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Sinopse: 

 

Estudou-se a composição química do extrato metanólico do veneno de Rhinella marina, 

através de UHPLC-MS e, atividade biológica por meio de estudo dos parâmetros do estresse 

oxidativo, análise histopatológica, testes de linfoproliferação das células esplênicas totais, 

quantificação da produção de óxido nítrico (NO
.
) e peróxido de hidrogênio (H2O2) por 

macrófagos peritoneais e dosagem de citocinas.  

 

Palavras-chave: Bufadienolídeos, Estresse oxidativo, Macrófagos. 
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RESUMO 

 

O popular "sapo-cururu", cientificamente Rhinella marina (R. marina), desperta interesse por 

ser uma fascinante fonte de compostos bioativos. O objetivo deste trabalho foi estudar a 

composição química através de métodos de Cromatografia líquida de ultra-alta pressão 

(UHPLC) acoplado ao detector por espectrometria de massas (EM). Foi realizado ensaios 

experimentais para verificar as atividades imunomoduladora e antioxidante do extrato 

metanólico do veneno da R. marina. O veneno obtido dos sapos coletados foi seco e extraído 

com metanol. Para atividade biológica, camundongos Swiss machos foram tratados 

diariamente (100 μL/animal, via gavagem) com 8 μg mL
-1

, 
 
16 μg mL

-1  
ou 32 μg mL

-1 
de 

extrato metanólico (solução tween 0,5%) do veneno durante 7 e 30 dias. O grupo controle foi 

tratado com água e o grupo veículo com solução tween 0,5%. Ao final, os animais foram 

eutanasiados por deslocamento cervical. Os macrófagos peritoneais foram obtidos para a 

quantificação in vitro de peróxido de hidrogênio (H2O2) e óxido nítrico (NO•). O baço foi 

retirado para obtenção da suspensão de células esplênicas totais para realização de ensaios de 

linfoproliferação através do método colorimétrico utilizando MTT (3(4,5-dimetiltiazol-2-il)-

2,5-difeniltetrazólio brometo) e a dosagem das citocinas IL-4, IL-10, IL-12p70, TNF-α. Parte 

do fígado destinou-se para investigar alguns parâmetros do estresse oxidativo: Substâncias 

Reativas ao Ácido Tiobarbitúrico (TBARS), Glutationa Reduzida (GSH), Glutationa-S-

transferase (GST) e Catalase (CAT). Os órgãos (coração, fígado, rim e pulmão) foram 

excisados para avaliação do peso relativo, peso absoluto e análise histopatológica. Os 

compostos identificados foram: Adipoilarginina, Pimeloilarginina, Diidrobufotenina, 

Suberoilarginina, Azelailarginina, 3-(N-adipoilargininila)marinobufagina, 3-(N-

pimeloilargininila)marinobufagina, 3-(N-suberoilargininila)telecinobufagina,
 

3-(N-

suberoilargininila)marinobufagina, Telecinobufagina, Marinobufagina e 3-(N-

suberoilargininila)bufalina. Não houve diferenças significativas no peso absoluto dos órgãos. 

Apenas o peso relativo do pulmão apresentou diferença significativa entre as doses de 8 μg 

mL
-1 

e 32 μg mL
-1

. As análises histopatológicas demonstraram presença de edemas em todos 

os órgãos proporcionalmente ao aumento das doses e tempo de tratamento. Além disso, o 

pulmão apresentou coágulos intravasculares e pequenos infiltrados leucocitários 

peribronquiolar. Os resultados obtidos das análises bioquímicas demonstraram um efeito 

bifásico da CAT e GSH somente entre as doses administradas no período de 7 dias não 

diferenciando do controle. O TBARS apresentou aumento no período de 30 dias na dose 32 

μg mL
-1

. O efeito imunomodulador foi observado apenas quanto a capacidade de produção de 

IL-12p70 e TNF-. A menor dose apresentou resultados que sugerem melhor defesa ao 

organismo do animal tratado enquanto que, a maior dose, houve aumento de danos teciduais. 

Os compostos encontrados nas amostras do extrato metanólico do veneno são: Argininilas 

derivadas, esteroides cardioativos e esteroides ligados a argininilas. Nesse primeiro estudo 

não podemos constatar o efeito antioxidante do extrato. Observamos que o tratamento 

modulou a produção das citocinas nos animais e este efeito pode estar relacionado aos danos 

teciduais observados microscopicamente. Esse estudo constatou estímulos positivos no 

sistema antioxidante e imunomodulador indicando que as moléculas encontradas no extrato 

apresentam potencial biotecnológico e podem ser aliadas no tratamento de enfermidades que 

atualmente geram desafios para o mundo medicinal.  

 

Palavras-chave: Bufonidae; Bioprospecção; Estresse Oxidativo; Imunomodulação. 
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ABSTRACT 

 

The popular "cane toad", scientifically Rhinella marina (R. marina), arouses interest as it is a 

fascinating source of bioactive compounds. The objective of this work was to study the 

chemical composition using methods of ultra high pressure liquid chromatography (UHPLC) 

coupled to the detector by mass spectrometry (EM). Experimental tests were carried out to 

verify the immunomodulatory and antioxidant activities of the methanolic extract of R. 

marina venom. The poison obtained from the collected frogs was dried and extracted with 

methanol. For biological activity, male Swiss mice were treated daily (100 μL / animal, via 

gavage) with 8 μg mL
-1

, 16 μg mL
-1

 or 32 μg mL
-1

 of methanolic extract (0.5% tween 

solution) of the poison for 7 and 30 days. The control group was treated with water and the 

vehicle group with 0.5% tween solution. At the end, the animals were euthanized by cervical 

dislocation. Peritoneal macrophages were obtained for the in vitro quantification of hydrogen 

peroxide (H2O2) and nitric oxide (NO•). The spleen was removed to obtain the suspension of 

total splenic cells to perform lymphoproliferation assays using the colorimetric method using 

MTT (3(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromide) and the measurement of 

cytokines IL-4, IL-10, IL-12p70, TNF-α. Part of the liver was used to investigate some 

parameters of oxidative stress: Thiobarbituric Acid Reactive Substances (TBARS), Reduced 

Glutathione (GSH), Glutathione-S-transferase (GST) and Catalase (CAT). The organs (heart, 

liver, kidney and lung) were excised to assess relative weight, absolute weight and 

histopathological analysis. The identified compounds were: Adipoyl arginine, Pimeloyl 

arginine, Diidrobufotenin, Suberoyl arginine, Azelayl arginine, 3-(N-

adipoylargininyl)marinobufagin, 3-(N-pimeloylargininyl)marinobufagin, 3-(N-

suberoylargininyl)telecinobufagin, 3-suberoylargininyl)marinobufagin, Telecinobufagin, 

Marinobufagin and 3-(N-suberoylargininyl)bufalin.. There were no significant differences in 

the absolute weight of the organs. Only the relative lung weight showed a significant 

difference between the doses of 8 μg mL
-1

 and 32 μg mL
-1

. Histopathological analyzes 

showed the presence of edema in all organs in proportion to the increase in doses and 

treatment time. In addition, the lung had intravascular clots and small peribronchiolar 

leukocyte infiltrates. The results obtained from the biochemical analyzes demonstrated a 

biphasic effect of CAT and GSH only between the doses administered in the period of 7 days, 

not differentiating from the control. TBARS showed an increase in the period of 30 days in 

the dose 32 μg mL
-1

. The immunomodulatory effect was observed only regarding the 

production capacity of IL-12p70 and TNF-α. The lowest dose showed results that suggest 

better defense to the treated animal's organism, while the highest dose increased tissue 

damage. The compounds found in the samples of the methanolic extract of the poison are: 

Argininyl derivatives, cardioactive steroids and steroids linked to argininyls. In this first 

study, we cannot verify the antioxidant effect of the extract. We observed that the treatment 

modulated the production of cytokines in animals and this effect may be related to tissue 

damage observed microscopically. This study found positive stimuli in the antioxidant and 

immunomodulatory system, indicating that the molecules found in the extract have 

biotechnological potential and can be combined in the treatment of diseases that currently 

generate challenges for the medicinal world. 

 

Keywords: Bufonidae; Bioprospecting; Immunomodulation; Oxidative stress. 

