concentrações  de  p-nitrofenol.  O  p-nitrofenol  é

liberado após  a  digestão  dos  substratos  artificiais  utilizados  no  kit  pela  ação  de  enzimas

quitinolíticas. Valores de absorbâncias brutas das duplicadas do teste com substratos de p-

nitrofenil estão representados na quadro 5, nos anexos. Foi possível detectar ação quitinolítica

no indivíduo da espécie E. viridis de ID 44, porém o indivíduo de ID 24 apresentou resultados

próximos  do  Branco  nos  substratos  β-N,N'-diacetilquitobiosídeo  e  ρ-nitrofenil  β-N,N',N"-

triacetilquitotriosídeo. A atividade quitinolítica dessa espécie se mostrou especialmente forte

no  substrato  4-Nitrofenil  N-acetil-β-D-glucosaminidina.  Extratos  do  T.  hispidus macho

mostraram grande  atividade  quitinolítica  em todos  os  substratos,  porém essa  também foi

especialmente  forte  no  substrato  4-Nitrofenil  N-acetil-β-D-glucosaminidina.  As  atividades

quitinolíticas médias  de acordo com cada substrato,  bem como uma comparação entre  as

atividades em cada substrato podem ser interpretadas pelos gráficos abaixo:

Gráfico 4: Valores de absorbância dos extratos nos substratos mono- no teste de p-nitrofenil

Fonte: dados da pesquisa
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Fonte: dados da pesquisa

Fonte: dados da pesquisa

Gráfico 5: Valores de absorbância dos extratos nos substratos di- no teste de p-nitrofenil

Gráfico 6: valores de absorbância dos extratos nos substratos tri- no teste de p-nitrofenil
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4.3.1 Do cálculo de atividade com p-Nitrofenil

A atividade enzimática das quitinases presentes também foi passível de ser calculada a
partir  da  absorbância  a  partir  da  equação  descrita  na  metodologia.  Valores  brutos  da
absorbância do teste estão descritos nos quadros 5, 6 e 7 em anexos – B. A partir da equação
de atividade, e sabendo que o fator de diluição utilizado foi de 100 para os extratos e 100 para
o controle positivo, as atividades enzimáticas puderam ser calculadas. Valores de atividade no
teste se utilizando o kit de tecção 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  gráfico  comparando  as
atividades (gráfico 7) estão expressos a seguir:

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 β-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 β-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 β-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 β-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 β-D-N,N′,N′′-triacetil 3,600 U/mL

Quadro 3: atividade específica dos extratos gastrointestinais dos espécimes testados

Fonte: dados da pesquisa
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A atividade específica foi maior nos substratos mono- o que indica que a principal

enzima quitinolítica presente nos extratos foi uma exoquitinase (TRAN, 2019). A presença de

exoquitinases em animais já foi identificada, sendo a principal quitinase desse tipo as enzimas

da família da quitobiosidase (PLACE 1996). Ensaios quitinolíticos com Sceloporus undulatus

(STEJNEGER,  1890)  também  identificaram  a  presença  de  exoquitinases  nos  seus  tratos

digestivos, inclusive se identificando também enzimas da família das quitobiosidases, além de

outras quitinases (MARSH, 2001). Também já 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 secreção de enzimas quitinolíticas gástricas pode variar bastante de acordo

com a espécie estudada. Em mamíferos, quitinases e outras enzimas com ação quitinolítica

foram observadas principalmente no tecido estomacal e suco gástrico. Em espécies como nos

roedores  Mus musculus (LINNAEUS, 1758),  Rattus norvegicus (BERKENHOUT, 1769) e

Cricetus  frumentarius (PALLAS,  1811) foi  observada  que  a  atividade  quitinolítica  se

concentrou exclusivamente no tecido estomacal (RANKIGNOUL e JEUNIAUX 1964). De

fato,  quitinases  gástricas  já  foram identificadas  até  mesmo no suco gástrico  de  humanos

(PAOLETTI, 2007). No entanto, répteis demonstram uma fisiologia digestiva diferente dos

mamíferos.  Na  espécie  de  lagarto  Sceloporus  undulatus (STEJNEGER,  1890),  foram

identificadas  enzimas  quitinolíticas  nos  tecidos  do  pâncreas,  intestino  e  estômago  desse

