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RESUMO 

 

MALESKI, Adolfo Luis Almeida. Caracterização da secreção cutânea do anfíbio 
Trachycephalus nigromaculatus e investigação da atividade antimicrobiana. 
2023.  84 p. Tese (Doutorado em Ciências - Toxinologia) – Instituto Butantan, São 
Paulo, 2023. 
. 
Trachycephalus nigromaculatus é uma perereca-de-capacete da família Hylidae, 

destacada pelo seu aparelho craniano adaptado para a fragmose, uma estratégia de 

defesa peculiar. Sua pele é notória pela abundância de glândulas de veneno, 

desempenhando um papel crucial na resistência contra predadores e patógenos em 

seu habitat natural. No entanto, a composição química do veneno e os efeitos da 

exposição à secreção cutânea em humanos e animais permanecem pouco 

compreendidos. Este estudo objetivou caracterizar a secreção cutânea, avaliar seus 

efeitos tóxicos e explorar a atividade antimicrobiana da secreção de Trachycephalus 

nigromaculatus. Empregamos análises cromatográficas, eletroforese em gel SDS-

PAGE e espectrometria de massa para identificar as frações da secreção cutânea. A 

interação célula-inflamatória-epitelial foi examinada por microscopia intravital, 

enquanto o impacto na viabilidade celular foi avaliado pelo ensaio MTT. A atividade 

antimicrobiana foi testada in vitro contra S. aureus, S. coli e C. albicans. Os resultados 

revelaram uma mistura complexa na secreção cutânea de T. nigromaculatus, com 

proteínas variando de 8,5 a 77 kDa. Destacam-se hialuronidase, peroxirredoxina-6 e 

a toxina anntoxina. A análise MALDI-TOF indicou uma presença abundante de 

peptídeos. Concentrações baixas (1μg/mL) da secreção apresentaram notável 

atividade citotóxica (76%) contra células VERO. Na microscopia intravital, a secreção 

(3 μg e 30 μg) exibiu atividade tóxica relevante, causando perda de elasticidade, 

edema, infiltração e pontos hemorrágicos, impedindo a continuidade após 2h de 

injeção. Em 24 horas, sinais de necrose e infiltração foram evidentes, juntamente com 

um aumento na contagem de células aderidas e migradas. Esses efeitos foram 

observados após apenas 5 minutos de aplicação tópica. Observou-se inibição do 

crescimento microbiano na secreção bruta para S. coli, S. aureus e C. albicans. Pelo 

menos metade das frações testadas por HPLC exibiram atividade relevante. A 

atividade antimicrobiana foi especialmente eficaz contra bactérias gram-positivas (S. 

aureus) e gram-negativas (S. coli), além de apresentar notável ação antifúngica contra 

C. albicans. Esses resultados são significativos, pois representam a primeira 



 

 

descrição da atividade antimicrobiana da secreção cutânea de T. nigromaculatus, 

destacando uma inibição importante contra fungos. Além disso, este estudo oferece a 

primeira descrição detalhada do conteúdo bioquímico da secreção cutânea, revelando 

uma composição singular de compostos que induzem efeitos tóxicos notáveis tanto in 

vivo quanto in vitro. Essas descobertas, aliadas ao distintivo aparelho ósseo na 

cabeça desta espécie, reforçam sua eficácia como uma eficiente arma de defesa. 

 

 

Palavras-chave: Trachycephalus nigromaculatus. Proteômica. Secreção cutânea. 

Antimicrobiano. Envenenamento. 



 

 

ABSTRACT 

 

MALESKI, Adolfo Luis Almeida. Characterization of the cutaneous secretion of the 
amphibian Trachycephalus nigromaculatus and investigation of antimicrobial 
activity.  2023.  84 p. Doctoral dissertation (Doctorate degree in Sciences – 
Toxinology) – Instituto Butantan, São Paulo, 2023. 
 

Trachycephalus nigromaculatus is a helmeted treefrog belonging to the Hylidae family, 

distinguished by its cranial apparatus adapted for phragmosis, a unique defense 

strategy. Its skin is notable for the abundance of poison glands, playing a crucial role 

in resistance against predators and pathogens in its natural habitat. However, the 

chemical composition of the venom and the effects of exposure to cutaneous secretion 

in humans and animals remain poorly understood. This study aimed to characterize 

the cutaneous secretion, assess its toxic effects, and explore the antimicrobial activity 

of Trachycephalus nigromaculatus secretion. We employed chromatographic 

analyses, SDS-PAGE gel electrophoresis, and mass spectrometry to identify the 

fractions of cutaneous secretion. The cell-inflammatory-epithelial interaction was 

examined through intravital microscopy, while the impact on cell viability was evaluated 

using the MTT assay. Antimicrobial activity was tested in vitro against S. aureus, S. 

coli, and C. albicans. Results revealed a complex mixture in T. nigromaculatus 

cutaneous secretion, with proteins ranging from 8.5 to 77 kDa. Noteworthy 

components include hyaluronidase, peroxiredoxin-6, and the toxin anntoxin. MALDI-

TOF analysis indicated an abundant presence of peptides. Low concentrations 

(1μg/mL) of the secretion exhibited significant cytotoxic activity (76%) against VERO 

cells. In intravital microscopy, the secretion (3 μg and 30 μg) displayed relevant toxic 

activity, causing loss of elasticity, edema, infiltration, and hemorrhagic points, 

preventing the experiment's continuation after 2 hours of injection. Within 24 hours, 

signs of necrosis and infiltration were evident, accompanied by an increase in adhered 

and migrated cells. These effects were observed within just 5 minutes of topical 

application. Inhibition of microbial growth was observed in crude secretion against S. 

coli, S. aureus, and C. albicans. At least half of the fractions tested by HPLC exhibited 

relevant activity. Antimicrobial activity was particularly effective against gram-positive 

bacteria (S. aureus) and gram-negative bacteria (S. coli), demonstrating notable 

antifungal action against C. albicans. These results are significant as they represent 

the first description of the antimicrobial activity of T. nigromaculatus cutaneous 



 

 

secretion, highlighting substantial inhibition against fungi. Furthermore, this study 

provides the first detailed description of the biochemical content of cutaneous 

secretion, revealing a unique composition of compounds inducing notable toxic effects 

both in vivo and in vitro. These findings, coupled with the distinctive cranial apparatus 

of this species, reinforce its efficacy as an efficient defense mechanism. 

 

  

Keywords: Trachycephalus nigromaculatus. Proteomics. Skin secretion. 

Antimicrobial. Envenomation.
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1 INTRODUÇÃO 

1.1 Caracterização de venenos animais e aplicações 

Os venenos animais são secreções complexas que consistem principalmente 

de proteínas e peptídeos bioativos que servem principalmente como um meio químico 

de proteção e subjugação de presas. Os venenos evoluíram independentemente em 

todo o reino animal (WANG et al., 2012, ZANCOLLI et al., 2022); consequentemente, 

estão presentes em todas as principais linhagens animais (DA SILVA et al., 2014; 

SMALLWOOD; CLARK, 2021). Os animais venenosos são fontes ricas de novas 

entidades químicas que podem ser úteis para o desenvolvimento de novas terapias. 

Um exemplo são os escorpiões venenosos, que produzem venenos que compartilham 

características comuns, como composições caracterizadas por uma combinação 

complexa de proteínas e peptídeos com ampla diversidade estrutural. As atividades 

biológicas desses compostos são seletivas e específicas e dependem da ação 

sinérgica de vários componentes (DAS; SAVIOLA; MUKHERJEE, 2021) 

A abordagem moderna usada para caracterizar vários compostos de venenos 

animais, usando ferramentas proteômicas e genômicas avançadas, foi denominada 

“venômica” (CALVETE, 2017). As tecnologias modernas atualmente disponíveis em 

vários laboratórios de pesquisa permitiram aos cientistas obter a identificação e 

caracterização funcional-estrutural de centenas de toxinas de cobras, escorpiões, 

aranhas, anuros e invertebrados marinhos (BORDON et al., 2020), apresentando uma 

alta diversidade de atividades farmacológicas. O estudo das toxinas e suas isoformas 

permitiu uma melhor compreensão dos mecanismos tóxicos do envenenamento 

(Instituto Butantan). A identificação / caracterização de diferentes isoformas das 

toxinas do veneno, juntamente com a busca por inibidores naturais e sintéticos, como 

anticorpos monoclonais ou poli clonais, e moléculas com diferentes propriedades 

químicas, como heparina, fatores de coagulação e extratos vegetais (WANG et al., 

2012) aumentou a possibilidade do uso desses agentes como alternativas 

terapêuticas mais eficazes. 

Mais recentemente, a venômica tem se concentrado em uma melhor 

compreensão dos aspectos clínicos do envenenamento humano, do mecanismo de 

ação dos venenos e suas toxinas, da prospecção de toxinas com potencial 

biotecnológico/farmacêutico e do desenvolvimento de novos soros antiveneno e 

terapias alternativas para envenenamento (MONTEIRO et al., 2020). Entre os 

componentes tóxicos do veneno, as fosfolipases A2, as L-aminoácido oxidases e as 
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enzimas proteolíticas, que são classificadas como metaloproteases e serina 

proteases, são capazes de interromper o sistema hemostático humano por meio de 

diferentes mecanismos (DI NICOLA et al., 2021). 

 

Tabela 1 - Medicamentos no mercado com origem de venenos animais 

COMPOSTO ESPÉCIE NOME 
COMERCIAL 

INDICAÇÃO 

Exenatida Heloderma 
suspectum 

Byetta, Bydureon Diabetes tipo 2 

Ziconotida Conus spp. Prialt Dor crônica severa 

Captopril Bothrops spp. 
Capoten, Acepril, 
Captoril 

Hipertensão, 
insuficiência cardíaca 

Eptifibatida Crotalus spp. Integrilin 
Síndrome 
coronariana aguda 

Tirofibana Echis spp. Aggrastat 
Síndrome 
coronariana aguda 

Fonte: FERREIRA et al., 2014; MILJANICH, 2004; MOHAMED et al., 2019; NIELSEN; YOUNG; 
PARKES, 2004 

 

Assim, entender o mecanismo de ação responsável pelos efeitos tóxicos e 

farmacológicos dos venenos, juntamente com suas caracterizações bioquímicas e 

estruturais, é essencial para que eles possam ser usados como protótipos 

biotecnológicos em diversas áreas médicas e científicas (VON REUMONT et al., 

2022). 

Entre as 11 moléculas baseadas em toxinas comercializadas como 

medicamentos, uma é derivada do veneno de caracóis-cone (Conus spp.), duas são 

análogos de um peptídeo encontrado no veneno de lagartos (Heloderma spp.), duas 

são anticoagulantes inspirados no veneno de sanguessugas (Hirudo spp.) e seis são 

inibidores da enzima conversora de angiotensina (ECA) ou antagonistas do receptor 

da     glicoproteína      IIb/IIIa      derivados      do      veneno      de      cobras (Bothrops, 

Echis, Agkistrodon spp.) (MOHAMED ABD EL-AZIZ; GARCIA SOARES; STOCKAND, 

2019). Essas moléculas têm aplicações terapêuticas em diversas áreas da medicina, 

como dor crônica, diabetes mellitus tipo 2, trombose e hipertensão (BORDON et al., 

2020). 

 

1.2 Anfíbios 

Os anfíbios representam um grupo diversificado de vertebrados, englobando 

ANUROS, salamandras e cecílias, que ao longo da evolução desenvolveram uma 
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série de adaptações para sobreviver em ambientes aquáticos e terrestres. Essas 

modificações envolvem características como membros, pulmões, órgãos sensoriais e 

glândulas cutâneas (CLARKE et al., 1997; RIVERA-CORREA et al., 2021). 

A pele dos anfíbios destaca-se por sua riqueza em glândulas mucosas e 

venenosas, as quais desempenham papéis cruciais na troca gasosa, defesa química, 

osmorregulação e termorregulação. A composição e função dessas secreções variam 

entre os diversos grupos de anfíbios, refletindo sua história evolutiva e as pressões 

ecológicas que enfrentam (JARED et al., 2018). 

Um aspecto notável das secreções cutâneas dos anfíbios é a presença de 

peptídeos bioativos, moléculas pequenas compostas por aminoácidos, conhecidas 

por suas diversas atividades biológicas (XI et al., 2015). Os peptídeos isolados dessas 

secreções abrangem uma ampla variedade, incluindo peptídeos antimicrobianos, 

antioxidantes, bradicininas, peptídeos liberadores de insulina e outros moduladores 

de processos como dor, inflamação, pressão sanguínea, contração muscular lisa e 

neurotransmissão (CONLON, 2011). A evolução desses peptídeos ocorreu por meio 

de mecanismos como duplicação gênica, mutação, modificação pós-traducional e 

pressão seletiva, capacitando os anfíbios a enfrentar desafios ambientais e 

predadores (MA et al., 2010). 

Dentre os anfíbios, os anuros emergem como o grupo mais extensivamente 

estudado no que diz respeito às suas secreções cutâneas. Os anuros possuem 

macrogândulas cutâneas especializadas que secretam veneno ou muco em resposta 

a estímulos ou situações de estresse (BRUNETTI et al., 2016). Essas macrogândulas 

distribuem-se pelo corpo de maneira específica, variando de acordo com a espécie, e 

podem abrigar centenas ou milhares de glândulas individuais (KÖNIG et al., 2015). As 

secreções cutâneas dos anuros revelam uma diversidade considerável de peptídeos, 

tanto em estrutura quanto em função (KÖNIG et al., 2015). 

Os anuros apresentam uma grande variação no tamanho corporal, desde 

espécies miniaturizadas com menos de 10 mm até espécies gigantes com mais de 

200 mm (WOMACK; BELL, 2020). O tamanho corporal dos anuros está relacionado a 

fatores geográficos, ecológicos e reprodutivos. Por exemplo, os anuros maiores 

tendem a ter maior latitude e altitude máximas, maior amplitude latitudinal e atitudinal, 

maior consumo de presas vertebradas e maior desenvolvimento larval livre do que os 

anuros menores (GOMEZ-MESTRE; WIENS; WARKENTIN, 2008; GUO et al., 2019; 

WOMACK; BELL, 2020). 



20 
 

 

As secreções cutâneas de anfíbios são substâncias bioativas produzidas por 

glândulas especializadas presentes na pele desses animais, que servem como 

mecanismos de defesa contra predadores e parasitas. Essas secreções podem conter 

uma grande variedade de compostos químicos, como alcaloides, peptídeos, 

esteroides, biogênicos e indóis (DALY et al., 2005). Esses compostos podem ter 

efeitos tóxicos sobre outros organismos, incluindo humanos, dependendo da dose, da 

via de exposição e da sensibilidade do receptor (MEBS, 2002). 

Os efeitos tóxicos das secreções cutâneas de anfíbios podem ser classificados 

em três categorias principais: neurotóxicos, cardiotoxinas e dermonecróticos (MEBS, 

2002). Os efeitos neurotóxicos são causados por compostos que interferem na 

transmissão nervosa, bloqueando ou ativando receptores ou canais iônicos nas 

membranas celulares. Esses compostos podem provocar sintomas como convulsões, 

paralisia, alucinações, dor e morte por insuficiência respiratória. Alguns exemplos de 

compostos neurotóxicos presentes nas secreções cutâneas de anfíbios são: 

batracotoxina, epibatidina, pumiliotoxina e saxitoxina (DALY et al., 20051). Os efeitos 

cardiotóxicos são causados por compostos que afetam o funcionamento do coração, 

alterando o ritmo cardíaco, a contratilidade ou a condução elétrica. Esses compostos 

podem provocar sintomas como arritmias, bradicardia, hipotensão e morte por parada 

cardíaca. Alguns exemplos de compostos cardiotóxicos presentes nas secreções 

cutâneas de anfíbios são: bufadienolídeos, bufotenina e histrionicotoxina (DALY et al., 

2005) 

Os efeitos dermonecróticos são causados por compostos que provocam lesões 

na pele ou nas mucosas, causando inflamação, necrose ou ulceração. Esses 

compostos podem provocar sintomas como edema, eritema, bolhas, sangramento e 

infecção.   

As toxinas de anfíbios podem atuar em diferentes alvos moleculares nas células 

endoteliais e nos leucócitos, modulando as interações inflamatórias entre eles. Esses 

alvos incluem receptores, canais iônicos, enzimas, fatores de transcrição e moléculas 

de sinalização celular. A seguir, serão descritos alguns exemplos de como as toxinas 

de anfíbios podem interferir nesses alvos e nos mecanismos das interações 

inflamatórias. 

