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RESUMO 

Atualmente, é crescente o número de micro-organismos resistentes aos 

antibióticos convencionais sendo imprescindível o desenvolvimento de novas 

alternativas que possam conter o aumento da resistência microbiana. Os peptídeos 

antimicrobianos surgem como uma alternativa interessante, pois atuam sobre a 

membrana plasmática, reduzindo a possibilidade de resistência. A secreção cutânea 

de anfíbios é uma fonte rica de peptídeos antimicrobianos e muitos destes também 

apresentam atividade antiproliferativa e citotóxica sobre células tumorais. O presente 

estudo teve como objetivo avaliar a secreção cutânea de Hypsiboas raniceps quanto 

à presença de peptídeos com atividade antiproliferativa e citotóxica sobre bactérias e 

fungos patogênicos, bem como células de melanoma murino (B16F10). Foram 

identificados e purificados dois peptídeos inéditos, denominados Hr22 e Hr24, com 

potente atividade sobre bactérias, principalmente sobre patógenos Gram-positivos e 

também mostraram-se ativos sobre eritrócitos humanos, células de melanona 

(B16F10) e fibroblastos normais (NIH3T3). No caso dos efeitos sobre células de 

melanoma, observou-se que os peptídeos também foram tóxicos para as células 

normais testadas, entretanto o peptídeo Hr24 indicou uma provável seletividade em 

relação às células de câncer, com uma dose efetiva com cerca da metade do valor 

obtido para as células normais. O tratamento empregando-se a dose correspondente 

ao IC75 do peptídeo Hr22 reduziu o número de células viáveis e a maioria das 

células apresentaram membrana plasmática danificada. Ambos os peptídeos 

induziram uma maior exposição de fosfatidilserina (marcada com anexina V-FITC) e 

não apresentaram marcação somente com iodeto de propídio (PI) quando testados 

na dose correspondente ao IC50. Empregando-se a dose do IC75 do peptídeo Hr22, 

observou-se alterações no potencial de membrana mitocondrial, além da 

fragmentação de DNA e alterações no ciclo celular, sugerindo morte celular por 

apoptose. Mais estudos são necessários para a melhor compreensão de como agem 

estes peptídeos. A produção de análogos com modificações estruturais podem 

melhorar suas atividades e especificidades tanto para micro-organismos quanto para 

células de câncer. 

  



 

 

 

 

ABSTRACT 

Currently, the number of microorganisms resistant to conventional antibiotics 

is rising, thus the development of new alternatives that may hold back this increase in 

resistance is essential. The antimicrobial peptides emerged as an attractive 

alternative because they act on the plasma membrane, reducing the possibility of 

resistance. Amphibian skin secretion is a rich source of these peptides and many of 

them also have activity on tumor cells. The present study aimed to evaluate 

Hypsiboas raniceps skin secretion for the presence of peptides with antiproliferative 

and cytotoxic activity against pathogenic bacteria and fungi, as well as murine 

melanoma cells (B16F10). Two novel peptides were identified, named Hr22 and 

Hr24, with potent activity against bacteria, especially on Gram-positive pathogens, 

also showing activity on human red blood cells, melanoma cells (B1F10) and normal 

fibroblasts (NIH3T3). In respect to the effects on melanoma cells, the peptides were 

also toxic to normal cell lines tested, however the Hr24 peptide indicated a probable 

selectivity in relation to cancer cells, with an effective dose of about half of the value 

obtained for normal cells. Treatment employing the corresponding IC75 dose of the 

Hr22 peptide reduced the number of viable cells and most cells showed plasma 

membrane damaged. Both peptides induced a higher exposure of phosphatidylserine 

(anexin V-FITC labeled) and were not labeled only with propidium iodide (PI) when 

tested with the corresponding IC50. Employing the IC75 dose of the Hr22 peptide, 

alterations were observed in the mitochondrial membrane potential, as well as DNA 

fragmentation and alterations in the cell cycle, suggesting cell death by apoptosis. 

More studies are needed to better understand how these peptides act. The 

production of analogs with structural modifications can improve their activities and 

specificities for both micro-organisms and cancer cells.  
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1. INTRODUÇÃO 

A classe Amphibia contém 7.487 espécies descritas e estão divididas em três 

ordens: Gymnophiona (cecílias), Caudata (salamandras) e Anura (sapos, rãs e 

pererecas), sendo que ordem Anura possui o maior número de representantes, 

totalizando, até o momento 6.579 espécies (Frost, 2016). 

Uma característica dos anfíbios é a presença de um tegumento altamente 

especializado, que realiza grande parte das trocas gasosas de oxigênio e gás 

carbônico com o ambiente. Existem dois tipos de glândulas acinares na pele dos 

anfíbios: as glândulas mucosas que são mais numerosas e secretam mucinas, com 

a função de umidificar e lubrificar a pele para auxiliar na respiração cutânea, 

termorregulação e proteção física contra predadores por meio da lubrificação ou 

liberação de substâncias pegajosas para dificultar sua captura (Rollins-Smith et al., 

2005) e as glândulas granulosas que são menos numerosas, mas sintetizam e 

armazenam a maioria das substâncias tóxicas e nocivas encontradas na secreção 

cutânea dos anfíbios. Quando há estímulo resultante de estresse ou injúria, ocorre a 

contração dos miócitos que envolvem a glândula liberando seu conteúdo. 

Tais glândulas liberam secreções que contêm compostos ativos como aminas 

biogênicas, esteroides, alcaloides, bufodienolídeos, peptídeos e proteínas que 

podem ter efeito neurotóxico, vasoconstritor, alucinógeno, hipotensor, antimicrobiano 

e citotóxico, entre outros (Simmaco et al., 1998; Nascimento et al., 2003). 

 

1.1. Hypsiboas raniceps 

O gênero Hypsiboas compreende, até o momento, 90 espécies descritas, as 

quais encontram-se distribuídas, em grande parte, na América do Sul (Frost, 2016). 

Considerando a quantidade de espécies do gênero, o número de estudos sobre 
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peptídeos bioativos ainda é pequeno abordando um número reduzido de espécies 

incluídas nesse gênero, como pode ser observado na Tabela 1.  

 

Tabela 1. Peptídeos antimicrobianos descritos na literatura isolados da secreção cutânea de espécies 

do gênero Hypsiboas. 

 

A espécie Hypsiboas raniceps (Figura 1), encontra-se distribuída por grande 

parte da América do Sul e não está ameaçada de extinção de acordo com a Lista 

Vermelha da IUCN (La Marca et al., 2004).  

 

 

Figura 1. Espécime adulto de Hypsiboas raniceps. Foto: Pedro Peloso, Dom Pedro-MA. 
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1.2. Peptídeos antimicrobianos (PAMs) 

A permeabilidade do tegumento à água limita a dispersão da maioria dos 

anfíbios a micro habitats úmidos onde possam controlar o ganho e a perda de água 

(osmorregulação), além do controle da temperatura corporal (Nascimento et al., 

2003). Por ser uma estrutura sensível e estar em contato direto com o ambiente, ou 

seja, estar constantemente exposta à ação de potenciais agentes patogênicos, os 

anfíbios apresentam na sua secreção cutânea peptídeos antimicrobianos que fazem 

parte do seu sistema imune inato. Os PAMs da secreção cutânea dos anuros são 

caracterizados por ter de 10 a 46 resíduos de aminoácidos, sendo que a maioria 

apresenta-se como moléculas catiônicas (carga líquida igual ou superior a +2) e, 

aproximadamente, 50% dos resíduos presentes em suas cadeias peptídicas são 

representados por aminoácidos hidrofóbicos (Nascimento et al., 2003; Marr et al., 

2006). 

De acordo com dados da literatura, a atividade bactericida dos peptídeos não 

é mediada por interações entre receptores específicos, mas pela interação direta 

entre o peptídeo e os fosfolipídeos da membrana plasmática (Figura 2). Muitos 

PAMs adotam uma estrutura secundária em α-hélice anfipática somente quando em 

contato com as membranas celulares, tornando-se ativos e perturbando a 

integridade da membrana, criando falhas ou formando poros (Bechinger e Lohner, 

2006; Conlon et al., 2009; Azevedo Calderon et al., 2011; Conlon, 2011). A carga 

positiva dos PAMs favorece uma maior interação com os fosfolipídios negativamente 

carregados (fosfatidilglicerol, fosfatidiletanolamina e cardiolipina) das membranas 

bacterianas do que com fosfolipídios ―zwiteriônicos‖ (neutros) presentes na face 

extracelular da membrana de células de mamíferos (Biggin e Sansom, 1999; 

Matsuzaki, 1999; Reddy et al., 2004; Ramamoorthy, 2009).  
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Os PAMs não se restringem apenas a lise de potenciais patógenos na 

primeira linha de defesa. Com o avanço das pesquisas, vem sendo possível 

observar que esse grupo de moléculas desempenha um importante papel além da 

imunidade inata, mas também contribui para uma resposta adaptativa de diversos 

organismos (Mansour et al., 2014; Mansour e Hancock, 2015; Zhang e Gallo, 2016).  

 

 

Figura 2. Função biológica dos peptídeos antimicrobianos. Os PAMs ligam-se às membranas 

bacterianas através de interações eletrostáticas, tanto para romper a membrana ou para entrar na 

bactéria para inibir alguma função intracelular. Alguns PAMs também modulam a imunidade do 

hospedeiro através do recrutamento / ativação de imunócitos ou mediando o reconhecimento de 

receptores do tipo Toll (TLR) a produtos microbianos e ácidos nucleicos liberados com dano tecidual. 

DC, de células dendríticas; LPS, lipopolissacarídeo; LTA, ácido lipoteicóico; MAVS, proteína 

mitocondrial de sinalização antiviral. Modificado de Zhang e Gallo (2016). 

 

Os peptídeos antimicrobianos adotam diferentes estruturas (Figura 3) e estas 

estão diretamente relacionadas com os seus mecanismos de ação. Vários 

mecanismos de ação já foram propostos para explicar a atividade e especificidade 

dos antimicrobianos sobre os micro-organismos (Zasloff, 2002). 
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Figura 3. Diversidade estrutural dos peptídeos antimicrobianos. As estruturas foram obtidas do 

SCOPe. Disponível em: http://scop.berkeley.edu. (Fox et al., 2014). 

 

Modelo barrel-stave: este mecanismo envolve a associação de várias 

moléculas de peptídeos na membrana lipídica formando um canal transmembranar 

(Brogden, 2005). Outro modelo, proposto para alguns grupos de peptídeos como 

magainina e mastoparan, denominado poro toroidal é semelhante ao barrel-stave, 

diferenciando-se pela intercalação dos peptídeos com os fosfolipídios para formar o 

poro (Figura 4) (Brogden, 2005; Sengupta et al., 2008). 
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Figura 4. Representação esquemática do modelo barrel-stave (A). Os peptídeos ligam-se à 

membrana de modo que as regiões hidrofóbicas dos peptídeos (em azul) interagem com a região do 

núcleo lipídico e as regiões hidrofílicas (em vermelho) ficam voltadas para o interior do poro. 