 

 

 



x 

 

LISTA DE FIGURAS 

 

Figura 1. Anuro R. marina ..................................................................................... 16 

Figura 2. Estrutura química dos compostos presentes no extrato metanólico do 

veneno de R. marina ................................................................................................ 24 

Figura 3. Cromatograma gerado pelo sistema UHPLC-EM/EM do extrato 

metanólico do veneno de R. marina......................................................................... 25 

Figura 4. Proposta de fragmentação das argininas.................................................. 25 

Figura 5. Resultados físicos da análise histopatológica.......................................... 29 

Figura 6. Dosagem da capacidade de produção das citocinas IL-12p70 e TNF-α.. 33 

Figura 7. Quantificação de H2O2 e NO• produzidos por macrófagos peritoneais... 36 

 

LISTA DE TABELAS 

 

 

Tabela 1. Dados físicos experimentais e teóricos do extrato metanólico do 

veneno de R. marina por UHPLC-MS/MS e identificação dos 

compostos................................................................................................................. 26 

Tabela 2. Resultados dos parâmetros do estresse oxidativo no tecido hepático de 

camundongos perante o tratamento com extrato metanólico do veneno de R. 

marina ..................................................................................................................... 31 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



xi 

 

SUMÁRIO 

 

CAPÍTULO I. ........................................................................................................................... 12 

1. INTRODUÇÃO ................................................................................................................ 15 

2. MATERIAL E MÉTODOS .............................................................................................. 17 

2.1 – Coleta do veneno e preparo dos extratos ..................................................................... 17 

2.2 – Análises por Cromatografia Líquida com Detecção por Espectroscopia de Ultravioleta 

e por Espectrometria de Massas ............................................................................................ 18 

2.3 – Animais e delineamento experimental ......................................................................... 19 

2.4 – Análise histopatológica ................................................................................................ 20 

2.5 – Parâmetros do estresse oxidativo ................................................................................. 20 

2.6 – Ensaios Imunomoduladores ......................................................................................... 21 

2.6.1 – Teste de Linfoproliferação das Células Esplênicas Totais .................................... 21 

2.6.2 – Dosagem de Citocinas ........................................................................................... 21 

2.6.3 - Obtenção dos Macrófagos Peritoneais ................................................................... 22 

2.6.4 – Determinação da Liberação Espontânea de H2O2 pelos Macrófagos ................... 22 

2.6.5 – Determinação da Produção de NO• pelos Macrófagos ......................................... 23 

2.7 – Análise Estatística ........................................................................................................ 23 

3. RESULTADOS E DISCUSSÃO ...................................................................................... 24 

3.1 Resultados da UHPLC-DAD e ESI-MS-MS .................................................................. 24 

3.2 – Análise do peso corporal, consumo alimentar e pesos dos órgãos .............................. 28 

3.3 – Análise Histopatológica ............................................................................................... 28 

3.4 – Parâmetros do estresse oxidativo ................................................................................. 30 

3.5 – Ensaios imunomoduladores ......................................................................................... 32 

4. CONCLUSÃO .................................................................................................................. 37 

5. REFERÊNCIAS ................................................................................................................ 38 

ANEXO 1 ................................................................................................................................. 43 

ANEXO 2 ................................................................................................................................. 44 

ANEXO 3 ................................................................................................................................. 45



12 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

CAPÍTULO I. 

EXTRATO METANÓLICO DO VENENO DE Rhinella marina: COMPOSIÇÃO 

QUÍMICA E ATIVIDADES ANTIOXIDANTE E IMUNOMODULADORA 

O presente manuscrito seguirá as padronizações adotadas pelo periódico Toxicon, no qual 

presente trabalho será submetido (Anexo “3”). 
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RESUMO 

 

Neste trabalho foi estudado a composição química e atividades imunomoduladora e 

antioxidante do extrato metanólico do veneno da Rhinella marina (Linnaeus, 1758) (R. 

marina). O perfil químico foi analisado utilizando Cromatografia líquida de ultra-alta pressão 

(UHPLC) acoplado ao detector por espectrometria de massas (EM). Para a atividade 

biológica, camundongos Swiss machos que foram submetidos a ensaios de parâmetros do 

estresse oxidativo, testes de linfoproliferação das células esplênicas totais, quantificação da 

produção de óxido nítrico (NO•) e peróxido de hidrogênio (H2O2) por macrófagos peritoneais 

e dosagem de citocinas. Os órgãos (pulmão, coração, rim e fígado) foram excisados para 

avaliação do peso relativo, peso absoluto e análise histopatológica. Nos resultados do perfil 

químico foram identificados os compostos: Adipoilarginina, Pimeloilarginina, 

Diidrobufotenina, Suberoilarginina, Azelailarginina, 3-(N-adipoilargininila)marinobufagina, 

3-(N-pimeloilargininila)marinobufagina, 3-(N-suberoilargininila)telecinobufagina,
 

3-(N-

suberoilargininila)marinobufagina, Telecinobufagina, Marinobufagina e 3-(N-

suberoilargininila)bufalina. Apenas o peso relativo do pulmão apresentou diferença entre as 

doses de 8 μg mL
-1 

e 32 μg mL
-1

. As análises histopatológicas demonstraram presença de 

danos teciduais em todos os órgãos proporcionalmente ao aumento das doses e período de 

tratamento. Além disso, o pulmão apresentou coágulos intravasculares e pequenos infiltrados 

leucocitários peribronquiolar. Os resultados obtidos das análises bioquímicas demonstraram 

um efeito da atividade da CAT e na concentração de GSH somente entre as doses no período 

de 7 dias. O TBARS aumentou na maior dose em comparação com a menor dose no período 

de 30 dias. O efeito imunomodulador foi observado apenas quanto à capacidade de produção 

de IL-12p70 e TNF-. A menor dose apresentou resultados que sugerem melhor defesa ao 
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organismo do animal tratado enquanto que, na maior dose, houve aumento de danos teciduais. 

Os compostos encontrados nas amostras do extrato metanólico do veneno são: Argininilas 

derivadas, esteroides cardioativos e esteroides ligados a argininilas. Nesse primeiro estudo 

não podemos constatar o efeito antioxidante do extrato. Observamos que o tratamento 

modulou a produção das citocinas nos animais e este efeito pode estar relacionado aos danos 

teciduais observados microscopicamente. Esse estudo constatou estímulos positivos no 

sistema antioxidante e imunomodulador indicando que as moléculas encontradas no extrato 

apresentam potencial biotecnológico e podem ser aliadas no tratamento de enfermidades que 

atualmente geram desafios para o mundo medicinal. 

 

Palavras-chave: Bufonidae; Estresse Oxidativo; Imunomodulação, secreção cutânea; 

glândula parotoide. 

 

ABSTRACT 

 

In this work, the chemical composition and immunomodulatory and antioxidant activities of 

the methanolic extract of the poison from the Rhinella marina (Linnaeus, 1758) (R. marina) 

were studied. The chemical profile was analyzed using ultra high pressure liquid 

chromatography (UHPLC) coupled to the detector by mass spectrometry (EM). For biological 

activity, male Swiss mice that were subjected to tests of oxidative stress parameters, 

lymphoproliferation tests of total splenic cells, quantification of nitric oxide (NO•) production 

and hydrogen peroxide (H2O2) by peritoneal macrophages and cytokine dosage. The organs 

(lung, heart, kidney and liver) were excised to assess relative weight, absolute weight and 

histopathological analysis. In our results, the following compounds were used: Adipoyl 

arginine, Pimeloyl arginine, Diidrobufotenin, Suberoyl arginine, Azelayl arginine, 3-(N-

adipoylargininyl)marinobufagin, 3-(N-pimeloylargininyl)marinobufagin, 3-(N-

suberoylargininyl)telecinobufagin, 3-suberoylargininyl)marinobufagin, Telecinobufagin, 

Marinobufagin and 3-(N-suberoylargininyl) bufalin. The absolute weight of the organs did not 

differ significantly between the groups. The relative lung weight showed a difference between 

the doses of 8 μg mL
-1

 and 32 μg mL
-1

. Histopathological analyzes showed the presence of 

tissue damage in all organs, in proportion to the increase in doses and treatment period. In 

addition, the lung shows intravascular clots and small peribronchiolar leukocyte infiltrates. 

The results obtained from biochemical analyzes demonstrated an effect of CAT and GSH 

activity, including doses in the period of 7 days. TBARS increased in the highest dose 

compared to the lowest dose in long-term treatment. The immunomodulatory effect was 

observed only regarding the production capacity of IL-12p70 and TNF-α. The lower dose 

showed results that suggest better defense to the organism treated with animals, while the 

higher dose showed an increase in tissue damage. The compounds found in the methanolic 

extract samples of the poison are: Arginine derivatives, cardioactive steroids and steroids 

linked to arginines. In this first study, we cannot verify the antioxidant effect of the extract. 

We observed that the treatment modulated the production of cytokines in animals and this 

effect may be related to tissue damage observed microscopically. This study found positive 

stimuli in the antioxidant and immunomodulatory system indicating that the molecules found 

in the extract have biotechnological potential and can be combined in the treatment of 

diseases that currently generate challenges for the medical world. 

