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RESUMO 

 

Sales, Débora Lima. Universidade Federal Rural de Pernambuco. Drª. Universidade Federal 

Rural de Pernambuco. 24/02/2017.  Análise química, atividade antibacteriana e toxicidade 

da secreção glandular de Rhinella jimi (Stevaux, 2002). Waltécio de Oliveira Almeida. 

 

Bufonídeos possuem glândulas parotóides produtoras de secreções importantes no processo 

de defesa passiva, elas são ativadas através de pressão mecânica, como a mordida de algum 

predador. Nelas foram identificadas alcaloides, proteínas, peptídeos, esteroides e aminas, com 

importantes funções farmacológicas. Rhinella jimi (Stevaux, 2002) é um anfíbio anuro 

popularmente conhecidos por “sapo cururu”, e estão entre as 47 espécies de anfíbios citadas 

com uso etnozoológico e zooterápico. Desta forma o presente trabalho tem por objetivo 

analisar e comparar a composição química da secreção glandular da espécie Rhinella jimi; 

avaliar a sua ação contra bactérias de linhagens padrão e multirresistentes; analisar o efeito da 

secreção combinado com drogas antibacterianas. Os animais foram capturados por coleta 

ativa, anestesiados e, então tiveram as glândulas parotóides pressionadas para retirada da 

secreção. Para identificação da secreção cutânea foi usada a cromatografia líquida de alta 

eficiência em fase reversa (RP-HPLC) em um sistema HPLC binário, e espectrometria de 

massas. Foram utilizadas cepas padrões para determinação da Concentração Inibitória Mínima 

(CIM) e, para a atividade moduladora de antibióticos, os isolados clínicos: Escherichia coli 

06, Pseudomonas aeruginosa 03 e Staphyloccocus aureus 10. A atividade moduladora foi 

avaliada pelo método de microdiluição em caldo e teve como antibióticos alvos 

aminoglicosídeos (amicacina e gentamicina) e β-lactâmicos (Imipenem e Oxacilina). Os 

resultados obtidos mostraram perfis semelhantes nas três amostras estudadas, os picos de 

205m/z, 203m/z, 401m/z, 403m/z, 387m/z, que correspondem respectivamente a bufotenina, 

dehidrobufotenina, marinobufagina, telocinobufalina e bufalina. As secreções quando usadas 

sozinhas não tiveram efeito sobre as linhagens bacterianas testadas, mas em associação com 

os antibióticos tiveram uma redução significativa da CIM tanto em aminoglicosídeos quanto 

em β-lactâmicos. A secreção glandular de Rhinella jimi demonstrou resultados clinicamente 

relevantes, à modulação. Isso representa uma alternativa interessante, uma vez que pode servir 

como ponto de partida para a produção de novas composições farmacêuticas ou complemento 

para os antibióticos já existentes. 
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Palavras-chave: Etnobiologia; zooterapia; bufalina; atividade antibacteriana; modulação de 

antibióticos.  
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ABSTRACT 

 

Sales, Débora Lima. Universidade Federal Rural de Pernambuco. Drª. Universidade Federal 

Rural de Pernambuco. 24/02/2017. Chemical analysis, antibacterial activity and toxicity of 

glandular secretion of Rhinella jimi (Stevaux, 2002). Waltécio de Oliveira Almeida. 

 

Bufonids have parotoid glands that produce important secretions in the passive defense 

process, they are activated through mechanical pressure, like the bite of some predator. In 

them, alkaloids, proteins, peptides, steroids and amines were identified, with important 

pharmacological functions. Rhinella jimi (Stevaux, 2002) is anuran amphibian popularly 

known as the "cururu toad" and are among the 47 species of amphibians cited with 

ethnozoological and zooterapeutic use. In this way the present work aims to analyze and 

compare the chemical composition of the glandular secretion of the species Rhinella jimi; 

Evaluate its action against bacteria of standard and multiresistant strains; To analyze the effect 

of secretion combined with antibacterial drugs. The animals were captured by active 

collection, anesthetized and then had the parotoid glands pressed for removal of the secretion. 

To identify cutaneous secretion, reverse phase high performance liquid chromatography (RP-

HPLC) was used in a binary HPLC system, and mass spectrometry. Standard strains were 

used to determine the Minimum Inhibitory Concentration (MIC) and, for antibiotic 

modulating activity, the clinical isolates Escherichia coli 06, Pseudomonas aeruginosa 03 and 

Staphylococcus aureus 10. The modulatory activity was evaluated by the microdilution 

method in broth and Had aminoglycosides (amikacin and gentamicin) and β-lactams 

(Imipenem and Oxacillin) as antibiotics. The results showed similar profiles in the three 

samples studied, the peaks of 205 m/z, 203 m/z, 401 m/z, 403 m/z, 387 m/z, corresponding 

respectively to bufotenin, dehydrobufotenin, marinobufagine, telocinobufaline and bufalin. 

Secretions when used alone had no effect on the bacterial strains tested, but in combination 

with antibiotics they had a significant reduction of MIC in both aminoglycosides and β-

lactams. Glandular secretion of Rhinella jimi demonstrated clinically relevant results at 

modulation. This is an interesting alternative since it can serve as a starting point for the 

production of new pharmaceutical compositions or a complement to existing antibiotics. 

 

Keywords: Ethnobiology; Zooterapia; Buffalin; Antibacterial activity; Modulation of 

antibiotics.
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INTRODUÇÃO GERAL 

 

Plantas e animais evoluíram ao longo de séculos e adquiriram mecanismos de defesa 

específicos e eficientes que lhes permitiram melhor sobrevivência. Embora por muito tempo 

as plantas tenham sido consideradas as principais fontes de substâncias ativas para pesquisas e 

produção de novos fármacos, os animais ganharam destaque pelos compostos que produzem. 

Sob diferentes abordagens ecológicas, etnográficas e farmacológicas (Clarke, 1997; 

Alves et al., 2007), animais e seus produtos vêm sendo alvo de estudos, com o intuito de 

elucidar os compostos presentes em suas secreções, venenos e gorduras, e verificar a eficácia 

destes na produção de medicamentos. No Brasil, em especial nas regões Norte e Nordeste, 

vertebrados são os mais citados no uso e comercialização para fins terapêuticos, estando as 

infecções no topo das categorias de doenças tratadas (Ferreira et al., 2012). 

A maior preocupação com infecções está no desenvolvimento de resistência dos 

microrganismos aos medicamentos, o que compromete a eficácia de muitas drogas, tornando 

de maior custo e duração o tratamento de pacientes infectados (Brasil, 2007; OMS, 2015). A 

Organização Mundial da Saúde (OMS) estima que apenas para a União Européia, as bactérias 

farmacoresistentes causem cerca de 25 mil mortos a cada ano e custe 1,5 bilhão de gastos 

sanitários e perda de produtividade (OMS, 2015). Um estudo feito pela OMS e  Banco 

Mundial aponta um prejuízo não apenas de saúde, mas uma grande queda na economia, 

estabelecendo uma projeção otimista, os pesquisadores calculam uma queda no PIB mundial 

de 1,1%  quando comparado a um cenário em que não houvesse crescimento na resistência a 

antibiótico, isso representa um trilhão de dólares nos próximos dez anos (Adeyi et al., 2017).  

Dentre as classes de antibióticos, os aminoglicosídeos e os β-lactâmicos são opções de 

grande importância clínica, os primeiros devido ao uso mais comum, a exemplo amicacina, 

gentamicina, neomicina e estreptomicina. E os β-lactâmicos representam uma das classes com 

maior espectro de atividade e eficácia, em especial os carbapenêmicos, como imipenem, 

meropenem e doripenem (Drawz & Bonomo, 2010).  Os β-lactâmicos atuam prejudicando a 

parede celular enquanto aminoglicosídeos atuam inibindo a produção de proteínas (Azucena 

& Mobashery, 2001; Wilke et. al., 2005; Thanbichler & Shapiro, 2008).  

