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RESUMO 
 

No presente trabalho foi avaliado pela primera vez o potencial anticâncer da 

secreção cutânea do anuro sul-americano Hypsiboas crepitans (Wied-Neuwied, 

1824). O fracionamento por RP-HPLC de secreções de indivíduos coletados na 

Colômbia e no Brasil permitiu a caracterização dos perfis cromatográficos das duas 

populações, obtendo-se registros das massas moleculares monoisotópicas de vários 

peptídeos presentes nessas secreções. Testes de atividade antimicrobiana 

realizados com a secreção de indivíduos da Colômbia levaram ao isolamento e à 

caracterização química e biológica de dois novos peptídeos da família das hilinas. 

Estes peptídeos, denominados de HCC76 e HCC77 apresentam cadeia polipeptídica 

curta, são altamente hidrofóbicos, possuem baixa cationicidade e são propensos a 

formarem estruturas em α-hélice anfipática. Versões sintéticas dos dois peptídeos 

(HCC76 e HCC77(K)) foram usadas para a determinação das suas concentrações 

inibitórias mínimas (MICs) em bactérias e fungos e da concentração hemolítica 50 % 

(HC50) em hemácias humanas. Os peptídeos HCC76, HCC77(K) e dois análogos 

deste último, denominados HCC77(K)1 e HCC77(K)2, tiveram seus efeitos 

antiproliferativos avaliados sobre células aderentes de mamíferos. Adicionalmente 

foram utilizados nesses ensaios dois peptídeos sintéticos da família das ocelatinas 

(ocelatina-F1 e G16OCP1), isolados previamente de secreções de anuros do gênero 

Leptodactylus. Os resultados mostram que os peptídeos HCC76 e HCC77(K) 

possuem grandes diferenças quanto à sua atividade biológica em bactérias e células 

de mamíferos, enquanto os dois análogos do peptídeo HCC77(K) conservaram a 

atividade em células aderentes de mamífero e tiveram melhora na potência, com 

relação a este. De forma similar, os peptídeos G16OCP1 e ocelatina-F1 mostraram 

diferenças quanto à sua atividade em células cancerosas e normais de mamíferos. 

Ensaios utilizando citometria de fluxo e microscopia de contraste de fase mostram 

que os peptídeos HCC77(K) e ocelatina-F1 induzem morte celular em uma linhagem 

de melanoma murino por um processo que envolve apoptose, com evidência de 

fragmentação de DNA e alteração do potencial de membrana mitocondrial e, no 

caso do peptídeo HCC77(K), efeitos na membrana plasmática e no ciclo celular.  

Palavras-chave: Hypsiboas crepitans, Leptodactylus, hilinas, ocelatinas, 

peptídeo anticâncer. 

  



 

ABSTRACT 
 

The present study assessed, for the first time, the anticancer potential of the 

skin secretion of the South American anuran Hypsiboas crepitans (Wied-Neuwied, 

1824). Fractionation of skin secretions of Colombian and Brazilian specimens by 

RP-HPLC allowed the characterization of chromatographic profiles of those two 

populations, while obtaining records of the monoisotopic molecular masses of 

several peptides present in these secretions. Antimicrobial activity assays performed 

using the secretion obtained from specimens collected in Colombia led to the 

isolation and chemical and biological characterization two new peptides belonging to 

hylins family. These peptides, named HCC76 and HCC77, are short-chain, highly 

hydrophobic, lowly cationic, and exhibit propension to adopt amphipatic α-helix 

structures. Synthetic forms of these two peptides (HCC76 and HCC77(K)) were used 

for determination of minimum inibitory concentrations (MICs) on bacteria and fungi, 

and also for determination of hemolytic concentration 50 % (HC50) on human 

erythrocytes. The peptides HCC76, HCC77(K) and two analogs of the last one, were 

used in assays assessing their antiproliferative effects on adherent mammalian cells. 

Additionally, two synthetic peptides (ocellatin-F1 and G16OCP1) belonging to the 

ocellatin family, previously isolated from the skin secretions of Leptodactylus spp. 

were used in the same tests. The results show that HCC76 and HCC77(K) have 

great differences regarding their biological activity on bacteria and mammalian cells, 

while the two HCC77(K)-derived analogs maintained activity on mammalian adherent 

cells and had a better potency compared to HCC77(K). Similarly, the peptides 

G16OCP1 and ocellatin-F1 showed differences regarding their biological activity on 

normal and cancerous mammalian cells. Assays using flow cytometry and 

phase-contrast microscopy show that the peptides HCC77(K) and ocellatin-F1 lead 

to cell death on a murine melanoma cell line through a process involving apoptosis, 

with evidence of DNA fragmentation and disruption of mitochondrial membrane 

potential; and also, in the case of HCC77(K), effects on the plasma membrane and 

cell cycle. 

Keywords: Hypsiboas crepitans, Leptodactylus, hylins, ocellatins, anticancer 

peptide. 
 

  



 

RESUMEN 
 

En este trabajo se evaluó por primera vez el potencial antitumoral de la 

secreción cutánea del anuro suramericano Hypsiboas crepitans (Wied-Neuwied, 

1824). El fraccionamiento por RP-HPLC de secreciones de individuos colectados en 

Colombia y Brasil permitió la caracterización de los perfiles cromatográficos de las 

dos poblaciones, obteniéndose registros de las masas moleculares monoisotópicas 

de varios péptidos presentes en estas secreciones. Ensayos de actividad 

antimicrobiana, realizados con la secreción de individuos colombianos, condujeron al 

aislamiento y a la caracterización química y biológica de dos nuevos péptidos de la 

familia de las hilinas. Estos péptidos, denominados HCC76 y HCC77, presentan 

cadena polipeptídica corta, son altamente hidrofóbicos, poseen baja cationicidad y 

son propensos a formar estructuras en α-hélice anfipática. Versiones sintéticas de 

los dos péptidos (HCC76 y HCC77(K)) fueron usadas para la determinación de sus 

concentraciones inhibitorias mínimas (MICs) en bacterias y hongos, así como de sus 

concentraciones hemolíticas 50 % (HC50) en eritrocitos humanos. Los péptidos 

HCC76 y HCC77(K), así como dos análogos de este último, denominados 

HCC77(K)1 y HCC77(K)2, fueron usados para evaluar su efecto antiproliferativo en 

células adherentes de mamíferos. Adicionalmente fueron utilizados en esos 

ensayos, dos péptidos sintéticos de la familia de las ocelatinas (ocelatina-F1 y 

G16OCP1), aislados previamente de secreciones de anuros del género 

Leptodactylus. Los resultados muestran que los péptidos HCC76 y HCC77(K) 

poseen grandes diferencias con relación a su actividad biológica en bacterias y 

células de mamífero, mientras los dos análogos del péptido HCC77(K) conservan su 

actividad en células adherentes de mamífero, mejorando su potencia respecto a 

este. Ensayos usando citometría de flujo y microscopía de contraste de fase 

muestran que los péptidos HCC77(K) y ocelatina-F1 inducen muerte celular en un 

linaje de melanoma murino através de un proceso que involucra apoptosis, con 

evidencia de fragmentación de DNA y alteración del potencial de membrana 

mitocondrial y, en el caso del péptido HCC77(K), efectos sobre la membrana 

plasmática y el ciclo celular. 

Palabras clave: Hypsiboas crepitans, Leptodactylus, hilinas, ocelatinas, 

péptido anticáncer. 

  



 

LISTA DE FIGURAS 
 

Figura 1 — Principais classes de peptídeos antimicrobianos de acordo com a 

extensão da cadeia polipeptídica e as estruturas primária e secundária 

apresentadas. ............................................................................................................ 18 

Figura 2 — Principais mecanismos de ação dos peptídeos antimicrobianos. ........... 20 

Figura 3 — Hypsiboas crepitans (Wied-Neuwied, 1824). .......................................... 28 

Figura 4 — Indivíduos do género Leptodactylus, fonte de peptídeos da família das 

ocelatinas. ................................................................................................................. 31 

Figura 5 — Abordagem metodológica do trabalho. ................................................... 35 

Figura 6 — Perfil cromatográfico típico obtido após o fracionamento da secreção 

cutânea bruta de H. crepitans (Colômbia) empregando-se coluna C18. .................... 47 

Figura 7 — Purificação dos peptídeos HCC76 e HCC77 por RP HPLC utilizando 

coluna C18. ................................................................................................................ 50 

Figura 8 — Espectros de massas dos peptídeos HCC76 e HCC77 obtidos por 

MALDI TOF MS após purificação em coluna C18. ..................................................... 51 

Figura 9 — Viabilidade de células cancerosas e normais após incubação (24 h) com 

concentrações seriadas da secreção cutânea bruta de H. crepitans (Brasil). ........... 55 

Figura 10 — Viabilidade de células de câncer de mama humano (MCF-7) após 

incubação (24 h) com concentrações seriadas do peptídeo sintético HCC76........... 56 

Figura 11 — Microfotografias de contraste de fase de células cancerosas incubadas 

(24 h) com o peptídeo sintético HCC76. ................................................................... 57 

Figura 12 — Viabilidade de células cancerosas e normais após incubação (24 h) 

com concentrações seriadas do peptídeo sintético HCC77(K). ................................ 58 

Figura 13 — Viabilidade de células cancerosas e normais após incubação (24 h) 

com concentrações seriadas de peptídeos sintéticos desenhados a partir do 

peptídeo HCC77(K). .................................................................................................. 58 



 

Figura 14 — Viabilidade de células cancerosas e normais após incubação (24 h) 

com concentrações seriadas do peptídeo sintético G16OCP1. ................................ 59 

Figura 15 — Viabilidade de células cancerosas e normais após incubação (24 h) 

com concentrações seriadas do peptídeo sintético ocelatina-F1. ............................. 59 

Figura 16 — Microfotografias de contraste de fase de células de melanoma murino 

(B16-F10) mostrando o efeito do peptídeo sintético HCC77(K) após 24 h de 

incubação. ................................................................................................................. 61 

Figura 17 — Efeito do peptídeo HCC77(K) no tamanho (FSC-H) e na granulosidade 

(SSC-H) de células B16-F10 após 24 h de incubação com o peptídeo HCC77(K). .. 62 

Figura 18 — Contagem pelo método de exclusão do azul de tripano, de células 

B16-F10 incubadas (24 h) com o peptídeo sintético HCC77(K). ............................... 63 

Figura 19 — Efeito do peptídeo HCC77(K) na exposição de fosfatidilserina e na 

permeabilidade da membrana celular. ...................................................................... 64 

Figura 20 — Efeito do peptídeo HCC77(K) (25,57 µM) sobre o potencial de 

membrana mitocondrial de células B16-F10 após 24 h de incubação. ..................... 65 

Figura 21 — Efeitos no ciclo celular e na fragmentação de DNA de células B16-F10 

incubadas com o peptídeo HCC77(K). ...................................................................... 66 

Figura 22 — Efeito da ocelatina-F1 no tamanho (FSC-H) e na granulosidade 

(SSC-H) de células B16-F10 após 24 h de incubação. ............................................. 67 

Figura 23 — Contagem pelo método de exclusão do azul de tripano, de células 

B16-F10 incubadas (24 h) com o peptídeo sintético ocelatina-F1............................. 68 

Figura 24 — Efeito da ocelatina-F1 na exposição de fosfatidilserina e na 

permeabilidade da membrana celular. ...................................................................... 69 

Figura 25 — Efeito da ocelatina-F1 após 24 h de incubação sobre o potencial de 

membrana mitocondrial de células B16-F10. ............................................................ 70 

Figura 26 — Efeitos no ciclo celular e na fragmentação de DNA de células B16-F10 

incubadas com ocelatina-F1...................................................................................... 71 



 

Figura 27 — Perfil cromatográfico obtido após o fracionamento da secreção cutânea 

bruta de H. crepitans (Brasil) empregando-se coluna C18. ........................................ 72 

Figura 28 — Projeções em roda helicoidal e projeções em rede de peptídeos 

derivados da secreção de H. crepitans (Colômbia) e dos dois peptídeos desenhados 

a partir destes. ........................................................................................................... 79 

  



 

LISTA DE QUADROS 
 

Quadro 1 — Alinhamento múltiplo do peptídeo HCC76, do segmento 1–17 do 

peptídeo HCC77 e dos outros peptídeos da família das hilinas. ............................... 52 

 

 

  



 

LISTA DE TABELAS 
 

Tabela 1 — PAMs de anuros presentes na base de dados Uniprot. ......................... 23 

Tabela 2 — Comparação dos valores de MIC e HC50 obtidos para o peptídeo 

ocelatina-F1 em diferentes estudos. ......................................................................... 30 

Tabela 3 — Relação das frações cromatográficas da secreção cutânea de 

H. crepitans (Colômbia) com atividade antimicrobiana e seus principais componentes 

peptídicos. ................................................................................................................. 48 

Tabela 4 — Concentrações inibitórias mínimas (MICs) para vários microrganismos e 

concentrações hemolíticas (HC50) dos peptídeos sintéticos HCC76 e HCC77(K). ... 54 

Tabela 5 — Valores de IC50 determinados experimentalmente para linhagens de 

células cancerosas e normais tratadas com peptídeos sintéticos derivados da pele 

de H. crepitans e L. labyrinthicus. ............................................................................. 60 

Tabela 6 — Relação dos peptídeos identificados em frações cromatográficas obtidas 

da secreção cutânea de H. crepitans (Brasil). ........................................................... 73 

Tabela 7 — Propriedades físico-químicas teóricas de peptídeos derivados da 

secreção cutânea bruta de H. crepitans (Colômbia). ................................................ 78 

Tabela 8 — Comparação da atividade antiproliferativa da ocelatina-F1 em dois 

estudos independentes utilizando amostras de peptídeo nativo ou sintético. ........... 83 

 

 

  



 

LISTA DE ABREVIATURAS 
 

α-PAM  Peptídeo antimicrobiano em alfa-hélice 

ATCC American Type Culture Collection 

BHI Brain-heart infusion broth  

CHCA  Ácido α-ciano-4-hidroxicinâmico 

MIC Minimal Inhibitory Concentration (Concentração Inibitória 

Mínima) 

DMEM Dulbecco’s modified Eagle’s medium 

DMSO Dimetilsulfóxido 

FDA United States Food and Drug Administration 

FITC Isotiocianato de fluoresceína 

FSC Frontal scatter (espalhamento frontal) 

HC50  Concentração hemolítica 50  

IC50 Concentração inibitória 50  

IC75 Concentração inibitória 75 MALDI-TOF MS  Matrix-

assisted laser desorption/ionization time-of-flight mass 

spectrometry 

MMi Membrana mitochondrial interna 

MRSA Methicillin-resistant Staphylococcus aureus 

MSSA Methicillin-susceptible Staphylococcus aureus 

MTT Brometo de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazólio 

PAC Peptídeo anticâncer 

PAM Peptídeo antimicrobiano 

PBS Tampão fostato-salina 

PVDF Fluoreto de polivinilideno 

PI Iodeto de propídeo 

ROS Reactive oxygen species (espécies reactivas de oxigênio)  

RP-HPLC  Reversed-phase high-performance liquid chromatography 

SSC Side scatter (espalhamento lateral)  

TFA  Ácido trifluoroacético 

TFE  2,2,2-Trifluoroetanol 

Tris 2-amino-2-hidroximetil-propano-1,3-diol 

UFCs  Unidades Formadoras de Colônia 



 

VISA Vancomycin-intermediate-resistant Staphylococcus 

aureus 

  



 

SUMÁRIO 
 

1. INTRODUÇÃO ...................................................................................................... 17 

1.1 PEPTÍDEOS ANTIMICROBIANOS ............................................................... 17 

1.1.1 Classificação dos PAMs ......................................................................... 18 

1.1.2 Mecanismos de ação dos PAMs ............................................................ 19 

1.1.3 PAMs de anuros ..................................................................................... 23 

1.2 CÂNCER ...................................................................................................... 24 

1.3 PEPTÍDEOS ANTI-CÂNCER ........................................................................ 25 

1.4 MECANISMOS DE AÇÃO DOS PACs ......................................................... 26 

1.5 OBJETOS DE ESTUDO ............................................................................... 27 

1.5.1 Hypsiboas crepitans ............................................................................... 27 

1.5.2 Ocelatina-F1 e G16OCP1 ...................................................................... 29 

2. JUSTIFICATIVA ................................................................................................... 32 

3. OBJETIVOS .......................................................................................................... 34 

3.1 OBJETIVO GERAL ....................................................................................... 34 

3.2 OBJETIVOS ESPECÍFICOS ........................................................................ 34 

4. MATERIAL E MÉTODOS ..................................................................................... 35 

4.1 REAGENTES E CÉLULAS ........................................................................... 35 

4.2 COLETA DOS ANIMAIS E OBTENÇÃO DA SECREÇÃO CUTÂNEA ......... 36 

4.3 FRACIONAMENTO CROMATOGRÁFICO DA SECREÇÃO BRUTA DE 

H. crepitans. ................................................................................................. 36 

4.4 ENSAIO ANTIBACTERIANO PRELIMINAR ................................................. 37 

4.5 ENSAIO ANTIFÚNGICO PRELIMINAR ........................................................ 38 

4.6 ANÁLISE POR ESPECTROMETRIA DE MASSAS ...................................... 38 

4.7 PURIFICAÇÃO DAS FRAÇÕES DE INTERESSE ....................................... 39 

4.8 ANÁLISE ESTRUTURAL DAS FRAÇÕES DE INTERESSE ........................ 39 

4.8.1 Determinação das estruturas primárias .................................................. 39 

4.8.2 Análises computacionais ........................................................................ 39 

4.9 SÍNTESE DOS PEPTÍDEOS BIOATIVOS .................................................... 40 

4.10 DETERMINAÇÃO DA CONCENTRAÇÃO INIBITÓRIA MÍNIMA (MIC) ........ 40 

4.11 DETERMINAÇÃO DA ATIVIDADE HEMOLÍTICA (HC50) ............................. 41 

  



 

4.12 AVALIAÇÃO DE EFEITOS NA VIABILIDADE DE CÉLULAS DE 

MAMÍFEROS ................................................................................................ 42 

4.12.1 Manutenção da cultura celular ............................................................... 42 

4.12.2 Potencial antiproliferativo da secreção de H. crepitans e de peptídeos 

sintéticos ................................................................................................ 42 

4.13 AVALIAÇÃO DE EFEITOS CITOTÓXICOS E CITOSTÁTICOS EM 

CÉLULAS CANCEROSAS ........................................................................... 44 

4.13.1 Preparo das placas e incubação com amostras ..................................... 44 

4.13.2 Integridade da membrana plasmática .................................................... 45 

4.13.3 Potencial de membrana mitocondrial ..................................................... 45 

4.13.4 Indução de necrose/apoptose ................................................................ 45 

4.13.5 Fragmentação de DNA e ciclo celular .................................................... 45 

4.13.6 Estatística ............................................................................................... 46 

5. RESULTADOS ..................................................................................................... 47 

5.1 ISOLAMENTO E CARACTERIZAÇÃO DE PEPTÍDEOS DERIVADOS DA 

SECREÇÃO DE Hypsiboas crepitans .......................................................... 47 

5.2 ATIVIDADE ANTIMICROBIANA E HEMOLÍTICA DE PEPTÍDEOS 

SINTÉTICOS DERIVADOS DA SECREÇÃO DE Hypsiboas crepitans ........ 53 

5.3 ATIVIDADE ANTIPROLIFERATIVA DA SECREÇÃO CUTÂNEA DE 

Hypsiboas crepitans SOBRE CÉLULAS DE MAMÍFEROS .......................... 54 

5.4 ATIVIDADE ANTIPROLIFERATIVA DE PEPTÍDEOS DE Hypsiboas 

crepitans E Leptodactylus labyrinthicus SOBRE CÉLULAS DE MAMÍFEROS

...................................................................................................................... 55 

5.5 EFEITOS CITOTÓXICOS E CITOSTÁTICOS DO PEPTÍDEO HCC77(K) 

SOBRE CÉLULAS DE MELANOMA MURINO ............................................. 60 

5.6 EFEITOS CITOTÓXICOS E CITOSTÁTICOS DO PEPTÍDEO 

OCELATINA-F1 SOBRE CÉLULAS DE MELANOMA MURINO .................. 66 

5.7 ANÁLISE PEPTIDÔMICA DA SECREÇÃO CUTÂNEA DE Hypsiboas 

crepitans COLETADA NO BRASIL ............................................................... 71 

6. DISCUSSÃO ......................................................................................................... 75 

7. CONCLUSÕES ..................................................................................................... 90 

REFERÊNCIAS ......................................................................................................... 92 

 
 



17 

1. INTRODUÇÃO 
 

1.1 PEPTÍDEOS ANTIMICROBIANOS 
Uma ampla variedade de organismos produz peptídeos antimicrobianos 

(PAMs) ou Host Defense Peptides como parte do seu mecanismo de defesa de 

primeira linha (Dennison et al., 2005). Estas moléculas estão presentes em 

praticamente todos os organismos viventes, desde unicelulares até pluricelulares, 

passando por bactérias, anuros e mamíferos, incluindo o homem (Wang e Wang, 

2004; Zasloff, 2002). 