 

Keywords: Bufonidae; Immunomodulation; Oxidative stress; cutaneous secretion; parotoid 

glands. 
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1. INTRODUÇÃO 

 

Como o próprio Hino Nacional do Brasil diz (“...gigante pela própria natureza...”), o 

país possui uma natureza riquíssima em flora e fauna. É a nação com maior biodiversidade, e 

o maior detentor de floresta equatorial e tropical úmida do planeta (Lewinsohn e Prado, 2002; 

Pinto et al., 2002). Nesse contexto, citamos a Amazônia Brasileira que há séculos desperta 

interesse de países e instituições internacionais por conter uma grande biodiversidade além de 

fornecer importantes serviços sistêmicos e como regulador do clima (Coe et al., 2013; Santos, 

2016).  

O sapo Rhinella marina (Linnaeus, 1758), principal gênero dentro da família 

Bufonidae, anteriormente conhecido como Bufo marinus (Figura 1), pode ser encontrado do 

extremo sul do Texas (EUA), até o centro da América do Sul na Amazônia Brasileira (Frost, 

2015). No Brasil, é conhecido como “sapo cururu”, “sapo gigante”, “sapo marinho” e na 

Austrália como “sapo-da-cana” (AmphibiaWeb, 2019; Garcia et al., 2019). Algumas espécies 

produzem toxinas ricas em compostos bioativos que são importantes tanto na manutenção da 

homeostase da pele quanto nos mecanismos de defesa contra predadores (AmphibiaWeb, 

2019; Cunha-Filho et al., 2010; Frost, 2015; Grant, 2019; Jared et al., 2009; Sciani et al., 

2013). Essas toxinas são ricas em proteínas, peptídeos, aminas biogênicas, bufadienolideos 

esteroidais e alcaloides (Cunha-Filho et al., 2010; Sciani et al., 2013).  Os produtos naturais 

desempenham um papel muito importante no processo da descoberta e desenvolvimento de 

medicamentos (Newman e Cragg, 2020). Assim, as pesquisas científicas buscam intensificar 

os estudos dos bufadienolídeos por apresentarem atividades antimicrobiana (Cunha-Filho et 

al.,  2005), antiproliferativa (Ferreira et al.,  2013; Schmeda-Hirschmann et al.,  2014), 

citotóxica e/ ou antitumoral (Sciani et al.,  2013) e antiplasmodial (Banfi et al., 2016).  

Atualmente, nota-se um aumento nos estudos com compostos que apresentam 

atividades antioxidantes em razão de seu potencial frente a doenças como o câncer, doenças 

degenerativas, cardiovasculares e disfunções cerebrais como o Alzheimer e Parkinson (Lima e 

Bezerra, 2012). 
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Fig. 1. Sapo R. marina. (Fonte: Rodrigues, D. J., 2008, Santa Carmem/MT). 

 

O equilíbrio entre a produção de radicais livres e a neutralização realizada pelo sistema 

antioxidante permite um papel de proteção celular contra o estresse oxidativo (Lambeth e 

Neish, 2014; Martelli e Nunes, 2014; Zimmermann e Kirsten, 2008). O desequilíbrio entre 

esses dois fatores levam ao estresse oxidativo que é responsável por vários danos ao 

organismo como várias doenças, envelhecimento precoce, dentre outros (Carocho e Ferreira, 

2013; Leonarduzzi et al., 2010; Wiernsperger, 2003).  O sistema antioxidante é dividido em 

enzimático e não-enzimático que podem agir por diferentes mecanismos seja impedindo a 

produção dos radicais livres ou espécies não-radicalares ou reparando as estruturas biológicas 

lesadas (Barbosa et al., 2010). 

No sistema imunológico, para impedir a disseminação de patógenos, os macrófagos 

produzem espécies reativas de oxigênio, como ânion superóxido (O2
.
), radical hidroxila (OH·) 

e peróxido de hidrogênio (H2O2), e reativas de nitrogênio como exemplo, o óxido nítrico 

(NO·) (Barbosa et al., 2010). O sistema imunológico é dividido entre inato e o adaptativo e é 

regulado pelas células envolvidas nesses sistemas (Krinski et al., 2010). A resposta imune 

inata responde rapidamente aos estímulos de maneira não específica e é composta por 

neutrófilos, eosinófilos, basófilos, monócitos, células natural killer (NK) e a resposta imune 

adaptativa é a segunda linha de defesa, composta por linfócitos T e B (Krinski et al., 2010). 

As células do sistema imune secretam uma variedade de proteínas conhecidas como citocinas 
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(anti e pró-inflamatórias) que apresentam diferentes estruturas e funções para regular e 

coordenar as atividades da imunidade inata e adaptativa (Cruvinel et al., 2010). Entretanto, 

existem casos em que a resposta imune não é correspondida pelo organismo, sendo necessária 

a imunomodulação através de substâncias capazes de estimular ou suprir algumas células do 

sistema imune (Gaur et al.,2009).  

Existem diversas pesquisas que avaliam o potencial antioxidante e imunomodulador 

de plantas (Boscolo et al., 2007; Nunes-Pinheiro et al., 2003). No entanto, estudos que 

envolvem extratos obtidos a partir da secreção cutânea de bufonídeos ainda são muito 

escassos. Conhecer os compostos presentes do veneno é de extrema importância, bem como, 

entender a possível ação sinérgica entre os bufadienolídeos como foi proposto por Ferreira et 

al., (2013). A cada dia surgem novas doenças que desafiam a medicina e a indústria 

farmacêutica, como o câncer, por exemplo, e apesar da introdução de novos fármacos no 

arsenal terapêutico do câncer, vários tumores ainda não dispõem de tratamento adequado 

(Costa-Lotufo et al., 2010). Aliar os produtos naturais à Bioprospecção oferece um potencial 

de descobrir novas estruturas que podem resultar em  agentes eficazes contra uma variedade 

de doenças humanas (Newman e Cragg et al, 2020). Além disso, é importante destacar que 

esse estudo permite o conhecimento científico da anurofauna amazônica, ainda pouco 

conhecida, porém ameaçada pelas alterações de habitat e mudanças climáticas, o que pode 

estar influenciado no declínio populacional de anfíbios, visto que são sensíveis a essas 

alterações (Haddad et al., 2008). 

Dessa maneira, esse trabalho objetivou estudar a composição química e realizar 

estudos das atividades imunomoduladora e antioxidante do extrato metanólico do veneno do 

sapo R. marina. 

 

2. MATERIAL E MÉTODOS  

 

2.1 – Coleta do veneno e preparo dos extratos 

 

Os animais adultos (machos e fêmeas) foram capturados e identificados por D. J. 

Rodrigues (IBAMA, SISBIO: 30034-1). A coleta aconteceu no município de Cotriguaçu/MT 

(9°49'26.00"S 58°15'26.00"O) nos meses de novembro e dezembro de 2016. O veneno dos 

sapos foi obtido através da compressão manual das glândulas parotoides. Para obtenção do 
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extrato metanólico, o veneno foi secado, triturado e extraído por maceração com metanol PA, 

utilizando banho ultrassônico (Unique, Indaiatuba, São Paulo, Brasil) por duas horas. Após, 

filtrou-se em papel filtro (Unifil), e o veneno foi remacerado por mais duas vezes nas mesmas 

condições. Ao final, os extratos foram agrupados e o solvente foi rotaevaporado (IKA, 

Staufen, Alemanha) a 40 °C, mantido sob vácuo em dessecador à temperatura ambiente por 

48 h. O extrato metanólico obtido foi armazenado a 4 °C. As condições experimentais estão 

de acordo com o trabalho realizado pelo grupo (Kerkhoff et al., 2016). 

 

2.2 – Análises por Cromatografia Líquida com Detecção por Espectroscopia de 

Ultravioleta e por Espectrometria de Massas 

 

As análises por Cromatografia Líquida foram realizadas num Sistema de 

Cromatografia Líquida Ultra-alta Pressão com Detecção DAD e EM (UHPLC-DAD-

micrOTOF), equipado com: Sistema Binário (Modelo: Shimadzu LC-20AD); Sistema de 

Injeção Automático (Modelo: Shimadzu SIL-20A HT); Forno para Coluna (Modelo: 

Shimadzu CTO-20A); Módulo de Controle de Comunicação (Modelo: Shimadzu CBM-20A), 

Detector de Arranjo de Diodo (Modelo: Shimadzu SPD-M20A), Espectrômetro de Massas 

(Modelo: Bruker micrOTOF-QIII) e Softwares de Aquisição e Tratamento dos Dados 

(Compass ot of Control - Versão 3.4; Compass DataAnalysis - Versão 4.2; Compass HyStar – 

Versão 3.2).  