Gráfico 7: comparação de atividades médias entre os extratos testados no teste p-nitrofenil

Fonte: dados da pesquisa
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animal. Porém a atividade quitinolítica se concentrou principalmente no tecido pancreático e

estomacal, sendo observado pouca atividade no tecido intestinal (MARSH, 2001). Resultados

parecidos  foram encontrados  em ensaios  quitinolíticos  dos  tecidos  gástricos  dos  lagartos

Anolis carolinensis (VOIGT, 1832) (JENIAUX, 1963) e Lacerta viridis  (LAURENTI, 1768)

(JENIAUX, 1963) e no cágado  Mauremys caspica (GMELIN, 1774) (MICHA et al, 1973)

tendo  as  quitinases  detectadas  nessas  espécies  atingido  seu  pico  de  atividade  no  tecido

pancreático, inclusive sendo completamente ausentes no tecido intestinal das espécies Anolis

carolinensis e Mauremys caspica. Baseado nesses estudos e na proximidade taxonômica entre

essas espécies, os extratos de  T. hispidus podem também ter o tecido pancreático como o

principal  secretor  de  quitinases. Porém,  por  nunca  terem sido  identificadas  a  presença  e

origem de quitinases em qualquer ofídio até a data de publicação desse estudo, não se sabe se

indivíduos da espécie E. viridis seguem esse mesmo padrão.

Resultados  positivos  eram esperados  devido aos  hábitos  alimentares  da espécie  T.

hispidus,  que depende significativamente da energia contida nas carapaças das suas presas

(FERREIRA SANTANA, 2017). No entanto, a  existência de serpentes contendo quitinases

funcionais  no  trato  digestivo  é  desconhecida  na  literatura.  Testes  quitinolíticos  feito  por

MICHA et al  (1973) com o trato digestivo da serpente  Natrix natrix (LINNAEUS, 1758)

demonstraram índices muito pequenos de N-acetil-glucosamina nos rins e baço da serpente, o

que  pode  ter  sido  proveniente  de  reações  cruzadas  com  outras  enzimas  glicosídicas  e

imunológicas  dos  órgãos,  além  de  nenhum  índice  de  N-acetil-glucosamina  nos  tecidos

intestinais, pancreáticos e estomacais. Embora se conheça espécies de variados táxons com

dietas principalmente insetívoras, 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 não foi estudada e portanto não foram identificadas a presença de quitinases nos tratos

digestivo dessas.

É conhecido que os venenos de algumas espécies de serpentes contêm toxinas com

domínios de ligação à quitina e lectina (KIELISZEWSKI  et al, 1994),  tendo essas enzimas

mudado sua função fisiológica nas serpentes ao longo da evolução das espécies, da mesma

forma que algumas dessas enzimas podem ter conservado sua função digestiva. A origem de

possíveis enzimas quitinolíticas no trato intestinal desses répteis pode ser debatida. A presença

de isolados de bactérias quitinolíticas no trato gastrointestinal de répteis como os lagartos

Mabouya multifasciata (KUHL 1820) e  Calotes versicolor  (FITZINGER, 1826) comprova

que a atividade quitinolítica desses répteis nem sempre podem está relacionadas a enzimas
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secretadas pelo próprio réptil em questão e podem ser provenientes da microbiota do animal.

Ao  todo,  foram encontrados  10  estirpes  isoladas  com atividade  quitinolítica  em  Calotes

versicolor e 7 em Mabouya multifasciata, sendo que a faixa de atividade máxima em função

do pH é de em torno do pH 6 para a estirpe com maior atividade quitinolítica de  Mabouya

multifasciata  (estirpe  SM6)  e  em  torno  do  pH  8  para  a  estirpe  com  maior  atividade

quitinolítica  de  Calotes  versicolor (estirpe  SC9) (SIADARI,  2017).  Estirpes  quitinolíticas

também já foram identificadas no lagarto Gekko gecko, sendo que nesse a estirpe com maior

atividade quitinolítica possuía dois picos de atividade nas faixas de pH 4 e 8 (estirpe LK12)

(PARDOSI, 2018), provando que não só o número de estirpes de bactérias quitinolíticas em

lagartos  é  grande  mas  também  esses  possuem  grande  variedade  e  especifidade  de  suas

quitinases.
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5 CONSIDERAÇÕES FINAIS