Alguns microrganismos produzem β-lactamases que hidrolisam antimicrobianos β-

lactâmicos, causando resistência a eles (Santos et al., 2015). Aminoglicosídeos apresentam 

eficácia excelente, porém, devido à alta toxicidade, não podem ser usados por longos períodos 
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de tempo. A toxicidade é um fator importante na escolha da medicação a ser adotada em casos 

de infecção. Com o intuito de diminuir o período de exposição às drogas e/ou potencializar 

seus efeitos, associações entre medicamentos podem ser uma boa alternativa clínica (Fishbain 

& Peleg, 2010). Com o mesmo propósito de aumento de eficácia dos tratamentos, produtos 

naturais também podem ser usados em associações com produtos sintéticos (Coutinho et al., 

2008). 

Neste sentido, produtos naturais, principalmente plantas tem sido alvos de estudos 

com resultados promissores no combate a microrganismos, inclusive na modificação da 

atividade de aminoglicosídeos (Matias et al., 2010; Sousa et al., 2010; Barreto et al., 2014). 

Produtos animais também foram investigados, como óleos fixos da serpente Spilotes pullatus 

(Oliveira et al, 2014), do quelônio Phrynops geoffroanus (Dias et al., 2013), e anfíbios da 

família Leptodactylidae (Cabral et al., 2013), bem como gorduras e secreções de outros 

anfíbios (Cunha-Filho et al., 2005; Conceição et al., 2007; Sales et al., 2015; Schmeda-

Hirschmann et al., 2016; Nalbantsoy et al., 2016). 

Rhinella jimi (Stevaux, 2002) é um anfíbio anuro popularmente conhecido por “sapo 

cururu” e está entre as 47 espécies de anfíbios citadas com uso etnozoológico e zooterápico no 

mundo. Estudos etnozoológicos indicaram o uso de indivíduos inteiros, ou partes de Rhinella 

jimi para problemas no trato respiratório, deficiências renais, diarreias, reumatismo, 

inflamações, artrites, câncer, osteoporose e infecções e machucados na pele em humanos e 

animais domésticos (Bernarde & Santos, 2009; Ferreira et al., 2009a, b; Alves & Alves, 2011; 

Alves et al., 2012). 

Compostos presentes na gordura desse animal também apresentaram resultados 

químicos e farmacológicos relevantes, ao modular antibióticos e reduzir edemas inflamatórios 

em aplicações tópicas (Sales, 2012; Sales et al., 2015). A bioprospecção de substâncias 

presentes na secreção das glândulas de R. jimi mostra grande quantidade de compostos 

bioativos com atividades farmacológicas comprovadas (Vitor, 2009; Vigerelli et al., 2015). 

Trabalhos realizados com venenos de outros anfíbios demonstram a importância desses 

animais como fonte de pesquisas farmacológicas, como efeitos fungistático, antibacteriano, 

antineoplásico e analgésico (Clarke, 1997; Rozek et al., 2000; Brito et al., 2012a, b). 

O objetivo do trabalho é (1) avaliar a composição química da secreção glandular de R. 

jimi (2) avaliar a ação da secreção glandular de R. jimi contra bactérias de linhagens padrão e 

multirresistentes; (3) analisar o efeito da secreção combinado com drogas usadas para 
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tratamento dessas infecções; e (4) verificar se existe variação de efeito de acordo com 

localidade de coleta do animal. 
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REVISÃO DE LITERATURA 

 

Etnozoologia 

A existência das relações do homem com a natureza pode ser explicada pela hipótese 

da biofilia, proposta por Wilson (1984), a qual sugere que a dependência da espécie humana 

com os elementos naturais é devido a sua história evolutiva, desenvolvendo com as espécies 

que teve contato um conjunto de informações sobre as mesmas e o ambiente, traduzidos em 

saberes, crenças e práticas culturais (Santos-Fita & Costa-Neto, 2007). O comportamento 

humano frente aos animais segue da mesma forma, sendo constituído por um conjunto de 

valores, percepções e conhecimentos, bem como pela natureza das interações que os seres 

humanos mantêm com esses organismos (Drews, 2002). 

Assim, a ciência que se dedica ao estudo dessas interações do homem com os 

componentes naturais é a etnobiologia, que assume ainda o papel de compreender e respeitar 

as diferentes culturas (Posey, 1987). Segundo Toledo & Barrera-Bassols (2010), cada pessoa 

transmite às novas gerações suas experiências enriquecidas e refinadas, de forma já adequada 

às novas circunstâncias, desta forma, a repetição dessa informação adaptada gera um 

aperfeiçoamento do tradicional. A etnobiologia e alguns de seus ramos trazem uma 

abordagem holística, bem como desafia paradigmas da ciência convencional (Funtowicz & 

Ravetz, 1993), criticando o mundo moderno ao buscar o resgate da “memória da espécie”, a 

memória bio-cultural, reivindicando e valorizando o povo que a mantém viva (Toledo & 

Barrera-Bassols, 2008). 

De acordo com Mason (1899), a etnozoologia era a zoologia da região narrada pelos 

nativos, mas o termo foi usado apenas no século seguinte por Henderson & Harrington 

(1914). Décadas mais tarde, em 1990, Overal sugeriu que a etnozoologia dizia respeito ao 

estudo dos conhecimentos, significados e usos de animais nas sociedades humanas, mas 

Marques (2002) vai além ao incluir pensamentos, percepções e sentimentos humanos 

relacionados a animais como objeto de estudo. 

Vários temas são abordados pelos etnozoólogos, tais como: percepção cultural e 

classificação zoológica; importância e presença de animais em mitos, contos e crenças; 

aspectos biológicos e culturais da utilização dos animais pelas sociedades humanas; formas de 

obtenção e preparo das substâncias orgânicas extraídas dos animais para diversos fins 

(ritualístico, medicinal, alimentar, etc.); domesticação, verificando as bases culturais e as 
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consequências biológicas do manejo dos recursos faunísticos ao longo do tempo; 

heterogeneidade biológica e processos cognitivos envolvidos no manejo e conservação dos 

recursos; técnicas de coleta e seu impacto sobre as diferentes populações animais (Lewis, 

1991; Digard, 1992; Descola, 1998; Costa-Neto & Oliveira, 2000; Fleck & Harder, 2000; 

Gunnthorsdottir, 2001; Pessoa et al., 2002; Motta, 2003; Martins & Souto, 2006; Mourão et 

al., 2006; Souto, 2007). 

Os estudos etnozoológicos com ênfase nos conhecimentos tradicionais de 

comunidades têm ganhado destaque por complementarem e/ou servirem de base para o 

conhecimento científico em diferentes áreas. Trabalhos como os de Alves (2008, 2009), Alves 

& Alves (2011), Ferreira et al. (2009b), Santos et al. (2012a, b) e Costa-Neto (1996, 2005) são 

exemplos de utilização medicinal dos recursos faunísticos.  

Assim, Alvez & Souto (2015) consideram etnozoologia como uma área científica 

fundamental para análise dos aspectos históricos, econômicos, sociológicos, antropológicos e 

ambientais das relações entre humanos e animais. Os mesmos autores destacam que os 

conhecimentos populares sobre a fauna local podem facilitar projetos de pesquisa acadêmicos, 

trazendo inclusive economias quando comparadas aos custos de pesquisas não realizadas com 

essa abordagem. 

A zooterapia é o ramo da etnozoologia que estuda o uso de animais com finalidades 

terapêuticas, seja na medicina tradicional humana ou veterinária. Os registros terapêuticos das 

espécies animais abrem um leque de opções de estudos para a etnofarmacologia, pois com as 

investigações dos compostos bioativos das espécies, pode-se obter um potencial para 

descoberta de medicamentos (Elisabetsky, 2003).   