Poro toroidal (B) as hélices dos peptídeos inserem-se na membrana e induzem as monocamadas 

lipídicas a se dobrarem através do poro, ficando expostas as partes hidrofílicas dos fosfolipídios e dos 

peptídeos (Retirado de Brogden, 2005).  

 

Modelo carpet-like: foi proposto inicialmente por Pouny et al. (1992), 

estudando o peptídeo dermaseptina. Os peptídeos ligam-se a membrana-alvo 

formando algo semelhante a um tapete, em seguida, os peptídeos causam a 

permeabilização e desintegração da membrana (Figura 5) (Shai e Oren, 2001). 
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Figura 5. Esquema do modelo carpet-like. As superfícies hidrofóbicas (azul) dos peptídeos ligam-se à 

membrana e as superfícies hidrofílicas (vermelho) ficam voltadas para o meio. Os peptídeos rompem 

a membrana através da orientação paralela à superfície da bicamada lipídica. Em altas 

concentrações dos peptídeos ocorrerá, eventualmente, a desintegração da membrana e a formação 

de micelas (Retirado de Brogden, 2005). 

 

Modelo Shai-Matsuzaki-Huang: este modelo envolve a formação de carpete 

e de poro pela adesão de peptídeos na membrana do microrganismo, causando 

uma diminuição na espessura da membrana, estiramento e formação de poros e a 

interação de peptídeos com alvos intracelulares (Figura 6) (Matsuzaki, 1999; Shai, 

1999; Huang, 2000).  
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Figura 6. Ilustração do modelo Shai-Matsuzaki-Huang. a) Formação de um carpete de peptídeos na 

camada externa da membrana. b) Integração do peptídeo à membrana e afinamento da camada 

externa. c) Formação de poros transientes. d) Transporte de lipídios e peptídeos para a camada 

interna. e) Difusão dos peptídeos para alvos intracelulares (em alguns casos). f) Colapso da 

membrana em fragmentos (Modificado de Zasloff, 2002).  

 

1.3. Resistência microbiana 

A resistência dos micro-organismos aos antibióticos convencionais representa 

um dos maiores desafios para a medicina atual. O uso indiscriminado de antibióticos 

naturais e seus derivados vêm promovendo a seleção de micro-organismos 

resistentes. Além disso, o desenvolvimento de novas drogas antimicrobianas vem 

diminuindo drasticamente, com a ressalva que grande parte das drogas lançadas no 

mercado são derivadas das já existentes, ou seja, os mecanismos de ação 

empregados permanecem os mesmos (Spellberg et al., 2004; Spellberg e Gilbert, 

2014).  

A rápida propagação de estirpes resistentes pode resultar em consequências 

graves para os hospedeiros. A resistência entre o carbapenem comum e bactérias 
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da família Enterobacteriaceae vem aumentando significativamente na última década, 

sendo as bactérias do gênero Klebsiella as que mais exibiram resistência 

(Laxminarayan et al., 2013). As infecções associadas aos cuidados de saúde em 

países subdesenvolvidos são muito superiores aos países de primeiro mundo, 

estima-se que mais de 100 mil mortes neonatais são atribuíveis a organismos 

Gram-negativos e ao patógeno Gram-positivo S. aureus e mais de 50 mil são 

atribuídas à resistência de Enterobacteriaceae produtoras de beta-lactamase de 

espectro estendido (ESBL) e S. aureus resistentes à meticilina (MRSA) apenas na 

Índia (Laxminarayan et al., 2013). 

 

1.4. Fungos 

Os fungos compreendem uma grande quantidade de espécies que causam 

doenças nos seres humanos, incluindo, por exemplo, várias espécies dos gêneros 

Aspergillus e Candida (Pfaller et al., 2002; Romani, 2011).  

Candida albicans é o fungo com maior incidência de doenças em humanos. 

Estes micro-organismos vivem como comensais em diversos locais do corpo 

humano, atuando como patógenos oportunistas em decorrência de queda de 

imunidade ou expressando fatores de virulência. Quando na corrente sanguínea 

está associado a altas taxas de mortalidade  (Calderone e Fonzi, 2001; Pfaller et al., 

2002; Berman, 2012). 
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1.5. Peptídeos anticâncer 

O câncer representa atualmente uma das maiores causas de morte no mundo 

e está associado ao envelhecimento da população e também a alguns 

comportamentos como o tabagismo e alcoolismo. A estimativa é de que ocorreram 

14,1 milhões de novos casos e 8,2 milhões de mortes em 2012 (Ferlay et al., 2015; 

Torre et al., 2015). 

O termo câncer refere-se a mais de 100 doenças que afetam diversos tecidos 

e se caracterizam pela divisão desordenada de células resultante de um pequeno 

número de mutações (Balmain et al., 1993; Hanahan e Weinberg, 2011). De acordo 

com Hanahan e Weinberg (2011), para uma célula se tornar cancerosa, ela tem que 

apresentar seis alterações essenciais: a autossuficiência em sinais de crescimento, 

a insensibilidade aos sinais do inibidor do crescimento, evasão da morte celular 

programada (apoptose), potencial replicativo ilimitado, angiogênese sustentada, e a 

invasão de tecidos e metástases. Há várias formas para o tratamento do câncer, 

sendo que as três principais são: cirurgia, radioterapia ou quimioterapia (Almeida et 

al., 2005). Embora quando localizados os cânceres podem ser tratados com cirurgia 

ou radioterapia, a quimioterapia continua sendo o tratamento de escolha para os 

casos mais graves. A quimioterapia envolve o uso de medicamentos de baixa massa 

molecular para destruir seletivamente o tumor ou limitar seu crescimento, entretanto 

o uso desses agentes citotóxicos possuem vários efeitos colaterais como supressão 

de medula óssea, lesões no trato gastrointestinal, náusea, além do desenvolvimento 

de resistência clinica (Nussbaumer et al., 2011). 

A resistência às drogas anticâncer vem sendo um fator limitante para o 

tratamento. A perda de receptores de superfície celular ou para um transportador da 

droga, bombas de efluxo que limitam a acumulação de fármacos no interior da 
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célula, reparação de danos no DNA são exemplos de resistências apresentadas 

pelas células tumorais (Gottesman, 2002). 

Gaspar et al. (2013) sugerem que como o aumento do número de pessoas 

que sofrem com doenças relacionadas ao câncer aumentam a cada dia e as terapias 

convencionais reúnem um número preocupante de desvantagens, novas opções de 

tratamento representam uma demanda para aliviar os sintomas e erradicação da 

doença. Nesse contexto, os peptídeos anticâncer demonstram ser uma estratégia 

interessante para o desenvolvimento de novas drogas para combate ao câncer 

(Hoskin e Ramamoorthy, 2008). 

Diversos peptídeos têm sido relatados com atividade anticâncer. Uma busca 

no banco de dados The Antimicrobial Peptide Database (APD) resultou em 183 

entradas para o termo anticâncer / antitumor peptide, sendo que grande parte destes 

são originados de anfíbios (Wang et al., 2009). O peptídeo magainina 2, identificado 

primariamente como peptídeo antimicrobiano, originado do sapo com garras africano 

Xenopus laevis (Zasloff, 1987), mostrou-se bastante eficiente em inibir a proliferação 

de células cancerosas de bexiga e não apresentou efeito sobre fibroblastos não 

cancerosos (Lehmann et al., 2006). As dermaseptinas B2 e B3, da espécie 

Phyllomedusa bicolor, também mostraram seletividade em relação a células 

cancerosas e células não cancerosas, além de uma baixa concentração efetiva 

(Zoggel et al., 2010). 

Os peptídeos anticâncer podem ser divididos em duas classes principais. A 

primeira classe inclui peptídeos que são extremamente potentes contra células 

cancerosas e bactérias, mas não contra células de mamíferos, como as cecropinas 

e magaininas. A segunda classe inclui peptídeos que são tóxicos para bactérias e 

para células de mamíferos tanto cancerosas quanto não cancerosas, como a 
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melitina isolada da peçonha de abelhas, a taquiplesina II isolado do caranguejo-

ferradura e as defensinas de neutrófilos humanos. 

Existem várias diferenças entre as membranas celulares das células 

cancerosas e células normais que podem ser usadas para explicar a toxicidade 

seletiva de alguns peptídeos catiônicos. As membranas das células de câncer 

tipicamente apresentam uma carga líquida negativa devido à presença de moléculas 

aniônicas, tais como a fosfatidilserina, mucinas O-glicosiladas e ganglicosídeos 

sialilados (Schweizer, 2009). Em contraste, as membranas celulares normais de 

mamíferos estão compostas essencialmente de fosfolipídeos neutros e esteróis 

zwiteriônicos (Hoskin e Ramamoorthy, 2008). O colesterol, um dos principais 

componentes das células eucarióticas (Simons e Ikonen, 2000), tem sido sugerido 

como protetor dos efeitos citolíticos dos peptídeos antimicrobianos através da 

alteração da fluidez da membrana, interferindo com a inserção dos peptídeos líticos 

(Leuschner e Hansel, 2004). 

O mecanismo de ação dos peptídeos sobre células tumorais ainda não está 

totalmente esclarecido, porém há dois mecanismos melhor estudados: o mecanismo 

membranolítico e o não membranolítico. O modo de ação membranolítico é similar à 

ação antibacteriana, onde os peptídeos rompem a parece celular, os peptídeos lisam 

a membrana das células cancerosas ou penetram nas células e provocam 

permeação e inchaço nas mitocôndrias, resultando na liberação de citocromo c e 

indução de apoptose (Schweizer, 2009). O mecanismo não membranolítico foi 

observado estudando o peptídeo melitina, que especificamente seleciona células 

com o oncogene ras super expresso, atuando na hiperativação de fosfolipase A2 

nestas células, resultando na sua destruição (Sharma, 1992). Outro estudo indicou 

que os peptídeos conhecidos como alloferons, derivados de insetos, são capazes de 
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promover a modulação de citosinas e versões sintéticas destas moléculas (alloferon 

1 e alloferon 2) apresentaram atividades estimuladoras de linfócitos natural killer em 

ensaios in vitro e ensaios in vivo em camundongos indicaram a indução da produção 

de interferons, exibindo assim, atividades imunomoduladoras (Chernysh et al., 2002; 

Schweizer, 2009). 

 

2. JUSTIFICATIVA 

A pele de anfíbios é fonte de uma grande quantidade de moléculas 

biologicamente ativas, incluindo peptídeos, aminas biogênicas, alcaloides e 

proteínas, que funcionam como uma barreira eficiente no controle de infecção por 

micro-organismos. (Clarke, 1997; Daly et al., 2005; Libério et al., 2014). Atualmente 

é imenso o número de peptídeos antimicrobianos que já foram isolados a partir da 

pele de anfíbios. Uma busca no UniProt Knowledgebase pelo termo ―amphibian 

antimicrobial peptide” resultou em 1.724 sequências (Magrane e Uniprot Consortium, 

2011). 