Devido a sua relativa importância e aparente implicação nos sistemas de 

defesa, os PAMs encontram-se abundantemente nos neutrófilos de mamíferos, 

incluindo o homem, assim como em superfícies mucosas como traqueia e intestino, 

onde eles podem representar um componente importante dos sistemas de defesa 

inatos (Devine, 2003). 

Várias características são compartilhadas pela maioria dos PAMs: são cadeias 

relativamente curtas, a maioria com 5 a 40 resíduos de aminoácidos; geralmente são 

catiônicos, apresentando uma carga líquida de +2 a +9 devido à presença de 

aminoácidos básicos (lisina e arginina); e, além disso, são anfipáticos. Geralmente, 

os PAMs carecem de estrutura definida em solução; no entanto adquirem 

configuração tridimensional durante a interação com membranas, apresentado duas 

regiões bastante distintas: uma hidrofóbica, que inclui as cadeias laterais de 

aminoácidos apolares (aproximadamente 30 % ou mais dos resíduos presentes na 

cadeia polipeptídica) e uma hidrofílica com os resíduos polares carregados 

positivamente (Bond e Khalid, 2010; Hancock, 1997). 

PAMs aniônicos, embora menos comuns, também estão presentes em 

plantas, invertebrados, anfíbios, roedores, ruminantes, e humanos (Harris, Dennison 

e Phoenix, 2009). Vários destes peptídeos foram isolados de secreções cutâneas ou 

suas estruturas determinadas a partir de sequências de cDNA de Xenopus laevis 

(Brogden, Ackermann e Huttner, 1997), Agalychnis annae e Agalychnis dacnicolor 

(Christian, 1998), Bombina orientalis (Miele et al., 1998), Bombina maxima (Lai et al., 

2002a) e Rana japonica (Isaacson et al., 2002). 
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1.1.1 Classificação dos PAMs 
Apesar da sua similaridade, os peptídeos antimicrobianos variam 

consideravelmente quanto à extensão da cadeia polipeptídica e quanto às estruturas 

primária e secundária apresentadas. Levando tais características em consideração, 

Hancock (2001) classificou os PAMs em quatro classes principais: 1) peptídeos que 

apresentam estruturas em folha β estabilizadas por duas ou três pontes dissulfeto; 

2) peptídeos com estrutura em α-hélice anfipática; 3) peptídeos com estrutura 

estendida e 4) peptídeos com estrutura em alça (loop) com a presença de apenas 

uma ponte dissulfeto (Figura 1). Em concordância com este mesmo critério, Brogden 

(2005) os agrupou em: 1) peptídeos aniônicos, 2) peptídeos em α-hélices catiônicas 

lineares, 3) peptídeos catiônicos ricos em aminoácidos específicos, 4) peptídeos 

aniônicos e catiônicos que contém cisteína e formam pontes dissulfeto e 

5) fragmentos de peptídeos aniônicos e catiônicos procedentes de proteínas 

maiores. 

 
Figura 1 — Principais classes de peptídeos antimicrobianos de acordo com a 

extensão da cadeia polipeptídica e as estruturas primária e secundária apresentadas.  

 
(a) Peptídeos que apresentam estruturas em folha β estabilizadas por duas ou três pontes 
dissulfeto; (b) peptídeos com estrutura em α-hélice; (c) peptídeos com estrutura em alça 
(loop) com a presença de apenas uma ponte dissulfeto e (d) peptídeos com estrutura 
estendida. Retirado de Hancock (2001). As regiões hidrofóbicas estão representadas em 
verde, enquanto as regiões carregadas, em azul (catiônicas) e vermelho (aniônicas). 
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1.1.2 Mecanismos de ação dos PAMs 
Os mecanismos de ação apresentados pelos PAMs são quase totalmente 

dependentes de sua interação com a membrana celular das bactérias (Hancock, 

2001; Rozek et al., 2000). O acoplamento inicial é produzido pela atração entre o 

peptídeo e a célula bacteriana, por meio de interações eletrostáticas que podem 

ocorrer com fosfolipídios (ligando-se preferencialmente aos mais carregados, por 

exemplo, fosfatidilglicerol, fosfatidiletanolamina e cardiolipina nas membranas 

bacterianas) (Biggin e Sansom, 1999; Blondelle, Lohner e Aguilar, 1999), 

lipopolisacarídeos (LPS), presentes na membrana externa de bactérias 

Gram-negativas; ou grupos carboxila de aminoácidos, ácidos teicóicos e ácidos 

teicurônicos presentes na camada de peptidoglicano de bactérias Gram-positivas 

(Jenssen, Hamill e Hancock, 2006; Tossi, Sandri e Giangaspero, 2000). Igualmente 

os PAMs podem ligar-se a moléculas de ácido siálico na superfície das hemácias 

(Blondelle, Lohner e Aguilar, 1999). 

Em qualquer um dos casos, a interação é facilitada por mecanismos que 

permeabilizam a membrana externa de modo a promover a entrada do peptídeo 

(autopromoção), podendo ocorrer um dobramento da molécula em estruturas 

associadas à membrana (Jenssen, Hamill e Hancock, 2006). O mecanismo de 

autopromoção é mediado pela alta afinidade dos peptídeos catiônicos com LPS, 

substituindo os cátions nativos Ca2+ e Mg2+ e interferindo desta forma no 

funcionamento normal da membrana externa como barreira, que então forma fendas 

transitórias permitindo assim a passagem de uma grande variedade de moléculas, 

entre as quais podem estar pequenas proteínas e compostos antimicrobianos, 

inclusive moléculas do peptídeo antimicrobiano (Hancock, 2001). 

Os eventos que ocorrem logo depois na superfície da membrana são objeto 

de consideráveis debates, sendo que vários modelos procuram explicar a ação dos 

peptídeos formadores de α-hélice, uma vez que os mecanismos utilizados pelos 

peptídeos com estruturas em folhas β ainda não foram estudados em profundidade. 

Um mecanismo conhecido como modelo do “poro toroidal” (toroidal pore 

model) ou de “buraco de verme” (wormhole model) sugere que agregados de 

peptídeos antimicrobianos se inserem perpendicularmente na membrana para 

formar um poro, sendo que a membrana curva-se em direção ao centro e forma um 

buraco com as cabeças dos fosfolipídios apontando nessa direção, enquanto o poro 
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é delimitado pelas moléculas do peptídeo (Jenssen, Hamill e Hancock, 2006) (Figura 

2, B).  

 
Figura 2 — Principais mecanismos de ação dos peptídeos antimicrobianos.  

 
(A) Modelo de agregado. (B) Modelo do poro toroidal. (C) Modelo de ripas de barril. 
(D) Modelo de carpete e posterior efeito detergente. (E)–(I) Ação sobre alvos intracelulares. 
Os peptídeos são mostrados como cilindros com as regiões hidrofílicas em vermelho e as 
regiões hidrofóbicas em azul. As moléculas de peptidoglicano associadas à parede celular 
são ilustradas como cilindros de cor turquesa. Retirado de Jenssen, Hamill e Hancock 
(2006). 
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Um segundo mecanismo, que envolve também a formação de poros, é 

conhecido como mecanismo de “ripas de barril” (barrel-stave model) e consiste na 

reorientação dos peptídeos para formar um aglomerado em forma de barril, 

perpendicular ao plano da membrana. As regiões hidrofóbicas de cada peptídeo 

associam-se com o núcleo lipídico, enquanto as regiões hidrofílicas apontam para o 

centro do poro, que aumenta seu diâmetro pelo recrutamento de mais monômeros 

(Hancock e Chapple, 1999; Jenssen, Hamill e Hancock, 2006) (Figura 2, C). 

Em contraste com esses dois mecanismos, o modelo de carpete (carpet-like 
model) (Pouny et al., 1992) propõe que agregados do peptídeo se orientam sobre a 

membrana plasmática cobrindo sua superfície, organizando-se de forma paralela 

sobre esta e, em seguida, giram redirecionado os resíduos hidrofóbicos em direção 

às regiões hidrofóbicas da membrana. Isso causaria a desestabilização da 

membrana, o que poderia levar à desintegração do empacotamento lipídico (Gazit et 

al., 1995). A partir de concentrações elevadas, a disposição dos peptídeos poderia 

mudar, levando a um efeito detergente, com a micelização de porções da membrana 

e a possível formação de poros (Jenssen, Hamill e Hancock, 2006) (Figura 2, D).  

Em um modelo adicional, denominado de “modelo de agregado” (aggregate 

model) (WU et al., 1999), os peptídeos se reorientam para atingir a membrana como 

um agregado com complexos de peptídeos e lipídios similares a micelas, de modo 

parecido ao modelo de poro toroidal, mas sem que os peptídeos adotem uma 

orientação particular (Jenssen, Hamill e Hancock, 2006) (Figura 2, A). 

No modelo unificador de Shai-Matsuzaki-Huang, os peptídeos interagem com 

a superfície da membrana através de interações eletrostáticas, revestindo-a. Em 

seguida, incorporam-se a ela causando seu estreitamento e produzindo tensão por 

aumento da superfície. Isto leva à formação de poros transitórios, através dos quais 

peptídeos e lipídios podem migrar para o interior da célula e atingir alvos 

intracelulares. Em função das mudanças na estrutura da bicamada, a membrana 

colapsa em fragmentos, levando à lise (Zasloff, 2002). 

No mecanismo do tipo detergente proposto por Bechinger e Lohner (2006), os 

peptídeos revestem a superfície da bicamada lipídica, de modo similar às etapas 

iniciais do modelo do poro toroidal. Em seguida, a agregação do peptídeo leva a 

uma concentração local elevada o suficiente, de modo que a natureza anfipática do 

peptídeo permita-lhe comportar-se como detergente e quebrar a membrana lipídica 
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em fragmentos pequenos com forma de bicelas ou micelas (Bechinger e Lohner, 

2006; Dürr, Sudheendra e Ramamoorthy, 2006). 

No modelo da “jangada naufragando” (sinking raft model), os PAMs 

agregam-se lado a lado sobre a membrana, produzindo um desequilíbrio de massas 

ao longo desta, o que leva a sua curvatura; os peptídeos associados afundam 

gerando poros transitórios, nos quais os resíduos hidrofóbicos permanecem em 

contato com as cadeias alifáticas dos lipídios, enquanto as porções hidrofílicas 

delimitam o poro. Quando a translocação do peptídeo é completada, o equilíbrio de 

massas se restabelece (Pokorny e Almeida, 2004).  

Um modelo interessante e que difere bastante dos já descritos é o modelo de 

“eletroporação molecular” (Miteva et al., 1999). Segundo esse modelo, os PAMs têm 

a capacidade de criar uma diferença no potencial elétrico entre as faces da 

membrana plasmática, causando a formação de poros (Hoskin e Ramamoorthy, 

2008). Este processo, que comumente é induzido de forma artificial, é conhecido 

como eletroporação. 

As membranas bacterianas contêm enzimas respiratórias, de modo que o 

dano causado na membrana poderia levar a alterações na respiração celular, sendo 

aceitável que a morte não seja causada estritamente pela permeabilização da 

membrana (Nascimento et al., 2003). 

Um grande número de peptídeos transloca-se de um lado ao outro da 

membrana onde se acumula intracelularmente interferindo com uma grande 

variedade de processos biológicos podendo mediar a morte celular (Figura 2, E–I). 

Tais peptídeos podem agir inibindo a síntese de ácidos nucleicos e proteínas, 

alterando a atividade enzimática, ou interferindo na formação de componentes 

estruturais, como a parede celular (Brogden, 2005). 

A atividade fungicida de muitos peptídeos, isolados majoritariamente de 

plantas, é também objeto de debates. Os peptídeos antimicóticos variam 

substancialmente em termos de similaridade estrutural, embora alguns deles tenham 

tendência a serem ricos em aminoácidos polares e neutros. Sua atividade poderia 

estar correlacionada com sua habilidade para formar complexos com lipídios 

(Jenssen, Hamill e Hancock, 2006; López-García et al., 2004). Entre os principais 

mecanismos propostos encontram-se: a desarmação da estrutura da membrana 

celular (Jang et al., 2006; Lee et al., 2003; Park, Lee e Hahm, 2004), a danificação 

da parede celular (Lee et al., 2003), a interação com mitocôndrias (Kavanagh e 
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Dowd, 2004) e a despolarização do citoesqueleto por despolimerização das fibras de 

actina (Koo et al., 2004). 

Acredita-se que muitos peptídeos antimicrobianos podem atuar por meio de 

diversos alvos celulares, seja na membrana plasmática ou no meio intracelular. Além 

disso, a atividade de um mesmo peptídeo com múltiplos organismos distintos 

poderia ser decorrente de modos de ação distintos (Jenssen, Hamill e Hancock, 

2006). 

1.1.3 PAMs de anuros 
Uma grande quantidade de PAMs pertencentes a diversas famílias já foi 

isolada a partir de secreções cutâneas de anuros. Esses peptídeos apresentam de 

8–46 resíduos de aminoácidos e geralmente adotam estruturas em α-hélice em 

ambientes similares a membranas biológicas (Conlon et al., 2007). 

Uma busca realizada na base de dados Uniprot (The UniProt Consortium, 

2015) em 20/08/2016, com as palavras chave: Antimicrobial e Amphibian Defense 

Peptide, mostrou um total de 927 peptídeos antimicrobianos isolados da pele de 

mais de 120 espécies de anuros de 12 famílias (Tabela 1).  
 

Tabela 1 — PAMs de anuros presentes na base de dados Uniprot. 
 

FAMÍLIA N° DE ENTRADAS % DO TOTAL 
Ranidae 441 47,57 
Bombinatoridae 231 24,92 
Phyllomedusidae 106 11,43 
Pelodryadidae 75 8,09 
Hylidae  15 1,62 
Leptodactylidae 15 1,62 
Myobatrachidae 13 1,40 
Pipidae 11 1,19 
Ascaphidae 8 0,86 
Dicroglossidae 7 0,76 
Hyperoliidae 4 0,43 
Rhacophoridae 1 0,11 

TOTAL 927 100 
Estão apresentadas as contribuições absolutas e relativas por famílias, levando-se 

em consideração o número de registros (entradas). 
 

A família Ranidae possui o maior número de PAMs reportados, com 

aproximadamente 48 % das entradas. Nesse táxon já foram descritos mais de 400 

peptídeos agrupados em várias famílias bem estabelecidas que incluem: brevininas 

(Morikawa, Hagiwara e Nakajima, 1992), esculentinas (Simmaco et al., 1993), 
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ranalexinas (Clark et al., 1994), temporinas (Simmaco et al., 1996), ranatuerinas 

(Goraya, Knoop e Conlon, 1998), palustrinas (Basir et al., 2000), nigrocinas (Park et 

al., 2001), japonicinas (Isaacson et al., 2002) e ranaciclinas (Mangoni et al., 2003).  

A família Bombinatoridae possui aproximadamente 25 % das entradas, 

incluindo as bombininas (Csordás e Michl, 1970) e as maximinas (Lai et al., 2002b).  

Phyllomedusidae é a terceira família com mais peptídeos reportados 

(aproximadamente 11 % do total). Nessa família já foram isolados mais de cêm 

peptídeos, incluindo as dermaseptinas (Mor et al., 1991), dermatoxinas (Amiche et 

al., 2000), filoxinas (Pierre et al., 2000), filoseptinas (Leite et al., 2005), hiposinas 

(Thompson et al., 2007) e plasticinas (El Amri et al., 2006).  

Pelodryadidae é a quarta família com mais peptídeos descritos, incluindo 75 

peptídeos pertencentes a diferentes grupos, dentre eles, as aureinas (Rozek et al., 

2000), caerinas (Stone et al., 1992) citropinas (Wegener et al., 1999) e maculatinas 

(Rozek et al., 1998). 

Finalmente, as outras oito famílias compreendem 8 % dos peptídeos já 

identificados, incluindo-se as pseudinas (Olson et al., 2001), hilinas (Castro et al., 

2005) e raniseptinas (Magalhães et al., 2008) da família Hylidae; as ocelatinas de 

Leptodactylidae (Nascimento et al., 2004); as uperinas, riparinas, signiferinas e 

deserticolinas de Myobatrachidae (Bradford et al., 1996; Jackway et al., 2008); as 

magaininas e peptídeos XT de Pipidae (Ali et al., 2001; Zasloff, 1987); as ascafinas 

de Ascaphidae (Conlon et al., 2004); as tigerininas de Dicroglossidae (Sai et al., 

2001); os peptídeos kastasina, kasorina-S e senegalina de Kassina (Hyperoliidae) 

(Wang et al., 2013; Li et al., 2011; Chen et al., 2011) e a proteína histona H2B 

isolada da pele de Rhacophorus schlegelii (Rhacophoridae) (Kawasaki et al., 2003). 

É importante ressaltar que, embora seja grande o número de registros 

encontrados para anuros, uma boa parte dos peptídeos descobertos ainda não foi 

incluída nos bancos de dados públicos, não estando assim disponível. 

 

1.2 CÂNCER 
Câncer é um termo que se refere a mais de cem doenças diferentes que 

afetam vários tipos disitntos de células e tecidos. Todas as formas de câncer são 

caracterizadas pelo crescimento anormal resultante de um número relativamente 

pequeno de mutações hereditárias ou induzidas ambientalmente (Hoskin e 

Ramamoorthy, 2008; Nielsen et al., 2007). 
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Segundo Hanahan e Weinberg (2000), existem seis características ou 

propriedades comuns na fisiologia da célula que levam ao desenvolvimento de 

tumores malignos: 1) autossuficiência, ao gerar seus próprios sinais de crescimento 

ou responder a sinais de crescimento débeis que usualmente são ignoradas pelas 

células sadias; 2) insensibilidade aos sinais antiproliferativos; 3) evasão da 

apoptose; 4) potencial de replicação ilimitado; 5) desenvolvimento permanente de 

novos vasos sanguíneos (angiogênese) permitindo assim o crescimento do tumor; e 

6) capacidade para invadir tecidos e produzir metástases. 

O processo de invasão e metástase tem sido esquematizado como uma 

sequência de etapas discretas conhecidas como cascata de invasão-metástase. 

Essa representação supõe uma sucessão de mudanças na biologia das células, que 

começa pela invasão do tecido local, seguida de invasão dos vasos linfáticos e 

sanguíneos próximos, deslocamento das células cancerosas através dos sistemas 

linfático e circulatório, extravasado de células de câncer no parênquima de tecidos 

distantes, formação de pequenos nódulos de células cancerosas (conhecidas como 

micrometástases) e, finalmente, a conversão dessas pequenas lesões em tumores 

macroscópicos (colonização) (Hanahan e Weinberg, 2011). 

 

1.3 PEPTÍDEOS ANTI-CÂNCER 
Muitos PAMs já estão sendo estudados como agentes anticancerígenos, 

devido ao efeito citolítico que muitos deles causam em bactérias e outros 

microrganismos. Segundo Papo e Shai (2005), os peptídeos anti-câncer (PACs) 

possuem características potencialmente desejáveis como novos agentes contra a 

doença: 1) amplo espectro de atividade, 2) rápida ação, 3) inocuidade às mutações 

que produzem resistência a quimioterápicos, 4) capacidade de destruir tumores 

primários ou prevenir sua metástase, 5) baixa toxicidade em órgãos vitais, e 6) efeito 

sinérgico com os quimioterápicos tradicionais.  

Os PACs são praticamente invisíveis ao sistema imune e espera-se que 

causem efeitos colaterais mínimos ou nulos. Devido ao pequeno tamanho dessas 

moléculas, eles podem ser vantajosos para a entrega de outros terapêuticos, em 

virtude da sua efetiva penetração nos tecidos, sua ancoragem específica e sua 

capacidade de interiorização nas células cancerosas (Shadidi e Sioud, 2003). 

Diferenças na membrana plasmática entre células cancerosas e células 

sadias podem talvez explicar a seletividade de muitos PACs por células malignas. 
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As células cancerosas tipicamente possuem carga líquida negativa devido à 

superexpressão de moléculas aniônicas como fosfatidilserina (Dobrzyńska et al., 

2005; Utsugi et al., 1991) e mucinas O-glicosiladas (Burdick et al., 1997; Yoon et al., 

1996). Acredita-se que as interações eletrostáticas dos PACs catiônicos com tais 

componentes têm um papel fundamental nessa seletividade, visto que a interação 

não seria favorecida em células normais, que possuem carga líquida neutra devido à 

abundância de outros componentes como esfingomielina, fosfatidiletanolamina e 

fosfatidilcolina (Zachowski, 1993). Além disso, o potencial de membrana negativo em 

células malignas parece ser relevante para a atividade de alguns PACs que formam 

canais iônicos (Cruciani et al., 1991). Células cancerosas também possuem uma 

maior fluidez de membrana (Sok, Šentjurc e Schara, 1999) e acredita-se que o 

colesterol tenha um papel importante no aumento desta, o que poderia interferir com 

a inserção dos peptídeos na membrana (Leuschner e Hansel, 2004). As células 

malignas também apresentam maior superfície celular devido à presença de 

microvilosidades, podendo permitir a interação com um número maior de moléculas 

do PAC (Hoskin e Ramamoorthy, 2008). 