Receptores: As toxinas de anfíbios podem se ligar a receptores específicos na 

superfície das células endoteliais e dos leucócitos, ativando ou inibindo vias de 

sinalização intracelular que regulam a expressão de moléculas de adesão, a liberação 
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de mediadores inflamatórios, a permeabilidade vascular e a angiogênese. Por 

exemplo, a epibatidina se liga aos receptores nicotínicos colinérgicos, que são canais 

iônicos que permitem a entrada de sódio e cálcio nas células. Essa ligação provoca 

uma despolarização da membrana celular, que ativa a produção de óxido nítrico (NO) 

pelas células endoteliais. O NO é um gás que tem efeito vasodilatador e anti-

inflamatório, pois inibe a adesão e a migração de leucócitos ao endotélio (CHEN et 

al., 2005). Outro exemplo é a dermorfina, que se liga aos receptores opioides, que são 

acoplados a proteínas G que inibem a atividade da adenilato ciclase. Essa inibição 

reduz os níveis de AMP cíclico (cAMP) nas células, o que diminui a expressão de 

moléculas pró-inflamatórias, como TNF-α e IL-1β (NEGRI et al., 2012). 

Canais iônicos: As toxinas de anfíbios podem bloquear ou ativar canais iônicos 

na membrana das células endoteliais e dos leucócitos, alterando o potencial elétrico 

da membrana e o fluxo de íons entre o meio intracelular e extracelular. Essas 

alterações podem afetar a função celular, a comunicação intercelular e a resposta 

inflamatória. Por exemplo, a batracotoxina bloqueia os canais de sódio voltagem-

dependentes, que são responsáveis pela geração e propagação do potencial de ação 

nas células excitáveis. Esse bloqueio impede a despolarização da membrana celular, 

o que preserva a função endotelial em condições de isquemia-reperfusão, evitando o 

dano oxidativo e inflamatório causado pela reentrada abrupta de oxigênio nos tecidos 

(WANG et al., 20143). Essa ativação aumenta os níveis intracelulares de cálcio, o que 

estimula a expressão de fatores angiogênicos, como VEGF e FGF-2 (LIU et al., 2017). 

Enzimas: As toxinas de anfíbios podem inibir ou estimular enzimas envolvidas 

na síntese ou na degradação de mediadores inflamatórios ou na regulação da 

sinalização celular. Por exemplo, a bufalina é uma toxina extraída da pele do anfíbio 

Bufo gargarizans, que inibe a enzima 5-lipoxigenase, que é responsável pela síntese 

de leucotrienos a partir do ácido araquidônico. Os leucotrienos são moléculas que 

promovem a contração da musculatura lisa, o aumento da permeabilidade vascular e 

a quimiotaxia de leucócitos. A inibição da 5-lipoxigenase pela bufalina reduz os níveis 

de leucotrienos e atenua a resposta inflamatória em modelos de asma e artrite (LI et 

al., 2011). Outro exemplo é a esculetina, uma toxina isolada da pele do anfíbio Hyla 

versicolor, que estimula a enzima óxido nítrico sintase endotelial (eNOS), que é 

responsável pela produção de NO a partir da L-arginina. O NO, como já mencionado, 

tem efeito vasodilatador e anti-inflamatório, pois inibe a adesão e a migração de 

leucócitos ao endotélio (YANG et al., 2014). 
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Moléculas de sinalização celular: As toxinas de anfíbios podem modular a 

produção ou a ação de moléculas que atuam como mensageiros intracelulares ou 

intercelulares na transdução de sinais inflamatórios. Por exemplo, a ranatuerina é uma 

toxina isolada da pele do anfíbio Rana catesbeiana, que aumenta os níveis 

intracelulares de cAMP nas células endoteliais. O cAMP é um segundo mensageiro 

que ativa a proteína quinase A (PKA), que por sua vez fosforila e inativa o NF-κB. 

Dessa forma, a ranatuerina tem um efeito anti-inflamatório, pois reduz a expressão de 

moléculas pró-inflamatórias mediadas pelo NF-κB (LEE et al., 2009). 

Os peptídeos isolados das secreções cutâneas dos anuros incluem peptídeos 

antimicrobianos, antioxidantes, bradicininas, peptídeos liberadores de insulina e 

outros peptídeos que modulam a dor, inflamação, pressão sanguínea, contração 

muscular lisa e neurotransmissão (VIGERELLI et al., 2020; MA et al., 2010; MALIK et 

al., 2015; XI et al., 2015). Esses peptídeos evoluíram por meio de duplicação gênica, 

mutação, modificação pós-traducional e pressão seletiva para lidar com diversos 

desafios ambientais e predadores (WANG et al., 2021). A evolução dos anuros está 

associada a mudanças na morfologia do esqueleto pélvico e dos membros 

posteriores, que permitem diferentes modos de locomoção (e.g., caminhada, salto, 

natação) e adaptação a diversos micro-habitats (e.g., água, solo, vegetação) 

(BUTTIMER; STEPANOVA; WOMACK, 2020). 

Assim, as toxinas de anfíbios representam uma fonte rica de moléculas 

bioativas que podem interferir nas interações inflamatórias entre as células e o 

endotélio em diferentes níveis. 

 

1.3 Pererecas-de-capacete 

As pererecas-de-capacete são um grupo de anfíbios que pertencem a família 

Hylidae, que inclui 85 espécies distribuídas na América do Sul e nas Antilhas. Essas 

rãs se caracterizam por ter um capacete ósseo na cabeça, que é formado pela 

fusão dos ossos frontoparietais e esquamosais (BLOTTO et al., 2021b; JARED et al., 

2015b). A função desse capacete ósseo não é totalmente compreendida, mas pode 

servir como uma proteção contra predadores ou como uma arma para combates 

intraespecíficos (FAIVOVICH et al., 2005; JARED et al., 2015a; MENDES et al., 2016). 

Os integrantes do grupo das Pererecas-de-capacete também são diversos em 

seus comportamentos, modos reprodutivos e defesas químicas. Algumas espécies 

põem ovos em folhas sobre a água, enquanto outras os depositam em bromélias 
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terrestres ou dentro de hastes de bambu (BLOTTO et al., 2021b). Algumas espécies 

têm girinos que são livres-nadantes e herbívoros, enquanto outras têm girinos que são 

endotróficos e se desenvolvem dentro dos ovos até a metamorfose. Diversas espécies 

secretam toxinas de suas glândulas cutâneas, que podem afastar predadores ou 

parasitas (BLOTTO et al., 2021; FAIVOVICH et al., 2005). A composição bioquímica 

e os efeitos biológicos dessas toxinas variam entre as espécies e podem incluir 

peptídeos, alcaloides, esteroides e aminas biogênicas (FUSCO et al., 2020a; JARED 

et al., 2015a). 

O crânio das Pererecas-de-capacete é composto por vários ossos que se 

fundiram para formar uma única placa, que cobre o topo e os lados da cabeça (JARED 

et al., 2015a). Os ossos frontoparietais e esquamosais são especialmente espessados 

e se projetam da pele, formando espinhos ou cristas ao longo da região labial. Esses 

espinhos são ocos e têm aberturas em suas pontas, que se comunicam com grandes 

glândulas de veneno que ficam abaixo deles (GARBINO et al., 2020; JARED et al., 

2015a). 

As pererecas-de-capacete usam seu crânio como uma arma quando são 

ameaçadas por predadores ou rivais. Elas podem flexionar seus pescoços e empurrar 

suas cabeças para frente, dando uma cabeçada venenosa em seu oponente (JARED 

et al., 2015; MENDES et al., 2016). Os espinhos perfuram a pele e injetam toxinas das 

glândulas de veneno em seus  tecidos. As toxinas podem causar dor intensa, 

inflamação, sangramento e até morte se ingeridas (JARED et al., 2015). Sua 

cabeçada venenosa é uma adaptação única que lhes permite se defender contra 

predadores e competidores maiores em seus habitats áridos. 

Além do mecanismo de ataque, a anatomia do crânio dos pererecas-de- 

capacetes facilita um comportamento de defesa que consiste em bloquear a entrada 

de um refúgio com o próprio corpo, impedindo o acesso de predadores ou 

competidores, denominado fragmose (BLOTTO et al., 2021). Este comportamento é 

mais comum em espécies que vivem em habitats secos ou sazonais, onde os refúgios 

são escassos e disputados. Por exemplo, Corythomantis greeningi e Aparasphenodon 

brunoi são duas espécies de Pererecas-de-capacete que habitam a Caatinga 

brasileira, um bioma caracterizado por longos períodos de seca e alta variação térmica 

(MENDES et al., 2016; TEIXEIRA; SCHINEIDER; ALMEIDA, 2002). 
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Figura 1 - Morfologia de Pererecas-de-capacete.  

 

Fonte: JARED, C. et al., 2015 
(A e B) Pererecass adultos A. brunoi (A) e C. greeningi (B). (C e D) Crânios co-ossificados de A. brunoi 
e C. greeningi (D); as setas apontam para a região occipital. (E e F) Maior ampliação da margem rostral 
do crânio de A. brunoi (E) e C. greeningi (F). 

 

Essas espécies usam fragmose para se abrigar em bromélias ou ocos de 

árvores durante o dia, evitando a dessecação e a exposição ao sol. A fragmose 

também pode ser usada como uma forma de comunicação entre as Pererecas-de-

capacete. Por exemplo, Nyctimantis rugiceps é uma espécie que vive nas florestas 

tropicais da América do Sul, onde usa fragmose para se esconder em buracos nas 

árvores durante o dia e vocalizar à noite (MAGALHÃES et al., 2021). Essa espécie 
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possui uma glândula vocal especializada na região dorsal do crânio, que produz um 

som alto e metálico quando a perereca é perturbada em seu refúgio. Esse som pode 

servir como um sinal de alerta para outros indivíduos da mesma espécie ou como um 

sinal de agressão para potenciais intrusos. 

A secreção da pele dessas pererecas pode ser altamente tóxica e conter 

uma variedade de compostos bioativos, como peptídeos, alcaloides, esteroides e 

aminas biogênicas (FUSCO et al., 2020). Esses compostos podem ter atividades 

hemolíticas, fosfolipásicas, coagulantes, proteolíticas e citotóxicas (JARED et 

al.,2015). A composição e a potência do veneno ou secreção da pele variam entre as 

espécies de Pererecas-de-capacete. Por exemplo, a secreção da perereca 

Aparasphenodon brunoi é 25 vezes mais tóxica do que o veneno das serpentes 

Bothrops, enquanto a da perereca Corythomantis greeningi é duas vezes mais 

(JARED C; ANTONIAZZI MM, 2007; JARED et al., 2015; MENDES et al., 2016) o 

anfíbio desta família encontrado na Argentina Argentoyla siemersei possui uma dose 

similar a Aparasphenodon brunoi (CAJADE et al., 2017). Essas pererecas são 

consideradas os anfíbios venenosos do mundo, pois possuem um mecanismo de 

entrega ativo para suas toxinas o que pode caracterizar eles mecanisticamente como 

anfíbios peçonhentos (JARED et al., 2015). 
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Figura 2 - Histologia da glândula de veneno de pererecas-de-capacete  

 

Fonte: JARED, C. et al., 2015 
Espinho na cabeça e histologia da glândula da pele (A) Seção sagital mediana através da cabeça de 
A. brunoi; as setas apontam para regiões com grandes concentrações de glândulas. (B) Seção sagital 
mediana através da cabeça de C. greeningi mostrando um alto número de grandes glândulas 
granulares. O asterisco indica um espinho quase atingindo a superfície da pele. (C) Alta ampliação de 
uma área de co-ossificação no topo da cabeça de A. brunoi. (D) Alta ampliação de uma área de co-
ossificação no lábio superior de C. greeningi. (A–D) Corados com hematoxilina-eosina. (E e F) 
Glândulas granulares de A. brunoi (E) e C. greeningi (F) são ricas em conteúdo proteico (coradas com 
azul de bromofenol). Algumas células das glândulas mucosas também apresentam proteína. e, 
epiderme; d, derme; g, glândula granular; m, glândula mucosa; s, crânio; asterisco (*) indica derme 
calcificada com espinhos 
 

1.4 Trachycephalus nigromaculatus 

Trachycephalus nigromaculatus  é uma espécie endémica do Brasil, onde pode 

ser encontrada nos estados do Espírito Santo, Rio de Janeiro, Minas Gerais, São 

Paulo e Goiás (FROST, 2021). Habita florestas subtropicais ou tropicais húmidas de 

planície, zonas arbustivas, pântanos e áreas degradadas, os indivíduos da espécie 
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têm uma coloração verde acastanhada com manchas pretas e vermelhas na sua 

superfície dorsal e manchas brancas na sua superfície ventral tem uma cabeça grande 

com uma crista óssea que cobre as glândulas parotóides 

Tem também grandes olhos com pupilas verticais e membranas timpânicas, 

podendo atingir até 10 cm de comprimento em "snout-vent" (FROST, 2021; IUCN, 

2010), uma medida morfométrica usada em herpetologia para medir o comprimento 

do corpo de um animal, desde a ponta do focinho até a abertura posterior da cloaca. 

Pouco se sabe sua secreção cutânea, que consiste numa substância branca-

leitosa liberada quando o animal se sente ameaçado (HEYER et al., 1990). A 

composição química e a atividade biológica desta secreção não foram totalmente 

caracterizadas, mas podem conter esteroides e peptídeos semelhantes aos 

encontrados em outras pererecas-de-capacete. 

 

Figura 3 - Tracycephalus nigromaculatus  

 

Fonte: Shutterstock (2021) 
(A) Exemplar da espécie, (B) Padrão cutâneo (C) Indivíduo da espécie realizando o comportamento 
descrito como fragmose. 
 

A resistência antimicrobiana é um problema global que ameaça a saúde 

humana e animal, bem como a segurança alimentar e o desenvolvimento sustentável 

(SILVA et al., 2020). A escassez de novos antibióticos eficazes contra as bactérias 

mais perigosas e resistentes aos medicamentos limita as opções terapêuticas e 

aumenta os custos e a mortalidade associados às infecções bacterianas (WHO, 

2021). A OMS alerta que o mundo ainda não está conseguindo desenvolver os 
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tratamentos antibacterianos necessários, apesar da crescente conscientização sobre 

a urgência do problema (WHO, 2021b). A maioria dos antibióticos em 

desenvolvimento clínico são derivados de classes existentes, com baixo potencial 

para superar a resistência (MIETHKE et al., 2021). Portanto, há uma necessidade 

urgente de incentivar a pesquisa e o desenvolvimento de novos antibióticos, 

especialmente para os patógenos prioritários identificados pela OMS (TACCONELLI 

et al., 2018). 

Assim, a caracterização bioquímica do veneno deste anfíbio pode auxiliar na 

explicação de seu sucesso ecológico, auxiliar na taxonomia dentro de seu grupo, bem 

como apoiar o estudo de sua história natural, reforçando a importância deste animal 

em seu habitat e auxiliando de maneira acessória em medidas de conservação desta 

espécie. A bioprospecção da secreção cutânea de T. nigromaculatus representa uma 

infinidade de possibilidades, e na área de atividade antimicrobiana pode revelar novas 

moléculas com atividade antimicrobiana contra bactérias patogênicas resistentes que 

são um grande problema de saúde pública global. 

.
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2 OBJETIVOS 

 

2.1 Geral 

O objetivo deste estudo foi realizar uma caracterização bioquímica abrangente 

da secreção cutânea da perereca-de-capacete Trachycephalus nigromaculatus, 

investigando os efeitos tóxicos dessa secreção tanto in vivo quanto in vitro e avaliação 

do potencial antimicrobiano da secreção, contribuindo assim para a identificação de 

possíveis aplicações terapêuticas e o desenvolvimento de novos agentes 

antimicrobianos. 

. 

 

2.2 Específicos 

• Analisar e caracterizar a natureza bioquímica da secreção de Trachycephalus 

nigromaculatus, identificando seus componentes e inferindo seu papel biológico neste 

anfíbio, destacando sua contribuição para a compreensão da história evolutiva e da 

adaptação deste organismo único. 

 

• Investigar os efeitos tóxicos da secreção in vivo, e in vitro, para obter uma 

compreensão abrangente dos impactos biológicos desta substância, promovendo 

assim uma visão mais completa da ecologia e do comportamento do Trachycephalus 

nigromaculatus. 

