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Resumo 
 
O surgimento de microrganismos com resistência antimicrobiana tem crescido em todo o 
planeta. Uma das principais causas desse fenômeno é o uso indiscriminado dos 
antibióticos. Diante da ameaça da emergência de bactérias multirresistentes, a busca por 
novas formas terapêuticas tornou-se premente. A secreção cutânea de anuros tem se 
revelado uma fonte riquíssima de moléculas com propriedades farmacológicas, dentre 
elas os peptídeos antimicrobianos, que se destacam como uma alternativa relevante para 
o desenvolvimento de novas drogas antimicrobianas. No presente trabalho, foram 
coletados 11 espécimes do anuro Pithecopus rohdei, cuja secreção cutânea foi obtida por 
meio de estimulação elétrica de baixa intensidade e a secreção da pele foi coletada com 
água Milli-Q, liofilizada e armazenada a -20 ºC. Alíquotas de 15 mg da secreção cutânea 
liofilizada foram resuspendidas em 1 mL de TFA 0,1% em água Milli-Q. 
Após centrifugação, 200 µL do sobrenadante foram submetidos a RP-HPLC usando 
coluna C18, resultando na eluição de 20 frações cromatográficas. Tais frações foram 
manualmente coletadas, secas a vácuo e testadas para verificar sua atividade 
antimicrobiana, com diversas frações mostrando-se ativas contra bactérias patogênicas. 
As frações com atividade antimicrobiana foram analisadas por espectrometria de massas. 
Dentre elas, 4 frações (10, 14, 15 e 19) exibiram componentes com massas moleculares 
inéditas: 3061,567 Da; 2848,367 Da; 2849,389 Da e 1970.22 Da, respectivamente. 
Essas frações mostraram-se homogêneas e foram submetidas ao sequenciamento químico 
por degradação de Edman e, em seguida, a análises de similaridade permitindo identificar 
uma nova filoseptina e três novas dermaseptinas presentes nessa secreção cutânea. 
Também foi caracterizado no presente estudo uma nova ranateurina isolada da secreção 
cutânea do anuro Lithobates palmipes. Este estudo teve o objetivo de avançar na 
caracterização química e biológica do arsenal de peptídeos antimicrobianos presentes na 
secreção da pele dos anuros P. rohdei e L. palmipes.  
 
PALAVRAS-CHAVES: Anuros; Lithobates palmipes; Pithecopus rohdei; Peptídeos 
antimicrobianos; Propriedades biológicas; Potencial terapêutico. 

 



 

Abstract 
 
The emergence of microorganisms with antimicrobial resistance is growing throughout 
the planet. One of the main causes of this phenomenon is the indiscriminate use of 
antibiotics. In the face of the emergence of multi-resistant bacteria, the search for new 
therapeutic agents is pressing again. The skin secretion of anurans has revealed a very 
rich source of molecules with pharmacological properties, among which are antimicrobial 
peptides, which stand out as a relevant alternative for the development of new 
antimicrobial drugs. In the present study, 11 specimens of the anuran Pithecopus rohdei, 
which skin secretion was obtained by means of low-intensity electrical stimulation and 
this skin secretion was collected with Milli-Q water, freeze-dried and stored at -20 ºC. 
Aliquots of 15 mg of freeze-dried skin secretion resuspended in 1 mL of TFA 0.1% in 
Milli-Q water. After centrifugation, aliquots of 200 µL of the supernatant was submitted 
to RP-HPLC using a C18 column, resulting in elution of 20 chromatographic fractions. 
These fractions were manually collected, vacuum dried and tested to verify their 
antimicrobial activity, with several fractions showing inhibitory activity against 
pathogenic bacteria. The fractions with antimicrobial activity were analyzed by mass 
spectrometry. Four fractions (10, 14, 15 and 19) exhibited components with molecular 
masses of: 3061.567 Da; 2848.367 Da; 2849.389 Da and 1970.22 Da, respectively. 
These fractions were shown to be homogeneous and subjected to chemical sequencing by 
Edman degradation and, subsequently, to similar analyzes allowing the identification of 
one new phylloseptin and three new dermaseptins present in this skin secretion. It was 
also characterized in the present study a new ranatuerin isolated from the skin secretion 
of the anuran Lithobates palmipes. The aim of the present study was advancing in the 
chemical and biological characterization of the arsenal of antimicrobial peptides present 
in the skin secretion of the anurans P. rohdei and L. palmipes. 
 
KEYWORDS: Anuros; Lithobates palmipes; Pithecopus rohdei; Antimicrobial peptides; 
Biological properties; Therapeutic potential. 
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1. INTRODUÇÃO 
 

1.1. Resistência antimicrobiana 
 

A resistência antimicrobiana (RAM) é a capacidade de microrganismos exibirem 

resistência a antibióticos, seja pelo uso de doses abaixo do terapeuticamente recomendado ou 

pela exposição frequente a determinado antibiótico, onde a seleção natural atuará sobre esses 

microrganismos, selecionando os mais resistentes a tais drogas (JOLIVET-GOUGEON; 

BONNAURE-MALLET, 2014; PRESTINACI, 2015; MARSTON et al, 2016; MORRISON e 

ZEMBOWER, 2020). Os locais mais propícios para a seleção de microrganismos resistentes são 

hospitais, ambientes de agropecuária e agricultura, comunidade e meio ambiente (PRESTINACI, 

2015).  

O primeiro antibiótico, a penicilina, foi descoberto por Alexander Fleming em 1928, sendo 

utilizada para tratar infecções bacterianas (LOPES et al, 2022). Antes da comercialização e uso 

da penicilina, ainda em 1940 já havia sido descrita a primeira linhagem resistente a penicilina. 

Em 1959, passou a ser utilizada a meticilina contra penicilinases e, em 1960, foi reportado 

espécimes de Staphylococcus resistente a meticilina. A vancomicina foi introduzida em 1958 

contra linhagens resistentes à meticilina e, em 1979, foi isolada uma variedade resistente à 

vancomicina. Anos depois foi reportado resistência a vancomicina em Enterococci e, finalmente, 

em 1997, foi reportada uma variedade de S. aureus menos suscetível (vancomycin-intermediate 

S. aureus, VISA) no Japão (CHRISTAKI et al, 2020).  

Com relação a outros antibióticos, em 1950, a tetraciclina foi introduzida e, em 1959, foi 

isolada uma variedade de Shigella resistente à tetraciclina. Em 1996, foi introduzida a 

levofloxacina e, no mesmo ano, foi identificado Pneumococcus resistente a levofloxacina 

(CHRISTAKI et al, 2020). 

A emergência de resistência a antibióticos ocorre de duas formas: intrínseca ou adquirida. 

A resistência intrínseca é um fenômeno que ocorre naturalmente, independente da exposição ao 

antibiótico previamente e, é comumente encontrada no genoma bacteriano (FRANÇA, 2017; 

SILVA et al, 2017). Pode se dar por falta de permeabilidade da membrana, expressão de bombas 

de efluxo não específicas ou até pela falta de alvos intracelulares para os quais os antibióticos se 

ligam para desempenharem sua função. A resistência antibiótica adquirida pode ser obtida pela 

prévia exposição a antibióticos de forma indiscriminada, ocorrendo de 2 modos, seja por mutação 

no DNA ou por aquisição de material genético extracelular (MORRISON e ZEMBOWER, 

2020). 
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Dentre os mecanismos de resistência antimicrobiana, há a diminuição da permeabilidade 

da membrana. As bactérias Gram-negativas possuem uma membrana e uma parede celular, uma 

interna e a outra externa, respectivamente, sendo que esta última, confere permeabilidade para 

antibióticos. Na parede celular há porinas, que são a via para a entrada de antibióticos 

hidrofílicos. A redução da expressão de porinas, é uma forma de resistir aos medicamentos 

antibióticos. Esse tipo de resistência é considerado de nível baixo, porém é comum bactérias 

apresentarem, além de mutação na expressão de porinas, um outro tipo de mecanismo. O efeito 

de resistência combinado, como bomba de efluxo ou enzimas degradadoras, resultam em um alto 

nível de resistência (CHRISTAKI et al, 2020). 

Segundo estimativa de Murray et al (2022), o surgimento da RAM é uma questão séria de 

saúde pública e de grande importância e relevância como doenças como o vírus da 

imunodeficiência humana (HIV) e a malária, podendo inclusive ser maior do que estas. 

Um grande desafio é ter conhecimento da carga global da RAM em locais onde são carecidos de 

vigilância e os dados são dispersos (MURRAY et al., 2022). 

A principal barreira enfrentada pelas grandes empresas farmacêuticas no desenvolvimento 

de agentes antimicrobianos é a grande quantidade de investimentos, que varia de 400 a 800 

milhões de dólares. Outro desafio é o tempo necessário, em média 8 anos desde a fase I de testes 

clínicos até o lançamento comercial do produto (SPELLBERG, 2004; SILVA et al, 2017). 

Em 2019, as infecções bacterianas tornaram-se a 2ª maior causa de mortes em todo o 

mundo. Com 33 infecções bacterianas causadas por diferentes microrganismos, sendo que apenas 

5 destes foram responsáveis por mais da metade das mortes. Os 5 patógenos que mais causaram 

mortes foram: Staphylococcus aureus, Escherichia coli, Streptococcus pneumoniae, Klebsiella 

pneumoniae e Pseudomonas aeruginosa (MURRAY et al, 2022). 

Em 2019, a Organização Mundial da Saúde (OMS) apresentou um relatório mostrando que, 

se não fosse combatida, as taxas de mortes causadas por RAM poderão aumentar para 10 milhões 

de mortes por ano até 2050 (O’NEILL, 2014, 2016; CHRISTAKI et al, 2020; MURRAY et al, 

2022; BAKER et al, 2023), superando as taxas de mortes causadas por diabetes, doenças 

cardíacas e câncer (MORRISON e ZEMBOWER, 2020). 

Um estudo realizado em 2019, mostrou que mais de 1,2 milhões de pessoas morreram em 

todo o mundo em decorrência de infecções causadas por microrganismos resistentes. E ainda 

mais 4,9 milhões de mortes associadas com RAM (BRUM, 2022; BAKER et al, 2023). 

Dados publicados em 2019 mostraram que, nos EUA, 2,8 milhões de pessoas contraem 

infecções por microrganismos resistentes (DA ROCHA SANTOS et al, 2023), resultando em 

35.000 mortes e um número ainda maior de hospitalizações, acarretando custos de saúde 
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associados com as infecções estimados em 28 a 45 bilhões de dólares por ano (MORRISON e 

ZEMBOWER, 2020). 

No Brasil, um país de dimensões continentais, a RAM é um dos grandes desafios do século 

XXI. Além do Brasil, outros países da América Latina possuem grandes taxas de resistência 

antimicrobiana aos patógenos de maior importância médica, em comparação com Estados 

Unidos da América (EUA) e Europa (ROSSI, 2011). O Brasil formalizou um plano de ação e 

controle à RAM somente em 2018, e ainda há carência de dados nacionais sobre as taxas de 

RAM no país (BRASIL, 2019; CÔRREA et al, 2022). 

Ao analisar os programas de desenvolvimento de drogas das sete maiores companhias de 

biotecnologia do mundo, observa-se que de um total de 88 medicamentos que foram divulgados 

oficialmente como em desenvolvimento, apenas 1 (1,1%) corresponde a um novo agente 

antimicrobiano (SPELLBERG, 2004). 

Entre as décadas de 60 e 80, a produção de medicamentos antibióticos foi relativamente 

adequada à necessidade da época. No entanto, após a década de 80, houve uma acentuada queda 

na produção desses medicamentos, até os dias atuais, devido ao surgimento e dispersão de novas 

variedades de bactérias resistentes em todo o mundo (CHRISTAKI et al, 2020; MILLER e 

ARIAS, 2024). 

O número de novos agentes antimicrobianos em desenvolvimento caiu 56% de 1998 até 

2002, em comparação com o período de 1983 até 1987 nos EUA.  

Dos 9 agentes antibacterianos aprovados desde 1998, apenas 2 possuem novos mecanismos 

de ação. Drogas que apresentam o mesmo mecanismo de ação são um agravante para a seleção 

de resistência antimicrobiana por patógenos (SPELLBERG et al, 2004). 

O desenvolvimento de antibióticos é inversamente proporcional ao crescente número de 

casos e dispersão de RAM. A demanda por novos agentes microbianos é um desafio para a 

ciência moderna, pois os antibióticos salvam milhões de pessoas todos os anos. Para o período 

de 2000 até 2016 apenas 5 novos antibióticos foram aprovados pelo Food and Drug 

Administration (FDA) nos EUA (MARSTON, 2016) (Figura 1). 
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Figura 1. Novos agentes antimicrobianos aprovados nos EUA pelo FDA (SPELLBERG, 2004; 
MARSTON, 2016). Fonte: AUTOR. 

  

Em bactérias Gram-negativas, que possuem uma proteção mais resistente conferida pela parede 

celular, o fato de possuir baixa permeabilidade da membrana e bombas de efluxo, o desafio de lidar com 

infecções destes microrganismos é ainda maior (TEIXEIRA, et al, 2012; LIU, 2017; SANTANA, 2020). 

Biofilme é uma matriz composta de polissacarídeos, proteínas e ácido desoxirribonucleico 

(ADN) extracelular, uma estrutura desenvolvida pelas próprias bactérias, que as protege do 

estresse do ambiente, ataques externos e da baixa disponibilidade de nutrientes. A formação de 

biofilme proporciona um ambiente com menor risco de sofrer com agentes antimicrobianos. 

O biofilme pode formar uma superfície biológica, como, por exemplo, em instrumentos usados 

em hospitais, o que pode ocasionar infecções nos seres humanos. Estima-se que dois terços de 

infecções adquiridas em ambientes hospitalares são causadas por biofilmes. (DOSTERT et al, 

2019). 

