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RESUMO 

 Declínios de populações de anfíbios em escala global têm sido registrados 

desde meados de 1980. Diversos são os fatores contribuintes, dentre os quais, 

destaca-se a quitridiomicose, uma doença infecciosa emergente, causada pelo 

fungo Batrachochytrium dendrobatidis (LONGCORE; PESSIER; NICHOLS, 1999). A 

quitridiomicose provoca um quadro clínico caracterizado pelo dano ao aparelho 

bucal de girinos em suas partes queratinizadas e interferências nas trocas gasosas 

na pele de indivíduos adultos, levando-os ao óbito. Há, na natureza, diversas 

espécies de anfíbios susceptíveis e resistentes à atividade do Batrachochytrium 

dendrobatidis, e poucos são os estudos que exploram as possíveis razões dessa 

susceptibilidade ou resistência. O mecanismo de defesa inata dos anfíbios, a sua 

secreção cutânea, apresenta inúmeros compostos bioativos com ação 

antimicrobiana, e vários são os estudos que comprovam suas atividades contra 

diversos patógenos, como fungos e bactérias. Foi testada neste trabalho, a atividade 

da secreção bruta de 23 espécies de anfíbios do cerrado contra o fungo 

Batrachochytrium dendrobatidis. Destas, três secreções apresentaram atividade 

considerável contra o fungo e por isso, foram fracionadas e utilizadas nos ensaios 

para verificação das atividades de cada fração. Ameerega flavopicta, Phyllomedusa 

azurea e Rhinella mirandaribeiroi contém em suas secreções cutâneas, compostos 

bioativos alcalóides, peptídicos e aminas biogênicas que apresentam atividade 

antimicrobiana atestada contra diversos organismos patógenos, incluindo-se o fungo 

Batrachochytrium dendrobatidis. 

Palavras chave: Anfíbios. Susceptibilidade. Batrachochytrium dendrobatidis. Bd. 
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ABSTRACT  

 Decline in amphibian populations on a global scale have been recorded since 

mid-1980. Several are the contributing factors, among which stands out 

chytridiomycosis, an emerging infectious disease caused by the fungus 

Batrachochytrium dendrobatidis (LONGCORE; PESSIER; NICHOLS, 1999). This 

disease causes a clinical condition characterized by damage in the keratinized 

mouthparts of tadpoles and interference in gas exchange in the skin of adults, 

inducing death. There are several amphibian species in nature, susceptible and 

resistant to Batrachochytrium dendrobatidis activity. There are few studies that 

explore the possible reasons for this susceptibility or resistance. The innate defense 

mechanism of amphibians, their skin secretion, presents numerous bioactive 

compounds with antimicrobial action and there are several studies that prove its 

activities against various pathogens such as fungi and bacteria. At the present work, 

were tested the activity of the crude secretion of 23 species of amphibians from 

Cerrado. Three secretions presented strong activity against fungus and thus were 

fractionated and used for the tests to check the activities of each fraction. Ameerega 

flavopicta, Phyllomedusa azurea and Rhinella mirandaribeiroi contain in their skin 

secretions, bioactive alkaloids, peptides and biogenic amines that have antimicrobial 

activity against various pathogens organisms, including Batrachochytrium 

dendrobatidis fungus. 

Key words: Amphibia. Susceptibility. Batrachochytrium dendrobatidis. Bd. 
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1. INTRODUÇÃO 

O Brasil possui a maior diversidade de anfíbios do mundo, com 946 espécies 

descritas (SBH, 2012). Declínios de populações de anfíbios em escala global têm 

sido registrados desde meados de 1980. Diversos são os fatores contribuintes, quais 

sejam: uso comercial de anfíbios, novos predadores no ecossistema (espécies 

introduzidas), destruição de habitats, poluição química, mudanças climáticas e 

doenças infecciosas (COLLINS, 2010). A quitridiomicose, uma doença infecciosa 

emergente causada pelo fungo Batrachochytrium dendrobatidis (LONGCORE; 

PESSIER; NICHOLS, 1999), está relacionada ao declínio de diversas populações de 

anfíbios pelo mundo (SPEARE e BERGER, 2000; DASZAK et al., 2003) e segundo 

POUNDS et al. (2006), a letalidade desse fungo pode aumentar em presença de 

condições ambientais ideais. 

A pele dos anfíbios é um órgão de características fisiológicas complexas, com 

importantes funções para a preservação da espécie. Suas funções estão 

relacionadas com a respiração, osmorregulação, excreção, camuflagem, controle da 

temperatura, reprodução, defesa contra predadores e microrganismos patógenos, 

como bactérias e fungos (POUGH et al., 1999; CLARKE, 1997). As funções da pele 

constituem-se fator de extrema importância para a sobrevivência dos anfíbios. É 

através dela que alterações ambientais são percebidas. Quando a superfície da pele 

é alterada, coloca o indivíduo em condição de vulnerabilidade a infecções por 

microrganismos patógenos, tais como fungos. A eficiência normal é alterada na 

hibernação, onde as funções de defesa operam em um nível mínimo (CLARKE, 

1997). 
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1.1. O fungo 

O Batrachochytrium dendrobatidis é um fungo pertencente ao filo 

Chytridiomycota, classe Chytridiomycetes e ordem Chytridiales (LONGCORE; 

PESSIER; NICHOLS, 1999). O fungo foi inicialmente isolado, em 1998, de indivíduos 

de Dendrobates azureus, encontrados mortos no National Zoological Park, 

Washington, DC, USA e foi nomeado seguindo a seguinte etimologia: Batracho (do 

grego = frog); chytrium (Ref. ao filo Chytridiomycota); dendrobatidis (Ref. à espécie 

na qual o fungo foi primeiramente encontrado e identificado); Recebe ainda a 

abreviatura “Bd” (LONGCORE; PESSIER; NICHOLS, 1999). 

O Bd alimenta-se de quitina, queratina e celulose. No caso de girinos 

infectados, o alvo do fungo são as regiões queratinizadas do aparelho bucal. Um 

estudo conduzido por SYMONDS et al., (2008) foi realizado com vistas à 

investigação da capacidade de crescimento e a ação queratinolítica do Bd. O 

resultado nos mostra maior crescimento em ágar triptona, seguido de ágar, pele de 

rã e o mais lento em cozidos de pele de serpente e ágar. Foi perceptível a produção 

de uma variedade de enzimas proteolíticas que podem ser queratinizantes, incluindo 

tripsina e quimiotripsina. Estes achados apoiam a predileção deste fungo pela pele 

de anfíbios, por conter grandes quantidades queratina, proteína que confere aos 

anfíbios uma pele com certo grau de rigidez e resistencia a lesões (SYMONDS et al., 

2008). 

 Estudos da fisiologia do Bd, realizados por PIOTROWSKI et al., (2004), 

demonstraram que a faixa de temperatura e potencial hidrogeniônico (pH) ideais ao 

crescimento do fungo são, respectivamente, 4 a 25 C° e 4 - 8. Quanto ao ciclo de 

vida, o Bd é diploide e se reproduz de forma assexuada, apresentando zoósporos 
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reprodutores móveis, nas formas ovoides que vivem na água ou lama e conseguem 

penetrar na pele do anfíbio. Ao aderir-se à pele do anfíbio o zoósporo amadurece, 

sofre processo de encistamento ou enquistamento, no qual o zoósporo se encapsula 

e inicia a formação de estruturas ramificadas, denominadas hifas, que se estendem 

pela pele, formando por fim, um corpo reprodutor esférico, o zoosporângio, que no 

futuro sofrerá ruptura que provocará a liberação dos novos zoósporos. Cada 

zoosporângio (5,2 ± 0,72 μm3) produz um tubo de descarga única, que atravessa a 

pele e libera zoósporos maduros (LONGCORE; PESSIER; NICHOLS, 1999). O ciclo 

de vida do Bd é ilustrado na figura 1.  

 

Figura 1. O ciclo de vida do Bd. Na porção substrato-independente do ciclo, os zoósporos 
flagelados são livres nadantes. Na porção substrato-dependente, os zoósporos se encistam e 
se desenvolvem em esporângios, que produzem e liberam novos zoósporos. Fonte: 
Rosenblum  et al., 2008; PNAS, 105:17034-17039. 
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Os zoósporos (3-5 μm de diâmetro) são de forma oval e tem um único flagelo 

posterior (19-20 μm de comprimento), o que lhe permite mover-se em superfície 

aquosa. Há pouca diferença morfológica em cepas de B. dendrobatidis e todas as 

cepas são patogênicas (LONGCORE; PESSIER; NICHOLS, 1999). A Figura 2 

representa o desenho de uma secção longitudinal de zoosporo do B. dendrobatidis e 

a organização das organelas. 

 

Figura 2. Diagrama resumo de zoósporo flagelado e área cinetossomal ampliada. Abreviações: ce: 
extensão citoplasmática; ER: retículo endoplasmático; G: aparelho de Golgi; K: cinetossomo; L: glóbulo 
de lípidos; M: mitocôndria; mb: microcorpo lipídico; nfc: centríolo não funcional; N: núcleo; P: propulsor; 
Va: vacúolo. As organelas que circundam a massa ribossomal e as extensões citoplasmáticas não são 

consistentemente encontradas em nenhuma parte particular da célula. Fonte: LONGCORE; PESSIER; 
NICHOLS, 1999. Mycologia, 91:219-227. 

 

O desenho é baseado no exame de seções finas de zoósporos dentro do 

esporângio por microscopia eletrônica de transmissão (LONGCORE; PESSIER; 

NICHOLS, 1999).  
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Quanto à sobrevivência do Bd em água, JOHNSON e SPEARE (2003) 

demonstraram a viabilidade dos zoósporos em três diferentes tipos de água: água 

de torneira, água deionizada e água natural do lago de um subúrbio de Hyde Park-

UK. As amostras de água foram autoclavadas a 121 C°, por 15 minutos. Os dados 

(tabela 1) mostram que os zoósporos mantiveram-se viáveis de três a seis semanas, 

a depender do meio aquoso em que se encontravam e ainda, da quantidade de 

nutrientes naturalmente disponíveis na água. A água natural de lago apresentou 

uma maior quantidade de nutrientes ao fungo (JOHNSON e SPEARE, 2003). 

 

 

 Água torneira Água deionizada Água de Lago 

Duração do crescimento em água* 1 semana 1 semana 1 semana 

Liberação dos zoósporos n/o n/o Sim – Semana 2-7 

Duração da viabilidade** 3 semanas 3 semanas 6 semanas 

* Crescimento: Zoósporo se liga a um frasco plástico e desenvolve-se em zoosporângio. 

** Viabilidade: Crescimento ocorrente, quando alíquotas de água são injetadas em caldo TGhL. 

 

1.2. A quitridiomicose 

 A infeção por Bd ocorre no interior das células das camadas exteriores da 

pele. Quando está infectada com quitridiomicose, a pele torna-se muito espessa 

devido a alterações celulares chamadas de hiperplasia, ou seja, a proliferação 

celular desordenada e hiperqueratose, um aumento da rigidez da pele, provocada 

pelo aumento de queratina nas células. Estas alterações na pele são fatais para os 

anfíbios, devido ao fato de que anfíbios absorvem sais minerais importantes 

(eletrólitos), tais como o sódio e o potássio através da pele. Os níveis anormais de 

eletrólitos resultantes da pele danificada pelo Bd provocam distúrbios fisiológicos 

severos, levando o animal ao óbito (VOYLES et al., 2009).  

Tabela 1. Viabilidade do fungo em diferentes tipos de água. Duração do crescimento em água: 1 semana; 

Liberação do zoósporo: somente em água de lago, entre a segunda e sétima semanas; Duração da Viabilidade: 

Zoósporo cultivado em caldo TGhL + injeção de água, dos três tipos, em separado;  

Fonte: JOHNSON, M. L., and SPEARE, R., 2003. "Survival of Batrachochytrium dendrobatidis in water. 
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 O zoósporo, estágio móvel do Bd, infecta as células epiteliais queratinizadas 

de anfíbios adultos, partes queratinizadas da boca de girinos (figura 3-B) e não 

infecta as partes não queratinizadas da pele de larvas (BERGER et al., 1998; 

BLAUSTEIN et al., 2005). A susceptibilidade à quitridiomicose e a gravidade das 

lesões epidérmicas em anfíbios acometidos não são consistentes entre espécies ou 

mesmo entre indivíduos (DAVIDSON et al., 2003; HANSELMANN et al., 2004; 

LAMIRANDE e NICHOLS, 2002). O fungo desenvolve-se, inicialmente, colonizando 

células vivas; Os talos colonizam o interior das células, parasitando-as até o 

amadurecimento, mas desenvolvem-se completamente como zoosporângios na 

superfície queratinizada de células mortas e sem organelas. Os tubos de descarga 

dos zoosporângios são hábeis em fundir e dissolver as membranas das células 

epidérmicas projetando-se para a superfície. A distribuição dos esporângios em 

girinos e adultos mostra que uma epiderme estratificada e queratinizada é 

imprescindível ao Bd quando ocorre uma infecção (BERGER et al., 1998; 

MARANTELLI et al., 2004). O mecanismo pelo qual o Bd provoca a morte de 

animais sensíveis, além dos distúrbios das funções normais da pele, pode ser a 

liberação de uma toxina fúngica (BERGER et al., 1998, 2005a.; VOYLES et al., 

2009). O desenvolvimento de lesões da pele coincide com uma redução da atividade 

de canais iônicos epidérmicos (VOYLES et al., 2009) e um aumento da expressão 

do gene de queratina tipo I e dos genes envolvidos na reparação da pele 

(ROSENBLUM et al., 2009). ROSENBLUM et al. (2008) relataram a expressão de 

genes que codificam proteases em Bd, o que pode apoiar a hipótese da atividade de 

uma toxina fúngica no desenvolvimento de lesões na pele. No Brasil, três diferentes 

cepas do Bd já foram genotipadas, com diferentes fatores de virulência 

(SCHLOEGEL et al. 2012, VIEIRA et al. 2012), o que sugere ainda a hipótese de 
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diferenças de susceptibilidade, resistência e grau das lesões, associadas também ao 

fator de virulência da cepa que acomete a população. 