Condições Cromatográficas: Volume de Injeção: 1 μL; Coluna Cromatográfica: 

(Descrição: Coluna Kromasil 100-5-C18); Dimensão: 250 x 4,6 mm; Tamanho da Partícula: 5 

μm; Serial Number: E66320; Fase Estacionária: C18 Fase reversa;  Pré-Coluna: (Marca: 

Kromasil; Descrição: Coluna de Guarda Kromasil 100-5-C18; Dimensão: 4,6 x 10 mm; 

Tamanho da Partícula: 5 μm. 

Método Cromatográfico: Fase Móvel (Solvente A: Solução de Ácido Fórmico 0,5%; 

Solvente B: Acetonitrila 0,5% de ácido fórmico); Modo de Eluição: Gradiente (seguindo a 

seguinte programação: 0 – 45 minutos com 8-64% de Solvente B; Fluxo: 1,0 mL/min; 

Temperatura da Coluna: 40 ºC. Método de Aquisição/Detecção dos Espectros: Ion Polarity: 

Positive; Scan Mode: MS; Mass Range: 50 a 1000 mz; Rolling Average: 2 x; Spectra Rate: 

2,00 Hz; End Plate Offset: 500 V; Capillary Voltage: 4500 V; Nebulizer Gás: 4.0 Bar; Dry 

Gás: 9.0 L/min; Dry Temperature: 200 ºC.  
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As amostras foram preparadas com 1 mg de extrato metanólico em 1 mL de metanol 

grau HPLC. Posteriormente foram filtrados em filtro de seringa de PTFE  porosidade 0,45 

µm. As condições experimentais foram desenvolvidas conforme Schmeda-Hirschmann et al. 

(2014). 

 

2.3 – Animais e delineamento experimental 

 

Esta pesquisa foi cadastrada no Sistema Nacional de Gestão do Patrimônio Genético e 

do Conhecimento Tradicional Associado (SISGEN), sob o n° ACC9622, e aprovada pelo 

Comitê de Ética no Uso de Animais (CEUA) – UFMT, sob o n° 23108.918243/2017-50. 

Foram utilizados camundongos machos da linhagem não isogênica Swiss, peso médio de 30 g 

- 40 g (60 dias de idade) obtidos do Biotério Central da UFMT – Câmpus Cuiabá. Durante o 

período experimental, os animais foram mantidos sob condições controladas de temperatura 

(22 ± 2 °C), umidade relativa (55 ± 10%), iluminação (12 horas claro / escuro), com dieta 

comercial (Nuvilab, Colombo, Paraná, Brasil) e água filtrada (ad libitum) e mantidos em 

caixas de polietileno e grade de aço inoxidável. Os animais foram divididos em grupos (n = 5) 

e tratados com água, solução Tween 20 0,5% ou diferentes doses do extrato. As doses foram 

definidas e adaptadas conforme o estudo realizado por Oliveira et al. (2019). Utilizaram-se 

três doses para o tratamento dos animais: 8 μg mL
-1

, 16 μg mL
-1 

e 32 μg mL
-1

. As alíquotas 

foram preparadas em microtubos, diluídas em solução de Tween 20 0,5% e armazenadas à - 4 

°C. Os animais foram tratados por via intragástrica (gavagem) com 100 μL/animal/dia da dose 

definida de acordo com o grupo experimental. 

Os tratamentos iniciaram após o período de aclimatação (15 dias) e foram realizados 

durante 7 ou 30 dias. Durante o período de tratamento, os animais foram observados 

diariamente quanto ao comportamento e também ao consumo de água e ração. Foram obtidos 

os pesos dos animais no início e ao final do tratamento para investigação do peso corporal. Ao 

final do tratamento, 24 horas depois, os animais foram eutanasiados por deslocamento 

cervical e os órgãos (pulmão, coração, rim e fígado) excisados para avaliação do peso 

relativo, peso absoluto e análise histopatológica. 

 

 



20 

 

2.4 – Análise histopatológica 

  

Fragmentos de coração, fígado, pulmão e rim foram coletados, após os procedimentos 

experimentais, imediatamente fixados com formol a 10% em tampão fosfato de sódio, pH 7,4, 

a 4 °C. Seguido de desidratação alcoólica e diafanização por xilol, os fragmentos foram 

emblocados em parafina, seccionados a 5 µm em micrótomo HYRAX M60 (Zeiss, GR), 

desparafinizados e corados com hematoxilina.Os órgãos foram analisados no microscópio 

AxioScope.A1 (Carl Zeiss, GR). A análise histopatológica foi realizada na forma de escore, 

variando de 0 a 4, enfatizando dados de edema tecidual, coágulo sanguíneo, presença de 

infiltrado leucocitário e dano dos túbulos renais, onde 0 significa a ausência de alterações e 4 

é a presença de altos índices de alterações (Duan et al., 2004). 

 

2.5 – Parâmetros do estresse oxidativo 

 

O fígado dos animais foi retirado e mantido congelado em ultra-freezer (-80 °C) para 

as análises dos parâmetros do estresse oxidativo. A atividade enzimática da glutationa-S-

transferase (GST) foi determinada de acordo com Habig et al. (1974). A técnica baseia-se em 

medir a formação do aduto GS-DNB, e o resultado foi expresso em μmol GS-DNB min
-1

 mg 

proteína
-1

. A atividade da catalase (CAT) seguiu o método de Nelson e Kiesow (1972) 

baseada na decomposição de H2O2 e medida através de espectrofotômetro em 240 nm e 

expressada em µmol H2O2 min
-1

 mg de proteína
-1

. A glutationa reduzida (GSH) foi dosada 

através do método colorimétrico de Sedlak e Lindsay (1968) e quantificada em 412 nm. O 

resultado foi expresso em μmol GSH mg proteína
-1

 e comparado a uma curva padrão de GSH. 

Para análise de dano lipídico no tecido hepático, seguiu-se o método de Buege e Aust (1978) 

para determinar os níveis de substâncias reativas ao ácido tiobarbitúrico (TBARS). O 

resultado obtido foi apresentado como nmol MDA mg proteína
-1

 seguindo a curva de 

calibração para o MDA. O conteúdo proteico foi estimado por espectrofotometria de acordo 

com Bradford (1976) utilizando albumina de soro bovino como padrão. A absorbância das 

amostras foi medida a 595 nm.  
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2.6 – Ensaios Imunomoduladores 

 

2.6.1 – Teste de Linfoproliferação das Células Esplênicas Totais 

 

O teste de linfoproliferação das células esplênicas totais foi realizado através do 

método colorimétrico do MTT (3(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazólio brometo), 

seguindo as recomendações do fabricante (Sigma-Aldrich, St. Louis, Missouri, Estados 

Unidos). Para isso, o baço dos animais foi retirado e transferido para uma placa de petri 

contendo meio RPMI 1640 (Cultilab, Campinas, Brasil) e macerado com auxílio de peneira e 

pistilo. Posteriormente, a suspensão celular foi transferida para um tubo falcon e centrifugada 

a 1.500 rpm durante 10 minutos. Ao pellet celular foram adicionados 500 μL de RPMI 1640 

com 20% Soro Bovino Fetal (SBF) (Cultilab, Campinas, Brasil). A concentração celular da 

suspensão foi ajustada para 2x10
4
 cel mL

-1
 com auxílio de câmara de Newbauer e através do 

método de exclusão Azul de Tripan. As células foram transferidas para microplacas de 96 

poços, sendo adicionado o mitógeno Concavalina A (ConA, Sigma-Aldrich, St. Louis, 

Missouri, Estados Unidos) em triplicatas ou RPMI 20% SBF como controle basal. As placas 

foram incubadas por 36 horas em estufa úmida 37 °C contendo 5% CO2. Após este período, 

foi adicionado o reagente MTT a cada poço, e incubado por 4 horas. Em seguida, adicionou-

se a solução solubilizadora e realizou-se a leitura em Leitor de Elisa com filtro de 630 nm.  

 

2.6.2 – Dosagem de Citocinas 

 

As concentrações das citocinas presentes no sobrenadante das culturas das células 

esplênicas totais estimulados foram dosadas através de ensaio de imunoabsorção enzimática 

(Elisa) por meio de kits comerciais (eBioscience, San Diego, Estados Unidos), seguindo o 

protocolo do fabricante. Para a dosagem de IL-4 e IL-10 foi utilizado o sobrenadante de 

cultura de células esplênicas estimuladas com o mitógeno ConA (3,5 g/mL) durante 24 

horas. A dosagem de IL12p70 e TNF-α foi realizada no sobrenadante de cultura de células 

esplênicas estimuladas com suspensão aquosa formolizada de Staphylococcus aureus 

Cowan strain 1 (1:5.000, SAC, Sigma-Aldrich, St. Louis, Missouri, Estados Unidos) durante 

48 horas. 
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A leitura da absorbância das amostras foi realizada em leitor de ELISA com filtro de 

450 nm. Para o cálculo das concentrações das amostras foi utilizado à equação da reta, 

estimada de acordo com as concentrações conhecidas de cada citocina (citocina padrão 

presente no kit).  