Por outra parte, células cancerosas encontram-se sujeitas a um maior 

estresse oxidativo pela maior produção de radicais superóxido (Hileman et al., 

2004), sendo assim mais suscetíveis ao dano por agentes geradores de ROS, como 

são alguns PAMs e PACs (Cho e Lee, 2011; Hwang et al., 2011; Yoo et al., 1997).  

  

1.4 MECANISMOS DE AÇÃO DOS PACs 
PACs podem agir através de diferentes mecanismos, seja pela morte direta 

das células cancerosas, pela intervenção em processos enzimáticos e de 

comunicação celular, ou reativando as funções imunológicas. 

Vários peptídeos com atividade necrótica têm atraído a atenção como novos 

agentes anti-câncer. Embora a sequência destes peptídeos não seja altamente 

conservada, eles geralmente são curtos, carregados positivamente e capazes de 

formar estruturas anfipáticas em solventes apolares. Dessa forma podem interagir 

com a membrana plasmática negativamente carregada e alterá-la por formação de 

micelas (mecanismo carpet-like) ou de poros (mecanismo barrel-stave). 

A consequente perda de homogeneidade por parte da célula resulta na sua morte 

por necrose (Bhutia e Maiti, 2008; Mader e Hoskin, 2006).  
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Outro grande número de peptídeos exerce um efeito apoptótico em células de 

câncer através de mecanismos diversos. Alguns podem perturbar a integridade das 

membranas mitocondriais causando a liberação de citocromo c, molécula que 

participa na formação do complexo denominado de apoptosoma, responsável pela 

ativação de proteínas caspases envolvidas na apoptose (Bhutia e Maiti, 2008; Chen 

et al., 2001; Bhutia et al., 2008). Assim mesmo, podem interagir com receptores e 

inibir vias relacionadas com o processo apoptótico (Menon et al., 2007; Mizejewski, 

Muehlemann e Dauphinee, 2006). Certos peptídeos derivados de proteínas 

envolvidas na apoptose ou na regulação desta, como a proteína p53, SMAR1 

(scaffold/matrix-associated region 1) e p73 são capazes de reativar as vias 

apoptóticas normais, que se apresentam de forma irregular em muitos tipos de 

câncer (Wang, Rastinejad e El-Deiry, 2003; Jalota-Badhwar et al., 2007; Bell et al., 

2007). 

Outros peptídeos atuam bloqueando processos importantes relacionados com 

o desenvolvimento da doença, podendo competir por sítios ativos de modo que 

conseguem evitar o crescimento tumoral e a metástase (Stewart et al., 2005; 

Pasqualini et al., 2000). O bloqueio da progressão também pode acontecer ao afetar 

interações de moléculas envolvidas na adesão celular (Ruoslahti e Pierschbacher, 

1987; Livant et al., 2000) ou através da inibição de enzimas cinases e proteases 

responsáveis pela metástase (Yasser et al., 2008; Sato et al., 2002). Um bom 

número de peptídeos exerce atividade antiangiogênica. Este tipo de inibidores pode 

interferir em várias etapas da formação dos vasos sanguíneos, incluindo: a 

degradação da membrana basal do endotélio, a proliferação celular no endotélio, e a 

migração de células (Bhutia e Maiti, 2008; Staton et al., 2004; Hehir et al., 2004; Tjin 

Tham Sjin et al., 2005). 

Finalmente, vários peptídeos demostraram ter um efeito imunoestimulante, 

evadindo assim os mecanismos imunossupressores dos tumores. Eles estimulam a 

ação de macrófagos (Barna et al., 1996; Zhi et al., 2006), linfócitos T (Strelkov et al., 

1996) e células natural killer (NK) (Chernysh et al., 2002), entre outros.  

 

1.5 OBJETOS DE ESTUDO  
1.5.1 Hypsiboas crepitans  
Hypsiboas crepitans (Wied-Neuwied, 1824) é uma espécie de hilídeo 

(subfamília Cophomantinae) que habita em uma grande variedade de habitats, 
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incluindo florestas úmidas tropicais, ambientes semi-áridos, pastagens, llanos, 

gramados e florestas montanhosas desde 0 até 2.300 m de altitude (La Marca et al., 

2011). Encontra-se desde o Panamá até o sudeste do Brasil, passando pela 

Colômbia, Venezuela, Trinidad e Tobago, Guiana, Guiana Francesa e Suriname 

(Figura 3). Sua distribuição inclui duas populações alopátricas, existindo a hipótese 

de tratar-se de um táxon composto por várias espécies (Kluge, 1979; Martins, Silva e 

Giaretta, 2009).  

 
Figura 3 — Hypsiboas crepitans (Wied-Neuwied, 1824). 

 
A) Fotografia de um individuo típico. De: Mauricio Rivera Correa. B) Distribuição geográfica, 
destacando-se em vermelho as áreas onde a espécie existe nativamente. Retirado de La 
Marca et al. (2011).  
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É uma espécie arbórea e noturna, encontrando-se em arbustos, folhas de 

árvores e outros tipos de vegetação, perto da borda de correntes de água e, 

ocasionalmente, no chão. A reprodução ocorre em poças temporárias no início da 

estação chuvosa. É possível encontrar essa espécie em ambientes severamente 

degradados, incluindo áreas urbanas e moradias humanas rurais (La Marca et al., 

2011). 

1.5.2 Ocelatina-F1 e G16OCP1 
Ocelatina-F1 e G16OCP1 são peptídeos catiônicos de 25 resíduos, 

originalmente isolados a partir das secreções cutâneas de Leptodactylus fallax 

Müller, 1926 (Rollins-Smith et al., 2005) e Leptodactylus labyrinthicus (Spix, 1824) 

(Prías-Márquez, 2012), respectivamente (Figura 4). Fazem parte da família das 

ocelatinas, junto a mais de vinte peptídeos descritos, a maioria dos quais possui 

atividade antimicrobiana e, em alguns casos, hemolítica ou citotóxica.  

A ocelatina-F1 (originalmente descrita como falaxina) tem sido encontrada 

também em secreções da pele de L. pentadactylus e L. labyrinthicus (King et al., 

2005; Libério, 2008). Possui uma massa molecular média de 2548,1 Da e sequência: 
1GVVDILKGAAKDIAGHLASKVMNKL25-NH2. Estudos empregando dicroísmo 

circular sugerem que este peptídeo adota conformação em α-hélice em presença de 

lipossomos e solventes estabilizadores de estrutura secundária (Nielsen et al., 

2007).  

A ocelatina-F1 tem se mostrado ativa contra as bactérias Gram-negativas 

Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae, Pseudomonas aeruginosa e Enterobacter 

cloacae em concentrações abaixo dos 100 µM. Além disso, em um estudo realizado 

por Libério (2008), a ocelatina-F1 também inibiu o crescimento das bactérias 

Gram-positivas Staphylococcus aureus e Bacillus subtilis. No entanto, esse peptídeo 

parece ser inativo sobre leveduras da espécie Candida albicans e possui fraca 

atividade hemolítica, como se mostra na Tabela 2.  

Um estudo prévio sugere que a ocelatina-F1 tem efeito citotóxico sobre 

células de câncer de mama humano e melanoma murino (Prías-Márquez, 2010). 

Por outro lado, G16OCP1 é, até o momento, o único peptídeo secretado 

descrito exclusivamente para L. labyrinthicus (Prías-Márquez, 2012). Esse peptídeo 

possui uma massa molecular média de 2512,1 Da e sequência: 
1GLLDTLKGAAKNVVGGLASKVMEKL25-NH2, que difere da sua isoforma, o 

peptídeo ocelatina-P1, por uma única substituição conservativa (Ser16Gly). Este 
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peptídeo já foi objeto de estudos estruturais, onde se observou que adota uma 

conformação em α-hélice em contato com solventes estabilizadores de estrutura 

secundária e membranas biológicas miméticas (Prías-Márquez, 2012; Alves, 2012).  

O peptídeo G16OCP1 apresenta atividade moderada contra os bacilos 

Gram-negativos Escherichia coli e Klebsiella pneumoniae (MIC = 32 µM). Também 

possui atividade, ainda que mais fraca, contra a bactéria Gram-positiva 

Staphyllococcus aureus (MIC = 128 µM) e não produz hemólise em eritrócitos 

humanos em concentrações até 128 µM (Prías-Márquez, 2012).  

 
Tabela 2 — Comparação dos valores de MIC e HC50 obtidos para o peptídeo 

ocelatina-F1 em diferentes estudos. 

MICRORGANISMO / 
CÉLULA 

MIC (µM) 
Peptídeo Nativo Peptídeo Sintético 

Rollins-Smith et al.  
(2005) 

Libério 
(2008) 

Nielsen et al. 
(2007) 

Escherichia coli 40a 32a 100a 
Pseudomonas 
aeruginosa 80b 64b S/Ab* 

Klebsiella 
pneumoniae 80c N/D 100d 

Enterobacter 
cloacae 20e N/D N/D 

Proteus mirabilis >160f N/D N/D 
Staphylococcus 
aureus S/Ag# 32k S/Ah,i,j* 

Bacillus subtilis N/D 16 N/D 

Candida albicans S/A# N/D N/D 

Eritrócitos 
Humanos [HC50] 

>200 (8) >128 (9) S/A$ 

Cepas bacterianas usadas: aATCC 25922, bATCC 27853, cKK3 9904, dATCC 700603, 
eNHTCC 53001, fATCC 25933, gNCTC 8325, hATCC 33591 (MSSA), iATCC 29213 (MRSA), 
jATCC 700699MU50 (VISA), kATCC 25923, lATCC 19659. N/D: Não determinado. *Até 
100 µM, #Até 160 µM, $Até 50 µM. (O valor entre parêntesis indica o percentual de hemólise 
obtido na máxima concentração testada no ensaio). 
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Figura 4 — Indivíduos do género Leptodactylus, fonte de peptídeos da família 
das ocelatinas. 

 
A) Leptodactylus fallax Müller, 1926. Foto: Gonçalo M. Rosa. B) Leptodactylus labyrinthicus 
(Spix, 1824). Foto: Antonio Sebben. 
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2. JUSTIFICATIVA 
 

Segundo dados da OMS, as doenças infecciosas são a segunda causa de 

morte no mundo atrás apenas das doenças cardiovasculares, tendo sido 

responsáveis por aproximadamente 16 % das mortes em 2004 (World Health 

Organization, 2008). Dentro desse contexto, as infecções respiratórias foram a 

segunda causa de morte prematura no ano 2012 (World Health Organization, 2014).  

Estima-se que, em média, a pesquisa e desenvolvimento de medicamentos 

anti-infecciosos leva de 10 a 20 anos (World Health Organization, 2000). Nas últimas 

décadas, o progresso nessa área tem sido pequeno, sendo que entre 1983 e 2003 

surgiram apenas duas classes novas de antibióticos e apenas nove agentes 

antibacterianos foram aprovados pela FDA (Spellberg et al., 2004). É por isso que a 

busca por novos medicamentos é uma das ações prioritárias de modo a permitir o 

controle da resistência a doenças infecciosas. 

De outro lado, o câncer é a terceira causa de mortalidade, sendo responsável 

por aproximadamente 13 % dos óbitos em 2004. Em 2012, houve 14,1 milhões de 

casos novos e 8,2 milhões de pessoas morreram de câncer nesse mesmo ano 

(Ferlay et al., 2013).  

Embora muitos cânceres localizados possam ser tratados com cirurgia ou 

radioterapia, a quimioterapia continua sendo o tratamento de escolha para estágios 

avançados ou metastásicos da doença (Espinosa et al., 2003). No entanto, o uso de 

quimioterápicos convencionais pode estar associado a efeitos colaterais nocivos 

causados pelo dano indesejável a células e tecidos sadios (Kalyanaraman et al., 

2002; Cassidy e Misset, 2002).  

Os resultados de diversas pesquisas demonstram que os peptídeos 

antimicrobianos (PAMs) ou host defense peptides, presentes na maioria dos 

organismos vivos, bem como seus derivados sintéticos, são ativos contra uma 

grande variedade de microrganismos, sendo efetivos não apenas contra bactérias, 

mas também contra vírus, como o HIV (Lorin et al., 2005; VanCompernolle et al., 

2005) e herpes simplex (Albiol Matanic e Castilla, 2004; Belaid et al., 2002); 

protozoários, como os agentes causadores da malária (Dagan et al., 2002; Efron et 

al., 2002; Kückelhaus et al., 2009), da leishmaniose (Kückelhaus et al., 2009; 

McGwire e Kulkarni, 2010), da doença de Chagas (Huang, Chen e Zierdt, 1990; 

McGwire e Kulkarni, 2010) e da criptosporidíase (Giacometti et al., 2001); e fungos 
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como Saccharomyces cerevisiae, Candida albicans (Simmaco et al., 1994) e 

Batrachochytrium dendrobatidis (Rollins-Smith e Conlon, 2005; Woodhams et al., 

2006a; Woodhams et al., 2006b). Diversas pesquisas mostram também que alguns 

PAMs são ativos contra uma grande variedade de células cancerosas (Hoskin e 

Ramamoorthy, 2008).  

Os anuros (sapos, rãs e pererecas) constituem uma fonte riquíssima de 

PAMs, sendo que já foram reportados até mais de uma centena deles em uma única 

espécie (Li et al., 2007). Estudos relacionados com o isolamento e a caracterização 

destas moléculas sugerem a possibilidade de desenvolver drogas sintéticas com 

propriedades melhoradas, a partir das estruturas originais identificadas em tais 

animais (Coote et al., 1998; Castro, Cilli e Fontes, 2006; Porat et al., 2006; Shalev et 

al., 2006).  

Os PAMs também têm despertado grande interesse nos últimos anos visando 

a produção de plantas transgênicas de interesse comercial com resistência 

melhorada a patógenos (Cardoso et al., 2010; Jia et al., 2010; Coca et al., 2006; 

Xing et al., 2006; Chakrabarti et al., 2003). A pesquisa com peptídeos extraídos da 

pele de anuros também tem contribuído com o entendimento de aspectos da 

fisiologia destes animais (Rouillé et al., 1989), assim como da sua filogenia (Conlon, 

Kolodziejek e Nowotny, 2004).  

Até o momento são poucos os peptídeos bioativos identificados em secreções 

de anuros dos grupos estudados (gêneros Hypsiboas e Leptodactylus). No entanto, 

estudos recentes têm permitido avanços no conhecimento da estrutura e atividade 

biológica desses peptídeos (Prates et al., 2004; Libério et al., 2011; Alves, 2012).  

Ao mesmo tempo, a descoberta e o conhecimento de substâncias de 

interesse médico e biotecnológico em espécies vulneráveis, como é a grande 

maioria dos anfíbios, constitui um incentivo em favor da conservação destes 

animais, assim como dos recursos genéticos dos países neotropicais, considerando-

se os benefícios econômicos que podem derivar dessas pesquisas.  
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3. OBJETIVOS 
 

3.1 OBJETIVO GERAL 
Avaliar a atividade antitumoral da secreção cutânea de Hypsiboas crepitans, 

bem como as atividades antimicrobiana e antitumoral de peptídeos isolados das 

secreções cutâneas de Hypsiboas crepitans e Leptodactylus labyrinthicus. 

 

3.2 OBJETIVOS ESPECÍFICOS 
• Fracionar a secreção cutânea de H. crepitans com o emprego de 

RP-HPLC e avaliar a atividade antimicrobiana das frações 

cromatográficas obtidas. 

• Isolar e caracterizar quimicamente peptídeos antimicrobianos (PAMs) a 

partir da secreção cutânea de H. crepitans. 

• Determinar as concentrações efetivas hemolíticas (HC50) e 

antimicrobianas (MIC) de PAMs sintéticos da secreção cutânea de 

H. crepitans. 

• Avaliar a atividade antiproliferativa da secreção cutânea de H. crepitans 

sobre diferentes linhagens de células cancerosas. 

• Avaliar a atividade antiproliferativa de PAMs sintéticos da secreção 

cutânea de H. crepitans e L. labyrinthicus sobre linhagens de células 

cancerosas. 

• Estudar o mecanismo de ação antitumoral de PAMs sintéticos das 

secreções cutâneas de H. crepitans e L. labyrinthicus através da 

avaliação de seus efeitos citotóxicos e citostáticos em linhagens de 

células cancerosas.  
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4. MATERIAL E MÉTODOS 
 

A abordagem metodológica geral deste trabalho encontra-se ilustrada a seguir 

(Figura 5). 

 
Figura 5 — Abordagem metodológica do trabalho. 

Em azul escuro estão apresentadas as etapas correspondentes ao presente projeto. 
Ilustram-se em azul claro as etapas metodológicas provenientes de um trabalho anterior, 
sendo que foi necessária uma nova etapa de síntese dos peptídeos de L. labyrinthicus para 
execução deste trabalho. 

 

4.1 REAGENTES E CÉLULAS 
Todos os experimentos foram realizados com reagentes comerciais de grau 

analítico, utilizando apenas água ultrapura tipo I (Milli-Q®, Merck Millipore, EUA) para 
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o preparo das soluções. Os solventes empregados nas etapas cromatográficas 

foram todos de grau HPLC, de diversos fornecedores.  

As cepas bacterianas de Escherichia coli (ATCC 25922), Klebsiella 

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

Staphylococcus aureus (ATCC 25923) e Staphylococcus epidermidis (ATCC 12228) 

foram adquiridas no Banco de Culturas Tropicais da Fundação André Tosello 

(Campinas/SP).  

Cepas das leveduras Candida albicans (ATCC 14053), Candida parapsilosis 

(ATCC 22019) e Cryptococcus neoformas (ATCC 32045) foram gentilmente cedidas 

pelo Laboratório de Micologia do LACEN-DF. 

As linhagens celulares NIH-3T3 (fibroblasto murino, ATCC CRL-1658), 

B16-F10 (melanoma murino, ATCC CRL-6475), MCF-7 (câncer mamário humano, 

ATCC HTB-22) e HeLa (câncer cervical humano, ATCC CCL 2) foram obtidas no 

banco de células American Type Culture Collection (ATCC). 

 

4.2 COLETA DOS ANIMAIS E OBTENÇÃO DA SECREÇÃO CUTÂNEA  
Adultos de Hypsiboas crepitans de ambos os sexos foram capturados por 

reconhecimento visual e acústico nos municípios de Ibagué/Tolima, Colômbia1 e 

Santana do Riacho/MG, Brasil2. A secreção cutânea foi obtida por estimulação 

elétrica da pele, lavando-se em seguida com água destilada em abundância, como 

proposto por Tyler, Stone e Bowie (1992). Após a coleta, as amostras foram 

mantidas congeladas em tubos de polipropileno e posteriormente liofilizadas e 

armazenadas a −20 °C. Nenhum animal foi sacrificado durante o procedimento, 

sendo estes liberados no próprio local de coleta após reassumirem seu 

comportamento habitual.  

 

4.3 FRACIONAMENTO CROMATOGRÁFICO DA SECREÇÃO BRUTA DE 
H. crepitans. 

Alíquotas de aproximadamente 5,0 mg de secreção bruta de H. crepitans 

coletadas na Colômbia foram dissolvidas em 220 µL de 0,1 % (v/v) TFA/água 

                                            
1 Resolución N° 1286 de 22/08/2008, CORTOLIMA, Colômbia; Resolución N° 3533 de 23/12/2009, 
CORTOLIMA, Colômbia; Resolución No. 0744 de 20/04/2010, MAVDT, Colômbia; Permiso de 
Exportación N° 02673 de 07/05/2010, MAVDT, Colômbia. 
2 Autorização N° 17682-1 de 17/03/2011, SISBIO/ICMBio/MMA, Brasil. 
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(solvente A), centrifugadas por 5 min a 16.100 g e o sobrenadante submetido a 

RP-HPLC em um cromatógrafo líquido Prominence LC-20AT (Shimadzu 

Corporation, Japão) utilizando uma coluna C18 (Vydac 218TP54; 4,6 × 250 mm) 

previamente equilibrada com solvente A. A eluição foi realizada com fluxo de 

1,0 mL/min utilizando-se um gradiente linear de 0,1 % (v/v) TFA/acetonitrila (solvente 

B), como descrito a seguir: 0 % de solvente B por 5 min, 0–55 % de solvente B em 

55 min, 55–100 % de solvente B em 5 min, e 5 min com 100 % de solvente B. As 

frações foram coletadas manualmente, monitorando a absorbância em 216 nm. Tais 

frações foram secadas a vácuo e armazenadas a −20 °C para análises posteriores. 

 

4.4 ENSAIO ANTIBACTERIANO PRELIMINAR 
O ensaio antibacteriano foi baseado no protocolo de Castro et al. (2009). 

Cepas referenciais das bactérias Gram-negativas: E. coli, K. pneumoniae e 

P. aeruginosa e Gram-positivas: S. aureus e S. epidermidis foram utilizadas em 

ensaios preliminares, a fim de avaliar a atividade inibitória das diferentes frações 

cromatográficas eluídas a partir do fracionamento da secreção de H. crepitans. As 

linhagens bacterianas foram descongeladas do estoque e cultivadas sob agitação 

em meio Mueller-Hinton estéril, a 37 °C por aproximadamente 18 h até a obtenção 

de culturas com densidade óptica igual a 1,0 em 590 nm. As bactérias em fase 

logarítmica foram suspensas no mesmo meio de cultura nas proporções de 1:50 

para Gram-negativas e 1:100 para Gram-positivas. 

