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RESUMO
Os anfíbios apresentam dois tipos de glândulas cutâneas: as mucosas e as granulosas. As secreções produzidas nas 
suas glândulas de sua pele apresentam componentes químicos diversos que têm sido estudados com relação as suas 
atividades biológicas, com efeito anestésico, alucinógeno e até antimicrobiano. Devido à diversidade de espécies no Brasil 
e ainda poucos estudos dessa natureza, o presente estudo objetivou investigar a atividade antimicrobiana do veneno das 
glândulas parotóides do sapo Rhinella icterica, procedentes do Distrito de Rubião Junior, Botucatu, estado de São Paulo. 
Foi avaliado o efeito de diferentes concentrações do veneno sobre colônias de bactérias Escherichia coli e Staphylococcus 
aureus, bem como o tempo necessário para a ação antimicrobiana. Observou-se que o veneno extraído apresentou 
atividade antimicrobiana leve para as duas bactérias estudadas, porém com maior ação para S. aureus. O veneno agiu 
somente em concentrações maiores de 50 mg/mL, com maior efi ciência na concentração de 100 mg/mL, em tempo igual 
ou superior a 30 minutos para S. aureus e a partir de 15 minutos para E. coli. Estes dados poderão servir de base para 
estudos futuros envolvendo o isolamento das substâncias do veneno que apresentaram atividade antimicrobiana e as 
concentrações mínimas necessárias para a referida ação.
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ABSTRACT
Amphibians exhibit two types of cutaneous glands: mucous and granular. The secretion produced in their skin glands 
exhibit several chemical components. These substances have been studied regarding biological activity, showing aenesthetic, 
hallucinogen and antimicrobial effects, among others. Due to the diversity of Brazilian species, and considered that only 
few studies assessed this issue, the present study aim to investigate the antimicrobial activity of the poison produced 
by the parotoid macroglands of the toad Rhinella icterica originated from Rubião Júnior, Botucatu, São Paulo state. We 
assessed the effect of different poison concentrations on Escherichia coli e Staphylococcus aureus cultures, as well as the 
time required for antimicrobial action to perform. R. icterica poison presented weak antimicrobial activity for both 
bacteria considered, with a stronger effect on S. aureus. The poison acts in concentrations higher than 50 mg/mL, with 
a larger effectiveness at 100mg/mL. Time required for action was equal or superior than 30 minutes for S. aureus and 
superior than 15 minutes to E. coli. These data may support future studies involving the isolation of the substances 
confering antimicrobial activity to the poison of R. icterica, as well as the minimum concentrations required for the 
refered action.
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INTRODUÇÃO

Os anfíbios são divididos em três ordens: Anura, 
representada pelos sapos, rãs e pererecas; Caudata, 
salamandras e tritões; e Gymnophiona, as cobras-cegas1. 
As três ordens caracterizam-se pela presença de dois 
tipos de glândulas cutâneas: glândulas mucosas e as 
glândulas granulosas. As glândulas mucosas produzem 
muco, o qual controla o pH, o grau de umidade na pele, 
atua na termoregulação, respiração cutânea e na defesa. 
Já as glândulas granulosas (também chamadas de serosas 
ou venenosas) produzem secreções tóxicas, repelentes 
para várias espécies de vertebrados, e protegem contra a 
proliferação de micro-organismos na superfície do corpo, 
sendo um dos primeiros elementos de defesa dos anfíbios2. 
O veneno produzido pelas glândulas granulosas é bem 
diversifi cado quanto aos seus componentes químicos3, 
incluindo aminas biogênicas, esteróides, alcalóides 
e peptídeos, com diferentes atividades biológicas: 
colinomimética, simpatomimética, anestésica, hemolítica, 
miotóxica, neurotóxica e antibiótica2,4.