Como a formação de biofilme confere uma superfície de proteção, infecções causadas por 

colônias de bactérias que criaram biofilme, são um desafio ainda maior no combate desses 

micróbios, já que, além da resistência com as drogas mais utilizadas, existem ainda uma barreira 

física de proteção. Estudos voltados para essa finalidade terapêutica ainda são baixos. 

Novas terapias, inclusive o uso de o uso de peptídeos antimicrobianos para lidar com biofilmes, 

são promissoras como possíveis medicamentos a serem desenvolvidos (DOSTERT et al, 2019). 

 

1.2. Grupo ESKAPE 

Os patógenos conhecidos como grupo ESKAPE, acrônimo para o grupo formado pelas 

bactèrias Enterobacter spp, Staphylococcus aureus, Klebsiella pneumoniae, Acinetobacter 



5 
 

baumannii, Pseudomonas aeruginosa e Enteroccoccus faecium, são micróbios oportunistas e 

causam coinfecções em pacientes em estado grave de hospitalização, como observado durante a 

pandemia do SARS-CoV-2 em 2019 (SILVA et al, 2017; ALOKE e ACHILONU, 2023). 

Esses patógenos causam infecções associadas à assistência à saúde (IACS). Os microrganismos 

desse grupo apresentam mecanismos que os permitem se desenvolver em ambientes hospitalares, 

como a formação de biofilme comumente relatada em P. aeruginosa e resistência a 

desinfectantes como reportado para A. baumannii (LOYOLA-CRUZ et al, 2023). 

As infecções hospitalares adquiridas (IHA) são infecções contraídas em ambientes 

hospitalares, sendo o grupo ESKAPE o principal causador dessas infecções. Tal grupo representa 

um grande desafio para a medicina moderna, devido ao grande aumento no número de casos e 

variados níveis de resistência exibidos por esses micróbios. A OMS colocou esse grupo de 

patógenos em uma lista de prioridade para o desenvolvimento de novas ferramentas terapêuticas 

para combater estas infecções (ALOKE e ACHILONU, 2023; LOYOLA-CRUZ et al, 2023). 

Acinetobacter baumannii é uma bactéria oportunista Gram-negativa e a linhagem resistente 

a carbapenênicos foi incluída pela OMS na lista de microrganismos que ameaçam a saúde 

humana, enfatizando que seja priorizada a busca e o desenvolvimento de fármacos e novos 

tratamentos para tratar infeccções por esse patógeno. Sua incidência mundial é de 100.000.000 

casos anualmente, sendo 50% resistentes a carbapenema. Possui a habilidade de prosperar na 

superfície de ambientes inertes, devido à formação de biofilme e são resistentes a várias drogas 

(LOYOLA-CRUZ et al, 2023). 

Durante a pandemia, pacientes hospitalizados em tratamento para o novo coronavírus, 

tiveram coinfecções por microrganismos oportunistas do grupo ESKAPE. Casos de pneumonia 

adquirida em ambiente hospitalar ocorreram na faixa de 40 a 95% e os casos de mortalidade 

relacionados com tais infecções de 45 a 85%. Os casos de pneumonia chegaram a 79,9%, sendo 

que as 3 regiões com maior prevalência foram América Central e Latina, Caribe e Europa 

Ocidental (LOYOLA-CRUZ et al, 2023). 

A. baumannii possui habilidade intrínseca de exibir resistência antimicrobiana às 

penicilinas e pode adquirir genes de resistência a praticamente todos os antibióticos empregados 

atualmente para tratar infecções causadas por bactérias Gram-negativas. A primeira escolha para 

tratar infecções seria inicialmente carbapenema, no entanto, a ocorrência de mecanismos de ação 

contra os antibióticos como a falta de expressão de porinas, produção de bombas de efluxo e 

produção de carbapenemase foram relatadas (LOYOLA-CRUZ et al, 2023). 

A bomba de efluxo é o mecanismo de resistência mais comum e expelindo muitas famílias 

de antibióticos, inclusive os β-lactâmicos, sendo este um mecanismo que também ocorre com 
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frequência neste microrganismo. A polimixina é um medicamento indicado para tratar infecções 

por este patógeno (LOYOLA-CRUZ et al, 2023). 

Enterobacterales é uma ordem subdividida em sete famílias, são elas: Enterobacteriaceae, 

Erwiniaceae, Pectobacteriaceae, Yersiniaceae, Hafniaceae, Morganellaceae e Budiviciaceae. 

Enterobacterales é uma grande e diversa ordem de microrganismos Gram-negativos anaeróbicos 

facultativos. Apresentam forma de bacilo e podem ser móveis com flagelos peritríquios ou não. 

Não possuem a habilidade de formar endósporos ou microcistos, nem são resistentes a ácidos. 

As bactérias dessa ordem estão associadas com meningite, abcessos cerebrais, infecções de 

pneumonias adquiridas em ambientes hospitalares, ocorrendo até sepse e a morte 

(LOYOLA-CRUZ et al, 2023). 

Segundo estimativas da OMS são responsáveis por promoverem mais de 4.5 milhões de 

infecções na Europa, ocasionando por volta de 37.000 mortes anuais. São patógenos de grande 

importância devido a sua alta incidência de infecções da corrente sanguínea, do trato urinário 

associadas a cateter e de sítio cirúrgico. As infecções causadas por bactérias resistentes como 

Klebsiella spp. e E. coli possuem taxas de mortalidade por volta de 50% dos casos. Nos últimos 

30 anos, K. pneumoniae esteve associada com a disseminação mundial de genes de resistência 

de β-lactamase em ambiente hospitalar. Observa-se que pacientes com infecções causadas por 

K. pneumonia resistente a carbapenêmicos (KPRC) correm um risco quatro vezes maior de morte 

se comparado com as variantes suscetíveis. Em um estudo onde foram coletadas isolados de 

Enrerobacterales de 39 países por laboratórios de vigilância entre 2012 e 2017, foram 

comprovadas variantes com resistência a meropenem em 2666 das amostras (LOYOLA-CRUZ 

et al, 2023). 

As Enterobacterales são um grande desafio pela rápida disseminação de genes de 

resistência. Surtos de infecções causadas por esses microrganismos em ambientes hospitalares 

têm sido notificados na última década. A resistência aos antibióticos carbapenêmicos 

normalmente é ocasionada pela expressão de carbapenemases. As espécies principais que 

carregam as carbapenemases são K. pneumoniae, Enterobacter spp. e E. coli. Além da produção 

das carbapenemases, ocorre também expressão de genes que alteram a produção de porinas, 

reduzindo assim a concentração de antibióticos, podendo ocasionar resistência. A hipótese inicial 

era que os genes de resistência estariam no cromossomo, até que foi encontrado o primeiro gene 

de resistência a colistina em plasmídeo em 2015. Além desses genes, outros foram encontrados 

contra polimixina nas espécies do grupo como E. coli, Klebisiella spp e outras (LOYOLA-CRUZ 

et al, 2023). 
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Enterobactérias produtoras de carbapenemase são um grande problema de saúde pública 

que se disseminou por todo o mundo. Essa explosão de dispersão está associada com variantes 

de alto risco. Dentro do gênero Klebisiella, K. pneumoniae possui maior interesse médico 

(LOYOLA-CRUZ et al, 2023). 

P. aeruginosa é uma espécie de bactéria Gram-negativa com morfologia de bacilo e são 

aeróbicas, catalase e oxidase positiva. Apresentam alto fator de virulência com genes de 

resistência antimicrobiana contidos em seu genoma, possuindo assim a capacidade de se adequar 

a uma grande variedade de condições ambientais incluindo o sistema imune inato dos 

hospedeiros (LOYOLA-CRUZ et al, 2023). 

Este microrganismo está associado com IACS, sendo considerado um patógeno oportunista 

capaz de causar altas taxas de morbidade e mortalidade. É um problema grave nas unidades de 

tratamento intensivo (UTI). Promovem infecções associadas com o trato respiratório e também 

faz parte da lista de prioridades da OMS para o desenvolvimento de novas terapias. Possui fatores 

intrínsecos como alto fator de virulência e sinalizadores que propiciam grande capacidade de 

resistência (LOYOLA-CRUZ et al, 2023). 

Infecções causadas pelo microrganismo P. aeruginosa resistentes têm aumentado em todo 

o mundo. As variedades multidroga resistente (MDR) aumentam os níveis de infecções e 

contribuem para sua dispersão e prevalência, principalmente em ambientes hospitalares. 

Um estudo realizado na Espanha, onde diversos isolados foram coletados em diferentes regiões, 

26% apresentaram MDR e 65% foram classificados como extensivamente resistente a 

medicamentos (EDR). Nas coinfecções causadas por superbactérias em pacientes internados com 

COVID-19, P. aeruginosa foi o terceiro patógeno mais comum (LOYOLA-CRUZ et al, 2023). 

Este microrganismo possui diversos métodos de RAM, incluindo mecanismos intrínsecos 

no próprio cromossomo e dispositivos de adaptação ao ambiente. Possuem a capacidade de 

produzir cefalosporinase, bombas de efluxo e baixa permeabilidade da parede externa, 

conferindo alto grau de resistência por apresentar mais de um mecanismo. Alguns antibióticos 

como aminopenicilina e cefoxitina promovem a produção de enzimas que degradam tais drogas. 

Nesta espécie é conhecida a expressão de β-lactamases e também foi observada resistência a 

imipenem. A alta mutabilidade de certo gene que expressa bombas de efluxo gera uma 

dessensibilização para fluoroquinolonas e todos o β-lactâmicos (LOYOLA-CRUZ et al, 2023). 

S. aureus é uma bactéria Gram-positiva, com 0,5 a 1,5 µm de diâmetro, que possui alta 

tolerância para salinidade presente no ambiente, não tem motilidade, não forma esporos, é 

aeróbica facultativa, catalase e coagulase ativa, oxidase negativa e é fermentadora de manitol. 

Nesta espécie ocorre a produção de substâncias como fibrina e fibrinogênio que são utilizadas na 
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formação de biofilme, o que aumenta o fator de RAM (LOYOLA-CRUZ et al, 2023). 

É uma bactéria oportunista e comensal que vive em 30% de pacientes saudáveis, residindo 

em diferentes partes dos corpos humanos. Tal microrganismo está presente em cerca de 15% da 

população, vivendo junto com os microrganismos da pele. Nos seres humanos pode colonizar 

pele, tecidos moles e a corrente sanguínea. Está associada com diversas doenças relacionadas ao 

sistema digestório e é adquirida normalmente por alimentos contaminados. Pode causar infecções 

superficiais na pele, sendo que muitos pacientes com várias condições diferentes de saúde estão 

suscetíveis a serem infectadas por S. aureus. Pode ser transmitida diretamente de uma pessoa a 

outra ou por qualquer objeto que possa carregar este microrganismo (LOYOLA-CRUZ et al, 

2023). 

Frequentemente causam bacteremia, quando se tem a presença de bactérias no sangue por 

determinado tempo, tendo alta incidência de mortalidade acima de 25% dos casos. Há uma 

variedade de S. aureus resistente à meticilina (SARM). SARM pode ser encontrado em vários 

locais do globo. No México ocorre a incidência de 24 a 80% na população. Esta espécie está 

associada com infecções concomitantes com pandemias virais, como em 1918 e 2009, além da 

pandemia de COVID-19. Dos pacientes hospitalizados durante a pandemia de COVID-19, com 

as variedades resistentes e suscetíveis, 76,5% adquiriram coinfecções após a hospitalização. 

S. aureus é um dos principais microrganismos causadores de alta morbidade e mortalidade, 

dentro ou fora do ambiente hospitalar, afetando crianças, além de adultos também (LOYOLA-

CRUZ et al, 2023). 

O patógeno S. aureus apresenta diversos mecanismos de troca de material genético entre 

bactérias. Por troca horizontal de transferência de genes, que ocorre entre espécies de bactérias 

não relacionadas entre si, como bacteriófagos, plasmídeos, transposons, ilhas de patogenicidade 

e cromossomos cassete estafilocócicos. São conhecidas troca de genes por conjugação, 

transdução e, principalmente, transformação (FURUYA e LOWY, 2006; LOYOLA-CRUZ et al, 

2023) (Figura 2). 
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Figura 2. Mecanismos de compartilhamento de genes de resistência antimicrobianos. 
a) A transformação bacteriana ocorre quando o ADN da lise celular é liberado e captado por 
outra bactéria. b) A transdução bacteriana ocorre quando o gene de resistência é compartilhado 
entre bactérias por meio de um fago. c) A conjugação bacteriana acontece quando há contato 
direto entre duas bacérias, formando um canal onde ocorre a transferência de plasmídeo. Também 
é possível ocorrer tranferência de transposons que contêm genes de resistência (FURUYA e 
LOWY, 2006). 

 

O grupo dos Enterococci são de grande importância médica em ambientes hospitalares. 

Estão presentes em quase todos os ambientes, solo, água, comida e resíduos de água. As bactérias 

desse gênero fazem parte da microbiota gastrointestinal natural do ser humano e de animais. 

São descritas atualmente mais de 30 espécies, sendo que dentre elas, as mais abundantes no ser 

humano são Enterococcus faecalis e Enterococcus faecium. Em ambientes hospitalares são a 

terceira colocada nas infecções adquiridas e estão associadas com diversos tipos de infecções. 

Observou-se que, entre os anos 1997 a 2006 em toda a América, Europa e Pacífico da Ásia, os 

microrganismos deste gênero, em particular E. faecalis e E. faecium, foram responsáveis por 

64,7% e 29% das infecções, respectivamente (LOYOLA-CRUZ et al, 2023). 

As duas espécies citadas acima são conhecidas por apresentarem resistência intrínseca 

contra antibióticos, são naturalmente resistentes a vários dos medicamentos β-lactâmicos. 

São conhecidos dois métodos de resistência, a produção de β-lactamases, o que não é frequente, 

e a expressão de proteínas de ligação das penicilinas (PLP), as quais implicam na síntese de 

peptidoglicanos que fazem parte da parede celular, alvo do anel β-lactâmico (ROSSOLINI et al, 
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2017; LOYOLA-CRUZ et al, 2023). 