As frações secas, resultantes da reunião de uma a três corridas 

cromotagráficas realizadas com a secreção bruta, foram ressuspensas em 200 μL 

de água Milli-Q. Alíquotas de 50 µL de cada fração foram incubadas em microplacas 

de fundo plano de 96 poços com 50 μL de suspensão bacteriana (contendo de 

2 a 7 × 105 UFCs) durante 20–24 h a 37 °C.  

 A taxa de inibição da proliferação bacteriana foi determinada pela leitura da 

densidade óptica a 595 nm empregando-se uma leitora de placas Multiskan® FC 

(Thermo Scientific, EUA). Como controle de crescimento pleno foram utilizados 

50 µL de água Milli-Q estéril + 50 µL da suspensão de bactérias. Como controle da 

ausência de crescimento foram empregados 50 µL de formaldeído (0,4 %, v/v) + 

50 µL da suspensão de bactérias. Consideraram-se ativas aquelas frações que 

reduziram a proliferação bacteriana em pelo menos 25 % com relação ao controle. 
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4.5 ENSAIO ANTIFÚNGICO PRELIMINAR 
Cepas referenciais das leveduras Candida albicans e Cryptococcus 

neoformans foram cultivadas em Ágar Sabouraud Dextrose durante 24 h a 35 °C. 

Colonias frescas foram então suspendidas em 5 mL de meio líquido BHI fresco e 

mantidas sob agitação por aproximadamente 18 h até a obtenção de culturas com 

densidade óptica igual a 1,0 em 590 nm. As leveduras em fase logarítmica foram 

diluídas no mesmo meio de cultura na proporção 1:100. 

Frações cromatográficas secas da secreção cutânea de H. crepitans, 

resultantes da realização de uma única corrida cromatográfica, foram 

ressuspendidas em 150 μL de água Milli-Q. Alíquotas de 50 μL de cada fração foram 

incubadas a 35 °C em microplacas de fundo chato de 96 poços com 50 μL de 

suspensão de leveduras (contendo aproximadamente 2 × 103 UFCs). 

A taxa de inibição da proliferação celular foi determinada após 24 e 48 h de 

incubação, pela leitura da densidade óptica em 595 nm, empregando-se uma leitora 

de placas Multiskan® FC (Thermo Scientific, EUA). Como controle de crescimento 

pleno foram utilizados 50 µL de água Milli-Q estéril + 50 µL da suspensão de 

leveduras. Como controle da ausência de crescimento foram empregados 50 µL de 

formaldeído (0,4 %, v/v) + 50 µL da suspensão de leveduras. Consideraram-se 

ativas aquelas frações que reduziram a proliferação das leveduras em pelo menos 

25 % com relação ao controle. 

 

4.6 ANÁLISE POR ESPECTROMETRIA DE MASSAS 
As frações cromatográficas capazes de inibir a proliferação de bactérias ou 

fungos foram analisadas em um espectrômetro de massas Autoflex II TOF/TOF 

(Bruker Daltonics, EUA). Cada fração cromatográfica foi ressuspendida em 0,1 % 

(v/v) TFA/água e aplicada na proporção 1:1 em uma placa de aço inoxidável junto 

com matriz CHCA reconstituída a 20 µg/mL em 50 % de acetonitrila. O equipamento 

foi previamente calibrado utilizando-se uma mistura de angiotensina II 

(Mr = 1047,19), angiotensina I (Mr = 1297,49), substância P (Mr = 1348,64), 

bombesina (Mr = 1620,86) e fragmento 18–39 de hormônio adrenocorticotrôpico 

(Mr = 2466,68). As amostras foram analisadas na faixa de m/z 700–4000 no modo 

refletor de íons positivos. 



39 

Frações cromatográficas obtidas pelo fracionamento da secreção cutânea de 

H. crepitans coletada no Brasil foram também analisadas utilizando-se os mesmos 

procedimentos. 

 

4.7 PURIFICAÇÃO DAS FRAÇÕES DE INTERESSE 
Duas frações obtidas da secreção cutânea de H. crepitans que apresentaram 

atividade antimicrobiana relevante foram acumuladas a partir de várias corridas 

cromatográficas. Após secagem em um evaporador rotativo, cada uma das frações 

foi dissolvida em 0,1 % (v/v) TFA (solvente A), centrifugada por 5 min a 16.100 g e o 

sobrenadante submetido a uma nova etapa de RP-HPLC em um cromatógrafo 

líquido Prominence LC-20AT (Shimadzu Corporation, Japão) utilizando uma coluna 

Vydac 218TP54 (4,6 × 250 mm) com fluxo de 1 mL/min. Para essa nova etapa foram 

implementandos ajustes no gradiente de acetonitrila, de acordo com o tempo de 

eluição de cada uma das frações da cromatografia semipreparativa.  

 

4.8 ANÁLISE ESTRUTURAL DAS FRAÇÕES DE INTERESSE 
4.8.1 Determinação das estruturas primárias  
Para determinação das estruturas primárias, os peptídeos purificados foram 

submetidos à degradação de Edman (Edman, 1950) em um sequenciador 

automático de proteínas modelo PPSQ-21 (Shimadzu Corporation, Japão), de 

acordo com as orientações do fabricante. Os PTH-aminoácidos foram identificados 

utilizando-se uma coluna de fase reversa PTH-C18 acoplada a um equipamento de 

HPLC modelo LC20 (Shimadzu Corporation, Japão). O sistema cromatográfico foi 

calibrado com padrões dos PTH-aminoácidos antes de cada análise. 

4.8.2 Análises computacionais 
A massa monoisotópica teórica foi calculada a partir da sequência com a 

ferramenta Compute pI/Mw (Gasteiger et al., 2005) disponível em 

http://www.expasy.org/tools/pi_tool.html.  

Foi utilizado o algoritmo PSI-Blast (Altschul et al., 1997) para realizar uma 

busca usando a base de dados de sequências proteicas não-redundantes do NCBI 

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST). O Clustal Omega (Sievers et al., 2011) foi 

empregado para o alinhamento múltiplo de sequências peptídicas 

(http://www.ebi.ac.uk/Tools/clustalw2/index.html).  

http://www.expasy.org/tools/pi_tool.html
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST
http://www.ebi.ac.uk/Tools/clustalw2/index.html
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 A predição de estrutura secundária foi realizada através do servidor web 

NPS@ (Combet et al., 2000) com o emprego do algoritmo SOPMA: (Geourjon e 

Deléage, 1995), utilizando os parâmetros padrão Similarity threshold: 8 e Window 

width: 17 (https://npsa-prabi.ibcp.fr/cgi-bin/npsa_automat.pl?page=/NPSA/npsa 

_sopma.html). Utilizou-se a ferramenta NetWheels (http://lbqp.unb.br/NetWheels) 

para analisar a distribuição e interação de resíduos em α-hélice, de acordo com os 

métodos de Schiffer e Edmundson (1967) e Dunnill (1968).  

Finalmente foi empregado o servidor web HeliQuest (Gautier et al., 2008) 

disponível em http://heliquest.ipmc.cnrs.fr para o cálculo dos parâmetros de 

Hidrofobicidade Média ‹H› (Fauchère e Pliška, 1983) e Momento Hidrofóbico Médio 

‹µH› (Eisenberg, Weiss e Terwilliger, 1982). 

 

4.9 SÍNTESE DOS PEPTÍDEOS BIOATIVOS 
Dois peptídeos, isolados da secreção cutânea de H. crepitans, assim como 

dois análogos projetados a partir da sequência de um deles foram produzidos em 

sintetizador automático por empresa especializada. Também foram produzidos pela 

mesma empresa os peptídeos ocelatina-F1 e G16OCP1, respectivamente isolados e 

descritos em trabalhos prévios a partir das secreções cutâneas de L. fallax e L. 

Labyrinthicus. Após a purificação, a identidade dos peptídeos sintéticos foi 

confirmada por espectrometria de massas seguindo o método descrito na seção 4.6.  

 

4.10 DETERMINAÇÃO DA CONCENTRAÇÃO INIBITÓRIA MÍNIMA (MIC) 
Cepas das bactérias Gram-negativas (Escherichia coli e Klebsiella 

pneumoniae) e Gram-positivas (Staphylococcus aureus e Enterococcus faecalis), 

bem como das leveduras Candida albicans e Candida parapsilosis foram 

descongeladas do estoque e cultivadas sob agitação em meio Mueller-Hinton estéril 

(bactérias) ou BHI (leveduras) a 37 °C por aproximadamente 18 h, até a obtenção de 

culturas com densidade óptica igual a 1,0 em 590 nm. As células em fase 

logarítmica foram diluídas no mesmo meio de cultura nas proporções de 1:50 para 

as bactérias Gram-negativas e 1:100 para as bactérias Gram-positivas e leveduras. 

Foram preparadas diluições seriadas em triplicata dos peptídeos sintéticos 

HCC76, HCC77(K), HCC77(K)1 e HCC77(K)2 a partir de uma solução estoque de 

256 µM esterilizada por filtração em filtros de PVDF de 0,22 μm (Millex-GV 13 mm, 

https://npsa-prabi.ibcp.fr/cgi-bin/npsa_automat.pl?page=/NPSA/npsa_sopma.html
https://npsa-prabi.ibcp.fr/cgi-bin/npsa_automat.pl?page=/NPSA/npsa_sopma.html
http://lbqp.unb.br/NetWheels
http://heliquest.ipmc.cnrs.fr/
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Merck Millipore, EUA). Os peptídeos HCC77(K), HCC77(K)1 e HCC77(K)2 foram 

diluídos em água, enquanto HCC76 foi diluído em 1,6 % (v/v) DMSO. 

Alíquotas de 50 μL de cada diluição foram incubadas em microplacas de 

fundo chato de 96 poços com 50 μL de suspensão de células (contendo de 

2 a 7 × 105 UFCs para bactérias e 2 × 103 UFCs para leveduras) durante 20–24 h a 

37 °C. Após esse período, as placas foram analisadas a 595 nm em uma leitora de 

placas Multiskan® FC (Thermo Scientific, EUA). Como controle de crescimento pleno 

foram utilizados 50 µL de água Milli Q estéril + 50 µL da suspensão de células. 

Como controle da ausência de crescimento foram empregados 50 µL de água Milli Q 

estéril + 50 µL de meio Mueller Hinton (bactérias) ou BHI (leveduras) estéril. 

Também foram empregados cloranfenicol e vancomicina para comparação dos 

efeitos antibacterianos dos peptídeos. 

Em todos os casos, a Concentração Inibitória Mínima (MIC) foi definida como 

a menor concentração do peptídeo na qual não foi observada proliferação celular 

detectável pela leitura espectrofotométrica.  

 

4.11 DETERMINAÇÃO DA ATIVIDADE HEMOLÍTICA (HC50) 
Hemácias humanas, provenientes de sangue tipo O+ de doador saudável, 

foram separadas do plasma por sedimentação e lavadas três vezes com tampão 

Tris-HCl 0,01 M pH 7,4 contendo NaCl 0,15 M (tampão-salino). Esse mesmo tampão 

foi empregado para preparar uma suspensão 1 % (v/v) de hemácias, e na 

solubilização e diluição do peptídeo HCC77(K). O peptídeo HCC76 foi dissolvido em 

uma solução de 1,6 % DMSO/tampão-salino, e a mesma solução foi usada para sua 

diluição.  

Diluições seriadas dos dois peptídeos (100 µL) foram incubadas em triplicata 

com 100 µL da suspensão de hemácias durante 1 h a temperatura ambiente. A faixa 

de concentração empregada variou de 128–0,06 µM para as duas moléculas. 

Como referência para 100 % de hemólise foram empregados 100 µL da 

suspensão de hemácias incubados com 100 μL de 1 % (v/v) Triton 

X-100/tampão-salino. Como referência para 0 % de hemólise foram ultilizados 

100 μL da suspensão de hemácias incubados com 100 μL de tampão-salino.  

Após a incubação, os tubos foram centrifugados a 1.441 g por 2 min. 

Alíquotas de 100 μL dos sobrenadantes foram transferidas para microplacas de 96 

poços e analisadas quantificando a absorbância em 405 nm com o uso de uma 
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leitora Multiskan® FC (Thermo Scientific, EUA). A quantidade de hemólise foi 

avaliada baseando-se na fórmula usada por Oguiura et al. (2011): 
𝐴405 𝑝𝑒𝑝𝑡í𝑑𝑒𝑜 − 𝐴405 𝑡𝑎𝑚𝑝ã𝑜 

𝐴405 𝑇𝑟𝑖𝑡𝑜𝑛 − 𝐴405 𝑡𝑎𝑚𝑝ã𝑜 
× 100 

Com os dados obtidos foi elaborada uma curva hemólise vs concentração. A 

concentração hemolítica 50 (HC50), definida como aquela capaz de produzir 

hemólise em quantidade equivalente a 50 % da resposta hemolítica máxima, foi 

calculada através de regressões não lineares, utilizando-se o software Prism v5.03 

(Graphpad Software, EUA). 

 

4.12 AVALIAÇÃO DE EFEITOS NA VIABILIDADE DE CÉLULAS DE 
MAMÍFEROS  

4.12.1 Manutenção da cultura celular 
Células da linhagem de células normais NIH-3T3 e de células de câncer 

B16-F10, e MCF-7 foram descongeladas do nitrogênio líquido e incubadas em estufa 

a 37 °C com 5 % CO2, em garrafas de cultura contendo meio comercial DMEM 

(Invitrogen, EUA) suplementado com soro fetal bovino 10 % e antibiótico 

penicilina/estreptomicina 1 % (DMEM completo). Após 24 h o meio de cultura foi 

trocado por meio fresco e as células foram mantidas nas mesmas condições até 

atingir um 85–100 % de confluência. 

4.12.2 Potencial antiproliferativo da secreção de H. crepitans e de 
peptídeos sintéticos 

Células das diferentes linhagens normais e cancerosas foram cultivadas até 

atingir 85–100 % de confluência. As células foram soltas da garrafa de cultura 

incubando com tripsina (3–5 min, 37 °C) detendo em seguida a reação por adição de 

DMEM completo. Em seguida, a suspensão de células foi centrifugada por 2 min a 

1.341 g e o precipitado reconstituído em DMEM completo. O número de células 

viáveis foi determinado pelo método de exclusão do azul de tripano, utilizando-se 

uma câmera de Neubauer. Alíquotas de 200 µL/poço da suspensão de células foram 

colocadas em microplacas de fundo chato de 96 poços. Utilizaram-se 7 × 103 

células/poço para a linhagem B16-F10 e 8 × 103 células/poço para as outras 

linhagens celulares. As placas foram incubadas em estufa a 37 °C e 5 % CO2 por 

20–24 h. 
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Para avaliação de efeitos sobre a viabilidade celular, a secreção cutânea de 

indivíduos de H. crepitans coletados no Brasil, assim como diferentes peptídeos 

sintéticos derivados da secreção de H. crepitans (HCC76, HCC77(K), HCC77(K)1 e 

HCC77(K)2) e L. labyrinthicus (ocelatina-F1 e G16OCP1) foram aliquotados por 

pesagem direta em balança analítica (peso seco), dissolvidos em DMEM completo e 

filtrados em filtros de PVDF de 0,22 μm (Millex-GV 13 mm, Merck Millipore, EUA) 

imediatamente antes da sua utilização. O mesmo procedimento foi realizado com o 

peptídeo sintético HCC76, porém, utilizando-se 0,8 % (v/v) DMSO/DMEM completo 

para a solubilização da amostra. Em seguida foram realizadas diluições seriadas 

utilizando-se o mesmo veículo empregado para solubilizar cada amostra; para os 

ensaios realizados com a secreção bruta, as diluições foram de 500 até 3,91 µg/mL; 

para os ensaios com peptídeos sintéticos foram preparadas diluições a partir de 

256 µM.  

Após a incubação, o meio de cultura foi retirado com uma micropipeta, sendo 

imediatamente substituído com triplicatas (200 µL) de cada uma das diluições de 

secreção bruta ou peptídeo. Como controle de proliferação plena, o meio de três 

poços foi substituído por 200 µL de DMEM completo fresco ou 0,8 % (v/v) 

DMSO/DMEM para o peptídeo HCC76. As placas foram incubadas em estufa a 

37 °C com 5 % CO2. 

Após 24 h de incubação, o meio de todos os poços foi retirado e substituído 

com 150 µL de meio DMEM completo contendo 10 % de MTT 5 mg/mL. A placa foi 

incubada protegida da luz durante 3 h. Após este tempo, o meio foi retirado e 

substituído com 100–200 µL de DMSO de modo a permitir a solubilização dos 

cristais de formazan produzidos pela redução do MTT em células viáveis. 

As placas foram lidas rapidamente em uma leitora Multiskan® FC (Thermo 

Scientific, EUA) a 595 nm para quantificar o formazan. A partir dos dados obtidos 

foram elaboradas curvas de inhibição e calculados os valores de IC50 e IC75 

(concentrações capazes de reduzirem a absorbância em quantidade equivalente a 

50 e 75 % da resposta máxima, respectivamente) através de regressões não 

lineares com emprego do software Prism v5.03 (Graphpad Software, EUA). 
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4.13 AVALIAÇÃO DE EFEITOS CITOTÓXICOS E CITOSTÁTICOS EM 
CÉLULAS CANCEROSAS 

Os peptídeos sintéticos ocelatina-F1 e HCC77(K) foram escolhidos para 

avaliar de forma mais específica os efeitos citotóxicos e citostáticos sobre a 

linhagem tumoral B16-F10, que apresentara a maior susceptibilidade nos ensaios de 

viabilidade celular. Para os ensaios de citometria de fluxo foi utilizado um 

equipamento BD FACSVerse™ (EUA). 

4.13.1  Preparo das placas e incubação com amostras 
Células da linhagem B16-F10 foram cultivadas até atingir 85–100 % de 

confluência. Em seguida foram retiradas da garrafa e contadas as células viáveis 

conforme descrito na seção 4.12.2. Foi colocado 1 mL/poço da suspensão de 

células em placas de fundo chato de 12 poços, em quantidade de 7 × 104 

células/poço, e incubadas em estufa a 37 °C e 5 % CO2 por 20–24 h. 

As concentrações de peptídeo a serem utilizadas nesse ensaio foram 

determinadas a partir da observação morfológica das células tratadas nos ensaios 

de viabilidade celular. As alíquotas foram preparadas a partir da pesagem dos 

peptídeos secos. 

Após a incubação, o meio de cultura foi retirado dos poços e substituído com 

triplicatas (1 mL) dos peptídeos ocelatina-F1 ou HCC77(K) previamente filtrados, 

dissolvidos em DMEM completo e diluídos nas concentrações finais do teste 

(equivalentes à IC50 para a ocelatina-F1; IC50 e IC75 para HCC77(K)). Como controle 

de proliferação plena, o meio de três poços foi substituído com 1 mL de DMEM 

completo fresco. Outros três poços foram também substituídos com meio de cultura 

contendo H2O2 1 mM e utilizados como controles positivos nos ensaios a seguir. As 

placas foram novamente incubadas a 37 °C e 5 % CO2 durante 24 h. 

Após a incubação com as amostras, o meio de cada poço foi retirado e 

transferido para um microtubo de 2 mL. As células foram soltas do fundo da placa 

aplicando 500 µL de tripsina/poço e incubando por 3–5 min a 37 °C. Em seguida 

utilizou-se o meio previamente transferido aos microtubos, para interromper o efeito 

da tripsina. A suspensão de células tratadas foi logo levada de volta para os 

respectivo microtubos e centrifugada por 5 min a 3.083 g. Nos casos em que foi 

necessária a lavagem das células, esta etapa foi seguida por um ciclo de 

centrifugação, realizado nas mesmas condições descritas.  
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4.13.2 Integridade da membrana plasmática 
O precipitado das células tratadas foi ressuspendido em 100 µL de DMEM 

completo. Uma alíquota de 10 µL foi retirada de cada tubo e diluída com 50–150 µL 

de azul de tripano. Um volume de 10 µL dessa diluição foi depositado na câmara de 

Neubauer e levado ao microscópio invertido para contagem diferencial das células 

inviáveis (coradas) e viáveis (sem corar). 

4.13.3 Potencial de membrana mitocondrial 
O precipitado das células tratadas foi lavado duas vezes com tampão PBS 

gelado e após descartar o sobrenadante foram adicionados 500 µL de solução de 

Rodamina 123/etanol (5 mg/mL). Após a incubação de 15 min a temperatura 

ambiente, as células foram lavadas com PBS gelado e ressuspendidas em 200 µL 

de PBS. Em seguida, as células foram analisadas no citômetro de fluxo, através do 

canal FL1-H. 
4.13.4 Indução de necrose/apoptose  
O precipitado das células foi lavado duas vezes com tampão PBS gelado. 

Após descarte do sobrenadante, as células foram ressuspendidas em 100 µL de 

tampão de ligação (0,1 M Hepes pH 7,4; 1,4 M NaCl e 25 mM CaCl2) e em seguida 

foram adicionados 5 µL de Anexina-V FITC e 10 µL de solução de PI/PBS (50 

µg/mL). Os controles de marcação/calibração foram preparados a partir das células 

incubadas com H2O2, adicionando 5 µL de Anexina-V FITC em um tubo, 10 µL de 

solução de PI/PBS (50 µg/mL) em outro, e 5 µL de Anexina-V FITC + 10 µL de 

solução de PI/PBS (50 µg/mL)no terceiro.  