 

Figura 3. Aparato Bucal de girino L.catesbeianus saudável (A); Aparato bucal de 
girino Hylodes sp., infectado por B. dendrobatidis. Foto: Lambertini et al. (2013). 

 

1.3. Histórico de casos 

PARRIS (2006) sugere que mais de um terço das espécies descritas de 

anfíbios estão em risco de queda populacional. Atualmente os anfíbios são 

considerados como o grupo de vertebrados com maior risco de extinção, devido a 

uma série de fatores como: mudanças climáticas, aumento da incidência de raios 

ultravioletas, poluição e o crescimento de espécies invasoras, todavia, a infecção por 

fungo quitrídio é considerada a mais grave e de rápida ação (SKERRATT et al., 

2008). A quitridiomicose está dizimando populações inteiras de algumas espécies de 

anuros (SILVANO e SEGALLA, 2005), principalmente nas Américas, Oceania e 

Europa (FONSECA, 2008). Populações de anuros do gênero Atelopus (Bufonidae) 

(LAMPO, 2007) e os sapo-flecha (Dendrobatidae), vêm sofrendo severas perdas de 

indivíduos na América Central. Na Austrália, algumas espécies de pererecas do 

gênero Litoria (Hylidae) (KRIGER, et al. 2007), Rheobatrachus silus (LIEM,1973) e 

Rheobatrachus vitellinus (MAHONY, TYLER e DAVIES,1984), parecem, no entanto, 
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terem sido dizimadas pelo fungo. Toledo (2006) relatou que as espécies de rãs do 

gênero Leptodactylus não apresentaram a infecção. Leptodactylus fallax parece ser 

também imune à infecção (GARCIA et al., 2007). CARNAVAL et al. (2006) 

demonstrou que em 41 espécies de anfíbios brasileiros houve infecção por Bd 

confirmadas e que tais espécies estão restritas a áreas de Mata Atlântica, nas 

regiões Sul e Sudeste. LISBOA et al. (2013) revelou casos de infecção por Bd em 

Aplastodiscus sibilatus (CRUZ, PIMENTA e SILVANO, 2003) e Hypsiboas 

freicanecae (CARNAVAL e PEIXOTO, 2004), registrados no Estado de Alagoas, 

diagnosticados em girinos, por análise histológica de partes queratinizadas da boca. 

Este é o primeiro registro de infecção por Bd em A. sibilatus (LISBOA et al., 2013). 

Em todo o mundo, em mais de 200 espécies de anfíbios, foram identificadas 

infecção por B. dendrobatidis (SKERRATT et al., 2008).  

No Brasil, poucos casos de declínio de anfíbios foram publicados até o 

momento (HEYER et al., 1988; WEYGOLDT, 1989; BERTOLUCI & HEYER, 1995; 

GUIX et al., 1998; POMBAL & HADDAD, 1999; IZECKSOHN & CARVALHO E 

SILVA, 2001; ETEROVICK et al., 2005). A maior parte dos relatos de declínio 

provém da Mata Atlântica, um dos hotspots mundiais de biodiversidade (MYERS et 

al., 2000). Foi regitrada a presença de Batrachochytrium dendrobatidis em sete, dos 

27 estados brasileiros, incluindo Minas Gerais, Mato Grosso do Sul, Pernambuco, 

Rio de Janeiro, Rio Grande do Sul, Santa Catarina, e São Paulo (TOLEDO et al. 

2006). VIEIRA et al. (2012) apresenta um trabalho mais recente de presença e 

infecção de Hylodes cardosoi (LINGNAU, CANEDO & POMBAL, 2008) e Hypsiboas 

faber (FAIVOVICH et al., 2005) em Morretes, Paraná. TOLEDO (2006) contribui ainda 

com dados originais da distribuição de B. dendrobatidis no Brasil, fazendo uma 

revisão do conhecimento das espécies infectadas na América do Sul. Seu 
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levantamento aponta que a doença foi detectada na rã-de-corredeira, Hylodes 

magalhaesi (BOKERMANN, 1964), espécie que ocorre em regiões elevadas de Mata 

Atlântica. Em um estudo de modelagem, RON (2005) prediz expansão do fungo para 

as regiões de Cerrado e Pantanal.  

A tabela 2 relaciona algumas das espécies de anfíbios analisadas para 

verificação da ocorrência de Bd com sua localidade e o tipo de detecção. 

Tabela 2. Espécies de anfíbios analisados para ausência ou presença de Batrachochytrium 

dendrobatidis relacionando estágio de vida, metodologia de detecção e localidade. (S= Indivíduos que 

apresentaram infecção por Bd; N= Indivíduos que não apresentaram infecção por Bd). 

Família Gênero Espécie 
Infecçã

o 
Estágio Metodologia Localidade 

Referênci
a 

Ambystomatida
e 

Ambystoma 

A. 
californiense 

S 
Adultos/girino

s 
Histologia/P

CR 

Califórnia – 
USA 

Padgett-
Flohr & 
Hopkins 
(2008) 

A. tigrinum S Ohio – USA  
Sheafor 
(2008) 

Brachycephalid
ae 

Ischnocnema 

Ischnocnem
a sp. S 

Adultos PCR Boracéia (SP) 
Burke 
(2011) 

I. randorum 

I. guentheri 

N I. juipoca 

I. parva 

Bufonidae 

Anaxyrus A. boreas S 
Adultos/girino

s 
Histologia 

Wisconsin – 

USA 
Pearl et 

al. (2007) 

Atelopus 

A. 

chiriquiensis 

S Não informado no artigo 

Las Tablas – 
Costa Rica 

La Marca 
et al. 

(2005) 

A. coynei Río Faisanes – 
Equador 

A. ignescens 
Páramo de 
Guamaní – 

Equador 

A. ignescens 
Páramo Del 
Antisana – 
Equador 

A. 

longirostris 
Río Faisanes – 

Equador 

A. 

mindoensis 

Quebrada 
Zapadores – 

Equador 

A. 

mucubaliensi

s 

La Corcovada – 
Venezuela 

A. planispina Río Azuela – 
Equador 

A. pinangoi Piñango – 
Venezuela 

A. varius 
Río Lagarto 

headwaters – 
Costa Rica 

Chaunus C. ictericus N Girinos Histologia/P Jundiaí (SP) Toledo et 
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C. ornatus CR al. (2006) 

C. rubescens S. Roque de 
Minas (MG) 

Bufo B. valliceps 

N 

Adultos PCR Honduras 
Kolby et 

al. (2009) 

Caugastoridae 

Craugastor 

C. charadra 

C. coffeus 

C. rostralis S 

Eleutherodactyl

us 

E. 

leavissimus 

N 

Centronelidae 
Hyalinobatrachi

um 

H. 

fleischimanni 

Cycloramphida

e 

Proceratophrys P. boiei N 
Girinos Histologia/P

CR 

Trevisco (SC) 
Toledo et 
al. (2006) Thoropa T. taophora S Ubatuba (SP) 

Dendrobatidae Dendrobates D. tinctorius S 
Adultos/girino

s 
PCR 

Washington – 

USA  

Morgan 
et al.  

(2007) 

Dermophiidae Geotrypetes G. seraphini S Adultos 
Histologia / 

PCR 

Camarões – 

África 
ZSL 

(2013) 

Hylidae 

Hypsiboas 

H. 

polytaenius 

S 
Adultos PCR Boracéia (SP) 

Burke 
(2011) H.bischoffi 

H. faber 

Girinos 
Histologia/P

CR 
Morretes (PR) 

Vieira et 
al. (2012) 

H. 

albopunctata 

S Girinos Histologia/P
CR 

Rio Claro (SP) 

Toledo et 
al.  

(2006) 

H. 

semilineatus 

Camanducaia 

(MG) 

Scinax 

S. albicans Petrópolis (RJ) 

S. alter S 

Adultos PCR Boracéia (SP) 
Burke 
(2011) 

S. hayii 

N 

S. 

crospedofilus 

Bokermannohyl

a 

B. astartea 

B. circundata 

B. circundata 

S Girinos 
Histologia/P

CR 

Petrópolis (RJ) Toledo et 
al.  

(2006) 
B. hylax  S. Luiz do 

Paraitinga (SP) 

Aplastodiscus 

A. arildae S 

Adultos PCR Boracéia (SP) 
Burke 
(2011) 

A. 

albosignatus 
N 

A. callipygius S Girinos 
Histologia/P

CR 
Camanducaia 

(MG) 

Toledo et 
al.  

(2006) 

A.leucopygiu

s 
S Adultos PCR Boracéia (SP) 

Burke 
(2011) 

A.leucopygiu

s 
S Girinos 

Histologia/P
CR 

S. Luiz do 
Paraitinga (SP) 

Toledo et 
al.  

(2006) 

Dendropsophus D. minutus S Adultos PCR Boracéia (SP) 
Burke 
(2011) 

Hyla H. arenicolor S Adultos/Girin
os 

Histologia Arizona (USA) 
Bradley 
(2002) 

Litoria L. chloris S --- --- Austrália 
Longcore 

et al. 
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(1999) 

Phrynomedusa 
P. cf. 

marginata 
S Girinos Histologia/P

CR 

S. Luiz do 

Paraitinga (SP) 

Toledo et 
al.  

(2006) 

Pseudacris P. regilla S 
Adultos/girino

s 
Histologia 

Wisconsin 

(USA) 
Pearl et 

al. (2007) 

Hylodidae 

Hylodes 

H. cardosoi 

S Girinos Histologia/P
CR 

Morretes (PR) 
Vieira et 
al. (2012) 

H. 

dactylocinus 
Peruíbe (SP) 

Toledo et 
al.  

(2006) 

H. 

magalhaesi 

Camanducaia 

(MG) 

H. 

meridionalis 

LauroMüller 

(SC) 

H. 

meridionalis 

S. Fco de Paula 

(RS) 

H. 

perplicatus 

S. Bento do Sul 

(SC) 

H. phyllodes 

S. Luiz do 

Paraitinga (SP) 

Hylodes sp. 

(aff. 

Sazimaí) 

H. asper S Adultos PCR Boracéia (SP) Burke 
(2011) 

Megaelosia 

M. cf. 

boticariana 
S 

Girinos 
Histologia/P

CR 

Caçapava (SP) 

Toledo et 
al.  

(2006) 

M. goeldii N Teresópolis (RJ) 

M. massarii S 
Santo André 

(SP) 

Megaelosia 

sp. 
N 

Pindamonhanga

ba (SP) 

Leiuperidae 

Adenomera 
A. 

marmorata 
N Adultos PCR Boracéia (SP) Burke 

(2011) Physalaemus P. cardosi 

Paratelmatobius P. cuvieri 

Leptodactylida

e 
Leptodactylus 

L. 

labyrinthicus 
N Girinos Histologia/P

CR 
Rio Claro (SP) 

Toledo et 
al.  

(2006) 

L. latrans N Adultos PCR Boracéia (SP) Burke 
(2011) 

L. 

chaquensis N Girinos 
Histologia/P

CR 
Corumbá (MS) 

Toledo et 
al.  

(2006) 
L.podicipinus 

Microhylidae 
Chiasmocleis 

C. 

leucosticta N Girinos Histologia/P
CR 

Ribeirão Branco 

(SP) 
Toledo et 

al.  
(2006) 

Elaschistocleis E. ovalis Rio Claro (SP) 

Myobratrachida

e 

Rheobatrachus 
R. Silus 

EXTINTOS – Provável infecção por Bd 

Austrália 

Longcore 
et al.  

(1999) 
R.vitellinus 

Pseudophryne 
P. 

corroborree 
S --- --- 

Kilpatrick 
(2009) 

Limnodynastes L. dumerilli 

S 
Adultos/gir

inos 
PCR 

Morgan 
et al.  

(2007) Pipidae Xenopus X. tropicalis Ghana 
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X. leavis South Africa 

Plethodontidae 

Bolitoglossa 
B. conanti 

N Adultos PCR Honduras 
Kolby et 

al.  
(2009) 

B. diaphora 

Cryptotriton C. nasalis 

Oedipina O. tomasi 

Ranidae 

Lithobates 

L. 

castebeianus 
N Girinos Histologia/P

CR 

S. Luiz do 

Paraitinga (SP) Toledo et 
al.  