Os peptídeos antimicrobianos possuem um grande potencial terapêutico 

devido a sua capacidade lítica. Eles têm demonstrado habilidade em matar 

rapidamente um grande espectro de micro-organismos, incluindo as bactérias 

multirresistentes a drogas convencionais, exibindo atividade contra uma ampla gama 

de bactérias Gram-positivas e Gram-negativas, além da baixa probabilidade de 

resistência devido à sua interação com a membrana plasmática dos 

micro-organismos. Todavia alguns mecanismos de resistência em bactérias 

patogênicas humanas já foram descritos (Nizet, 2006). O processo de resistência 

aos peptídeos antimicrobianos é lento se comparado aos antibióticos atualmente 
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disponíveis e esta resistência pode ser superada alterando a estrutura do peptídeo 

ou incorporando D-aminoácidos à sua estrutura (Marr et al., 2006). 

O fato de que células tumorais são compostas por membranas celulares que 

estão alteradas em relação às células não neoplásicas, dando-lhes uma carga 

negativa aumentada, predispõe estas células a servirem como alvos dos peptídeos 

antimicrobianos (Oelkrug et al., 2015), fazendo deste grupo de moléculas uma fonte 

muito interessante para investigação e desenvolvimento de novas drogas para 

complementar o combate do câncer.  

O Brasil possui uma extensa fauna de anfíbios, mas poucas espécies foram 

estudadas. Pesquisas básicas relacionadas com o isolamento, caracterização 

química e biológica de novas moléculas da secreção cutânea de anuros tem 

revelados diversas moléculas com potencial biotecnológico promissor. O grupo da 

profa. Mariana S. Castro vem se dedicando há mais de uma década na busca de 

peptídeos biologicamente ativos da secreção cutânea de anuros da fauna brasileira, 

de modo a fomentar a indústria com novas drogas para tratamento de infecções por 

bactérias e fungos, bem como a descoberta de drogas que possam auxiliar no 

combate a câncer. 

3. OBJETIVO E METAS 

3.1. Objetivo geral 

Identificar, isolar e caracterizar biologicamente peptídeos presentes na 

secreção cutânea de Hypsiboas raniceps com atividade antiproliferativa sobre 

bactérias e fungos patogênicos e sobre células tumorais.  

 

 

3.2. Metas estabelecidas 
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1. Fracionar a secreção cutânea bruta de H. raniceps por meio de 

cromatografia líquida de alta eficiência em coluna de fase reversa C8; 

2. Avaliar os efeitos antiproliferativos e citotóxicos das frações 

cromatográficas resultantes do fracionamento da secreção cutânea de H. 

raniceps sobre bactérias, fungos e células tumorais; 

3. Purificar os peptídeos bioativos identificados por meio de cromatografia 

líquida de alta eficiência em coluna de fase reversa C8; 

4. Analisar as frações bioativas identificadas empregando espectrometria de 

massas dos tipos MALDI-TOF/MS e ESI-MS/MS; 

5. Caracterizar química e biologicamente os peptídeos bioativos purificados; 

 

4. MATERIAL E MÉTODOS 

4.1. Obtenção da secreção cutânea 

Espécimes adultos de H. raniceps foram coletados durante a noite com o 

auxílio de uma lanterna, na fazenda Nossa Senhora Aparecida, no município de 

Monte Alegre - GO, divisa com o estado de Tocantins (licença SISBIO Nº 51541-1). 

A secreção cutânea foi obtida por meio de estimulação elétrica moderada. 

A secreção liberada foi recolhida por meio de lavagem do corpo do animal com água 

Milli Q e, em seguida, congelada, liofilizada e armazenada a -20ºC até o momento 

do uso. 

4.2. Fracionamento da secreção cutânea bruta de H. raniceps por 

cromatografia líquida de alta eficiência 

Alíquotas de 5,0 mg da secreção liofilizada foram ressuspendidas em 250 µL 

de TFA 0.1% (v/v) em água Milli Q (solvente A) e centrifugadas por 5 min a 15.800 g. 

Alíquotas de 200 µL do sobrenadante foram aplicadas em uma coluna de fase 
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reversa C8 (Vydac 208TP54) com fluxo de 1 mL/min e detecção em 216 nm. A coluna 

foi previamente equilibrada com solvente A (TFA 0,1%, v/v, em água Milli Q). As 

frações foram eluídas aplicando-se as seguintes condições: gradiente de 0 a 25% de 

solvente B (TFA 0,1%, v/v, em acetonitrila) em 5 min; de 25 a 45% de solvente B em 

25 min, de 50 a 100% de solvente B em 10 min, seguido de lavagem final por 5 min 

com 100% de solvente B. As frações eluídas foram coletadas manualmente, secas 

em concentrador a vácuo e armazenadas a -20°C até utilização. 

4.3. Purificação dos peptídeos bioativos 

As frações de interesse foram recromatografadas usando a mesma coluna da 

etapa anterior (Vydac 208TP54) com as seguintes condições cromatográficas: a 

coluna foi previamente equilibrada com solvente A e a eluição foi realizada 

empregando-se o gradiente de 0 a 55% de solvente B em 5 minutos, de 55 a 65% 

de solvente B em 10 min, de 90 a 100% do solvente B em 5 min, seguida de uma 

lavagem a 100% por 5 min. A fração de interesse foi coletada e acumulada em 

quantidade suficiente e armazenada a -20°C até a realização dos experimentos. 

4.4. Espectrometria de massas 

As frações cromatográficas que exibiram atividade antiproliferativa e citotóxica 

nos ensaios realizados foram analisadas em espetrômetro de massas do tipo 

MALDI-TOF/TOF modelo AB SCIEX TOF/TOF™ 5800 (AB Sciex, Framingham, MA, 

EUA). As frações foram ressuspendidas em acetonitrila 50% (v/v), contendo TFA 

0,1% (v/v) e 1 μL de cada fração cromatográfica foi aplicada em placa de aço 

inoxidável juntamente com 1 μL de matriz ácido α-ciano-4-hidroxicinâmico (HCCA 20 

µg/µL) ressuspendida em acetonitrila 50% (v/v), contendo TFA 0,1% (v/v). 

O procedimento foi realizado no modo refletido positivo, sendo a faixa m/z analisada 

de 1500 a 4000 Da. 
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4.4.1. Sequenciamento de novo 

As frações cromatográficas que exibiram atividade nos ensaios biológicos 

realizados também foram fragmentadas para obtenção de sequências de 

aminoácidos por meio de sequenciamento de novo usando um equipamento do tipo 

ESI LTQ Orbitrap Elite (Thermo Scientific, San Jose, CA). As amostras foram 

ressuspendias em 180 μL de ácido fórmico 0,1% (v/v) e, em seguida, foram 

adicionados 20 μL de acetonitrila, totalizando um volume de 200 μL. As amostras 

foram injetadas com fluxo de 5 μL por minuto e as fragmentações foram realizadas 

usando os modos CID, ETD e HCD e posteriormente analisadas pelo software 

PEAKS Studio 7.5 (Bioinformatics Solutions, Ontario, Canadá). 

4.5. Ensaios antimicrobianos 

4.5.1. Ensaio antibacteriano 

As cepas das bactérias Gram-negativas Escherichia coli (ATCC 25922), 

Klebsiella pneumoniae (ATCC 13883), Pseudomonas aeruginosa (ATCC 27853) e 

Gram-positivas Enterococcus faecalis (ATCC 29212), Staphylococcus aureus (ATCC 

25923) e Staphylococcus epidermidis (ATCC 12228) foram gentilmente cedidas pelo 

LACEN-DF. 

As bactérias foram cultivadas ressuspendendo 200 μL do estoque de 

bactérias em 6,8 mL de meio Mueller-Hinton sob agitação a 37°C por 24 horas e a 

densidade óptica foi ajustada para 1 a 590 nm. As bactérias, em fase logarítmica de 

crescimento, foram diluídas no mesmo meio de cultura nas proporções 1:50 para as 

Gram-negativas e 1:100 para as Gram-positivas. Uma alíquota de 50 μL de cada 

cultura bacteriana (contendo de 2 a 5 x 105 CFUs) foi incubada por 22 h a 37°C com 

50 μL de amostra ressuspendida em água Milli-Q estéril. Os controles para ausência 

de crescimento e crescimento pleno foram, respectivamente, formaldeído 0,4% (v/v) 
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e água Milli-Q estéril ambos incubados com as suspensões bacterianas. A inibição 

do crescimento foi determinada pela leitura da densidade óptica a 595 nm com uma 

leitora de placas Multiskan FC (Thermo Scientific, San Jose, CA, EUA). 

4.5.2. Ensaio antifúngico 

As cepas dos fungos Candida albicans (ATCC 90028) e C. parapsilosis (ATCC 

22019) foram gentilmente cedidas pelo LACEN-DF e ressuspensas em caldo BHI e 

incubadas a 37°C por 24 horas. Com o crescimento pleno das colônias, foram feitos 

estoques (glicerina 70% (v/v) e caldo rico em fungos na proporção 1:1) e 

armazenados a -20°C até o momento do uso. 

Para os testes de sensibilidade, 200 μL  dos fungos foram ressuspensos em 

6,8 mL do meio BHI e foram mantidos sob agitação por 24 horas a 37°C em tubos de 

15 mL e a densidade óptica foi ajustada para 1,0 a 590 nm, de acordo com a escala 

McFarland. As leveduras, em fase logarítimica, foram diluídas no mesmo meio de 

cultura na proporção 1:100. Uma alíquota de 50 µL desta suspensão de levedura a 

1:100 (contendo aproximadamente 2 x 103 CFUs) foi incubada por 22 h a 37°C com 

50 µL de cada fração cromatográfica resultante do fracionamento da secreção bruta 

de H. raniceps ressuspendida em água Milli Q estéril, em placas de 96 poços de 

fundo chato. Após a incubação, as amostras foram lidas a 595 nm em uma leitora de 

placas Multiskan FC (Thermo Scientific, San Jose, CA). Os controles para ausência 

de crescimento e crescimento pleno foram, respectivamente, formaldeído 0,4% (v/v) 

e água Milli Q estéril ambos incubados com as suspensões das leveduras. 

4.5.3.  Determinação da concentração inibitória mínima (MIC) 

Os peptídeos purificados que apresentaram atividade antifúngica ou atividade 

antibacteriana foram empregados na determinação da sua concentração inibitória 

mínima (MIC), ou seja, a menor concentração do peptídeo onde nenhum 
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crescimento celular é detectado por meio de leitura espectrofotométrica. Todos os 

micro-organismos supracitados foram testados na determinação das concentrações 

mínimas inibitórias (MICs). Alíquotas de 50 μL em diluições seriadas de cada 

peptídeo puro, feitas a partir de uma solução-estoque de 256 μM esterilizada por 

filtração em filtro Millex GV 0,22 μm, foram incubadas com 50 μL da suspensão de 

fungos ou bactérias. Após a incubação por um período de 22 h a 37°C, as placas 

foram lidas a 595 nm em leitora de placas Multiskan FC (Thermo Scientific, San 

Jose, CA). Os ensaios foram realizados em triplicata. 