K. pneumoniae é uma espécie de bactéria Gram-negativa que habita naturalmente o trato 

gastrointestinal, a pele e a faringe nasal (TZOUVELEKIS et al, 2012). É uma bactéria Gram-

negativa em forma de bacilo, sendo comum apresentar-se encapsulada e faz parte da família 

Enterobacteriacea. Nos últimos anos passaram a expressar uma grande variedade de enzimas 

contra o anel β-lactâmico, conferindo resistência contra penicilinas, cefalosporina e 

carbapenema. Ocorre também a perda de porinas na parede celular, diminuindo o fluxo de 

antibiótico para dentro da bactéria. Existem variedades que expressam bombas de efluxo que 

lançam para fora da bactéria substância nocivas (SANTAJIT e INDRAWATTANA 2016). 

Dentro do gênero Klebsiella existem outras variedades patogênicas, no entanto nos casos 

clínicos nos ambientes de cuidado com a saúde, em 85% dos casos, os isolados são de 

K. pneumoniae (MILLER e ARIAS, 2024). 

Devido ao fato das carbapenemas serem utilizadas frequentemente para tratar infecções por 

bactérias Gram-negativas, esta espécie passou a exibir com o tempo resistência ao antibiótico, 

sendo denominadas K. pneumoniae resistente aos carbapenêmicos (KPRC) (SANTAJIT e 

INDRAWATTANA 2016). 

Mesmo que a espécie Escherichia coli não seja membro do grupo dos patógenos ESKAPE, 

há uma preocupação crescente frente à seleção de resistência antimicrobiana nesse 

microrganismo (MILLER e ARIAS, 2024). 

E. coli é uma bactéria Gram-negativa em forma de bastonete que pertence à família 

Enterobacteriaceae. É uma bactéria que habita normalmente o intestino de seres humanos, porém 

pode viver e contaminar os ambientes onde os seres humanos estejam presentes como comida, 

solo e água. Multiplicam-se rapidamente, sendo que em cerca de 20 minutos é capaz de dobrar 

em quantidade (JANG et al, 2017). 

Apesar de E. coli habitar naturalmente o intestino dos seres humanos, esta pode causar 

doenças, principalmente gastrointestinais. Esse microrganismo mata cerca de 2 milhões de 

pessoas por ano em todo o mundo. É considerada um organismo modelo, sendo a bactéria mais 

estudada (JANG et al, 2017). 

Esse microrganismo vive de forma comensal no intestino do ser humano, estando sujeito 

ao contato frequente com medicamentos antibióticos, o que promove seleção para a maioria dos 

medicamentos utilizados para tratar infecções. Tal espécie tem a notável habilidade de adquirir 

material genético por via horizontal (LEIMBACH et al, 2013; JANG et al,2017). 

E. coli causa enteretite, infecções do trato urinário, septicemia e outras infecções clínicas, 

como a meningite neonatal. Também está frequentemente associada com episódios de diarreia 
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em animais. Há um crescimento notável de resistência antimicrobiana nesta espécie. 

Existe ocorrência de variantes resistentes na Europa, sendo que em países europeus, E. coli é a 

espécie Gram-negativa mais invasiva na população (ALLOCATI et al, 2013). 

Possui resistência intrínseca contra penicilinas G, além de serem resistentes a várias outras 

classes de drogas antibióticas, inclusive com variados mecanismos de ação. A E. coli possui 

resistência contra os medicamentos β-lactâmicos, quinolonas e aminoglicosídeos (ALLOCATI 

et al, 2013). 

A figura 3 ilustra os principais mecanismos de resistência observados em bactérias 

patogênicas. 

 

Figura 3. Mecanismos de resistência bacteriana. Fonte: Anvisa, 2007. 

 

1.3. Peptídeos antimicrobianos (PAMs) 

Os peptídeos antimicrobianos (PAMs) são moléculas que fazem parte do sistema imune 

inato de animais e plantas contra patógenos, são a primeira linha de defesa desses organismos 

(CONLON e MECHKARSKA, 2014; 2023; ZHANG et al, 2021). São peptídeos compostos por 

cerca de 10 a 50 resíduos de aminoácidos. Geralmente apresentam estrutura em alfa-hélice 

anfipática e carga líquida positiva (TEIXEIRA et al, 2012; SANTANA et al, 2020). 

Os PAMs por apresentarem essas características, agem de forma não convencional, com 

potencial uso terapêutico, pois interagem com as membranas das bactérias, que são aniônicas 

devido a presença de fosfolipídeos como fosfatidilglicerol e cardiolipina. Diferentemente dos 

eucariotos, que possuem em suas membranas fosfolipídeos neutros como esfingomielina e 

fosfatidilcolina (ZASLOFF, 2002; SANTANA et al, 2020) (Figura 4). 
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Figura 4. Interação dos PAMs catiônicos com as membranas de animais multicelulares 
(A) e bactérias (B). As interações com a membrana bacteriana são mais fortes devido as 
interações hidrofóbicas e eletrostáticas. Fonte: KUMAR et al, 2018. 

 

Diferentemente do mecanismo de ação dos medicamentos antibióticos tradicionais, que 

agem principalmente em alvos intracelulares, como os medicamentos que possuem anel 

β-lactâmico, que são suscetíveis ao desenvolvimento das enzimas β-lactamases, os PAMs agem 

na membrana celular, interagindo, perturbando e desintegrando-a (CORAM et al, 2023). 

Através do estudo dos peptídeos antimicrobianos, foi possível elucidar o conhecimento da 

estrutura dessas moléculas. Os peptídeos antimicrobianos podem ser classificados em quatro 

categorias, de acordo com sua estrutura secundária: 1. Peptídeos que assumem conformação em 

α-hélice. 2. Peptídeos em folha-β estabilizados por pontes dissulfeto. 3. Peptídeos em forma 

estendida e 4. Peptídeos em forma mista (LAI e GALLO, 2009; BIN HAFEEZ, 2021; JI et al, 

2024) (Figura 5). 
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Figura 5. Estruturas comumente encontradas nos peptídeos antimicrobianos. (A) estrutura 
em alfa-hélice adota pelo peptídeo LL-37. (B) estrutura estendida como Indocilina. (C) 
conformação de folha-beta e estabilizada pela presença de pontes disulfeto como em β-hairpin 
(D) estrutura mista como na defensina de inseto CSαβ (KOEHBACH e CRAIK, 2019). 

 

O conhecimento das formas dos PAMs ajuda a esclarecer como estes agem em contato com 

os microrganismos. Além de compreender o mecanismo de ação, é possível utilizar esta 

informação para otimizar o uso como medicamentos, por meio de desenho racional de drogas e 

medicamentos (WIMLEY e HRISTOVA, 2011; SANTANA, 2022). 

Foram propostos quatro principais métodos de ação dos PAMs para interagir com as 

bactérias (Figuras 6, 7 e 8). O primeiro é denominado barrel-stave, neste modelo, os peptídeos, 

ao entrarem em contato com a membrana plasmática se alinham de forma perpendicular e 

formam poros ou canais através da membrana. Os peptídeos se arranjam de forma que a face 

hidrofóbica do peptídeo interaja com o centro hidrofóbico da membrana e as faces hidrofílicas 

voltadas para dentro (BROGDEN, 2005; TRAVKOVA et al, 2017; FREITAS, 2020) (Figura 6).  

 

 

 

 

 

 

Figura 6. Modelo barrel-stave (JI et al, 2024). 
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Outro modelo proposto é o poro toroidal, onde as faces hidrofóbicas dos peptídeos se 

agrupam de forma perpendicular à membrana plasmática, de forma que ao atingir o limiar de 

concentração, os peptídeos se inserem na membrana plasmática, fazendo com que a membrana 

se dobre para dentro, formando um poro (BROGDEN, 2005; TRAVKOVA et al, 2017; 

FREITAS, 2020) (Figura 7). 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 7. Modelo poro toroidal (JI et al, 2024). 
 

O terceiro modelo é o carpete (carpet-like), acontece quando os peptídeos interagem de 

forma perpendicular à membrana da bactéria, ao cobrir determinada parte da superfície da 

membrana da bactéria, os peptídeos permeiam a membrana levando a desintegração e a formação 

de micelas (BROGEN, 2005; TRAVKOVA et al, 2017; FREITAS, 2020) (Figura 8). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 8. Modelo carpet-like (JI et al, 2024). 

 

Há ainda o modelo Shai-Matsuzaki-Huang (Figura 9), onde ocorre a formação de carpete 

e de poro na membrana plasmática, os peptídeos adentram a célula pelos poros formados e 

interagem com alvos intracelulares (SHAI, 1999; FREITAS, 2020). Supõe-se que esse modelo 

seja o modo de ação da maioria dos PAMs, um dos motivos para acreditar nesse modelo é o fato 

de permitir que os peptídeos adentrem a célula (ZASLOFF, 2002; RINALDI, 2002). 
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Figura 9. Modelo Sai-Matzusaki-Huang. (a) formação de carpete. (b) integração do 
peptídeo com a membrana, causando o afinamento e a expansão da membrana externa, em 
relação a membrana interna. (c) fase de transição e formação de buracos. (d) transposte de 
lipídeos e peptídeos para a membrana interna. (e) difusão de peptídeos para alvos intracelulares. 
(f) disrupção da membrana plasmática. (ZASLOFF, 2002). 

 

Muitos peptídeos antimicrobianos foram identificados e descritos na literatura científica, 

um total de 2.619 PAMs, em maior parte de origem animal, com 1972 do total. Desse total de 

PAMs de origem animal, 38% foram identificados na pele de anfíbios. (WANG et al, 2016). 

Dos peptídeos identificados, em sua maioria pertencentes a ordem dos Anuros (KÖNIG et al, 

2015). 

 

1.4. Anuros 

Os anuros são animais tetrápodes que possuem duas fazes de vida, sendo uma larval, na 

água, e outra terrestre, quando adulto. Mesmo assim, esses animais vivem próximo às regiões 

com um corpo de água, como lagos, rios e florestas. A ordem Anura é a mais abundante da classe 

Anfíbia, com 7636 espécies. São característicos desses animais a pele permeável, sendo 

responsável também pelas trocas gasosas (NASCIMENTO et al, 2003; HICKMAN, 2016; 

DEMORI et al, 2019; FROST, 2023). 

A pele dos anuros desempenham um papel importante na manutenção da homeostase do 

animal. Podem ser listadas como funções do tegumento dos anuros, proteção contra abrasão, 

respiração cutânea, osmorregulação, termorregulação e secreção rica em substâncias bioativas 

que o protegem tanto contra patógenos quanto predadores (NASCIMENTO et al, 2003; 
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NACIF-MARÇAL et al, 2015; MECHKARSKA et al, 2023). 

Os anfíbios possuem glândulas em sua pele com funções distintas. Existem dois tipos, as 

glândulas mucosas que produzem e liberam mucinas, que auxiliam na lubrificação da pele, 

deixando-a úmida. E as glândulas serosas, que produzem uma diversidade maior de compostos, 

entre eles: peptídeos, esteroides, aminas. biogênicas, bufadienolídeos, proteínas e alcaloides. 

Apresentam uma variedade de funções biológicas, sendo de grande interesse farmacológico 

(NASCIMENTO et al, 2003; BRUNETTI, 2016; SANTANA et al, 2020) (Figura 10). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 10. Anatomia da pele de anfíbio. A epiderme é composta por uma camada de estrato 
córneo com células queratinizadas, seguida por uma camada de estrato germinativo. A membrana 
basal com fibras de colágeno separa a epiderme da derme. A derme é composta pelo estrato 
esponjoso e o estrato compacto. As glândulas serosas e mucosas estão no estrato esponjoso 
(DEMORI et al, 2019). 

 

1.5. Peptídeos antimicrobianos em anuros 

Os estudos de peptídeos antimicrobianos presentes na pele de anfíbios são recentes, embora 

o primeiro peptídeo antimicrobiano descoberto, a bombinina, tenha sido isolado de Bombina 

variegata em 1969, com atividade antimicrobiana e hemolítica, mas os estudos voltados ao seu 

isolamento, somente ganhou impulso a partir da década de 1990 (XIAO, 2011). 

As glândulas serosas responsáveis por produzir, armazenar e liberar um verdadeiro 

coquetel de moléculas com as mais variadas atividades biológicas. As glândulas serosas possuem 

adrenoreceptores ao seu redor, assim que ocorre alguma forma de estímulo nocivo ou estresse, é 

liberada epinefrina e/ou norepinefrina que faz essas células mioepiteliais se contraírem, liberando 

o conteúdo da glândula (DEMORI et al, 2019). 
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Os anuros possuem uma grande variedade de PAMs. A classe Amphibia possui mais de 

8.000 espécies de animais divididas nas 3 ordens, Gymnophiona, Caudata e Anura. Sendo que 

somente a ordem Anura possui 7577 espécies (FROST, 2023). Com a variedade de espécies desta 

ordem, há uma abundância tanto de PAMs quanto de outras moléculas com potencial atividade 

biológica. 

Os PAMs têm se revelado uma opção promissora para lidar com a ameaça constante e 

crescente representada pela resistência dos microrganismos aos agentes antimicrobianos 

atualmente disponíveis. De acordo com o banco de sequências, o banco de dados de peptídeos 

antimicrobianos BDPA (do inglês, Antimicrobial Peptide Database, APD, https://aps.unmc.edu/, 

acessado em 26 de fevereiro 2024), existem dados de 1.117 entradas referentes a peptídeos 

antimicrobianos de anuros (WANG et al, 2016). 

Em uma revisão realizada em 2015, foi apontada a existência de mais de 100 famílias de 

peptídeos com 2000 peptídeos descritos em anfíbios (XU e LAI, 2015; DEMORI at al, 2019). 

Apesar deste número ser grande, ainda existem muitas espécies que se quer tiveram sua secreção 

cutânea explorada do ponto de vista farmacológico. 