 

• Avaliar o potencial antimicrobiano da secreção com o intuito de contribuir para 

o desenvolvimento de estratégias terapêuticas inovadoras e agentes antimicrobianos, 

consolidando a relevância biológica desta espécie na pesquisa biomédica e na 

preservação da biodiversidade.
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3 MATERIAL E MÉTODOS 

3.1 Obtenção e purificação da secreção cutânea 

A secreção cutânea foi coletada e fornecida gentilmente pelo laboratório do  Dr 

Carlos Jared, do Instituto Butantan, após coleta em PBS, filtragem e liofilização do 

material. Para as análises cromatográficas da secreção, foi utilizado um sistema de 

cromatografia líquida de alta eficiência em fase reversa (RP-HPLC), (20A Prominence, 

Shimadzu Co. Kyoto, Japão). Na corrida foram empregadas colunas analíticas e 

preparativas octadecil (C18. Phenomex, Luna, 250X21.20mm/15µ). As corridas foram  

monitoradas por um detector Shimadzu SPD-M20A PDA, utilizando os comprimentos 

de onda de 214 e 280nm., em esquema de gradiente, 0 a 60% de B conforme o perfil 

cromatográfico, utilizando como solvente A: Ácido trifluoroacético (TFA) / água 

(1:1000) e solvente B AC / acetonitrila / água (1:900:100). 

 

3.2 Eletroforese em gel SDS-Page 

As amostras e o marcador de massa molecular foram aplicados em géis de 

poliacrilamida (PAGE) 4 a 12% contendo dodecil sulfato de sódio (SDS), em 

condições redutoras, de acordo com o método descrito por Laemmli (1970), coradas 

por comassie blue. As bandas foram cortadas para identificação por espectrometria 

de massas. Após a excisão, as bandas foram descoradas, reduzidas com DTT (10 

mM) e alquiladas com iodoacetamida (30mM), para então ocorrer a digestão por 

tripsina (20 ng/µL), overnight a 37°C. A extração dos peptídeos foi feita com lavagens 

em água contendo 5% ácido fórmico e acetonitrila 50% em água, contendo 5% ácido 

fórmico. E então, após este procedimento, cada banda foi analisada por LC-MS/MS 

para obter a sequência de peptídeos presentes em cada banda. 

 
3.3 Espectrometria de massas 

Análises por espectrometria de massas foram realizadas em um espectrômetro 

LTQ (Thermo) e MALDI-TOF (Shimadzu), para análises de MALDI/TOF foi utilizado o 

modo linear positivo, com a matriz alfa-ciano. 

 
3.4 Digestão em solução e análise proteômica 

Resumidamente, o muco liofilizado e os picos da cromatografia (50 µg de 

proteína, conforme estimado por espectrofotômetro (Biodrop, Analítica) foram 

ressuspensos (0,4 mg. mL-1) em 100 mM de NH4HCO3 contendo 8 M de ureia e 
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aquecidos a 30 ° C. Após 15 minutos, adicionou-se 1,4-ditiotreitol (10 mM, 

concentração final) à solução e reagiu durante 60 minutos a 30 ° C, após incubação 

com iodoacetamida (25 mM, concentração final), diluindo os reagentes. com 

NH4HCO3 100 mM pH 8 para uma concentração final de 0,8 mol.L-1 de ureia. Depois, 

foi adicionada tripsina (Tripsin Singles, Proteomic Grade) (1 µg de tripsina: 50 µg de 

proteína mucosa) e a reação foi realizada durante a noite, a 30 ° C devido à presença 

de ureia, a reação foi parada pela adição de ácido trifluoroacético a 5%, peptídeos 

trípticos foram extraídos com ponta de zíper (Merck Millipore, Alemanha), secos e 

depois dissolvidos em ácido acético a 0,1%. para análise por LC-MS / MS. Amostras 

digeridas de gel ou em solução foram analisadas em espectrômetro de massa LTQ-

XL (Thermo Fisher Scientific, EUA). alíquotas foram injetadas e separadas por uma 

coluna C-18, em um sistema NanoLC-1D (Eksigent). A eluição foi realizada por um 

gradiente linear de B sobre A, de 0-30% em 45 minutos, 30-80% em 10 minutos e 80% 

de B em 5 minutos, sob vazão de 600 nL por minuto. Os solventes foram A: água 

contendo 0,1% de ácido acético e B: acetonitrila contendo 0,1% de ácido acético. Os 

perfis MS2 foram analisados por algoritmos de busca iônica MS / MS pelo PEAKS 

Studio 7.0 para correspondências com sequências de proteínas conhecidas 

depositadas na base de dados pública UniProt. As tolerâncias MS e MS/MS foram 

fixadas em 0,1 Da. Em paralelo, sequências de novo foram obtidas pelo PEAKS studio 

7.0 e analisadas no BLAST (ALTSCHUL et al., 1997) para a identificação de proteínas 

por sequência de peptídeos. 

 
3.5 Determinação da atividade antimicrobiana 

As bactérias Staphylococcus aureus ATCC 25923, Escherichia coli ATCC 

25922, e a levedura Candida albicans ATCC 10231, foram empregados no presente 

estudo. O ensaio de atividade antimicrobiana foi realizado de acordo com o NCCLS 

(2003) e CLSI (2015), empregando Caldo Mueller-Hinton (bactérias) ou Caldo 

Sabouraud Dextrose (C. albicans) em microplacas de titulação de 96 poços de fundo 

chato. Serão adicionados 50 μl de suspensões microbianas de 1,5 X 106 UFC/mL em 

cada poço contendo 50 μl da solução teste (secreções e frações), ficando a 

concentração microbiana final de 1,5 x 104 UFC / poço (NCCLS,2003). Após 24 

horas de incubação a 37°C, foi feita a leitura das densidades ópticas em um 

comprimento de onda de 595nm em leitor de ELISA Multiskan®EX (Thermo Isher 

Scientific, EUA), para observação da atividade antimicrobiana. O percentual de 
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inibição de crescimento microbiano pelas soluções testes foi calculado através da 

fórmula: 

, 

3.6 Efeito da secreção nas alterações de interações leucócito-endotélio na 

microcirculação do cremaster de camundongos 

Essas interações foram avaliadas por ensaio de microscopia intravital. A 

secreção cutânea (3 μg/100μL ou 30 μg/100μL) ou PBS (100mL) foram injetados no 

subcutâneo da bolsa escrotal, e o leito vascular do músculo cremaster foi preparado.  

Após 2 ou 24 h da injeção, os camundongos foram anestesiados com 

associação de Cloridrato de Quetamina (100mg/Kg), Xilazina (5mg/Kg) e Midazolam 

(5mg/Kg) por via s.c (o volume de administração foi padronizado para 5 ml/Kg 

independente de dose e associação) e com auxílio de uma tesoura de ponta fina foi 

realizada a exposição do músculo cremaster e a secção do epidídimo para o 

desprendimento do músculo cremaster. Após esse procedimento, a preparação foi 

mantida sobre uma placa com temperatura controlada (37 °C), dotada de uma área 

transparente, através da qual o leito microvascular foi visualizado (Baez et al., 1973, 

Zychar et al, 2011). Esta preparação foi montada em um microscópio (Microscópio 

BX51WIF Olympus) equipado com uma câmera para captação de imagens (Câmera 

colorida DP74 Olympus). As imagens foram transmitidas para um computador provido 

de um programa de análise de imagens (CellSens Dimension).  

Vênulas pós-capilares foram selecionadas aleatoriamente (diâmetros entre 20-

40 μm, e cumprimento de, pelo menos, 100 μm) e observadas em cada animal.  

Foram avaliados os leucócitos aderidos e emigrados. Os leucócitos aderidos 

foram contados durante um período de 5 minutos, ao longo dos 100 μm do vaso e 

considerados os que estavam estacionados por um tempo >30 seg. Os leucócitos 

emigrados foram avaliados pela contagem das células presentes em uma distância 

de até 50 μm da região perivascular em um segmento de 100 μm. Os resultados foram 

expressos pela média± erro padrão da média. O número amostral (n) por grupo foi de 

5 animais e os experimentos foram realizados em duplicata. 

Para avaliação do efeito tópico, a secreção cutânea (3 ug/mL e 30 ug/mL) foi 

aplicada sobre o músculo cremaster com auxílio de micropipeta, e o leito vascular do 

músculo foi avaliado. Os camundongos foram anestesiados com associação de 
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Cloridrato de Quetamina (100mg/Kg), Xilazina (5mg/Kg) e Midazolam (5mg/Kg) por 

via s.c (o volume de administração foi padronizado para 5ml/Kg independente de dose 

e associação).  

Após o animal estar anestesiado o cremaster foi exteriorizado e montado sobre 

uma placa com temperatura controlada (37 °C), dotada de uma área transparente, 

através da qual o leito microvascular foi visualizado (Baez et al., 1973). As imagens 

foram obtidas através de um microscópio de luz (Microscópio BX51WIF Olympus) 

equipado com uma câmera para captação de imagens (Câmera colorida DP74 

Olympus). As imagens foram transmitidas para um computador provido de um 

programa de análise de imagens (CellSens Dimension). Vênulas pós-capilares foram 

selecionadas aleatoriamente (diâmetros entre 20-50 μm, e cumprimento de, pelo 

menos, 100 μm) e observadas em cada animal.  

Após 10 minutos de estabelecer o fluxo uniforme na microcirculação, o veneno 

ou a salina foram aplicadas topicamente no musculo cremaster.avaliando o diâmetro 

de vênulas pós-capilares e arteríolas, os leucócitos em rolling e aderidos nos tempos 

de 5, 10 e 15min. Os leucócitos em rolling e aderidos foram contados durante um 

período de 1 minuto, ao longo dos 100 μm do vaso.  

 

3.7 Citotoxicdade  

O teste de viabilidade celular das células VERO  foi realizado pelo método 

MTT (3-(4,5-dimetiltiazol-2-yl)-2,5-di-fenil brometo de tetrazolina) (KUMAR; 

NAGARAJAN; UCHIL, 2018; MOSMANN, 1983). Células SH-SY5Y foram cultivadas 

em garrafas de cultura de poliestireno, com meio de cultura DMEM/F12 completo ( 

10% Soro fetal bonivo e 1% de antibiótico (penicilina/estreptomicina). As células 

foram mantidas em estufa a 37ºC, em ambiente úmido com atmosfera de 5% de 

CO2. Ao atingirem confluência de 80%, as células foram plaqueadas na 

concentração 1 x 10^5 células / poço, em placas de 96 poços. Após 24 h do 

plaqueamento as células foram incubadas com as seguintes concentrações de da 

secreção cutânea: 1µg/,L e 100ng/mL, por 24h, o sobrenadante foi removido e então 

foram adicionados 100 µL/poço de solução MTT (Sigma®), diluída em DMEM/F12 (5 

mg/mL) e a placa foi novamente incubada por 2h. Após a incubação, a solução de 

MTT foi removida e 100 µL de dimetil sulfóxido (DMSO) foram adicionados em cada 

poço para dissolução dos cristais de formazan. Após agitação das placas, os cristais 
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foram totalmente dissolvidos e a absorbância foi monitorada em espectrofotômetro 

(Molecular Devices®, SpectraMax M2) em leitura de 540 nm. Os resultados foram 

comparados com o controle negativo (células + DMEM/F12 completo). As células do 

controle  positivo foram incubadas com  DMSO 20%. 
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4 RESULTADOS 

Inicialmente, a secreção cutânea bruta do veneno de T. nigromaculatus  foi 

analisada por HPLC usando uma coluna C18 e um gradiente de eluição de 0 a 60% 

de acetonitrila em água, ambos contendo 0,1% de TFA, em 80 minutos. Como pode- 

se observar na Figura 4, o perfil cromatográfico mostrou 21 picos com diferentes 

áreas relativas e tempos de retenção. O pico mais abundante foi o de número 19, com 

31,73% da área total, seguido pelo pico de número 20, com 10,16%. Esses picos 

correspondem também aos compostos mais hidrofóbicos da secreção cutânea do T. 

nigromaculatus. 

 

Figura 4 - Perfil de eletroforese em SDS-Page e perfil cromatográfico obtido por HPLC 

da secreção cutânea de T. nigromaculatus.  

 

Fonte: próprio autor. 
1 mg da secreção diluída em solvente A foi injetada em sistema de cromatografia líquida de alta 
eficiência em fase reversa (RP-HPLC), (20A Prominence, Shimadzu Co. Kyoto, Japão). Na corrida 
foram empregadas colunas analíticas e preparativas octadecil (C18. Phenomex, Luna, 
250X21.20mm/15µ). As corridas foram monitoradas por um detector Shimadzu SPD-M20A PDA, 
utilizando os comprimentos de onda de 214 e 280nm., em esquema de gradiente, 0 a 60% de B 
conforme o perfil cromatográfico, utilizando como solvente A: Ácido trifluoroacético (TFA) / água 
(1:1000) e solvente B AC / acetonitrila / água (1:900:100). 
 

 

Os picos de número 6 e 8 também apresentaram áreas relativamente altas, 

com 8,23% e 6,63%, respectivamente. Esses picos correspondem aos compostos 

com polaridade moderada da secreção cutânea do T. nigromaculatus . Os demais 

picos apresentaram áreas inferiores a 4%, sendo o menor o de número 18. Esses 

resultados sugerem uma grande diversidade de compostos na secreção cutânea 

do T. nigromaculatus , que podem ter diferentes funções biológicas. 
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Além da análise por HPLC, a secreção cutânea do T. nigromaculatus  foi 

submetida a análise em gel de eletroforese em SDS-PAGE para determinar o perfil 

proteico da amostra (Figura 4). O gel foi corado com “comassie blue”, um corante que 

se liga às proteínas e permite visualizar as bandas correspondentes aos diferentes 

pesos moleculares. O resultado mostrou seis bandas principais, com pesos 

moleculares estimados em 50, 45, 30, 25, 18 e 12 kDa. Essas bandas indicam a 

presença de proteínas de diferentes tamanhos na secreção cutânea do T. 

nigromaculatus , que podem ter diferentes atividades biológicas. As bandas mais 

intensas foram as de 30 e 25 kDa, sugerindo que essas proteínas são as mais 

abundantes na amostra. 

 

Tabela 2 - Porcentagem relativa dos picos cromatográficos da secreção cutânea de 

T. nigromaculatus  

PICO (%) PICO (%) PICO (%) 

1 1.69 8 6.63 15 0.70 

2 0.66 9 0.55 16 2.72 

3 1.17 10 0.34 17 0.55 

4 1.66 11 0.50 18 0.37 

5 1.90 12 0.95 19 31.73 

6 8.23 13 0.42 20 10.16 

7 3.72 14 1.56 21 2.48 

Fonte: próprio autor. 
 

Para identificação das proteínas presentes na secreção cutânea do T. 

nigromaculatus, as bandas do gel de eletroforese foram recortadas e submetidas a 

uma digestão enzimática com tripsina e os peptídeos resultantes foram então 

analisados por espectrometria de massas para identificação proteômica. 

Os resultados da análise por espectrometria de massas foram processados 

pelo software Peaks, que realiza a busca e a identificação dos peptídeos e das 

proteínas a partir dos espectros de massas, utilizando o banco de dados Anfíbios, que 

contém as sequências de todas as proteínas conhecidas de anfíbios, para comparar 

os peptídeos da amostra com as possíveis proteínas correspondentes. O software 

Peaks também calculou um valor de -10lgP para cada peptídeo e proteína 

identificados, que representa a probabilidade de que a identificação seja correta. 

Quanto maior o valor de -10lgP, maior a confiança na identificação. 
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A partir da análise, foram encontradas as seguintes quantidades de proteínas 

e fragmentos com -10lgP de pelo menos 30 para cada banda: Banda 1: 51, banda 

2: 40 proteínas, banda 3: 28 proteínas, banda 4: 8 proteínas, banda 5: 17 proteínas; 

banda 6: 42 proteínas e 156 fragmentos. Esses dados indicam a complexidade e 

a diversidade das proteínas presentes na secreção cutânea do T. nigromaculatus . 

A Tabela 2 mostra as proteínas identificadas que apresentaram uma massa 

molecular calculada (Avg. Mass) compatível com as bandas observadas no gel de 

eletroforese, de 72 a 8 kDa. A Tabela 2 também mostra a descrição no banco de 

dados, a origem, o valor de -10lgP e o percentual de cobertura de cada proteína. 