 

2.6.3 - Obtenção dos Macrófagos Peritoneais 

 

Após o sacrifício dos animais, os macrófagos peritoneais foram obtidos em cabine de 

segurança biológica II mediante a inoculação à cavidade peritoneal de 10 mL de Solução 

Salina Tamponada (PBS) estéril e gelada. Após o inóculo, o abdômen foi massageado por 30 

segundos e o fluido peritoneal coletado foi transferido para tubos falcon de 50 mL. Este 

procedimento foi realizado duas vezes, o que totalizou 20 mL de fluido mantido em banho de 

gelo e posterior centrifugação sob refrigeração (Novatécnica, Piracicaba, São Paulo, Brasil) 

com rotação de 1500 rpm por 10 minutos. Após esta etapa, o sobrenadante foi descartado e o 

pellet foi ressuspendido com 1 mL de meio de cultura RPMI-1640 (Sigma-Aldrich, St. Louis, 

Missouri, Estados Unidos) suplementado com 10% de SBF.  

As células contidas no lavado peritoneal foram contadas na Câmara de Neubauer e as 

diluições necessárias foram feitas de forma a atingir a concentração desejada (2 x10
6
 cel mL

-

1
) para cada experimento. Em seguida, os macrófagos foram plaqueados (triplicata) em 

microplacas de 96 poços (100 μL/poço) e incubado por duas horas em estufa com atmosfera 

de 5% de CO2 a 37 ºC. 

Após a incubação, o sobrenadante foi retirado e os poços foram lavados com 100 μL 

de RPMI. Posteriormente, adicionou-se 200 μL de RPMI 10% de SBF em cada poço, sendo 

as células incubadas por 36 horas em estufa com atmosfera de 5% de CO2 a 37 ºC. 

 

2.6.4 – Determinação da Liberação Espontânea de H2O2 pelos Macrófagos 

 

A produção espontânea de H2O2 pelos macrófagos peritoneais dos camundongos foi 

determinada pelo método desenvolvido por Pick & Mizel (1981).  

Após o período de incubação, o sobrenadante da cultura de macrófagos foi coletado e 

reservado para a dosagem de NO·. Para a determinação de H2O2 adicionou-se à monocamada 

de células aderidas nos poços das placas 100 μL de solução de vermelho fenol contendo 140 
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mM cloreto de sódio (NaCl), 10 mM fosfato de potássio dibásico (K2HPO4), 5,5 mM dextrose 

e 5,5 mM de peroxidase. A placa foi incubada em temperatura ambiente e ao abrigo da luz por 

60 minutos. Após o período de incubação, a reação foi interrompida com 10 μL de hidróxido 

de sódio (NaOH) 1M e a absorbância da solução foi determinada em microleitor de ELISA 

com filtro de 630 nm. O branco foi constituído pela solução de vermelho fenol e NaOH 1 M. 

A concentração de H2O2 produzida pelos macrófagos foi determinada a partir de uma curva 

padrão de concentrações conhecidas de solução de H2O2, sendo considerado o valor médio 

das amostras em triplicata. 

 

2.6.5 – Determinação da Produção de NO• pelos Macrófagos 

 

Com o sobrenadante das culturas de macrófagos previamente reservado foi realizada a 

dosagem da produção de NO· pelo método colorimétrico baseado na reação de Griess (Green 

et al., 1981). Aos sobrenadantes foram adicionados 100 μL do reagente de Griess constituído 

de N-(1-naftil)-etilenodiamino dihidroclorídrico (NEED), 1%, diluído em água destilada e 

sulfanilamida 1% diluída em ácido fosfórico (H3PO4), 5%, os quais foram misturados em 

volumes iguais no momento da reação. As amostras foram lidas em leitor de ELISA em 

comprimento de onda de 492 nm.  

O branco foi constituído pelo reagente de Griess. A concentração de NO· produzida 

pelos macrófagos foi determinada a partir de uma curva padrão de concentrações conhecidas 

de solução de nitrito de sódio (NaNO2), sendo considerado o valor médio das amostras em 

triplicata. 

  

2.7 – Análise Estatística  

 

Os resultados obtidos (mediana ± intervalo interquartil) foram analisados por análise 

não-paramétrica de uma via (Kruskal-Wallis), seguida pelo teste de Dunn’s para verificar as 

diferenças entre os grupos experimentais. Foi utilizado um nível de significância para rejeição 

da hipótese nula de 5% (p <0,05).  
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3. RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 

3.1 Resultados da UHPLC-DAD e ESI-MS-MS 

 

As estruturas químicas dos compostos encontrados no extrato metanólico do veneno 

de R. marina estão representadas na figura 2. Em seguida, o cromatograma gerado pelo 

sistema CLAE-EM-EM (figura 3) que mostrou a presença de 15 picos no extrato separados 

por ordem de polaridade. As informações de tempo de retenção (Tr), área relativa dos picos 

(%), [M+H]
+
, fragmentos e identificação dos compostos estão resumidos na Tabela 1.  

 

H2N N
N (CH2)nCO2H

NH

H CO2H

H

O

Compound     n         name                 

        1             4    Adipoyl Arginine

        2             5    Pimeloyl Arginine

        4             6    Suberoyl Arginine

        6             7    Azelayl Arginine

   

 

N+

N

H

-O

3   Diidrobufotenin  

Compound    R                 name                                 

        7           3-(N-adipoylargininyl)marinobufagin

        8           3-(N-pimeloylargininyl)marinobufagin

        10         3-(N-suberoylargininyl)marinobufagin 

        12         H   Marinobufagin

O

OH

O

RO

O

 

O

R1

OH

R2

O

Compound   R1      R2                        name                           

       9            H       O-(N -suberoylargininyl)telecinobufagin

      11          OH     OH           Telecinobufagin

      13          H        O-(N -suberoylargininyl)bufalin  

  

  

Fig. 2. Estrutura química dos compostos presentes no extrato metanólico obtido a partir da 

secreção cutânea de R. marina.  
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Fig. 3. Cromatograma do extrato metanólico do veneno de R. marina. 

 

Pela fragmentação obtida por MS/MS a nossa proposta é que inicialmente o 

compostos 1 sofreu a perda do grupo diacil gerando um fragmento iônico com m/z 175 (M - 

130 + 2H), a segunda fragmentação foi a perda do grupo NH2, gerando um fragmento iônico 

m/z 158 ( M - 144+H), e por último a perda do grupo imino, gerando um fragmento iônico 

m/z 116 (M-188+H), conforme proposto na Figura 4. Os compostos 1, 2, 4 e 6 apresentaram 

um padrão de fragmentação conforme descrito por Schmeda-Hirschmann et al.,  2014. Esses 

compostos foram identificados como Adipoila arginina, Pimeloila arginina, Suberoila 

arginina, Azelaila arginina de acordo com Gao et al.,2010; Petroselli et al.,  2018; Schmeda-

Hirschmann et al.,  2014, 2016, 2017; Yoshika, et al.,  2007.   

115+H

(CH2)4

O

OH

O

H2N N
N

NH

H
OHO

H

173+2H157+H  

Fig. 4. Proposta de fragmentação da Adipoila arginina de acordo com a fragmentação 

apresentada nas análises. 

 

O composto 3 foi identificado como desidrobufotenina. Os compostos 7, 8 e 10 são 

derivados do esteroide marinobufagina e foram identificados como 3-(N-

adipoilargininila)marinobufagina, 3-(N-pimeloilargininila)marinobufagina, 3-(N-

suberoilarginina)marinobufagina, respectivamente.  O composto 9 é derivado do esteroide 

telecinobufagina e identificado como 3-(N-suberoilargininila)telecinobufagina. 
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Tabela 1:Dados físicos experimentais e teóricos do extrato metanólico do veneno de R. marina por CLAE-MS-MS e identificação dos compostos. 