Os PAMs oriundos da secreção cutânea dos anuros podem ser classificados em família, 

sendo a principal forma de classificação baseada em sua sequência de aminoácidos (MANGONI 

e CASCIARO, 2020). Além das propriedades antimicrobianas serem bastante avaliadas nos 

anuros, existem uma grande diversidade de outras funções biológicas, mostrando-se ativos contra 

doenças como diabetes e câncer (CONLON et al, 2019). 

Cada vez mais os PAMs têm demonstrado uma variedade de efeitos biológicos, 

tornando-os mais atrativos para o desenvolvimento de aplicações biotecnológicas. 

Existem peptídeos que, em ensaios biológicos, mostraram resultados em menor tempo, se 

comparados a certos antibióticos usados atualmente na prática clínica, o que implica em uma 

redução na resistência bacteriana, já que o microrganismo permanece um menor tempo em 

contato com o peptídeo (MANGONI e CASCIARO, 2020). 

Diversos estudos mostrando as mais variadas funções biológicas desempenhadas por 

PAMs, além da atividade microbicida, há uma grande variedade ensaios que os PAMs se 

mostram promissores. Em um estudo realizado por Antony et al (2024), peptídeos 

antimicrobianos encontrados no tegumento de anuros exibiram resultados satisfatórios contra 

células cancerosas. A avaliação de outras propriedades biológicas está crescendo em relação aos 

PAMs, atualmente cerca de 84,50% exibiram atividade antimicrobiana, 36,56% são antifúngicos 

e 7,69% com atividade anticancerígena (ANTONY et al, 2024). 

 



18 
 

Além das propriedades antimicrobianas, que são as mais estudadas, as outras funções 

biológicas dos PAMs estão sendo exploradas, como antifúngica, antiviral, antiparasitária, 

antiproliferativa, cicatrizante, imunomodulatória e outras (ZASLOFF, 2002; DE AMARAL e 

IENES-LIMA, 2022). 

Existem mais de 178 famílias de peptídeos antimicrobianos identificados na pele de 

anfíbios. Algumas delas são ranateurinas, filoseptinas, brevininas, temporinas, dermaseptinas, 

megaininas, esculetinas e outras. Estudos realizados mostram que alguns peptídeos mostram 

atividade antiviral como o vírus HIV e foi explorada atividade contra o vírus da SARS-CoV-2. 

Alguns estudos realizados mostraram que um peptídeo chamado lectina semelhante a 

defensina-5, foi capaz de bloquear uma enzima que é utilizada na infecção das células humanas 

para a entrada do vírus (DE AMARAL e IENES-LIMA, 2022). 

 

1.6 Atividade biológica dos PAMs 

O sistema imunológico dos vertebrados é composto por moléculas e células que têm por 

objetivo proteger o organismo de invasores, como patógenos e corpos estranhos, sendo sua 

ativação e funcionamento coordenado chamado de resposta imune. É um sistema complexo que 

envolve desde barreiras físicas que protegem contra invasão mecânica, quanto à identificação e 

destruição mediada pelos antígenos presentes nos invasores (LEVINSON, 2010; DELVES et al, 

2013; ABBAS et al, 2019). 

O sistema imunológico é classificado em sistema imune inato e sistema imune adaptativo. 

O sistema imune inato é composto por moléculas e células que estão presentes no organismo desde 

o seu desenvolvimento, como a pele, células efetoras e moléculas. Por ser a primeira barreira de 

defesa, tem ação imediata, logo após a entrada de microrganismos ou corpos estranhos, com ação 

nas primeiras horas e dias. O sistema imunológico adaptativo é adaptável, composto por células 

que identificam os antígenos presentes nos microrganismos e assim produz anticorpos para 

combatê-los. Esse sistema confere uma memória, ou seja, se ocorrer uma infecção ou invasão pelo 

mesmo microrganismo ou corpo estranho, as células já possuírão anticorpos (LEVINSON, 2010; 

DELVES et al, 2013; ABBAS et al, 2019). 

O neutrófilo é o leucócito polimorfonuclear mais abundante, originado das células 

hematopoiéticas mieloides da medula óssea. É a principal célula branca presente na circulação 

sanguínea e é a menor célula da imunidade inata. Apresenta núcleo multilobulado e possui muitos 

grânulos (ABBAS et al, 2019). Os microrganismos aderem à superfície do neutrófilo pela 

interação com os padrões moleculares associados ao patógeno ou PAMP (do inglês, 

pathogen-associated molecular patterns). Por meio de pseudópodes, englobam o corpo estranho, 
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formando um fagossomo, onde os grânulos celulares se fundem com o fagossomo, destruindo o 

microrganismo pela ação microbicida do conteúdo dos grânulos (LEVINSON, 2010; DELVES et 

al, 2013). 

Os peptídeos antimcrobianos possuem uma variedade de funções, incluindo sua atuação 

como imunomoduladores. Suas atividades relacionadas não apenas com a capacidade de agir 

ativando as respostas imunes inata e adaptativa, mas também como potencial uso em doenças 

autoimunes têm sido alvo de estudos nos últimos anos. No entanto, seu emprego traz preocupações 

adicionais, já que podem afetar os mecanismos de transdução de sinal, podendo induzir a produção 

de citocinas pró-inflamatórias (PAVLICEVIC et al, 2022). 

Os peptídeos antimicrobianos (PAMs), também conhecidos como peptídeos de defesa do 

hospedeiro (HDPs) são peptídeos produzidos por todos os seres vivos (DRAYTON et al, 2021). 

Os PAMs com atividade imunomoduladora agem principalmente na resposta imune inata, atraindo 

moléculas e células do organismo. A relação dos PAMs com modulação da resposta imune 

adaptativa ainda não é muito bem compreendida, apesar de haver evidências que confirmam  tal 

relação (PANTIC et al, 2017; KUMAR et al, 2018). 

As funções biológicas dos PAMs vão além da atividade antimicrobiana, sendo efetiva 

também contra fungos, parasitas, vírus. A atividade imunomodulatória de HPDs envolvem a 

modulação da resposta pro- e anti-inflamatória, alterando novas rotas de sinalização, de forma 

direta ou indireta, atuando no recrutamento de várias células do sistema imune ativando a 

maturação e diferenciação celular, cicatrizando feridas e, também, induzindo a morte celular 

(MANSOUR et al, 2014; SHI et al, 2023). 

Em um estudo realizado com anuros da região de caatinga no Brasil, foram realizados 

ensaios biológicos com a finalidade de testar a atividade imunomodulatória dos extratos da pele 

de anuros da região. Em um ensaio realizado para avaliação da inibição da produção de óxido 

nítrico  (NO), o extrato da pele do anuro Chaunus rubescens foi capaz de inibir em mais de 90% 

a produção de NO (SÁ et al, 2007). Em outro ensaio utilizando esplenócitos de camundongos 

infectados com Trypanosoma cruzi, o extrato da pele de C. rubescens causou inibição da 

linfoproliferação das células, demonstrando uma atividade inibitória de 100% na concentração de 

1000 µM/mL. Também foi observada citotoxicidade máxima de 30% para o extrato da pele do 

anuro Leptodactylus ocellatus (SÁ et al, 2007). 

As infecções causadas por fungos patogênicos ocorrem em todo o mundo e sua distribuição 

acontece de acordo com uma série de variáveis, como clima, desenvolvimento social e geografia 

da localidade, por exemplo. A OMS classificou diversos fungos de acordo com dados 

epidemiológicos. Tal classificação é feita com base na capacidade de causar infecções, no entanto, 
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fungos de importância médica não foram classificados de maneira adequada, como ocorre, por 

exemplo, no Brasil com o fungo Sporothrix brasiliensis (CHECHI et al, 2023). 

No ano de 2019, nos Estados Unidos da América, os gastos com doenças fúngicas foram 

cerca de 7,5 bilhões de dólares. No ano de 2021 ocorreram 7.199 mortes caudas por esses 

patógenos, havendo um aumento durante a pandemia de COVID-19 chegando a 13.121 mortes. 

Em todo o globo, os casos de mortes em decorrência de doenças fúngicas atinge cerca de 

1,7 milhões (CHECHI et al, 2023; GOLD et al, 2023). 

Dados apontam crescimento da incidência de doenças fúngicas e seu impacto em todo o 

mundo, além da emergência de fungos que apresentam resistência adquirida aos medicamentos 

utilizados no tratamento dessas doenças, como Cryptococcus neoformans e Candida albicans, 

Aspergillus fumigatus, Histoplasma capsulatum. Também existem variedades que apresentam 

resistência inata aos medicamentos convencionais como Candida auris e fungos da ordem 

Mucorales (DU et al, 2020; CHECHI et al, 2023). 

Conlon e colaboradores, em 2019, realizaram um estudo de análise peptidômica com a 

finalidade de identificar novos peptídeos com propriedades terapêuticas na pele de anfíbios. 

Peptídeos naturais identificados e seus análogos apresentaram atividade contra o fungo patogênico 

C. albicans (CONLON et al, 2019). 

Os vírus apresentam material genético envolto em uma cápsula proteica chamada de 

capsídeo e são tão pequenos que só podem ser observados através de microscopia eletrônica, sendo 

parasitas intracelulares obrigatórios (TORTORA et al, 2017). 

O desenvolvimento em larga escala de medicamentos, vacinas e terapias antivirais têm 

auxiliado o combate aos vírus, no entanto, mesmo com todo o desenvolvimento dessas tecnologias 

é crescente os casos de resistências virais. A possibilidade de utilizar peptídeos antimicrobianos 

tem chamado a atenção de pesquisadores e os peptídeos antimicrobianos identificados na pele dos 

anuros são fortes candidatos a medicamentos antivirais (VILAS BOAS et al, 2019). 

Os primeiros antivirais desenvolvidos e utilizados como medicamentos não apresentavam 

boa especificidade e causavam uma série de reações adversas indesejadas. Os peptídeos 

antimicrobianos que apresentam atividade antiviral, são também chamados de peptídeos antivirais 

(AVP). Podem atuar inibindo o vírus ou competindo com o alvo de ligação da proteína na 

membrana das células hospedeiras. As características estruturais dos PAMs também favorecem a 

interação com a cápsula viral por meio de um mecanismo semelhante ao observado com as 

bactérias (VILAS BOAS et al, 2019). 

O uso de peptídeos como medicamentos antivirais possuem vantagens como baixa massa 

molecular, menor toxicidade, efeitos adversos reduzidos e maior eficiência (QURESHI et al, 
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2014). A magainina é um peptídeo composto por 23 resíduos de aminoácidos identificado na pele 

do anuro Xenopus laevis, sendo a magainina II um inativador relativamente eficaz de vírions pelo 

mecanismo de ação carpet-like. Foi demonstrada a atividade antiviral do peptídeo magainina 

contra os vírus herpes simplex tipo 1 (HSV1) e 2 (HSV2) (MATANIC e CASTILLA, 2014) 

Protozoários são microrganismos unicelulares que podem habitar a água e o solo e se 

alimentam de bactérias ou pequenas partículas nutrientes. Existem milhares de espécies, mas 

poucas espécies podem causar doenças nos seres humanos. A malária, por exemplo, é uma doença 

parasitária causada por um protozoário do gênero Plasmodium, sendo a quarta causa mais comum 

de morte no continente Africano (LEVINSON, 2010; TORTORA et al, 2017). 

É conhecido que peptídeos da família das dermaseptinas e filoseptinas possuem atividade 

antiparasitária contra protozoários do gênero Leishmania. Em estudo realizado para verificar 

atividade contra este protozoário, o peptídeo  DRS-H10, uma dermaseptina identificada na pele 

do anuro Phyllomedusa nordestina, mostrou efetividade comparável ao medicamento 

anfotericina B contra este microrganismo(BRAND et al,2013) 

 

1.7. Pithecopus rohdei 

O anuro Pithecopus rohdei, anteriormente classificado como Phyllomedusa rohdei, foi 

reclassificado, após uma revisão utilizando dados moleculares de genes nucleares e 

mitocondriais, além de caracteres morfológicos. Foi constatado que estes organismos eram mais 

aparentados com o gênero Pithecopus, sendo assim foram reclassificados como pertencentes à 

espécie Pithecopus rohdei (FAIVOVICH et al, 2005). 

Os hilídeos da subfamília Phyllomedusinae são conhecidos por presentarem em sua pele 

um grande arsenal de moléculas como os peptídeos antimicrobianos (ERSPAMER, 1985). 

O PAM mais recente de P. rohdei identificado é uma dermaseptina, nomeada de dermaseptina 

PR-1 (SANTOS, 2023). Sendo este peptídeo o único PAM identificado nesta espécie até o 

momento. 

Pithecopus rohdei (Figura 11) é uma espécie de anuro endêmico da região de Mata 

Atlântica. Vive em ambientes aquáticos de águas paradas, como poças de água nas épocas de 

chuva. Está distribuído pela costa de São Paulo até a região sul da Bahia. Nesta espécie é 

consenso a presença de grande quantidade de peptídeos bioativos em sua pele (ERSPAMER, 

1985; DE PAULA LIMA, 2010; FAIVOVICH et al, 2010; RAMOS et al, 2018) (Tabela 1). 
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Figura 11. Espécime adulto de Pithecopus rohdei. Foto de Gabriel Rodrigues, disponível em SBH, 
2023. 
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Tabela 1. Peptídeos descritos para a espécie de anuro Pithecopus rohdei. 

 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Peptídeo Massa molecular 
(Daltons) 

Estrutura primária Referência bibliográfica 

Phyllokinin 1337 
 

RPPGFSPFRIY 
 

ANASTASE et al, 1961 

Dermophin 900,40 
 

YAFPGYPS 
 

MOTECUCCHI et al, 1981 

Tryptophyllin 4 535,21 
 

EPWM 
 

MOTECUCCHI et al, 1985 

Tryptophyllin 5 658,35 
 

FPPWL 
 

MOTECUCCHI et al, 1985 

Tryptophyllin 7 798,41 VPPLGWM 
 

MOTECUCCHI et al, 1985 

Tryptophyllin 13 1644,8 QEKPYWPPPIYPM MOTECUCCHI et al, 1985 

Rohdei litorin 1090 QLWATGHFM BARRA et al, 1985 

Antioxidin 1 1543,69 TWYFITPYIPDK BARBOSA et al, 2018 

Dermaseptina 1–PR 3080,66 GLWKMLAKGAGKVLGHVASKFLGSQGQPES SANTOS et al, 2023 
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1.8. Lithobates palmipes 

Lithobates palmipes é um anuro da família Ranidae, a qual compreende 455 espécies 

descritas, com ocorrência principalmente entre o sul dos Estados Unidos da América e México. 