Os anfíbios são ricos em moléculas antimicrobianas, 
particularmente peptídios5. Em algumas espécies, essas 
moléculas estão no muco que recobre o tegumento dos 
anfíbios, como é o exemplo de um potente antibiótico 
que foi isolado da pele de Xenopus laevis, e que talvez 
tenha aplicações médicas6. Em Lithobates palustris foram 
encontrados 22 peptídeos com atividade antimicrobiana7. 
No sapo asiático Bufo gargarizans foi purificado e 
caracterizado um peptídio antimicrobiano presente em 
seu estômago, o qual mostrou forte atividade contra uma 
ampla variedade de micro-organismos incluindo bactérias 
Gram-positivas, Gram-negativas e fungos5. Em Rhinella 
arenarum foi registrada atividade antimicrobiana de 
lecitinas construtoras da lactose da pele, que mostraram 
forte atividade bacteriostática contra bactérias Gram-
negativas (E. coli e Proteus morganii) e Gram-positivas 
(Enterococcus fecalis), concluindo que as lecitinas podem 
suprir uma defesa efi caz contra a invasão de micróbios 
nesses sapos8. 

Em anos recentes, o uso indiscriminado e sem 
controle médico de antibióticos fez com que cepas de 
bactérias resistentes a estas drogas fossem selecionadas7. 
Por isso, tornou-se necessária a descoberta constante de 
novos agentes fungicidas e bactericidas mais efi cazes, que 
podem ter utilidade clínica9. Considerando a diversidade 
da fauna de anuros do Brasil e os poucos trabalhos 
dessa natureza, o presente estudo objetivou testar a 

ação antimicrobiana do veneno de sapos da espécie 
Rhinella icterica em colônias de bactérias Escherichia coli 
e Staphylococcus aureus, bem como verifi car o tempo 
mínimo para a referida ação e a concentração na qual o 
veneno apresenta máxima atividade antimicrobiana. 

MATERIAL E MÉTODOS

Coleta dos animais
Foram coletados nove exemplares machos da 

espécie Rhinela icterica, no mês de julho de 2007, no 
Distrito de Rubião Júnior, município de Botucatu (SP). 
Os exemplares foram transferidos para o Laboratório 
de Zoologia da Universidade Estadual Paulista Julio de 
Mesquita Filho, Botucatu, e mantidos em terrários para 
posterior extração de veneno, que foi realizada na manhã 
seguinte.  

Extração, processamento e armazenamento do veneno
Cada uma das glândulas parotóides de cada 

exemplar sofreu compressão manual. O veneno projetado 
foi recolhido sobre um vidro transparente e plano 
posicionado diante da glândula. O veneno total foi 
recolhido do vidro por raspagem e imediatamente 
liofi lizado conforme descrito por Nadaleto e colaboradores 
(2001)10. Após liofi zado, o veneno colhido (total de 2,793g) 
foi mantido em freezer à -70ºC. Para utilização nos ensaios, 
o veneno foi descongelado e imediatamente macerado até 
transformar-se em pó.

Pesquisa da atividade antibacteriana
Os micro-organismos Escherichia coli (ATCC 

25922) e Staphylococcus aureus (ATCC 25923) utilizados 
nesse estudo foram obtidos no Departamento de 
Microbiologia e Imunologia do Instituto de Biociências 
da Universidade Estadual Paulista Julio de Mesquita Filho, 
Botucatu.
Técnica 1: As bactérias (Escherichia coli - ATCC 25922 e 
Staphylococcus aureus - ATCC 25923)  foram semeadas 
em caldo Brain Heart Infusion (BHI, Difco) e incubadas 
a 37ºC/16-18 horas. Após esse período, as concentrações 
dessas bactérias foram ajustadas à escala 0,5 de McFarland 
(1,5 x 108 UFC). Concentrações de 5 mg/mL, 25 mg/
mL, 50 mg/mL, 100 mg/mL do veneno foram diluídas 
diretamente nessas culturas. Após os tempos 15, 30 e 60 
minutos de contato, foram realizadas diluições seriadas 
decimais. 100 µl dessas diluições foram espraiados na 
superfície do ágar Plate Count Agar (PCA, Difco), com 



   473

Pinto ÉG, Felipe AC, Nadaletto D, Rall VLM, Martinez RM. Investigação da atividade antimicrobiana do veneno de Rhinella icterica (Amphibia, 
Anura). Rev Inst Adolfo Lutz, São Paulo, 68(3):471-5,2009.

o auxílio de uma alça em L, e as placa foram incubadas 
a 37°C por 24 horas. Após período de incubação, pôde 
ser verifi cada a diminuição do número de bactérias nas 
placas analisadas. 