Baseando-se na análise por espectrometria de massas e na comparação com as 

massas moleculares das bandas do gel de eletroforese, foi possível encontrar na 

secreção cutânea do T. nigromaculatus  a proteína “78 kDa glucose-regulated 

protein” (78 kDa), “Heat shock protein family A (Hsp70)” (70 kDa), “Glucose-6- 

phosphate isomerase” (63 kDa), “Methanethiol oxidase” (60 kDa), “Elongation factor 

1-alpha” (50 kDa), “Adenosylhomocysteinase” (47 kDa),“Isocitrate dehydrogenase” 

(45 kDa), “Peroxiredoxin-6” (25 kDa), “Hyaluronidase” (29 kDa), “Anntoxin” (18 kDa) 

e a “Triosephosphate isomerase” (12 kDa). 

Para realizar a caracterização da secreção cutânea do T. nigromaculatus , foi 

realizado um fracionamento por HPLC, utilizando um total de 5mg da secreção. O 

fracionamento consistiu em separar os compostos presentes na secreção de acordo 

com a sua polaridade. O fracionamento resultou em 21 picos distintos no 

cromatograma. Além dos picos, também foram coletadas 8 frações foram 

denominadas de inter-tempos, correspondendo às regiões do cromatograma sem 

picos definidos ou grandes absorbâncias de UV. Para identificar em quais picos as 

proteínas mencionadas acima estavam presentes, foi realizado um gel de eletroforese 

em SDS-PAGE para cada pico e também para os inter-tempos coletados no 

fracionamento por HPLC. 

 

Tabela 3 - Proteômica da secreção cutânea bruta de Trachycephalus 

nigromaculatus 

DESCRIPTION 
Avg. 
Mass 

-10lgp Cov (%) Accesion 

78 kDa glucose-regulated protein OS=Leptobrachium 
leishanense OX=445787 GN=HSPA5 PE=3 SV=1 77296 71.54 4 tr|A0A8C5QLA7| 

78 kDa glucose-regulated protein OS=Xenopus tropicalis 
OX=8364 GN=hspa5 PE=3 SV=1 75856 76.85 5 tr|A0A803K8T4| 
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78 kDa glucose-regulated protein OS=Leptobrachium 

leishanense OX=445787 GN=HSPA5 PE=3 SV=1 72905 71.54 4 tr|A0A8C5QLW8| 

Uncharacterized protein OS=Xenopus tropicalis OX=8364 
PE=3 SV=4 

72835 99.00 9 tr|L7N2X7| 

78 kDa glucose-regulated protein OS=Xenopus laevis 

OX=8355 GN=hspa5.L PE=1 SV=1 72687 76.85 5 tr|A0A1L8F6I3| 

78 kDa glucose-regulated protein OS=Xenopus laevis 
OX=8355 GN=LOC397850 PE=2 SV=1 72669 76.85 5 tr|Q6DD68| 

78 kDa glucose-regulated protein OS=Xenopus tropicalis 

OX=8364 GN=hspa5 PE=3 SV=1 72496 76.85 5 tr|A0A6I8RVN9| 

Heat shock protein family A (Hsp70) member 8 
OS=Xenopus tropicalis OX=8364 GN=hspa8 PE=3 SV=2 72367 141.89 22 tr|A0A6I8RPG4| 

Heat shock protein family A (Hsp70) member 8 OS=Xenopus 
tropicalis OX=8364 GN=hspa8 PE=3 SV=2 71937 141.89 22 tr|A0A6I8Q687| 

heat shock protein family A (Hsp70) member 1A S homeolog 
OS=Xenopus laevis OX=8355 GN=hspa1a.S PE=2 SV=1 71380 119.22 16 tr|Q6AZH8| 

Heat shock protein family A (Hsp70) member 8 OS=Xenopus 

tropicalis OX=8364 GN=hspa8 PE=3 SV=4 71377 141.89 23 tr|F6QKL0| 

Uncharacterized protein OS=Leptobrachium leishanense 
OX=445787 PE=3 SV=1 

71312 141.62 23 tr|A0A8C5QBI7| 

heat shock cognate 71 kDa protein-like OS=Geotrypetes 
seraphini OX=260995 GN=LOC117369096 PE=3 SV=1 71221 137.07 19 tr|A0A6P8SXI3| 

heat shock 70 kDa protein-like OS=Microcaecilia unicolor 

OX=1415580 GN=LOC115466260 PE=3 SV=1 71215 71.13 7 tr|A0A6P7XRG8| 

Uncharacterized protein OS=Leptobrachium leishanense 
OX=445787 PE=3 SV=1 

71196 113.22 11 tr|A0A8C5MR37| 

Uncharacterized protein OS=Leptobrachium leishanense 
OX=445787 PE=3 SV=1 

71069 140.28 22 tr|A0A8C5QNA7| 

Heat shock protein 70 OS=Ambystoma mexicanum OX=8296 
GN=HSP70 PE=2 SV=1 

71055 137.74 21 tr|Q8UV14| 

Uncharacterized protein OS=Leptobrachium leishanense 
OX=445787 PE=3 SV=1 

71023 116.93 14 tr|A0A8C5R9W3| 

Hsp70 protein OS=Xenopus laevis OX=8355 GN=hsp70 PE=2 
SV=1 

70992 64.06 6 tr|Q6DCD3| 

Heat shock protein family A (Hsp70) member 8 OS=Xenopus 
tropicalis OX=8364 GN=hspa8 PE=3 SV=2 70872 141.89 23 tr|A0A6I8QKR0| 

heat shock cognate 71 kDa protein isoform X1 OS=Geotrypetes 
seraphini OX=260995 GN=HSPA8 PE=3 SV=1 70762 138.12 21 tr|A0A6P8PDP3| 

Heat shock cognate protein 70 OS=Andrias davidianus 

OX=141262 GN=hsc70 PE=2 SV=1 70747 138.12 21 tr|E1AQZ2| 

Heat shock protein cognate 70 OS=Pleurodeles waltl OX=8319 
GN=hsc70 PE=2 SV=1 

70537 113.07 15 tr|O13120| 

Heat shock protein 70 OS=Pelophylax lessonae OX=45623 
GN=hsp70 PE=2 SV=1 

70526 95.28 9 tr|D8L539| 

Methanethiol oxidase OS=Xenopus laevis OX=8355 
GN=XELAEV_18042984mg PE=3 SV=1 64749 100.69 12 tr|A0A1L8F551| 

Glucose-6-phosphate isomerase OS=Ranitomeya imitator 
OX=111125 GN=RIMITATOR_LOCUS4737026 PE=3 SV=1 61802 62.85 8 tr|A0A821UTM2| 

4-trimethylaminobutyraldehyde dehydrogenase isoform X1 
OS=Xenopus tropicalis OX=8364 GN=aldh9a1 PE=3 SV=3 56354 71.92 5 tr|F6VC33| 

Aldedh domain-containing protein OS=Leptobrachium 

leishanense OX=445787 PE=3 SV=1 55844 78.26 6 tr|A0A8C5QJM1| 

Methanethiol oxidase OS=Xenopus tropicalis OX=8364 
GN=selenbp1 PE=3 SV=2 

54136 160.16 18 tr|A0A6I8QEM2| 

4-trimethylaminobutyraldehyde dehydrogenase OS=Xenopus 

tropicalis OX=8364 GN=aldh9a1 PE=2 SV=1 54051 71.92 5 tr|Q6DJQ3| 

Methanethiol oxidase OS=Xenopus tropicalis OX=8364 
GN=selenbp1 PE=2 SV=1 

52660 160.16 19 sp|Q569D5| 

Methanethiol oxidase OS=Xenopus tropicalis OX=8364 
GN=selenbp1 PE=3 SV=1 

52660 160.16 19 tr|A0A1B8Y1Y9| 

Methanethiol oxidase OS=Xenopus laevis OX=8355 
GN=selenbp1.L PE=3 SV=1 

52614 104.15 16 tr|A0A1L8FDB9| 

Methanethiol oxidase OS=Xenopus laevis OX=8355 

GN=selenbp1-b PE=2 SV=1 
52509 100.69 15 sp|Q6DCH7| 

Methanethiol oxidase OS=Xenopus laevis OX=8355 
GN=selenbp1.S PE=3 SV=1 

52509 100.69 15 tr|A0A1L8F568| 

Uncharacterized protein OS=Leptobrachium leishanense 
OX=445787 PE=3 SV=1 

50633 131.38 9 tr|A0A8C5R2X4| 

Elongation factor 1-alpha OS=Leptobrachium leishanense 
OX=445787 PE=3 SV=1 

50255 65.79 6 tr|A0A8C5R637| 

Elongation factor 1-alpha OS=Dryophytes japonicus 

OX=109175 GN=ef 1a PE=2 SV=1 50132 111.26 12 tr|Q4H447| 
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Hyaluronidase OS=Ranitomeya imitator OX=111125 
GN=RIMITATOR_LOCUS3096040 PE=3 SV=1 49786 138.76 29 tr|A0A821NWJ3| 

Elongation factor 1-alpha OS=Ranitomeya imitator OX=111125 

GN=RIMITATOR_LOCUS7631796 PE=3 SV=1 48149 65.79 7 tr|A0A822BX72| 

Elongation factor 1-alpha OS=Ranitomeya imitator OX=111125 
GN=RIMITATOR_LOCUS3899755 PE=3 SV=1 48110 65.77 6 tr|A0A821S3U5| 

Elongation factor 1-alpha OS=Ranitomeya imitator OX=111125 

GN=RIMITATOR_LOCUS10496191 PE=3 SV=1 48088 65.77 6 tr|A0A822G8R0| 

Adenosylhomocysteinase OS=Xenopus tropicalis OX=8364 
GN=ahcy PE=2 SV=1 

47749 70.17 10 tr|Q28IH7| 

Adenosylhomocysteinase OS=Microcaecilia unicolor 

OX=1415580 GN=AHCY PE=3 SV=1 47649 70.17 10 tr|A0A6P7YT28| 

Elongation factor 1-alpha OS=Ranitomeya imitator OX=111125 
GN=RIMITATOR_LOCUS10003457 PE=3 SV=1 47594 65.77 6 tr|A0A822F715| 

Isocitrate dehydrogenase [NADP] OS=Xenopus laevis 

OX=8355 GN=idh1.S PE=3 SV=1 46909 123.94 13 tr|A0A1L8EPX4| 

Isocitrate dehydrogenase [NADP] OS=Geotrypetes seraphini 
OX=260995 GN=IDH1 PE=3 SV=1 46894 117.07 14 tr|A0A6P8QX08| 

Isocitrate dehydrogenase [NADP] OS=Microcaecilia unicolor 
OX=1415580 GN=IDH1 PE=3 SV=1 46892 132.59 23 tr|A0A6P7YQY8| 

Isocitrate dehydrogenase [NADP] OS=Xenopus tropicalis 
OX=8364 GN=idh1 PE=3 SV=3 46864 130.23 17 tr|F6WI63| 

intermediate filament protein ON3-like isoform X2 
OS=Geotrypetes seraphini OX=260995 GN=LOC117360755 
PE=3 SV=1 

46241 65.83 5 tr|A0A6P8QUH1| 

Putative 4-trimethylaminobutyraldehyde dehydrogenase 
(Fragment) OS=Hymenochirus curtipes OX=8362 PE=2 SV=1 45338 102.81 10 tr|G5E3Q5| 

Isocitrate dehydrogenase [NADP] OS=Ranitomeya imitator 
OX=111125 GN=RIMITATOR_LOCUS8072318 PE=3 SV=1 44814 113.20 10 tr|A0A822D1G8| 

Adenosylhomocysteinase OS=Ranitomeya imitator OX=111125 

GN=RIMITATOR_LOCUS15037688 PE=3 SV=1 44497 66.06 9 tr|A0A822I956| 

Peroxiredoxin-6 OS=Xenopus tropicalis OX=8364 GN=prdx6 
PE=3 SV=1 

29365 228.73 35 tr|A0A803JUV5| 

Triosephosphate isomerase OS=Xenopus tropicalis OX=8364 
GN=tpi1 PE=3 SV=1 

26791 77.63 19 tr|A0A6I8RW99| 

Triosephosphate isomerase (Fragment) OS=Pipa carvalhoi 
OX=191480 PE=2 SV=1 

26758 73.67 21 tr|G5DYM1| 

Peroxiredoxin-6 OS=Microcaecilia unicolor OX=1415580 
GN=PRDX6 PE=3 SV=1 

25380 92.97 22 tr|A0A6P7YH93| 

Peroxiredoxin-6 OS=Xenopus laevis OX=8355 GN=prdx6.L 
PE=2 SV=1 

25363 216.53 40 tr|Q7SYT1| 

Peroxiredoxin-6 OS=Geotrypetes seraphini OX=260995 

GN=LOC117346417 PE=3 SV=1 25339 96.11 24 tr|A0A6P8NSL4| 

Peroxiredoxin-6 OS=Xenopus tropicalis OX=8364 GN=prdx6 
PE=2 SV=1 

25156 228.73 42 tr|Q6P624| 

Peroxiredoxin-6 OS=Xenopus laevis OX=8355 GN=prdx6.S 
PE=1 SV=1 

25070 233.62 46 tr|Q7SYQ4| 

Peroxiredoxin-6 OS=Ranitomeya imitator OX=111125 
GN=RIMITATOR_LOCUS1283076 PE=3 SV=1 25060 145.88 42 tr|A0A821GWL3| 

Peroxiredoxin-6 OS=Geotrypetes seraphini OX=260995 

GN=LOC117346647 PE=3 SV=1 25026 61.10 8 tr|A0A6P8NUF0| 

Peroxiredoxin-6 OS=Leptobrachium leishanense OX=445787 
PE=3 SV=1 

25004 115.43 29 tr|A0A8C5R8J0| 

Triosephosphate isomerase (Fragment) OS=Ambystoma 

mexicanum OX=8296 GN=TPI PE=2 SV=1 24988 69.65 18 tr|Q76BG2| 

Peroxiredoxin-6 OS=Xenopus tropicalis OX=8364 GN=prdx6 
PE=2 SV=1 

24601 88.85 18 tr|Q5M8E1| 

Peroxiredoxin-6 (Fragment) OS=Xenopus tropicalis OX=8364 
GN=MGC76137 PE=2 SV=1 23988 228.73 44 tr|B5DFS7| 

Triosephosphate isomerase OS=Ranitomeya imitator 

OX=111125 GN=RIMITATOR_LOCUS3842788 PE=3 SV=1 23597 79.22 29 tr|A0A821RK94| 

Peroxiredoxin-6 (Fragment) OS=Hymenochirus curtipes 
OX=8362 PE=2 SV=1 

23400 111.85 28 tr|G5DY64| 

Ubiquitin carboxyl-terminal hydrolase OS=Ranitomeya imitator 
OX=111125 GN=RIMITATOR_LOCUS7328695 PE=3 SV=1 22936 80.41 20 tr|A0A822B7X1| 

Uncharacterized protein OS=Leptobrachium leishanense 
OX=445787 PE=4 SV=1 

17243 35.45 10 tr|A0A8C5QCP3| 

Uncharacterized protein OS=Eleutherodactylus coqui 

OX=57060 GN=GDO78_011964 PE=4 SV=1 15629 31.61 9 tr|A0A8J6F2D9| 

Anntoxin S5 OS=Hyla simplex OX=334658 PE=2 SV=1 8706 44.24 20 tr|H6SWL5| 

Anntoxin S1 OS=Hyla simplex OX=334658 PE=2 SV=1 8625 44.24 20 tr|H6SWL1| 

Anntoxin S3 OS=Hyla simplex OX=334658 PE=2 SV=1 8595 44.24 20 tr|H6SWL2| 
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Anntoxin S4 OS=Hyla simplex OX=334658 PE=2 SV=1 8565 44.24 20 tr|H6SWL3| 

Anntoxin S2 OS=Hyla simplex OX=334658 PE=2 SV=1 8552 44.24 20 tr|H6SWL4| 

Fonte: próprio autor. 