No entanto possui baixa ocorrência na América do Sul e na Austrália. O gênero Lithobates possui 

51 espécies, sendo que apenas duas ocorrem no Brasil, Lithobates palmipes, que é a espécie de 

ocorrência natural, denominada rã do rio Amazonas, e a Lithobates catesbeianus que foi 

introduzida na fauna brasileira. A espécie L. palmipes é encontrado em vários países da América 

Latina (Figura 12) (RODRIGUES et al,2013; MECHKARSKA et al, 2023; FROST, 2023). 

É uma rã de tamanho grande e um pouco robusta, podendo alcançar o tamanho de até 

92 milímetros. Possui cor verde na parte dorsal, marrom nos flancos e ponta dos membros e com 

manchas escuras e ventre na cor amarela. Apresenta pele lisa e membrana interdigital (Figura 

12). É uma espécie preferencialmente noturna que vive próximo às águas permanentes como 

riachos, lagos e estanques. (DUELLMAN, 1978; HILLIS e DE SÁ, 1988). 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 12. Espécime adulto de Lithobates palmipes. Foto de Santiago R. Ron, disponível 
em amphibiaweb, 2022. 

 

Esta espécie pode ser encontrada na região norte nos estados do Acre, Tocantins, 

Amazonas e Pará; na região central, nos estados de Mato Grosso e Goiás; e na região nordeste 

nos estados de Alagoas, Bahia, Sergipe, Piauí, Paraíba, Pernambuco e Rio Grande do Norte 

(Figura 13).  

L. palmipes não é uma espécie ameaçada de extinção de acordo com a Lista Vermelha da 

União Internacional para a Conservação da Natureza e dos Recursos Naturais (IUCN) 

(RODRIGUES et al,2013; MECHKARSKA et al, 2023). 
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Figura 13. Área de distribuição de Lithobates palmipes na América do Sul. Os círculos 
indicam os velhos registros e as estrelas os novos registros de ocorrência (RODRIGUES 2013). 

 

Com o crescente aumento de casos de resistência antimicrobiana e a escassez de 

medicamentos e ferramentas terapêuticas, torna-se necessário o desenvolvimento de novos 

fármacos antibióticos para atender à sociedade, inclusive, com o desenvolvimento de 

medicamentos com novos mecanismos de ação, com o objetivo de desacelerar a seleção de 

mecanismos de resistência. Muitos estudos vêem sendo feitos, identificando peptídeos 

antimicrobianos na secreção da pele de anuros e um número maior de peptídeos com atividade 

terapêutica têm sido avaliados com resultados positivos. 

 

2. JUSTIFICATIVA 

A capacidade dos microrganismos de exibir resistência aos tratamentos antimicrobianos 

vem crescendo e, como causadores dessa adaptação, pode-se incluir o uso indiscriminado de 

medicamentos antimicrobianos. Somado à característica inata de exibir resistência contra 

determinadas drogas, emergem as bactérias multirresistentes (PRESTINACI et al, 2015; 

SANTANA et al, 2020). Os mecanismos de resistência bacteriana ocorrem principalmente pela 

utilização de medicamentos antibióticos de forma indevida, expondo as bactérias a doses abaixo 

da necessária para causar sua morte, levando à seleção de bactérias que apresentam plasmídeos, 

estrutura de ADN circular livre no citoplasma da célula, com genes que garantem resistência aos 

antibióticos, geralmente enzimas que atuam hidrolisando as moléculas dos fármacos. 
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Desenvolver métodos ou terapias que visem agir nesses microrganismos por outras vias 

que não seja intracelular pode ser uma vantagem para combater essas superbactérias. Muitos dos 

PAMs agem principalmente na membrana plasmática das bactérias, sendo este método mais 

difícil de promover a seleção de resistência. 

O surgimento e dispersão de microrganismos resistentes a antibióticos requer o 

desenvolvimento de novos medicamentos ou alternativas terapêuticas para lidar com o iminente 

risco causado por RAM (DE OLIVEIRA et al, 2020). Como a emergência de resistência 

antimicrobiana é um fato inevitável, o estudo e a descoberta de novas drogas e tratamentos são 

prementes. Assim, estudos envolvendo a identificação e a caracterização de PAMs se apresenta 

como uma possibilidade de identificar novos agentes antibióticos, baseados nos peptídeos 

encontrados naturalmente na secreção da pele de anuros (MARSTEN, 2016). Somando a isso, é 

possível realizar o desenho racional de novos fármacos bioinspirados nessas moléculas e 

produzir novos antibióticos como alternativa aos medicamentos convencionais para lidar com a 

resistência antimicrobiana (TEIXEIRA, 2002). 

Diante dessas situações, o desenvolvimento de novos fármacos, medicamentos ou 

ferramentas terapêuticas se faz necessária para proporcionar melhores tratamentos para a 

população, com a possibilidade de utilização de PAMs como opções terapêuticas (ZASLOFF, 

2002). 

 

3. OBJETIVO GERAL E METAS ESTABELECIDAS 

3.1. OBJETIVO GERAL 

O presente projeto tem por objetivo geral a caracterização química e biológica de peptídeos 

inéditos presentes na secreção cutânea dos anuros Pithecopus rohdei e Lithobates palmipes. 

3.2. METAS ESTABELECIDAS 

3.2.1.  Coleta de animais e extração da secreção cutânea de P. rohdei por estimulação 

elétrica. 

3.2.2.  Fracionamento cromatográfico da secreção cutânea do anuro P. rohdei, por 

RP-HPLC. 

3.2.3.  Identificação das frações cromatográficas com atividade antimicrobiana. 

3.2.4.  Purificação cromatográfica dos peptídeos com atividade antimicrobiana. 

3.2.5.  Determinação das massas moleculares dos peptídeos antimicrobianos de P. rohdei 

por espectrometria de massas. 

3.2.6.  Determinação das estruturas primárias dos peptídeos antimicrobianas de P. rohdei 

por sequenciamento automático empregando-se degradação de Edman. 
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3.2.7.  Buscas por similaridade entre os peptídeos antimicrobianos de P. rohdei e 

L. palmipes e peptídeos já descritos empregando métodos computacionais. 

3.2.8. Alinhamento múltiplo dos peptídeos antimicrobianos de P. rohdei e L. palmipes 

com os peptídeos com maior similaridade usando a ferramenta Clustal Õmega. 

3.2.9. Predição de roda helicoidal dos peptídeos antimicrobianos de P. rohdei e 

L. palmipes (projeções de Schiffer-Edmundson) com o uso da ferramenta NetWheels. 

3.2.10.  Projeção da estrutura tridimensional dos peptídeos antimicrobianos de P. rohdei e 

L. palmipes com a ferramenta Pep-Fold-4. 

3.2.11.  Determinação das concentrações inibitórias mínimas (MIC) da ranateurina-2PMe 

de L. palmipes sobre bactérias patogênicas. 

3.2.12. Determinação das propriedades hemolíticas da ranateurina-2PMe de L. palmipes 

sobre eritrócitos humanos. 

3.2.13. Determinação das propriedades antiproliferativas da ranateurina-2PMe de 

L. palmipes sobre linhagens celulares tumorais e não-tumorais. 

 

4. RESULTADOS E DISCUSSÃO 

A metodologia, os resultados e a discussão estão apresentados em formato de artigo 

científico, empregando o template da revista Biomolecules 

(http://www.mdpi.com/journal/biomolecules). Optou-se por apresentar o artigo científico ainda 

em língua portuguesa, com exceção do título e abstract, porém, oportunamente será feita a 

tradução total para a língua inglesa e a consequente submissão do artigo. 
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Abstract: 
The emergence of microorganisms with antimicrobial resistance is growing throughout the planet. One of the main causes 
of this phenomenon is the indiscriminate use of antibiotics. In the face of the emergence of multi-resistant bacteria, the 
search for new therapeutic agents is pressing again. The skin secretion of anurans has revealed a very rich source of 
molecules with pharmacological properties, among which are antimicrobial peptides, which stand out as a relevant 
alternative for the development of new antimicrobial drugs. In the present study, 11 specimens of the anuran Pithecopus 
rohdei, which skin secretion was obtained by means of low-intensity electrical stimulation and this skin secretion was 
collected with Milli-Q water, freeze-dried and stored at -20 oC. Aliquots of 15 mg of freeze-dried skin secretion resuspended 
in 1 mL of TFA 0.1% in Milli-Q water. After centrifugation, aliquots of 200 µL of the supernatant was submitted to RP-HPLC 
using a C18 column, resulting in elution of 20 chromatographic fractions. These fractions were manually collected, vacuum 
dried and tested to verify their antimicrobial activity, with several fractions showing inhibitory activity against pathogenic 
bacteria. The fractions with antimicrobial activity were analyzed by mass spectrometry. Four fractions (10, 14, 15 and 19) 
exhibited components with molecular masses of: 3061.567 Da; 2848.367 Da; 2849.389 Da and 1970. 22 Da, respectively. 
These fractions were shown to be homogeneous and subjected to chemical sequencing by Edman degradation and, 
subsequently, to similar analyzes allowing the identification of one new phylloseptin and three new dermaseptins present 
in this skin secretion. It was also characterized in the present study a new ranateurin isolated from the skin secretion of the 
anuran Lithobates palmipes. The aim of the present study was advancing in the chemical and biological characterization of 
the arsenal of antimicrobial peptides present in the skin secretion of the anurans P. rohdei and L. palmipes. 
 
Keywords: Anurans; Lithobates palmipes; Pithecopus rohdei; Antimicrobial peptides; Biological properties; Therapeutic 
potential. 

 
1. Introdução 

A resistência antimicrobiana (RAM) refere-se à capacidade dos microrganismos de resistirem aos 
efeitos dos antibióticos, fenômeno exacerbado pelo uso inadequado dessas drogas (PRESTINACI, 2015; 
MARSTON et al, 2016; MORRISON e ZEMBOWER, 2020). A emergência da RAM representa uma séria ameaça 
à saúde pública global, com estimativas indicando que, se não controlada, poderá causar até 10 milhões de 
mortes anuais até 2050, superando doenças como câncer e diabetes (O’NEILL, 2014, 2016; MORRISON e 
ZEMBOWER, 2020; MURRAY et al, 2022). O desenvolvimento de novos antibióticos tem diminuído 
significativamente desde a década de 1980, enquanto o número de infecções resistentes tem aumentado, 
resultando em um grande desafio para a ciência moderna. O grupo de patógenos ESKAPE, que inclui 
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Enterobacter spp, Staphylococcus aureus, Klebsiella pneumoniae, Acinetobacter baumannii, Pseudomonas aeruginosa e 
Enterococcus faecium, é responsável por infecções oportunistas graves em ambientes hospitalares. 
Reconhecendo a gravidade da situação, a Organização Mundial da Saúde (OMS) incluiu esses patógenos em 
uma lista de prioridade para o desenvolvimento de novas terapias, a fim de combater essas infecções resistentes 
e reduzir seu impacto na saúde global (ALOKE e ACHILONU, 2023; LOYOLA-CRUZ et al, 2023). 

Os peptídeos antimicrobianos (PAMs) apresentam características físico-quimicas que os tornam 
eficazes na interação com microrganismos, como a presença predominante de resíduos de aminoácidos 
hidrofóbicos, carga líquida positiva, além de assumir conformação em alfa-hélice anfipática em ambiente 
apolar. Essas catacterísticas permitem que tenham ação principalmente na membrana celular dos 
microrganismos, levando à desestabilização e rompimento da membrana celular (TEIXEIRA et al, 2012; 
CORAM et al, 2023; JI et al, 2024). 

Os PAMs têm se revelado uma opção promissora para lidar com a ameaça constante e crescente 
representada pela resistência dos microrganismos aos agentes antimicrobianos atualmente disponíveis e a 
secreção cutânea de anuros representa uma rica fonte dessas moléculas.. De acordo com o banco de dados de 
peptídeos antimicrobianos BDPA (Antimicrobial Peptide Database, APD, https://aps.unmc.edu/), acessado em 
fevereiro de 2024, existem 1.117 entradas referentes a peptídeos antimicrobianos de anuros.   

O presente estudo descreve a caracterização química e biológica de peptídeos inéditos presentes na 
secreção cutânea dos anuros Pithecopus rohdei e Lithobates palmipes. 

 
2. Materiais e Métodos 
2.1. Coleta dos espécimes e extração da secreção cutânea 

Foram coletados 11 exemplares machos adultos de P. rohdei em Santa Teresa no estado de Minas Gerais 
– Brasil, sob licença do ICMBIO (SISBIO no. 71054-1). A secreção cutânea foi obtida por estimulação elétrica de 
baixa intensidade e a secreção liberada foi coletada com água Milli-Q, congelada, liofilizada e armazenada em 
-20 ºC até o uso. O procedimento de coleta da secreção foi aprovado pelo Comitê de Ética no uso Animal da 
Universidade de Brasília. 

 
2.2. Fracionamento cromatográfico da secreção cutânea de P. rohdei 

Alíquotas de 15 mg foram resuspendidas em 1 ml de ácido trifluoracético (TFA) 0,1% em água Milli-Q 
(solvente A), centrifugada a 13000 rpm por 10 minutos, coletado o sobrenadante, a amostra foi filtrada, e foram 
injetados 200 microlitros, utilizando-se coluna de fase reversa C18 (Shimadzu Shim-pack CLC ODS 6,0 ID x 150 
mm, 5 µm). Foi utilizado gradiente linear de TFA 0,1% em acetonitrila (ACN) (solvente B) nas seguintes 
proporções: 0 a 16% de solvente B em 5 minutos; 16% a 26% de solvente B em 10 minutos; 26% a 42% de solvente 
B em 16 minutos; 42% a 52% de solvente B em 10 minutos; 52% a 60% de solvente B em 8 minutos. A eluição 
das frações foi monitorada nos comprimentos de onda de 216 nm e 280 nm, sendo coletadas manualmente, 
secas a vácuo e armazenadas a–20 oC. 