Composto 
Tr 

(min) 

Área 

relativa 

(%) 

[M+H]
+
 (m/z) MS/MS (intensidade relativa) Identificação 

   
Experimental/ 

Literatura 
Experimental/ Literatura  

1 3,4 1,7 303,1601/ 303,3 175,1199 (65), 158,0918 (99), 116,0706 (100)/ 175,1 Adipoila arginina
2
 

2 5,5 3,2 317,1745/ 317 175,1166 (91), 158,0915 (100), 116,0716 (94)/ 175,1 Pimeloila arginina
1
 

3 6,2 24,5 203,1126/ 202,9 188,0893/ 187,6 Diidrobufotenina
2,4,5

 

4 7,8 26,0 331,1898/ 331,2 175,1158 (100), 158,0911 (91), 116,0707 (68)/ 175,1 Suberoila arginina
2,5,6

 

5 10,8 0,3 345,2040/  - 264,1648 (47), 175,1183 (100), 158,0907 (44)/  - não identificado 

6 12,7 1,2 345,2049/ 345,3 250,1549 (72), 175,1152 (95), 158,0925 (100)/ 175,1 Azelaila arginina
2
 

7 25,4 0,5 685,3671/ 685,9 303,1651 (83)/ - 3-(N-adipoilargininila)marinobufagina
2
 

8 27,0 1,0 699,3837/ 699,6 317,1798 (68)/ - 3-(N-pimeloilargininila)marinobufagina
2,5

 

9 27,6 0,2 715,4154/ 715,7 331,1967 (63)/ 331,2 3-(N-suberoilargininila)telecinobufagina
2,5

 

10 28,7 11,0 713,4001/ 713,2 331,1962 (100)/ 331,2 3-(N-suberoilarginina)marinobufagina 

11 29,1 1,4 403,2377/ 403,2 385,2300 (24), 349,2099 (96)/ 385,1; 349,2 Telecinobufagina
2,5

 

12 31,4 21,5 401,2237/ 401,2 383,2156 (100)/ 383,2 Marinobufagina
2,4,5

 

13 32,6 1,4 699,4198/699,7 681,4073 (10), 331,1961 (100)/ 331,2; 681,6 3-(N-suberoilarginina)bufalina
2,3,5

 

14 34,5 3,5 450,2542/  - 409,2283 (40), 387,2461 (100), 309,1495 (9)/  - não identificado 

15 38,2 2,5 423,1900/  - 407,2132 (45), 385,2328 (100), 261,1276 (26)/  - não identificado 
1
Gao et al.,2010; 

2
Petroselli et al., 2018; 

3
Schmeda-Hirschmann et al.,  2014; 

4
Schmeda-Hirschmann et al.,  2016; 

5
Schmeda-Hirschmann et al.,  

2017; 
6
Yoshika, et al.,  2007. 
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O composto 13 é derivado do esteroide bufalina e foi descrito como 3-(N-

suberoilarginina)bufalina (Petroselli et al.,  2018; Schmeda-Hirschmann et al.,  2014, 2016, 

2017). Os compostos derivados de esteroides cardiotônicos apresentaram padrão na 

fragmentação referente à perda da arginina e diferenciaram apenas no diácido (Schmeda-

Hirschmann et al.,  2014). Os compostos 11 e 12 são esteroides livres identificados como 

telecinobufagina e marinobufagina (Petroselli et al., 2018; Schmeda-Hirschmann et al.,  

2017). Apenas os compostos 5, 14 e 15 não foram encontrados registros na literatura.  

De acordo com a Tabela 1, pode-se observar que os compostos majoritários presentes 

no extrato metanólico de R. marina são os compostos 3 (24,5%), 4 (26,0%) , 10 (11,0%) e 12 

(21,5%), juntos correspondem à 83,0% da amostra. Estes compostos representam quatro 

classes distintas de compostos, sendo 3 um alcaloide indólico, o 4 pertencente a classe das 

argininilas derivadas, o composto 10 um esteroide ligado a uma argininila e 12 pertencente a 

classe dos esteroides cardiotônicos na sua forma livre. Esses compostos são de extrema 

importância para sobrevivência desses animais tanto nas funções fisiológicas como contra 

predadores e microorganismos (Ferreira et al., 2013). Estudos demonstraram que as mesmas 

espécies de sapos obtidas de diferentes regiões geográficas e sob diferentes condições de 

clima, tempo e outros fatores ambientais apresentam diferenças em suas composições 

químicas (Qi et al., 2018). Dessa maneira, as análises do perfil químico são cruciais para o 

desenvolvimento de novos fármacos. Estudos têm demonstrado atividade biológica de 

moléculas e extratos aquosos obtidos a partir da secreção expelida pelas glândulas dos sapos 

apresentando bufadienolídeos na sua composição (Ferreira et al., 2013). Na medicina 

tradicional chinesa, a secreção seca das glândulas e da pele do sapo chinês (Bufo bufo 

gargarizans) é utilizada por vários séculos, no tratamento de infecções e inflamações, 

inclusive o câncer (Meng et al., 2016; Qi et el., 2018). Os constituintes químicos existentes na 

família Bufonidae apresentam potencial terapêutico para o tratamento de alergias, 

inflamações, câncer, infecções e outras doenças (Medeiros et al., 2019). Diferentes 

bufadienolídeos revelaram uma atividade de inibição diferente na Na+/ K+-ATPase (Tang et 

al., 2016). Machado et al. (2018) realizaram testes com a marinobufagina isolada e 

verificaram atividade antiproliferativa em células de leucemia humana. Cunha Filho et al. 

(2005) a partir da secreção de veneno do Bufo rubescens (Rhinella rubescens) constataram o 

efeito antimicrobiano da telocinobufagina e marinobufagina. Além disso, bufadienolídeos 

isolados de Rhinella jimi apresentaram atividade antiparasitária contra os tripomastigotas de 
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Trypanosoma cruzi e os promastigotes de Leishmania chagasi (Tempone et al., 2008). 

Schmeda-Hirschmann et al. (2014) verificaram no veneno de Rhinella schneideri que os 

compostos antiproliferativos mais ativos são os bufadienolideos sendo a marinobufagina que 

apresenta maior atividade, mas a presença de alcaloides como constituintes menores nas 

mesmas frações podem desempenhar um papel importante no efeito. O veneno de anfíbios 

têm se mostrado uma fonte rica de compostos bioativos que necessita ser estudado por 

representarem um grande potencial para o desenvolvimento de novos fármacos (Ferreira et 

al., 2013). 

 

3.2 – Análise do peso corporal, consumo alimentar e pesos dos órgãos 

 

O peso corporal, o consumo alimentar e o peso dos órgãos foram obtidos a fim de 

verificar uma possível toxicidade do veneno. Tais avaliações são importantes porque produtos 

tóxicos normalmente induzem alterações no comportamento do animal, com inapetência e 

redução do peso corpóreo (Pires et al., 2004). Assim como no trabalho de Oliveira et al., 

2019, o consumo de água e ração, bem como o ganho de peso corpóreo, não apresentou 

diferença significativa entre os grupos avaliados (dados não mostrados). A análise do peso 

absoluto e relativo dos órgãos também não apresentou diferença em relação aos grupos 

controles. Citamos apenas o peso relativo do pulmão que, aos 7 dias de tratamento, 

diferenciou-se  entre as doses de 8 μg mL
-1

 e 32 μg mL
-1

(dados não mostrados).  

 

3.3 – Análise Histopatológica 

 

Os resultados da análise histopatológica estão representados na figura 5.  

A análise histopatológica do coração, fígado, rim e pulmão evidenciaram que o tratamento 

com o extrato do veneno de R. marina foi capaz de induzir alterações nos tecidos, com 

formação de edema tecidual, de coágulo intravascular, dano na arquitetura dos túbulos renais 

e indução de infiltrado leucocitário. Coração e rim apresentaram danos histológicos 

intermediários, com a presença de todas as alterações (edema, coágulos intravasculares e 

infiltrado leucocitário), com escores 1 e 2, principalmente na dose 32 μg mL
-1

 aos 7 e 30 dias 

de tratamento.  
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Fig. 5. Resultados físicos dos danos teciduais encontrados; 1: 7 dias; 2: 30 dias; a: Controle; 

b: Dose 8 μg mL
-1

; c: 16 μg mL
-1

; d: Dose 32 μg mL
-1

; A: Coração; B: Fígado; C: Rim; D: 

Pulmão; A seta curva indica formação de edemas e a seta reta indica infiltrados leucocitários.  
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O fígado foi o órgão que apresentou menores danos, sendo observada a presença prioritária de 

edema com nível de escore 1, nas duas fases de tratamento. Os efeitos no pulmão foram mais 

pronunciados, com presença de edema, coágulos e infiltrados leucocitários peribronquiolar, de 

escore 1 e 2, aos 7 e 30 dias de tratamento, principalmente na dose de 32 μg mL
-1

. De acordo 

com o aumento da dose, as alterações teciduais foram mais perceptíveis. O mesmo foi 

observado para o tempo de tratamento, visto que, o tratamento de 30 dias apresentou mais 

edemas, coágulos e formação de infiltrados leucocitários do que o tratamento agudo.  