(2006) L. 

castebeianus 
Jaboticabal (SP) 

L. maculata S Adultos PCR Honduras 
Kolby et 

al.  
(2009) 

Rana 

R.yavapaien

sis 
S 

Adultos/gir

inos 
Histologia Arizona (USA) Bradley 

(2002) R.chiricauen

sis 

R. aurora S Girinos Histologia Califórnia (USA) 
Nieto et 

al.  
(2007) 

R.boylii S 
Adultos/gir

inos 

Histologia/P

CR 
Califórnia (USA) 

Padgett-
Flohr & 
Hopkins 
(2008) 

R. cascadae S 
Adultos/gir

inos 
Histologia 

Wisconsin 

(USA) 

Pearl et 
al.  

(2007) 

R. draytonii S 
Adultos/gir

inos 

Histologia/P

CR 
Califórnia (USA) 

Padgett-
Flohr & 
Hopkins 
(2008) 

R. 

luteiventris 
S 

R. muscosa S Girinos Histologia Califórnia (USA) 
Rachowi
ks et al.  
(2006) 

R. pretiosa S Adultos 
Histologia/P

CR 

Washington 

(USA) 

Hayes et 
al.  

(2009) 

R. sierrae S 
Adultos/gir

inos 
PCR Califórnia (USA) 

Morgan 
et al.  

(2007) 

 

1.4. Princípios ativos da pele de anfíbios 

 Os anfíbios apresentam, em sua pele, glândulas de dois tipos: mucosas e de 

veneno. As glândulas mucosas, menores que as de veneno, são distribuídas por 

todo o corpo do animal e atuam na manutenção da pele, preservando a umidade e 

propiciando o correto funcionamento das condições fisiológicas da pele do animal, 

por exemplo, a respiração cutânea. As glândulas de veneno são de origem epitelial, 

possuem estrutura alveolar e são compostas por células granulares organizadas ao 

redor de um ducto, associadas a células mioepiteliais dotadas de inervações, o que 
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permite a liberação dos seus compostos produzidos em situações de estresse ou por 

compressão mecânica provocada por fatores externos como, por exemplo, a ação 

de predadores (TOLEDO e JARED, 1995). 

 As glândulas de veneno são as responsáveis pela produção e 

armazenamento dos compostos bioativos que são utilizados pelos anfíbios na 

proteção passiva contra predadores, e na defesa ativa contra agentes patogênicos, 

tais como bactérias, fungos e protozoários. Quimicamente, esses compostos podem 

ser dividos em quatro classes: alcaloides, aminas biogênicas, esteroides e peptídeos 

(DALY et al., 1987; ERSPAMER, 1994; CLARKE, 1997). 

1.4.1. Alcaloides 

 

 

 Os alcaloides são definidos como compostos contendo nitrogênio cíclico, com 

uma distribuição limitada na natureza. Entre os anfíbios, os alcaloides são 

encontrados principalmente no veneno das rãs da família Dendrobatidae e 

Phyllobates, mas também podem ser encontrados em salamandras, tritões, sapos e 

outras espécies de rãs. Quanto à atividade famacológica de alguns alcaloides, 

podemos citar: Batracotoxinas – encontrada em anfíbios do gênero Phyllobates, 

Figura 4. Estrutura química básica de alcaloides. Fonte: http://www.infoescola.com/wp-content/uploads/2011/05/alcaloides1.jpg 
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considerada a mais potente toxina não proteica descrita (DALY et al., 1987). A 

batracotoxina promove abertura dos canais para sódio voltagem-dependentes de 

nervo e músculo, provocando despolarização irrversível das menbranas de nervo e 

músculo, devido a um grande influxo de sódio (SCHWARTZ et al., 2007); 

Pumiliotoxinas – Toxina encontrada em dendrobatídeos, atua potencializando e 

prolongando contrações da musculatura esquelética em anfíbios, mamíferos e aves, 

de forma reversível; Histrionicotoxinas – Também encontrada nos dendrobatídeos, 

apresenta toxicidade em mamíferos, atuando em canais para potássio voltagem-

dependentes de nervo e músculo, reduzindo sua condutividade e bloqueando o 

receptor nicotínico da junção neuro muscular (MALEQUE, 1984 apud SCHWARTZ et 

al., 2007); Epibatidina – Isolada de Epipedobates tricolor, é um alcaloide 

considerado como potente analgésico.  Muitos alcalóides são derivados de insetos, 

ácaros e milípedes, e incorporados à fisiologia do anfíbio a partir da dieta (DALY et 

al., 1987; LAZARUS & ATTILA, 1994; DALY, 1995; CALDWELL, 1996).  

 

1.4.2. Aminas biogênicas 

 

  

 As aminas biogênicas, diferente dos demais compostos bioativos encontrados 

na pele de anfíbios, têm ampla distribuição entre representantes de diversas 

famílias, tendo sido identificadas em diversos trabalhos e sua estrutura química e 

farmacológica elucidadas. As aminas encontradas na pele de anfíbios são 

classificadas em quatro grupos caracterizados principalmente pela descarboxilação 

Figura 5. Estrutura química de um dos tipos de aminas biogênicas encontradas em anfíbios, a 

histamina. Fonte: http://www.infoescola.com/wp-content/uploads/2010/03/histamina-300x146.png. 
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de aminoácidos: Indolaquilaminas, imidazolalquilaminas, monohidroxi-

fenilalquilaminas e catecolaminas (SCHWARTZ et al., 2007). Algumas espécies da 

família Bufonidae apresentam aminas biogênicas na composição de seus venenos, 

particularmente presentes em indivíduos do gênero Bufo e Rhinella. A atividade 

farmacológica mais comum de aminas indólicas é a estimulação em musculatura lisa 

e ainda, irritação de mucosas (ERPASMER, 1971). 

1.4.3. Esteroides 

 

 

Os bufadienolídeos são esteroides encontrados em venenos de anuros da 

família Bufonidae e são representados por dois grupos: as bufogeninas, também 

denominadas bufaginas e as bufotoxinas, que são formadas da união da suberil-

arginina com bufogeninas. As bufogeninas constituem uma família de substâncias 

heterocíclicas que inibem a bomba de Na+-K+-ATPase e possuem ação cardiotóxica. 

(LAZARUS et al., 1994); Alguns bufadienolídeos possuem ação antitumoral 

(NOGAWA et al., 2001). CUNHA FILHO et al., (2005) descrevem a ação 

antimicrobiana dos esteroides marinobufagenina e telocinobufagina, isolados de 

Rhinella rubescens. Indivíduos do gênero Rhinella apresentam grande quantidade 

de esteroides na composição de seus venenos (CUNHA FILHO et al., 2005). 

1.4.4. Peptídeos antimicrobianos 

Figura 6 – Estrutura básica de Bufadienolídeos. Fonte: 

http://www.ufpi.br/arquivos/Image/Imagens/Fotos%20Segundo%20Semestre%202013/Estrutura_Bufadienolideo.jpg 
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 Peptídeos antimicrobianos (PAM’s) são produzidos por diversos grupos de 

animais e vegetais há milhares de anos (NICOLAS & MOR, 1995). A produção de 

PAM’s em anuros participa do sistema imune inato do indivíduo, um mecanismo 

essencial de defesa em organismos multicelulares, que tem por função agir como a 

primeira barreira de proteção contra o ataque e proliferação de microrganismos 

patogênicos (BROWN & HANCOCK, 2006). O primeiro estudo sobre PAM’s, 

caracterizados a partir da secreção cutânea de anfíbios foi realizado em 1987, por 

Zasloff, que, estudando a espécie Xenopus laevis, isolou, caracterizou e determinou 

a atividade antimicrobiana de dois peptídeos nomeados Magainina 1 e Magainina 2, 

detentoras de uma ampla atividade contra fungos, bactérias e protozoários (BARRA 

& SIMMACO, 1995; RINALDI, 2002; NASCIMENTO et al., 2003). As magaininas de 

Xenopus e as dermaseptinas de Phyllomedusa são peptídeos lineares e anfipáticos 

que formam hélices e tem ação comprovada contra bactérias, fungos e protozoários 

(MOR at al., 1994). 

 

Figura 7. Estrutura química da Magainina-I, de Xenopus leavis. Fonte: 

http://img1.guidechem.com/chem/e/dict/152/108433-99-4.jpg 
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A primeira dermaseptina (DS) foi descrita em 1991 e foi nomeada devido a 

sua origem: Derma (derme do anfíbio P. sauvagei); Septina, por sua atividade 

biológica contra fungos patogênicos, bactérias Gram-negativas e Gram-positivas 

(MOR et al.,1991). Posteriormente, outros trabalhos demonstraram atividade das DS 

contra protozoários e vírus (KRUGLIAK et al., 2000; LORIN et al, 2005).  

 

A maioria dos PAM’s são moléculas alifáticas e tendem a assumir 

conformações anfifílicas em α-hélice, mostrando uma separação bem definida entre 

domínios hidrofóbicos e hidrofílicos (MOR et al., 1991; LEITE et al., 2007). Este tipo 

de conformação parece estar ligado à sua atividade antimicrobiana (MOR et al., 

1994). As filoseptinas (PS) constituem outra família de peptídeos antimicrobianos 

somente encontrados, até o momento, na secreção cutânea de anfíbios dos gêneros 

Phyllomedusa e Hylomantis (LEITE et al., 2005; CHEN et al., 2006; CONLON et al., 

2007). As PS possuem em geral 19-20 resíduos de aminoácidos em sua estrutura 

primária e, assim como as DS, parecem assumir conformações anfifílicas. Peptídeos 

desta família possuem ação contra bactérias Gram-negativas e Gram-positivas, 

assim como contra protozoários (LEITE et al., 2005). 

2. JUSTIFICATIVA  

A secreção cutânea de anfíbios é uma rica fonte de novas moléculas 

farmacologicamente ativas. Tais moléculas são também importantes no 

entendimento de como esse grupo evoluiu e se adaptou às diferentes pressões 

seletivas existentes no meio onde se encontram, visto que ajudam esses animais na 

defesa contra parasitas e predadores. 
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 Até o momento existem poucos estudos que relacionam a resistência à 

quitridiomicose com defesa inata, ou seja, a produção de componentes bioativos 

produzidos na pele de anfíbios. ROLLINS-SMITH et al., (2002 e 2005) e CONLON 

(2011), trabalhando com peptídeos sintéticos de anfíbios anuros, já demostraram 

sua potencialidade na inibição à proliferação do B. dendrobatidis, todavia não 

relacionaram o sinergismo dos diversos componentes presentes nas secreções 

cutâneas, na atividade inibitória. 

 Submeter amostras de B. dendrobatidis a ensaios com secreção bruta de 

anfíbios, para análise de viabilidade do fungo, permite explorar a atividade da 

secreção dos anfíbios contra o patógeno, levando-se em conta toda a composição 

da secreção, atuando de forma sinérgica com os compostos bioativos nelas 

presentes. 

3. OBJETIVOS 

3.1. Objetivo Geral 

O presente estudo teve como objetivo verificar através de ensaio in vitro a 

suscetibilidade ou resistência de anfíbios anuros do Cerrado ao fungo B. 

dendrobatidis, com base na atividade antimicrobiana da secreção cutânea de 

anfíbios adultos. 

3.2.  Metas 

1) Testar in vitro a viabilidade do fungo B. dendrobatidis em presença da 

secreção cutânea dos anfíbios do Cerrado. 

2) Relacionar a defesa inata dos anfíbios com a capacidade de resistência 

contra a quitridiomicose, indicando quais secreções foram capazes de inibir a 
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proliferação do fungo e identificar dentre os anfíbios testados, aqueles 

suscetíveis a essa infecção. 

3) Purificar as frações das secreções que apresentaram atividade inibitória à 

proliferação do Bd e submetê-las aos ensaios, com vistas a possiblitar a 

identificação dos compostos bioativos contra o Bd. 

 

4. MÉTODOS 

4.1. As secreções cutâneas:  

 Foram utilizadas as secreções de 23 espécies de anfíbios anuros das famílias 

Bufonidae, Cycloramphidae, Dendrobatidae, Hylidae, Leiuperidae, Microhylidae 

Ranidae e de 1 (um) indivíduo da ordem Gymnophiona, família Caeciliidae, 

extraídas e manipuladas seguindo-se os Princípios Éticos na Experimentação 

Animal - Colégio Brasileiro de Experimentação Animal (COBEA, 1991), o Guiding 

Principles for Research Involving Animals e Human Beings - Sociedade de Fisiologia 

Americana (APS, 2000), Ethical Guidelines for Investigations of Experimental Pain in 

Conscious Animals (ZIMMERMANN, 1983) e aprovação do Ministério do Meio 

Ambiente – MMA e Instituto Chico Mendes de Conservação e Biodiversidade – 

ICMBio, sob registro 41555-1.  

4.2. Cultivo do fungo:  

 A cepa do fungo Batrachochytrium dendrobatidis foi fornecida pelo Prof. Dr. 

Luís Felipe Toledo, Prof. Dr. Domingos da Silva Leite e Mestranda Carolina 

Lambertini, da Universidade Estadual de Campinas (UNICAMP), com o seguinte 

registro: 

STRAIN- CLFT 024 
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LOCALITY - Estrada da Graciosa 

MUNICIPALITY - Morretes 

STATE - Paraná 

S: 25.35899 

W: 48.87857 

HOST: Hylodes cardosoi 

STAGE: Girino 

TYPE: Hibrido (classificação filogenética) 

COLLECTING DATE: 26/03/2011 

ISOLATION DATE: 01/04/2011 

FIELD COLECTOR: L.F. Toledo, C.A. Vieira, C.H.L.N Almeida 

"ISOLATOR": C.A. Vieira, D. Moraes 

   **** O gênero Hylodes é comum em riachos, sendo popularmente chamado de "rã-

de-corredeira". 