 
2.3. Screening de atividade antimicrobiana 

Para verificar previamente a atividade antimicrobiana das frações cromatográficas coletadas, um 
ensaio antimicrobiano qualitativo foi realizado contra Escherichia coli (ATCC 25922) e Staphylococcus aureus 
(ATCC 25923). Foi utilizado o meio de cultivo caldo Mueller Hinton, para cultivo dos microrganismos, que 
foram incubados a 37 ºC sob agitação. O experimento foi realizado em triplicata técnica na proporção de 50 µL 
de inóculo e 50 µL de amostras das frações cromatográficas para cada poço, totalizando 100 µL em cada poço. 
No controle positivo foi utilizado 50 µL de inóculo e 50 µL de formaldeído 0,4% (v/v) e no controle negativo 
50 µL de inóculo e 50 µL de água Milli-Q. As placas foram incubadas a 37 ºC por 24 horas, e a quantificação do 
crescimento microbiano foi realizado por meio da leitura espectrométrica no comprimento de onda de 620 nm 
(Multiskan FC, Thermo Scientific, San Jose, CA). 

 
2.4. Análises por espectrometria de massas 

As frações cromatográficas com atividade antimicrobiana foram analisadas por MALDI-TOF/TOF 
modelo Autoflex II (Bruker Daltonics, Bremen, Alemanha). Para análise das massas moleculares dos 
componentes presentes e o grau de homogeneidade das amostras, as frações foram ressuspendidas em TFA 
0,1% em 50 % ACN (v/v) e, em seguida, aplicadas em placa de aço inoxidável junto com uma matriz de ácido 
α-ciano-4-hidroxicinâmico (HCCA 10 µg/µL em TFA 1% (v/v) em ACN na proporção de (1:1). O equipamento 
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foi calibrado utilizando o kit padrão “Pepmix”. A análise foi feita em modo positivo refletido e na faixa de 600 a 
4000 m/z. 

Também foram realizadas análise por LC/MS em equipamento Sciex Triple TOF 5600 LC-MS/MS. 
 

2.5. Sequenciamento químico 
Para se determinar a estrutura primária dos peptídeos purificados a partir da secreção cutânia de 

P. rohdei, os peptídeos identificados foram sequenciados  pelo processo de degradação de Edman, utilizando 
um sequenciador de peptídeos e proteínas automático modelo PSSQ 33A (Shimadzu, Japão). A calibração do 
equipamento foi realizada com uma mistura padrão PTH-aminoácidos. 

 
2.6. Síntese química do peptídeo ranateurina-2PMe da secreção cutânea de Lithobates palmipes 

O peptídeo ranateurina-2PMe identificado na secreção cutânea de L. palmipes foi produzido por síntese 
química em fase sólida por estratégia Fmoc pela empresa especializada Genone (https://www.genone.com.br/).  
 
2.7. Análises computacionais 

Os bancos de dados utilizados para as buscas de similaridades foram BLAST 
(http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi) e APD (http://aps. unmc.edu/AP/). Para o alinhamento das sequências, 
foi utilizada a ferramenta Clustal Omega (http://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalo/), NetWheels 
(http://tools.alanmol.com.br/NetWheels/) (MOR; CASTRO; FONTES, 2018), Pep-Fold 4 
(https://bioserv.rpbs.univ-paris-diderot.fr/services/PEP-FOLD4/),  além de várias ferramentas disponíveis em 
https://www.expasy.org/ , que foram utililizadas para obter as propriedades físico-químicas do peptídeos, 
projeções em alfa-hélices e predições de estrutura tridimensional (GASTEIGER et al., 2005). 

 
2.8. Quantificação empregando espectroscopia UV 

Amostras do peptídeo ranateurina-2PMe foram quantificadas com o emprego de espectroscopia UV 
nos comprimentos de onda 205, 215 e 225 nm como descrito por AITKEN e LEARMONTH (1996) em 
espectrofotômetro (UV-M51, Bel Photonics, Brazil). Os peptídeos foram aliquotados, secos em concentrador à 
vácuo (SpeedVac Modelo SC 100, Savant) e armazenados a -20 °C até o momento de sua utilização. 
 
2.9. Atividade antimicrobiana do peptídeo ranateurina-2PMe 

Para avaliar a atividade antimicrobiana do peptídeo ranateurin 2-PMe, foi testada a atividade contra 
as bactérias Gram-positivas (Staphylococcus aureus ATCC 25923) e Gram-negativas (Escherichia coli ATCC 25922 
e isolados clínicos resistentes de Klebsiella pneumoniae carbapenemase, Acinetobacter baumani multirresistente, 
Pseudomonas aeruginosa e Staphylococcus aureus resistente à meticilina). Foram utilizados 200 µL de inóculo para 
em 7 mL do meio de cultura caldo Muller-Hinton, foram incubadas a 37 ºC, sob agitação pelo período de 24 
horas. Após o período de incubação, foi feita a leitura no comprimento de onda na faixa de 625 nm (UV-VIS 
SPECTROPHOTOMETER UV-MS1) para análise da densidade óptica. A suspensão foi diluída até 0,08 e 0,1 de 
absorvância. O inóculo foi diluído em 1:200 para cada variedade de bactéria testada. Para a avaliação da 
concentração mínima inibitória mínima (CIM) foram utilizadas 50 µL dos peptídeos na concentração inicial de 
256 µM. As amostras foram diluídas em série e incubadas com 50 µL do inóculo de bactérias (faixa de 
concentração final empregada de 128 µM a 0,0625 µM) pelo período de 24 horas a 37 ºC. A leitura das placas 
foram feitas a 620 nm  em leitora de placas (Multiskan FC, Thermo Scientific, San Jose, CA). 

 
   2.10. Atividade citolítica em eritrócitos humanos do peptídeo ranateurina-2PMe 

Para avaliar a atividade hemolítica do peptídeo sobre eritrócitos humanos foram utilizadas hemácias 
de um doador humano saudável, a amostra foi centrifugada e lavada quatro vezes com solução tampão 
Tris-HCl na concentração de 10 mM em pH 7,4 contendo 15 mM (Tampão-salina) para remover totalmente o 
plasma. Após, foi preparada uma suspensão 1% (v/v) de eritrócitos. Foram utilizadas alíquotas de 100 µL do 
peptídeo em suspensão em tampão-salina na concentração inicial de 256 µM e foram diluídos em série em 
tubos de 1,5 mL (faixa de concentração final empregada de 128 µM a 0,0625 µM). Foram incubados 100 µL de 
amostra de eritrócitos por 60 minutos a temperatura ambiente. Após o período de incubação os tubos foram 
centrifugados a 2.000 x g por 3 minutos. Alíquotas do sobrenadante de cada amostra foram transferidas para 
placa de 96 poços de fundo chato e foi feita a leitura a 405 nm em uma leitora de microplacas Multiskan FC 
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(Thermo Scientific, San Jose, CA). Foi utilizado 100 µL da suspensão de eritrócitos a 1% (v/v) incubada com 100 
µL de Triton X-100 1%(v/v) como controle de 100% de hemólise e 100 µL suspensão de eritrócitos a 1% incubada 
com 100 µL de tampão-salina como referência de 0% de hemólise Os resultados obtidos foram expressos em 
media ± DP. A porcentagem de hemólise foi calculada a partir da fórmula abaixo. 

 
% Hemólise = 100 (A peptídeo – A Tris-salina) / (ATriton − ATris-salina) 

 
Utilizando o programa GraphPad Prism v.5.04, foi possível calcular as concentrações capazes de 

promover 50% de hemólise e obter o gráfico resultante do experimento. 
Todo procedimento adotado foi aprovado pelo Comitê de Ética em Pesquisa com Seres Humanos da 

Faculdade de Ciências da Saúde da Universidade de Brasília. 
 

    2.11. Atividade citotóxica do peptídeo ranateurina-2PMe 
A atividade citotóxica da ranateurina-2PMe foi avaliada em queratinócitos humanos imortalizados, 

derivados de pele adulta HaCat e células de adenocarcinoma cervical humano HeLa (ATCC CCL-2). As 
linhagens celulares foram semeadas em frascos de cultura de 75 cm2 contendo meio completo (meio Eagle 
modificado por Dulbecco suplementado com 10% de soro bovino fetal, 100 UI/mL de penicilina e 100 µg/mL 
de estreptomicina) e mantidas em uma incubadora a 37 °C em 5% de CO2. As células foram semeadas em uma 
densidade de 5 × 103/poço em microplacas de 96 poços com meio completo durante a noite. Em seguida, as 
células foram tratadas com ranateurina-2PMe em diferentes concentrações e incubadas por 24 h a 37 °C em 5% 
de CO2. Para avaliação da atividade citotóxica, diluições do peptídeo foram feitas para obter concentrações de 
64, 32, 16, 8, 4, 2, 1 e 0,5 µM. Após o período de incubação, alíquotas de 15 µL de brometo de 3-(4,5-dimetiltiazol-
2-il)-2,5-difeniltetrazólio (MTT, Molecular Probes, Thermo Fisher Scientific, Oregon, EUA) a 5 mg/mL em PBS, 
pH 7,4, e 135 µL de meio completo foram adicionados aos poços e incubados por 3 h. Os cristais de formazan 
foram solubilizados pela adição de 100 µL de dimetilsulfóxido (DMSO), e o sinal de absorbância a 595 nm foi 
medido usando um leitor de microplacas Multiskan FC (Thermo Scientific, San Jose, CA, EUA). A concentração 
inibitória máxima (IC50) foi calculada usando o software GraphPad Prism (versão 5.04). 

 
3. Resultados 
3.1. Fracionamento cromatográfico da secreção cutânia de Pithecopus rohdei 

Esse estudo visou a caracterização química e biológica de peptídeos inéditos da secreção cutânea de 
Pithecopus rohdei. A secreção bruta de P. rohdei foi fracionada em RP-HPLC empregando-se uma coluna C18 
resultando na eluição de 20 frações cromatográficas que foram coletadas a partir do tempo de retenção 
correspondente a 30% de acetonitrila (Figura 1). 

 
Figura 1. Perfil cromatográfico do fracionamento da secreção da pele do anuro Pithecopus rohdei. As frações cromatográficas 
indicadas em números em vermelho são as frações com atividade antimicrobiana identificadas no presente estudo. 
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3.2. Screening antimicrobiano das frações cromatográficas 
O screening antimicrobiano com os microrganismos E. coli e S. aureus permitiu identificar 10 frações 

cromatográficas com capacidade de inibir o crescimento bacteriano acima de 90%. Dentre as frações ativas, as 
frações 10, 14, 15 e 19 foram alvo do presente estudo por apresentarem maior grau de pureza e solubilidade. 

 
3.3. Espectrometria de massas de frações cromatrográficas ativas 

As frações cromatográficas 10, 14, 15 e 19 exibiram atividade antimicrobiana sobre os patógenos E. coli 
e S. aureus e mostraram-se homogêneas quando submetidas à análise por espectrometria de massas (Figuras 2 
a 5). 

 

 
Figura 2. Espectro de massas da fração 10 obtida em modo positivo com uso de refletor (matriz de ácido α-ciano-4- 
hidroxicinâmico). 

 

Figura 3. Espectro de massas da fração 14 obtida em modo positivo com uso de refletor (matriz de ácido α-ciano-4- 
hidroxicinâmico). 
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Figura 4. Espectro de massas da fração 15 obtida em modo positivo com uso de refletor (matriz de ácido α-ciano-4- 
hidroxicinâmico). 

 

Figura 5. Espectro de massas da fração 19 obtida em equipamento Sicex Triple TOF 5600 LC-MS/MS. 

3.4. Determinação das estruturas primárias dos peptídeos ativos 
As frações 10, 14, 15 e 19 apresentaram atividade antimicrobiana no screening e exibiram um maior grau 

de homogeneidade e foram submetidas ao sequenciamento químico por degradação de Edman, resultando em 
sequências não ambíguas apresentadas na tabela 1.  
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Tabela 1. Estruturas primárias e massas moleculares dos peptídeos antimicrobianos de P. rohdei identificados no 
presente trabalho. 

 
Fração 

cromatográfica 

Estrutura primária Massa molecular 

calculada (Da) 

Massa molecular 

observada (Da) 

10 GLWKILAKGAGKVLGHVASKFLGSQGQPES 3062,7 3061,567 

14 GLWKSLLKNVGVAAGKAALNAVTDIVNQ 2849,61 2848,367 

15 ALWKNMLKGIGKLAGQAALGAVKTLAGAV 2850,6 2849,389 

19 FLSLLPSIVSGAVSLVKKL 1970,22 1970,22 

A massa molecular calculada  e a massa molecular observada  estão expressas na forma desprotonada. 

 

3.5. Análises de similaridade dos peptídeos antimicrobianos de P. rohdei 
A sequência de resíduos de aminoácidos obtida com o sequenciamento químico da fração 19 

(1FLSLLPSIVSGAVSLVKKL20) foi analisada na ferramenta Compute pI/Mw 
(https://web.expasy.org/compute_pi/), evidenciando ponto isoelétrico igual a 10.00 e massa monoisotópica 
1970,22 Da., confirmando a massa observada nas análises de espectrometria de massa.  

A busca por similaridade para esse peptídeo foi realizada pela ferramenta Blast 
(https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi). As sequências encontradas com maior similaridade foram alinhadas 
com o emprego do algoritmo Clustal Ômega disponível em <https://www.ebi.ac.uk/jdispatcher/msa/clustalo> 
(Figura 6). Tal peptídeo foi denominado filoseptina-1PR. 