Dentre os táxons mencionados por Alves & Alves (2011) para uso zooterápico, os 

anfíbios são o grupo de vertebrados com menor número de espécies citadas pelos 

entrevistados, sendo 47 espécies a nível mundial e 23 espécies para toda a América Latina, 

das quais sete espécies da família Bufonidae: Rhinella schneideri (Werner, 1894), R. marina 

(Linnaeus, 1758), R. jimi (Stevaux, 2002), R. icterica (Spix, 1824), Incilius bocourti (Brocchi, 

1877), I. macrocristatus (Firschein & Smith, 1957),, I. valliceps (Wiegmann, 1833);  três para 

Leptodactylidae: Leptodactylus labyrinthicus (Spix, 1824), L. vastus A. Lutz, 1930, L. 

troglodytes A. Lutz, 1926; dois para a família Craugastoridae: Craugastor laticeps (Duméril, 

1853), C. glaucus (Lynch, 1967); quatro para Ranidae: Lithobates maculata (Brocchi, 1877), 

L. berlandieri (Baird, 1859), L. montezumae (Baird, 1854), L. spectabilis (Hillis and Frost, 



22 

 

1985); cinco para Hylidae: Charadrahyla chaneque (Duellman, 1961), Trachycephalus 

typhonius (Linnaeus, 1758), T. resinifictrix (Goeldi, 1907), Phyllomedusa bicolor (Boddaert, 

1772), P. burmeisteri Boulenger, 1882; um para Microhylidae: Hypopachus barberi Schmidt, 

1939; e um para Telmatobiidae: Telmatobius culeus Garman, 1876. Dessas, apenas nove têm 

registros de uso para o Brasil (Alves et al., 2013; Alves & Alves, 2011). 

É possível atribuir a pouca citação dos anfíbios como recurso medicinal à percepção 

que as comunidades têm desses animais, que são culturalmente vistos como perigosos, sendo 

por vezes dispostos em outra classificação zoológica, passando de anfíbios para insetos 

(Costa-Neto & Pacheco, 2004; Costa-Neto & Resende, 2004; Barros, 2005; Ceríaco, 2012). 

De acordo com Costa-Neto & Pacheco (2004), o modo como as pessoas se expressam com 

relação aos animais que compõem a etnocategoria “insetos” (anfíbios, répteis, mamíferos, 

aracnídeos, além dos próprios insetos da classificação oficial), coloca em evidência os 

sentimentos e reações de desprezo, medo e nojo ou aversão aos mesmos. Como Lauck (2002) 

demonstra, o conceito de nojo ou medo ensinado na infância, frequentemente impede que a 

criança explore a conexão com os animais mais adiante. Na maior parte das vezes, o medo de 

insetos e outros animais está acompanhado por falta de informação sobre o mesmo, em 

relação a sua biologia, importância econômica e ecológica (Smith, 1934). 

Embora seja pequeno o número de espécies usadas, especialmente quando comparados 

a outros grupos de vertebrados, as condições tratadas com anfíbios e seus produtos abrangem 

muitos dos sistemas humanos: incontinência urinária, câncer, cárie dentária, feridas, 

furúnculos, acne, erisipela, indução de aborto, picada de escorpião, gastrite, raiva, 

reumatismo, dor de ouvido, dores articulares, dores de cabeça, dores musculares, dores de 

garganta, alergias e diabetes (Bernarde & Santos, 2009; Ferreira et al., 2009b; Alves & Alves, 

2011).  

O conhecimento da toxicidade dos sapos remonta a tempos antigos. Na medicina 

asiática de 3.000 anos atrás, a secreção em pó era usada como remédio para o coração, sendo 

o costume posteriormente introduzido na Europa e usado para a mesma finalidade 

(Habermehl, 1995). As secreções da pele dos anfíbios são muito utilizadas por comunidades 

indígenas para variados fins, como, na ponta das zarabatanas durante as caçadas; ou para dar 

mais vigor aos caçadores, afastando a fraqueza e má sorte. Porém, no Brasil existem poucos 

registros das comunidades não-indígenas (Bernarde & Santos, 2009; Ferreira et al., 2009b). 

 Peles e secreções apresentam grande quantidade de substâncias bioativas já 

registradas na literatura (aminas biogênicas, peptídeos, alcaloides, esteroides e proteínas), 
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sendo estas com funções de proteger contra infecções microbianas e do ataque de predadores. 

Essas substâncias têm algumas ações farmacológicas registradas como citocida, cardioativas, 

antileishimânia e antitripanossoma (Brito et al., 2012ab; Daly, 1998; Daly et al., 1984; 1992, 

2004; Duellman & Trueb, 1994; Maciel et al., 2003; Tempone et al., 2008). 

Por viverem tanto em habitats terrestres quanto aquáticos e, portanto, servirem como 

transportadores de biomassa entre os tipos de habitat, a diversidade e o status dessa população 

podem refletir a integridade ecológica de determinada área, bem como as consequências das 

modificações causadas pelo homem. Assim, é hoje considerado o grupo de vertebrados 

terrestre mais ameaçado devido ao declínio de populações no mundo inteiro, embora haja 

discordância entre autores (Stuart et al., 2004; Pimenta et al., 2005). As causas podem ser o 

processo de urbanização que gera destruição/fragmentação de habitats, bem como poluição 

dos corpos d’água e infecções fúngicas (Hayes et al., 2010). 

Segundo Riclefs (2009), a razão de se conservar a biodiversidade depende dos nossos 

envolvimentos pessoais e valores relacionados aos nossos interesses. No mesmo sentido, 

Saccaro Júnior (2011), destaca que agregar valores à biodiversidade pode ser a maneira mais 

efetiva de proteção, assim, uma forma de extrair valor da biodiversidade seria a 

bioprospecção, definida pelo mesmo autor como a busca sistemática por organismos, genes, 

enzimas, compostos, processos e partes provenientes de seres vivos em geral, que possam ter 

um potencial econômico e, eventualmente, levar ao desenvolvimento de um produto. 

 

Rhinella jimi (ANURA: BUFONIDAE) 

 

Pertencente ao grupo Rhinella marina, grupo este que já teve duas mudanças 

taxonômicas em seu gênero nos últimos anos, passando de Bufo marinus (sensu Martin, 

1972ab), como era inicialmente utilizado, grupo Chaunus marinus  Frost et al. (2006), e em 

2008 Pramuk et al. decidiram por Rhinella marina.  

Rhinella jimi (Stevaux, 2002) (Figura 1) é um dos 85 bufonídeos descritos para o 

Brasil (Segalla et al., 2016). Popularmente conhecido por “sapo cururu”, ele apresenta pela 

espessa e coberta por glândulas, distribuídas no antebraço, pés, cloaca, e parte posterior da 

cabeça, possui hábitos noturnos e está geograficamente distribuído em toda a região nordeste 
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do Brasil, tanto em lugares de baixas altitudes, como de altitudes elevadas, não havendo 

especializações entre as populações (Stevaux, 2002; Kwet et al., 2006).   

Apesar de sua ampla distribuição geográfica e de sua abundância na região Nordeste 

do Brasil, existem poucos estudos realizados com substâncias biologicamente ativas extraídas 

a partir da pele desses anfíbios, porém existem relatos de atividades microbiológicas para 

extratos obtidos da pele desses animais, que demonstram atividade antileshimânia e 

antitripanossoma (Tempone et al., 2008). 

 

Figura 1 - Vista dorsal de uma fêmea de Rhinella jimi (Stevaux, 2002). 

 

Foto da autora. 

Testes buscando esclarecer a atividade microbiológica dos extratos da pele desses 

anfíbios foram realizados por Brito et al. (2012a) e Tempone et al. (2008). Os resultados 

dessas pesquisas evidenciaram que o extrato metanólico de R. jimi continha alcalóides, 

terpenos, esteróides e saponinas. Os testes microbiológicos realizados demonstram que os 

extratos e frações da pele de R. jimi interagem de diferentes formas com linhagens de 

bactérias. Brito et al. (2012b) demonstraram que o extrato metanólico de R. jimi produziu um 

ótimo perfil de atividade citocida, contra diferentes linhagens de células tumorais.  

Antimicrobianos e Resistência bacteriana 

 

4cm 
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Para que os antibióticos exerçam sua função na célula ele precisa inicialmente estar na 

concentração correta e atingir o seu alvo na célula para assim, matar ou inibir o 

microrganismo. Existem diversas formas de antibióticos interagirem com bactérias (Figura 2), 

podem atuar modificando aspectos na parede celular ou inibindo a sua síntese; agir na 

membrana celular, alterando a permeabilidade e possibilitando a entrada e saída de 

substâncias prejudiciais à célula; alterando ou inibindo processos de síntese proteica e de 

ácidos nucleicos ou ainda por inibição competitiva (Brasil, 2007). 