A cepa do fungo foi cultivada em meio de cultura mTGh, contendo triptona a 

1%, ágar bacteriológico 1% e antibiótico (Para 1 L de água deionizada,  10 g triptona 

e 10 g ágar bacteriológico) e meio líquido, caldo 1% triptona (1 L água deionizada e 

10 g triptona); não é necessário o ajuste do pH. Após o preparo, os meios de cultura 

foram autoclavados à temperatura de 121°C por 20 minutos e, após seu 

resfriamento, foram adicionados antibióticos (200 mg/L penicillina-G, 300 mg/L 

estreptomicina) (VIEIRA & TOLEDO, 2011). Os frascos contendo os meios de 

cultura e replique das cepas foram mantidos em Incubadora B.O.D., modelo CT-705-

120-Cientec, refrigerados à temperatura média de 13°C. Para manutenção da 

cultura foram realizadas replicadas em intervalos de 20 dias e todo material utilizado 

foi autoclavado antes do descarte apropriado. As colônias do Bd foram 

constantemente monitoradas durante os ensaios de viabilidade, por observação no 

microscópio de luz. 
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4.3. Ensaio antifúngico da secreção cutânea:  

 As secreções cutâneas dos anfíbios foram obtidas por eletroestimulação 

branda dos animais, lavagem da pele com água destilada para coleta das amostras, 

que, após coletadas foram congeladas e em seguida liofilizadas e mantidas 

estocadas em freezer. As alíquotas 10 mg das secreções cutâneas liofilizadas, 

pesadas em microbalança Shimadzu, modelo AUW220D, foram ressuspendidas em 

1 ml de água Milli-Q. As colônias do Bd cultivadas em meio sólido foram transferidas 

do meio mTGh em 7 ml de caldo 1% triptona, coletadas com pipeta de 1000 µL e 

transferidas para um tubo Falcon de 15 ml. O meio líquido contendo o Bd foi 

distribuído em placa de Elisa com 96 poços, sendo: três poços para controle positivo, 

três poços para controle negativo e 69 poços para ensaios com as secreções, para 

resultados em triplicata, contendo 50 µL em cada poço. O ensaio foi repetido duas 

vezes em momentos distintos. O controle positivo consistiu do meio de cultura 

contendo o Bd, acrescido de 50 µL de formaldeído 0,4% e o controle negativo, meio 

contendo Bd, acrescido de 50 µL de água Milli-Q estéril. Cinquenta microlitros de 

cada secreção foram incubados com 50 µL meio liquido contendo Bd, após 24h de 

incubação, a viabilidade do fungo foi primeiramente observada em microscopia de 

luz com lente objetiva de 100x, ocular de 10x e óleo de imersão. Como parâmetros 

foram observados a presença/ausência de esporos e/ou esporângios e a existência 

de movimentação ou não dos esporos fora/dentro dos esporângios. 

4.4. Ensaio antifúngico das frações isoladas de secreções cutâneas 

ativas:  

 Três secreções que apresentaram atividade antifúngica foram encaminhadas 

para fracionamento em sistema de HPLC (Cromatografia líquida de Alta 
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Performance) para isolamento de compostos bioativos. Cada alíquota de 2 mg da 

secreção liofilizada foi ressuspendida com 250 µL de água Milli-Q e filtrada (Millex 

0,22 µm). O material filtrado foi fracionado num sistema RP-HPLC (Reverse Phase - 

High Performance Liquid Chromatography) (Shimadzu Co., Kyoto, Japan, Série LC-

10VP) e uma coluna analítica (Vydac C18 218TP54, 5 µm, 4,6 x 250 mm, 300 Å, 

Hesperia, USA). As fases móveis, utilizadas em gradiente foram: O tampão A, água 

Milli-Q contendo 0,1% de ácido trifluoroacético (TFA) (v/v), e o tampão B, acetonitrila 

e 0,1% de TFA (v/v), com fluxo de 1,0 ml/min. O monitoramento se deu a 216 e 280 

nm. As frações foram coletadas manualmente e secas em sistema de Speed-Vac. 

As frações cromatográficas referentes a três cromatografias foram reunidas para o 

ensaio de inibição da proliferação. Os compostos, com suas concentrações 

calculadas medindo-se a absorbância a 215 e 225 nm e as colônias de Bd, em caldo 

1% triptona, foram distribuídos em placa de Elisa com 96 poços, na quantidade de 

50 µL e acrescidas de 50 µL de solução contendo o composto bioativo de interesse, 

da secreção bruta. Os resultados foram obtidos em triplicata. O controle positivo 

consistiu do inóculo em caldo 1% triptona, acrescido de formaldeído 0,4% e o 

controle negativo, meio com Bd, acrescido de água Milli-Q.  

4.5. Ensaio de Viabilidade celular:  

 A análise da viabilidade do Bd foi realizada de duas formas distintas, uma por 

ensaio com MTT [brometo de 3-(4,5-dimetil-tiazol-2-il)-2,5-difenil-tetrazólio]. Este 

ensaio baseia-se na medida do dano induzido pelo composto/extrato em estudo no 

metabolismo celular de glicídios, através da avaliação da atividade de 

desidrogenases mitocondriais. A viabilidade mitocondrial e, consequentemente, a 

viabilidade celular, é quantificada pela redução do MTT (um sal de coloração 
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amarela e solúvel em água) a formazan (sal de coloração arroxeada e insolúvel em 

água) pela atividade daquelas enzimas. Dessa forma, a redução do MTT a formazan 

será diretamente proporcional à atividade mitocondrial e à viabilidade celular 

(PEDROSA; FELIPE; KVIECINSKI, 2011). 50 µL de cada fração foram incubadas 

com 50 µL de solução de Bd; Após 24h de incubação a 13°C, em cada poço foi 

adicionado 2 µL de MTT e, encubado por sete dias, devido ao lento metabolismo do 

Bd; Após sete dias adicionou-se 50 µL de DMSO, para dissolução de possíveis 

cristais e fez-se a leitura em leitora de microplaca Multiskan® FC, Thermo Scientific, 

USA, com absorbância a 595 nm. A outra forma de verificação da viabilidade celular 

do Bd foi o ensaio com utilização do corante Azul de Tripano, um corante azoico, 

muito utilizado na preparação histológica, para ensaios de viabilidade celular que 

permitem diferenciar células vivas e mortas, por corar estas últimas. O Azul de 

Tripano é ideal para a determinação da viabilidade do Bd, por ser efetivo, rápido, 

barato e requerer o mínimo em equipamentos para uso e análise (MCMAHON, 

2013). Após 24 de incubação do fungo com a secreção cutânea de anfíbio, 2 µL de 

Azul de Tripano foi adicionado em cada poço contendo 8 µL da amostra com Bd, 

portanto na proporção de 1:4. As amostras coradas pelo Azul de Tripano foram 

inseridas em câmara de Neubauer (10 µL) e observadas ao microscópio de luz com 

aumento de 400x. As características observadas nas amostras tiveram como base 

as observações do controle positivo e negativo, utilizados no mesmo ensaio, tendo 

sido o controle positivo: O meio de cultura contendo o Bd e formaldeído a 0,4%, 50 

µL cada, separado 8 µL e acrescido de 2 µL de Azul de Tripano. O controle negativo, 

nas mesmas quantidades do controle positivo, com 50 µL de água Mili-Q, em vez de 

formaldeído. 
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4.6. Análise por espectometria de massa das frações cromatográficas de 

R. mirandaribeiroi:  

 A determinação da massa molecular das secreções de Rhinella 

mirandaribeiroi foi realizada em um espectrômetro de massa MALDI-TOF/TOF 

(UltraFlex II, Bruker Daltonics, Billerica, MA). As frações cromatográficas, dissolvidas 

em uma solução de ácido α-ciano-4-hidroxicinâmico (1:3, v:v) e colocadas em uma 

placa de MALDI previamente lavada com metanol e secadas à temperatura 

ambiente por 15 minutos. A massa monoisotópica do composto de interesse foi 

obtida no modo refletor, com calibração externa, usando o Peptide Calibration 

Mixture (faixa de massa entre 1000 e 4000 Da, Bruker Daltonics).  

5. RESULTADOS 

5.1. Secreções brutas 

Na tabela 3, demonstra-se que das 23 secreções brutas testadas, sete 

provocaram destruição dos esporângios, que abertos, continham zoósporos inertes 

em seu interior, bem como zoósporos livres também inertes ou com motilidade 

anormal. As secreções que provocaram a destruição de esporângios foram as de 

sequência: 1 (Rhinella mirandaribeiroi), 4 (Ameerega flavopicta), 7 (Phyllomedusa 

azurea), 10 (Scinax similis), 12 (Trachycephalus venulosus), 20 (Dermatonotus 

muelleri) e 23 (Siphonops paulensis). Na Figura 8A e 8B observam-se os 

esporângios com zoósporos de uma colônia em crescimento de B. dendrobatidis. 

Em 8C e 8D, após a incubação com secreção cutânea de Rhinella mirandaribeiroi e 

Phyllomedusa azurea, respectivamente. Na figura 8C é notório a redução de 

esporângios e o acúmulo de zoósporos livres, a sua maioria, inertes. Na imagem 8D 
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é perceptível a ausência de esporângios e naquele quadrante registrado, muitos 

esporos livres, ativos. 

Tais resultados sugerem uma atividade antifúngica de compostos bioativos 

presentes na secreção cutânea dos indivíduos testados e possibilitaram a 

continuidade dos trabalhos de fracionamento e caracterização dos compostos 

bioativos das espécies escolhidas. Ameerega flavopicta, Phyllomedusa azurea e 

Rhinella mirandaribeiroi, foram as espécies com resultados positivos no ensaio com 

secreção bruta e, dentre as demais, foram escolhidas por apresentarem diferentes 

classes de compostos em suas secreções: alcaloides em A. flavopicta; P. azurea 

com peptídeos antimicrobianos; aminas biogênicas e esteroides presentes na 

secreção de R. mirandaribeiroi. 

Tabela 3. Ensaio com as secreções brutas das espécies de anfíbios testadas contra o 
B.dendrobatidis. Atividade de redução na viabilidade do fungo. Observação ao microscópio óptico 

com aumento de 400x das células coradas por Azul de Tripano. 

Família Seq Nome da espécie Características observadas: 

Bufonidae 

1 
Rhinella 

mirandaribeiroi 
Esporângios muito condensados e corados; 

Esporos livres com motilidade lenta. 

2-a Rhinella schneideri Esporângios e esporos normais. 

2-b 
Rhinella schneideri 

(imago) 
Poucos esporângios intactos e, nestes 

poucos, esporos com motilidade normal. 

2-c 
Rhinella schneideri 

(jovem) 
Esporângios e esporos normais. 

Cycloramphidae 3 
Proceratophrys 

goyana 
Esporângios e esporos normais. 

Dendrobatidae 4 Ameerega flavopicta Ausência de esporângios; Esporos normais. 

Hylidae 

5 
Dendropsophus 
melanargyreus 

Esporângios muito condensados e corados; 
Esporos livres com motilidade lenta. 

6 Hypsiboas raniceps 
Muitos esporângios rompidos e esporos com 

motilidade lenta. 

7 Phyllomedusa azurea 
Esporângios destruídos e elevado número 

de esporos livres inertes. 

8 Pseudis bolbodactyla Esporângios e esporos normais. 

9 Scinax fuscovarius 
Esporângios muito condensados e corados; 

Esporos livres normais. 

10 Scinax similis 
Esporângios destruídos; Esporos livres com 

motilidade muito lenta. 

11 Scinax ruber 
Esporângios muito condensados e corados; 

Esporos livres normais. 

12 
Trachycephalus 

venulosus 
Esporângios destruídos. 

Leiuperidade 13 Eupemphix nattereri Esporângios e esporos normais. 



26 
 

14 Physalaemus centralis Esporângios e esporos normais. 

Leptodactylidae 

15 Leptodactylus fuscus Esporângios e esporos normais. 

16 
Leptodactylus 
labyrinthicus 

Esporângios e esporos normais. 

17 
Leptodactylus latrans 

(ocellatus) 
Esporângios e esporos normais. 

18 
Leptodactylus 

mystaceus 
Esporângios normais; Esporos com 

motilidade lenta. 

19 
Leptodactylus 

troglodytes 
Esporângios muito condensados e corados; 

Esporos livres normais. 

Microhylidae 

20 Dermatonotus muelleri Ausência de Esporângios; Esporos normais. 

21 Elachistocleis bicolor Esporângios e esporos normais. 

Ranidae 22 
Lithobates 

catesbeianus 

Número elevado de esporos livres; 
Esporângios rompidos e intensamente 

corados pelo azul de tripano. 

Ceaciliidae 23 Siphonops paulensis Ausência de Esporângios 

C(+) 
Bd+Formaldeído 0,4% 

Esporângios destruídos e poucos esporos 
livres, com motilidade anormal; 

C(-) 
Bd+ Milli-Q 

Esporângios e esporos normais; Muitos 
esporângios intactos com intensa atividade 

de esporos. 
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Figura 8. (A) Microfotografia da cultura de Bd saudável (aumento 400x), sem uso de corantes no 
microscópio de luz, (B) Bd (aumento de 1000x). (C) Microfotografia após o tratamento com 
secreção bruta de Rhinella mirandaribeiroi. (D) Microfotografia após o tratamento com a secreção 
bruta de Phyllomedusa azurea. 