Os tubos foram incubados por 15 min a temperatura ambiente, protegidos da 

luz. Após esse período, foram adicionados 400 µL de tampão de ligação e 

imediatamente, as amostras foram analisadas no citômetro de fluxo, através dos 

canais FL1-H e FL3-H. 

4.13.5 Fragmentação de DNA e ciclo celular 
O precipitado das células tratadas foi lavado duas vezes com tampão PBS 

gelado e armazenado a −20 °C em 1 mL de etanol absoluto. No dia da análise, as 

células foram descongeladas a temperatura ambiente e centrifugadas a 3.083 g por 

5 min. O etanol foi retirado e as células lavadas com 500 µL de PBS gelado. O PBS 

foi retirado e em seguida foram adicionados 200 µL de RNAse/PBS (50 µg/mL) por 

tubo, incubando logo a 37 °C por 30 min. Finalmente adicionaram-se a cada tubo 

100 µL de uma solução de PI/PBS (60 µg/mL). Os tubos foram incubados protegidos 
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da luz por 10 min e analisados no citômetro de fluxo, nos canais FL2-H 

(fragmentação de DNA) e FL2-A (ciclo celular). 

4.13.6 Estatística 
As análises estatísticas foram realizadas no programa Prism v5,03 (Graphpad 

Software, EUA) utilizando testes t para amostras independentes e ANOVA de uma e 

duas vias. Para todos os ensaios foi considerado um nível de significância de 0,05.  
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5. RESULTADOS  
 

5.1 ISOLAMENTO E CARACTERIZAÇÃO DE PEPTÍDEOS DERIVADOS 
DA SECREÇÃO DE Hypsiboas crepitans 

A secreção cutânea bruta obtida de indivíduos de Hypsiboas crepitans 

coletados na Colômbia foi fracionada por RP-HPLC em uma coluna C18. Essa 

secreção mostrou-se, em geral, bastante diversificada, resultando na eluição de 

aproximadamente 77 frações, obtidas pelo monitoramento da absorbância em 216 

nm (Figura 6). 

 
Figura 6 — Perfil cromatográfico típico obtido após o fracionamento da 

secreção cutânea bruta de H. crepitans (Colômbia) empregando-se coluna C18. 

 
Indicam-se com o respectivo número as frações que mostraram atividade no teste 
antimicrobiano preliminar; em vermelho: frações utilizadas para o isolamento de peptídeos. 

 

As frações cromatográficas obtidas foram coletadas e avaliadas quanto à sua 

capacidade de inibir a proliferação das bactérias Gram-negativas Escherichia coli, 

Klebsiella pneumoniae, Enterobacter cloacae e Pseudomonas aeruginosa; e das 

bactérias Gram-positivas: Staphylococcus aureus, Staphylococcus epidermidis e 

Enterococcus faecalis. Aquelas que produziram um grau de inibição de pelo menos 
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25 % com relação ao controle (em qualquer dos microrganismos avaliados) foram 

analisadas por espectrometria de massas (MALDI-TOF), determinando-se, quando 

possível, as massas monoisotópicas dos principais componentes peptídicos 

presentes nelas (Tabela 3). Essa análise permitiu a identificação das massas de 27 

peptídeos numa janela entre 700 e 4.000 Da, presentes em 19 frações de 

cromatografia. Como observação geral, encontrou-se que 2/3 dos peptídeos 

estavam na faixa de 1.000–1.300 Da. 

 
Tabela 3 — Relação das frações cromatográficas da secreção cutânea de 

H. crepitans (Colômbia) com atividade antimicrobiana e seus principais componentes 
peptídicos.  

Fração RT (min) Massa Monoisotópica (Da) Inibição (%) 

1 2,9 N/D 

Ec   85 
Kp   97 
Sa   69 
Se   97 

13 9,8 N/D 

Ec   30 
Kp   30 
Sa   37 
Se   55 
Ca  100 

20 16,3 

1.049,5 
1.126,0 
1.110,0 
1.034,8 

Ec   31 
Kp   56 
Se   55 

21 17,0 
887,4 
944,9 

1.698,2 

Ec   33 
Kp   43 
Se   51 

22 17,9 1.017,2 
Ec   39 
Kp   42 
Se   46 

37 29,5 N/D Kp   47 
Se   48 

38 29,9 1.149,4 

Ec   31 
Kp   45 
Se   45 
Ca   85 

48 36,6 
1.197,4 
2.058,8 
1.216,4 

Ec   82 
Kp   41 
Se   46 

50 38,5 1.378,3 
Kp   40 
Se   56 
Ca   94 
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Fração RT (min) Massa Monoisotópica (Da) Inibição (%) 

51 39,4 N/D 

Kp   52 
Se   98 
Ca   45 
Cn   49 

52 40,1 1.248,8 
Ec   25 
Kp   52 
Se   98 

55 42,0 N/D Kp   46 
Se   62 

56 42,9 1.072,0 Sa   31 
Se   47 

57 43,4 1.041,5 Sa   29 
Se   47 

58 44,4 1.014,8 
1.321,5 

Sa   47 
Se   35 
Cn   38 

59 45,4 
1.014,3 
1.125,1 
1.141,2 

Sa   76 

60 45,9 1.102,2 
1.088,3 

Kp   29 
Pa   41 
Sa   85 
Se  100 
Ca   30 

76 58,2 1.754,0 
1.781,0 

Ec   98 
Kp   98 
Sa   96 
Se   95 
Cn   99 

77 58,9 1.724,5 
1.203,0 

Ec   99 
Kp   96 
Pa   33 
Sa   95 
Se   95 
Ca   57 

Estão apresentados apenas os microrganismos cuja inibição foi igual ou superior a 25 %. A 
atividade antifúngica é destacada em negrito. Ec = Escherichia coli, Kp = Klebsiella 
pneumoniae, Pa = Pseudomonas aeruginosa, Sa = Staphylococcus aureus, Se = 
Staphylococcus epidermidis, Ca = Candida albicans, Cn = Cryptococcus neoformans. N/D = 
Massa não determinada. 

 

Como pode se apreciar na Tabela 3, as frações 76 e 77 mostraram uma 

atividade inibitória superior às demais, apresentando um amplo espectro de ação 

que inclui bactérias Gram-positivas, bactérias Gram-negativas e leveduras. Tais 

frações foram acumuladas a partir de várias cromatografias semi-preparativas e 
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submetidas a uma segunda etapa de RP-HPLC em coluna C18. Esse processo 

permitiu a obtenção dos peptídeos principais dessas duas frações em 

homogeneidade satisfatória para o sequenciamento químico (Figura 7). Como foi 

verificado pela análise por espectrometria de massas, esses peptídeos possuem 

massas moleculares monoisotópicas de 1.753,2 e 1.723,4 Da (Figura 8) e foram 

denominadas para este trabalho como HCC76 e HCC77, respectivamente. 

 
Figura 7 — Purificação dos peptídeos HCC76 e HCC77 por RP HPLC utilizando 

coluna C18. 

 
A) HCC76. B) HCC77. Os picos marcados com (*) correspondem aos respectivos peptídeos 
purificados. 
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Figura 8 — Espectros de massas dos peptídeos HCC76 e HCC77 obtidos por 
MALDI TOF MS após purificação em coluna C18. 

 
A) HCC76 (1754,2 Da; [M+H+]) com seus respectivos adutos formados com os íons sódio 
(1776,2 Da; [M+H+]) e potássio (1792,2 Da; [M+H+]). B) HCC77 (1724,4 Da; [M+H+]) com 
seus respectivos adutos formados com os íons sódio (1746,4 Da; [M+H+]) e potássio 
(1762,4 Da; [M+H+]). Os insertos nas figuras mostram a faixa de 700–4000 m/z. 

 

Os peptídeos HCC76 e HCC77 foram submetidos a sequenciamento químico 

por degradação de Edman. Apesar disso, os resultados do sequenciamento não 

permitiram obter a identidade do último resíduo, fazendo necessária sua 

determinação com base nos cálculos das massas monoisotópicas teóricas e 

experimentais.  

Assim, através dos cálculos foi possível determinar sem ambiguidade a 

estrutura linear do peptídeo HCC76: 1FLGTLIPALAGAIGNLIT18. No entanto, o 

peptídeo HCC77 apresentou maior dificuldade, devido à similaridade nas massas 
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monoisotópicas dos resíduos lisina (146,11 Da) e glutamina (146,07 Da) que 

poderiam, de acordo com os cálculos, completar a sequência. Diante dessa 

situação, esse peptídeo teve a sequência determinada entre os resíduos 1–17, mas 

não foi possível afirmar a identidade do último resíduo: 1FLGAILPALAGAIGSLIX18, 

onde X = K ou Q. 

Também como resultado dos cálculos, e baseado na frequência dessa 

modificação pós-traducional em PAMs de anfíbios, foi sugerida a presença de uma 

amidação no C-terminal dos dois peptídeos (foi observada uma a diferença de −1 Da 

entre as massas monoisotópicas experimentais e as calculadas pelas sequências). 

Devido à ausência de resíduos ácidos nas duas estruturas, considerou-se que tal 

diferença derivasse da amidação do C-terminal da cadeia polipeptídica.  

 
Quadro 1 — Alinhamento múltiplo do peptídeo HCC76, do segmento 1–17 do 

peptídeo HCC77 e dos outros peptídeos da família das hilinas.  

A)                        10             
                          |              
HCC76            FLGTLIPALAGAIGNLIT  18 
HCC77(1-17)      FLGAILPALAGAIGSLI-  17 
                 ***:::********.**      
 
B)                        10              
                          |               
Hylin-a1         IFGAILPLALGALKNLIK- 18 
Hylin-b1         FIGAILPAIAGLVHGLINR 19 
Hylin-b2         FIGAILPAIAGLVGGLINR 19 
HCC76            FLGTLIPALAGAIGNLIT- 18 
HCC77(1-17)      FLGAILPALAGAIGSLI-- 17 
                 ::*:::*   * :  **      

A) Diferenças entre as sequências de HCC76 e HCC77(1–17). B) Alinhamento de HCC76 e 
HCC77(1–17) com as outras hilinas descritas na literatura. As cores nos resíduos indicam 
propriedades físico-químicas: X = resíduos pequenos apolares (exceto Gly); X = Gly, His e 
resíduos polares sem carga; X = resíduos básicos (exceto His). (*) = Identidades;  
(:) = Substituições conservativas; (.) = Substituições semi-conservativas. 

 

Os peptídeos HCC76 e HCC77 foram submetidos a buscas por similaridades 

usando o algoritmo BLAST, encontrando-se grande similaridade com peptídeos da 

família das hilinas presentes em outras espécies do gênero Hypsiboas e que foram 

previamente descritos por nosso grupo (Castro et al., 2005). O Quadro 1 mostra o 

alinhamento em Clustal Omega do peptídeo HCC76 e da porção sem ambiguidade 

(1–17) do peptídeo HCC77, assim como o alinhamento dessas duas sequências 

junto às hilinas já descritas na literatura. As sequências dos dois peptídeos isolados 



53 

apresentam grande similaridade, observando-se entre eles treze resíduos idênticos, 

três substituições conservativas e uma substituição semi-conservativa. No 

alinhamento juntamente as outras hilinas é possível observar cinco resíduos 

idênticos distribuídos ao longo dos dois extremos da cadeia e seis substituições 

conservativas.  

 

5.2 ATIVIDADE ANTIMICROBIANA E HEMOLÍTICA DE PEPTÍDEOS 
SINTÉTICOS DERIVADOS DA SECREÇÃO DE Hypsiboas crepitans 

Experimentos de atividade biológica foram realizados posteriormente com a 

versão sintética do peptídeo HCC76. Apesar de não ter sido possível o 

sequenciamento total do peptídeo HCC77, a versão sintética deste contendo Lys 

como resíduo terminal (doravante denominada HCC77(K)) foi sintetizada e utilizada 

na determinação da MIC e da HC50, assim como nos ensaios posteriores utilizando 

células de mamífero. Embora não se tenha certeza sobre a identidade desse 

resíduo, sabe-se que a Lys é um dos resíduos mais frequentes entre os PAMs de 

anfíbios, de acordo com estatísticas de Wang, Li e Wang (2009) e, no caso particular 

das hilinas, pode-se constatar a presença de resíduos básicos na porção C-terminal 

(Quadro 1). 

Os peptídeos sintéticos HCC76 e HCC77(K) foram utilizados para a 

determinação das Concentrações Inibitórias Mínimas (MICs) em bactérias e 

leveduras e das Concentrações Hemolíticas 50 (HC50) em hemácias humanas. Os 

ensaios mostraram que a atividade antimicrobiana do peptídeo HCC76 é bastante 

fraca, impedindo a precisa determinação das MICs, uma vez que as concentrações 

testadas não provocaram a total inibição da proliferação em nenhum dos 

microrganismos utilizados; no entanto, foi possível observar um leve efeito inibitório 

a partir de 128 µM (Tabela 4). Por sua vez, o peptídeo HCC77(K) mostrou-se ativo 

apenas contra bactérias Gram-positivas, mostrando valores de MIC em 32 µM 

(S. aureus, E. faecalis) e sugerindo valores de MIC para S. epidermidis acima de 

128 µM. Verificou-se também uma fraca atividade contra as cepas das leveduras 

C. albicans e C. parapsilosis, sugerindo também valores de acima de 128 µM.  

Por outra parte, os testes realizados com os peptídeos sintéticos HCC76 e 

HCC77(K) utilizando hemácias humanas, evidenciaram uma moderada atividade 

hemolítica neste último (HC50 = 79,4 µM). Em contraste, o peptídeo HCC76 não 
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mostrou nenhum efeito hemolítico, inclusive na máxima concentração utilizada no 

ensaio (128 µM). 

 
Tabela 4 — Concentrações inibitórias mínimas (MICs) para vários 

microrganismos e concentrações hemolíticas (HC50) dos peptídeos sintéticos HCC76 e 
HCC77(K). 

BACTÉRIA MIC (µM) 
HCC76 HCC77(K) 

Escherichia coli 
ATCC 25922 S/A S/A 

Klebsiella pneumoniae 
ATCC-13883 >128 S/A 

Staphylococcus aureus 
ATCC-25923 >128 32 

Staphylococcus epidermidis 
ATCC-12228 S/A >128 

Enterococcus faecalis 
ATCC-29212 S/A 32 

Candida albicans 
ATCC-14053 S/A >128 

Candida parapsilosis  
ATCC 22019 >128 >128 

Eritrócitos humanos [HC50] S/A (0) 79,4  

O número entre parênteses indica a atividade hemolítica obtida na máxima concentração 
testada (128 µM). S/A = sem atividade na máxima concentração testada (128 µM). 

 

5.3 ATIVIDADE ANTIPROLIFERATIVA DA SECREÇÃO CUTÂNEA DE 
Hypsiboas crepitans SOBRE CÉLULAS DE MAMÍFEROS 

A secreção bruta obtida da pele de indivíduos de Hypsiboas crepitans 

coletados no Brasil foi utilizada na realização de testes de viabilidade celular (MTT), 

com o fim de avaliar seu potencial inibitório em linhagens celulares de câncer, bem 

como em células normais. Em termos gerais, a secreção mostrou uma atividade 

moderada, sendo que os valores de IC50 para todas as linhagens estiveram acima 

de 150 µg/mL. Consequentemente, a inibição no crescimento apenas foi evidente a 

partir de 31,25 µg/mL para a linhagem de câncer cervical humano (HeLa) e a partir 

de 62,5 µg/mL para as outras linhagens celulares (Figura 9). A linhagem mais 

suscetível ao tratamento com a secreção foi HeLa (IC50 = 141,80 µg/mL); porém o 

efeito foi muito similar ao observado em fibroblastos murinos (NIH-3T3, IC50 = 

152,50 µg/mL). A linhagem de melanoma murino (B16-F10) foi a que mostrou menor 

suscetibilidade (IC50 = 225,60 µg/mL) ao tratamento com a secreção bruta.  
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Figura 9 — Viabilidade de células cancerosas e normais após incubação (24 h) 
com concentrações seriadas da secreção cutânea bruta de H. crepitans (Brasil).  

 
B16-F10: melanoma murino, HeLa: câncer cervical humano, NIH-3T3: fibroblasto murino. 

 

5.4 ATIVIDADE ANTIPROLIFERATIVA DE PEPTÍDEOS DE Hypsiboas 
crepitans E Leptodactylus labyrinthicus SOBRE CÉLULAS DE 
MAMÍFEROS 

Versões sintéticas dos dois peptídeos antimicrobianos descritos na 

secreção cutânea de H. crepitans da Colômbia (HCC76 e HCC77(K)) foram 

também utilizados na realização de testes de viabilidade celular (MTT) sobre 

linhagens de células aderentes de mamíferos. Adicionalmente foram avaliados 

dois peptídeos sintéticos desenhados a partir da sequência do peptídeo 

HCC77(K) e denominados de HCC77(K)1 (1FLSKILSALAGAIGSLIK18-NH2) e 

HCC77(K)2 (1FKKKILGALLGLISSLIK18-NH2).  

As modificações adotadas para a projeção destes dois peptídeos levaram 

em conta vários aspectos, dentre eles, a formação de α-hélice. O desenho do 

análogo HCC77(K)1 foi realizado visando também um leve aumento na 

cationicidade e em suas características anfifílicas, de modo a favorecer sua 

interação com as membranas eletronegativas dos microrganismos alvos. Para 

isso, foram realizadas substituições em três posições do análogo proposto, em 

comparação com o PAM selvagem HCC77(K). As substituições efetuadas foram 
3G→3S; 4A→4K e 7P→7S. No caso do segundo análogo, HCC77(K)2, foram 

realizadas substituições em sete posições, com relação ao PAM selvagem 
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HCC77(K), visando garantir, além da formação da α-hélice, um aumento 

substancial na cationicidade do peptídeo e no caráter hidrofóbico da região 

apolar. As substituições realizadas foram 2L→2K; 3G→3K; 4A→4K; 7P→7G; 
10A→10L; 12A→12L e 14G→14S.  

Através dos ensaios verificou-se que o peptídeo HCC76 possui um efeito 

fraco sobre células de câncer de mama humano (MCF-7, IC50 = 145,10 µM), 

sendo que não foi possível observar a inibição total do crescimento, inclusive na 

máxima concentração avaliada (256 µM), onde houve apenas 47 % de inibição 

(Figura 10). Nessa concentração tampouco foi possível observar alterações na 

morfologia das células (Figura 11, A e B). Igualmente foi avaliado o efeito deste 

peptídeo em células de melanoma murino (B16-F10), sendo que nessa linhagem 

não foi evidenciada nenhuma atividade inibitória pelo teste do MTT nem pela 

análise da morfologia celular (Figura 11, C e D). 

Figura 10 — Viabilidade de células de câncer de mama humano (MCF-7) após 
incubação (24 h) com concentrações seriadas do peptídeo sintético HCC76. 
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Figura 11 — Microfotografias de contraste de fase de células cancerosas 
incubadas (24 h) com o peptídeo sintético HCC76. 

 
A) MCF-7 (controle); B) MCF-7 (HCC76 256 µM). C) B16-F10 (controle); D) B16-F10 
(HCC76 256 µM). Aumento: 10x 

 

Por outra parte, os testes realizados com o peptídeo HCC77(K) mostraram 

resultados bastante diferentes. Este peptídeo mostrou-se ativo em linhagens de 

células cancerosas B16-F10 (IC50 = 18,34 µM) e MCF-7 (IC50 = 26,95 µM). 

Entretanto ele também foi tóxico em células normais da linhagem NIH-3T3, em 

concentrações igualmente próximas (IC50 = 23,82 µM), evidenciando sua baixa 

seletividade (Figura 12). Testes de viabilidade realizados com os peptídeos 

desenhados HCC77(K)1 e HCC77(K)2 em células B16-F10 e NIH-3T3 mostraram 

diminuições relevantes nos valores de IC50. Contudo, a seletividade desses dois 

peptídeos continuou sendo baixa (Figura 13 e Tabela 5).  
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Figura 12 — Viabilidade de células cancerosas e normais após incubação (24 h) 
com concentrações seriadas do peptídeo sintético HCC77(K). 

 
B16-F10: melanoma murino, MCF-7: câncer de mama humano, NIH-3T3: fibroblasto murino. 

 
Figura 13 — Viabilidade de células cancerosas e normais após incubação (24 h) 

com concentrações seriadas de peptídeos sintéticos desenhados a partir do peptídeo 
HCC77(K).  

 
A) HCC77(K)1. B) HCC77(K)2. B16-F10: melanoma murino, NIH-3T3: fibroblasto murino. 

 

Peptídeos sintéticos derivados da secreção cutânea de Leptodactylus 

labyrinthicus foram também utilizados em ensaios para a avaliação da sua atividade 

antiproliferativa. O peptídeo antimicrobiano G16OCP1 apresentou uma atividade 

muito fraca quando testado em células B16-F10 (IC50 = 134,80 µM). Similarmente, a 

atividade foi fraca em células NIH-3T3, em concentrações ainda um pouco menores 

(IC50 = 112,10 µM, Figura 14).  
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Figura 14 — Viabilidade de células cancerosas e normais após incubação (24 h) 
com concentrações seriadas do peptídeo sintético G16OCP1. 