 

O resultado da eletroforese mostrou que os picos 1 a 7, 10, 15 e 16 e os inter-

tempos 1 a 4 não geraram bandas visíveis no gel de eletroforese, indicando que 

essas frações não continham proteínas ou que as proteínas presentes eram muito 

pequenas ou muito grandes para serem separadas pelo gel. Os demais picos e inter-

tempos geraram bandas no gel de eletroforese correspondentes às seguintes 

proteínas: Pico 8: uma proteína de baixo massa molecular (8 kDa); Pico 9: uma 

proteína de baixo massa molecular (8 kDa); Pico 11: uma proteína de baixo massa 

molecular (8 kDa); Pico 12: uma proteína de baixo massa molecular (8 kDa); Pico 13: 

duas proteínas de massa molecular intermediário (35 e 10 kDa); Pico 14: uma proteína 

de massa molecular baixo (12 kDa); Pico 18: uma proteína de massa molecular baixo 

(10 kDa); Pico 19: três proteínas de massa molecular alto (45, 25 e 15 kDa); Pico 

20: duas proteínas de massa molecular alto (25 e 15 kDa); Pico 21: uma proteína de 

massa molecular alto (45 kDa); Intertempo 5: uma proteína de massa molecular baixo 

(10 kDa); Intertempo 6: duas proteínas de massa molecular intermediário (35 e 10 

kDa); Intertempo 7: três proteínas de massa molecular alto (45, 25 e 15 kDa); 

Intertempo 8: três proteínas de massa molecular alto (45, 25 e 15 kDa). 

Esses resultados mostram que alguns picos e inter-tempos continham as 

proteínas com massa semelhante às observadas na eletroforese do veneno bruto. Por 

exemplo, o pico 19, o que tem maior abundância relativa no UV, contém três proteínas 

(45, 25 e 15 kDa), sendo que a banda majoritária deste pico tem um peso similar à 

banda majoritária do veneno bruto (25 kDa). Enquanto o pico 20 continha apenas as 

duas proteínas menos abundantes (25 e 15 kDa). Outros picos e inter- tempos contém 

proteínas que não estavam presentes na secreção bruta ou que não foram detectadas 

inicialmente pelo gel de eletroforese do veneno bruto, como uma proteína de baixo 

massa molecular (8 kDa) e uma de 35 kDa que não foi observada na concentração 

utilizada de secreção bruta. Esses resultados indicam que o fracionamento por HPLC 

foi capaz de separar e concentrar as proteínas presentes na secreção cutânea do T. 

nigromaculatus e que elas estão distribuídas por todo o veneno. Os picos e os 

intertempos fracionados mostraram a presença do que, baseado em seus pesos 

moleculares, parecem ser as proteínas encontradas na análise da secreção bruta. No 
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entanto, para confirmar suas identidades e funções, será necessário realizar uma 

nova análise proteômica, que permitirá obter informações mais precisas sobre a 

identidade distribuição dessas moléculas. 

 

Figura 5 - Esquema de fracionamento da secreção cutânea de T. nigromaculatus e 

análise por eletroforese SDS-Page das frações coletadas por HPLC 

 

Fonte: próprio autor 

 

Para identificação de peptídeos presentes nos picos e intertempos do veneno 

de Trachycephalus nigromaculatus  fracionados por HPLC, foi realizada uma análise 

por MALDI/MS que indicou a presença de peptídeos mostrados na Tabela 4.  

Esses dados permitem comparar as massas dos peptídeos encontrados nas 

diferentes frações. Por exemplo, observa-se que os peptídeos com massa aproximada 
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de 6.2 kDa estão presentes em várias frações (T01, T02, T03, T05 e T06), o que 

pode indicar que se trata de uma classe de peptídeos abundante do veneno. Já o 

peptídeo de massa 2.3 kDa foi detectado apenas na fração T04, o que pode sugerir 

que ele é um componente específico dessa fração. Essas informações podem auxiliar 

na elucidação da estrutura e da função dos peptídeos presentes no veneno de 

Trachycephalus nigromaculatus , indicando uma variedade grande de peptídeos 

presentes na secreção, bem como sugerindo a presença de uma classe importante 

de peptídeos importante para este animal na faixa de 6 kDa. A combinação de SDS-

PAGE com MALDI/MS permitiu obter um perfil proteico e peptídico do veneno de 

Trachycephalus nigromaculatus , como ilustrado na Figura 6. 

 

Tabela 4 - Análise de peptídeos por MALDI 

PEAK m/z  PEAK m/z 

1 −  12 2200, 3600, 6900, 7300 

2 6100  13 1600, 2300, 3200, 4950 

3 −  T05 1800, 3000, 4300, 6200 

T01 3200, 6200  14 1710, 2270, 3200, 7200 

4 3900  15 1600, 2200, 3100, 4400, 6200 

T02 6200  16 3000, 5800, 6250 

5 1800, 3000, 4800, 6200  17 2000, 6170, 8500 

6 1800, 4200, 4800, 6200  18 6100, 7400 

7 3000, 4900, 6200  T06 − 

8 3100, 6600, 6500  19 − 

9 5800, 6600  20 − 

T03 6200  T07 2000 

10 3100, 6000, 6800  21 − 

T04 2300  T08 − 

11 6700, 7400    

Fonte: próprio autor. 
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Figura 6 - Perfil proteico e peptídico da secreção cutânea de Trachycephalus 

nigromaculatus 

 

Fonte: próprio autor. 

 

A microscopia intravital é uma técnica que permite a visualização de células e 

tecidos vivos em tempo real, sem a necessidade de fixação ou coloração (Pittet; 

Weissleder, 2011). Essa técnica é especialmente útil para o estudo da ação de toxinas 

animais, pois permite observar os efeitos dessas substâncias sobre o sistema 

vascular, o sistema imunológico e a interação entre as células hospedeiras e as 

bactérias (Pittet; Weissleder, 2011). 

Iniciamos com uma análise abrangente para investigar os efeitos da aplicação 

tópica (Figura 7) de diferentes concentrações da substância (Tn 3 e Tn 30) em 

comparação com um grupo de controle tratado com salina. Após a aplicação tópica 

das soluções, a análise abordou três momentos de observação distintos: 5, 10 e 15 

minutos após a aplicação. 

Aos 5 minutos, no grupo controle, a dilatação do diâmetro vascular foi 

relativamente baixa, registrando uma expansão de apenas 0,7358%. Em 

contrapartida, o grupo Tn 3 mostrou uma dilatação notável de 6,007%, e o grupo Tn 

30 apresentou uma resposta ainda mais marcante, atingindo 12,58%.  

Esses resultados evidenciam claramente a influência das concentrações da 

substância na dilatação vascular, com concentrações mais altas resultando em 

maiores dilatações. Em relação ao "rolling", contabilizamos as células em movimento 

em um período de 1 minuto. O grupo controle registrou, em média, 11,33 células 

realizando esse processo. Enquanto isso, o grupo Tn 3 contabilizou uma média 

superior de 12,20 células em "rolling", e o grupo Tn 30 manteve uma média 
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semelhante, com 11,00 células nesse processo. As diferenças nas médias de "rolling" 

começam a se tornar aparentes, com os grupos de tratamento exibindo uma tendência 

de maior atividade em comparação com o grupo controle. Em relação à "adesão", 

medimos a quantidade de células que aderiram em uma área de 100 micrômetros. 

O grupo controle registrou, em média, 1,333 células aderentes. Por sua vez, o 

grupo Tn 3 demonstrou uma adesão média de 6,500 células, e o grupo Tn 30 manteve 

uma adesão de 7,000 células. Esses resultados continuam a destacar as diferenças 

nas respostas entre os grupos, com os grupos de tratamento apresentando 

consistentemente médias mais elevadas. Ao atingirmos os 10 minutos, notamos uma 

estabilidade na dilatação vascular no grupo controle, que alcançou 1,639%. No 

entanto, o grupo Tn 3 registrou uma dilatação notável de 11,36%, e o grupo Tn 30 

apresentou uma dilatação ainda mais expressiva, atingindo 20,54%. Esses resultados 

indicam uma clara relação entre a concentração da substância e a expansão vascular, 

que se torna mais evidente à medida que o tempo avança. Na análise do "rolling", o 

grupo controle manteve uma média de 13,33 células realizando esse processo. 

 



45 
 

 

Figura 7 Avaliação da aplicação tópica da secreção cutânea de Trachycephalus 

nigromaculatus  na microcirculação do músculo cremáster por técnica de 

microscopia intravital.  

 

Fonte: próprio autor 
A secreção cutânea (3 ug/mL e 30 ug/mL) foi aplicada sobre o músculo cremaster com auxílio de 
micropipeta, e o leito vascular do músculo foi avaliado. Imagens foram obtidas através de um 
microscópio de luz (Microscópio BX51WIF Olympus) equipado com uma câmera para captação de 
imagens (Câmera colorida DP74 Olympus). 

 

Em contraste, o grupo Tn 3 registrou uma média superior de 15,75 células em 

"rolling", enquanto o grupo Tn 30 apresentou uma média semelhante, com 13,50 

células. Em relação à "adesão" em células contadas em uma área de 100 

micrômetros, o grupo controle apresentou uma média de 1,667 células aderentes. 
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Enquanto isso, o grupo Tn 3 demonstrou uma adesão média de 7,500 células, e o 

grupo Tn 30 manteve uma adesão de 7,000 células. Esses resultados continuam a 

enfatizar as diferenças nas respostas observadas em relação à concentração e ao 

tempo. 

Aos 15 minutos, a dilatação no grupo controle atingiu 1,680%, enquanto o grupo 

Tn 3 registrou 12,14% e o grupo Tn 30 uma dilatação significativa de 23,29%. Esses 

resultados destacam o aumento progressivo da dilatação vascular ao longo do tempo 

e em resposta às concentrações da substância e pode ser explicado pela presença 

de substâncias vasodilatadoras na secreção. A vasodilatação tem implicações diretas 

na inflamação e na permeabilidade vascular. 

Na análise do "rolling", o grupo controle registrou uma média de 12,50 células 

realizando esse processo, enquanto o grupo Tn 3 demonstrou uma média mais 

elevada de 17,50 células em "rolling". O grupo Tn 30 registrou uma média mais baixa 

de 9,250 células nesse processo. Esses resultados destacam a complexidade das 

respostas ao longo do tempo e entre os grupos, indicando uma dinâmica de "rolling" 

influenciada tanto pela concentração da substância quanto pelo tempo. 

Em relação à "adesão", o grupo controle manteve uma média de 1,333 células 

aderentes em uma área de 100 micrômetros. O grupo Tn 3 e o grupo Tn 30 

apresentaram médias mais elevadas de 7,500 células aderentes. Mais uma vez, esses 

resultados sublinham as diferenças nas respostas observadas entre os grupos e 

enfatizam a influência das concentrações da substância e do tempo. 

Em resumo, este estudo proporciona uma visão detalhada das complexas 

respostas vasculares sob diferentes condições experimentais, destacando a influência 

direta das concentrações da substância e do tempo. A dilatação vascular, o "rolling" e 

a adesão celular são claramente afetados por essas variáveis, evidenciando a 

complexidade das respostas vasculares observadas na microscopia intravital. 

A análise tópica foi uma etapa crucial para entender os efeitos imediatos da 

substância na resposta vascular. No entanto, é sabido que os processos biológicos e 

vasculares podem evoluir significativamente ao longo do tempo. Portanto, seguimos 

com a análise do efeito da injeção subcutânea da secreção  após 2 e 24 horas, para 

capturar as respostas tardias, avaliar a duração dos efeitos da substância e identificar 

possíveis mudanças na dinâmica vascular que podem não ser evidentes durante a 

análise tópica de curto prazo. 
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No entanto, ao realizar as análises após 2h, nesse intervalo de tempo, 

deparamo-nos com um cenário notavelmente distinto e desafiador, que impediu a 

obtenção de dados significativos como é possível observar na Figura 8. O tecido 

vascular em questão apresentou mudanças profundas e preocupantes, evidenciando 

alterações consideráveis em sua integridade e função. 

Primeiramente, observou-se uma perda notável de elasticidade do tecido 

conjuntivo. O tecido vascular, que normalmente exibe flexibilidade e capacidade de 

acomodar mudanças no fluxo sanguíneo, tornou-se rígido e menos responsivo a 

variações nas pressões intravasculares, ocasionando a hemorragias pontuais. Esse 

fenômeno pode ser um indicativo de alterações estruturais nas camadas vasculares 

ou da atuação direta da substância sobre a elasticidade tecidual. 

Em conjunto com a perda de elasticidade, externamente, o local apresentou 

sinais de edema, caracterizado pelo acúmulo anormal de fluido nos espaços 

intersticiais. O edema é um indicativo de resposta inflamatória e pode ter contribuído 

para a perda da função vascular. 

A presença de rubor nas áreas afetadas também foi notada. Esse rubor é 

sugestivo de aumento do fluxo sanguíneo local e pode ser um sinal de resposta 

inflamatória aguda ou de vasodilatação fortemente reativa. Além disso, a integridade 

do tecido foi prejudicada a tal ponto que ocorreu “esfarelamento” em algumas áreas. 

Isso sugere danos significativos ao endotélio e às camadas vasculares subjacentes, 

comprometendo a estrutura e a função dos vasos. 

A observação mais preocupante foi a parada da circulação em certas áreas. 

Isso indica que as alterações vasculares impactaram seriamente o fluxo sanguíneo, 

resultando em áreas onde a circulação foi interrompida, possivelmente devido a 

trombose ou obstrução vascular. 

Por último, houve evidências de infiltração celular significativa nas áreas 

afetadas. Isso sugere que células inflamatórias e outros componentes celulares 

podem ter migrado para os locais de alteração vascular em resposta a essas 

mudanças drásticas. 

Já após 24 horas, apesar do tecido também se apresentar visivelmente 

danificado e com alterações morfológicas (Figura 9), foi possível avaliar os parâmetros 

rolling, adesão e migração. Os dados de rolagem mostram que, no grupo tratado com 

3 μg da secreção de Trachycephalus nigromaculatus , a contagem média de células 

por minuto foi de 17,67 no grupo Salina (grupo controle) e de 11,67 no grupo tratado. 
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Isso representa uma redução de aproximadamente 34,1% na contagem média de 

células. No grupo tratado com 30 μg da secreção, a contagem média foi ainda menor, 

com 7,667 células por minuto, representando uma diferença de aproximadamente 

56,6% em relação ao grupo controle. Essa variação sugere uma possível relação 

dose-dependente, onde concentrações mais elevadas da secreção levam a uma 

inibição mais pronunciada da rolagem celular. 
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Figura 8 - Avaliação após 2 horas da injeção da secreção cutânea de Trachycephalus 

nigromaculatus  na microcirculação do músculo cremáster por técnica de microscopia 

intravital 

 

Fonte: próprio autor 

 

Na análise de células aderidas, no grupo tratado com 3 μg da secreção, a média 

de adesão das células foi de 5,667, enquanto no grupo controle (Salina), foi de 0,6667. 

Resultando um aumento significativo na adesão. No grupo tratado com 30 μg da 

secreção, a média de adesão foi de 4,667. Embora a concentração seja mais alta, a 
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adesão celular se mostrou levemente reduzida quando comparada ao grupo de 3 ug, 

porém ainda foi significativamente maior do que no grupo controle. 

Nos dados de migração celular, no grupo tratado com 3 μg da secreção, a 

média de migração foi de 20,67, enquanto no grupo controle (Salina), foi de 1,000m 

enquanto que no grupo tratado com 30 μg da secreção, a média de migração foi ainda 

maior, chegando a 26,00, representando em ambos um aumento relevante em relação 

ao grupo controle. Mais uma vez, observamos uma possível relação dose-

dependente, com concentrações mais elevadas da secreção resultando em uma 

migração celular ainda mais pronunciada. 