 

 A tabela 4 e a figura 5 representam o grau de inibição à proliferação do Bd 

com as secreções brutas. A viabilidade do fungo foi analisada pela reação com 

MTT. Na tabela 4, os campos em destaque são os que apresentaram inibição 

superior a 30%. A figura 5 é a representação gráfica dos graus de inibição da 

tabela 4. 

Tabela 4 – Grau de inibição à proliferação do Bd com as secreções 

brutas de anfíbios e análise por reação com MTT. Destaque para as 
secreções que apresentaram grau de inibição maior que 30 %. 

Família Seq Nome da espécie 
Grau de 

inibição (%) 

Bufonidae 
1 

Rhinella 
mirandaribeiroi 

37 

2-a Rhinella schneideri 3 
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2-b 
Rhinella schneideri 

(imago) 
Não Realizado 

2-c 
Rhinella schneideri 

(jovem) 

Cycloramphidae 3 
Proceratophrys 

goyana 
28 

Dendrobatidae 4 Ameerega flavopicta 54 

Hylidae 

5 
Dendropsophus 
melanargyreus 

5 

6 Hypsiboas raniceps 10 

7 Phyllomedusa azurea 80 

8 Pseudis bolbodactyla 0 

9 Scinax fuscovarius 5 

10 Scinax similis 2 

11 Scinax ruber 3 

12 
Trachycephalus 

venulosus 
5 

Leiuperidade 
13 Eupemphix nattereri 43 

14 Physalaemus centralis 5 

Leptodactylidae 

15 Leptodactylus fuscus 4 

16 
Leptodactylus 
labyrinthicus 

4 

17 
Leptodactylus latrans 

(ocellatus) 
 

20 

18 
Leptodactylus 

mystaceus 
 

3 

19 
Leptodactylus 

troglodytes 
3 

Microhylidae 
20 Dermatonotus muelleri 3 

21 Elachistocleis bicolor 54 

Ranidae 22 
Lithobates 

catesbeianus 
2 

Ceaciliidae 23 Siphonops paulensis 62 

C(+) 
Bd+Formaldeído 0,4% 

100 

C(-) 
Bd+ Milli-Q 

0 
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Figura 9. Perfil de viabilidade do Bd após incubação com as secreções brutas de anfíbios. 
Destaca-se a atividade das sequências 1 (R. mirandaribeiroi), 4 (A. flavopicta), 7 (P. azurea), 13 
(E. nattereri), 21 (E. bicolor) e 23 (S. paulensis). 

5.2. Ameerega flavopicta (LUTZ, 1925) 

A Ameerega flavopicta é uma das espécies de anuros pertencentes à 

família Dendrobatidae.  

   

 

Os indivíduos desta família apresentam, em geral, alcaloides na 

composição de seus venenos. Inicialmente, os alcaloides eram considerados 

como sendo alcaloides dendrobatídeos, pois, acreditava-se que eram sintetizados 

pelos indivíduos da família Dendrobatidae. Entretanto, estudos comprovaram que 
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Figura 10. Ameerega flavopicta ©2004 Adrian Garda. 

Disponível em http://www.amphibiaweb.org 
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em dendrobatídeos de cativeiro não eram detectados alcaloides nas suas 

secreções. Hoje, sabe-se que os alcaloides dos dendrobatídeos tem origem em 

nos artrópodes que compõe a dieta desses anfíbios (DALY et al., 1994a; DALY, 

1997). Se qualquer dos alcaloides existentes poderia apresentar atividade contra 

o B. dendrobatidis, segundo DASZAK et al., (1999), trata-se de fato ainda não 

elucidado. O perfil cromatográfico do veneno de A. flavopicta é representado na 

figura 11, demonstrando 31 frações de compostos mais abundantes no veneno e, 

em sua maioria, caracteristicamente hidrofílicas. 

 

Figura 11. Perfil cromatográfico da secreção cutânea de Ameerega flavopicta, fracionado em 
sistema de cromatografia liquida de alta performance em fase reversa (Vydac C18 218TP54, 
5 µm, 4,6 x 250 mm, 300 Å, Hesperia, USA). As frações foram eluidas em gradiente de 
0,1%TFA (Fase A) e acetonitrila + 0,1%TFA, em fluxo de 1,0 ml/min. 

5.2.1 Ensaio de viabilidade 

 A figura 12 apresenta o gráfico de inibição à proliferação do Bd, 

quantificado por MTT. O controle positivo (caldo com Bd + Formaldeído a 0,4%) 

apresenta 100% de inibição (referência). Destaque para a atividade das frações 

F2, F5 F8, F14, F15 e F24, que tiveram resultados mais próximos do controle 

positivo.  
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Figura 12. Perfil de viabilidade do Bd após incubação com as frações 
cromatográficas resultantes do fracionamento da secreção cutânea de A. flavopicta. 

Destaca-se a atividade das frações F2, F5 F8, F14, F15 e F24.  

O ensaio com as frações de A.flavopicta, quantificada por metodologia de 

coloração com Azul de Tripano é demonstrada na tabela 5. Nesse ensaio, destaca-

se a atividade das frações F2, F3, F5, F8, F14, F15, F17, F23 e F24.  

Tabela 5.  Ensaio de inibição do fungo com as frações do veneno de Ameerega flavopicta. 
Atividade de redução na viabilidade do fungo. Observação ao microscópio óptico com aumento de 
400x das células coradas por Azul de Tripano. 

Amostras 

Características observadas 

Esporângios Esporos 

F1 
Normais, com intensa atividade dos 

esporos. 
Normais 

F2 

Esporângios condensados e 
intensamente corados; Observado 
baixíssima atividade de esporos; 
Muitos esporângios destruídos. 

Poucos esporos livres observados, com 
motilidade anormal (lentos) 

F3 
Esporângios condensados, 
notavelmente destruídos e 

intensamente corados. 

Não foi observado movimento nos 
esporângios intactos. Poucos esporos 

livres, com motilidade muito lenta e 
muitos inertes. 

F4 
Esporângios condensados e 

intensamente corados; 

Poucos esporos livres observados, com 
motilidade anormal (lenta) e baixíssima 

atividade nos esporângios intactos. 

F5 
Esporângios notavelmente 
destruídos, condensados e 

intensamente corados. 

Esporos livres inviáveis; Baixíssima 
atividade nos poucos esporângios 

intactos. 

F6 
Muitos esporângios condensados; 

Alguns esporângios intactos. 
Pouca atividade de esporos livres; 
Intensa atividade de esporos nos 
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esporângios intactos. 

F7 Esporängios normais 
Pouca atividade de esporos livres; 
Intensa atividade de esporos nos 

esporângios intactos. 

F8 Esporângios intensamente corados; 
Baixíssima atividade nos esporângios 

intactos e poucos esporos livres viáveis. 

F9 
Esporângios intensamente corados e 

condensados; 

Pouquíssimos esporos livres; Atividade 
de esporos normal em poucos 

esporângios intactos; 

F10 
Esporângios condensados, 

intensamente corados e muitos 
extravazados. 

Poucos esporos livres, com motilidade 
deficiente (lentos); Esporos muito ativos 

em poucos esporângios intactos. 

F11 
Alguns esporângios condensados, 

outros isolados e intactos. 

Poucos esporos livres, com motilidade 
normal; Atividade normal de esporos em 

alguns esporângios intactos. 

F12 
Esporângios intactos e condensados 
e alguns com atividade normal dos 

esporos. 

Pouquíssimos esporos livres. 
Intensamente ativos em pouquíssimos 

esporângios pequenos e intactos.  

F13 
Condensados e muito corados; 

Alguns esporângios intactos, com 
atividade normal de esporos. 

Poucos esporos livres, com motilidade 
normal; Atividade normal de esporos em 

alguns esporângios intactos 

F14 
Esporângios deformados e 
condensados, notavelmente 

destruídos. 

Grande número de esporos livres, 
inertes. 

F15 Poucos esporângios notados. 

Nenhuma atividade de esporos livres 
ativos, todos visivelmente inertes. 

Atividade normal de esporos em num 
reduzido número de esporângios intacto. 

F16 Esporângios normais Esporos normais, poucos livres notados. 

F17 Esporângios condensados; 
Baixíssima atividade dos poucos esporos 

livres; Baixa atividade em esporângios 
intactos. 

F18 
Esporângios normais, com alguns 

condensados. 

Esporos livres com motilidade lenta e em 
pequena quantidade; Intensa atividade 

nos esporângios intactos. 

F19 
Esporângios normais, alguns 

condensados e com pouca atividade 
de esporos observada. 

Esporos livres com motilidade lenta e 
nenhuma atividade observada nos 

esporângios. 

F20 Esporângios normais 
Pouquíssimos esporos livres; Intensa 
atividade de esporos nos esporângios 

intactos; 

F21 Esporângios normais 
Pouquíssimos esporos livres; Intensa 
atividade de esporos nos esporângios 

intactos; 

F22 
Esporângios normais, com alguns 

condensados. 

Esporos livres não notados. Atividade 
normal e intensa nos esporângios 

intactos. 

F23 Esporângios normais 
Muitos esporos livres; Incontáveis 

esporos corados e inertes; Baixíssima 
atividade nos esporângios intactos. 

F24 
Esporângios muito condensados e 

sem atividade dos esporos 
observada. 

Esporos livres com motilidade lenta e 
baixíssima atividade nos esporângios 

intactos. 

F25 Esporângios normais 
Esporos normais; Intensa atividade nos 

esporângios intactos. 
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F26 Esporângios muito condensados; 
Esporos normais; Intensa atividade nos 

esporângios intactos. 

F27 Esporângios muito condensados; 
Esporos normais; Intensa atividade nos 

esporângios intactos. 

F28 Esporângios muito condensados; 
Esporos normais, muitos livres e ativos; 

Intensa atividade nos esporângios 
intactos. 

F29 
Esporângios aparentemente 

ausentes. 

Atividade normal no interior de 
pouquíssimos esporângios isolados e 

intactos. Incontáveis esporos livres 
ativos. 

F30 Esporângios normais 
Esporos normais, muitos livres e ativos; 

Intensa atividade nos esporângios 
intactos. 

F31 
Poucos esporângios observados; 

Condensados. 

Incontáveis esporos livres; Não foi 
observada atividade dos esporos nos 

poucos esporângios intactos. 

C(-) Bd+ Milli-Q 
Normais, com intensa atividade dos 

esporos. 
Normais  

C(+) 
Bd+Formaldeído 

0,4% 
Esporângios destruídos Esporos livres inertes 

 

Os resultados da tabela 5, comparados aos da figura 12, demonstram a 

atividade de inibição ao desenvolvimento do Bd, das mesmas frações, somando-se 

ainda, a atividade das frações F3, F17 e F23. As frações em destaque 

apresentaram notável atividade sobre os esporângios e esporos, qualificadas tanto 

pela observação com Azul de Tripano, quanto pela diminuição da atividade de 

redução do MTT a formazan. As frações F14 e F15, na análise com Azul de 

Tripano, promoveram maior atividade contra o B. dendrobatidis. 

5.3. Phyllomedusa azurea (COPE, 1862) 

 A Phyllomedusa azurea é uma espécie da família Hylidae, comum em áreas 

de Cerrado e que apresenta secreção cutânea rica em peptídeos antimicrobianos.  
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Figura 13. Phyllomedusa azurea ©2010 Pedro L. V. Peloso.  

Disponível em http://www.amphibiaweb.org 

 

 As espécies do gênero Phyllomedusa são os anfíbios com as secreções 

cutâneas melhor caracterizadas. As dermaseptinas presentes no veneno de 

Phyllomedusa constituem PAM’s com um amplo espectro de ação, são peptídeos 

lineares e anfipáticos que formam hélices e tem ação comprovada contra bactérias, 

fungos e protozoários (MOR at al., 1994). A figura 14 apresenta o perfil 

cromatográfico da secreção de P.azurea, com 17 frações de compostos mais 

abundantes no veneno. 

 Figura 14. Perfil cromatográfico da secreção cutânea de Phyllomedusa azurea, fracionado em 
sistema de cromatografia liquida de alta performance em fase reversa (Vydac C18 218TP54, 5 
µm, 4,6 x 250 mm, 300 Å, Hesperia, USA). As frações foram eluidas em gradiente de 0,1%TFA 
(fase A) e acetonitrila + 0,1%TFA, em fluxo de 1,0 ml/min. 
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5.3.1. Ensaio de viabilidade 

 O ensaio de viabilidade do Bd em presença das frações do veneno de P. 

azurea e verificação por reação com MTT é apresentado na figura 15. As frações 

F1, F3, F8, F10, F11, F12, F15, F16 e F17 apresentaram atividade de redução da 

viabilidade do Bd, com destaque às frações F8, F10, F11 e F12, que reduziram a 

vidabilidade do fungo em 82,5%, em média. As dermaseptinas e filoseptinas 

presentes na secreção de Phyllomedusa azurea, constituem-se integrantes da 

família de peptídeos antimicrobianos de anfíbios e apresentam cadeia 

polipeptídica pequena (10-46 resíduos de aminoácidos), com um grande número 

de aminoácidos básicos e hidrofóbicos, distribuídos ao longo da cadeia, levando à 

formação de alfa-hélices, anfipáticas, quando em ambientes hidrofóbicos 

(SCHWARTZ et al., 2007). Acredita-se que o mecanismo de ação dos peptídeos 

catiônicos de anfíbios envolva a interação com a membrana da célula-alvo, por 

meio de interações eletrostáticas e ou hidrofóbicas, inserindo-se na membrana, 

provocando distúrbios funcionais e consequente morte celular (DATHE & 

WIEPRECHT, 1999; LOHNER & PRENNER, 1999; OREN & SHAI, 1999). 