Houve o controle da esterilidade do veneno pela 
sua semeadura em PCA, para a observação do possível 
crescimento de contaminantes. Como controle positivos, 
as bactérias foram semeadas no mesmo ágar, mas sem o 
contato prévio com o veneno. 

Técnica 2: O veneno foi espraiado com o auxílio de 
uma alça em L diretamente sobre placas de Petri, nas 
concentrações de 5 mg/mL, 10 mg/mL, 25 mg/mL, 50 mg/
mL, 100 mg/mL. Após a absorção do veneno pelo ágar, 
100 µl das bactérias, na concentração de 1,5 x 108 UFC,  
foram espraiadas na superfície e incubadas a 37°C/24h. Foi 
realizada contagem das colônias após 25 horas, 26 horas e 
27 horas da estriagem. Após período de incubação, pode 
ser verifi cada a diminuição do número de bactérias nas 
placas analisadas.

Técnica 3: Essa técnica é uma modifi cação da técnica de 
antibiograma. Cada bactéria, na concentração de 1,5 x 108 
UFC,  foi espraiada com o auxílio de uma alça em L, na 
superfície do ágar PCA . Em cada placa, foram perfurados 
cinco poços nos quais foram aplicados diferentes 
diluições do veneno, nas concentrações de 5 mg/mL, 
10 mg/mL, 25 mg/mL, 50 mg/mL, 100 mg/mL, diluídos 
em água tamponada esterilizada. Para a confecção dos 
poços, utilizou-se uma seringa para a aspiração do meio, 
deixando um orifício redondo na placa. As placas foram 
mantidas em estufa a 37°C por 24 horas, ao fi m das quais 
verifi cou-se a presença de halo de inibição do crescimento 
bacteriano ao redor dos poços.

Avaliação do efeito antibacteriano
Não foi possível realizar a contagem das UFC. 

Portanto, realizamos uma avaliação qualitativa do efeito 
do veneno sobre a proliferação bacteriana. Observamos 
4 níveis de inibição: (-) nenhuma inibição; (+) pouca 
inibição; (++) média inibição; (+++) máxima inibição.

RESULTADOS

A técnica 1 apresentou resultados satisfatórios, 
pois possibilitou a análise do fator tempo de exposição 
ao veneno e concentração do veneno na atividade 
antimicrobiana. Os resultados da relação entre o tempo 
e o efeito antimicrobiano estão sumarizados na Tabela 

1. Os resultados da relação entre concentração e efeito 
antimicrobiano estão sumarizados na Tabela 2.

No experimento, utilizando Escherichia coli, 
o número de UFC diminuiu conforme aumentava 
a concentração de veneno de Rhinella icterica. Na 
concentração de 100 mg/mL, houve forte inibição 
bacteriana. Por outro lado, com 5 mg/mL, houve uma 
mínima inibição. Quanto ao tempo, utilizando-se a 
concentração de 100 mg/mL, houve inibição a partir dos 
15 minutos (0-15). Contudo, não houve diferenças no 
grau de inibição entre 15 minutos e os demais tempos de 
exposição (30 e 60 minutos). 

Em relação à Staphylococcus aureus, o número 
de UFCs diminuiu conforme aumentava a concentração 
de veneno. Na concentração de 100 mg/mL, o veneno 
apresentou maior atividade em relação as demais 
concentrações utilizadas. Observou-se variação quanto 
ao tempo de ação, pois a concentração de 100 mg/mL não 
apresentou efeito inibitório em 15 minutos (0-15 minutos) 
e sim em 30 (15-30) minutos, que se manteve constante 
com 60 minutos.

Para uma mesma concentração e tempo de 
exposição, o veneno de Rhinella icterica mostrou ação 
antimicrobiana mais efi caz  em Staphylococcus aureus do 
que em Escherichia coli, em qualquer dos tratamentos 
utilizados.