Figura 2 – Mecanismos de ação de antibióticos. 

 

Fonte: (Brasil, 2007) - Anvisa: http://www.anvisa.gov.br/servicosaude/controle/rede_rm/cursos/ 

rm_controle/opas_web/modulo1/pop_mecanismo.htm, acessado em 19/09/2016. 

 

Fischbach & Walsh (2009) afirmam que a descoberta de novas drogas antibióticas deve 

ser prioridade. Na Figura 3, os autores trazem os períodos em que as principais categorias de 

antibióticos foram introduzidas, bem como um alerta sobre o déficit de descoberta de novas 

drogas antibacterianas nos últimos anos. A busca por novas drogas capazes de ação 

antibacteriana é necessária pois é crescente o surgimento de microrganismos resistentes a 

múltiplas drogas. 

http://www.anvisa.gov.br/servicosaude/controle/rede_rm/cursos/%20rm_controle/opas_web/modulo1/pop_mecanismo.htm
http://www.anvisa.gov.br/servicosaude/controle/rede_rm/cursos/%20rm_controle/opas_web/modulo1/pop_mecanismo.htm
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A resistência a antibióticos é um processo evolutivo natural, ocorre quando as bactérias 

mudam em resposta ao uso destes fármacos. No entanto o uso em excesso desses 

medicamentos tem levado o problema a níveis alarmantes no mundo inteiro. Segundo a OMS 

(2015), é necessário um esforço de todos os países no combate ao problema, que vai desde 

ações educativas e cuidados com higiene até campanhas de incentivo a pesquisa e otimização 

dos antimicrobianos. Isso explica a urgência na procura de novos agentes antimicrobianos ou 

compostos que sejam capazes de potenciar a ação de fármacos já comercializados (Bolla et 

al., 2011). 

 

Figura 3 – Introdução das maiores classes de antibióticos entre 1962 e 2000. 

Fonte: Fischbach & Walsh, 2009 

 

Neste cenário, o estudo de produtos naturais e seus derivados tomam espaço, seja no 

uso isolado ou em combinação de compostos naturais e sintéticos. Novos fármacos 

produzidos a partir de produtos naturais no período de 1981 a 2014 foram listados por 

Newman & Cragg (2016), dentre os 140 antibacterianos registrados para o período, onze 

foram através de produtos naturais sem modificação na estrutura, 71 derivados de produtos 

naturais, um de origem biológica não determinada e um sintético baseado em estudos e 

estruturas de produtos naturais. Portanto, além de novos produtos, combinações e 

melhoramentos em fármacos já existentes pode ser uma alternativa viável e possivelmente 

mais econômica de contribuição.  

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Fischbach%20MA%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=19713519
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Walsh%20CT%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=19713519
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Linhagens 

O estudo foi realizado com espécies de linhagem padrão e linhagens resistentes a 

múltiplas drogas para que fosse possível verificar a interação da secreção glandular e o 

medicamento. Todas as espécies usadas apresentam importância na clínica médica. 

Pseudomonas aeruginosa é um agente patogênico oportunista, responsável por um 

número importante de infecções hospitalares, como pneumonias, infecções no sistema 

urinário e queimaduras. Gram-negativa com diversos mecanismos de resistência intrínseca, 

assim como aquisição de genes, transferência horizontal de genes e acumulação de mutações 

pontuais, alterando o seu material genético (Delgado et al., 2007; Murray 2007).  

Outra Gram-negativa estudada foi Escherichia coli, uma das principais causas de infecções 

bacterianas em humanos, responsável por infecções no sistema urinário, colites e diarreias. No 

Brasil foi considerada como o agente mais freqüentemente isolado em crianças hospitalizadas, 

no primeiro ano de vida nas décadas de 1980 e 1990 (Oliva et al., 1997). Staphyloccocus 

aureus é comum na pele, podendo causar foliculites e furúnculos, representa uma importante 

bactéria em crescente resistência a antibióticos convencionais (Freitas, 2003; Catao et al., 

2006). 

Devido à importância clínica desses agentes biológicos, é recomendada a 

administração de agentes antimicrobianos associados, devido à alta probabilidade de 

desenvolvimento de resistência em uma monoterapia. Entre outros tratamentos, é frequente o 

uso de aminoglicosídeos combinados com β-lactâmicos (Fishbain & Peleg, 2010; Raja & 

Singh 2007), por este motivo foram as classes de fármacos selecionadas para os ensaios neste 

trabalho. 
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Os resultados da pesquisa estão apresentados em dois capítulos distribuídos da 

seguinte forma: O primeiro capítulo, o artigo submetido à revista Toxicon, traz resultados da 

composição química da secreção glandular de Rhinella jimi coletados em três localidades 

distintas nos Estados do Ceará e Pernambuco. O segundo capítulo, o artigo aborda a resposta 

microbiológica da secreção contra as bactérias Staphyloccocus aureus, Escherichia coli e 

Pseudomonas aeruginosa, além de combinações com antibióticos das classes dos 

aminoglicosídeos e β-lactâmicos, tendo sido publicado na revista Biomedicine & 

Pharmacotherapy. 
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Resumo 

Bufonídeos apresentam glândulas parotóides, que são macroglândulas produtoras de 

secreções importantes no processo de defesa passiva. Estas são ativadas através de pressão 

mecânica, como a mordida de algum predador, podendo ter ativação espontânea em algumas 

espécies. Nelas foram identificadas alcaloides, proteínas, peptídeos, esteroides e aminas, com 

importantes funções farmacológicas. Desta forma, o presente trabalho tem por objetivo 

analisar e comparar a composição química da espécie Rhinella jimi (Stevaux, 2002) em três 

localidades diferente. Os animais foram capturados por coleta ativa, anestesiados e, então 

tiveram as glândulas parotóides pressionadas para retirada da secreção. Para identificação da 

secreção cutânea foi usada a cromatografia líquida de alta eficiência em fase reversa (RP-

HPLC) em um sistema HPLC binário, e espectrometria de massas. Os resultados obtidos 

mostram perfis semelhantes nas três amostras estudadas, com os picos de 205m/z, 203m/z, 

401m/z, 403m/z, 387m/z, que correspondem respectivamente a bufotenina, 

dehidrobufotenina, marinobufagina, telocinobufagina e bufalina. Embora a presença da última 

indique semelhanças com o perfil químico das secreções glandulares de R. schneideri, os 

dados morfológicos e distribuição geográfica diferem bastante deixam claro ser uma 

semelhança casual. 

mailto:debora.lima.sales@gmail.com
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Palavras – Chave: taxonomia química; bufonídeos; sapo; Rhinella; glândula parotóide, 

veneno, secreção glandular. 

 

Introdução 

  

 Bufonídeos apresentam glândulas paratóides, que são macroglândulas produtoras de 

secreções importantes no processo de defesa passiva, elas são ativadas através de pressão 

mecânica, como a mordida de algum predador, podendo ter ativação espontânea em algumas 

espécies (Jared et al., 2009; 2011). O veneno liberado é rico em compostos que lhe conferem 

proteção contra infecções microbianas, como fungos e bactérias (Daly et al., 1984).  

Nas peles e secreções de anfíbios foram identificadas alcaloides, proteínas, peptídeos, 

esteroides e aminas (Maciel et al., 2003; Daly et al., 1984; Duellman e Trueb, 1994). Muitos 

deles com estudos e comprovações de atividades farmacológicas importantes como efeito 

fungistático, antibacteriano, antiviral, antineoplásico, analgésico, cardioativos, antileishimânia 

e antitripanossoma (Brito et al., 2012ab; Daly, 1998; Daly et al., 1984; 1992, 2004; Duellman 

& Trueb, 1994; Maciel et al., 2003; Tempone et al., 2008; Vitor, 2009; Vigerelli et al, 2014). 