 

Figura 15. Perfil de viabilidade do Bd após incubação com as frações cromatográficas 
resultantes do fracionamento da secreção cutânea de P. azurea. Destaca-se a atividade das 

frações F1, F3, F8, F10, F11, F12, F15, F16, F17. 
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 A tabela 6 demonstra as atividades das mesmas frações apresentadas na 

Figura 15. A verificação de atividade se deu pela reação com Azul de Tripano e 

observação ao microscópio óptico, com aumento de 400x. 

Infere-se da tabela 6 que houve atividade das mesmas frações testadas 

com reação por MTT, exceto as F1 e F3. Acrescenta-se a atividade das frações 

F7 e F14. Chama a atenção a atividade das frações F12, F14, F16 e F17, que 

demonstraram clara atividade sobre os esporângios, notavelmente ausentes. 

Na morte dos esporos, as frações F11, F14 e F15 mostraram-se 

marcadamente efetivas, entretanto, somente F11 corrobora com o resultado 

observado no ensaio com reação do MTT. 

Tabela 6. Ensaio de inibição do fungo com as frações do veneno de Phyllomedusa azurea. 
Atividade de redução na viabilidade do fungo. Observação ao microscópio óptico com aumento de 
400x das células coradas por Azul de Tripano. 

Amostras 
Características 
observadas: 

Características observadas 

Alteração 
morfológica do 

esporângio 

Zoóporos 
Ativos 

Zoóporos 
Inativos 

F1 Esporângios e esporos 
normais 

 X  

F2 Esporângios e esporos 
normais 

 X  

F3 
Esporângios e esporos 

normais 
 X  

F4 
Esporângios e esporos 

normais 
 X  

F5 
Esporângios e esporos 

normais 
 X  

F6 
Esporângios e esporos 

normais 
 X  

F7 
Esporos destruídos e 
poucos esporos ativos 

X X  

F8 
Esporos destruídos e 
poucos esporos ativos 

X X  

F9 
Esporângios e esporos 

normais 
 X  
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F10 
Esporângios intactos e 
muitos esporos inativos 

 X  

F11 
Esporângios destruídos e 

poucos esporos ativos 
X  X 

F12 Ausência de esporângios  X  

F13 
Esporângios e esporos 

normais 
 X  

F14 Ausência de esporângios;   X 

F15 
Poucos esporângios 
observados; Poucos 

esporos ativos. 
  X 

F16 
Ausência de esporângios; 

Esporos normais 
 X  

F17 
Ausência de esporângios; 

Esporos normais 
 X  

C(-) 

Bd+ Milli-Q 

Esporângios e esporos 
normais 

 X  

C(+) 
Bd+Formalde
ído 0,4% 

Poucos esporângios; 
todos danificados; 
esporos inertes. 

X  X 

 

5.4. Rhinella mirandaribeiroi (NARVAES & RODRIGUES, 2009) 

 A Rhinella mirandaribeiroi é uma das espécies da família Bufonidae, 

pertencente ao grupo das Rhinella granulosa (NARVAES & RODRIGUES, 2009).  

 
Figura 16. Rhinella mirandaribeiroi ©2012 Mario Sacramento. 

Disponível em http://www.amphibiaweb.org 
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A Rhinella mirandaribeiroi possui tamanho médio, 4 a 7 cm, pele 

caracteristicamente rugosa, com pequenas glândulas parotoides. Ocorre em 

regiões de Cerrado, com ampla distribuição na América do Sul. O veneno de R. 

mirandaribeiroi apresenta em sua composição, esteroides, tais como os 

bufadienolídeos e aminas biogênicas, como indolalquilaminas. Os bufadienolideos 

são esteroides encontrados em venenos de anuros da família Bufonidae e são 

representados por dois grupos: as bufogeninas, também denominadas bufaginas 

e as bufotoxinas, que são formadas da união da suberil-arginina com bufogeninas. 

As bufogeninas constituem uma família de substâncias heterocíclicas que inibem 

a bomba de Na+-K+-ATPase e possuem ação cardiotóxica (TOLEDO & JARED, 

1995; FLIER et al., 1980). As indolalquilaminas ou aminas indólicas são moléculas 

derivadas da hidroxilação enzimática, seguida de descarboxilação do L-triptofano, 

formando serotonina 5-hidroxitripamina. N-Metilações sucessivas da serotonina 

geram a bufotenina (5-hidroxi-N, N-dimetilserotonina) (ERSPAMER, 1994). 

 O perfil cromatográfico da secreção de Rhinella mirandaribeiroi está 

representado na Figura 17. Dentre as frações mais abundantes no cromatograma 

(F3, F4 e F6), destaca-se a fração F6, de massa molecular experimental de 

203.00 Da (MALDI-TOF/TOF – UltraFlex II, Bruker Daltonics, Billerica, MA) 

(Tabela 6), trata-se, possivelmente, do composto Dehidrobufotenina, corroborado 

pelo trabalho de MACIEL et al., (2003), que caracterizou quimicamente as 

indolalquilaminas presentes na secreção cutânea de Rhinella rubescens. 
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Figura 17. Perfil cromatográfico da secreção cutânea de Rhinella mirandaribeiroi, fracionado em 
sistema de cromatografia liquida de alta performance em fase reversa (Vydac C18 218TP54, 5 µm, 
4,6 x 250 mm, 300 Å, Hesperia, USA). As frações foram eluidas em gradiente de 0,1%TFA (Fase 
A) e acetonitrila+0,1%TFA, em fluxo de 1,0 ml/min. 

  

5.4.1. Ensaio de viabilidade 

Os ensaios de viabilidade do fungo com as frações da secreção de Rhinella 

mirandaribeiroi verificadas por reação com MTT e Azul de Tripano tem seus 

resultados apresentados na figura 18, para ensaio com MTT e tabela 7 para o 

ensaio com Azul de Tripano. 

Para o ensaio com reação por MTT, a atividade de inibição ao 

desenvolvimento do Bd foi mais significativa com as frações F1, F5, F9, F10, F13, 

F14, F16, F17. As frações F10 e F14 foram as mais se aproximaram do C(+), 

100% de inibição, apresentando resultados de inibição em torno de 75%.  



40 
 

 

Figura 18. Perfil de viabilidade do Bd após incubação com as frações 
cromatográficas resultantes do fracionamento da secreção cutânea de R. 
mirandaribeiroi. Destaca-se a atividade das frações F1, F5, F9, F10, F13, F14, F16 e 

F17. 

 O ensaio com as frações de R. mirandaribeiroi e verificação por Azul de 

Tripano apresentou atividade nos ensaios em triplicata, para as frações F1, F9, F10 

e F11, conforme apresentado pela tabela 7. 

Tabela 7.  Ensaio de inibição do fungo com as frações do veneno de Rhinella mirandaribeiroi. 
Atividade de redução na viabilidade do fungo. Observação ao microscópio óptico com aumento de 
400x das células coradas por Azul de Tripano. 

Controles e 
frações 

Características observadas 

Esporângios Esporos 

F1 
Esporângios muito condensados, 

com baixíssima atividade dos 
esporos 

Poucos esporos livres observados. 

F2 Normais Normais e intensamente ativos 

F3 Normais Normais e intensamente ativos 

F4 Normais Normais e intensamente ativos 

F5 Normais Normais e intensamente ativos 

F6 Normais Normais e intensamente ativos 

F7 Normais Normais e intensamente ativos 

F8 Normais 
Pouca atividade de esporos nos 

esporângios intactos. 

F9 Poucos esporângios intactos 
Muitos esporos livres, com motilidade 

anormal (lentos). 

F10 Poucos esporângios intactos 
Muitos esporos livres, com motilidade 

anormal. 
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F11 
Esporângios muito condensados e 

intensamente corados pelo azul 
de tripano 

Esporos livres com motilidade anormal 
(lentos) e com pouca atividade nos poucos 

esporângios intactos 

F12 Poucos esporângios intactos Normais 

F13 
Normais, com pouca atividade de 

esporos. 
Esporos livres normais. 

F14 
Poucos esporângios com 

atividade normal de esporos. 
Esporos livres normais 

F15 
Esporângios normais, com pouca 

atividade dos esporos. 
Esporos livres normais 

F16 Normais Normais 

F17 
Poucos esporângios com 

atividade normal dos esporos 
Esporos livres normais 

C(-) Bd+ Milli-Q Normais  
Esporos livres com motilidade normal e 
intensa movimentação em esporângios 

intactos. 

C(+) 
Bd+Formaldeído 

0,4% 
Esporângios destruídos Esporos livres inertes 

 

A espectrometria de massas da secreção de R. mirandaribeiroi foi realizada 

por técnica de MALDI (Matrix Assisted Laser Desorption). A tabela 8 apresenta os 

valores de massas moleculares em Daltons dos compostos detectados nas 

frações da secreção de R. mirandaribeiroi. 

Tabela 8. Relação das massas moleculares dos componentes presentes nas frações 
cromatográficas de Rhinella mirandaribeiroi. 

Fração Massas moleculares (Daltons - Da) 

F1 Sem íons detectáveis 

F2 121,0 

F3 155,7; 222,9; 343,8; 393,7; 410,7; 522,0; 550,0; 566,6; 880,32 

F4 160,0; 236,9 282,84 

F6 203.00  

F7 
542,1; 545,4; 556,70; 560,1; 574,6; 590,7; 596,7; 746,96; 758,55, 

761,5; 801,4; 811,8; 898 

F8 160,1; 409,8; 558,1; 554; 572,6; 594,6; 744,47 

F9 370,84; 418,80; 440,7; 445,5; 461,83 

F10 728,60; 330,9; 398,8; 402,32; 414,8; 486,6; 492,6  

F11 155,0; 159,0; 161,0; 486,7; 707,15; 730,58 
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F12 730,5; 

F13 330,1; 386,3; 422,8; 492,7; 522,1; 550,17       

F14 202,9; 350,8; 414,0; 436,7; 460,5; 492,6; 508,83; 681,2; 860,0; 870,0; 876,0; 891,9 

F15 402,8; 424,8; 494,08; 550,0; 778,7; 795,1 

F16 495,83; 793,07 

F17 495,83; 793,07 

 

6. DISCUSSÃO  

 Atividades antimicrobianas de secreções de anfíbios contra uma enorme 

diversidade de patógenos, como bactérias, vírus, fungos protozoários, além de 

atividades antitumorais e indutores de apoptose já foram descritas para inúmeras 

espécies. Contudo, especificamente contra o Bd, poucos são os trabalhos 

publicados. No Brasil, os trabalhos sobre Bd, em sua grande maioria, contemplam as 

questões ecológicas, ocorrências de casos de infecção de espécies em áreas que 

apresentam condições ambientais favoráveis à viabilidade do fungo, como exemplo, 

áreas de Mata Atlântica, o isolamento, o cultivo e a análise genômica para 

identificação de cepas e diferenças nos fatores de virulência. Neste trabalho, 

propomos demonstrar um dentre os diversos mecanismos de defesa dos anfíbios, 

este, relacionado às atividades de suas secreções cutâneas, que poderiam 

promover algum tipo de inibição ao desenvolvimento do Bd em espécies resistentes 

à quitridiomicose.  

 Como respostas à suscetibilidade ou resistência à quitridiomicose, os 

resultados deste trabalho apontam para um dos mecanismos de defesa que anfíbios 

do cerrado podem apresentar dentre os muitos mecanismos que os anfíbios 

dispõem para combater ou controlar a proliferação da doença. ROLLINS-SMITH et 

al., HARRIS et al. e WOODHAMS et al.(2006) atestam que, além da atividade 
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antimicrobiana das secreções cutâneas de anfíbios contra o B. dendrobatidis, 

bactérias simbióticas podem também atuar no controle da atividade do Bd, como 

inibidores de crescimento do fungo na pele dos anfíbios, como demonstrado no 

trabalho de HARRIS et al. (2009), em que a bactéria Janthinobacterium lividum atua 

como proteção ao efeito letal do B. dendrobatidis na pele de Rana muscosa. 

6.1. Ensaio com as secreções 

 Neste trabalho, foram testadas as secreções brutas de 23 espécies de 

anfíbios anuros brasileiros ocorrentes, em grande parte, no Cerrado, e com os 

resultados da atividade de inibição à proliferação do Bd, apresentados na Tabela 3, 

Tabela 4 e Figura 5.  