4.6. Ensaios sobre células tumorais 

4.6.1. Manutenção da cultura de células 

Todos os procedimentos foram realizados com materiais rigorosamente 

esterilizados e em câmara de fluxo laminar, cuja luz ultravioleta permaneceu ligada 

de 30 a 40 minutos antes do uso. Alíquotas de células de câncer melanoma murino 

(B16F10) e fibroblastos murino (NIH3T3) foram removidas de um estoque em 

nitrogênio líquido e descongeladas a 37°C. Alíquotas de 500 µL foram lentamente 

adicionadas em 3 mL de meio de cultura DMEM completo (tamponado com 

bicarbonato de sódio, suplementado com 10% de soro fetal bovino e 1% de 

antibiótico). Esse meio de cultura foi utilizado em todos os outros procedimentos 

experimentais. Em seguida, as células foram centrifugadas a 750 g por 5 minutos, 

ressuspensas em 5 mL de meio de cultura DMEM, transferidas para um frasco de 

cultura de células e incubadas em estufa a 37°C e 5% de CO2. Para assegurar a 

qualidade das células a serem utilizadas nos experimentos, a cada 48 horas o meio 

de cultura foi substituído por um meio de cultura novo. A cultura de células foi 

observada em microscópio de luz invertido e monitorada quanto ao crescimento 

celular, aspectos morfológicos e presença de contaminantes. Ao atingir o estágio de 
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confluência (elevada densidade de células em uma determinada área), as células 

foram removidas do frasco de cultura e recultivadas em uma densidade menor 

seguindo o procedimento descrito a seguir. O meio de cultura foi descartado e 2 mL 

de solução de tripsina-EDTA (0,25% de tripsina contendo 0,53 mM de EDTA) foram 

adicionados ao frasco de cultura para a remoção da monocamada de células. Após 

2 minutos de incubação em estufa a 37°C, a remoção das células foi observada em 

microscópio de luz invertido. Em seguida, foram acrescentados 2 mL de meio de 

cultura para inativar a atividade da tripsina. A suspensão de células foi centrifugada 

a 750 g por 5 minutos. O sobrenadante foi removido e as células ressuspensas em 

meio de cultura. Aproximadamente 10% das células foram recultivadas em frascos 

de cultura e incubadas em estufa a 37°C e 5% de CO2. O restante foi utilizado em 

experimentos ou recebeu a adição de hipoclorito de sódio e detergente e, após 24 

horas, foram descartados. Após o término dos experimentos, as células de câncer e 

fibroblastos foram congeladas de acordo com o procedimento descrito a seguir. No 

estágio de confluência, as células foram removidas dos frascos de cultura e 

centrifugadas (como descrito acima). Após o descarte do meio de cultura, as células 

foram ressuspensas em meio de congelamento (DMEM, 20% soro fetal bovino, 1% 

de antibiótico, 5% de DMSO). A suspensão celular foi rapidamente transferida para 

criotubos, os quais foram identificados e envolvidos por uma espessa camada de 

papel toalha e mantidos a -80°C por 24 horas. Em seguida, os criotubos foram 

estocados imersos em nitrogênio líquido. 

4.6.2. Tratamento das células com os peptídeos de H. raniceps 

Ao atingir o estágio de confluência, as células de câncer ou fibroblastos 

normais foram removidas do frasco de cultura e centrifugadas como descrito 

anteriormente. O sobrenadante foi descartado e as células ressuspensas em 1 mL 
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de meio de cultura. Para a determinação do número de células, um volume de 10 µL 

da suspensão de células foi adicionado a 30 µL de solução de azul tripan (0,4% 

diluídos em PBS, p/v). Uma alíquota de 8 µL dessa mistura foi depositada 

gentilmente em uma câmara de Neubauer, onde células presentes nos quatro 

quadrantes maiores laterais foram contadas em microscópio de luz. O número de 

células foi determinado pela seguinte fórmula: 

Número de células / mL = 
Número de células contadas

Número de quadrantes contados (=4)
 x fator de diluição (=4) x 10

4
 

As células contadas foram transferidas para placas de cultura e incubadas em 

estufa a 37°C e 5% de CO2 por 24 horas para a completa adesão das células no 

fundo da placa. As células foram transferidas para placas de tamanhos diferentes 

dependendo do experimento a ser realizado. Placas de 96 poços foram utilizadas 

para ensaios de viabilidade celular por MTT com concentração inicial de 5 x 103 

células/poço. Placas de 12 poços foram utilizadas no restante dos experimentos com 

concentração inicial de 5 x 104 células/poço. Após o período de incubação na estufa, 

as placas de cultura foram observadas em microscópio de luz invertido para a 

avaliação da morfologia, dispersão das células pela placa e presença de 

contaminação. Essa análise foi realizada para decidir se as células estavam 

homogeneamente dispersas e saudáveis para serem submetidas aos ensaios com 

os peptídeos. Os peptídeos foram ressuspendidos em ¼ de água e completados 

com ¾ do meio de cultura e plaqueados por diluição seriada das soluções estoque 

(256 µM) em meio de cultura, sendo que a concentração final por poço variou de 

64 µM (mais concentrada) a 1 µM (menos concentrada) . Os grupos controle 

(ausência dos peptídeos) continham apenas ¼ de água e ¾ de meio de cultura, 

seguindo as mesmas proporções que foram adicionadas aos outros grupos 

experimentais. O meio de cultura das placas foi substituído pelo meio contendo os 
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peptídeos. As placas foram incubadas em estufa a 37°C e 5% de CO2 por 24 horas. 

Após o período de incubação, as células foram preparadas de maneira adequada 

para a realização dos testes. Todos os experimentos foram realizados em triplicata.  

4.6.3. Viabilidade Celular (MTT) 

A viabilidade celular foi avaliada de acordo com o método MTT descrito por 

(Mosmann, 1983).  

As células cancerosas (B16F10) e fibroblastos normais (NIH3T3) foram 

cultivadas e tratadas com os peptídeos de H. raniceps em placas de 96 poços como 

descrito no item acima. Após o período de incubação, o meio de cultura das placas 

foi removido e 150 µL de solução de uso de MTT (15 µL de MTT 5 mg/mL diluídos 

em 135 µL de DMEM completo) foram adicionados em cada poço. As células foram 

incubadas por 3 horas em estufa a 37º C e 5% de CO2. Em seguida, o meio de 

cultura foi removido e 200 µL de DMSO foram adicionados em cada poço para 

dissolver o formazan formado. A quantificação do formazan foi feita pela medida da 

absorvância dos poços no comprimento de onda de 595 nm em uma leitora de 

microplacas Multiskan FC (Thermo Scientific, San Jose, CA).  

A viabilidade celular foi determinada pela média da triplicata de cada 

concentração testada. A concentração inibitória 50% (IC50) representa a 

concentração em que a viabilidade celular foi reduzida em 50% e foi calculada 

utilizando-se o software GraphPad Prism 5. 

4.6.4. Avaliação da integridade de membrana e proliferação celular 

A integridade da membrana plasmática foi avaliada pelo método de exclusão 

do azul de tripan. Em células viáveis, esse corante penetra pela membrana 

plasmática, mas é rapidamente externalizado. Já em células que apresentam a 
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membrana plasmática comprometida, o azul de tripan não sai da célula, a qual 

permanece corada de azul. 

Após tratamento com 8,3 µM do peptídeo Hr22 ou 7,3 µM do peptídeo Hr24, 

as células B16F10 foram ressuspensas em 100 µL de meio de cultura (ver item 

4.7.2). Uma alíquota de 10 µL dessa suspensão foi adicionada a 30 µL de solução 

de azul tripan, sendo que 8 µL dessa mistura foram lentamente depositados em 

câmara de Neubauer. As células foram contadas diferencialmente, sendo que 

células brancas foram consideradas com a membrana plasmática íntegra e células 

coradas de azul com a membrana plasmática danificada. Em seguida, a proporção 

de células coradas em azul em relação ao número total de células foi determinada. 

A significância das proporções das médias das triplicatas foi analisada por 

Anova. Foi considerado estatisticamente significativo P<0,05. 

4.6.5. Efeitos apoptóticos 

Durante o processo de apoptose, o fosfolipídeo fosfatidilserina é translocado 

para a camada externa da membrana funcionando assim como sinalizador para a 

fagocitose. A Anexina V é uma proteína utilizada para identificar as células em fase 

inicial de apoptose por possuir uma alta afinidade à fosfatidilserina. Nas análises por 

citometria de fluxo, a Anexina está associada a um fluorocromo tipo FITC e é usada 

simultaneamente com o Iodeto de Propídio (PI). Somente as células mortas ou com 

membrana danificada são permeáveis ao PI, que é um indicador de apoptose tardia 

e/ou de morte celular por necrose (BD Pharmigen). 

O pellet das células de melanoma murinho (B16F10) tratadas foi 

ressuspendido em 500 µL de PBS gelado e centrifugado a 3083 g, por 5 minutos a 

4°C. Após descartar o sobrenadante, 100 µL de tampão de ligação (0,1 M de Hepes 

pH 7.4, 1,4 M de NaCl e 25 mM de CaCl2) foi adicionado ao pellet. Em seguida, 5 µL 
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de solução de Anexina V (BD, EUA) e 10 µL de solução de PI (50 µg/mL) foram 

acrescentados em cada microtubo. A mistura foi deixada por 15 minutos protegida 

da luz a temperatura ambiente. Logo em seguida, 300 µL de tampão de ligação 

foram acrescentados. As amostras foram colocadas em gelo e analisadas no 

citômetro de fluxo BD FACSVerse™ (BD, EUA) . 

4.6.6. Potencial de membrana mitocondrial 

A avaliação do potencial de membrana mitocondrial foi determinada pela 

adição de Rodamina 123 (Probes – Thermo Fisher, EUA). A Rodamina 123 é um 

composto catiônico de fluorescência verde que se associa às membranas das 

mitocôndrias de acordo com a sua polarização (Baracca et al., 2003). A solução 

estoque de rodamina 123 foi preparada em etanol na concentração de 5 mg/mL. 

O volume de 300 µL de rodamina 123 (5 µg/mL) em PBS foi adicionado ao pellet das 

células de melanoma murinho (B16F10) tratadas e incubado por 15 minutos 

protegido da luz a temperatura ambiente. As amostras foram centrifugadas a 3083 g, 

por 5 minutos a 4°C, o sobrenadante foi descartado e 300 µL de PBS foram 

acrescentados. Este processo de lavagem foi realizado duas vezes para retirar o 

excesso de rodamina 123. Em seguida as amostras foram colocadas em gelo e 

analisadas por citometria de fluxo. 

4.6.7. Fragmentação de DNA e ciclo celular 

A avaliação de fragmentação de DNA e ciclo celular das células tratadas foi 

determinada com a adição de iodeto de propídio (PI). Baseia-se no princípio de que 

as células apoptóticas, entre outras características típicas, são caracterizadas pela 

fragmentação do DNA e, consequentemente, a perda de conteúdo de DNA nuclear. 