Segundo Sebben et al. (1993), a composição e concentração dos compostos da pele de 

anfíbios pode variar entre espécies, estádio de desenvolvimento, e de distribuição geográfica, 

dados que corroboram com os resultados encontrados por Cei et al. (1968). Sciani et al. 

(2013) analisaram e compararam as secreções de sete espécies do gênero Rhinella e uma 

espécie do gênero Rhaebo. Com seus resultados eles afirmaram que para estes gêneros, havia 

uma discordância com os dados de outros autores, uma vez que parte das espécies estudadas 

por eles compartilham mesmo habitat e dieta e ainda assim, apresentaram diferenças nas 

composições, sugerindo uma relação espécie-específica. 

Por haver discordância entre autores quanto aos compostos presentes na secreção 

serem ou não espécie-específico, é prudente uma análise mais detalhada da composição 

química em estudos que se destinam principalmente a informações farmacológicas. Desta 

forma, foi feita uma análise e comparação do perfil cromatográfico de amostras de Rhinella 

jimi de três localidades diferentes com perfis cromatográficos de Rhinellas sp. já conhecidos. 
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Material e Métodos. 

 

Coleta animal e secreção glandular 

Os animais foram coletados em três localidades próximas, sendo duas em ambientes 

antropizado no município de Crato, estado do Ceará e no município de Exu, estado de 

Pernambuco, e uma em área de conservação de Caatinga, na Estação Ecológica de Aiuaba, 

estado do Ceará. As coletas foram devidamente autorizadas pelo Sistema de Autorização e 

Informação em Biodiversidade – SISBIO, sob número: 39353-2 de 2014. A coleta e 

manipulação dos animais foi autorizada pela Comissão de Experimentação e Uso de Animais 

– CEUA da Universidade Regional do Cariri – URCA, sob número: 130/2013. 

Os animais foram capturados manualmente, por coleta ativa, foram identificados e 

anestesiados com lidocaína 10%. Para simular a mordida de um predador possível, foi 

aplicada uma pressão grande e constante nas glândulas parótidas dos indivíduos vivos, 

apertando-as lateralmente entre o polegar e o dedo indicador, para que fosse possível a 

expulsão de veneno, conforme descrito por Jared et al. (2009).  

As amostras foram identificadas como “VRJC” para a secreção de animais coletados 

no município de Crato; “VRJE” para a secreção de animais coletados no município de Exu; e 

“VRJA” para a secreção de animais coletados no município de Aiuaba. Seguiu o 

congelamento da secreção a -20ºC até a sua utilização. 

  

Identificação da secreção glandular das espécies coletadas 

As secreções foram identificadas pela técnica de cromatografia líquida de alta 

eficiência em fase reversa (RP-HPLC) em um sistema HPLC binário (10A vp Prominence, 

Shimadzu Co., Japan). As amostras foram solubilizadas, centrifugadas a 10.000 x g e 5 μL do 

sobrenadante foi analisado utilizando uma coluna C18 (ACE® 5μm, 100 Å, 250 x 4.6 mm), 

com solventes (A) ácido trifluoroacético (TFA) / H2O (1:1000) e (B) TFA / acetonitrila / H2O  

(1:900:100) em fluxo constante de 1 mL/min-1a 30°C. O gradiente utilizado foi de 0 a 100% 

de solvente B em 20 minutos de corrida, após uma eluição isocrática de solvente A, por 5 

min. Esta analise foi monitorada pela medida de absorbância da amostra em 214 nm. 
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Espectrometria de massas. 

As análises por espectrometria de massas foram realizadas no laboratório de 

Bioquímica e Biofísica do Instituto Butantan, em um espectrômetro ESI-IT- TOF (Simadzu 

Co., Japão). As amostras foram analisadas em modo positivo, com fluxo de 50 μL/min. A 

voltagem da interface utilizada foi de 4,5 kV e a voltagem do detector, 1,76 kV, com 

temperatura de 200°C. Os espectros foram obtidos na faixa de 50 a 2000 m/z. Os dados 

obtidos foram analisados pelo software LCMSsolution (Shimadzu Co., Japão). 

 

 

Resultados e Discussão 

 

Nos experimentos de cromatografia, os perfis cromatográficos das três amostras foram 

muito similares um ao outro, variando apenas na intensidade dos picos. Isso pode ser 

observado nas figuras 1, 2 e 3. 

 

Figura 1 - Perfil cromatográfico da amostra "VRJC". 
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Figura 2 - Perfil cromatográfico da amostra "VRJE". 

 

 

Figura 3 - Perfil cromatográfico da amostra "VRJA". 

 

Isso fica mais evidente ao sobrepor os três perfis e ao fazer zoom dos dois grupos de 

picos, como mostram as figuras 4, 5 e 6. 
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Figura 4 - Sobreposição dos Perfis cromatográficos das amostras "VRJC, VRJE e VRJA". 

Perfis cromatográficos das amostras VRJC (preto), VRJE (vermelho) e VRJA (azul). 

 

 

 

Figura 5 – Zoom do primeiro grupo de picos da sobreposição dos Perfis cromatográficos das 

amostras "VRJC, VRJE e VRJA". 

Perfis cromatográficos das amostras VRJC (preto), VRJE (vermelho) e VRJA (azul). 
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Figura 6 - Zoom do segundo grupo de picos da sobreposição dos Perfis cromatográficos das 

amostras "VRJC, VRJE e VRJA". 

Perfis cromatográficos das amostras VRJC (preto), VRJE (vermelho) e VRJA (azul). 

 

 

Os perfis foram comparados com os de diferentes secreções parotóides de outros anfíbios 

do gênero Rhinella e um do gênero Rhaebo analisados por Sciani et al. (2013). A comparação 

visual dos perfis mostrou que as secreções analisadas diferem do perfil de Rhinella jimi 

estudado pelos autores. Como forma de experimento complementar, os principais picos foram 

coletados conforme representado na figura 7 e foram realizados experimentos de 

espectrometria de massas para avaliar se os picos apresentam as mesmas moléculas nas três 
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Figura 7 - Representação dos picos coletados para análises por espectrometria de massas  
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Figura 8 – Perfil de massas do pico 1 com o íon majoritário de 205 m/z. 

 

 

 

Figura 9 – Perfil de massas do pico 2 com o íon majoritário de 203 m/z. 
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Figura 10 – Perfil de massas do pico 3 com íon majoritário de 401 m/z. 

 

 

 

Figura 11 – Perfil de massas do pico 4 com íon majoritário de 403 m/z. 
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Figura 12 – Perfil de massas do pico 5 com íon majoritário de 387 m/z. 
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afirmam que a variação na composição de toxinas pode ocorrer de acordo com a localidade de 
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coleta, uma vez que a mesma pode estar diretamente relacionada à alimentação. No mesmo 

sentido Gao et al. (2010) apontam que esta variação pode ocorrer inclusive dentro a mesma 

espécie.  

Conclusão 

Por comparação dos cromatogramas, juntamente com os perfis de espectrometria de 

massas, pode-se concluir que as amostras analisadas das três localidades não possuem 

diferenças significativas. A semelhança entre a secreção estudada e a secreção glandular de 

Rhinella schneideri é importante por ressaltar que ocorrem variações entre espécies e na 

mesma espécie, provavelmente de acordo com a dieta do animal. Deste modo, é necessária 

cautela para afirmar que características da secreção glandular podem ser usadas como recurso 

quimiotaxonômico. 
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The increase in microorganisms with resistance to medications has caused a strong 

preoccupation within the medical and scientific community. Animal toxins studies, such as  

parotoid glandular secretions from amphibians, possesses a great potential in the development 

of drugs, such as antimicrobials, as these possess bioactive compounds. It was evaluated 

Rhinella jimi (Stevaux, 2002) glandular secretions against standard and multi-resistant 

bacterial strains; the effect of secretions combined with drugs; and determined the toxicity 

using two biologic in vivo models, and a in vitro model with mice livers. Standard strains 

were used for the determination of the Minimum Inhibitory Concentration (MIC), while for 

the modulatory activity of antibiotics, the clinical isolates Escherichia coli 06, Pseudomonas 

aeruginosa 03 and Staphylococcus aureus 10 were used. Modulatory activity was evaluated 

by the broth microdilution method with aminoglycosides and β-lactams as target antibiotics. 