 
B16-F10: melanoma murino, NIH-3T3: fibroblasto murino. 

 

Em contraste, o peptídeo antimicrobiano ocelatina-F1, também presente em 

secreções de L. labyrinthicus e de outros leptodactilídeos mostrou-se ativo contra as 

três linhagens celulares avaliadas. A ocelatina-F1 foi capaz de inviabilizar células 

cancerígenas B16-F10 (IC50 = 48,57 µM) e MCF-7 (IC50 = 86,38 µM). Contudo, ele 

também inviabilizou células normais NIH-3T3 (IC50 = 36,48 µM) em concentrações 

ainda menores (Figura 15). 

 
Figura 15 — Viabilidade de células cancerosas e normais após incubação (24 h) 

com concentrações seriadas do peptídeo sintético ocelatina-F1.  

 
B16-F10: melanoma murino, MCF-7: câncer de mama humano, NIH-3T3: fibroblasto murino. 
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Os resultados dos ensaios de viabilidade celular (MTT) realizados com 

peptídeos sintéticos derivados das secreções de H. crepitans e L. labyrinthicus 

encontram-se sumarizados na Tabela 5, a seguir: 

 
Tabela 5 — Valores de IC50 determinados experimentalmente para linhagens de 

células cancerosas e normais tratadas com peptídeos sintéticos derivados da pele de 
H. crepitans e L. labyrinthicus.  

PEPTÍDEO 
IC50 (µM) 

B16-F10 
(ATCC CRL-6475) 

MCF-7 
(ATCC HTB-22) 

NIH-3T3 
(ATCC CRL-1658) 

HCC76 S/A 145,10 N/D 

HCC77(K) 18,34 26,95 23,82 

HCC77(K)1 6,40 N/D 7,60 

HCC77(K)2 3,20 N/D 4,62 

G16OCP1 134,80 N/D 112,10 

Ocelatina-F1 48,57 86,38 36,48 
B16-F10: melanoma murino, MCF-7: câncer de mama humano, NIH-3T3: fibroblasto murino. 
S/A = sem atividade na máxima concentração testada (256 µM), N/D = Não determinado. 

 

5.5 EFEITOS CITOTÓXICOS E CITOSTÁTICOS DO PEPTÍDEO HCC77(K) 
SOBRE CÉLULAS DE MELANOMA MURINO 

O peptídeo HCC77(K) isolado nesse trabalho a partir da secreção cutânea de 

Hypsiboas crepitans foi objeto de estudos posteriores empregando-se microscopia 

de contraste de fase e citometria de fluxo, com o propósito de se determinar o 

mecanismo de ação desta molécula sobre células de câncer. Escolheu-se a 

linhagem B16-F10 por ser a que apresentou maior suscetibilidade nos testes de 

viabilidade celular. Para estes ensaios a concentração de peptídeo utilizado foi 

fixada inicialmente em 18,34 µM (valor da IC50 determinado pelo método do MTT) e 

posteriormente em 25,57 µM (valor da IC75) com o intuito de observar alterações 

mais evidentes. 

As observações realizadas ao microscópio mostraram alterações sutis nas 

células incubadas com o peptídeo HCC77(K) em 18,34 µM. Em termos gerais, essas 

células apresentavam morfologia normal (similar à do controle) e aparentemente 

uma maior presença de células arredondadas. Todavia, a incubação com o peptídeo 

na concentração de 25,57 µM colocou em evidência severas alterações na 

morfologia celular, provocando o desprendimento das células da placa, com a 

consequente perda do aspecto característico observado no controle. Em geral, a 
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grande maioria das células ficou mais arredondada e em suspensão. Notou-se 

também um encolhimento das células acompanhado por um aparente incremento na 

rugosidade da membrana. Essas características foram similares às apreciadas em 

células incubadas com peróxido de hidrogênio; no entanto, nessas últimas foi 

possível observar claramente a formação de vesículas na superfície da membrana 

celular (Figura 16). 

Adicionalmente, os dados coletados pelo citômetro de fluxo revelaram uma 

notória alteração no tamanho e na granulosidade das células tratadas com o 

peptídeo HCC77(K) na concentração de 25,57 µM. Como pode ser observado na 

Figura 17, ocorreu um aumento drástico na população de células com sinal baixo em 

FSC-H e SSC-H indicando a presença de células mortas após o tratamento. 

 
Figura 16 — Microfotografias de contraste de fase de células de melanoma 

murino (B16-F10) mostrando o efeito do peptídeo sintético HCC77(K) após 24 h de 
incubação.  

 
A) Controle (H2O). B) HCC77(K) 18,34 µM. C) HCC77(K) 25,57 µM. D) H2O2 1 mM. A 
presença de células com formação de vesículas na superfície é indicada com uma seta. 
Aumento: 20x. 
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Figura 17 — Efeito do peptídeo HCC77(K) no tamanho (FSC-H) e na 
granulosidade (SSC-H) de células B16-F10 após 24 h de incubação com o peptídeo 
HCC77(K). 

 
A) Controle. B) HCC77(K) 25,57 µM. 

 

Por outra parte, as contagens realizadas no microscópio pelo método de 

exclusão do azul de tripano mostraram uma diminuição significativa no número de 

células observadas após o tratamento com HCC77(K) em 18,34 µM e 25,57 µM. 

(Figura 18, A e B). Em 25,57 µM ainda foi possível apreciar um incremento 

considerável no número de células marcadas pelo corante, confirmando a ocorrência 

de alterações na membrana celular que não foram observadas em 18,34 µM (Figura 

18, C e D) 

Experimentos realizados por citometria de fluxo utilizando marcação 

simultânea com Anexina-FITC e PI revelaram a presença de células em diferentes 

condições após o tratamento com HCC77(K), permitindo diferenciar as populações 

de acordo com o estado da membrana celular (marcação com PI) e a exposição de 

fosfatidilserina na superfície externa desta (marcação com Anexina V-FITC). Foi 

observado um aumento significativo no número de células duplamente marcadas 

(A+/PI+), bem como no número de células com marcação positiva unicamente para 

Anexina (A+/PI-). Como mostra a Figura 19, após o tratamento, a maioria das 

células encontrava-se duplamente marcada (~52 %) ou marcada unicamente com 

Anexina (~34 %). Consequentemente, essas diferenças vieram acompanhadas por 

uma drástica redução no número de células não marcadas (duplamente negativas, 

A-/PI-, redução de ~91 % para ~11 %), o que somado às observações anteriores, 
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apontam um aumento dos processos apoptóticos e necróticos, como consequência 

do tratamento com HCC77(K). 

 
Figura 18 — Contagem pelo método de exclusão do azul de tripano, de células 

B16-F10 incubadas (24 h) com o peptídeo sintético HCC77(K). 

 
Contagem de células totais (viáveis e não viáveis) após incubação com HCC77(K) 18,34 µM 
(A) e 25,57 µM (B). Percentual de células com a membrana plasmática íntegra (viáveis) e 
alterada (não viáveis) após incubação com HCC77(K) 18,34 µM (C) e 25,57 µM (D). Com 
relação ao controle: ns: diferença não significativa (p > 0,05); *: p < 0,05; ***: p < 0,001. 

 

A rodamina 123 foi utilizada também em ensaios de citometria de fluxo com o 

fim de observar alterações no potencial de membrana mitocondrial (ΔΨm), indicadas 

pela despolarização ou hiperpolarização desta. De acordo com os resultados, o 

peptídeo HCC77(K) foi capaz de induzir a despolarização da membrana mitocondrial 

de forma discreta, mas bastante significativa. Como pode ser notado na Figura 20, 

C, boa parte das células tratadas com o peptídeo (aumento de ~13 %, p < 0,01) teve 

um deslocamento na sua distribuição para regiões de menor polarização. Ainda que 

esse deslocamento não mostrasse significância estatística (Figura 20, B), foi clara a 

presença de duas populações de células (MMi normal e MMi despolarizada), como 
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pode ser evidenciado na Figura 20, A e C. A despolarização da MMi tem sido 

considerada um passo chave no início das vias apoptóticas (Cao et al., 2007).  

 
Figura 19 — Efeito do peptídeo HCC77(K) na exposição de fosfatidilserina e na 

permeabilidade da membrana celular.  

 
Gráficos bidimensionais mostrando diferenças na marcação de células incubadas 
simultaneamente com Anexina V-FITC e iodeto de propídeo após o tratamento com água 
(A) e com HCC77(K) 25,57 µM (B). C) Comparação da proporção de células em cada 
quadrante. Com relação ao controle: ns: diferença não significativa (p > 0,05); ***: p < 0,001. 
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Figura 20 — Efeito do peptídeo HCC77(K) (25,57 µM) sobre o potencial de 
membrana mitocondrial de células B16-F10 após 24 h de incubação.  

 
A) Histograma de frequências absolutas de células marcadas com Rodamina123. B) Média 
geométrica da fluorescência em FL1-H (Rodamina 123). C) Proporção de células 
distribuídas em três intervalos de fluorescência da Rodamina 123 indicando o grau de 
polarização da membrana mitocondrial. Com relação ao controle: ns: diferença não 
significativa (p > 0,05); **: p < 0,01. 
 

A marcação com iodeto de propídeo de células tratadas e posteriormente 

fixadas com etanol permitiu a análise de mudanças nas diferentes etapas do ciclo 

celular (Figura 21), mostrando que o tratamento com o HCC77(K) na concentração 
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de 18,34 µM ocasionou um aumento significativo de células na fase G0/G1, de forma 

paralela à diminuição de células na fase G2/M, enquanto que a fase S permaneceu 

inalterada (Figura 21, C). Os mesmos efeitos foram observados em células 

incubadas com HCC77(K) 25,57 µM, onde aconteceram com maior intensidade 

(Figura 21, D). Nessa concentração ainda foi possível verificar um aumento de 

~41 % na proporção de DNA fragmentado, efeito que não foi observado na 

concentração de 18,34 µM (Figura 21, A e B). 

 
Figura 21 — Efeitos no ciclo celular e na fragmentação de DNA de células 

B16-F10 incubadas com o peptídeo HCC77(K).  

 
Integridade do DNA após incubação com HCC77(K) 18,34 µM (A) e 25,57 µM (B). Efeitos 
sobre a proporção de células nas diferentes fases do ciclo celular após incubação com 
HCC77(K) 18,34 µM (C) e 25,57 µM (D). Com relação ao controle: ns: diferença não 
significativa (p > 0,05); **: p < 0,01; ***: p < 0,001. 

 

5.6 EFEITOS CITOTÓXICOS E CITOSTÁTICOS DO PEPTÍDEO 
OCELATINA-F1 SOBRE CÉLULAS DE MELANOMA MURINO 

De forma similar ao adotado para HCC77(K), amostras sintéticas do peptídeo 

ocelatina-F1 (encontrado em secreções de leptodactilídeos) foram empregadas na 
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realização de experimentos utilizando-se citometria de fluxo e microscopia, a fim de 

verificar seus efeitos em células de câncer. Para estes ensaios foi utilizada 

novamente a linhagem B16-F10, que apresentou a maior suscetibilidade dentre as 

duas linhagens de câncer testadas. Para esta etapa, todos os ensaios foram 

realizados com o peptídeo na concentração de 48,57 µM, equivalente ao valor obtido 

pelo cálculo da IC50 através do método do MTT. 

Dados coletados empregando-se citômetro de fluxo nos canais FSC-H e 

SSC-H revelaram mudanças importantes no tamanho e na granulosidade de células 

tratadas com ocelatina-F1. Como foi observado para o peptídeo HCC77(K), 

amostras incubadas com ocelatina-F1 também tiveram um aumento na frequência 

de células pequenas e de baixa granulosidade (Figura 22). 

 
Figura 22 — Efeito da ocelatina-F1 no tamanho (FSC-H) e na granulosidade 

(SSC-H) de células B16-F10 após 24 h de incubação.  

 
A) Controle. B) ocelatina-F1 48,57 µM. 

 

Da mesma forma, as contagens realizadas pelo método de exclusão do azul 

de tripano mostraram uma redução significativa no número total de células presentes 

na placa após o tratamento. Porém, a ocelatina-F1 não induziu alterações 

significativas na integridade da membrana celular, que sim foram observadas no 

caso de células incubadas com 1 mM H2O2 (Figura 23). 
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Figura 23 — Contagem pelo método de exclusão do azul de tripano, de células 
B16-F10 incubadas (24 h) com o peptídeo sintético ocelatina-F1.  

 
A) Contagem de células totais (viáveis e não viáveis) após incubação com ocelatina-F1 
48,57 µM e H2O2 1 mM. B). Percentual de células com a membrana plasmática íntegra 
(viáveis) e alterada (não viáveis) após incubação com ocelatina-F1 48,57 µM e H2O2 1 mM. 
Com relação à ocelatina-F1: ns: diferença não significativa (p > 0,05); *: p < 0,05; ***: p < 
0,001. 

 
A condição das células após o tratamento foi também analisada por citometria 

de fluxo, utilizando marcação dupla com Anexina-FITC e iodeto de propídeo (Figura 

24). Diferente do observado com o peptídeo HCC77(K), a ocelatina-F1 na 

concentração de 48,57 µM apenas induziu mudanças significativas na quantidade de 

células que responderam positivamente à marcação com Anexina V-FITC (A+/PI-, 

~1 % no controle vs ~36 % no tratamento com ocelatina-F1). Consequentememte 

houve uma redução significativa no número de células “duplas negativas” (A-/PI-, 

~95 % no controle vs ~59 % no tratamento com ocelatina-F1), sugerindo um efeito 

apoptótico, sem presença de necrose, na concentração de peptídeo utilizada. 

Experimentos realizados por citometria de fluxo com Rodamina 123 

permitiram identificar alterações no ΔΨm das células após sua incubação com 

ocelatina-F1. Embora que o teste estatístico não apontasse diferenças significativas 

nas médias geométricas das distribuições, quando comparadas as células do 

controle e as tratadas com ocelatina-F1 (Figura 25, B), foi evidente nestas últimas a 

aparição de duas populações de células ao redor do pico principal (controle), 

indicando a presença simultânea de células com a MMi despolarizada e de células 

com a MMi hiperpolarizada. O aumento no ΔΨm (hiperpolarização) já foi observado 

em células cancerosas e normais como etapa prévia à despolarização da MMi 

durante o processo apoptótico (Sánchez-Alcázar et al., 2000; Cao et al., 2007; 

Giovannini et al., 2002). Tal efeito tem sido geralmente associado à produção 



69 

excessiva de ROS na mitocôndria, principalmante através da cadeia respiratória 

(Skulachev, 2006). Observou-se também que o efeito foi diferente daquele 

provocado pela incubação das células com H2O2 1 mM, que produziu apenas o 

incremento na região de despolarização, mais característico do processo apoptótico 

(Figura 25, A e C).  

 
Figura 24 — Efeito da ocelatina-F1 na exposição de fosfatidilserina e na 

permeabilidade da membrana celular. 

 
Gráficos bidimensionais mostrando diferenças na marcação de células incubadas 
simultaneamente com Anexina V-FITC e iodeto de propídeo após o tratamento com água 
(A) e com ocelatina-F1 48,57 µM (B). C) Comparação da proporção de células em cada 
quadrante. Com relação ao controle: ns: diferença não significativa (p > 0,05); ***: p < 0,001. 
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Figura 25 — Efeito da ocelatina-F1 após 24 h de incubação sobre o potencial de 
membrana mitocondrial de células B16-F10.  

 
A) Histograma de frequências absolutas de células marcadas com Rodamina123. B) Média 
geométrica da fluorescência em FL1-H (Rodamina 123). C) Proporção de células 
distribuídas em três intervalos de fluorescência da Rodamina 123 indicando o grau de 
polarização da membrana mitocondrial. Com relação à ocelatina-F1: ns: diferença não 
significativa (p > 0,05); ***: p < 0,001. 

 

Finalmente foi analisado o efeito da ocelatina-F1 sobre a fragmentação de 

DNA e o ciclo celular em céluas B16-F10 (Figura 26, A). A marcação com iodeto de 

propídeo permitiu detectar diferenças na quantidade de DNA fragmentado em 
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células incubadas com o peptídeo na concentração de 48,57 µM, ocorrendo, como 

no casso das células tratadas com H2O2, um aumento na fragmentação de DNA 

(~32 % na ocelatina-F1 e ~87 % no peróxido). Por outra parte, nem o peróxido nem 

o peptídeo foram capazes de induzir mudanças significativas na proporção de 

células presentes nas diferentes fases do ciclo celular após o tratamento (Figura 26, 

B).  

 
Figura 26 — Efeitos no ciclo celular e na fragmentação de DNA de células 

B16-F10 incubadas com ocelatina-F1.  

 
A) Integridade do DNA após incubação com ocelatina-F1 48,57 µM. B). Efeitos sobre a 
proporção de células nas diferentes fases do ciclo celular após incubação com ocelatina-F1 
48,57 µM. ***: p < 0,001 com relação à ocelatina-F1; ns: diferença não significativa com 
relação ao controle (p > 0,05). 

 

5.7 ANÁLISE PEPTIDÔMICA DA SECREÇÃO CUTÂNEA DE Hypsiboas 
crepitans COLETADA NO BRASIL 

A secreção cutânea bruta de indivíduos de H. crepitans coletados no Brasil, 

utilizada neste estudo para a realização de testes de viabilidade celular, foi também 

fracionada por RP-HPLC e, as frações foram analisadas por espectrometria de 

massas do tipo MALDI-TOF. Esses procedimentos foram realizados com o propósito 

de avaliar a similaridade, em termos de composição peptídica, das duas amostras 

de secreção desta espécie utilizadas ao longo deste trabalho. 

Como pode se apreciar na Figura 27, o perfil cromatográfico da secreção de 

indivíduos coletados no Brasil (pool N° 2) mostrou um padrão completamente 

distinto do observado para a secreção de indivíduos coletados na Colômbia (pool 

N° 1, Figura 6). Todavia, foi perceptível a complexidade desta secreção, que 

também apresentou um grande número de frações (aproximadamente 68). 
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As análises realizadas por espectrometria de massas confirmaram a grande 

diferença na composição peptídica das duas secreções utilizadas. Através de uma 

análise geral realizada com todas as frações cromatográficas obtidas do pool N° 2, 

foram identificadas as massas monoisotópicas de 77 peptídeos na faixa de 700–

4.000 Da, em 42 frações (Tabela 6). A modo de observação, mais de 2/3 dos 

peptídeos identificados encontram-se nas faixas de 700–1.000 Da e de 1.300–1.900 

Da. 

Foi realizada uma busca de identidades nas massas detectadas após o 

fracionamento das duas secreções, encontrando-se apenas dois peptídeos com 

massa similar (diferença até 1 Da), que poderiam tratar-se de peptídeos idênticos 

presentes nas duas amostras. Esses dois peptídeos ao que parece eluem juntos 

(aparecem na mesma fração) nas duas secreções e possuem massas 

monoisotópicas de 887,4 e 944,9 Da (fração N° 21, RT = 17,0 min no pool N° 1) e 

888,4 e 945,4 Da (fração N° 15, RT = 17,7 min e fração N° 16, RT = 17,9 no pool 

N° 2). 

Finalmente, nenhum dos dois peptídeos caracterizados a partir da secreção 

de H. crepitans da população da Colômbia (HCC76 e HCC77) foi encontrado na 

secreção dos indivíduos coletados no Brasil. 

 
Figura 27 — Perfil cromatográfico obtido após o fracionamento da secreção 

cutânea bruta de H. crepitans (Brasil) empregando-se coluna C18.  

 
 



73 

Tabela 6 — Relação dos peptídeos identificados em frações cromatográficas 
obtidas da secreção cutânea de H. crepitans (Brasil). 