 
Filoseptina-Az4      FLSLLPSIVSGAVSLAKKL 19 
Filoseptina-H9       FLGLLPSIVSGAVSLVKKL 19 
Filoseptina-1PR      FLSLLPSIVSGAVSLVKKL 19 
Filoseptina-H8       FLSLLPSLVSGAVSLVKKL 19 
                     **.****:*******.*** 

 

Figura 6. Alinhamento múltiplo do peptídeo filoseptina-1PR isolado de Pithecopus rohdei com os peptídeos com maior 
similaridade: filoseptinas H8 e H9 de Pithecopus hypochondrialis e filoseptina Az4 de Pithecopus azureus. O símbolo “ * ” 
representa resíduos de aminoácidos idênticos e “ : ” identifica regiões conservativas. As cores dos resíduos de aminoácidos 
representam suas propriedades físico-químicas: vermelho = apolar; verde = polar sem carga; rosa =básico; azul = ácido. 

A fração 10 (1GLWKILAKGAGKVLGHVASKFLGSQGQPES30) corresponde a um análogo natural do 
peptídeo dermaseptina-1PR previamente isolada por SANTOS (2023), onde se observa apenas a substituição 
de um resíduo de metionina na posição 5 no peptídeo dermaseptina-1PR por um resíduo de isoleucina no 
peptídeo descrito nesse trabalho (Figura 7). As demais frações cromatográficas (frações 14 e 15) 
corresponderam a peptídeos da família das dermaseptinas, após buscas feitas com Blast, e os alinhamentos 
múltiplos estão exibidos nas figuras 8 a 10. 

 
Fração 10               GLWKILAKGAGKVLGHVASKFLGSQGQPES 30 
Dermaseptina-1PR        GLWKMLAKGAGKVLGHVASKFLGSQGQPES 30 
Dermaseptina-S11        ALWKTLLKGAGKVFGHVAKQFLGSQGQPES 30 
Dermaseptina-3.1TR      GLFKTLIKGAGKMLGHVAKQFLGSQGQPES 30 
Dermaseptina-3.2TR      GLFKTLIKGAGKMLGHVAKEFLGSQGQPES 30 
                         *:* * *****::**** :********** 

 

Figura 7. Alinhamento múltiplo entre o peptídeo isolado a partir da fração 10 resultante do fracionamento cromatográfico da 
secreção cutânea do anuro Pithecopus rohdei com a dermaseptina-1PR previamente isolada por SANTOS (2023) e outras 
dermaseptinas identificadas em buscas por similaridade. O asterisco (*) indica resíduos idênticos e dois pontos (:) indica 
substituição conservativa. As cores dos resíduos de aminoácidos representam suas propriedades físico-químicas: vermelho = 
apolar; verde = polar sem carga; rosa = básico; azul = ácido. 
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Fração 10      GLWKILAKGAGKVLGHVASKFLGSQGQPES 30 
Fração 14      GLWKSLLKNVGVAAGKAALNAVTDIVNQ-- 28 
Fração 15      ALWKNMLKGIGKLAGQAALGAVKTLAGAV- 29 
                *** : *  *   *: *   :         

 

Figura 8. Alinhamento múltiplo dos peptídeos da família das dermaseptinas identificadas na secreção cutânea do anuro 
Pithecopus rohdei.  O asterisco (*) indica resíduos idênticos e dois pontos (:) indica substituição conservativa. As cores dos 
resíduos de aminoácidos representam suas propriedades físico-químicas: vermelho = apolar; verde = polar sem carga; 
rosa = básico; azul = ácido. 

 Dermaseptina-J9      GLWKSLLKNVGKAAGKAALNAVTDMVNQS 29 
 Dermaseptina-J8      GLWKSLLKNVGKAAGKAALNAVTDMVNQA 29 
 Fração 14            GLWKSLLKNVGVAAGKAALNAVTDIVNQ- 28 
 Dermaseptina-H1      GLWKSLLKNVGVAAGKAALNAVTDMVNQ- 28 
                      *********** ************:*** 

 

Figura 9. Alinhamento múltiplo entre o peptídeo isolado a partir da fração 14 resultante do fracionamento cromatográfico da 
secreção cutânea do anuro Pithecopus rohdei com outras dermaseptinas identificadas em buscas por similaridade. O asterisco 
(*) indica resíduos idênticos e dois pontos (:) indica substituição conservativa. As cores dos resíduos de aminoácidos 
representam suas propriedades físico-químicas: vermelho = apolar; verde = polar sem carga; rosa = básico; azul = ácido. 

Fração 15             ALWKNMLKGIGKLAGQAALGAVKTLAGAV- 29 
Dermaseptina-6TR      ALWKNMLKGIGKLAGQAALGAVKTLVGA-- 28 
Dermaseptina-DI4      ALWKNMLKGIGKLAGQAALGAVKTLVGAES 30 
Dermaseptina-B3       ALWKNMLKGIGKLAGQAALGAVKTLVGAE- 29 
                      ************************* **   

 

Figura 10. Alinhamento múltiplo entre o peptídeo isolado a partir da fração 15 resultante do fracionamento cromatográfico 
da secreção cutânea do anuro Pithecopus rohdei com outras dermaseptinas identificadas em buscas por similaridade. 
O asterisco (*) indica resíduos idênticos e dois pontos (:) indica substituição conservativa. As cores dos resíduos 
de aminoácidos representam suas propriedades físico-químicas: vermelho = apolar; verde = polar sem carga; rosa = básico; 
azul = ácido. 

3.6. Caracterização das propriedades físico-químicas dos peptídeos de P. rohdei e de L. palmipes 
O peptídeo ranateurina 2-PMe foi previamente isolado por BARBOSA (2024, resultados não 

publicados) a partir da secreção cutânea do anuro Lithobates palmipes e possui em sua estrutura 28 resíduos de 
aminoácidos (1GIMDSIKGVAKNLAGELLDKLKCKMTGC28), tendo na porção C-terminal a presença de dois 
resíduos de cisteína unidos por uma ponte dissulfeto o que caracteriza a família das ranateurinas. A figura 11 
exibe o alinhamento da ranaterutina 2-PMe com outras duas ranateurinas recentemente identificadas na 
secreção dessa mesma espécie por Mechkarska et al (2023) . 

 
Ranateurina-2PMc      GIMDSIKGVAKNLAGQLLDKLKCKITGC    28 
Fração 19             GIMDSIKGVAKNLAGELLDKLKCKMTGC    28 
Ranateurina-2PMd      GIMDSIKGVAKNLAGELLDKLKCKITGC    28 
                      ***************:********:*** 

 

Figura 11. Alinhamento múltiplo da ranateurina 2-PMe (identificada na figura como fração 19) isolada da secreção cutânea 
de L. palmipes com outros dois peptídeos antimicrobianos descritos por MECHKARSKA et al (2023). O asterisco (*) indica 
resíduos idênticos e dois pontos (:) indica substituição conservativa. As cores dos resíduos de aminoácidos representam 
suas propriedades físico-químicas: vermelho = apolar; verde = polar sem carga; rosa = básico; azul = ácido. 

 
As análises das projeções em roda helicoidal revelaram que os peptídeos antimicrobianos de P. rohdei 

e L. palmipes tendem a formar α-hélices anfipáticas (Figura 12). Os peptídeos antimicrobianos analisados 
apresentaram cargas líquidas variando de +2 a +4, sendo elas, a fração 15 com carga líquida +4, a fração 10 com 
carga positiva +3, enquanto as frações 14, peptídeo filoseptina-1PR e o peptídeo ranateurina 2-PMe mostraram 
carga líquida +2 (Tabela 2). É possível verificar que todos os peptídeos aprensentam uma face hidrofóbica, 
representada pela cor amarela, em oposição a uma face hidrofílica (Figura 12). 
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Figura 12. Projeções em roda helicoidal (projeções de Schiffer-Edmundson) dos peptídeos presentes nas frações 
cromatográficas 10 (A), 14 (B), 15 (C), 19 (D) e do peptídeo ranateurina 2-PMe (E). Resíduos básicos na cor vermelha; ácidos 
na cor azul; polares sem carga na cor verde e apolares na cor amarela. 

A predição da estrutura tridimensional foi realizada utilizando o programa Pep-Fold 4 e possibilitou 
verificar que todos os peptídeos antimicrobianos estudados apresentam estruturas secundárias similares 
(Figura 13), com uma tendência à formação de -hélices. 

 

 
Figura 13. Modelo tridimensionais teóricos dos peptídeos presentes nas frações cromatográficas 10 (A), 14 (B), 15 (C), 19 (D) 
e do peptídeo ranateurina 2-PMe (E). A região em vermelho mais eletronegativa (N-terminal) e região em azul mais 
eletropositiva (C-terminal). 

 

Tabela 2. Parâmetros físico-químicos dos peptídeos antimicrobianos de P. rohdei e L. palmipes 
 

Peptídeo PIa Carga líquida GRAVYb Razão 
hidrofóbica 

Face hidrofóbica 

Fração 10 10,00 +3 -0,010 40% VAPWFL 
Fração 14 9,70 +2 0,454 54% WAALIA 
Fração 15 10,48 +4 0,697 59% AIAWAALLA 
Fração 19 10,00 +2 1,458 58% FLALVVLVP 

Ranateurina 2-PMe 8,79 +2 0,150 46%  LACMLA 
aPI – Ponto isoelétrico   

bGRAVY – Índice médio de hidropaticidade. 
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3.7. Caracterização das propriedades biológicas da ranateurina-2PMe 
A atividade antimicrobiana da ranateurina-2PMe foi avaliada contra as bactérias Gram-positivas 

(Staphylococcus aureus ATCC 25923 e Staphylococcus aureus resistente à meticilina) e Gram-negativas 
(Escherichia coli ATCC 25922 e isolados clínicos resistentes de Klebsiella pneumoniae carbapenemase, 
Acinetobacter baumani e Pseudomonas aeruginosa). Os gráficos retratando a relação dose-resposta do peptídeo 
sobre as bactérias testadas estão apresentados nas figuras 14 a 19 e os valores de CIM determinados para essas 
bactérias estão apresentados na tabela 3. 
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Figura 14. Atividade antimicrobiana do peptídeo ranateurina-2PMe sobre a bactéria patogênica Acinetobacter baumannii 
multirresistente. 
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Figura 15. Atividade antimicrobiana do peptídeo ranateurina-2PMe sobre a bactéria patogênica Escherichia coli ATCC 25922. 
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Figura 16. Atividade antimicrobiana do peptídeo ranateurina-2PMe sobre a bactéria patogênica Klebsiella pneumoniae 
carbapenemase. 
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Figura 17. Atividade antimicrobiana do peptídeo ranateurina-2PMe sobre a bactéria patogênica Pseudomonas aeruginosa 
multirresistente. 
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Figura 18. Atividade antimicrobiana do peptídeo ranateurina-2PMe sobre a bactéria patogênica Staphylococcus aureus 
ATCC 25923. 
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Figura 19. Atividade antimicrobiana do peptídeo ranateurina-2PMe sobre a bactéria patogênica Staphylococcus aureus 
resistente à meticilina. 

 

 
Tabela 3. Atividade antimicrobiana (CIM, µM) do peptídeo ranateurina-2PMe. 

   
 Microrganismo Ranateurina-2PMe  
 Acinetobacter baumannii multirresistente 2   
 Escherichia coli ATCC 25922 8  

 Pseudomonas aeruginosa MR 32  

 Klebsiella pneumoniae carbapenemase 32  

 Staphylococcus aureus ATCC 25923 128  

 Staphylococcus aureus resistente à meticilina NA  

 
NA: O peptídeo  não foi capaz de inibir o crescimento do patógeno mesmo na maior concentração empregada 
(128 mM).  
 

Também foi avaliada a atividade hemotítica da ranateurina-2PMe sobre eritrócitos humanos resultando 
em uma baixa atividade hemolítica mesmo na maior concentração empregada, (128 µM) com taxa de hemólise 
abaixo de 16% (Figura 20). 

 
 

 
Figura 20. Atividade hemolítica do peptídeo ranateurina-2PMe sobre eritrócitos humanos. C+ = controle positivo Triton X-100 
1%(v/v). 
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Finalmente foi feita a avaliação dos efeitos citotóxicos da ranateurina-2PMe sobre a linhagem tumoral 
adenocarcinoma cervical humano HeLa e sobre a linhagem não-tumoral de queratinócitos humanos 
imortalizados HaCat com valores de IC50 iguais a 12,4 M e 16,9 M, respectivamente (Figura 21). 

 

 

Figura 21. Atividade antiproliferativa do peptídeo ranateurina-2PMe sobre linhagem celular tumoral HeLa e sobre a linhagem 
celular não-tumoral HaCat. 

4. Discussão 
Em virtude da acentuada emergência de microrganismos que apresentam mecanismos de resistência 

aos antibióticos convencionais atualmente disponíveis, faz-se necessário a busca e o desenvolvimento de novas 
drogas com efetiva atividade antimicrobiana. Além da necessidade de novos medicamentos, é necessário que 
sejam desenvolvidas drogas com novos mecanismos de ação, uma vez que a utilização de drogas com o mesmo 
mecanismo de ação é um agravante para a emergência de resistência antimicrobiana.  

As bactérias Gram-negativas são um desafio ainda maior ao se tratar de bactérias resistentes às drogas, 
pois além da presença de uma membrana plasmática, estas possuem uma parece celular e a presença de 
lipopolisacarídeos ancorados nessa estrutura (GAUBA e  RAHMAN, 2023).  

O presente estudo abrangeu a caracterização de peptídeos antimicrobianos de anuros que são 
endêmicos da fauna brasileira, espécies animais que precisam ser protegidas, tanto do ponto de vista da 
preservação da biodiversidade, quanto em virtude de sua importância científica na busca de novas drogas 
terapêuticas, em função de uma secreção cutânea riquíssima em compostos bioativos (CHEN et al, 2006). 