The secretions in association with the antibiotics have a significant reduction in MIC, both the 

aminoglycosides and β-lactams. The toxicity and cytotoxicity results were lower than the 

values used in the modulation. R. jimi glandular secretions demonstrated clinically relevant 

results regarding the modulation of the tested antimicrobials.  

 

Key-words: poisons; parotoid gland; antimicrobial activity; bacterial resistance; modulation 

of antibiotics; toxicity; cytotoxicity. 
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Introduction 

 

The increase in the number of microorganism strains with resistance to medications 

has caused preoccupation within the scientific community, especially when faced with strains 

resistant to multiple drugs [1]. Development of resistance is a natural evolutionary process, 

however it has stood out due to its increase in the last years, which is disproportional to the 

production of new antimicrobial drugs, which compromises the efficacy of many drugs, thus 

increasing the cost and duration of infected patient’s treatment [2, 3]. 

 This explains the urgency in the search for new antimicrobial agents or compounds 

which are capable of potentiating the action of already commercialized drugs [4]. Woolhouse 

and Farrar [5] suggested the creation of an intergovernmental force of action which emerged 

from the affirmation of the public health problem and assumed a role in the identification of 

failures for their corrections. In the same manner, the WHO [6], judges the efforts of all 

countries in combating the problem a necessity, which ranges from education initiatives and 

hygiene care to research incentive campaigns and optimization of antimicrobials. 

 Within the antibiotic classes, we emphasize through clinical importance: 

aminoglycosides due to their common usage, and β-lactams for presenting a wide spectrum of 

activity and efficacy, in particular carbapenems [7].  β-lactams act by damaging the cellular 

wall while aminoglycosides act by inhibiting the production of proteins [8, 9, 10]. 

 Some microorganisms produce β-lactamases which hydrolyze antimicrobial β-lactams, 

causing resistance to these [11]. Aminoglycosides present excellent efficacy, however due to 

high toxicity, they cannot be used for prolonged periods of time, therefore the association 

between these can be a good clinical alternative to improve efficacy [12]. 

In this sense, natural products, especially plants, have been the targets of studies with 

promising results in microorganism combat, including in the modification of aminoglycoside 

activity [13, 14, 15, 16]. Animal products have also been investigated, such as fixed oils from 

the Spilotes pullatus serpent [17], the chelonian Phrynops geoffroanus [18], and amphibians 

from the family Leptodactylidae [19]. 

 Amphibians from the family Bufonidae have also been the target of recent studies, 

these present parotoid glands that produce important secretions in the passive defense process. 

These are activated through mechanical pressure, such as the bite from a predator, and can 

have spontaneous activation in some species [20, 21]. The poison released is rich in 
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compounds which confer it protection against microbial infections, such as fungi and bacteria 

[22]. 

The popularly known “sapo cururu”, Rhinella jimi (Stevaux, 2002) [23] is one of the 

84 Bufonidae described for Brazil [24]. It has a thick presentation and is covered in glands 

distributed across the forearm, feet, cloaca and the posterior part of the head, it possesses 

nocturnal habits and is geographically distributed in all the northeastern region of Brazil. 

Compounds present in the fat of these animals also present relevant chemical and 

pharmacological results by modulating antibiotics and reducing inflammatory edemas in 

topical applications [25]. Bioprospecting of the present substances in the secretion of R. Jimi 

glands possess a great quantity of bioactive compounds with proven pharmacological 

activities [26, 27, 28, 29]. Work performed with poisons from other amphibians demonstrate 

the importance of these animals as sources of pharmacological research with fungistatic, 

antibacterial, antineoplastic and analgesic effects [30, 31, 32, 33]. 

However, although there is a record of the traditional use of glandular secretion of 

Bufonidae in ethnomedicine [for example 34, 35, 36, 37], such as data on important biological 

activities [27, 28, 29, 32, 33], toxicological studies are mainly performed with isolated 

compounds from their secretions [38]. Thus, the objective of this work is (1) to evaluate the 

action of the R. jimi glandular secretion against standard and multi-resistant bacterial strains; 

(2) to analyze the effect of the secretion in combination with drugs used in the treatment of 

these infections; (3) to verify if variations in effect exist according to the location of the 

animals; and (4) to evaluate the toxicity using Drosophila melanogaster and Artemia salina as 

the models organisms and a in vitro model with mice livers. 

 

Materials and Methods 

Rhinella jimi Glandular Secretions 

Rhinella jimi specimen were collected actively through the months of March to August 

2014 in the counties of Aiuaba and Crato, State of Ceará, and Exu, State of Pernambuco. 

Removal of secretions was performed mechanically by applying pressure in the parotoid 

glands of the individuals, as described by Jared et al. [20]. The secretions were treated with 

70% ethanol, lyophilized and kept refrigerated at 10°C for further analysis. The secretions 

were identified through the reverse phase high performance liquid chromatography (RP-
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HPLC) technique in a binary HPLC system (10A vp Prominence, Shimadzu Co., Japan) and 

by mass spectrometry, as described in Sciani et al. [39]   

Antibacterial Activity and Antibiotic- Modulatory Effect 

The following standard bacterial strains were used to determine the Minimum 

Inhibitory Concentration (MIC): Escherichia coli ATCC 25922, Pseudomonas aeruginosa 

ATCC 25853 and Staphylococcus aureus ATCC 25923. For the modulatory activity of 

antibiotics, bacterial clinical isolates of Escherichia coli 06, Pseudomonas aeruginosa 03 and 

Staphylococcus aureus 10, with a resistance profile to various drugs, in accordance with Table 

I, were used.  

 

Table I – Bacterial clinical isolate strains used for tests with their resistance profile to 

antibiotics and origin. Source: Microbiology and Molecular Biology Laboratory – LMBM – 

Universidade Regional do Cariri–URCA. 

 

Bacteria Origin Resistance profile 

Escherichia coli 06 Urine culture 

Cephalothin, cephalexin, cefadroxil, 

ceftriaxone, cefepime, ampicillin-

sulbactam 

Pseudomonas 

aeruginosa 03 
Uroculture 

Amikacin, imipenem, ciprofloxacin, 

levofloxacin, piperacillin-tazobactam, 

ceftazidime, merpenem, cefepime 

Staphylococcus 

aureus 10 

Rectal swab 

culture 

Cefadroxil, cephalexin, cephalothin, 

oxacillin, penicillin, ampicillin, 

amoxicillin, moxifloxacin, 

ciprofloxacin, levofloxacin, ampicillin-

sulbactam, amoxilin / ac. Clavulanic, 

erythromycin, clarithromycin, 

azithromycin, clindamycin 

 

To determine the MIC of glandular secretions, the broth microdilution method was 

used. The concentration of the secretions used in the tests were of 2048 μg/mL, with dilutions 

performed with distilled sterile water. The inoculum was made in tubes containing saline and 

the turbidity was compared to the McFarland scale which equated to a concentration of 105 

CFU/mL. 100 μL of Brain Heart Infusion (BHI) medium and inoculum (10%) were 

distributed in each well of a 96 well plate. In the first well, 100 μL of the tested product was 

added and following this a serial microdilution until the penultimate well, with concentrations 

ranging from 1024 μg/mL to 1 μg/mL, was initiated. The plates were taken to the incubator 

for 24 hours at 35°C [40]. The revelation of the bacterial MIC was performed using 



60 

 

Resazurin. The MIC was defined as the lowest concentration in which no growth was 

observed in accordance with the CLSI [41]. 

 The method proposed by Coutinho et al. [42] was utilized for the modulation of drugs 

test, where a solution of the natural product is tested at a sub-inhibitory concentration 

(MIC/8). 100 μL of a solution containing 10% BHI, inoculum and natural product was 

distributed in each well, in the alphabetical order of the plate. Thereafter, 100 μL of the drug 

(amikacin, gentamycin, imipenem and oxacillin) was mixed in the first well, proceeding a 

serial microdilution until the penultimate well. The initial concentration of each drug was of 

2048 μg/mL, varying gradually in the well from 1024 μg/mL to 1 μg/mL.  