Esses dados evidenciam uma clara relação entre as concentrações de 

secreção de Trachycephalus nigromaculatus e os efeitos nas respostas celulares. A 

secreção dessa espécie de perereca-de-capacete demonstrou ter propriedades tanto 

inibitórias quanto pró-migratórias, afetando a rolagem, adesão e migração das células 

de forma significativa. Essa pesquisa pode ter implicações importantes na área 

biomédica, na terapia celular e em aplicações relacionadas à saúde. A compreensão 

desses efeitos pode abrir portas para o desenvolvimento de tratamentos inovadores e 

terapias regenerativas. 
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Figura 9 - Avaliação após 24 horas da injeção da secreção cutânea de 

Trachycephalus nigromaculatus  na microcirculação do músculo cremáster por técnica 

de microscopia intravital 

 

Fonte: próprio autor 

 

O ensaio MTT é um método colorimétrico que avalia a viabilidade celular 

baseado na redução do sal tetrazólico MTT em cristais de formazan pelas 

mitocôndrias de células viáveis. Para avaliação, foram utilizadas células VERO, que 

são células renais de macaco verde africano, para testar o efeito citotóxico de duas 

concentrações da secreção cutânea. Os dados mostram a média da absorvância dos 

cristais de formazan em cada grupo, avaliado 24 horas após exposição. O grupo grupo 

controle corresponde aos poços que não foram expostos a nenhum tratamento. O 
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grupo Veículo, que recebeu o solvente usado nas soluções testes; Tn 100 ng/mL, que 

recebeu uma concentração baixa de Tn; e Tn 1 ug/mL, que recebeu uma concentração 

alta de Tn. O grupo Tn 100 ng/mL apresentou uma redução leve na viabilidade celular, 

demonstrando que essa concentração de Tn não foi muito citotóxica para as células 

VERO, já o grupo Tn 1 ug/mL apresentou uma redução acentuada na viabilidade 

celular de 75%, revelando que essa concentração de Tn foi altamente citotóxica para 

as células VERO. Portanto, os dados indicam que o Tn tem um efeito dose-

dependente na viabilidade das células VERO, sendo mais tóxico quanto maior for a 

concentração.  

Por fim, para investigar a ação antimicrobiana, veneno de Trachycephalus 

nigromaculatus , foi testado contra três microrganismos: a bactéria S. aureus, a 

bactéria S. coli e o fungo C. albicans. O veneno foi fracionado por cromatografia líquida 

de alta eficiência (HPLC) e cada fração foi testada para avaliar a sua capacidade de 

inibir o crescimento dos microrganismos. Os resultados foram expressos em 

porcentagem de inibição de crescimento para cada pico e intertempo analisados. 

Os resultados mostraram (Tabela 5) que o veneno apresentou uma atividade 

antibacteriana moderada contra S. aureus (22,04%) e S. coli (43,26%), e uma 

atividade antifúngica moderada contra C. albicans (53,86%). Entre as frações obtidas 

por HPLC, as frações 1, 3, 4, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12 e 19 apresentaram uma atividade 

antibacteriana baixa a moderada contra S. aureus, mas não tiveram efeito sobre S. 

coli. As frações 14, 20 e 21 apresentaram uma atividade antibacteriana moderada 

contra S. aureus e S. coli. As frações 2 e 5 não apresentaram atividade antibacteriana 

contra nenhum dos microrganismos testados. 

Os intertempos T04, T05, T06, T07 e T08 apresentaram uma atividade 

antibacteriana moderada a alta contra S. aureus e S. coli. Os intertempos T01 e T02 

não apresentaram atividade antibacteriana significativa contra nenhum dos 

microorganismos. Entre as frações obtidas por HPLC, as frações 1, 4, 5, 7 e 8 

apresentaram uma atividade antifúngica baixa a moderada contra C. albicans, mas 

não tiveram efeito sobre S. aureus e S. coli. As frações 13, 15, 16 e 17 apresentaram 

uma atividade antifúngica moderada a alta contra C. albicans, mas não tiveram efeito 

sobre S. aureus e S. coli. As frações 18 e 19 não apresentaram atividade antifúngica 

significativa contra nenhum dos microrganismos testados.  
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Tabela 5 - Ação da secreção cutânea bruta de Trachycephalus nigromaculatus e de 

suas frações na inibição do crescimento de microorganismos 

INIBIÇÃO DO CRESCIMENTO (%) 

 
FRAÇÃO 

S. aureus 

ATCC 25923 

S. coli 

ATCC 25922 

C. albicans 

ATCC 10231 

 
FRAÇÃO 

S. aureus 

ATCC 25923 

S. coli 

ATCC 25922 

C. albicans 

ATCC 10231 

Veneno 22,04 43,26 53,86 11 10,54 0 14,21 

1 17,01 0 6,77 12 12,59 0 10,76 

2 0 0 1,06 13 7,48 0 47,54 

3 4,08 0 0 T05 36,14 16,27 36,67 

T01 10,54 0 3,85 14 26,87 7,91 33,73 

4 14,97 0,74 23,9 15 18,71 0 46,08 

T02 5,44 0 17,53 16 21,09 0 46,35 

5 7,48 0 15,8 17 17,01 0 58,03 

6 8,16 2,47 1,86 18 13,95 0,74 40,24 

7 14,97 0,25 9,69 T06 39,88 13,79 67,66 

8 9,18 0 6,24 19 28,57 3,21 32,27 

9 11,22 0 0 20 34,01 5,81 40,64 

T03 0 0 26,03 T07 35,51 22,82 57,92 

10 1,36 0 0 21 28,23 4,94 39,31 

T04 28,97 15,59 27,88 T08 44,24 17,85 56,97 

         Fonte: próprio autor 

 

As frações 2, 3, 6 e 9 não apresentaram atividade antifúngica contra nenhum 

dos microrganismos testados. As frações 14, 18 e 19 apresentaram uma atividade 

antifúngica moderada contra C. albicans e uma atividade antibacteriana baixa a 

moderada contra S. aureus e S. coli. As frações 20 e 21 apresentaram uma atividade 

antifúngica moderada contra C. albicans e uma atividade antibacteriana moderada 

contra S. aureus e S. coli. Os intertempos T03, T04, T05, T06, T07 e T08 

apresentaram uma atividade antifúngica moderada a alta contra C. albicans e uma 

atividade antibacteriana moderada a alta contra S. aureus e S. coli. Os intertempos 

T01 e T02 apresentaram uma atividade antifúngica baixa contra C. albicans, mas não 

tiveram efeito sobre S. aureus e S. coli. Ao comparar os resultados entre os picos e 

intertempos, pode-se observar que os intertempos apresentaram uma atividade 

antimicrobiana geralmente maior do que os picos, sugerindo que os compostos 

responsáveis pela atividade estão presentes em baixa concentração nas frações ou 
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que há um efeito sinérgico entre eles. Ao comparar os resultados com o veneno bruto, 

pode-se observar que algumas frações e intertempos apresentaram uma atividade 

maior do que o veneno, indicando que o fracionamento por HPLC permitiu separar e 

concentrar os compostos ativos. 
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5 DISCUSSÃO 

5.1 Proteômica 

O estudo bioquímico da secreção cutânea de Trachycephalus nigromaculatus  

mostrou uma mistura complexa de substâncias de alto e baixo massa molecular, tal 

como visto por HPLC e identificação por espectrometria de massa. Estes compostos, 

como em outros anfíbios, são essenciais para a proteção do animal, tanto do ambiente 

em que vive como de predadores. Aqui, trazemos uma discussão sobre os principais 

compostos encontrados e a sua possível função na secreção do animal 

Hsp70 é uma família de proteínas de choque térmico que atuam como 

chaperonas moleculares com várias funções biológicas (KOMAROVA et al., 2021). As 

chaperonas Hsp70 regulam o metabolismo proteico, incluindo dobramento, 

desdobramento, localização subcelular, agregação/desagregação e incorporação em 

complexos proteicos (DE OLIVEIRA et al., 2021). As chaperonas Hsp70 também 

desempenham papéis importantes nas respostas celulares ao estresse, como choque 

térmico, estresse oxidativo e lesão por isquemia-reperfusão (ROSENZWEIG et al., 

2019). As proteínas Hsp70 consistem em dois domínios: um domínio de ligação ao 

nucleotídeo (NBD) que liga e hidrolisa ATP, e um domínio de ligação ao substrato 

(SBD) que liga segmentos peptídicos hidrofóbicos curtos de proteínas substrato. A 

ligação e liberação dos substratos são reguladas pelo ciclo de ATPase da Hsp70, que 

é modulado por co-chaperonas como as proteínas do domínio J (JDPs), fatores de 

troca de nucleotídeos (NEFs) e fatores específicos do substrato (KOMAROVA et al., 

2021; ROSENZWEIG et al., 2019). 

Um dos aspectos interessantes das chaperonas Hsp70 é sua interação com o 

sistema imunológico. A Hsp70 pode ser liberada das células tanto na forma solúvel 

quanto encapsulada em vesículas extracelulares (EVs) (DE OLIVEIRA et al., 2021). 

As EVs contendo Hsp70 podem ativar a imunidade adaptativa em modelos de 

melanoma e carcinoma de cólon em camundongos, aumentando a resposta positiva 

do CD8 e o acúmulo de citocinas antitumorais (YOUNG, 2010). As EVs contendo 

Hsp70 também podem modular a contração vascular afetando os mecanismos de 

manuseio do Ca2+ (KOMAROVA et al., 2021). 

Os anfíbios são vertebrados ectotérmicos que dependem da temperatura 

ambiental para manter sua temperatura corporal. Eles estão expostos a vários 

estresses térmicos durante seu ciclo de vida, como mudanças sazonais, flutuações 

diurnas e alterações de habitat (GERICK et al., 2014). Portanto, os anfíbios evoluíram 
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vários mecanismos para lidar com o estresse térmico, incluindo a expressão de 

proteínas Hsp70 em diferentes tecidos (PROTOPOPOVA; PAVLICHENKO; 

LUCKENBACH, 2020). As proteínas Hsp70 podem proteger as células dos anfíbios de 

danos induzidos pelo calor, prevenindo a agregação de proteínas, facilitando a 

renaturação de proteínas e promovendo a degradação de proteínas (MAYER; 

BUKAU, 2005). 

Além de modular a atividade e a função de peptídeos, as proteínas Hsp70 

também participam da defesa imune e da atividade antimicrobiana dos anfíbios. Como 

padrões moleculares associados ao perigo (DAMPs), as proteínas Hsp70 

extracelulares podem estimular as células imunes por meio de receptores específicos 

e induzir respostas antitumorais ou antimicrobianas (BAEK et al., 2015; MAYER; 

BUKAU, 2005). 

Além disso, as proteínas Hsp70 podem auxiliar a apresentação cruzada de 

antígenos por moléculas do MHC classe I, aumentando o reconhecimento e a 

eliminação de células infectadas ou transformadas por células T citotóxicas 

(ROSENZWEIG et al., 2019). Adicionalmente, algumas proteínas Hsp70 têm atividade 

antimicrobiana direta contra bactérias, fungos e parasitas, rompendo suas membranas 

ou interferindo em suas funções essenciais (HUAN et al., 2020). Assim, as proteínas 

Hsp70 são reguladores cruciais da imunidade inata e adaptativa, bem como da 

atividade antimicrobiana em anfíbios 

A peroxirredoxina-6 (PRDX6) é uma enzima multifuncional que pertence à 

família das peroxirredoxinas, enzimas antioxidantes (PACIFICI et al., 2019). Ela possui 

três atividades catalíticas distintas: glutationa peroxidase (Gpx), que reduz o peróxido 

de hidrogênio e os hidroperóxidos orgânicos; fosfolipase A2 independente de cálcio 

ácida (aiPLA2), que hidrolisa fosfolipídios; e aciltransferase de lisofosfatidilcolina 

(LPCAT), que transfere ácidos graxos para a lisofosfatidilcolina (AREVALO; 

VÁZQUEZ-MEDINA, 2018). A PRDX6 desempenha também papéis importantes na 

homeostase redox celular, no metabolismo lipídico, na inflamação e na sinalização 

(PACIFICI et al., 2019; SHARAPOV; NOVOSELOV; GUDKOV, 2019). 

Fisiologicamente, a PRDX6 é amplamente expressa em vários tecidos e 

órgãos, incluindo o cérebro. No sistema nervoso central (SNC), a PRDX6 é 

principalmente expressa por astrócitos, que são células gliais que apoiam a função 

neuronal e protegem os neurônios do estresse oxidativo (PANKIEWICZ et al., 2020). 

A PRDX6 tem sido implicada em várias doenças cerebrais, como doença de 
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Alzheimer ,doença de Parkinson, acidente vascular cerebral, traumatismo 

cranioencefálico e glioblastoma. Nessas doenças, a PRDX6 pode ter efeitos protetores 

ou prejudiciais dependendo do seu nível de expressão, atividade e interação com 

outras moléculas (LIAO et al., 2021). 

A atividade de fosfolipase A2 (PLA2) da PRDX6 é outra característica 

importante dessa enzima que a distingue de outras peroxirredoxinas (PRIYATHILAKA 

et al., 2016). Enzimas PLA2 catalisam a hidrólise da ligação éster sn-2 dos 

fosfolipídios, liberando ácidos graxos livres e lisofosfolipídios (BURKE; DENNIS, 

2009). A PRDX6 possui uma atividade específica de PLA2 que é independente de 

cálcio e pH ácido, e prefere fosfolipídios oxidados como substratos (MANEVICH; 

FISHER, 2005). A atividade de PLA2 da PRDX6 está localizada em um local catalítico 

separado da atividade Gpx, e requer uma tríade serina-histidina- aspártico para sua 

função (FISHER et al., 2016). 

A atividade de PLA2 da PRDX6 tem sido implicada em vários processos 

fisiológicos e patológicos, como remodelagem de fosfolipídios, reparo de membranas, 

inflamação e morte celular (FISHER et al., 2016). Por exemplo, PRDX6- PLA2 pode 

modular a composição do surfactante pulmonar hidrolisando o fosfatidilcolina 

dipalmitoil (DPPC) e transferindo o ácido araquidônico para a lisofosfatidilcolina (LPC) 

(KRISHNAIAH et al., 2016). PRDX6-PLA2 também pode reparar membranas celulares 

peroxidadas removendo ácidos graxos oxidados e gerando LPC para reacilação por 

sua atividade LPCAT. Além disso, PRDX6-PLA2 pode regular a sinalização 

inflamatória produzindo eicosanóides derivados do ácido araquidônico ou ativando a 

NADPH oxidase 2 (NOX2) (VÁZQUEZ-MEDINA et al., 2016). 

A atividade de PLA2 da PRDX6 também pode ter um papel no desenvolvimento 

e progressão do câncer. Estudos mostraram que a PRDX6-PLA2 pode promover ou 

inibir o crescimento, invasão e metástase de células cancerosas, dependendo do 

contexto (GAO et al., 2021; LU et al., 2019).. 

A PRDX6 também foi identificada em algumas espécies de anfíbios, como a 

enguia japonesa (Anguilla japonica) e o sapo-de-unhas-africanas (Xenopus laevis). 

Na enguia japonesa, a PRDX6 é expressa em vários tecidos, incluindo células 

mucosas da pele, exibindo propriedades antioxidantes potentes e relevância imune 

contra infecções bacterianas (PRIYATHILAKA et al., 2016). Em Xenopus laevis, a 

PRDX6 é expressa em oócitos e embriões. Ela participa do desenvolvimento precoce, 

regulando a progressão do ciclo celular e a apoptose (SHAFER; WILLSON; 
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DAMJANOVSKI, 2011). No entanto, ainda não havia sido relatada a presença de 

PRDX6 na secreção cutânea de anfíbios. 

A PRDX6 também foi identificada em algumas espécies de anfíbios, como a 

enguia japonesa (Anguilla japonica) e o sapo-de-unhas-africanas (Xenopus laevis). 

Na enguia japonesa, a PRDX6 é expressa em vários tecidos, incluindo células 

mucosas da pele, exibindo propriedades antioxidantes potentes e relevância imune 

contra infecções bacterianas (PRIYATHILAKA et al., 2016). Em Xenopus laevis, a 

PRDX6 é expressa em oócitos e embriões. Ela participa do desenvolvimento precoce, 

regulando a progressão do ciclo celular e a apoptose (SHAFER; WILLSON; 

DAMJANOVSKI, 2011). No entanto, ainda não havia sido relatada a presença de 

PRDX6 na secreção cutânea de anfíbios. 

Uma possível razão para a presença de Prdx6 na secreção cutânea de 

pererecas-de-capacete é que ela pode ajudar a rã a lidar com estressores ambientais, 

como radiação UV, patógenos ou toxinas que podem causar danos oxidativos à sua 

pele. Prdx6 também pode modular a resposta inflamatória da pele da rã a lesões ou 

infecções. Além disso, Prdx6 pode ter um efeito citotóxico sobre predadores ou 

competidores potenciais, desestabilizando suas membranas celulares similares a 

fosfolipases de venenos de serpentes. 