A espécie de anuro Pithecopus rohdei começou a ser estudada há algumas décadas, no entanto, nos 
estudos iniciais, a coleta do material biológico era feita abatendo-se o animal, retirando-se sua pele e fazendo 
um extrato para a obtenção dos compostos ativos. Atualmente, a metodologia mais utilizada é por meio da 
aplicação de estímulos elétricos de baixa intensidade no animal com a consequente coleta da secreção liberada, 
sem dano persistente ao animal (CHEN et al, 2006). Por meio do fracionamento da secreção cutânea da pele de 
anuros são obtidas potenciais moléculas com atividade antimicrobiana com elevado grau de pureza. 
Muitos PAMs já foram descritos dentre as espécies das famílias Hylidae e Ranidae, que são bastante extensas 
e amplamente distribuídas (CONLON, 2011).  

Dentre os peptídeos identificados no presente estudo, as filoseptinas compõem uma grande família de 
peptídeos antimicrobianos encontrada em espécies dos gêneros Pithecopus e Phyllomedusa da família Hylidae. 
Essa família de peptídeos é composta por PAMs que foram identificados na secreção cutânea de anuros da 
subfamília Phyllomedusinae, com algumas características similares, como alto grau de conservação na região 
N-terminal, sequência de aminoácidos com cerca de 19-21 resíduos e a presença comum de amidação na região 
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C-terminal, além de exibirem estrutura em alfa-hélice em ambiente hidrofóbico (LIU et al, 2017). 
Essa família de peptídeos exibe atividade antibacteriana significativa contra várias cepas de bactérias 

Gram-positivas e Gram-negativas, além de atividade antiparasitária contra protozoários, como Trypanosoma 
cruzi. As filoseptinas têm uma estrutura anfipática e catiônica, características que facilitam sua interação com 
as membranas celulares dos patógenos, promovendo a desestabilização e a lise das células. A eficácia desses 
peptídeos, juntamente com sua baixa toxicidade para células humanas, sugere seu potencial como agentes 
terapêuticos contra infecções bacterianas e protozoárias (LEITE et al, 2005). 

O peptídeo filoseptina 1-PR apresentou 90% de similaridade com os peptídeos phylloseptin-H8; 
phylloseptin-Az4 e phylloseptin-H9 (termos utilizados no banco de dados UniProt), exibindo uma substituição 
de um resíduo de serina por glicina, na posição 3 em phylloseptina-H9, outra substituição de uma isoleucina 
por leucina, na posição 8 em phylloseptina-H8 e, por fim, uma substituição de uma valina por alanina na 
posição 16 na phylloseptina-Az4. 

As frações correspondentes às 3 dermaseptinas identificadas nesse estudo ainda não foram sinterizadas 
até o momento e, portanto, não tiveram suas atividades biológicas avaliadas. A caracterização da atividade 
biológica desses peptídeos será feita posteriormente. 

As dermaseptinas são peptídeos antimicrobianos caracterizados por sua estrutura anfipática e 
catiônica, o que lhes confere uma forte interação com as membranas celulares dos patógenos. Estruturalmente, 
as dermaseptinas possuem de 24 a 34 resíduos de aminoácidos, formando uma alfa-hélice quando em 
ambientes hidrofóbicos, como membranas celulares. A porção N-terminal das dermaseptinas é geralmente 
carregada positivamente, facilitando a atração eletrostática com as membranas negativamente carregadas dos 
microrganismos. Essa conformação helicoidal anfipática permite que as dermaseptinas se insiram nas 
membranas celulares, promovendo a desestabilização e a lise das células-alvo, um mecanismo crucial para sua 
atividade antimicrobiana. Além disso, a diversidade de sequência entre diferentes dermaseptinas contribui 
para sua ampla gama de atividades biológicas contra bactérias, fungos e parasitas (NICOLAS & EL AMRI, 
2009). 

No banco de dados UniProt existem 188 entradas de peptídeos classificados como dermaseptinas. 
As dermaseptinas fazem parte de uma grande família de peptídeos antimicrobianos, sendo o principal 
conjunto de moléculas na subfamília Phyllomedusinae, especula-se que é uma família que ocorre apenas nesse 
grupo taxonômico. 

Um dos objetivos adicionais deste trabalho foi o de avaliar os efeitos biológicos do peptídeo 
ranateurina-2PMe identificado na espécie Lithobates palmipes sobre patógenos de importância médica e sobre 
células de mamíferos.  

A classificação taxonômica da espécie L. palmites adotada neste estudo foi proposta por FROST et al 
(2006), no entanto, YUAN et al (2016), mostrou que essa classificação causava divergência com outros clados, 
tendo assim determiando que Lithobates é um subgênero dentro do grupo Rana (YUAN et al, 2016). 
As características físico-química da molécula, como sua estrutura primária apresentando um resíduo do 
aminoácido cisteína na região C-terminal e outra na posição 22, formam uma alça de um hexapeptídeo (PARK 
et al, 1995; GORAYA et al, 1998). 

O peptídeo ranateurina-2PMe teve sua atividade biológica testada contra alguns patógenos de 
interesse médico, em especial, microrganismos integrantes do grupo ESKAPE. As bactérias testadas foram: 
Escherichia coli, Staphylococcus aureus, Pseudomonas aeruginosa multirresistente, Klebsiella pneumoniae carbapenemase 
(KPC), Acinetobacter baumannii multirresistente e Staphylococcus aures resistente à meticilina (MRSA). 

Os resultados obtidos no ensaio antimicrobiano revelaram que esse peptídeo possui maior efetividade 
contra microrganismos Gram-negativos, apresentando os seguintes valores de CIM: P. aeruginosa MR 32 µM, 
E. coli 8 µM, KPC 32 µM, A. baumannii MR 2 µM, S. aureus 128 µM e não apresentou atividade sobre MRSA. 

O peptídeo mostrou atividade biológica antimicrobiana em uma baixa concentração, que é muito 
interessante do ponto de vista farmacológico. Dentro do gênero Acinetobacter, A. baumannii é a espécie de maior 
importância médica e o mais patogênico no grupo das infecções adquiridas em ambientes hospitalares. 
Estima-se que 20% das infecções dentro de UTIs são causadas por esse microrganismo (OYEJOBI et al, 2022). 
Como observado na tabela 3, a bactéria Acinetobacter baumannii multirresistente teve sua CIM em 2 µM, que é 
uma concentração baixa. Em um estudo realizado por Conlon et al foi observado valores de CIM próximos para 
peptídeos derivados de anuros (CONLON et al, 2011). 
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Helbing e colaboradores testaram a atividade antimicrobiana de 6 peptídeos, sendo 2 deles peptídeos 
inéditos. No entanto, os peptídeos testados, HP3 e HP5 identificados na pele de Rana [Lithobates] catesbeiana, 
não apresentaram atividade antimicrobiana contra E. coli e S. aureus. Já para o outro microrganismo testado, 
Mycobacterium smegmatis, o peptídeo HP3 apresentou CIM de 4-14 µM, semelhante ao valor de CIM do 
peptídeo HP/Ranateurina-1, que é de 2-12 µM. Já o peptídeo HP5 apresentou CIM de 66 µM (HELBING et al, 
2019). 

No caso de peptídeos testados contra S. aureus, a ranateurina 1 mostrou valor de CIM de 50 µM, as 
ranateurinas 2 e 3 apresentaram valor de 60 µM, a ranateurina 4, 55 µM e a ranateurina 6, 100 µM todos valores 
abaixo dos obtidos no presente estudo. Já os peptídeos ranateurina 7 mostrou CIM de 200 µM e ranateurinas 
8 e 9 mostraram valores de 130 µM. O CIM de ranateurina 5 foi superior a 200 µM (GORAYA et al, 1998). 

A avaliação dos efeitos citotóxicos da ranateurina-2PMe sobre a linhagem tumoral HeLa e sobre a 
linhagem não-tumoral HaCat revelou efeitos citotóxicos, mas sem especificidade. Em relação à atividade 
hemolítica, o peptídeo mostrou-se não-hemolítico. 

Todas os peptídeos caracterizados no presente estudo exibem, na projeção em roda helicoidal, uma 
face hidrofóbica em oposição a uma face hidrofílica, cumprindo requisitos importantes para a interação dos 
PAMs com a membrana plasmática das bactérias (DUONG et al, 2021). 

O peptídeo ranateurina-2PMe mostrou atividade antibacteriana contra microrganismos Gram-negativos, 
o que é uma propriedade relevante dada a capacidade dessas bactérias em resistir a agentes antimicrobianos. 
Pode-se destacar sua efetividade contra microrganismos A. baumannii e E. coli, onde observou-se valores de CIM 
de 2 µM e 8 µM, respectivamente. Também constatou-se que, nessas concetrações, o peptídeo mostrou-se não ser 
hemolítico, o que é relevante devido ao fato de não ser exibir toxicidade contra as células do hospedeiro, neste 
caso, o ser humano. A ranateurina-2PMe pode ser um candidato no desenvolvimento de drogas para o 
tratamento de infecções causadas por esses patógenos.  

A. baumannii causa uma variedade de infecções, na pele, tecidos moles, infecções de feridas, bacteremia, 
endocardite, infecções no trato urinário, meningite e pneumonia. A infecção nosocomial mais frequente é a 
pneumonia, associada com pacientes com respitação mecânica, podendo chegar a taxa de 70% de ocorrência. 
A mortalidade por infecções sanguíneas por este microrganismo varia entre 28 a 43%. Sua incidência mundial é 
de cerca de 100.000.000 de casos de infecções ao ano e, deste valor, 50% são de variedades resistentes aos 
carbapenêmicos, sendo este o primeiro medicamento para tratar infecções por esta bactéria. (IBRAHIM et al, 2021; 
LOYOLA-CRUZ et al, 2023). 

E. coli é um microrganismo que habita de forma comensal a microbiota intestinal dos seres humanos. 
No entando, é capaz de causar infecções tanto fora quanto dentro do sistema digestório. Por ser uma bactéria que 
vive no lúmen gastrointestinal, está suscetível ao contato frequente com medicamentos antibióticos e, 
consequentemente, exposto ao uso de antibióticos de forma indevida, propiciando a seleção de mecanismos de 
RAM (RILEY, 2020). Seu rápido tempo de reprodução, cerca de 20 minutos, associado com a eficaz capacidade 
de adquirir material génetico extraceular, torna a E. coli um microrganismo de notável importâncua médica 
(TORTORA et al, 2017). É o microrganismo mais comum a causar infecções na corrente sanguínea (LEIMBACH 
et al, 2013; JANG et al,2017). Também tem se mostrado capaz de desenvolver biofilme (KOBAYASHI et al, 2021). 
Grande parte das infecções em seres humanos é causada por bactérias formadoras de biofilmes e os PAMs podem 
ser uma opção eficaz para lidar com o biofilme, já que apresentam atividade bactericida de amplo espectro 
(SHAHROUR et al, 2019). 

De acordo com as análises estruturais do peptídeo ranateurina-2PMe é possível verificar que esse 
peptídeo tem tendência a adotar conformação em alfa-hélice, organização adotada para os demais peptídeos 
avaliados no presente estudo.  

 
5. Conclusão 

No presente estudo, foi realizada a purificação e a caracterização química de quatro peptídeos 
antimicrobianos identificados do anuro endêmico da Mata Atlântica Pithecopus rohdei, sendo um dos peptídeos 
pertencente à família das filoseptinas e os outros três peptídeos inlcuídos na família das dermaseptinas. 
O presente estudo não abrangeu à caracterização biológica dessas moléculas que será feita posteriormente. 

A ranateurina-2PMe é um peptídeo inédito que foi isolado do anuro Lithobates palmipes. Foi realizada 
a caracterização da sua atividade biológica sobre bactérias patogênicas mostrando-se mais efetivo contra 
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bactérias Gram-negativas das espécies A. baumannii e E. coli. Também exibiu potencial citotóxico sobre células 
HeLa e HaCat, mas sem especificidade. O ensaio hemolítico realizado mostrou baixa atividade sobre eritrócitos 
humanos, o que é interessante do ponto de vista farmacológico, devido à possibilidade de desenvolvimento de 
fármacos que não sejam prejudiciais ao organismo hospedeiro. 

Assim, foi possível avançar na caracterização química e biológica do arsenal de peptídeos 
antimicrobianos presentes na secreção da pele dos anuros P. rohdei e L. palmipes, destacando-se os efeitos do 
peptídeo ranateurina-2PMe sobre microrganismos patogênicos do grupo ESKAPE e sua atividade citotóxica 
sobre a linhagem de células tumorais HeLa. 
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5. Perspectivas Futuras 

O presente trabalho tem como perspectivas futuras: 

 Produzir por síntese química os peptídeos antimicrobianos identificados na 

secreção cutânea do anuro P. rohdei.   

 Avaliar os efeitos antimicrobianos dos peptídeos antimicrobianos de P. rohdei 

em microrganismos resistentes pertencentes ao grupo ESKAPE e seus possíveis efeitos 

sinérgicos com antibióticos comercialmente     disponíveis. 

 Avaliar os efeitos hemolíticos dos peptídeos antimicrobianos de P. rohdei. 

 Avaliar as propriedades imunomodulatórias como a produção de EROs, indução 

de fagocitose e indução de NETs, assim como, indução de citocinas pré e pro-inflamatórias 

dos peptídeos antimicrobianos de P. rohdei e da ranateurina-2PMe. 

 Avaliar o comportamento dose-resposta de indução de quimiotaxia de neutrófilos 

humanos dos peptídeos antimicrobianos de P. rohdei e da ranateurina-2PMe. 

 Avaliar os efeitos sobre protozoários de interesse médico e veterinário, 

como Leishmania sp., Trypanosoma cruzi e Plasmodium falciparum dos peptídeos 

antimicrobianos de P. rohdei e da ranateurina-2PMe. 

 Avaliar os efeitos antiproliferativos e citotóxicos sobre linhagens de células 

tumorais e não tumorais de mamíferos dos peptídeos antimicrobianos de P. rohdei e da 

ranateurina-2PMe. 
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