 All the determinations were performed in triplicates and the results were normalized 

through calculation of the geometric mean, standard error of the geometric mean and 

geometric standard deviation. The results were compared by an Analysis of Variance 

(ANOVA) and the comparison between the geometric means in accordance with Tukey’s test, 

with a p<0.05 value being considered significant, using the software Prism 6.0. 

In vivo toxicity assays 

For the D. melanogaster toxicity model the protocol according to Cunha et al. [43] 

was adopted. Individuals from the Harwich lineage, obtained from the Vivarium of the 

Regional University of Cariri- URCA were used. The flies were grown in glass flasks 

measuring 5.5cm in diameter and 15cm in height, containing 8mL of standard media (1% w/v 

brewer's yeast, 2% w/v sucrose; 1% w/v milk powder; 1% w/v agar; 0.08% w/w nipagin), 

with constant temperature and humidity (25 ± 1°C, 60% relative humidity, respectively). 

 Twenty adult flies (males and females) were placed in 40mL flasks, each containing a 

filter paper at the bottom. For the control group, 1mL of 20% sucrose in distilled water was 

added to the flask, whereas for the tested groups, the glandular secretion was diluted in 20% 

sucrose and 1mL of the following concentrations: 1mg/mL, 10mg/mL and 50mg/mL, were 

added to the flask. All the flasks were maintained in the same temperature and humidity 

conditions with a photoperiod of 12h. The experiment was carried out in six replicates, 

counting dead individuals after 3, 6, 12, 24 and 36 h. 

 In the Artemia salina Leach toxicity assays, the methodology recommended by Meyer 

et al. [44] was used, in which crustacean cysts were hatched in seawater and constant light for 

24 hours. In the tested group, test tubes containing 10mL of the secretion diluted in seawater 
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in different concentrations (250, 275, 300, 325, 350, 375, 400, 425, 450, 475 e 500 μg/mL), 

followed by a positive control prepared with potassium chromate (K2CrO4) in the same 

concentrations, and a negative control with seawater were used. The assays were carried out 

in triplicates and 10 individuals were used in each replica of the experiment. After 24 h of 

constant light and temperature of 25 ± 2°C, counting of dead individuals was performed.  

 The LD50 of both assays were determined with a 95% confidence interval, through the 

probit analysis method, using the TSK – Trimmed Spearman Karber Method,  version 1.5. 

In vitro cytotoxicity assay in Mus musculus hepatocytes 

 

Female Swiss mice (Mus musculus), weighing 25–35 g, were previously housed in 

standard polypropylene cages under controlled conditions of temperature (22 ± 2 ◦C) and 12-h 

light/dark cycle, with free access to water and rodent chow (Labina, Purina, Brazil). Mice 

were allowed to adapt to the laboratory for at least 1 h before testing.  Animals were 

previously anesthetized with ketamine 20 mg/kg i.p. and xylazine 10 mg/kg i.p. Livers were 

excised and maintained continuously in ice-cold Phosphate Buffered Saline (PBS) pH 7,4 

(Moronvalle-Halley et al. [45]) 

 

Slices from Mus musculus liver (dimensions: 8.3 ± 0.67 mm × 1.3 ± 0.44 mm; 34.8 ± 

0.01 mg) were obtained according to the method described by Moronvalle-Halley et al [45], 

with adaptations, and maintained in PBS pH 7,4 prior to cytotoxicity assay. The effect of 

glandular secretion of Rhinella jimi (SRJ) on cell viability of cultured Mus musculus liver 

slices was evaluated using the MTT assay.  Firstly, liver slices were preincubated in 

microtubes at different concentrations of secretion (1, 10, 100, 1000 and 5000 μg / mL) or 

vehicle control for 30 minutes at 37 ° C, followed by addition of 50 μl MTT (0.5 mg / mL) 

and incubation for 20 minutes at 37 ° C. After that, 100 μl of DMSO were added to samples in 

order to solubilize the reduced formazan and stop the reaction. Samples were vortexed for 10 

minutes to allow the releasing of formazan produced by viable cells contained in the tissue. 

The absorbances were measured at 570 nm wavelength for subsequent LC50 calculation. 

 

Results 

 

 The Minimum Inhibitory Concentration (MIC) for the specimen secretions collected in 

Aiuaba (SRJ-A), Crato (SRJ-C) and Exu (SRJ-E) were ≥ 2048 µg/mL without variations 
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between them. When the action of the secretions (256 μg/mL) in combination with 

aminoglycosides and β-lactams were evaluated, the results obtained demonstrated an increase 

in efficacy of the antibiotics against resistant bacterial strains.  

 For E. coli the products reduced the MIC of the drugs Gentamicin, Imipenem and 

Oxacillin by 46.8%, 60.3% and 7.4%, respectively. For P. aeruginosa a reduction in MIC of 

99.8%, 93.7% and 50%, respectively, occurred, in the same tested antibiotics. For S. aureus, 

the glandular secretions reached a reduction of 18.3% for amikacin and of 43.8% for 

gentamicin in MIC. β-lactams had their effects potentiated in both Gram-negative bacteria, 

which presented with elevated MIC levels of the drugs and a significant reduction, especially 

for Imipenem, without a difference between the three tested products (Figs 1 and 2). The 

secretions also presented a considerable MIC reduction for amino glycosides, with an 

accentuated synergisms with gentamicin, for all the tested bacterial strains (Figs. 1, 2 and 3). 

 

 

Fig. 1 – Comparative graph of the Minimum Inhibitory Concentration (MIC) of antibiotics 

and the antibiotic modulatory activity of the products: SRJ-A (Rhinella jimi glandular 

secretion collected from Aiuaba-CE), SRJ-C (R. jimi glandular secretion collected from 

Crato-CE) and SRJ-E (R. jimi glandular secretion collected from Exu-PE) in association with 

aminoglycosides (Amikacin and Gentamicin) and β-lactams (Imipenem and Oxacillin) against 

Escherichia coli 06. **** - Significance with P <0,0001. 
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Fig. 2 - Comparative graph of the Minimum Inhibitory Concentration (MIC) of antibiotics 

and the antibiotic modulatory activity of the products: SRJ-A (Rhinella jimi glandular 

secretion collected from Aiuaba-CE), SRJ-C (R. jimi glandular secretion collected from 

Crato-CE) and SRJ-E (R. jimi glandular secretion collected from Exu-PE) in association with 

aminoglycosides (Amikacin and Gentamicin) and β-lactams (Imipenem and Oxacillin) against 

Pseudomonas aeruginosa 03. **** - Significance with P <0,0001. 
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Fig. 3 - Comparative graph of the Minimum Inhibitory Concentration (MIC) of antibiotics 

and the antibiotic modulatory activity of the products: SRJ-A (Rhinella jimi glandular 

secretion collected from Aiuaba-CE), SRJ-C (R. jimi glandular secretion collected from 

Crato-CE) and SRJ-E (R. jimi glandular secretion collected from Exu-PE) in association with 

aminoglycosides (Amikacin and Gentamicin) and β-lactams (Imipenem and Oxacillin) against 

Staphylococcus aureus 10. **** - Significance with P <0,0001. 

 

 

The chemical analyzes of the glandular secretions did not present differences between 

them, with the same chromatographic profile and the same range of molecular masses in the 

collected peaks (Fig. 4), with the collected peaks presenting molecular masses of 205, 203, 

401, 403 and 387, corresponding to bufotenine, dehydrobufotenine, marinobufagin, 

telocinobufagine and bufalin, respectively. 
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Fig. 4 – Representation of the peaks collected for mass spectrometry analyses. Peak 1 – 205 

m/z corresponding to bufotenine, peak 2 – 203 m/z corresponding to dehydrobufotenine, peak 

3 – 401 m/z corresponding to marinobufagin, peak 4 – 403 m/z corresponding to 

telocinobufagine and peak 5 – 387 m/z corresponding to bufalin.   