A proteína reguladora de glicose de 78 kDa (GRP78) é uma chaperona 

molecular que reside no retículo endoplasmático (ER) e ajuda no dobramento e 

controle de qualidade de proteínas (GONZALEZ-GRONOW et al., 2021). GRP78 

pertence à família de proteínas de choque térmico de 70 kDa e é induzida por várias 

condições de estresse celular, como privação de glicose, hipóxia, estresse oxidativo 

e infecção viral (LEE, 2014) .Além disso, GRP78 também desempenha um papel 

fundamental na regulação da resposta a proteínas não dobradas (UPR), um 

mecanismo adaptativo celular que restaura a homeostase do ER e protege as células 

da apoptose (MARTELLI et al., 2020). 

Além de suas funções no ER, o GRP78 pode translocar para a superfície celular 

(csGRP78) em certas circunstâncias e interagir com vários ligantes e receptores que 

modulam a sinalização, sobrevivência, proliferação, migração e inflamação celular (NI; 

ZHANG; LEE, 2011). O csGRP78 foi implicado em vários processos patológicos, 

como entrada viral, progressão do câncer, angiogênese, neurodegeneração e 

doenças autoimunes (ZHANG et al., 2010). 
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Os mecanismos subjacentes à translocação do GRP78 do ER para a superfície 

celular não são totalmente compreendidos, mas podem envolver o tráfego vesicular 

induzido pelo estresse do ER, a inserção da membrana mediada por raft de lipídios ou 

a clivagem proteolítica do GRP78 (VIG et al., 2019). A regulação da expressão e 

atividade do csGRP78 pode depender do tipo celular, do estímulo e do microambiente. 

A modulação do csGRP78 pode ter potencial terapêutico para várias doenças que 

envolvem estresse do ER e inflamação (DOERFLINGER et al., 2021). 

GRP78 também pode ter um papel no sistema imunológico e atividade 

antimicrobiana. O GRP78 pode ser secretado por macrófagos após a estimulação do 

lipopolissacarídeo (LPS) e induzir a morte celular em células-alvo, como células 

cancerosas ou infectadas (DOERFLINGER et al., 2021; HEBBAR et al., 2022). A 

proteína GRP78 também pode atuar como um receptor de superfície celular para 

células CAR T que visam células de leucemia mieloide aguda (LMA) sem prejudicar 

células progenitoras hematopoiéticas normais. 

Os anfíbios possuem uma pele altamente permeável que está exposta a vários 

estressores ambientais, como desidratação, hipóxia, mudanças de temperatura e 

infecções microbiana 58. Esses estressores podem induzir estresse do ER e ativar 

a UPR nos tecidos de anfíbios, incluindo a pele (WINNING et al., 1992).. O papel do 

GRP78 na secreção da pele de anfíbios não está claro, mas pode atuar como um fator 

protetor contra a morte celular induzida pelo estresse do ER ou como um modulador 

de respostas imunológicas. 

Metanotiol oxidase (MTO) é uma enzima que catalisa a oxidação do metanotiol 

(CH3SH), um composto orgânico sulfurado volátil que tem um cheiro característico de 

repolho podre, para formaldeído (HCHO), sulfeto de hidrogênio (H2S) e peróxido de 

hidrogênio (H2O2). O metanotiol é um produto da degradação da metionina 

microbiana e é principalmente produzido por bactérias no intestino grosso em 

mamíferos (SCHMITZ et al., 2022). 

O MTO é encontrado em vários organismos, como plantas, fungos, bactérias e 

animais 70. O MTO tem diferentes funções dependendo do organismo e do contexto. 

Por exemplo, o MTO pode atuar como uma enzima de desintoxicação que remove o 

excesso de metanotiol e impede sua acumulação nos tecidos (LI et al., 2020). O MTO 

também pode modular os níveis de H2S e H2O2, que são moléculas sinalizadoras 

que regulam vários processos fisiológicos, como vasodilatação, inflamação e 

apoptose (BAZHANOV et al., 2017). Além disso, o MTO pode participar do ciclo do 
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enxofre convertendo o metanotiol em H2S, que pode ser posteriormente oxidado ou 

reduzido por outros microorganismos (LOMANS et al., 2002). 

Uma isoforma de MTO foi encontrada em Xenopus Tropicallis 

(Q28CY4_XENTR). Neste estudo, relatamos pela primeira vez a presença de MTO na 

secreção da pele de uma espécie de anfíbio, Trachycephalus nigromaculatus . Uma 

possível função da metanotiol oxidase na secreção da pele do anfíbio é proteger 

contra patógenos ou predadores, produzindo formaldeído, sulfeto de hidrogênio e 

peróxido de hidrogênio, que são substâncias tóxicas ou irritantes (BAZHANOV et al., 

2017). 

Outra possível função é modular o sistema imunológico ou o processo de 

cicatrização de feridas, interagindo com outras moléculas bioativas na secreção da 

pele (SCHMITZ et al., 2022). Além disso, isso pode estar relacionado ao cheiro, já que 

o metanotiol tem um odor característico, podendo ser produzido por algumas bactérias 

e fungos que podem colonizar a pele dos anfíbios ou viver em seu ambiente 

(BARROS et al., 2021). Portanto, a metanotiol oxidase pode ajudar a reduzir ou 

eliminar o odor desagradável do metanotiol, convertendo-o em substâncias menos 

voláteis e com menos odor. Isso pode ter algumas vantagens para os anfíbios, como 

evitar a detecção por predadores ou atrair companheiros. 

Ubiquitina é uma proteína de 76 aminoácidos que é expressa ubiqüitamente 

em células eucarióticas (KOMANDER; RAPE, 2012). Ela pode ser covalentemente 

ligada a proteínas-alvo através do seu resíduo glicina C-terminal, formando 

modificações de monoubiquitinação ou poliubiquitinação. A ubiquitinação regula 

vários processos celulares, como a degradação de proteínas, reparo de DNA, 

transdução de sinal e autofagia (DAMGAARD, 2021). A ubiquitinação é reversível e 

é controlada por enzimas desubiquitinantes que removem a ubiquitina dos substratos 

(CLAGUE; COULSON; URBÉ, 2012). A sinalização da ubiquitina é essencial para a 

vida eucariótica e sua desregulação está implicada em muitas doenças humanas 

(DAMGAARD, 2021; KOMANDER; RAPE, 2012). 

A poliubiquitinação é a formação de cadeias de moléculas de ubiquitina ligadas 

por resíduos de lisina específicos ou pela metionina N-terminal da ubiquitina. O tipo e 

o comprimento da cadeia de poliubiquitina determinam seu papel biológico e sinal. A 

poliubiquitinação pode direcionar proteínas para degradação pelo proteassoma ou 

pela autofagia seletiva (LI; YE, 2008). A poliubiquitinação também pode modular a 

atividade, localização ou interações de proteínas envolvidas em várias vias, como 



61 
 

 

tolerância a danos no DNA, tráfego endocítico e inflamação (LI; YE, 2008). A 

poliubiquitinação também pode atuar como um sinal de perigo, ativando receptores 

imunes inatos que desencadeiam respostas inflamatórias e defesas antimicrobianas. 

As secreções da pele de anfíbios são ricas em moléculas bioativas que servem 

a diversas funções defensivas contra predadores, patógenos e estressores ambientais 

(BARROS et al., 2021). A presença de Ubiquitina e poliubiquitina pode contribuir para 

essas funções, modulando a atividade, estabilidade ou interações de outras moléculas 

nas secreções (KOMANDER; RAPE, 2012). 

AHCY (adenosil homocisteína hidrolase) é uma enzima que catalisa a reação 

reversível da S-adenosilhomocisteína (SAH) em homocisteína e adenosina (VIZÁN; 

DI CROCE; ARANDA, 2021). AHCY é uma proteína altamente conservada em 

organismos vivos, desde bactérias até mamíferos, . desempenhando um papel chave 

no controle das metilações, já que a SAH é um inibidor potente de metiltransferases 

dependentes de SAM, que transferem grupos metil para vários substratos celulares, 

como DNA, RNA e proteínas (CHICCO; SANAVIA; JURMAN, 2023). AHCY também 

está envolvida no ciclo metabólico de um carbono, que regula a biossíntese de 

purinas, timidina, cisteína, serina e metionina (VIZÁN; DI CROCE; ARANDA, 2021). 

Em anfíbios, AHCY foi detectada em vários tecidos de Xenopus laevis, como 

cérebro, coração, fígado, rim e pele e também está presente nas secreções cutâneas 

de Xenopus laevis e outras espécies de anfíbios (SEERY et al., 1994)]. Por exemplo, 

AHCY pode regular a atividade de peptídeos antimicrobianos ou outras moléculas 

bioativas que são metiladas por metiltransferases dependentes de SAM e também 

pode modular a resposta inflamatória da pele de anfíbios afetando os níveis de 

adenosina e homocisteína (CHEN et al., 2022; ZASLOFF, 1987). Em resumo, AHCY 

é uma enzima versátil que participa de múltiplas vias metabólicas e processos 

epigenéticos em anfíbios. 

Isocitrato desidrogenase (IDH) é uma enzima que catalisa a descarboxilação 

oxidativa do isocitrato, produzindo alfa-cetoglutarato (α-cetoglutarato) e CO2 (FUJII 

et al., 2016). Este é um processo de duas etapas, que envolve a oxidação do isocitrato 

(um álcool secundário) para oxalosuccinato (uma cetona), seguida da descarboxilação 

do grupo carboxila beta para acetona, formando o alfa- cetoglutarato103. IDH existe 

em três isoformas: IDH3 catalisa a terceira etapa do ciclo do ácido cítrico enquanto 

converte NAD+ em NADH nas mitocôndrias. As isoformas IDH1 e IDH2 catalisam a 
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mesma reação fora do contexto do ciclo do ácido cítrico e usam NADP+ como cofator 

em vez de NAD+ (CHAKRAVARTY et al., 2013). 

Mutações no IDH foram encontradas em vários tipos de câncer, como glioma, 

leucemia mieloide aguda (AML), colangiocarcinoma e condrossarcoma. As mutações 

no IDH1 e IDH2 produzem uma enzima anormal que converte o alfa- cetoglutarato em 

2-hidroxiglutarato, um metabólito que promove a tumorigênese e a progressão 

maligna. As mutações no IDH estão associadas a uma idade mais jovem no 

diagnóstico e um melhor prognóstico em alguns tipos de gliomas (TREMBATH, 2017). 

O papel do IDH em anfíbios e suas secreções cutâneas não é bem 

compreendido. No entanto, alguns estudos sugerem que o IDH pode estar envolvido 

na biossíntese de peptídeos que possuem propriedades antimicrobianas, 

antioxidantes, antivirais e antitumorais (CHAKRAVARTY et al., 2013; TREMBATH, 

2017). 

O fator de elongação 1-alfa (EF1α) é uma proteína que desempenha um papel 

fundamental na síntese de proteínas, entregando aminoacil-tRNAs ao ribossomo. O 

EF1α é altamente conservado em todos os três domínios da vida e pertence à 

superfamília de translacional GTPases (TALAPATRA; WAGNER; THOMPSON, 

2002). Em eucariotos, o EF1α tem duas isoformas: EF1α-1 e EF1α-2, que são 

codificadas por diferentes genes e têm diferentes padrões de expressão tecidual. O 

EF1α-1 é mais amplamente expresso do que o EF1α-2, que é encontrado 

principalmente no cérebro, coração e músculo esquelético (ÁLVAREZ; WENDEL, 

2003; INFANTE et al., 2008). 

Algumas proteínas relacionadas, como EF1γ (WU et al., 2011) e EF2 (BAI et 

al., 2013), foram detectadas na secreção cutânea de algumas espécies de anfíbios. 

Essas proteínas podem ter algumas funções na regulação da síntese proteica, 

sinalização celular ou resposta imunológica na pele. Além disso, alguns peptídeos 

derivados de precursores de EF1α foram identificados na secreção cutânea de 

algumas espécies de anfíbios (BRUNETTI et al., 2018; WANG et al., 2012). Esses 

peptídeos podem ter atividades antimicrobianas ou anti-predatórias na pele. Portanto, 

é possível que EF1α ou seus derivados também estejam presentes ou tenham 

algumas funções na secreção cutânea de anfíbios, mas mais pesquisas são 

necessárias para confirmar esta hipótese. 

A triose fosfato isomerase (TPI) é uma enzima que catalisa a interconversão 

reversível dos isômeros de triose fosfato diidroxiacetona fosfato (DHAP) e D- 
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gliceraldeído 3-fosfato (GAP), que desempenha um papel importante na glicólise e na 

gliconeogênese, que são vias metabólicas que produzem e consomem energia 

(MYERS; PALLADINO, 2023). A TPI também está envolvida no metabolismo lipídico 

e na síntese de fosfolipídios, pois o DHAP pode ser convertido em glicerol 3-fosfato, 

um precursor de triglicerídeos e fosfolipídios (HELLIWELL, 2021). 

A TPI está amplamente distribuída em organismos vivos, incluindo animais, 

plantas, fungos e bactérias. No entanto, algumas bactérias que não realizam glicólise 

não possuem TPI. Em humanos, mutações no gene da TPI podem causar uma 

doença rara e grave chamada deficiência de isomerase de triosefosfato (TPI Df), 

que é caracterizada por anemia hemolítica crônica e disfunção neurológica 

progressiva (LIU et al., 2017; WIERENGA; KAPETANIOU; VENKATESAN, 2010). A 

TPI pode ter diferentes funções em diferentes tecidos, dependendo da demanda 

metabólica e das condições ambientais. Por exemplo, a TPI pode ajudar a regular o 

equilíbrio osmótico e o transporte de água na em tecidos, modulando os níveis de 

glicerol 3-fosfato (MYERS; PALLADINO, 2023). A TPI também pode facilitar a 

replicação do vírus da síndrome da mancha branca (WSSV), um patógeno que infecta 

crustáceos e anfíbios, interagindo com proteínas virais e aumentando a expressão 

gênica viral (HELLIWELL, 2021).  

O papel do TPI nas secreções de pele de anfíbios não é muito claro, mas alguns 

estudos sugerem que ele pode ter efeitos protetores ou moduladores na pele ou nas 

moléculas secretadas. Por exemplo, TPI pode atuar como um antioxidante ou um 

chaperone molecular para prevenir danos oxidativos ou agregação de proteínas (LIU 

et al., 2021). Alternativamente, TPI pode modular a atividade ou estabilidade de outras 

moléculas bioativas, como peptídeos antimicrobianos, bradicininas, peptídeos 

liberadores de insulina e outros peptídeos que têm vários papéis defensivos ou 

regulatórios contra patógenos ou predadores (LIU et al., 2015; MYERS; PALLADINO, 

2023). 

Anntoxin é uma neurotoxina peptídica de 60 resíduos, que foi identificada pela 

primeira vez em anfíbios (YOU et al., 2009). Ela atua como um inibidor do canal de 

sódio voltagem-dependente sensível à tetrodotoxina (TTX-S), que está envolvido na 

transmissão da dor (WEI et al., 2011). Anntoxin também possui atividade anti- tripsina 

e homologia com as toxinas do tipo Kunitz, que são encontradas em répteis e peixes. 

Anntoxin é expressa em vários tecidos do sapo Hyla annectans, especialmente na 

pele, onde pode servir como um mecanismo de defesa contra predadores (YOU et al., 
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2009). Além disso, anntoxin demonstrou ter efeitos analgésicos e anti-inflamatórios 

em modelos animais de dor inflamatória e neuropática, reduzindo as secreções de 

fator de necrose tumoral alfa (TNF-α) e ciclooxigenase-2 (COX-2) (WEI et al., 2011). 

Anntoxin possui uma estrutura tridimensional semelhante às toxinas do tipo 

Kunitz, porem a terceira ponte dissulfeto típica das toxinas do tipo Kunitz está ausente 

em anntoxin. A superfície da molécula apresenta uma distribuição assimétrica de 

cargas elétricas, sendo a região N-terminal mais positiva e a região C-terminal mais 

negativa. Essa característica pode estar relacionada com a interação de anntoxin 

com o canal de sódio e a trypsin. A análise filogenética de anntoxin e outras peptídeos 

que contêm repetições do tipo Kunitz revelou que anntoxin é mais próxima das toxinas 

dendrotoxinas de serpentes do que das toxinas de peixes ou mamíferos. Isso sugere 

uma possível origem evolutiva comum entre as neurotoxinas de anfíbios e répteis 

(CHAI et al., 2021; WEI et al., 2011; YOU et al., 2009). 