Baseado nos  ensaios  de açúcar  redutor,  foi  possível  identificar  a  ação de enzimas

quitinolíticas nos extratos de  T. hispidus  e  E. viridis  testados. Essa atividade foi maior nos

extratos de T. hispidus principalmente por conta dos hábitos 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 indivíduos de E. viridis, contra um valor

médio de 25,17 para extratos de T. hispidus, tendo tido o lagarto uma atividade cerca de 51%

maior que a serpente. Já nos ensaios de p-nitrofenil, a atividade quitinolítica das duas espécies

foi especificamente maior nos substratos de 4-Nitrofenil N-acetil-β-D-glucosaminidina, tendo

valor médio de 2,191 U/mL nos extratos dos três indivíduos de  E. viridis e 9,78 U/mL do

extrato testado de  T.  hispidus,  o que  corrobora que a enzima com melhor  ação catalítica

quitinolítica  presente  nos  extratos  pode  trata-se  de  uma  exoquitinase,  capaz  de  atacar

monômeros de N-acetil-glucosamina (TRAN, 2019).

 No entanto, o extrato dos tecidos gastrointestinais de T. hispidus também tiveram uma

reatividade considerável nos substratos  N,N'-diacetilquitobiosídeo e ρ-nitrofenil β-N,N',N"-

triacetilquitotriosídeo,  com  o  valor  médio  de  8,385  U/mL para  os  substratos  de  N,N'-

diacetilquitobiosídeo  e  4,03  U/mL  para  os  substratos  de  ρ-nitrofenil  β-N,N',N"-

triacetilquitotriosídeo,  o  que  evidencia  a  presença  de  possíveis  endoquitinases.  Porém,  os

indivíduos  de  E.  viridis demonstraram  ter  uma  baixíssima  atividade  nesses  dois  últimos

substratos,  sendo  os  valores  médios  de  0,304  U/mL  para  os  substratos  de  N,N'-

diacetilquitobiosídeo e 0,207 U/mL para os substratos de β-N,N',N"-triacetilquitotriosídeo.

Essa  diferença  no  perfil  de  atividade enzimática  das  duas  espécies  testadas  pode  ser  um

indicativo de quitinases com origens e funcionamento totalmente distintos, o que justifica a

realização de estudos mais aprofundados do perfil proteico dos tratos gastrointestinais dessas

duas espécies.
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ANEXO A – IMAGENS

Fonte: arquivo pessoal, 2020

Fonte: arquivo pessoal, 2020

Fonte: PASSOS, 2020

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

Imagem 1: espécime de E. viridis após laparotomia e
remoção do seu trato gastrointestinal

Imagem 3: trato gastro intestinal de T. hispidus após lavagem
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Fonte: arquivo pessoal, 2020

Imagem 5: Sistema de filtração a vácuo da quitina cololoidal

Fonte: arquivo pessoal, 2020

Imagem 4: macerado do trato gastrointestinal após adição da
solução de extração 
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Imagem 6: Placa contendo curva de concentrações de
BSA e extratos após incubação em BCA

Fonte: arquivo pessoal, 2020

Fonte: arquivo pessoal, 2020

Imagem 7: tubos de ensaio com reagente de Schales e
misturas dos extratos após incubação em fervura
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Fonte: arquivo pessoal, 2020

Fonte: arquivo pessoal, 2020

Imagem 8: Placa contendo mistura de reagente de Schales
e mistura de extrato e quitina coloidal após incubação

Imagem 9: Placa contendo soluções de substratos de P-
nitrofenol após a adição de solução de parada
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ANEXO B – QUADROS 

Valores de absorbância brutos do ensaio de açúcar redutor
Indivíduo Réplica Absorbância zerada Absorbância 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 fêmea 1 -0,453 0,095
T. hispidus fêmea 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

Quadro 4: valores brutos de absorbância do ensaio de açúcar redutor
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Substratos de Mono-Fenil

Amostras Absorbância 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

Substratos de Di-Fenil

Amostras Réplica Absorbância

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

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

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

Fonte: dados da pesquisa
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Substratos de Tri-Fenil

Amostras Réplica Absorbância

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

Quadro 7: valores brutos de absorbância do ensaio com p-nitrofenil substrato tri-

Fonte: dados da pesquisa