 

 

The toxicity assays with Artemia salina (Table II) showed that the estimated R. jimi 

(SRJ) glandular secretion dose necessary to kill 50% of individuals (LD50) was of 365.94 

μg/mL (with an inferior and superior 95% confidence interval of 338.97 μg/mL and 395.04 

μg/mL, respectively). Whereas in the positive control group with potassium chromate, the 

LD50 was of 41.72 μg/mL (with an inferior and superior 95% confidence interval of 32.06 

μg/mL and 54.31 μg/mL, respectively). 

The assays performed with Drosophila melanogaster, showed in Table III, presented 

an LD50 of 12.02 mg/mL (with an inferior and superior 95% confidence interval of 9.57 

mg/mL and 15.68 mg/mL, respectively). Despite higher concentrations of SRJ slightly 

decrease the viability of Mus musculus hepatocytes in vitro from MTT test in mice liver 

slices, it was found an LC50   > 5000 μg/mL after 30 min of preincubation with SRJ. 
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Table II – Percentage mortality of Artemia salina against Rhinella jimi Glandular Secretion 

(SRJ) and Potassium Chromate in different concentrations (μg/mL), considering the control 

group with 0% mortality, results from readings taken after 24 h. 

 

Concentration  

(μg/mL) 

Mortality (%) Artemia salina 

SRJ Potassium chromate 

5 0 7.0 

10 3.3 13.0 

25 6.6 30.0 

50 6.6 43.0 

100 20.0 87.0 

250 20.0 100 

250 20.0 100 

275 23.3 100 

300 36.6 100 

325 40.0 100 

350 46.6 100 

375 50.0 100 

400 53.3 100 

425 66.6 100 

450 70.0 100 

475 73.3 100 

500 76.6 100 

 

 

 

Table III – Percentage mortality of Drosophila melanogaster against Rhinella jimi Glandular 

Secretion (SRJ) in different concentrations (mg/mL), results from readings taken at 3, 6, 12, 

24 and 36h. 

 

Concentration 

(mg/mL) 

Mortality (%) Drosophila melanogaster 

3h 6h 12h 24h 36h 

Control 0 0 0 0 3 

1 0 0.83 1.66 3.33 9.16 

10 0 0.86 1.66 10.0 39.1 

50 0 1.66 4.16 16.6 90.8 

 

 

 

Discussion 

 It is important to highlight that there was no variation in the chemical composition 

between the three analyzed samples. For this reason, there was also no statistically relevant 

variation within these regarding the microbiological results.  Moreover, the results for the 
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Minimum Inhibitory Concentration, not being the crude secretion, therefore, capable of 

killing or inhibiting the growth of bacteria, were very high. 

 Similar results were obtained by Brito et al. [32] with methanolic extracts of the skin 

from R. jimi and fractions of these extracts. Freitas [46] found bacterial activity for fractions 

of the poison, but the data cannot be dully compared due to a different methodology, as the 

author used disc diffusion tests. Studies indicating the antibacterial action of the secretion 

were acquired from isolated substances, such as peptides and the steroids telocinobufagine 

and marinobufagin, but not the brute poison [47, 48]. 

 Regarding the modulation of aminoglycosides and β-lactam antibiotics, the Rhinella 

jimi glandular secretion demonstrated clinically relevant results over multi-resistant bacteria 

(Figs 1, 2 and 3). 

 For the Gram-negative Escherichia coli, the Rhinella jimi secretion promoted a 

significant reduction in both antibiotic classes. Cunha Filho et al. [48] reported antibacterial 

activity of the compounds marinobufagin and telocinobufagine isolated from the Rhinella 

genus over E. coli and S. aureus bacteria, however this was not confirmed in our study for the 

pure secretion.  

 P. aeruginosa presents intrinsic resistance mechanisms to diverse antibiotics in 

clinical use, including aminoglycosides and β-lactams [49]. The results presented here in 

Figure 02, show the synergistic activity of the glandular secretion to the aminoglycoside 

Gentamicin and the β-lactams Imipenem and Oxacillin. These associations are fairly 

representative, as among the mechanisms responsible for resistance in this species the low 

external membrane permeability, efflux system, production of aminoglycosides inactivating 

enzymes, alteration of fluoroquinolones targets and the production of β-lactamases stand out 

[50, 51].  

 The aminoglycosides are preferentially active against Gram-negative bacilli and 

Gram-positive cocci [52]. The glandular secretion modulated the action of Amikacin only for 

S. aureus and the action of Gentamicin against all three tested bacterial strains analyzed. The 

synergistic modulatory activity presented by S. aureus is very relevant as species of this genus 

represent a public health problem due to the growing resistance to conventional antibiotics 

[53, 54]. 
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 Biological activities of compounds present in the secretion of Bufonidae, for example: 

anesthetic activity for bufalin [55]; cytotoxic activity for bufalin, arenobufagine, other 

compounds and brute secretions [56, 57, 58, 59], have been reported; in addition to a 

hallucinogenic power and the ability to inhibit the penetration of rabies virus, which have 

been described for bufotenine [28, 60]; as well as antibacterial activities which were reported 

for marinobufagin and telocinobufagine [48]. However, this is the first report on the granular 

secretion of Rhinella jimi being used as a modifier of the action of aminoglycoside and β-

lactam antibacterials. 

Toxicity studies by Gadelha et al. [61] where Gallus gallus domesticus chicks received 

the Rhinella jimi venom orally in single doses varying from 3 to 25 mg/kg, even without 

clinical signs of toxicity, the animals were necropsied and subjected to pathological exams 

which revealed dose-dependent damages in the heart, liver and lungs. In the present study an 

LD50 of 12.02 mg/mL was verified only with 36 hours of exposure to the venom and 

considered, therefore, as chronic toxicity.The results from the toxicity assays with Artemia 

salina show an LD50 of 365.94 μg/mL. Assay in vitro from MTT test in mice liver slices, it 

was found an LC50   > 5000 μg/mL after 30 min of preincubation with SRJ.therefore superior 

to the dose utilized in the antibiotic modulation experiments (256 μg/mL). 

 

Conclusion 

 The Rhinella jimi granular secretion no presented antibacterial activity when tested 

alone. When used in association with the antibiotics Amikacin, Gentamicin, Imipenem and 

Oxacillin, it demonstrated a significant reduction in Minimum Inhibitory Concentration of all 

of these, being, thus, a synergistic action. No variation in the analyses occurred in accordance 

with the location of animal collection.   

 The results from the antibiotic modulation are clinically relevant, as the secretions 

were capable of resulting in a phenotypic change in the tested bacteria from resistant to 

sensitive for the evaluated drugs, in doses below the established LD50 and LC50 in this study. 

Thus they represent an alternative to the combat or reduction of resistance levels, which can 

serve as a starting point for the production of similar molecules in structure and effect. Above 

all, studies are still needed to verify the mechanism of action involved in this interaction.  
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CONSIDERAÇÕES FINAIS 

 

As análises químicas das secreções estudadas indicam que as amostras das três 

localidades Aiuaba, Crato e Exu não apresentam variações na composição. Por comparação 

com estudos anteriores, o perfil químico da secreção de Rhinella jimi apresenta semelhança 

casual com perfil de R. schineideri, uma vez que as espécies diferem morfologicamente e em 

distribuição geográfica.  

A variação química demonstra um aspecto fenotípico interessante. Serão necessários 

novos estudos para elucidar a natureza dessa variação, sendo o perfil químico um passo 

essencial na identificação e exploração terapêutica de agentes bioativos presentes. 

 Do ponto de vista microbiológico, as secreções não apresentaram efeito antibacteriano 

frente às linhagens padrão e resistente de Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa e 

Staphyloccocus aureus, quando testadas sozinhas.  

Mostraram, porém, importância clínica ao atuarem como moduladoras de antibióticos 

aminoglicosídeos e β-lactâmicos frente às mesmas espécies de bactérias com resistência a 

múltiplas drogas. A secreção glandular de Rhinella jimi possui, portanto, substâncias com 

potencial de utilização em novas composições farmacêuticas que busquem melhorar o 

potencial de antibióticos já existentes. 
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