O PI é capaz de se ligar e marcar o DNA, fazendo com que seja possível obter uma 

rápida e precisa avaliação do conteúdo de DNA celular por análise de citometria de 
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fluxo (Riccardi e Nicoletti, 2006). O pellet de células de melanoma murinho (B16F10) 

tratadas foi ressuspendido em 1 mL de etanol 70% gelado e armazenado a -20°C 

por, pelo menos, 24 horas ou até o dia da análise. No dia da análise, cada microtubo 

foi centrifugado a 3083 g, por 5 minutos a 4°C. O sobrenadante foi descartado e as 

amostras foram lavadas com PBS 1× e centrifugadas novamente. Após descartar o 

sobrenadante, 100 µL de PBS 1x contendo RNAse (50 µM) foram adicionados ao 

pellet. As amostras foram incubadas na estufa a 37°C por 30 minutos protegidos da 

luz. Em seguida, 100 µL de PI (20 µg/mL) (Probes – Thermo Fisher, EUA) preparado 

em PBS foram adicionados à temperatura ambiente por 30 minutos protegidos da 

luz. Após esse procedimento, as células foram analisadas por citometria de fluxo. 

4.7. Ensaio hemolítico 

O ensaio hemolítico utilizado foi modificado do protocolo descrito por Onuma 

et al. (1999). Eritrócitos de sangue humano A-, obtidos de um doador sadio, foram 

separados do plasma por sedimentação e lavados três vezes com tampão NaCl 

150 mM contendo Tris-HCl 10 mM pH 7,4. Utilizou-se o mesmo tampão para 

solubilizar as amostras e preparar uma solução 1% (v/v) de hemácias. As amostras 

ressuspendidas em 100 μL de tampão foram incubadas por 60 min à temperatura 

ambiente com 100 μL da suspensão de eritrócitos. Após esse período, os tubos 

foram centrifugados a 729 g por 2 min. Uma alíquota de 80 μL de cada sobrenadante 

foi transferida para uma placa de 96 poços de fundo chato (TPP, Suíça) e a leitura da 

absorvância realizada a 405 nm (Multiskan FC, Thermo Scientific, San Jose, CA, 

EUA). Para as amostras de referência utilizou-se 100 μL da suspensão de eritrócitos 

1% (v/v) incubado com 100 μL de Triton X-100 1% (v/v) como referência de 100% de 

lise e 100 μL da suspensão de eritrócitos 1% (v/v) no mesmo tampão supracitado 

como referência de 0% de hemólise. 
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4.7.1. Determinação da HC50 

Para a determinação da concentração capaz de promover 50% de hemólise 

(HC50), os peptídeos de H. raniceps foram diluídos serialmente a partir de uma 

solução estoque de 256 µM e incubados com a solução de eritrócitos como descrito 

anteriormente. O ensaio foi realizado em triplicata. O valor de HC50 foi obtido após 

ajuste por regressão logarítmica. 

4.8. Bioinformática 

O algoritmo BLAST (http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi) (Altschul et al., 

1990) foi utilizado para buscas de similaridade nos bancos de dados; o Expasy 

pI/Mw tool (http://web.expasy.org/compute_pi/) (Bjellqvist et al., 1993) foi utilizado 

para o cálculo da massa teórica monoisotópica dos peptídeos; o Clustal Omega 

(http://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalo/) (Sievers et al., 2011) foi usado para a o 

alinhamento de múltiplas sequências; o software Heliquest 

(http://heliquest.ipmc.cnrs.fr/cgi-bin/ComputParamsV2.py) (Gautier et al., 2008) foi 

usado para determinar a carga líquida dos peptídeos. 

4.9. Análise estatística 

As diferenças estatísticas entre o controle e as células tratadas com os 

peptídeos foram avaliadas através do teste Anova fator único, com nível de 

significância de P<0,05 e teste de Tukey como pós-teste utilizando o programa 

software GraphPad Prism 5.03 (GraphPad Software, La Jolla, CA, EUA). Todos os 

valores foram expressos como médias ± DP (desvio padrão). Os valores 

significativamente diferentes do controle (P<0,05) estão indicados nas figuras com 

asteriscos e a diferença entre os peptídeos estão identificadas com o octothorpe (#). 

Todos os experimentos foram realizados em triplicata.  
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5. RESULTADOS 

5.1. Fracionamento cromatográfico da secreção bruta e análises por 

espectrometria de massas 

Alíquotas de 2,0 mg da secreção bruta de H. raniceps foram fracionadas em 

coluna C8 por RP-HPLC a um fluxo de 1 mL/min, obtendo-se o perfil cromatográfico 

abaixo (Figura 7). Cada corrida cromatográfica resultou, em média, em 25 frações 

que foram coletadas manualmente.  

 

Figura 7. Perfil cromatográfico típico do fracionamento da secreção cutânea de Hybsiboas raniceps 

em uma coluna C8 (Vydac 208TP54) em sistema HPLC com um fluxo de 1 mL/min e monitoramento 

realizado a 216 nm. As frações que apresentaram atividade biológica (antibacteriana e 

antiproliferativa) nos screenings realizados estão identificadas.  

Após os screenings, duas frações ativas denominadas Hr22 e Hr 24 foram 

acumuladas e recromatografadas por RP-HPLC (Figura 8 e Figura 9, 

respectivamente) e submetidas à análise por espectrometria do tipo MALDI-TOF/MS 

e os espectros foram obtidos plaqueando-se as amostras com HCCA 20 µg/µL e 

analisadas na faixa de 1.500 a 4.000 Da no modo refletido positivo. Dois peptídeos 

foram observados, um com massa monoisotópica protonada (M+H+) de 3006,41 Da 

resultante da fração Hr22 (Figura 10) e outro com massa de 1914,78 Da resultante 
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da fração Hr24 (Figura 11). 

 

Figura 8.  Recromatografia da fração Hr22 de H. raniceps em uma coluna Vydac C8 (Vydac 208TP54) 

a um fluxo de 1 mL/min. A coluna foi previamente equilibrada com solvente A e a eluição foi realizada 

empregando-se o gradiente: de 0 a 55% de solvente B em 5 minutos, de 55 a 65% de solvente B em 

10 min, de 65 a 100% do solvente B em 5 min. A absorvância foi monitorada a 216 nm. 

 

Figura 9. Recromatografia da fração Hr24 de H. raniceps em uma coluna Vydac C8 (Vydac 208TP54). 

A coluna foi previamente equilibrada com solvente A e a eluição foi realizada empregando-se o 

gradiente: de 0 a 55% de solvente B em 5 minutos, de 55 a 65% de solvente B em 10 min, de 65 a 

100% do solvente B em 5 min. A absorvância foi monitorada a 216 nm.  
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Figura 10. Espectro de massa monoisotópica (M+H
+
) da fração Hr22 com 3006,41 Da. As massas 

moleculares 3028,37 e 3044,29 Da são adutos de sódio e potássio, respectivamente. Os espectros 

foram obtidos plaquenado as amostras com matriz HCCA (20 µg/µL) e analisadas no modo refletido 

positivo. 

 

Figura 11. Espectro de massa monoisotópica (M+H
+
) da fração Hr24 com 1914,78 Da. As massas 

moleculares 1936,75 e 1952,72 Da são adutos de sódio e potássio, respectivamente. Os espectros 

foram obtidos plaquenado as amostras com matriz HCCA (20 µg/µL) e analisadas no modo refletido 

positivo. 
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A estrutura primária dos peptídeos Hr22 e Hr24 foram determinadas por 

sequenciamento de novo após a fragmentação em equipamento LC-MS/MS Orbitrap 

Elite por infusão direta e analisadas pelo software Peaks Studio 7.5. 

O peptídeo Hr22 foi observado apresentando-se triplamente carregado (+3) e 

uma provável sequência primária contendo 27 resíduos de aminoácidos 

1KLLFLQLGHALAKTVLPMVTNAFKPKK27
 (Figura 12) foi obtida e o peptídeo Hr24 foi 

observado duplamente carregado (+2), resultando em uma provável sequência de 

17 resíduos de aminoácidos 1FNGTLLPLAVVKKKLFK17 (Figura 13). Apesar de 

usados os três modos de fragmentação (CID, ETD e HCD), as fragmentações 

obtidas por CID foram as obtiveram uma maior similaridade com os peptídeos 

descritos na literatura. 
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Figura 12. A) Espectro MS do peptídeo Hr22 obtido no Orbitrap Elite que foi fragmentado para obtenção da sequência mostrando 3 cargas e sua respectiva 

distribuição isotópica. B) Íons das séries b e y obtidos por fragmentação do tipo CID, e C) estrutura primária resultante do sequenciamento de novo do 

peptídeo Hr 22: KLLFLQLGHALAKTVLPMVTNAFKPKK. Tabela de íons e mapa de erro no Anexo 1. 

A B 

C 

(+3) 

(+3) 

(+3) 

(+3) 
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Figura 13. A) Espectro MS/MS do peptídeo Hr24 obtido no Orbitrap Elite que foi fragmentado para obtenção da sequência mostrando 2 cargas e sua 

respectiva distribuição isotópica. B) Íons das séries b e y obtidos por fragmentação do tipo CID. C) Estrutura primária resultante do sequenciamento de novo 

do peptídeo Hr24: FNGTLLPLAVVKKKLFK. Tabela de íons e mapa de erro no Anexo 2.
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O peptídeo Hr22 possui uma alta similaridade com um peptídeo figainina 4 

predito por Barbosa (2010), a partir de cDNA de H. raniceps (Figura 14), já o 

peptídeo Hr24 possui uma similaridade em torno de 40% com o peptídeo citolítico 

hilina a1 descrito por Castro et al. (2009), isolado da espécie H. albopunctatus 

(Figura 15). 

 

Figura 14. Alinhamento do peptídeo Hr22 com o peptídeo predito figainina-4. 

  

Figura 15. Alinhamento do peptídeo Hr24 com o peptídeo hilina a1 

 

5.2. Determinação de MIC, HC50 e IC50. 

Os peptídeos Hr22 e Hr24 foram testados contra 6 espécies bacterianas e 

contra 2 espécies de fungos, além de eritrócitos humanos. O peptídeo Hr22 foi 

bastante efetivo na inibição do crescimento das bactérias Gram-positivas com um 

MIC de 4 µM e entre 4 e 8 µM para as bactérias Gram-negativas. O peptídeo Hr24 

também foi mais efetivo contra as bactérias Gram-positivas, com seus MICs 

variando entre 4 e 16 µM e não foi observada inibição de 100% para o crescimento 

das bactérias E. coli e K. pneumoniae (Tabela 2) na presença desse peptídeo. 

Ambos os peptídeos não apresentaram inibição total para o crescimento de 

C. albicans e C. parapsilosis na dose máxima testada de 128 µM. Quanto à 
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capacidade de lizar eritrócitos humanos, o peptídeo Hr22 apresentou um HC50 de 

38,6 µM e o peptídeo Hr24 de 18,9 µM (Tabela 2).  

Tabela 2. Atividade antimicrobiana (MIC) e hemolítica (HC50) dos peptídeos Hr22 e Hr24 isolados da 

secreção cutânea de H. raniceps. 

sa - sem atividade na concentração máxima testada de 128 µM. 