Avaliando em conjunto os resultados histológicos e macroscópicos (item 3.2), o 

pulmão parece ser o órgão mais sensível à ação dos compostos presentes nos extratos 

utilizados, com redução do peso relativo e presença mais intensa de edemas, coágulos e 

infiltrados leucocitários peribronquiolar. As alterações histológicas observadas foram restritas 

a escores mais leves (1 e 2) e não repercutiram nos hábitos dos animais. Neste caso, um fator 

importante a considerar pode ser o tempo máximo de tratamento (30 dias), sendo possível que 

com um tempo maior de tratamento, essas alterações poderiam ser vistas macroscopicamente.   

 

3.4 – Parâmetros do estresse oxidativo 

 

Os resultados dos parâmetros do estresse oxidativo estão resumidos e reunidos na 

Tabela 2.  

A CAT é um importante antioxidante enzimático que capta moléculas de H2O2 e 

converte em moléculas de oxigênio e água (Gebika e Krych-Modej, 2019). É encontrada em 

alta atividade no fígado em razão da sua função ativa na metabolização de xenobióticos (Sani 

et al., 2006). Em nosso estudo realizado no tecido hepático, percebemos que no tratamento de 

7 dias o extrato metanólico do veneno de R. marina apresentou um efeito bifásico entre as 

doses promovendo o aumento da atividade enzimática da CAT nos animais tratados com a 

concentração 8 μg mL
-1

 em comparação aos animais tratados com a dose de 16 μg mL
-1 

(H = 

13,69; df = 5). No entanto, a atividade antioxidante da CAT não se alterou no fígado dos 

animais tratados por 30 dias (H = 5,16; df = 5).  

A GST, importante enzima na desintoxicação de xenobióticos (Pereira et al., 2018), 

apresentou diferença significativa da sua atividade no tratamento de 7 dias (H = 9,77; df = 5), 

porém não foi possível identificar que grupos diferiram entre si. Já o tratamento de 30 dias 

não apresentou diferença estatística (H = 9,38; df = 5). 
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Tabela 2. Efeito de diferentes concentrações do extrato metanólico do veneno de R. marina 

sobre os parâmetros do estresse oxidativo no tecido hepático de camundongos após 7 e 30 

dias de tratamento.  

  7 dias 30 dias 

  
Mediana e Intervalo 

Interquartil 

Mediana e Intervalo 

Interquartil 

CAT (μmol H2O2 min
-1

 mg protein
-1

)  

Água 0,825 (0,515-1,135) 1,060 (0,665-1,310) 

Veículo 0,740 (0,585-0,965) 1,050 (0,745-1,405) 

8 μg mL
-1

 1,230 (0,987-1,510)
#
 0,865 (0,717-1,148) 

16 μg mL
-1

 0,570 (0,382-0,722) 0,880 (0,672-0,950) 

32 μg mL
-1

 0,830 (0,765-1,265) 1,080 (1,050-1,265) 

   

GST (μmol GS-DNB min
-1

 mg protein 
-1

)  

Água 1,140 (0,970-1,285) 0,940 (0,800-1,225) 

Veículo 1,933 (1,790-2,075) 1,400 (1,175-1,710) 

8 μg mL
-1

 1,110 (0,917-1,593) 1,588 (1,280-1,725) 

16 μg mL
-1

 1,365 (1,183-1,675) 1,380 (0,982-1,968) 

32 μg mL
-1

 0,960 (0,915-1,140) 1,060 (0,820-1,195) 

   

GSH (μmol GSH mg protein
-1

)  

Água 1,000 (0,730-1,270) 0,900 (0,700-1,350) 

Veículo 0,620 (0,525-0,885) 0,770 (0,475-1,095) 

8 μg mL
-1

 0,570 (0,370-0,910) 1,035 (0,765-1,245) 

16 μg mL
-1

 0,430 (0,325-0,550) 0,800 (0,662-1,105) 

32 μg mL
-1

 1,620 (1,310-1,970)
*
 1,150 (1,030-1,245) 

   

TBARS (nmol MDA mg protein
-1

)  

Água 1,010 (0,865-1,125) 1,080 (0,615-1,335) 

Veículo 1,090 (0,725-1,370) 0,960 (0,570-1,300) 

8 μg mL
-1

 1,351 (1,143-1,550) 0,450 (0,317-0,678) 

16 μg mL
-1

 1,085 (0,987-1,163) 1,340 (0,985-2,060) 

32 μg mL
-1

 1,570 (0,990-1,795)   1,850 (1,685-2,015)
@

 

Os valores estão de acordo com a análise não-paramétrica de uma via (Kruskal-Wallis), 

seguida pelo teste de Dunn’s (p <0,01); 
#
Indica diferença em relação à dose 16 μg mL

-1
;
 

*Indica diferença significativa em relação às doses 8 μg mL
-1 

e 16
 
μg mL

-1
; 

@
Indica diferença 

significativa em relação à dose 8 μg mL
-1

; N=5. 

 

A GSH mantém a estabilidade dos grupos tióis das proteínas, reduz ligações 

dissulfetos induzidas pelo estresse oxidativo, neutraliza radicais livres, comportando-se como 
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indicador da capacidade da célula em manter sua homeostase, por isso, é considerada um 

agente muito importante do sistema de defesa antioxidante da célula (Berno et al., 2010). Os 

níveis de GSH também foram avaliados e aos 7 dias de tratamento observamos que a dose 32 

μg mL
-1

 apresentou um aumento em comparação com os grupos tratados com as demais doses 

do extrato (H = 18,44; df = 5). Por outro lado, o extrato metanólico do veneno de R. marina 

não alterou os níveis GSH no tratamento de 30 dias (H = 5,73; df = 5).  

A peroxidação lipídica através do método TBARS demonstra a formação de 

malondialdeído (MDA) (Samudrala et al., 2015). Neste primeiro estudo houve um aumento 

significativo no grupo tratado com a dose 32 μg mL
-1

 quando comparado com o tratamento da 

dose 8 μg mL
-1

  no período de 30 dias (H = 15,23; df = 5). Já para o tratamento por 7 dias não 

houve mudanças significativas (H = 6,19; df = 5). 

Nesse primeiro estudo, a diferença dos efeitos encontrados entre as doses 

demonstraram que houve um aumento da atividade enzimática da CAT e do marcador não-

enzimático GSH, porém não diferenciaram dos controles, o que não permite a verificação da 

atividade antioxidante. Em conjunto com a análise histopatológica, o fígado apresentou menor 

índice de edemas e infiltrados leucocitários em comparação aos demais órgãos estudados, o 

que sugere que as alterações bioquímicas (CAT, GSH e TBARS) encontradas podem ser um 

reflexo da tentativa do organismo em equilibrar os danos celulares induzidos em 

consequência do processo inflamatório local (Ballesteros et al., 2009).  

 

3.5 – Ensaios imunomoduladores 

 

A capacidade imunomoduladora do extrato foi avaliada a partir da resposta 

linfoproliferativa e da capacidade de produção in vitro de citocinas pelos esplenócitos dos 

animais tratados com o veneno de R. marina por 7 e 30 dias. Além disso, avaliamos também a 

atividade dos macrófagos peritoneais quanto à produção in vitro de NO• e H2O2. 

A capacidade linfoproliferativa dos esplenócitos totais não apresentou diferença entre 

os grupos tratados aos 7 dias (H = 3,56, df = 5) e 30 dias de tratamento (H = 4,93, df = 5) 

(dados não mostrados). 
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Fig. 6. Dosagem da capacidade de produção de citocinas pró-inflamatórias em 

resposta ao estímulo da SAC no tratamento de camundongos com diferentes doses 

do extrato metanólico do veneno de R. marina; 6A: IL-12p70 no tratamento de 7 

dias; 6B: TNF-α no tratamento de 30 dias; 
#
Indica diferença em relação a água 

basal; *Indica diferença em relação a água com SAC; **Indica diferença 

significativa em relação ao basal da água, veículo, dose 8 μg mL
-1 

 e dose 16 μg 

mL
-1

.  

 

Quanto a capacidade de produção de citocinas in vitro não foi constatada diferença 

significativa na produção de IL-4 no tratamento de 7 dias (H = 36,32, df = 5) e 30 dias (H = 

27,72, df = 5) (dados não mostrados). O mesmo se repetiu com a IL-10 no período de 7 dias 

(H = 31,03, df = 5) e 30 dias (H = 19,27, df = 5,) (dados não mostrados). A IL-4 e a IL-10 são 
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citocinas anti-inflamatórias pleiotrópicas que funcionam principalmente suprimindo as ações 

pró-inflamatórias (Chatterjee et al., 2014). A IL-4 é uma citocina multifuncional que regula a 

imunidade inata e adaptativa, produzida pelas células T CD4 e CD8, células NKT, 

eosinófilos, mastócitos e basófilos (Gregory et al., 2006). É importante na diferenciação de 

células Th2 e na limitação das respostas Th1 agindo sobre macrófagos ativados, reduzindo os 

efeitos das citocinas IL-1, TNF-α, IL-6 e IL-8, e inibindo a produção de radicais livres 

(Oliveira et al., 2011).  