 Trabalhos de atividade antimicrobiana contra B. dendrobatidis, publicados, 

levaram em consideração apenas a atividade do composto contra o fungo e não 

disponibilizaram análises da viabilidade do fungo. MCMAHON (2013), em seus 

trabalhos, demonstrou que o Azul de Tripano não é efetivo para verificação da 

viabilidade dos esporângios e sim, dos zoósporos, uma vez que nos esporângios 

existem excretas dos zoósporos, zoósporos mortos e ainda, poros de membrana 

permeável, que são facilmente coradas pelo Azul de Tripano. Entretanto, foi possível 

verificar uma possível atividade sobre os esporângios, por inspeção visual no 

microscópio de luz. Não há trabalhos que descrevam a viabilidade do Bd com reação 

por MTT, tampouco que se utilize das duas técnicas de avaliação de viabilidade do 

fungo. Ainda, para uma análise quantitativa da atividade contra os zoósporos, com 

viabilidade atestada com o Azul de Tripano, necessitar-se-ia de metodologia de 

separação de somente zoósporos vivos para experimentação e posterior contagem 

de células inviáveis devido à atividade dos compostos, metodologia esta, não 
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descrita ou validada em nenhum trabalho anterior. Para este trabalho, não foi 

possível a criação de metodologia de separação de somente esporos vivos para as 

experimentações, assim, da análise de viabilidade pelo uso do corante Azul de 

Tripano, foi possível somente a demonstração de resultados qualitativos, por meio 

das características das colônias de fungo submetidas aos experimentos, observadas 

no microscópio de luz. A análise de viabilidade pela reação do sal MTT, apresentou 

dados quantitativos estimados, uma vez que os resultados lidos sob o aspecto de 

absorbância são representados por dados numéricos. 

 Pouco se conhece sobre as características morfológicas dos esporângios. Os 

esporângios apresentam em sua composição, excretas dos zoósporos, zoósporos 

mortos e poros de membrana permeável, que são facilmente coradas pelo Azul de 

Tripano (MCMAHON, 2013). No entanto, são os esporângios que abrigam os 

esporos e é onde ocorre a reprodução assexuada dos zoósporos, que após sofrer 

ruptura, os libera, sob condições específicas (PIOTROWSKI et al. 2004). Os ensaios 

com secreção bruta demonstraram a atividade dos venenos de Ameerega flavopicta, 

Dermatonotus muelleri, Lithobates catesbeianus, Phyllomedusa azurea, Scinax 

similis, Siphonops paulensis e Trachycephalus venulosus contra os esporângios. 

Mesmo que os zoósporos livres tenham parecido viáveis, há indícios de que seu 

mecanismo de reprodução possa ter sido inibido, pela atividade antimicrobiana de 

alguns compostos sobre os esporângios. No ensaio das secreções brutas com 

reação por MTT há significativa inibição dos esporos por ação dos venenos de 

Elachistocleis bicolor e Eupemphix nattereri (tabela 3), o que difere das observações 

microscópicas (tabela 4). Uma hipótese provável a esse resultado pode ser a 

resultante do tempo de exposição dos esporos à reação com o MTT. 
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Analisando a tabela 2 e comparando os resultados das três espécies 

escolhidas para os ensaios com as frações cromatográficas de suas secreções 

(A. flavopicta, P. azurea e R. mirandaribeiroi), embora suas secreções 

apresentem resultados positivos de inibição à proliferação do Bd, observa-se que 

indivíduos da mesma família destas espécies são acometidas por quitridiomicose 

em outras regiões: Da família Dendrobatidae, foi detctada a infecção em 

Dendrobates tinctorius (MORGAN et al., 2007); Da família Hylidae, foi detectada 

a infecção em diversas espécies (LONGCORE et al., 1999; BRADLEY, 2002; 

TOLEDO et al., 2006; PEARL et al., 2007; BURKE, 2011; VIEIRA et al., 2012). 

Quanto aos indivíduos da família Bufonidae, girinos de C. ictericus e C. 

rubescens, em Jundiaí (SP) e S. Roque de Minas (MG) não apresentaram 

infecção (TOLEDO et al., 2006). 

Na tabela 3 e 4 pode-se observar que algumas dos gêneros e espécies 

testados, também aparecem nos levantamentos de infecção por Bd, apresentados 

na tabela 2. O gênero Proceratophrys na tabela 2 não apresentou infecção em P. 

boiei (TOLEDO et al., 2006). Proceratophrys goyana (tabela 4) apresentou grau 

de inibição à proliferação do fungo de 28 % e na tabela 3, os dados observados 

foram normais para as caracterísitcas dos esporângios e dos esporos; Na tabela 

2, o gênero Hypsiboas apresentou infecção por Bd em H. polytaenius, H. bischoffi 

e H. faber (BURKE, 2011); H. albopunctata e H.similineatus (TOLEDO et al., 

2006). Hipsiboas raniceps demontrou uma pequena atividade nos esporângios 

(tabela 3) e grau de 10% de inibição ao desenvolvimento do fungo; Segundo a 

tabela 2, Physalaemus cardosoi, em Boracéia (SP), não apresentou infecção 

(BURKE, 2011); Na tabela 3, Physalaemus centralis não demonstrou atividades 

sobre os esporângios e esporos e seu grau de inibição à proliferação do fungo, de 
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acordo com a tabela 4, foi de 5%; Na tabela 2, Elachistocleis ovalis, em Rio Claro 

(SP), não apresentou infecção por Bd (TOLEDO et al., 2006); Na tabela 3, 

Elachistocleis bicolor não alterou as características dos esporângios e esporos e 

na tabela 4, apresentou grau de inibição de 54% à proliferação do fungo; Na 

tabela 4, as espécies do gênero Leptodactylus apresentaram grau de inibição de 

entre três e quatro porcento de inibição à proliferação ao fungo, com exceção de 

L. latrans, que apresentou grau de inibição de 20%; Na tabela 3, as espécies de 

Leptodactylus não demonstraram atividade significativa sobre os esporângio e 

esporos; Conforme dados da tabela 2, nenhum indivíduo de Leptodactylus 

apresentou infecção por Bd (TOLEDO et al., 2006; BURKE, 2011). 

 As espécies Lithobates catesbeianus e Xenopus leavis são resistentes à 

quitridiomicose, por mecanismos ainda não elucidados (FISHER & GARNER, 2007; 

GERVASI et al., 2013). Segundo GERVASI et al., (2013),  L. castebeianus é 

resistente a determinadas cepa do fungo e susceptível a outras. A secreção bruta de 

L. castebeianus, neste trabalho, apresentou atividade sobre os zoosporângios, mas 

não sobre os zoósporos. FISHER & GARNER (2007) relatam ainda em seus 

trabalhos, que essas espécies atuam como vetores de disseminação do fungo 

quitrídio, uma vez que são espécies exóticas adaptáveis ao ambiente ao qual 

venham a ser inseridos. De acordo com a tabela 2, girinos de L. catesbeianus 

analisados por TOLEDO et al., (2006), nas localidades de S. Luiz do Paraitinga (SP) 

e Jaboticabal (SP), não apresentaram a infecção por Bd. Na tabela 3 é demonstrado 

que a secreção de L. catesbeianus provocou alterações nas caracterísiticas 

observadas dos esporângios. Na tabela 4, o grau de inibição ao desenvolvimento do 

Bd foi de 2%. 
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 ROLLINS-SMITH et al., (2002) comparam a atividade dos compostos 

bioativos, presentes nas secreções de L. castebeianus, e R. pipiens, espécie que 

sofre declínio em Serra Nevada (EUA), ambas, do gênero Ranidae, que produzem 

peptídeos antimicrobianos semelhantes e que, numa espécie apresenta atividade 

efetiva contra o Bd e, na outra, não apresenta atividade (tabela 9). O estudo levanta 

a hipótese de que fatores fisiológicos, como a possível queda de imunidade, 

consequência da redução de linfócitos circulantes no sangue, devido às baixas 

temperaturas, fazerem da R. pipiens uma espécie susceptível à quitridiomicose, 

sugerindo a hipótese de que a temperatura também é um fator de influência, no que 

tange a susceptibilidade de indivíduos ao B. dendrobatidis, mesmo àqueles que 

produzem compostos antimicrobianos eficientes contra o fungo (ROLLINS-SMITH et 

al., 2002). 

 6.2. Ameerega flavopicta 

 A espécie A. flavopicta, tanto nos ensaios de secreção bruta, quanto nos 

ensaios com as frações, apresentou marcante atividade contra os zooporângios e 

apresentou atividade também contra os zoósporos. MACFOY et al., (2005) 

apresenta um trabalho com o título: Alcaloides da pele de anfíbios anuros: Função 

Antimicrobiana? Nesse trabalho, Macfoy e sua equipe realizaram ensaios 

antimicrobianos com os principais alcaloides presentes nas secreções de anfíbios: 

Pirrolidinas, Piperidinas, Decahidroquinolinas. Indolizidinas, Histrionicotoxinas e 

Pumiliotoxinas, contra a bactéria Gram-positiva, Bacillus subtilis; Gram-negativa, 

Escherichia coli e contra o fungo Candida albicans. Atendo-nos ao foco do trabalho, 

que seria a possível ação antifúngica de compostos alcaloides, MACFOY et al., 

(2005) citou: “O fungo C. albicans foi severamente sensível, mas não a todos os 
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compostos alcaloides. Pirrolidinas e Piperidinas foram os compostos mais potentes 

contra C. albicans. Ainda, a Decahidroquinolina, com um grupo polar metoxi na 

terminação da cadeia estendida da molécula, mostrou-se inativo contra bactérias, 

porém, ativo contra C. albicans.” MACFOY et al., (2005) conclui seu trabalho com 

uma afirmação: “Os resultados indicam que certos componentes relacionados à 

classe dos alcaloides encontrados nos venenos da pele dos anfíbios, possuem 

significativa ação antimicrobiana contra bactérias Gram-negativas e uma atividade 

antifúngica pouco significativa.” Uma vez que não foi realizada espectrometria de 

massa das frações que apresentaram atividade, não foi possível representar quais 

foram os compostos responsáveis pela redução da viabilidade do fungo. 

Um trabalho de MORTARI et al., 2004 demonstra que a secreção de 

Epipedobates flavopicta (Dendrobatidae), apresenta Pumiliotoxina (PTX)-251D, que 

possui ação cardiotóxica e miotônica, aparentemente, por estimular efeitos nas 

funções de canais para sódio, com simultânea estimulação de influxo de cálcio do 

meio extracelular para o meio intracelular. Há também na composição da secreção, 

a presença de Histrionicotoxina (HTX), alcaloide de baixa toxicidade em mamíferos, 

atuante em canais para sódio e potássio voltagem-dependentes de nervo e músculo, 

reduzindo a condutividade e causando bloqueio do receptor nicotínico na junção 

neuromuscular (MALEQUE, 1984). Há ainda, as Decahidroquinolina (DHQ), 

alcaloide que tem sido isolado de diversas espécies de dendrobatideos e 

frequentemente ocorrente em conjunto com Histrionicotoxina (SCHWARTZ et al., 

2007). O mecanismo de ação das DHQs não são totalmente elucidados, mas parece 

estar relacionado à atividade das HTXs (DALY et al. 1987). 

Não há relatos de infecção em indivíduos da espécie A. flavopicta, contudo, 

seria precoce afirmar que se trata de espécie resistente à quitridiomicose, visto 
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que há registro de indivíduos da mesma família, porém em ambientes que talvez 

sejam mais favoráveis ao fungo, que apresentaram infecção (tabela 2).  

6.3. Phyllomedusa azurea 

 Trabalhos publicados por ROLLINS-SMITH et al., (2002 e 2005) e CONLON 

(2011), entre outros autores, descrevem peptídeos com atividade antimicrobiana 

contra zoósporos de Bd. A tabela 9 apresenta a relação de espécies, os peptídeos 

que produziram efeitos positivos em zoósporos de Bd, sua sequência de 

aminoácidos e as concentrações mínimas inibitórias (MIC), publicados nos trabalhos 

de ROLLINS-SMITH et al., (2002 e 2005) e CONLON (2011). Dentre os 

antimicrobianos efetivos contra o Bd apresentados na tabela 9, podemos destacar a 

Dermaseptina, peptídeo presente no veneno de Phyllomedusa sauvagii, com 

atividade em baixa concentração (MIC = 23 µM) contra o fungo. 

Tabela 9.  Peptídeos com atividade antimicrobiana contra zoósporos de B. dendrobatidis 

publicados nos trabalhos de L.A. Rollins-Smith et al (2002 e 2005) e J. Michael Conlon (2011). 