Fração RT (min) Massa Monoisotópica (Da)  
11 14,5 813,0 

13 16,3 906,5 
1.046,7 

14 16,8 906,5 

15 17,7 

888,4 
945,4 

1.028,5 
1.391,5 

16 17,9 

785,1 
888,4 
945,4 
824,3 

17 18,6 
976,3 

1.275,7 
1.460,9 

18 19,4 
927,5 

1.227,6 
1.590,0 

19 19,6 
870,4 

1.403,8 
1.591,0 

20 21,6 1.947,0 

21 22,4 
791,6 

2.399,3 
2.474,4 

22 22,8 2.399,3 

23 23,3 

2.399,3 
1.947,0 
1.711,9 
2.381,5 

23A 26,6 1.991,3 

24 30,4 811,7 
1.539,1 

25 31,0 839,7 
869,8 

25A 31,3  839,7 
869,8 

26 31,7 839,7 
869,8 

27 32,2 1.422,9 
839,7 

28 32,4 
839,7 
869,8 
754,7 

29 33,3 

1.423,0 
822,6 

1.027,9 
839,7 
995,9 

30 34,5 1.531,1 
31 34,8 1.406,0 
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Fração RT (min) Massa Monoisotópica (Da)  

34 35,7 1.326,0 
1.383,1 

38 39,2 1.402,0 
1.340,5 

41 41,6 1.939,3 

42 41,9 

1.275,9 
1.261,3 
1.461,3 
1.477,2 

45 43,9 1.467,4 
1.499,4 

48 47,6 845,9 
889,9 

49 48,0 845,9 
889,9 

50 49,3 1.124,0 
1.140,0 

53 51,7 2.272,7 
54 52,4 1.473,0 
55 52,6 1.473,0 

56 53,8 

1.546,0 
1.562,0 
1.575,0 
1.597,1 
1.603,1 
1.613,1 

57 54,4 1.603,1 
1.619,0 

58 55,2 2.919,6 

59 56,6 2.933,7 
1.716,2 

62 58,6 
2.723,9 
1.995,3 
2.011,3 

63 59,2 
1.879,4 
1.835,2 
1.863,4 

64 60,5 

1.863,4 
1.879,4 
1.885,3 
1.901,3 

65 62,1 

1.764,4 
1.863,4 
1.879,4 
2.160,7 
2.218,7 

66 68,4 

1.874,4 
1.890,3 
1.879,4 
1.863,4 
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6. DISCUSSÃO 
 

Um grande número de estudos utilizando secreções de anfíbios tem permitido 

até hoje o isolamento de milhares de peptídeos com diversas atividades biológicas, 

que incluem neuropeptídeos, PAMs e PACs, agentes antivirais, fungicidas, entre 

outros (Pukala et al., 2006). O presente trabalho permitiu a caracterização da 

secreção de Hypsiboas crepitans de duas populações aliada à descrição de dois 

peptídeos inéditos presentes na população colombiana; bem como o avanço no 

conhecimento das propriedades biológicas de outros dois peptídeos previamente 

descritos em secreções de Leptodactylus spp. 

As secreções de Hypsiboas crepitans obtidas das duas populações 

estudadas, presentes na Colômbia (pool N° 1) e no Brasil (pool N° 2) mostraram 

grande complexidade na sua composição, como pode ser inferido pela observação 

dos dois perfis cromatográficos (Figura 6 e Figura 27) e pelo número de peptídeos 

identificados por espectrometria de massas (Tabela 3 e Tabela 6). Essa mesma 

complexidade já foi observada em secreções de outras espécies do gênero 

estudadas por nosso grupo, como H. lundii (Castro et al., 2005) e H. albopunctatus 

(Castro et al., 2009). De um ponto de vista ecológico, H. crepitans é uma espécie 

com ampla distribuição espacial e altitudinal, presente em uma grande variedade de 

ambientes, muitos dos quais apresentam uma marcada intervenção antrópica (La 

Marca et al., 2011). Desta forma, é presumível que os animais estejam expostos a 

um número considerável de patógenos, sendo que a ocorrência de vários peptídeos 

de defesa na pele pode constituir uma estratégia vantajosa de modo a permitir a 

sobrevivência da espécie em ambientes muito perturbados. De fato, um estudo 

recente realizado em condições ex-situ indica que H. crepitans é capaz de 

sobrepor-se à infeção pelo fungo Batracochytrium dendrobatidis dias após contraí-la 

(Márquez et al., 2010).  

A análise dos perfis cromatográficos das duas secreções, aliada às análises 

por espectrometria de massas confirma a presença de grandes diferenças na 

composição peptídica dos venenos. Diferenças entre populações da mesma espécie 

já foram reportadas em hilídeos australianos (Pukala et al., 2006) e inclusive 

utilizadas como ferramenta para validar a separação de espécies próximas (Wabnitz 

et al., 1999). Sendo que a identidade de H. crepitans ao longo das diferentes 

populações conhecidas ainda é motivo de debates, dados de peptidômica da 
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secreção como os obtidos aqui podem fornecer informação importante a ser 

considerada pelos taxonomistas. No entanto, estes estudos devem considerar 

fatores sazonais, visto que a composição ou abundância relativa de peptídeos na 

pele de anfíbios pode mudar de acordo com a atividade reprodutiva da espécie 

(Wabnitz et al., 2000; Brinkworth et al., 2005).  

O isolamento através de cromatografia líquida aliado às análises por 

espectrometria de massas e sequenciamento químico permitiram a determinação 

quase total da estrutura primaria de dois novos peptídeos (HCC76 e HCC77) 

suspeitos de serem responsáveis pela atividade antimicrobiana observada nos 

testes preliminares com bactérias e fungos. O uso de ferramentas bioinformáticas 

para a busca por sequências similares e o posterior alinhamento destas sugeriu a 

classificação desses dois peptídeos como novos membros da família das hilinas. 

O alinhamento dos peptídeos HCC76 e HCC77 junto às hilinas descritas 

previamente na literatura (Quadro 1) mostra a alta incidência, nessa família, dos 

resíduos hidrofóbicos leucina, alanina e glicina, que são conhecidos por 

estabilizarem ou promoverem a formação de α-hélices (Dennison, 2004; Rollins-

Smith et al., 2005; Tossi, Sandri e Giangaspero, 2000).  

Embora não exista certeza ainda sobre os mecanismos específicos de ação 

de muitos PAMs, é geralmente aceito que sua eficácia depende em grande parte da 

interação com a membrana da célula-alvo (Hancock e Rozek, 2002). Muitos PAMs 

podem adotar estruturas em α-hélice anfifílicas ao ligar-se à membrana 

citoplasmática ou interagir com a superfície externa de bactérias Gram-positivas ou 

Gram-negativas (Devine, 2003; Tossi, Sandri e Giangaspero, 2000). De fato, os 

α-PAMs encontram-se entre os PAMs mais abundantes e melhor distribuídos na 

natureza (Tossi, Sandri e Giangaspero, 2000). A amidação no C-terminal, presente 

em todas as hilinas descritas até a data (e proposta também para estes dois novos 

peptídeos) é uma característica que, em muitos casos, favorece a formação e 

estabilização de estruturas em α-hélice (White e Wimley, 1999), ao mesmo tempo 

que incrementa a carga líquida da molécula e reduz a susceptibilidade frente a 

enzimas carboxipeptidases (Shalev, Mor e Kustanovich, 2002). Ensaios de 

dicroísmo circular (Castro et al., 2009) sugeriram que a hilina-a1 adota conformação 

em α-hélice em presença de solventes indutores de estrutura secundária, de modo 

que a similaridade estrutural observada nas hilinas sugere que seu mecanismo de 

ação implica, como em muitos PAMs de anfíbios, a adoção de estruturas em hélice. 
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No presente estudo foram propostos dois análogos do PAM HCC77(K), uma 

vez que esse peptídeo apresentou moderada atividade antiproliferativa sobre 

bactérias e células tumorais. A proposição de análogos de PAMs busca, de maneira 

geral, aprimorar a sua eficiência biológica, aumentando tanto sua potência como 

seletividade. Vários parâmetros são levados em consideração durante tal 

abordagem como, por exemplo, a redução na extensão da cadeia polipeptídica de 

modo a produzir um análogo ativo com uma cadeia mais curta, reduzindo dessa 

forma os custos de sua produção. Outros aspectos bastante explorados estão 

relacionados à cationicidade do peptídeo e a sua tendência à formação de uma 

hélice anfipática, características muito importantes para sua interação com as 

membranas dos microrganismos, bem como para sua permeabilização (Guimarães 

et al., 2016). 

A substituição do resíduo de prolina na posição 7 nos dois análogos foi 

realizada em virtude da menor propensão desse aminoácido em promover a 

formação de estruturas em α-hélice, uma vez que o grupo amino secundário do 

aminoácido prolina não forma ligações de hidrogênio com os átomos presentes em 

suas vizinhanças, o que garante uma certa rigidez à molécula, dificultando a 

formação de estruturas em α-hélice (Bahar e Ren, 2013). A substituição dos demais 

resíduos do peptídeo HCC77(K)1 por resíduos polares ou catiônicos foi 

implementada com o propósito de aumentar seu caráter anfipático e, 

consequentemente, gerar um análogo com maior afinidade pelas membranas 

bacterianas aniônicas (Sitaram e Nagaraj, 1999). Já as demais substituições 

promovidas no análogo HCC77(K)2 objetivaram garantir um aumento substancial na 

cationicidade do peptídeo, o que poderia proporcionar uma ligação mais forte às 

membranas bacterianas, devido à maior extensão da área catiônica que interge com 

a superfície aniônica destas. Além disso, a substituição dos resíduos de alanina nas 

posições 10 e 12 por resíduos de leucina garantiram um aumento no caráter 

hidrofóbico dessa região, em virtude da presença de um grupo lateral mais apolar e 

ramificado. 

Predições de estrutura secundária utilizando o algoritmo SOPMA sugerem 

que o peptídeo HCC76 tem propensão para formar uma α-hélice entre os resíduos 

1–16, o que representa 89 % da sua estrutura. Por sua vez, as predições sugerem 

que o peptídeo HCC77(K) e os dois análogos projetados pela modificação da sua 
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sequência poderiam adotar a conformação em α-hélice ao longo da cadeia inteira 

(100 % dos resíduos, 1–18).  

Para um melhor entendimento sobre a possível relação da estrutura-função 

destes peptídeos foram realizadas projeções em rede e em roda helicoidal (Figura 

28) e foram analisados, por métodos teóricos, parâmetros considerados importantes 

para a interação dos α-PAMs com membranas biológicas (Tabela 7). Os peptídeos 

HCC76 e HCC77 foram encontrados nas duas últimas frações coletadas durante o 

fracionamento da secreção bruta, sugerindo um alto grau de hidrofobicidade nas 

duas moléculas. Pela observação das projeções em rede é possível inferir a 

presença de interações múltiplas entre resíduos hidrofóbicos que podem contribuir 

para a formação da hélice. De fato, uma característica evidente nos peptídeos 

analisados por esses métodos é o alto grau de hidrofobicidade ‹H› obtido através 

dos cálculos, com valores acima de 0,65.  

 
Tabela 7 — Propriedades físico-químicas teóricas de peptídeos derivados da 

secreção cutânea bruta de H. crepitans (Colômbia). 
Peptídeo MM (Da) Q % Hélice ‹H› ‹µH› 
HCC76 1.754,12 +1 89 0,864 0,474 

HCC76 (1–16)* - - - 0,844 0,516 
HCC77(K) 1.724,14 +2 100 0,829 0,520 
HCC77(K)1 1.801,22 +3 100 0,712 0,620 
HCC77(K)2 1.941,49 +5 100 0,664 0,522 

MM = Massa molecular média; Q = carga (em pH = 7,0); ‹H› = Hidrofobicidade média 
(Fauchère e Pliška, 1983); ‹µH› = Momento hidrofóbico médio (Eisenberg, Weiss e 
Terwilliger, 1982). *Região em α-hélice, de acordo com a predição de estrutura secundária. 

 

A conformação em α-hélice e a anfipaticidade são consideradas importantes 

para a atividade hemolítica e para a atividade sobre bactérias Gram-positivas (Dathe 

et al., 1997; Giangaspero, Sandri e Tossi, 2001). A observação das projeções em 

roda helicoidal mostram o alto grau de anfipaticidade dessas moléculas que 

apresentaram regiões hidrofóbicas e hidrofílicas diferenciadas e valores de ‹µH› 

acima de 0,45. Essa diferença é ainda mais estreita quando se consideram 

unicamente as regiões de suposta conformação helicoidal no peptídeo HCC76.  
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Figura 28 — Projeções em roda helicoidal e projeções em rede de peptídeos derivados da secreção de H. crepitans (Colômbia) 
e dos dois peptídeos desenhados a partir destes. 

 
A) HCC76 (resíduos 1–16). B) HCC77(K). C) Análogo desenhado HCC77(K)1. D) Análogo desenhado HCC77(K)2. 
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Considerando a atividade biológica observada para os peptídeos HCC76 e 

HCC77(K), resulta surpreendente a similaridade observada nos valores de ‹µH› 

calculados para essas duas moléculas, assim como em outras características 

inferidas a partir das sequências primárias. O alinhamento das sequências desses 

dois peptídeos (Quadro 1) também mostrou alta similaridade entre elas, com 72 % 

de identidade e várias substituições conservativas. Entretanto, os peptídeos 

sintéticos HCC76 e HCC77(K) apresentaram atividades biológicas muito diferentes, 

sendo que HCC76 teve uma atividade fraca em bactérias Gram-positivas, 

Gram-negativas e leveduras, uma atividade igualmente fraca em células de câncer 

de mama humano e nenhuma atividade hemolítica em hemácias humanas. Já o 

peptídeo HCC77(K) mostrou atividade considerável em bactérias Gram-positivas e 

células de melanoma murino, câncer de mama humano e fibroblastos murinos, 

atividade hemolítica moderada, pouca atividade em leveduras, e nenhuma atividade 

sobre bactérias Gram-negativas. 

Estudos feitos com membranas miméticas sugerem que o caráter catiônico 

dos PAMs pode ser determinante para a formação de poros nas membranas 

biológicas (Sengupta et al., 2008). Isso sugere que provavelmente é a carga líquida 

da molécula (e não a anfipaticidade) quem determina em grande medida a atividade 

citolítica das hilinas. Esta hipótese encontra apoio, não apenas à luz dos resultados 

de atividade observados para HCC76 e HCC77(K) (Q = +1 e +2, respectivamente), 

mas também no fato da hilina-a1 (com carga líquida +3) ser muito mais hemolítica 

que do HCC77(K) (Castro et al., 2009). É possível que a atividade antifúngica 

também seja afetada por este parâmetro, pois a hilina-a1 também mostrou uma 

atividade considerável em várias espécies de Candida. Por outro lado, e reforçando 

esta hipótese, os resultados dos testes de viabilidade celular mostraram uma 

diminuição nas concentrações inibitórias 50 (IC50) em células de melanoma murino e 

fibroblasto murino, quando usados os dois análogos desenhados HCC77(K)1 e 

HCC77(K)2, menos hidrofóbicos e mais catiônicos. 

Diversas pesquisas têm validado o potencial de extratos e secreções de 

anuros como fontes de agentes anticâncer. Estudos efetuados com amostras da 

pele de bufonídeos demostraram efeitos deletérios em linhagens tumorais de fígado 

(Qi et al., 2010); glândula mamária (Sciani et al., 2013); colon, ovário e cérebro 

(Ferreira et al., 2013); estômago, pulmão e bexiga (Schmeda-Hirschmann et al., 

2014) bem como em várias linhagens de leucemia (Ferreira et al., 2013; Schmeda-
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Hirschmann et al., 2014; Giri et al., 2006). O estudo realizado por Sciani et al. (2013) 

também evidenciou o potencial citotóxico da secreção cutânea do hilídeo 

sul-americano Pithecopus hypochondrialis (antigamente Phyllomedusa 

hypochondrialis) em linhagens de câncer de mama. Os resultados dos testes de 

proliferação realizados neste trabalho com a secreção de H. crepitans sobre células 

de mamíferos evidenciaram uma atividade fraca quando comparada às secreções 

desses anfíbios. No estudo de Sciani et al. (2013) as secreções de vários 

bufonídeos mostraram valores de IC50 abaixo de 50 µg/mL, e no caso de 

P. hypochondrialis esse valor chegou a 5 µg/mL. Outro trabalho, realizado 

recentemente por nosso grupo utilizando secreção bruta de Physalaemus nattereri 

(Leptodactylidae: Leiuperinae) mostrou valores de IC50 abaixo de 3 µg/mL  

(e Carvalho et al., 2015). 
Além disso, foram observadas diferenças notáveis na atividade da secreção 

bruta sobre células aderentes de mamíferos em comparação aos resultados obtidos 

para os peptídeos sintéticos isolados HCC76 e HCC77(K). Como se observa na 

Figura 9, a linhagem de melanoma murino (B16-F10) apresentou pouca 

suscetibilidade ao tratamento com a secreção, com valores acima de 200 µg/mL, 

sendo a linhagem que menos respondeu ao tratamento, entre as três testadas. O 

peptídeo HCC76 não evidenciou nenhuma atividade inibitória sobre esta linhagem, 

enquanto o peptídeo HCC77(K) mostrou a maior suscetibilidade nos ensaios (Tabela 

5). A observação das grandes diferenças existentes nos perfis cromatográficos 

(Figura 6 e Figura 27) e na composição peptídica dos dois pools de secreção 

utilizados (Tabela 3 e Tabela 6) já explica em grande medida a falta de 

conrrespondencia entre atividade biológica da secreção e dos peptídeos isolados 

dela. Por outra parte, a efetividade da secreção na toxicidade sobre células de 

mamífero ainda pode depender da presença de outras moléculas não peptídicas. 

Embora incomum para esta família, um estudo recente de Lamadrid-Feris et al. 

(2015) sugeriu a presença de vários alcaloides na secreção cutânea de H. crepitans, 

alguns dos quais tem reportado atividade citotóxica in vitro em linhagens celulares 

de mamíferos (Casapullo et al., 2001; Melegari et al., 2015) e em culturas primárias 

de neurônios de peixe (Silva et al., 2014). 

Os resultados globais deste estudo mostraram uma seletividade baixa in vitro 

por células cancerosas por parte da secreção cutânea de H. crepitans e dos 

peptídeos HCC77(K), HCC77(K)1, HCC77(K)2, G16OCP1 e ocelatina-F1 (Página 54 
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e Tabela 5), fato evidente pela observação dos valores de IC50 muito próximos para 

fibroblastos (NIH-3T3) e células de melanoma murino (B16-F10). Diferenças na 

membrana plasmática entre células cancerosas e células sadias podem contribuir 

para a seletividade de muitos PACs por células malignas. Características como a 

carga líquida da superfície, o potencial de membrana, a fluidez da bicamada, o 

conteúdo de colesterol, e as modificações em glicolipídios e glicoproteínas 

associadas à membrana podem ser determinantes neste aspecto (Hoskin e 

Ramamoorthy, 2008).  

Em termos gerais, considera-se que a interação entre as características dos 

peptídeos e a composição da membrana celular é o que determina a especificidade 

e a potência da atividade desempenhada pelo peptídeo (Dennison et al., 2006). 

Além das propriedades já descritas para os peptídeos derivados de H. crepitans, as 

predições de estrutura secundária para a ocelatina-F1 mostram que este peptídeo 

tem propensão para formar α-hélices, possui anfipaticidade moderada e, além disso 

é catiônico (com carga +3 em pH 7,0) (Libério, 2008).  

Estudos avaliando a atividade antimicrobiana da ocelatina-F1 têm sido 

divergentes quanto às concentrações efetivas deste peptídeo sobre vários tipos de 

bactérias (Tabela 2). Apesar disso, parece haver consenso em que o peptídeo 

possui uma atividade moderada sobre várias bactérias Gram-negativas. O estudo de 

Libério (2008) ainda mostrou uma atividade moderada em bactérias Gram-positivas 

e a comparação desses dados com os dados de Rollins-Smith et al. (2005) e Nielsen 

et al. (2007) sugerem que as diferenças observadas poderiam relacionar-se com o 

tipo de cepas bacterianas usadas nos diferentes ensaios.  

Assim mesmo, parece razoável que o tipo de amostra utilizada (peptídeo 

nativo isolado da secreção vs peptídeo sintético) possua alguma influência sobre a 

atividade biológica deste peptídeo em bactérias (Tabela 2) e células tumorais 

(Tabela 8). Os testes realizados neste trabalho com o peptídeo sintético mostraram 

valores de IC50 maiores para células B16-F10 e MCF-7, quando comparados aos 

resultados obtidos em um estudo anterior utilizando o peptídeo isolado da secreção 

cutânea de L. labyrinthicus (Prías-Márquez, 2010). É provável que as diferenças 

observadas sejam produto do método utilizado para quantificar os peptídeos. O 

método do peso seco, bem como outros métodos de estimação indireta têm sido 

amplamente usados para determinar a concentração de proteínas em solução (Pace 

et al., 1995). No entanto, desde várias décadas atrás existem incertezas em relação 
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ao uso do peso seco para tais fins, principalmente pela falta de critérios adequados 

e padronizados para garantir a remoção total do solvente sem alterar o estado 

oxidativo da molécula (Hunter, 1966). Desta forma, moléculas iguais, mas de 

procedências distintas podem divergir quanto à magnitude de uma propriedade 

derivada da sua massa (Kupke e Dorrier, 1978). 

 
Tabela 8 — Comparação da atividade antiproliferativa da ocelatina-F1 em dois 

estudos independentes utilizando amostras de peptídeo nativo ou sintético.  

OCELATINA-F1 IC50 (µM) 
B16-F10 MCF-7 

Peptídeo Nativoa 21,11 55,51 
Peptídeo Sintéticob 48,57 86,38 

a Prías-Márquez (2010). b Este trabalho. 
 