 

Os dois peptídeos mostraram-se bastante citotóxicos, reduzindo a viabilidade 

em doses baixas tanto para células tumorais quanto para células normais, sendo 

que o peptídeo Hr22 inibiu a proliferação tanto das células cancerosas quanto das 

células normais em doses muito próximas (Figura 16-A), já peptídeo Hr24 mostrou 

uma tendência à seletividade para as células tumorais, apresentando um IC50 quase 

metade do valor determinado para a linhagem de células normais, como pode ser 

observado na figura 16-B.  

 

Peptídeos (µM) 

  Hr22 Hr24 

E. coli 8 sa 

P. aeroginosa 8 16 

K. pneumoniae 4 sa 

S. aureus 4 4 

E. faecalis 4 16 

S. epidermidis 4 4 

C. albicans sa sa 

C. parapsilosis sa sa 

Eritrócitos 38,6 18,9 
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Figura 16. Porcentagem de células viáveis pelo ensaio de MTT nas concentrações de 1 a 64 µM 

após incubação por 24 horas do peptídeo Hr22 (A) e do peptídeo Hr24 (B) sobre as linhagens 

celulares de câncer de pele murino (B16F10) e fibroblasto normal murino (NIH3T3) e suas respectivas 

concentrações inibitórias 50 (IC50) e 75% (IC75). 

5.3. Efeitos citotóxicos e citostáticos  

 A integridade da membrana plasmática foi avaliada pelo método de exclusão 

do azul de tripan. Quando as células foram tratadas com o IC50, o peptídeo Hr22 não 

afetou significativamente a proliferação celular quando comparado com o controle, já 

o peptídeo Hr24 foi capaz de inibir significativamente (P= 0,0339) o número de 

células quando comparado com o controle (Figura 17-A). Observou-se também a 

relação membrana intacta e membrana danificada, porém não houve diferença 

significativa entre o tratamento com os peptídeos e o controle (Figura 17-B). 

 

Figura 17. Contagem de células B16F10 tratadas com água (controle) e após o tratamento com os 

peptídeos Hr22 e Hr24 na concentração correspondente ao IC50. A) Número total de células 

observadas por microscopia de luz pela exclusão do azul de tripan e B) Porcentual de células com 

membrana intacta ou danificada. Os resultados estão expressos pela média e seu respectivo desvio 
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padrão. Significância pelo teste de Anova fator único seguido do teste de Tukey: * P<0,05; # P<0,05 

em relação ao peptídeo Hr22.  

 Quando as células foram tratadas com o IC75, o peptídeo Hr22 reduziu 

significativamente o número de células (P= 0,0053) tanto em relação ao controle, 

quanto em relação ao Hr24 (Figura 18-A). O Hr24, por sua vez, não influenciou no 

número final de células nem foi danoso para a membrana plasmática, o que pode 

indicar algum erro possivelmente no processo de pesagem deste peptídeo. 

O peptídeo Hr22 afetou significativamente a membrana plasmática (Figura 18-B) 

tanto em relação ao controle quanto ao peptídeo Hr24. 

 

Figura 18.  Contagem de células B16F10 tratadas com água (controle) e após o tratamento com os 

peptídeos Hr22 e Hr24 na concentração correspondente ao IC75. A) Número total de células 

observadas por microscopia de luz pela exclusão do azul de tripan e B) Porcentual de células com 

membrana intacta ou danificada. Os resultados estão expressos pela média e seu respectivo desvio 

padrão. Significância pelo teste de Anova fator único seguido do teste de Tukey: ** P<0,01; ## P<0,01 

em relação ao peptídeo Hr24. 

A morfologia celular foi avaliada por citometria de fluxo quanto à 

granulosidade (SSC-H) e também quanto ao tamanho celular (FSC-H) e não houve 

diferença estatisticamente significativa entre as células do controle (A) e as células 

tratadas com o peptídeo Hr22 (B) ou com o peptídeo Hr24 (C) quando foram 

tratadas com o IC50, como pode ser observado na figura abaixo.  
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Figura 19. Avaliação da morfologia celular quanto à granulosidade (SSC-H) e ao tamanho (FSC-H) 

das células B16F10 do controle (A), tratadas com o peptídeo Hr22 na concentração correspondente 

ao IC50. (B) e tratadas com o peptídeo Hr24 na concentração correspondente ao IC50 (C). Não houve 

diferença significativa das células tratadas com os peptídeos em relação ao controle. 

 Quando foram tratadas com a concentração correspondente ao IC75, o 

peptídeo Hr22 alterou acentuadamente a morfologia das células, como pode ser 

observado na figura 20-B, já o peptídeo Hr24 não provocou nenhuma alteração 

significativa nas células, como foi dito anteriormente, isto pode ter ocorrido devido a 

algum erro durante a pesagem. 

 

Figura 20. Avaliação da morfologia celular quanto à granulosidade (SSC-H) e ao tamanho (FSC-H) 

das células B16F10 do controle (A), tratadas com o peptídeo Hr22 na concentração correspondente 

ao IC75. (B) e tratadas com o peptídeo Hr24 na concentração correspondente ao IC75 (C).  
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 Com intuito de avaliar um possível mecanismo de ação dos peptídeos Hr22 e 

Hr24 sobre as células de melanoma murino, as células foram marcadas com anexina 

V-FITC (como indicativo de apoptose) e iodeto de propídio (PI) (como indicativo de 

necrose). Como controle positivo (Figura 21-A) para dano celular tanto para 

apoptose quanto para necrose, as células foram tratadas com peróxido de 

hidrogênio. Quando definido para a marcação com anexina V-FITC, no primeiro 

gráfico, as células ocupam majoritariamente o quadrante 3 (Q3), quando observado 

apenas a marcação com PI (segundo gráfico), as células ocupam majoritariamente o 

quadrante 1 (Q1) e quando observado os dois marcadores (anexina V-FITC e PI), as 

células ocupam o quadrantes 2 (Q2). Na Figura 21-B, no gráfico controle, é possível 

observar que as células ocupam predominantemente o primeiro quadrante (Q1), no 

segundo gráfico mostra as células que foram tratadas com o peptídeo Hr22 na 

concentração correspondente ao IC50 e no terceiro gráfico as células que foram 

tratadas com o peptídeo Hr24 na concentração correspondente ao IC50, sendo 

possível visualizar um espalhamento considerável das células (Hr24 - Q3) quando 

comparado ao controle. 

 Quando tratadas com o peptídeo Hr22 na concentração correspondente ao 

IC75, a maioria das células foram marcadas com anexina e PI (Figura 21-C, Hr22 - 

Q2) e apenas anexina (Q3), indicando que o peptídeo provocou sérios danos às 

células, induzindo tanto apoptose, apoptose tardia e necrose. As células tratadas 

com o peptídeo Hr24 não tiveram alterações devido, possivelmente, a pesagem 

deste peptídeo.   
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Figura 21. Efeito dos peptídeos Hr22 e Hr24 sobre as células utilizando os marcadores anexina V-

FITC (apoptose) e iodeto de propídio (necrose). (A) Controle positivo para dano celular com peróxido 

de hidrogênio (Peróx.) marcado com anexina (Anex. V-FITC) no primeiro gráfico, com iodeto de 

propídio (PI) no segundo e anexina e iodeto de propídio no terceiro. (B) Controle negativo pra dano 

celular no primeiro gráfico (controle), no segundo as células foram tratadas com o peptídeo Hr22 na 

concentração correspondente ao IC50 e no terceiro com o peptídeo Hr24 na concentração 

correspondente ao IC50. (C) As células foram tratadas com os peptídeos na concentração 

correspondente ao IC75. No caso do tratamento com o peptídeo Hr22 é possível observar que a 

maioria das células foi marcada com anexina V-FITC + PI (quadrante 2). Já no caso do peptídeo Hr24 

não foram observados efeitos deletérios sobre as células. 
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Quando foram avaliados os efeitos da dose IC50 dos peptídeos Hr22 e Hr24 

nas células em reação ao controle marcado apenas com iodeto de propídio (PI) (Q1) 

não houve diferença estatisticamente significante (P= 0,0574). Já no quadrante 2 

(Q2), que indica a marcação com anexina V-FITC (A) e PI,  houve uma diferença 

significativa no número de células que foram marcadas quando tratadas com o 

peptídeo Hr22   (P= 0,0134) em relação ao controle. No quadrante 3 (Q3), marcado 

apenas com anexina V-FITC (A), houve diferença significativa (P= 0,0005) tanto para 

o peptídeo Hr22, onde 9,1 ± 0,58% das células foram marcadas, quanto para o 

peptídeo Hr24 com 14,1 ± 2,45% das células marcadas em relação ao controle 2,1 ± 

1,77%. No quadrante 4 (Q4), que mostra o percentual de células que não foram 

marcadas por anexina V-FITC (A) e PI, houve uma redução significativa (P= 0,0007) 

de células não marcadas tanto para o peptídeo Hr22 (86 ± 1,70%), quanto para o 

peptídeo Hr24 (81,8 ± 3,05%) em relação ao controle (95,8 ± 2,05%) (Figura 22). 

 

 Quando as células foram tratadas com os peptídeos na concentração 

correspondente ao IC75, houve uma redução significativa (P= 0,0006) no número de 

Figura 22. Comparação entre os 

efeitos dos tratamentos com os 

peptídeos Hr22 e Hr24 na 

concentração correspondente ao 

IC50 e o controle nos quatro 

quadrantes (Q) analisados. 

Marcação de Iodeto de propídio 

(PI) (Q1); duplamente marcadas 

com anexina V-FITC (A) e PI 

(Q2); marcadas apenas com A 

(Q3) e não marcadas (Q4). 

Significância pelo teste de Anova 

fator único seguido do teste de 

Tukey: * P<0,05; ** P<0,01; 

*** P<0,001; # P<0,05 em relação 

ao peptídeo Hr24. 
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células marcadas com PI no quadrante 2 (Q2) para o peptídeo Hr22 em relação ao 

controle e ao Hr24. No quadrante 2 (Q2), a maioria das células tratadas com 

peptídeo Hr22 (66 ± 3,9%) foram marcadas com anexina e PI, apresentando 

significância em relação ao controle e ao peptídeo Hr24 (P= <0,0001), indicando 

possivelmente diferentes estágios de apoptose das células. Quando observadas 

apenas para o fluoróforo anexina (Q3) mais uma vez houve uma significativa 

marcação (25 ± 1,12%, P= <0,0001) das células tratadas com o peptídeo Hr22 em 

relação ao controle e ao peptídeo Hr24. No quadrante quatro (Q4), que apresenta o 

percentual de células que não foram marcadas por anexina e PI, mais uma vez, 

devido ao grande dano causado pelo peptídeo Hr22, poucas células não foram 

marcadas (7,9 ± 3,07%, P= <0,0001) quando comparado ao controle e ao peptídeo 

Hr24, como pode ser observado na figura a seguir. 