A secreção da pele dos anfíbios é uma fonte rica de peptídeos bioativos que 

desempenham um papel na defesa contra a invasão microbiana, o estresse 

oxidativo e a radiação UV (DEMORI et al., 2019; PATOCKA et al., 2019). Peptídeos 

são cadeias curtas de aminoácidos que podem ter vários efeitos biológicos 

dependendo de sua estrutura e função. Alguns peptídeos são antimicrobianos, ou 

seja, podem matar ou inibir o crescimento de bactérias, fungos, protozoários e vírus 

(ZASLOFF, 2002). Outros são antioxidantes, ou seja, podem proteger as células dos 

danos causados pelos radicais livres (ROS) (FENG et al., 2021). Peptídeos também 

podem modular as respostas imunes, a inflamação, a cicatrização de feridas e outros 

processos fisiológicos (PATOCKA et al., 2019) . 

Um dos métodos para identificar e caracterizar peptídeos da secreção da 

pele de anfíbios é a dessorção/ionização assistida por matriz (MALDI), que é um tipo 

de espectrometria de massa que permite a detecção de moléculas com base em sua 

relação massa/carga (KARAS; HILLENKAMP, 1988). A técnica MALDI pode ser usada 

para analisar misturas complexas de peptídeos e proteínas sem separação ou 

purificação prévias e também pode fornecer informações sobre a sequência, estrutura 

e modificações pós-traducionais dos peptídeos (KJELDSEN et al., 2003). 

Para lidar com diversos desafios e patógenos ambientais, os anfíbios evoluíram 

um sistema complexo e diverso de secreções cutâneas que contêm uma variedade 

de moléculas bioativas, como mucinas, mucopolissacarídeos, alcaloides, esteroides, 

aminas biogênicas e peptídeos (XU; LAI, 2015). Entre essas moléculas, os peptídeos 
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são os componentes mais abundantes e diversos das secreções cutâneas dos 

anfíbios e têm atraído considerável atenção por suas potenciais aplicações em 

biotecnologia e medicina (DEMORI et al., 2019) Os peptídeos isolados das secreções 

cutâneas dos anfíbios têm demonstrado diversas atividades biológicas, como 

antimicrobiana, antifúngica, antiviral, anticancerígena, antioxidante, anti-inflamatória, 

imunomoduladora, analgésica, neuroativa, liberadora de insulina e semelhante à 

bradicinina (CONCEIÇÃO et al., 2006; CONLON et al., 2014; GUO et al., 2014). Esses 

peptídeos são sintetizados nas glândulas granulares da derme e armazenados em 

vesículas secretoras até serem liberados mediante estímulo ou lesão (BRUNETTI et 

al., 2018) 

Os peptídeos presentes na secreção de anfíbios geralmente são curtos (5 a 

50 aminoácidos), lineares ou cíclicos, catiônicos ou aniônicos, e frequentemente 

contêm modificações pós-traducionais como pontes dissulfeto, amidação, 

glicosilação, fosforilação ou hidroxilação (GUO et al., 2014). A estrutura e a função 

desses peptídeos são influenciadas por diversos fatores como espécie, habitat, dieta, 

estação, sexo, idade, nível de estresse e flora microbiana (WANG et al., 2012). Alguns 

desses peptídeos foram identificados e caracterizados a partir de diferentes 

espécies de pererecas-de-capacetes, como Aparasphenodon brunoi e , 

Corythomantis greeningi , com atividade antimicrobiana, citotóxica, hemolítica e de 

fosfolipase A2 descritas.(BLOTTO et al., 2021a; FUSCO et al., 2020; MENDES et al., 

2016), O mecanismo de ação sugerido é baseado primariamente em perturbação da 

membrana celular ou modulação de alvos intracelulares (CONLON; KOLODZIEJEK; 

NOWOTNY, 2009; ROLLINS-SMITH; CONLON, 2005) 

Assim, o estudo dos peptídeos provenientes da secreção cutânea do 

Trachycephalus nigromaculatus  pode fornecer informações valiosas sobre a 

evolução e a diversidade das secreções da pele dos anfíbios, bem como suas 

potenciais aplicações em biotecnologia e medicina. Esses peptídeos podem ser 

usados como agentes antimicrobianos naturais ou como modelos para projetar novos 

análogos sintéticos com propriedades melhoradas e menor toxicidade Além disso, 

esses peptídeos também podem servir como ferramentas para investigar a relação 

estrutura-função e o mecanismo de ação de moléculas bioativas 
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5.2 Avaliação dos efeitos tóxicos in vivo e in vitro 

A microscopia intravital é uma técnica que permite visualizar as células e o 

endotélio em tempo real e em seu ambiente fisiológico, sem necessidade de fixação 

ou coloração dos tecidos (BENJAMIN et al., 2018). Essa técnica tem sido amplamente 

utilizada para estudar os mecanismos moleculares e celulares envolvidos nas 

interações inflamatórias, bem como para avaliar os efeitos de diferentes fatores e 

tratamentos sobre esses processos (MULLER et al., 2010). 

Um dos principais eventos das interações inflamatórias é a adesão das células 

sanguíneas, especialmente os leucócitos, ao endotélio ativado por estímulos 

inflamatórios, como citocinas, quimiocinas, espécies reativas de oxigênio e produtos 

microbianos (CHEN et al., 2019). Essa adesão envolve a expressão e a regulação de 

moléculas de adesão na superfície das células endoteliais e dos leucócitos, como as 

selectinas, as integrinas e as imunoglobulinas (LEY et al., 2007). A microscopia 

intravital permite quantificar o número e a velocidade das células que rolam e aderem 

ao endotélio, bem como observar a morfologia e a deformação das células durante 

esse processo. 

Após a adesão, os leucócitos transmigram através do endotélio para o espaço 

intersticial, onde podem exercer suas funções efetoras, como fagocitose, liberação de 

mediadores inflamatórios e apresentação de antígenos. A transmigração pode ocorrer 

por dois mecanismos: paracelular, quando os leucócitos passam pelas junções entre 

as células endoteliais; ou transcelular, quando os leucócitos atravessam o citoplasma 

das células endoteliais. A microscopia intravital permite visualizar esses mecanismos 

em diferentes leitos vasculares e sob diferentes condições inflamatórias (CARMAN; 

SPRINGER, 2004). 

As interações inflamatórias entre as células e o endotélio também podem afetar 

a função vascular, alterando o tônus, a permeabilidade e a angiogênese. A 

microscopia intravital permite medir esses parâmetros em diferentes modelos 

experimentais, como isquemia-reperfusão, hipertensão, diabetes e sepse (SCHULZ 

et al., 2015). 

Além dos agentes infecciosos e das lesões teciduais, as interações 

inflamatórias entre as células e o endotélio também podem ser moduladas por toxinas 

animais, como as produzidas por artrópodes, anfíbios, répteis e peixes. Essas toxinas 

possuem uma grande diversidade estrutural e funcional, podendo atuar em diferentes 

alvos moleculares nas células endoteliais e nos leucócitos, alterando a expressão de 
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moléculas de adesão, a liberação de mediadores inflamatórios, a permeabilidade 

vascular e a angiogênese (GIAMPETRAGLIA et al., 2021) 

A microscopia intravital tem sido utilizada para investigar os efeitos de toxinas 

animais nas interações inflamatórias in vivo, em diferentes modelos experimentais. 

Por exemplo, alguns estudos demonstraram que a toxina crotoxina, extraída do 

veneno da serpente Crotalus durissus terrificus, induz uma forte resposta inflamatória 

no músculo esquelético de camundongos, caracterizada por um aumento da adesão 

e da transmigração de leucócitos ao endotélio capilar, bem como por uma elevação 

da permeabilidade vascular e da expressão de moléculas pró-inflamatórias, como 

TNF-α, IL-1β e ICAM-1 (SANTOS et al., 2014; ZOCCAL et al., 2016). Neste estudo, 

demonstro pela primeira vez que a secreção do Trachycephalus nigromaculatus foi 

capaz de induzir efeitos altamente danosos ao tecido conjuntivo do músculo cremaster 

de camundongos, além de aumentar a adesão e migração celular em aplicação tópica 

e injetável. Também produziu uma vasodilatação significativa, ou seja, um aumento 

do diâmetro dos vasos sanguíneos. Esses resultados sugerem que a secreção do 

Trachycephalus nigromaculatus tem um potencial de causar inflamação e lesão 

tecidual, podendo afetar a função e a integridade do tecido conjuntivo. 

Apesar de, à primeira vista, a caracterização bioquímica da secreção não 

apontar toxinas com tal efeito, como demonstrado anteriormente, existe uma grande 

presença de hialuronidases na secreção.  Essas enzimas têm sido descritas em 

microrganismos, tumores malignos e em peçonhas de animais. Nas peçonhas, a 

hialuronidase é considerada um fator de dispersão, pois facilita a difusão de outros 

componentes tóxicos no tecido alvo. A hialuronidase pode degradar a matriz 

extracelular do tecido conjuntivo, alterando sua estrutura e função. Além disso, a 

hialuronidase pode aumentar a permeabilidade vascular e facilitar a migração celular, 

contribuindo para o processo inflamatório e lesivo. Portanto, a hialuronidase presente 

na secreção do Trachycephalus nigromaculatus pode ser um dos fatores responsáveis 

pelos efeitos observados no tecido conjuntivo do músculo cremaster de 

camundongos. No entanto, outros componentes da secreção podem ter papel 

importante nessa resposta, como peptídeos, proteases e lectinas. Mais estudos são 

necessários para identificar e caracterizar os componentes químicos e as vias 

moleculares envolvidos nesses processos. 

Esses achados corroboram com estudos utilizando toxinas de outros animais. 

Por exemplo, a toxina melitina, presente no veneno da abelha Apis mellifera, provoca 
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uma intensa reação inflamatória na pata traseira de ratos, evidenciada por um 

aumento do diâmetro dos vasos sanguíneos, da adesão e da migração de leucócitos 

ao endotélio venular e da produção de óxido nítrico (NO) (KIM et al., 2008; LEE et al., 

2010). A melitina também foi capaz de induzir a formação de novos vasos sanguíneos 

no tecido subcutâneo de camundongos, através da estimulação da expressão de 

fatores angiogênicos, como VEGF e FGF-2 (LEE et al., 2011). 

Por outro lado, algumas toxinas animais podem apresentar efeitos anti-

inflamatórios ou protetores sobre o endotélio vascular. Por exemplo, a toxina 

epibatidina, isolada da pele do anfíbio Epipedobates tricolor, exerceu um efeito 

inibitório sobre a adesão de leucócitos ao endotélio arterial de ratos, mediado pela 

ativação dos receptores nicotínicos colinérgicos (CHEN et al., 2005). Da mesma 

forma, a toxina tetrodotoxina, encontrada em diversos peixes venenosos, como o 

baiacu, reduziu a adesão e a migração de leucócitos ao endotélio venular de ratos, 

através da inibição dos canais de sódio voltagem-dependentes (CHEN et al., 2007). 

 

5.3 Atividade antimicrobiana 

A secreção cutânea de anfíbios é uma fonte rica de moléculas bioativas com 

diversas atividades biológicas, como propriedades antimicrobianas, antifúngicas, 

antiparasitárias, antitumorais e analgésicas (XU; LAI, 2015). Neste estudo, testamos 

a secreção cutânea de Trachycephalus nigromaculatus  três patógenos comuns: 

Staphylococcus aureus, Escherichia coli e Candida albicans. 

Os resultados mostraram que o veneno bruto apresentou uma boa atividade 

contra C. albicans (53,86% de inibição), e uma atividade moderada contra S. aureus 

(22,04% de inibição) e S. coli (43,26% de inibição). Entre as frações testadas, as que 

apresentaram maior atividade foram T06, T07 e T08, com mais de 50% de inibição 

para os três microrganismos. Essas frações podem conter peptídeos ou proteínas com 

amplo espectro antimicrobiano, semelhantes aos encontrados em outros venenos de 

anfíbios (ASHCROFT et al., 2007; CONLON; KOLODZIEJEK; NOWOTNY, 2009; LIU 

et al., 2013).  

Algumas frações apresentaram atividade específica para um determinado 

microorganismo, como T01 e T02 para S. aureus, T04 para S. coli e T03 para C. 

albicans. Essas frações podem conter peptídeos ou proteínas com alvos moleculares 

específicos, como receptores ou enzimas, que interferem no metabolismo ou na 

fisiologia dos microorganismos (CONLON et al., 2014; RÁDIS- BAPTISTA, 2021). A 
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especificidade em antimicrobianos é importante porque pode reduzir os efeitos 

colaterais e a resistência bacteriana ao tratamento. 

Esses resultados indicam que o T. nigromaculatus  tem um amplo potencial 

antimicrobiano que poderia ser útil para o desenvolvimento de novos medicamentos 

ou terapias contra doenças infecciosas. 

Uma possível explicação para o fato de que algumas frações apresentaram 

maior atividade contra alguns dos microrganismos do que o veneno bruto é que elas 

contêm moléculas que interferem com a atividade antimicrobiana de outras moléculas 

presentes no veneno bruto. Por exemplo, alguns venenos de animais contêm 

moléculas que se ligam aos peptídeos antimicrobianos e reduzem sua eficácia ou 

estabilidade (YACOUB et al., 2020). Essas moléculas podem ter um papel na 

regulação da liberação ou da ação dos peptídeos antimicrobianos, ou na proteção do 

animal contra os efeitos tóxicos dos seus próprios venenos Alguns exemplos de 

moléculas que podem interferir com a atividade antimicrobiana de peptídeos são as 

acilpoliaminas, as fosfolipases A2 e as metaloproteinases (LAMIYAN; DALAL; 

KUMAR, 2020; PERUMAL SAMY et al., 2017) 

Outra possível explicação para o fato de que algumas frações apresentaram 

maior atividade contra alguns dos microrganismos do que o veneno bruto é que elas 

contêm moléculas que potencializam a atividade antimicrobiana de outras moléculas 

presentes no veneno bruto. Alguns exemplos de moléculas que podem potencializar 

a atividade antimicrobiana de peptídeos são as lectinas, as hialuronidases e as 

neurotoxinas (PERUMAL SAMY et al., 2017; ZASLOFF, 2002) 

A atividade antimicrobiana da secreção cutânea dos pererecas-de-capacetes 

como o Trachycephalus nigromaculatus  é importante para sua sobrevivência em 

seus habitats naturais, onde são expostos a vários patógenos e predadores. A 

secreção cutânea fornece uma barreira química que protege as pererecas contra 

infecções microbianas e dissuade potenciais predadores de atacá-las (TOLEDO; 

SAZIMA; HADDAD, 2011). Além disso, a secreção cutânea também pode 

desempenhar um papel na comunicação e interações sociais entre os conspecíficos, 

como defesa territorial, comportamento de acasalamento e cuidado parental (WELLS, 

2007). 

A diversidade e complexidade da secreção cutânea das pererecas-de- 

capacete refletem sua adaptação a diferentes nichos ecológicos e pressões 

evolutivas. Portanto, estudar a secreção cutânea das pererecas pode não apenas 
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revelar novos conhecimentos sobre sua biologia e ecologia, mas também fornecer 

pistas valiosas para descoberta de medicamentos e aplicações de biotecnologia, 

como visto pela caracterização bioquímica e promissora atividade antimicrobiana 

apresentada aqui na secreção cutânea do Trachycephalus nigromaculatus . 
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6 CONCLUSÕES 

A pesquisa desenvolvida proporcionou uma compreensão da secreção cutânea 

do Trachycephalus nigromaculatus, evidenciando sua complexidade por meio da 

identificação de uma ampla variedade de compostos de alta e baixa massa molecular, 

e seus relevantes efeitos tóxicos in   e in vitro. Além disso, destaca-se também a 

atividade antimicrobiana da secreção, revelando sua eficácia contra bactérias, como 

S. aureus e S. coli, bem como contra o fungo C. albicans. Não apenas a secreção 

bruta, mas também diversos picos e intertempos isolados demonstraram essa notável 

capacidade antimicrobiana. 

Contudo, reconhecemos a necessidade de investigações mais abrangentes 

para a identificação e caracterização precisa dos componentes ativos presentes na 

secreção. Além disso, compreender os mecanismos de ação e toxicidade destas 

substâncias é crucial para garantir sua segurança e eficácia em futuras aplicações 

biomédicas. Acreditamos que este trabalho não apenas contribui significativamente 

para o entendimento da biologia do Trachycephalus nigromaculatus, mas também 

serve como um estímulo para pesquisas futuras sobre as secreções cutâneas de 

anfíbios com estratégias defensivas semelhantes. 

.
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