Tabela 1. Efeito do veneno em relação ao tempo

Tempo (minutos) 0 15 30 60

E. coli - ++ ++ +++

S. aureus - - ++ +++
Legenda: (-) Nenhuma inibição; (+) pouca inibição; (++) média inibição; 
(+++) máxima inibição.

Tabela 2. Efeito do veneno em relação à concentração
Concentração 
(mg/mL)

5 25 50 100

E. coli + ++ ++ +++

S. aureus + ++ ++ +++
Legenda: (-) Nenhuma inibição; (+) pouca inibição; (++) média inibição; 
(+++) máxima inibição.

Na técnica 2, o veneno não inibiu o crescimento 
das duas espécies de bactérias em nenhum dos tratamentos 
aplicados, tanto com relação aos diferentes tempos (30 
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min às 3h) e concentrações. Portanto, o método não 
foi efi ciente para discriminar os efeitos dos diferentes 
tratamentos sobre o desenvolvimento das bactérias.

Em relação ao terceiro método, o veneno não 
inibiu o crescimento das bactérias em nenhum dos 
tratamentos aplicados. Uma vez que não foram observados 
halos ao redor dos poços, é provável que o veneno não 
tenha conseguido dispersar-se dentro das poças, deste 
modo, não inibindo o crescimento das bactérias. 

DISCUSSÃO

O veneno bruto de Rhinella icterica apresentou 
ação antimicrobiana em concentrações maiores de 50 
mg/mL para as duas bactérias e em tempo igual ou 
superior a 30 minutos (15 e 30 minutos) para S. aureus 
e igual ou superior à 15 minutos (0 e 15 minutos) para 
E. coli. Os dados obtidos neste trabalho estão de acordo 
com a observação de que as secreções da pele e/ou das 
macroglândulas de sapos e de outros anfíbios apresentam 
atividades antimicrobianas. As moléculas que apresentam 
tal característica estão presentes na pele, glândulas mucosas, 
glândulas de veneno e no tecido estomacal e têm sido isoladas 
e estudadas em algumas espécies de anuros dos gêneros 
Xenopus, Bombina, Phyllomedusa, Lithobates e Rhinella5,7,11. 

Com relação ao veneno de Rhinella, Rieira e 
colaboradores8 demonstraram atividade antimicrobiana 
de lecitinas construtoras da lactose da pele de Rhinella 
arenarum, mostrando inibição de Escherichia coli, 
Enterococcus faecalis e Proteus morganii. Foi demonstrada 

atividade antibiótica de dois bufadienolídeos da pele de 
Rhinella rubescens sobre bactérias S. aureus e E. coli11. Esses 
autores verifi caram que S. aureus é menos suscetível do 
que E. coli à esses compostos, em oposição ao presente 
trabalho. É possível que a atividade antibiótica observada 
na secreção bruta do veneno de Rhinella icterica esteja 
relacionada à presença desses compostos, tendo em vista 
o alto grau de conservação de componentes do veneno 
entre espécies do gênero Rhinella12. A pele de sapos 
Rhinella apresenta uma grande diversidade de compostos 
bioativos, representando importante fonte de novos 
fármacos. Tempone e colaboradores13 demonstraram 
que dois bufadienolídeos denominados telocinobufagina 
e helebrigenina, isolados de Rhinella jimi, apresentam 
potente atividade anti-Leishmania e anti-T. cruzi. 

Em nossos ensaios, a maior suscetibilidade de 
Staphylococcus aureus em relação à Escherichia coli ao 
veneno de R. icterica pode estar relacionada ao fato de 
a primeira ser uma bactéria Gram-positiva enquanto a 
segunda é Gram-negativa. Essa efetividade diferencial 
entre os dois tipos de bactérias está descrita para uma série 
de antibióticos, como lincomicina e eritromicina, estando 
associada à diferenças na estrutura da parede celular e 
RNA ribossomal entre esses dois grupos14.

O presente trabalho demonstrou que o veneno do 
sapo Rhinella icterica possui ação antimicrobiana sobre 
Escherichia coli e Staphylococcus aureus, e que essa ação 
é depende da concentração e do tempo de exposição ao 
veneno. Estes dados poderão servir de base para estudos 
futuros envolvendo o isolamento das substâncias do 
veneno com atividade antimicrobiana e a determinação 
de concentrações mínimas necessárias para a referida ação. 
Estudos dessa natureza são fundamentais para busca de 
novos fármacos, os quais podem se tornar importantes 
armas no combate a doenças causadas por bactérias e 
outros micro-organismos. 
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