 

A energização mitocondrial induz a diminuição de fluorescência da rodamina 

123 e a taxa de diminuição de fluorescência é proporcional ao potencial da 

Figura 23. Comparação entre os 

efeitos dos tratamentos com os 

peptídeos Hr22 e Hr24 na 

concentração correspondente ao 

IC75 e o controle nos quatro 

quadrantes (Q) analisados. 

Marcação de Iodeto de propídio 

(PI) (Q1); duplamente marcadas 

com anexina V-FITC (A) e PI (Q2); 

marcadas apenas com A (Q3) e 

não marcadas (Q4). Significância 

pelo teste de Anova fator único 

seguido do teste de Tukey: 

** P< 0,01; *** P<0,001; 

### P<0,001 em relação ao 

peptídeo Hr24. 
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membrana mitocondrial (Baracca et al., 2003). Tendo como referência o controle, a 

membrana mitocondrial foi classificada como despolarizada, normal ou 

hiperpolarizada após ser submetida ao tratamento com os peptídeos Hr22 e Hr24 na 

concentração correspondente ao IC50, de acordo com a figura abaixo. 

 

Figura 24. Avaliação do potencial de membrana mitocondrial classificada como despolarizada, 

normal e hiperpolarizada. (A) Controle, (B) células B16F10 tratadas com o peptídeo Hr22 na 

concentração correspondente ao IC50 e (C) células tratadas com o peptídeo Hr24 na concentração 

correspondente ao IC50. 

 Usando o critério mencionado na figura 21, quando analisado 

estatisticamente, observou-se que o peptídeo Hr22 apresentou um número 
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significativamente maior de células na condição de despolarizadas (7,1 ± 0,97% e P 

= 0,0158) quando comparado ao controle (4,4 ± 0,49%). Para as células com 

potencial de membrana normal não houve diferença significativa no percentual de 

células tratadas com os peptídeos Hr22 e Hr24 em relação ao controle, contudo, 

houve diferença significativa entre os peptídeos (P= 0,0233). Para as células com 

potencial de membrana hiperpolarizado, houve redução significativa (P= 0,004) no 

número de células após tratamento com os peptídeos Hr22 (1,2 ± 0,08%) e Hr24 

(0,9 ± 0,16%), quando comparado com o controle (2,14 ± 0,41%) como pode ser 

observado na figura abaixo. Quando calculado a área geométrica dos histogramas, 

observou-se que não houve diferença estatística das amostras tratadas com os 

peptídeos em relação ao controle.  

 

 

Figura 25. Efeito do tratamento com os peptídeos Hr22 e Hr24 na concentração correspondente ao 

IC50 sobre o potencial de membrana mitocondrial de células de melanoma murino B16F10. As células 

na presença de rodamina 123 foram classificadas como despolarizada, normal e hiperpolarizada. 

Significância pelo teste de Anova fator único seguido do teste de Tukey: * P<0,05; ** P< 0,01; # 

P<0,05 em relação ao peptídeo Hr24. 
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Quando as células foram tratadas na concentração correspondente ao IC75, o 

peptídeo Hr22 apresentou efeito sobre as mitocôndrias, causando a despolarização 

da membrana em 32 ± 9,75% das células analisadas e diferiu significativamente (P= 

0,0040) das células do controle e do peptídeo Hr24. O peptídeo Hr24 não 

apresentou efeitos sobre a despolarização de membrana mitocondrial. Devido ao 

aumento do número de células com potencial de membrana alterado, o percentual 

de células com potencial de membrana normal foi reduzido significativamente 

(P=0,0048), quando comparadas ao controle e ao peptídeo Hr24, da mesma forma 

houve uma redução significativa (P= <0,0001) no número de células com potencial 

de membrana hiperpolarizado quando tratadas com o peptídeo Hr22. Houve 

diferença significativa do peptídeo Hr24 quando comparadas ao controle em relação 

ao percentual de células com potencial de membrana hiperpolarizado, como pode 

ser observado na figura abaixo. A média geométrica dos histogramas apresentou 

diferença significativa (P= 0,0004), quando comparadas ao controle e ao peptídeo 

Hr24 (Figura 26). Na figura 27-A é possível observar que o histograma migra para a 

direita, indicando despolarização da membrana quando as células foram tratadas 

com o peptídeo Hr22, o mesmo não acontece com peptídeo Hr24 (Figura 27-B).   
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Figura 26. Efeito do tratamento com os peptídeos Hr22 e Hr24 na concentração correspondente ao 

IC75 sobre o potencial de membrana mitocondrial de células de melanona murino B16F10. As células 

na presença de rodamina 123 foram classificadas como despolarizada, normal e hiperpolarizada. 

Significância pelo teste de Anova fator único seguido do teste de Tukey: * P<0,05; ** P< 0,01; ## 

P<0,01, ### P<0,001 em relação ao peptídeo Hr24. 

 

Figura 27. Sobreposição dos histogramas de potencial de membrana mitocondrial. A linha de cor 

laranja é referente ao controle, (A) linha de cor azul indica o potencial de membrana mitocondrial 

após tratamento com o peptídeo Hr22 e (B) linha azul indica o potencial de membrana mitocondrial 

após tratamento com o peptídeo Hr24. Em A é possível observar claramente a migração do 

histograma para a esquerda, indicando despolarização do potencial de membrana mitocondrial. 
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 Os peptídeos Hr22 e Hr24 foram testados quanto à interação com o DNA das 

células B16F10. Observou-se que na concentração correspondente ao IC50 não 

houve diferença significativa das células tratadas com os peptídeos em relação ao 

controle, como pode ser observado na figura 28-A. Quando tratadas com a 

concentração correspondente ao IC75, o peptídeo Hr22 causou uma significativa 

fragmentação no DNA das células (P= <0,0001), totalizando 88 ± 4,9% do número 

de células (Figura 28-B). 

 

Figura 28. Percentual de células B16F10 com DNA fragmentado quando tratados com os peptídeos 

em diferentes concentrações. (A) Células tratadas na concentração correspondente ao IC50 dos 

peptídeos Hr22 e Hr24. (B) Células tratadas na concentração correspondente ao IC75 dos peptídeos 

Hr22 e Hr24. Significância pelo teste de Anova fator único seguido do teste de Tukey: *** P< 0,001; 

### P<0,001 em relação ao peptídeo Hr24. 

  

Ao analisar os efeitos dos peptídeos sobre o ciclo celular, observou-se que na 

concentração correspondente ao IC50 praticamente não houve alterações em relação 

ao controle e a maioria das células estavam em estado quiescente (G1). Houve 

diferença significativa (P=0,0145) no número de células em fase de síntese de DNA 

(S) quando tratadas com o peptídeo Hr22 relação ao controle e ao peptídeo HR24 

(Figura 29). Não houve diferença das células tratadas com o peptídeo Hr24, como 

referido anteriormente, possivelmente devido a algum erro no processo de pesagem. 
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Figura 29.  Proporção de células nas diferentes fases do ciclo celular tratadas na concentração 

correspondente ao IC50 dos peptídeos Hr22 e Hr24. Significância pelo teste de Anova fator único 

seguido do teste de Tukey: * P<0,05; # P<0,05 em relação ao peptídeo Hr24. 

 

 Quando tratadas na concentração correspondente ao IC75 do peptídeo Hr22, a 

grande maioria das células (89,5 ± 4,40%) estavam em estado Sub G1, indicando 

apoptose, levando desta forma a uma redução significativa em todos os outros 

estágios do ciclo celular analisados, como pode ser observado na figura 30. 

O peptídeo Hr24 apresentou diferença significativa nas células marcadas em G1 e 

também em células marcadas como poliplóides (Figura 30)   
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Figura 30. Proporção de células nas diferentes fases do ciclo celular tratadas na concentração 

correspondente ao IC75 dos peptídeos Hr22 e Hr24. Significância pelo teste de Anova fator único 

seguido do teste de Tukey: ** P<0,01; *** P< 0,001; ### P<0,001 em relação ao peptídeo Hr24. 
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6. DISCUSSÃO 

A secreção de H. raniceps foi estudada preliminarmente por Magalhães et al. 

(2008), onde foi identificado o peptídeo raniseptina-1 (Tabela 1) com atividade 

antimicrobiana sobre vários micro-organismos e com baixa atividade hemolítica, 

além da predição por cDNA de outros 8 peptídeos (raniseptinas 2-9). Outro trabalho 

realizado por Barbosa (2010) identificou, por meio de cDNA, um peptídeo 

denominado figainina 4. 

Os peptídeos que apresentaram atividade biológica com os quais foi 

desenvolvido o presente trabalho encontram-se no final do perfil cromatográfico, 

sendo eluídos a partir de 45% do gradiente de acetonitrila empregado (Figura 7). 

Estudos demonstram que um maior tempo de retenção em HPLC está associado a 

uma maior hidrofobicidade e, geralmente, uma carga líquida positiva menor, 

resultando em um aumento da atividade hemolítica e uma redução da atividade 

antimicrobiana dessas moléculas (Kim et al., 2005; Conlon et al., 2007; Nielsen et 

al., 2007; Jiang et al., 2008; Castro et al., 2009). 

A alta hidrofobicidade é resultado da presença de aminoácidos apolares como 

leucina (L), isoleucina (I), valina (V), metionina (M) e prolina (P) e a carga líquida 

positiva está associada ao número de aminoácidos carregados positivamente, como 

lisina (K) e arginina (R). Ao analisar as sequências dos peptídeos Hr22 e Hr24 é 

possível observar que são compostos por um percentual elevado de aminoácidos 

hidrofóbicos, justificando os tempos retenção observados durante a cromatografia. 

O peptídeo Hr22 possui mais de 70% de similaridade com peptídeo figainina 4 

identificado por Barbosa (2010)  (Figura 14), embora há de se considerar que, 

devido a possíveis incertezas resultantes do sequenciamento de novo do peptídeo 
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Hr22 para os aminoácidos leucina (L), isoleucina (I), glutamina (Q) e lisina (K), esta 

taxa de similaridade pode aumentar ou diminuir. 

Da mesma forma, o peptídeo Hr24 possui em torno de 40% de similaridade 

com o peptídeo hilina a1 (Figura 15) isolada por Castro et al. (2009) e que, devido à 

limitação do sequenciamento de novo, pode aumentar ou diminuir decorrente da 

confirmação ou não dos resíduos de leucina (L) e lisina (K) observados na 

sequência. 

 O peptídeo Hr22 apresentou uma atividade bactericida com uma dose de 

4 µM para patógenos Gram-positivos e entre 4 e 8 µM para bactérias 

Gram-negativas e não apresentou atividade para as espécies de fungo do gênero 

Candida utilizadas diferentemente dos peptídeos hilina a1 e cinerascetina-01 que 

inibiram o crescimento em doses de aproximadamente 16 µM (Castro et al., 2009; 

Almeida et al., 2015) e 8 µM do peptídeo Ctx-Ha (Cespedes et al., 2012). Da mesma 

forma, o peptídeo Hr24 foi mais ativo contra as bactérias Gram-positivas do que 

contra as Gram-negativas (Tabela 2), o que parece ser uma tendência com os 

peptídeos do gênero Hypsiboas com exceção do peptídeo raniseptina-1 (Prates et 

al., 2004; Magalhães et al., 2008; Castro et al., 2009; Cespedes et al., 2012; Siano et 

al., 2014; Almeida et al., 2015; Nacif-Marçal et al., 2015).  