Por outra parte, a utilização dos parâmetros de MIC e HC50 pareceu ter pouca 

confiabilidade em prever a seletividade dos peptídeos por células cancerosas, 

principalmente no caso dos peptídeos de L. labyrinthicus. O peptídeo ocelatina-F1 

apresenta atividade antimicrobiana a partir de 16 µM contra várias cepas de 

bactérias Gram-negativas e Gram-positivas, com um fraco efeito hemolítico acima 

dos 128 µM (Tabela 2). No entanto, esse peptídeo mostrou-se mais tóxico sobre 

fibroblastos normais nos testes realizados aqui (Figura 15). A mesma situação foi 

observada com o peptídeo G16OCP1 (Figura 14), que apresenta atividade 

antimicrobiana a partir de 32 µM e nenhuma atividade hemolítica perceptível até 

128 µM (Prías-Márquez, 2012). A fraca atividade desse peptídeo foi de fato 

surpreendente, pois seu peptídeo análogo, ocelatina-P1 (que difere unicamente na 

substituição conservativa Gly16  Ser e apresenta atividade antimicrobiana similar) 

possui atividade em células B16-F10 e NIH-3T3 abaixo de 40 µM (Libério et al., 

2011). Também de forma similar aos peptídeos de L. labyrinthicus usados nesse 

trabalho, a ocelatina-P1 possui um fraco efeito hemolítico (King et al., 2005; Libério, 

2008). Aparentemente, a previsão da atividade citotóxica em células aderentes de 

mamíferos tem mais significado quando analisados os peptídeos de H. crepitans, 

HCC76 e HCC77(K). O primeiro apresentou uma fraca atividade em todos os testes 

realizados, sendo que atividade antimicrobiana (acima de 128 µM) não pôde ser 

determinada com precisão, a atividade hemolítica foi imperceptível em 128 µM e a 

IC50 em células de câncer esteve acima desse valor (MCF-7, Figura 10). Por sua 

vez, o peptídeo HCC77(K) foi antimicrobiano a partir de 32 µM e moderadamente 



84 

hemolítico (HC50 = 79,4 µM), mostrando assim mesmo um efeito pouco seletivo 

entre células aderentes normais e cancerosas (Figura 12). 

Os diferentes testes realizados com os peptídeos ocelatina-F1 e HCC77(K) 

empregando-se técnicas mais específicas de microscopia, coloração, marcação com 

fluoróforos e análise por citometria permitiram observar aspectos mais detalhados 

sobre o efeito desses dois peptídeos em células de melanoma murino. 

Em ambos os casos foi observada uma diminuição no número total de células 

presentes após o tratamento (Figura 18 e Figura 23). Este fato levanta duas 

possíveis situações: a primeira, que esses dois peptídeos exercem um efeito 

antiproliferativo, impedindo ou atrasando a replicação das células, ou, a segunda, 

que o efeito dessas moléculas é tão rápido que permite observar um rápido declínio 

na população após 24 h de incubação. O tempo de duplicação de células B16-F10 

tem sido abordado em alguns estudos, mostrando tempos inferiores a 21 h (Danciu 

et al., 2013; Ohira et al., 1994), portanto considera-se que o tempo de 24 h utilizado 

neste estudo é suficiente para permitir a replicação das células em condições 

normais. Esse fato ainda foi corroborado pelo aumento na confluência das células do 

controle após as 24 horas do tratamento.  

Células incubadas com o peptídeo HCC77(K) a 25,57 µM mostraram 

mudanças drásticas na morfologia que sugerem uma morte celular rápida com 

apenas 2 horas de incubação (dados não apresentados). Após 24 horas ainda foi 

possível observar uma redução no tamanho, acompanhada do arredondamento das 

células (Figura 16), características que são consistentes com o processo de morte 

celular por apoptose (Boleti et al., 2008). A contagem de células pelo método do azul 

de tripano evidenciou alterações na membrana em células incubadas com o 

peptídeo na concentração de 25,57 µM (IC75), mas não na concentração de 

18,34 µM (Figura 18), sugerindo, por outra parte, um efeito necrótico em 

concentrações altas.  

Observações realizadas no citômetro de fluxo evidenciaram uma diminuição 

nos sinais dos canais FSC e SSC para o peptídeo HCC77(K) (25,57 µM, Figura 17). 

O canal FSC responde a mudanças no índice de refração das células assim como à 

sua área de seção plana, enquanto os valores de SSC estão relacionados com a 

rugosidade (irregularidade) e granularidade da partícula (Longobardi Givan, 2001). A 

diminuição desses valores é carácterística em células que sofrem necrose, mas 

também é possível observá-la em certas etapas do processo apoptótico, mostrando 
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que a simples análise dessas duas variáveis não constitue um marcador confiável de 

morte atribuída a um processo ou outro (Wlodkowic et al., 2011). Como prova disso, 

o comportamento desses dois parâmetros foi similar em células tratadas com 

ocelatina-F1 (Figura 22), sem que fossem evidenciadas alterações na membrana, 

pelo método do azul de tripano. 

Os resultados dos testes de citometria utilizando marcação dupla com 

Anexina V-FITC e iodeto de propídeo permitiram esclarecer as dúvidas geradas 

pelos dados de morfologia celular. No caso da ocelatina-F1 (Figura 24) foi observado 

um aumento no número de células positivas unicamente para o fluoróforo FITC 

conjugado à Anexina V, mudança que veio acompanhada da diminuição no número 

de células que não incorporaram nenhum dos dois fluoróforos (duplas negativas). 

Essa observação constitui uma forte evidência de que grande parte (~29 %) das 

células tratadas com ocelatina-F1 encontrava-se com a membrana intacta enquanto 

submetidas ao processo apoptótico, evidente pela exposição de fosfatidilserina na 

face externa da membrana celular.  

Por outro lado, o tratamento com HCC77(K) a 25,57 µM também levou a uma 

diminuição no número de células duplas negativas, mas essa mudança esteve 

acompanhada pelo aumento do número de células positivas unicamente para FITC 

(~53 %) assim como de duplas positivas (~29 %) (Figura 19). Essas observações 

evidenciam que as células tratadas com HCC77(K) também sofrem o processo 

apoptótico, mas ainda corroboram (devido à penetração e consequente 

fluorescência do iodeto de propídeo) que boa parte dessas células apresentava a 

membrana celular alterada, como foi demonstrado pela coloração das células com 

azul de tripano. Tais fatos sugerem que, após o tratamento, as células 

encontravam-se em fase tardia de apoptose, ou que os dois processos poderiam 

estar acontecendo de forma simultânea. Todavia, a permeabilização da membrana é 

um evento que acontece cedo no processo necrótico, enquanto que na apoptose 

essa característica só aparece nas etapas finais do processo (Longobardi Givan, 

2001). A observação de que o efeito na morfologia celular aparece após poucas 

horas de incubação e sem mostrar evidencia de vesiculação na superfície da 

membrana (Figura 16, C), apoia a ideia de que (pelo menos) as células observadas 

com dupla marcação no citômetro encontravam-se em fases tardias do processo 

apoptótico, o que tampouco descarta que a necrose aparecesse cedo como um 

processo paralelo àquele. 
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Células incubadas com os peptídeos HCC77(K) e ocelatina-F1 também 

mostraram alterações no potencial de membrana mitocondrial. No caso de 

HCC77(K) foi observado um deslocamento no pico de fluorescência de Rodamina 

123, indicando um aumento no número de células com a MMi despolarizada. Ainda 

que a estatística apontasse a ausência de diferenças significativas entre os valores 

da média geométrica do controle e do tratamento, foi evidente pela observação da 

Figura 20, A, a existência de duas populações de células superpostas, indicando 

claramente condições diferentes no ΔΨm. Apesar desse efeito não ter envolvido 

grande parte das células (~13 %), essa quantidade resultou significativa no teste 

estatístico. 

Por outra parte, o teste realizado com a ocelatina-F1 mostrou um efeito um 

tanto diferente (Figura 25). Se houve uma mudança no padrão de fluorescência 

observado para a Rodamina 123, o deslocamento aconteceu nas duas direções, 

evidenciando que a metade das células encontrava-se com fluorescência normal, 

enquanto a outra metade distribuía-se de forma não uniforme entre a região de 

despolarização (aumento de ~17 %) e a região de hiperpolarização (aumento de 

~27 %). Novamente o teste de significância avaliando as médias geométricas dos 

histogramas de fluorescência falhou em mostrar a evidente diferença existente entre 

o controle e as células tratadas com o peptídeo. Contrariamente, os testes 

estatísticos avaliando a quatidade de células envolvida reafirmam o evidente 

incremento no número de células com a MMi despolarizada e com a MMi 

hiperpolarizada. 

A avaliação do ΔΨm tem sido usada como um mecanismo indireto para 

conhecer em parte o estado fisiológico da mitocôndria através do transporte de 

membrana e assim avaliar o estado energético da célula (Ludovico, Sansonetty e 

Corte-Real, 2001). Esse potencial usualmente é reduzido quando afetado o 

metabolismo energético, o qual é notável durante a apoptose (Sklar, 2005). Alguns 

PAMs e, por extensão, PACs interagem com membranas bacterianas, as quais 

compartilham similaridades estruturais com a membrana mitocondrial externa dos 

eucariotas (Kim et al., 2003) podendo inclusive desencadear processos apoptóticos 

após alterarem a função da mitocôndria (Ellerby et al., 1999; Chen et al., 2001). 

Portanto parece plausível que através da alteração do ΔΨm, peptídeos como a 

ocelatina-F1 ou HCC77(K) consigam causar a liberação de fatores indutores de 

apoptose que residem no espaço intermembrana da mitocôndria, como a enzima 
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AK-2 (adenilato cinase-2) ou a proteína Smac/DIABLO. Interações eletrostáticas 

entre moléculas catiônicas e fosfolipídios aniônicos presentes na MMi poderiam 

causar a liberação do citocromo c para o citosol (Ott et al., 2002), com a 

consequente ativação da apoptose pela via intrínseca. Um estudo recente 

demonstrou que um pequeno peptídeo em α-hélice derivado da peçonha da vespa 

Vespula lewisii é capaz de induzir apoptose por essa via após alterar a função e a 

morfologia da mitocôndria em células B16-F10-Nex2 (de Azevedo et al., 2015). 

Ensaios realizados por citometria de fluxo permitiram observar um aumento 

considerável na quantidade de DNA fragmentado após a exposição das células 

B16-F10 ao peptídeo ocelatina-F1 (Figura 26, A). Apesar deste aumento não ser tão 

evidente quanto foi nas amostras tratadas com H2O2, constitui aproximadamente 1/3 

da proporção total de células, o que é um valor considerável diante das alterações 

de menor proporção observadas nos outros testes. Por outro lado, células tratadas 

com o peptídeo HCC77(K) só mostraram alterações significativas na proporção de 

DNA fragmentado, quando incubadas na concentração de 25,57 µM (IC75) não 

sendo assim em 18,34 µM (IC50). (Figura 21, A e B).  

Esses dados parecem reafirmar a hipótese de que a atividade inibitória por 

parte do peptídeo HCC77(K) envolve a ativação da apoptose, visto que o aumento 

na fragmentação de DNA é considerado um indício de atividade apoptótica em fase 

tardia, como consequência da ativação de enzimas endonucleases (Longobardi 

Givan, 2001; Bhutia et al., 2008). Assim mesmo, essas informações apoiam a 

hipótese de que a necrose participa, ao menos parcialmente, como uma etapa final 

no processo de morte celular por apoptose induzido pelo peptídeo HCC77(K) na 

concentração de 25,57 µM.  

Por outro lado, e de forma recíproca, a aparição de danos no DNA também 

pode agir como um fator determinante para a indução do processo apoptótico 

(Sellins e Cohen, 1987). Essa explicação parece mais plausível para a ocelatina-F1, 

que mesmo não tendo mostrado sinais de indução de necrose, foi capaz de induzir a 

fragmentação de DNA em boa parte das células. Interessantemente, a proporção de 

células com DNA fragmentado (~35 %, Figura 26, A) foi similar à proporção de 

células “marcadas para apoptose” (~36 %, Figura 24, C) após o tratamento com 

ocelatina-F1.  

Finalmente, as marcações realizadas com iodeto de propídeo em células 

lisadas permitiram analisar mudanças nas diferentes fases do ciclo celular. Nenhuma 
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alteração foi detectada nas células incubadas com ocelatina-F1, nem em células 

incubadas paralelamente com H2O2 (Figura 26). Em contraste, as células incubadas 

com o peptídeo HCC77(K) mostraram um aumento significativo na proporção de 

células na fase diploide G0/G1 e uma redução significativa no número de células na 

fase tetraploide G2/M (Figura 21). Estudos tem reportado que algumas drogas como 

os antifúngicos imidazólicos ketoconazol e miconazol são capazes de induzir 

apoptose ou parada na fase G0 em células de câncer hepático e colorretal, por 

mecanismos que envolvem a via de sinalização p53 e a eventual regulação na 

expressão de ciclinas e de cinasas dependentes de ciclinas (CDKs) (Ho et al., 1998; 

Wu et al., 2002). A progressão do ciclo celular é controlada por vários complexos 

Ciclina-CDK (Besson, Dowdy e Roberts, 2008), desta forma, uma possível 

interferência do peptídeo HCC77(K) na regulação destes complexos poderia estar 

comprometendo o funcionamento regular do ciclo acelerando a passagem das 

células pela divisão celular e provocando a sua entrada em estado de quiescência.  

Ensaios realizados em células MCF-7 modificadas geneticamente demostram 

que a caspase-3 é necessária para a fragmentação de DNA e algumas mudanças 

morfológicas típicas das células apoptóticas como o encolhimento e a formação de 

vesículas na superfície da membrana (Jänicke et al., 1998). Infelizmente, testes de 

detecção de atividade de caspases realizados com os peptídeos ocelatina-F1 e 

HCC77(K) não foram conclusivos (dados não mostrados), mas as características 

observadas nas células B16-F10 tratadas com essas moléculas sugerem que a 

apoptose tem um papel chave no mecanismo de ação desses dois peptídeos e que 

esse processo contaria com a participação destas enzimas. 

Ao mesmo tempo, os resultados do estudo sugerem que não seria apenas 

um, e sim vários mecanismos que contribuem com o efeito citotóxico desses 

peptídeos. Ignora-se se fenômenos como a morte celular, a apoptose, a 

senescência, a necrose, a autofagia ou a catástrofe mitótica são programas 

independentes ou relacionados em algum grau, e se estes acontecem de forma 

sucessiva ou simultânea (Okada e Mak, 2004). 

Além dos peptídeos amplamente caracterizados neste trabalho, outros com 

propriedades anticâncer têm sido descritos a partir das secreções de anfíbios de 

diversas famílias. Esses peptídeos incluem os antitumorais e angiostáticos 

dermaseptinas B2 e B3, isolados das rãs-macaco Phyllomedusa bicolor 

(Phyllomedusidae) (van Zoggel et al., 2012); a temporina-1CEa de Rana 
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chensinensis (Ranidae) (Wang et al., 2012), de amplo espectro; e a potente, mas 

pouco seletiva himenoquirina-1Pa de Pseudhymenochirus merlini (Pipidae) (Serra et 

al., 2014). 

Os peptídeos isolados da secreção cutânea de Hypsiboas crepitans descritos 

neste trabalho representam um aporte inédito para o conhecimento desta espécie e 

mais duas contribuições para o crescente número de peptídeos antimicrobianos que 

vêm sendo descritos para o gênero. Poucos trabalhos até hoje abordaram o estudo 

da secreção desta espécie de um ponto de vista biotecnológico (Riveros Triana, 

2006; Lamadrid-Feris et al., 2015). Adicionalmente, o estudo da atividade biológica 

dos peptídeos G16OCP1 e ocelatina-F1 vem contribuir para o melhor conhecimento 

do potencial biotecnológico dos peptídeos da família das ocelatinas. Vários 

peptídeos desta família vêm sendo objeto de diversos estudos de caracterização 

química e biológica (Prías-Márquez, 2012; Alves, 2012; Libério et al., 2011) e 

também têm servido como modelos para o desenho racional de novos peptídeos 

com características aprimoradas (Guimarães, 2015). 

Apesar de que a atividade antitumoral in vitro dos peptídeos avaliados neste 

trabalho não foi seletiva em relação à célula normal usada como referente, eles 

constituem um bom modelo para o aprimoramento da sua estrutura, como foi 

demonstrado pela avaliação da atividade dos dois peptídeos desenhados 

HCC77(K)1 e HCC77(K)2 que, embora continuassem sendo pouco seletivos, 

mostraram melhoras na atividade antitumoral, com relação ao peptídeo de origem 

HCC77(K). Se bem que estes peptídeos e seus derivados resultam interessantes 

para o desenho de drogas anticâncer, é importante que sejam consideradas as 

limitações dos testes realizados em condiçoes in vitro e em períodos curtos, tendo 

em conta que os efeitos biológicos in vivo de um agente anticâncer não 

necessariamente são comparáveis aos observados in vitro, porquanto esse tipo de 

testes não conseguem imitar de maneira satisfatória a complexidade do efeito no 

paciente (Reimann e Schimtt, 2007).  

Finalmente, outros estudos discutindo o mecanismo de ação destes 

peptídeos, acompanhados do desenvolvimento de estratégias para incrementar a 

potência, seletividade e resistência a componentes do plasma sanguíneo podem 

significar importantes avanços para seu uso como modelos terapêuticos (Shadidi e 

Sioud, 2003). 
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7. CONCLUSÕES  
 

 O presente trabalho permitiu, pela primeira vez, a avaliação da atividade 

antitumoral da secreção cutânea bruta de Hypsiboas crepitans, uma espécie de 

hilídeo sul-americano de ampla abundância e distribuição, utilizando amostras de 

indivíduos coletados em território brasileiro. Ao mesmo tempo foi possível a 

purificação e caracterização química e biológica de compostos peptídicos presentes 

na secreção cutânea de indivíduos coletados em território colombiano.  

O emprego do RP-HPLC levou ao fracionamento da secreção bruta, o que 

evidenciou uma grande riqueza de compostos e permitiu a posterior identificação por 

MALDI-TOF MS das massas moleculares monoisotópicas de vários peptídeos 

providos de atividade antimicrobiana em bactérias Gram-positivas, bactérias 

Gram-negativas e leveduras de interesse clínico.  

Ao mesmo tempo essa técnica permitiu o isolamento e purificação de dois 

peptídeos (HCC76 e HCC77) que tiveram suas estruturas primárias determinadas, 

sendo incluídos como novos membros da família das hilinas. HCC76 e HCC77 são 

dois polipeptídeos compostos cada um por 18 resíduos, hidrofóbicos, fracamente 

catiônicos e com propensão para formar α-hélices anfipáticas.  

A versão sintética do peptídeo HCC76 apresentou uma atividade 

antimicrobiana fraca, tendo-se mostrado pouco ativo em bactérias Gram-positivas, 

bactérias Gram-negativas e leveduras. Além disso, careceu de efeito hemolítico 

inclusive em concentrações moderadas. 

A versão sintética do peptídeo HCC77 (HCC77(K)), que tivera a sequência 

determinada de forma inacabada, foi completada de acordo com informações 

estatísticas para seu uso em testes de atividade biológica, mostrando-se ativo 

unicamente em bactérias Gram-positivas e fracamente em leveduras. Este peptídeo 

foi moderadamente hemolítico, com concentrações de HC50 poucas vezes acima das 

concentrações determinadas como efetivas em bactérias. 

A secreção cutânea bruta de H. crepitans mostrou uma atividade inibitória 

bastante fraca em células cancerígenas e normais aderentes, sendo pouco seletiva 

para células de câncer. 

O peptídeo sintético HCC76 apresentou uma atividade antitumoral fraca 

contra a linhagem celular MCF-7 (câncer de mama humano) em altas concentrações 

e foi completamente inativo em células da linhagem B16-F10 (melanoma murino). 
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O peptídeo sintético HCC77(K) apresentou uma atividade moderada em 

linhagens celulares de câncer de mama humano (MCF-7), melanoma murino 

(B16-F10) e fibroblasto murino (NIH-3T3), com baixa seletividade por células de 

câncer. 

Os peptídeos sintéticos HCC77(K)1 e HCC77(K)2 foram ativos em células de 

melanoma murino (B16-F10) e fibroblasto murino (NIH-3T3), mostrando melhoras na 

atividade com relação ao peptídeo de origem HCC77(K). 

O peptídeo sintético G16OCP1, presente em secreções de Leptodactylus 

labyrinthicus, mostrou uma atividade bastante fraca em células de melanoma murino 

(B16-F10), sendo ligeiramente mais tóxico em fibroblastos murinos (NIH-3T3). 

O peptídeo sintético ocelatina-F1, presente em secreções de 

Leptodactylus spp. apresentou uma atividade moderada nas linhagens de células 

cancerosas B16-F10 e MCF-7, assim como em células normais NIH-3T3 em 

concentrações ligeiramente menores. 

O peptídeo sintético HCC77(K) foi capaz de induzir a morte celular através de 

um processo que incluiu alterações nas fases G0/G1 e G2/M do ciclo celular, 

perceptíveis a partir de 18,34 µM (IC50). Além disso, em concentrações maiores 

(25,57 µM = IC75) este peptídeo provocou encolhimento e desprendimento das 

células, perfuração da membrana celular, aumento na quantidade de células 

apoptóticas e necróticas, despolarização da membrana mitocondrial e aumento na 

fragmentação de DNA. 

O peptídeo sintético ocelatina-F1 foi capaz de induzir a morte celular através 

de um processo que incluiu aumento na quantidade de células apoptóticas, 

hiperpolarização e, em menor medida, despolarização da membrana mitocondrial e 

aumento na fragmentação de DNA. 
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