 
Família Espécie Peptídeo Sequência MIC (µM) 

Hylidae Litoria aurea, L. 

raniformis 

aurein 2.1 GLLDIVKKVVGAFGSL-NH2 200 

 L. caerulea, L. 

splendida 

caerin 1.1 GLLSVLGSVAKHVLPHVVPVIAEHL-NH2 25-50 

 L. chloris caerin 1.9 GLFGVLGSIAKHVLPHVVPVIAEKL-NH2 25-50 

 L. caerulea caerin 4.1 GLWQKIKSAAGLDLASGIVEGIKS-NH2 >200 

 L. citropa citropin 1.1 

mod17 

GLFAVIKKVAAVIKKL- NH2 100-200 

 L. dahlii dahlein 5.6 GLLASLGKVFGGYLAEKLKPK-OH 200 

 L. infrarenata frenatin 3 GLMSVLGHAVGNVLGGFKPKS-OH 100 

 L. 

genimaculata 

maculatin 1.1 GLFGVLAKVAAHVVPAIAEHF-NH2 25-50 

 L. rubella tryptophyllin 

1.2 

FPWL-NH2 >200 

 Phyllomedusa 

sauvagii 

Dermaseptin ALWKTMLKKLGTMALHAGKAALGAAA-

DTISQGTQ.NH2 

23 
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Leptodactylidae Leptodactylus 

fallax 

Fallaxin GVVDILKGAAKDIAGHLASKVMNKL.NH2 100 

Myobatrachidae Uperoleia 

mjobergii 

uperin 3.6 GVIDAAKKVVNVLKNLF-NH2 100 

Pipidae Xenopus laevis CPF GFASFLGKALKAALKIGANLLGGTPQQ-

OH 

50 

 X. laevis magainin I GIGKFLHSAGKFGKAFVGEIMKS 47 

 X. laevis magainin II GIGKFLHSAKKFGKAFVGEIMNS 200 

 X. laevis PGLa GMASKAGAIAGKIAKVALKAL.NH2 100 

Ranidae Rana boylii brevinin-1BYa FLPILASLAAKFGPKLFCLVTKKC 6.25 -12.5 

 R. tarahumarae brevinin-1TRa FLPVIAGIAANVLPKLFCKLTKRC 12.5 

 R. ornativentris brevinin-2Ob GIFNVFKGALKTAGKHVAGSLLNQL-

KCKVSGEC 

6.25 

 R. areolata esculentin-1A GLFPKFNKKKVKTGIFDIIKTVGKE-

AGMDVLRTGIDVIGCKIKGEC 

12.5 

 R. luteiventris esculentin-2L GILSLFTGGIKALGKTLFKMAGKA-

GAEHLACKATNC 

12.5 

 R. pipiens esculentin-2P GFSSIFRGVAKFASKGLGKDLARLGVNLV

-ACKISKQC 

25 

 R. catesbeiana ranateurin-1 SMLSVLKNLGKVGLGFVACKINKQC 12.5 

 R. boylii ranateurin-

2BYa 

GILSTFKGLAKGVAKDLAGNLL-

DKFKCKITGC 

25 

 R. boylii ranateurin-

2BYb 

GIMDSVKGLAKNLAGKLLDSLKCKITGC 12.5 

 R. pipiens ranatuerin-2P GLMDTVKNVAKNLAGHMLDKLKCKITGC 100 

 R. tarahumarae ranatuerin-

2TRa 

GIMDSIKGAAKEIAGHLLDNLKCKITGC 50 

 R. temporária temporin A FLPLIGRVLSGIL.NH2 66 

 R. ornativentris temporin-1Ob FLPLIGKILGTIL.NH2 25 

 R. pipiens temporin-1P FLPIVGKLLSGLLNH2 50 

 R. catesbeiana ranatuerin-6 FISAIASMLGKFL.NH2 >100 

 R. areolata palustrin-3ª GIFPKIIGKGIKTGIVNGIKSLVK-

GVGMKVFKAGLNNIGNTGCNEDEC 

6.25 

 R. catesbeiana Ranalexin FLGGLIKIVPAMICAVTKKC 12.5 

 R. tagoi Melittin-

related 

peptide 

AIGSILGALAKGLPTLISWIKNR.NH2 25 
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 A atividade de DS e PS parecem estar relacionadas à atuação nas 

membranas plasmáticas, causando perturbações que acabam por promover inibição 

de crescimento ou morte celular de microrganismos (EPAND & VOGEL, 1999; LEITE 

et al., 2005; BRAND et al., 2006a). Tais atividades estão relacionadas com as 

propriedades da membrana, devido a fatores como composição lipídica, carga e 

potencial de membrana que influenciam a ligação do peptídeo e sua capacidade de 

permeabilização. (APPONYI et al., 2004). A membrana bacteriana é rica em lipídeos 

e negativamente carregada devido ás cabeças fosfolipídicas (ZASLOFF, 2002). 

 Dentre os modelos de mecanismos pelos quais PAM’s provocam 

perturbações nas membranas, destacam-se: O modelo tábuas de barril “barrel-

stave”, no qual o peptídeo anfipático e helicoidal se liga paralelamente à superfície 

da membrana e nela se introduz, formando poros perpendiculares ao plano da 

membrana. Os poros formados aumentam à medida que mais monômeros são 

inseridos na membrana (PUKALA et al., 2006); O modelo do poro toroidal, que 

consiste na interação dos peptídeos com os lipídios da membrana, formando poros 

aquosos, pelos quais os íons fluem livremente, provocando distúrbios à membrana 

celular (SHAI, 2002); O modelo carpete (modo de ação atribuído às DS), no qual os 

peptídeos se ligam a motivos carregados negativamente na membrana celular do 

alvo, porções fosfolipídicas, causando desintegração da mesma quando uma 

determinada concentração crítica é atingida; Outro modelo, Shai-Matsuzaki-Huang, 

vem sendo proposto para melhor explicar a ação de PAMs, com base na formação 

de micelas compostas por peptídeos e fosfolipídios retirados da membrana celular 

que acaba por causar permeabilização e destruição da mesma (BECHINGER & 

LOHNER, 2006). Este mecanismo envolve tanto a formação de poros quanto a de 

carpetes (ZASLOFF, 2002). É importante ressaltar que em cada espécie de 
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Phyllomedusa já estudada, são encontrados vários análogos dessas famílias de 

PAMs, o que provavelmente confere a capacidade de defesa contra uma ampla 

gama de patógenos (MOR et al., 1994; LEITE et al., 2005). Essa variedade pode 

também estar relacionada a um possível modo de ação, baseado na sinergia de 

diferentes componentes de uma ou diferentes famílias de moléculas, de modo que 

venha a potencializar ou tornar seletiva a atividade antimicrobiana (MOR et al., 

1994). 

 No ensaio de inibição à proliferação do Bd, tanto com a secreção bruta, como 

no ensaio com as frações, o veneno de P. azurea, apresentou marcante atividade 

contra os zoosporângios, embora algumas frações tivessem apresentado, também, 

atividade contra os zoósporos. A análise de viabilidade apresentou resultados que 

se corroboram nas duas técnicas. Comparando os resultados deste ensaio, com os 

resultados demonstrados por ROLLINS-SMITH et al., (2002 e 2005) e CONLON 

(2011), infere-se que as Desmaseptinas e Filoseptinas presentes em P. azurea 

(BRAND et al., 2006a; CHEN et al., 2006) atuam como agentes antimicrobianos 

contra o Bd, corroborando com os resultados deste trabalho. Contudo, seria precoce 

afirmar que Phyllomedusa azurea é resistente à quitridiomicose, uma vez que há 

muitos anfíbios da família Hylidae acometidos pela doença (TOLEDO, 2006). 

 6.4. Rhinella mirandaribeiroi 

Os resultados do ensaio com as frações de R. mirandaribeiroi 

demonstraram atividade de inibição ao desenvolvimento do Bd, de forma mais 

significativa com as frações F1, F5, F9, F10, F13, F14, F16, F17. As frações F10 e 

F14 foram as mais se aproximaram do C(+) (100% de inibição), apresentando 

resultados de inibição em torno de 75%. O resultado de espectrometria de 

massas para a fração F6, de massa molecular experimental de 203.00 Da, sugere 
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uma possível presença de Deidrobufotenina (202,9 Da), esta, demonstrada por 

MACIEL et al., (2003), em um trabalho que caracteriza quimicamente as 

indolalquilaminas presentes na secreção cutânea de Rhinella rubescens, podendo 

portanto, corroborar a hipótese. A Fração F10 apresentou componentes com 

massa molecular de 402,32 Da, que sugere a presença de Telocinobufagina, que 

pode ser corroborado por CUNHA FILHO et al., (2005), que demonstrou a 

atividade de compostos antimicrobianos de Rhinella rubescens, como 

Telocinobuagina, com 402.5238 Da. A Telocinobufagina apresenta atividade 

antimicrobiana, como inibição do crescimento em cepas de S. aureus e E. coli 

(CUNHA FILHO et al., 2005). Contudo, contra B. dendrobatidis, não há atividade 

descrita. A fração F13, assim como a F10, com grande atividade contra o Bd 

apresentou massa molecular experimental de 386,3 Da, que sugere tratar-se de 

Bufalina, outro esteroide presente em anfíbios da família Bufonidae. SCHMEDA-

HIRSCHMANN et al., (2014) purificou e isolou os compostos ativos de Rhinella 

schneideri, apontando a Bufalina, com massa molecular experimental de 387,4 

Da, o que reforça a ideia de que a F13 possa ter alguma relação com a Bufalina.  

A Bufalina é utilizada na China, como ingrediente ativo quimiterapeutico, 

presente no medicamento anticancerígeno chinês chamado Chan-Su (XIE et al., 

2011). A bufalina atua como indutor de apoptose, inibindo a proliferação de 

células tumorais de diversos tipos de cancer em humanos, através da parada do 

ciclo celular e apoptose, mas o seu mecanismo exato de ação não foi 

completamente elucidado (XIE et al., 2011). No ensaio de inibição à proliferação 

do Bd com reação por Azul de Tripano, até o momento da observação ao 

microscópio, não foi notada uma atividade significativamente inibitória da fração 

F13. 
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SHARON et al., (2009) descreve a possiblidade de indução de apoptose 

em fungos, como forma de inibição e controle da sua atividade. O papel 

emergente da apoptose como um regulador chave do desenvolvimento de fungos 

sugere que pode ser possível desenvolver novos meios de controle de infecções 

fúngicas, através da manipulação de apoptose. No entanto, a apoptose tem sido 

descrita e estudada em apenas algumas espécies de fungos (Ex.: Saccaromyces 

cerevisiae). Embora os genes homólogos de apoptose possam ser identificados 

em todos os genomas de fungos. Até agora, apenas um punhado de genes foram 

analisados funcionalmente e mais pesquisas são necessárias para identificar os 

componentes moleculares e os mecanismos celulares que controlam a apoptose 

em fungos. Alguns fatores que induzem apoptose em fungos são: Exposição à luz 

Ultra-violeta (UV), estresse oxidativo, tratamento com antimicrobianos de amplo 

espectro e atividade de antifúngico específico (SHARON et al., 2009). 

Neste trabalho foi notória a atividade inibitória da fração F10, que estima-se 

tratar-se da Telecinobufagina, entretanto, o mecanismo de ação dos componentes 

da fração, bem como a real composição da fração não foram elucidados. 

A fração F6, uma possível deidrobufotenina, que MACIEL et al., (2003), 

demonstrou ter  massa molecular de 202,9 Da, valor que se assemelha ao 

encontrado na espectrometria de massas da fração, 203,00 Da, não apresentou 

atividade efetiva contra o Bd. A Deidrobufotenina é uma amina indólica, que 

apresenta ação farmacológica de estimulação da musculatura lisa em mamíferos 

(SCHWARTZ et al., 2007). Não há trabalhos que demonstre a atividade de 

deidrobufotenina contra B. dendrobatidis. 
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6.5. Resistência e Susceptibilidade 

Segundo PEREIRA (2004), ”Resistência é o conjunto de mecanismos do 

organismo que servem de defesa contra a invasão ou multiplicação de agentes 

infecciosos ou contra efeitos nocivos de seus produtos tóxicos e depende da 

nutrição, da capacidade de reação a estímulos do meio, de fatores genéticos, da 

saúde geral, estresse, ou da imunidade.” “Susceptibilidade é a medida de 

fragilidade, a possibilidade de adoecimento por determinado agente, fator de risco 

ou conjunto de causas.”. 

Tomando como parâmetros as atividades das secreções cutâneas dos 

anfíbios testados, este trabalho indicaria como possíveis resistentes ao Bd na 

área do Cerrado, as sete espécies das quais as secreções apresentaram 

atividade inibitória ao crescimento do fungo, entretanto, é precoce afirmar que 

estas espécies são resistentes à qutridiomicose. Da mesma forma, afimar que as 

16 espécies restantes seriam susceptíveis à infecção por Bd, poderia ser 

equivocado, visto que há outros fatores a serem considerados, por exemplo, a 

fisiologia do animal e as condições ambientais do Cerrado. 

7. CONCLUSÃO 

 O fungo B. dendrobatidis tem posto em risco a manutenção e a preservação 

de comunidades de anfíbios distribuídas pelo mundo. Este trabalho demonstra um 

dos diversos mecanismos naturais de defesa dos anfíbios contra a o fungo causador 

da quitridiomicose: A capacidade que algumas espécies podem apresentar no 

controle e inibição à proliferação do Bd através da atividade da sua secreção 

cutânea. Este trabalho abre possibilidades de estudos para a caracterização e 
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elucidação dos compostos efetivos contra o fungo quitrídio, além da exploração de 

outros fatores de influência no combate à quitridiomicose.  

 Os anfíbios, excelentes bioindicadores do ambiente, são produtores de uma 

infinidade de compostos bioativos efetivos no controle de pragas, compostos com 

atividades farmacológicas de interesse científico e são elementos ativos no equilíbrio 

ambiental, portanto, precisam ser preservados. 

8. ANEXO 

O presente projeto foi contemplado pelo CNPq universal 2012 Faixa A, 

processo 478.027/2012-5. 

 Autorização do Ministério do Meio Ambiente – MMA e Instituto Chico Mendes 

de Conservação e Biodiversidade – ICMBio, sob registro 41555-1, para manuseio e 

extração de secreção de anfíbios das áreas citadas na autorização. 
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