 Tanto o peptídeo Hr22 quanto o Hr24 apresentaram atividade hemolítica em 

baixas concentrações (ver Tabela 2). Este efeito pode ser resultado do caráter 

catiônico desses peptídeos, sendo favorecidas as interações com moléculas de 

ácido siálico carregados negativamente presentes na superfície dos eritrócitos 

(Viitala e Järnefelt, 1985; Blondelle et al., 1999). Curiosamente o peptídeo Hr24 

apresentou praticamente o mesmo HC50 que o peptídeo hilina a1. 
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 Quanto à citotoxicidade, tanto o peptídeo Hr22 quanto o Hr24 foram capazes 

de inibir a proliferação de células de melanoma murino (B16F10) com um IC50 

relativamente baixo. O peptídeo Hr22 foi tóxico tanto para as células cancerosas 

quanto para as não cancerosas com um IC50 muito próximo e um mesmo IC75 para 

ambas as células. Já o peptídeo Hr24 indicou uma possível seletividade em relação 

às células tumorais com um IC50 quase metade do valor do IC50 determinado para as 

células não cancerosas. 

Estes resultados vêm a somar com um número crescente de trabalhos que 

têm abordado as secreções cutâneas de anuros como fontes de substâncias com 

potencial antiproliferativo.  

Sciani e colaboradores (2013) mostraram que a secreção cutânea de várias 

espécies do gênero Rhinella, além de Phyllomedusa hypocondrialis, foram capazes 

de inibir a proliferação de linhagens celulares de câncer de mama (MCF-7 e MDA-

MB-231), atuando principalmente sobre o ciclo celular, reduzindo a proliferação 

celular e promovendo apoptose .  

Libério e colaboradores (2011) observaram que o peptídeo pentadactilina 

reduziu a viabilidade celular de B16F10 promovendo rompimento da membrana 

plasmática, fragmentação de DNA, alteração no potencial de membrana 

mitocondrial, entre outros efeitos, sugerindo que o peptídeo induz a apoptose, um 

resultado semelhante foi observado por Carvalho e colaboradores (2015), estudando 

os efeitos citotóxicos da secreção cutânea bruta de Physalaemus nattereri.  

Os peptídeos dermaseptinas B2 e B3 apresentaram um IC50 baixo (entre 

2-3 µM) sobre proliferação de células de adenocarcinoma prostático humano (PC-3) 

e não apresentaram atividade sobre células normais de camundongo (NIH3T3), 
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além de inibir a proliferação de células endoteliais aórticas bovinas, indicando, 

também, um potencial angiostático (Zoggel et al., 2010). WAN e colaboradores 

(2015) observaram que o peptídeo Phylloseptin-PBa reduziu a viabilidade celular de 

várias linhagens de células de câncer com o IC50 inferior ao de células normais.     

Quanto à proliferação celular analisada pelo método de azul de tripan, o 

peptídeo Hr22 não reduziu o número de células, já o peptídeo Hr24 reduziu em 25% 

o número de células quando comparado ao controle (Figura 17-A). Estes resultados 

condizem com o encontrado por Libério e colaboradores (2011) onde o peptídeo 

pentadactilina reduziu significativamente o número de células, além de provocar um 

aumento significativo de dano na membrana plasmática, algo que não foi observado 

neste trabalho empregando-se a dose correspondente ao IC50. Mas ao se realizar o 

tratamento com a concentração correspondente ao IC75, o peptídeo Hr22 reduziu o 

número de células e danificou a membrana plasmática da maioria das células 

observadas (Figura 18). Também não foi observada uma diferença significativa na 

morfologia celular quanto ao tamanho e à granulosidade quando estas foram 

tratadas com os peptídeos Hr22 e Hr24 (Figura 19) nas doses de suas respectivas 

IC50. Empregando-se a dose correspondente ao IC75 do peptídeo Hr22 houve uma 

alteração significativa na morfologia das células (Figura 20-B), assim como 

observado por Carvalho e colaboradores (2015).  

Quando as células tratadas com os peptídeos foram marcadas com anexina V 

e iodeto de propídio, observou-se que não houve diferenças significativas para a 

marcação somente com iodeto de propídio sugerindo que os peptídeos não 

provocam necrose tanto para a dose correspondente ao IC50 quanto para o IC75. 

Para a marcação com anexina e PI verificou-se que com a dose do IC50 e do IC75 a 

tendência de marcação celular se manteve para peptídeo Hr22 em relação ao 
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controle (Figura 22 e Figura 23), bem como a marcação somente com anexina e no 

número de células que não foram marcadas por nenhum dos fluoróforos. Estes 

resultados estão novamente de acordo com os achados de Carvalho e 

colaboradores (2015) e Wang e colaboradores (2013) sugerem uma ruptura de 

membrana induzindo a exposição de fosfatidilserina da superfície celular. 

  Estudos prévios já relataram que peptídeos podem alterar o potencial de 

membrana mitocondrial (Liu et al., 2011; Wang, Tian, et al., 2013; Carvalho et al., 

2015). Com a permeabilizarão da membrana mitocondrial externa, uma série de 

proteínas localizadas no espaço intramembranar são liberadas e acabam servindo 

como ativadores de caspases no citosol ou estimulando endonucleases no núcleo,  

induzindo a apoptose das células (Henry-Mowatt et al., 2004).  

Neste trabalho, observamos que houve um número significativo de células 

marcadas com membrana mitocondrial despolarizada quando tratadas com a dose 

correspondente ao IC50 do peptídeo Hr22 (7,1%) como pode ser observado na figura 

22, porém não houve redução significativa no número de células marcadas com 

potencial de membrana normal. Da mesma forma houve uma diminuição significativa 

de células marcadas com potencial de membrana despolarizado quanto tratadas 

com a dose correspondente ao IC50 dos peptídeos Hr22 e Hr24 em relação ao 

controle, indicando que os peptídeos podem estar interagindo com a membrana 

mitocondrial. Este resultado fica mais evidente quando testado com a dose 

correspondente ao IC75 do peptídeo Hr22, que mostrou claramente que houve 

despolarização do potencial de membrana mitocondrial (Figura 26 e 27), algo que 

não tinha ficado muito claro quando as células foram tratadas com a dose 

correspondente ao IC50 deste peptídeo. Isso pode ser explicado pelo fato de que 
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com a variação de dosagem de alguma droga, o mecanismo de ação pode ser 

modificado (Jordan, 2002).  

 Chan e colaboradores (2006) mostraram que, em doses mais baixas, 25 µM, 

a curcumina induz apoptose pela ativação de JNK (c-Jun N-terminal quinase), 

ativação de caspase-3 e clivagem de PARP (poly (ADP-ribose) polymerase) e PAK2 

(P21-activated protein kinase 2), já em doses mais altas (50-200 µM), a curcumina 

não induz apoptose e sim morte celular por necrose. Algo semelhante pode ocorrer 

com o peptídeo Hr22. 

No ensaio de fragmentação de DNA, o tratamento com a dose 

correspondente ao IC50 dos peptídeos Hr22 e Hr24 não interferiu significativamente 

na integridade do DNA quando comparados ao controle (Figura 28-A) e uma 

variação mínima foi observada no ciclo celular (Figura 29). Quando testado com a 

dose correspondente ao IC75, a maior parte das células foram marcadas como tendo 

seu DNA fragmentado depois de tratadas com o peptídeo Hr22 (Figura 28-B) e da 

mesma forma houve alteração no ciclo celular (Figura 30), com quase a totalidade 

das células no estágio Sub G1. Alterações no DNA ativam mecanismos que 

interrompem o ciclo celular e podem induzir a apoptose por meio da via p53, entre 

outras (Igney e Krammer, 2002). 

O peptídeo Hr22 atuou em vários níveis da maquinaria celular, indicando 

apoptose. Entretanto estudos posteriores são necessários para elucidar os seus 

possíveis mecanismos de ação. Além do mais ainda não se sabe se os mecanismos 

de necrose, apoptose, autofagia, entre outros, são totalmente independentes ou 

sobrepostos (Okada e Mak, 2004)  
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7. CONCLUSÃO 

Neste estudo identificamos dois peptídeos inéditos com massas moleculares 

de 3006 e 1914 Da a partir da secreção cutânea da rã Hypsiboas raniceps com 

potente atividade bactericida contra micro-organismos Gram-positivos e 

Gram-negativos, variando seus MICs entre 4 e 16 µM, sendo mais ativos contra 

bactérias Gram-positivas. Tais peptídeos exibiram atividade hemolítica superior aos 

valores dos seus MICs e não apresentaram inibição total sobre leveduras do gênero 

Candida mesmo nas doses mais elevadas empregadas. 

Estes dois peptídeos apresentaram toxicidade sobre células cancerosas 

(B16F10) e também para fibroblastos normais (NIH3T3), sendo que um destes 

peptídeos (Hr22) apresentou concentrações efetivas muito próximas para as duas 

linhagens celulares, já o outro (Hr24) indicou uma possível seletividade em relação à 

linhagem cancerosa. 

Ensaios de citometria de fluxo indicaram que os dois peptídeos provocam 

modificações nas células cancerosas. Entretanto apenas para o peptídeo Hr22 foi 

possível observar os resultados deletérios empregando-se a dose correspondente 

ao IC75, mostrando-se ativo em diferentes locais da célula.  

Estudos posteriores serão necessários para testar a atividade do peptídeo 

Hr24 usando o IC75, visto que nos estudos preliminares indicava uma possível 

seletividade.  
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8. PERSPECTIVAS 

Como perspectivas para o presente trabalho, destacamos: 

 Sequenciamento químico para elucidar os resíduos de aminoácidos isóbaros 

observados por meio do sequenciamento de novo; 

 Repetir os ensaios de citometria de fluxo com o peptídeo Hr24; 

 Realizar ensaios adicionais para uma melhor compreensão dos mecanismos 

de ação dos peptídeos Hr22 e Hr24 sobre células de melanoma murino 

(B16F10), bem como realizar experimentos com outras linhagens celulares 

humanas como MCF-7 e HeLa; 

 Avaliação destes peptídeos sobre a inibição de diferentes organismos 

patogênicos como o fungo Paracoccidioides brasiliensis, bactérias resistentes 

Klebsiella pneumoniae carbapenemase (KPC) e Staphylococcus aureus 

resistente à meticilina (MRSA) e protozoários Trypanosoma cruzi e 

Plasmodium falciparum; 

 Produção, por síntese química, de análogos dos peptídeos com o objetivo de 

melhorar a atividade e seletividade destas moléculas. 
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ANEXOS 

Anexo 1. Tabela de íons e mapa de erro do sequenciamento do peptídeo Hr22.

 

Anexo 2.  Tabela de íons e mapa de erro do sequenciamento do peptídeo Hr24.

 

 