A IL-10 é um polipeptídeo não glicosilado expresso por muitos tipos de células no sistema 

imunológico e tecidos neuroendócrino e neural (Oliveira et al., 2011; Wang et al., 2020). 

Inibe as citocinas pró-inflamatórias, principalmente TNF-α, IL-1 e IL-6, produzidas por 

macrófagos e monócitos ativados, estimulando a produção endógena de citocinas anti-

inflamatórias (Oliveira et al., 2011). 

Ao contrário das citocinas anti-inflamatórias, observamos diferença significativa na 

produção de citocinas pró-inflamatórias. Aos 7 dias de tratamento a capacidade de produção 

de IL-12p70 em resposta ao estímulo da SAC foi reduzida no grupo tratado com a dose 32 μg 

mL
-1

, quando comparada ao controle com SAC, e elevada no grupo tratado com a dose 8 μg 

mL
-1 

basal, em comparação ao controle basal e a dose 32 μg mL
-1 

basal (H = 42,70, df = 10) 

(Figura 6A). A produção de IL-12p70 nos grupos tratados durante 30 dias não apresentou 

diferença (dados não mostrados). Essa citocina age no receptor específico expresso nas 

células NK e nos linfócitos T ativados (Lawrence et al., 2006). Uma ação importante da IL-

12p70 é a produção de IFN-γ que é uma citocina envolvida no combate a infecções por 

microrganismos intracelulares, por ser potente ativadora das funções de macrófagos, 

linfócitos T e neutrófilos (Holland, 2000; Lawrence et al., 2006).  

A produção de TNF- também foi avaliada e não apresentou diferença significativa no 

tratamento de 7 dias (H = 42,65, df = 10) (dados não mostrados). Em contrapartida, a 

capacidade de produção de TNF-foi significativa aos 30 dias de tratamento. A dose 32 μg 

mL
-1 

basal foi maior que as doses basais 8 μg mL
-1

, 16 μg mL
-1 

bem como o controle basal e 

veículo basal (H = 42,26, df = 10) (Figura 6B). A TNF-α é produzida pelas células Th1 e 

macrófagos sendo a principal citocina mediadora do processo inflamatório (Santos et al., 

2010).  

No processo inflamatório, os macrófagos agem como apresentadores de patógenos ao 

sistema imunológico, potencializando a ativação de linfócitos T e B e a produção de citocinas 
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pró-inflamatórias como IL-1, IL-6, IL-12, TNF- e quimiocinas, além ainda de produzirem 

espécies reativas de oxigênio (EROs) e intermediários reativos de nitrogênio para contribuir 

com esse processo (Cruvinel et al., 2010). Nesse contexto, a determinação de H2O2 e NO• 

após o tratamento contribui para identificar a ação dos macrófagos frente ao extrato 

metanólico do veneno de R. marina. 

A produção de NO• não apresentou diferença significativa entre os grupos tratados, 

em todos os períodos experimentais (7 dias (H = 2,09, df = 5) e 30 dias (H = 12,25, df = 5)) 

(Figura 7A). A produção espontânea de H2O2 pelos macrófagos peritoneais não apresentou 

diferença estatisticamente significativa entre os grupos tratados aos 7 dias (H = 3,18, df = 5) 

(Figura 7B). No tratamento de 30 dias, foi observado um aumento na produção de H2O2 na 

dose 16 μg mL
-1

 quando comparada à dose 8 μg mL
-1 

(H = 14,07, df = 5) (Figura 7B), 

entretanto não houve diferença em relação aos grupos controles.  

De acordo com os resultados, a ação imunomoduladora do extrato do veneno parece se 

concentrar na modulação da atividade das células imunes quanto a produção de IL-12p70, aos 

7 dias de tratamento, e TNF- aos 30 dias de tratamento.  

A IL-12 e o TNF- são citocinas importantes para o desenvolvimento das respostas 

imunes, pois favorecem a organização de respostas inatas capazes de orientar a formação de 

respostas imunes específicas mais eficientes (Abbas et. al., 2015). A IL-12 é uma citocina 

importante para o desenvolvimento de respostas imunes celulares, favorecendo a atividade de 

células NK e Th1 e a produção de IFN-Trinchierienquanto que oF-favorece o 

desenvolvimento do processo inflamatório importante para o recrutamento de células de 

defesa para o sítio da infecção (Santos et al., 2010). É importante observar que o tratamento 

modulou a produção destas citocinas nos animais e este efeito pode estar relacionado aos 

danos teciduais observados microscopicamente, como consequência de um processo 

inflamatório de baixa intensidade (escores 1 e 2). O estimulo mitogênico utilizado na 

avaliação da dosagem de IL-12p70 e TNF- é rico em componentes imunoestimuladores 

como peptidoglicanos e ácido lipoteicoico, sendo utilizado para o estímulo das funções de 

macrófagos em cultura (Zhu e Pisetsky, 2001).  Os macrófagos são células fundamentais na 

resposta imunológica respondendo de forma imediata aos estímulos mediados por seus 

receptores de superfície e são importantes fontes de IL-12 e TNF- na resposta imune inata 

(Abbas et al., 2015). De fato, diversos produtos naturais são capazes de modular a ação dos 
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macrófagos a partir da interação com receptores de padrões moleculares, neste sentido Orsatti 

et al. (2009) e Pannacci et al. (2006) demonstraram o aumento de TLR4 em macrófagos 

peritoneais de animais tratados com própolis e ginseng.  

Assim, a ação imunomoduladora do extrato metanólico obtido do veneno de R. marina 

parece ser como alvo principal os macrófagos, favorecendo a produção de IL-12 aos 7 dias de 

tratamento (dose 8 μg mL
-1

 basal)  e a produção de TNF- aos 30 dias de tratamento (dose 32 

μg mL
-1 

basal). 

 
Fig. 7. Quantificação da produção de NO• e H2O2 a partir de macrófagos 

peritoneais de camundongos no tratamento com diferentes doses do extrato 

metanólico do veneno de R. marina no período de 7 e 30 dias; 7A: NO•; 7B: 

H2O2; *Indica diferença significativa em relação à dose 16 μg mL
-1

 (30 dias). 
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Associado ao estímulo inflamatório local podemos observar também a participação 

dos mecanismos de controle do estresse oxidativo com a atividade da CAT e da GSH.  

Durante o período experimental avaliado, as alterações sistêmicas observadas nos 

animais parecem não ter afetado a resposta imunológica específica, uma vez que não 

observamos diferença na proliferação dos linfócitos e na produção de IL-4 e IL-10.

O efeito modulador sobre o sistema imunológico de compostos presentes no veneno de 

sapos já foi observado por Carvalho et al. (2019). Neste trabalho foi realizado estudo com o 

esteroide marinobufagina comparando a outros esteroides que possuem atividade 

imunomoduladora comprovada. Eles evidenciaram a atividade imunomoduladora da 

marinobufagina, sendo o esteroide capaz de modular negativamente parâmetros da resposta 

inflamatória como a migração celular, citocinas pró-inflamatórias e a produção de NO•, sem 

alterar a viabilidade celular de macrófagos em cultura (Carvalho et al., 2019). 

É possível que o tratamento crônico superior a 30 dias pudesse induzir danos mais 

evidentes e permitisse diferenciar melhor os mecanismos associados à ação sobre o sistema 

imunológico. Neste sentido, é interessante a realização de novos estudos para investigar os 

efeitos do tratamento prolongado com o extrato, bem como a interação de seus compostos 

com os receptores presentes no macrófago. 

  

4. CONCLUSÃO 

 

Através do estudo do perfil químico do extrato do veneno de R. marina, pode-se 

detectar 15 compostos, sendo que os que apresentaram maior concentração estão divididos em 

quatro classes: alcaloide indólico, argininilas derivadas, esteroides cardioativos e esteroides 

ligados a argininilas. Nesse primeiro estudo, os resultados dos parâmetros do estresse 

oxidativo demonstram apenas diferenças entre as doses, o que não permite a confirmação do 

efeito antioxidante. O extrato foi capaz de modular a produção de citocinas nos animais 

tratados e este efeito pode estar relacionado aos danos teciduais observados 

microscopicamente. Esses resultados são bastante positivos, visto que demonstram que as 

moléculas presentes no extrato metanólico do veneno de R. marina apresentam potencial 

biotecnológico validando a hipótese que os venenos desses anfíbios são fontes ricas de 

compostos bioativos. Estudos são necessários tanto para o avanço no conhecimento dessas 
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moléculas a fim de explorar os mecanismos de ação das mesmas como para contribuir com o 

conhecimento anurofauna brasileira. 
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