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EPIGRAFE

“Em algum lugar, alguma coisa incrivel esta esperando
para ser descoberta”

Carl Sagan (1934 — 1996)




RESUMO

A familia Phyllomedusidae tem despertado crescente interesse cientifico devido a notavel
diversidade molecular revelada nas analises de peptideos presentes em suas secrecdes
cutaneas.Neste estudo, foram investigadas duas espécies, Pithecopus oreades e P. azureus,
com o objetivo de realizar analises histolégicas da pele e avaliar a atividade biologica do
peptideo PaT-2, pertencente a classe das triptofilinas. As analises histoldgicas evidenciaram
a presencga abundante de glandulas mucosas e serosas, com estas ultimas apresentando
maior tamanho na regido dorsal, o que se relaciona a maior espessura dérmica e a
necessidade de protecdo em areas mais expostas, como dorso e cabeca. Observacoes
comportamentais descritas na literatura, como o ato de esfregar o corpo com os membros,
sugerem ainda a redistribuicdo funcional dessas secre¢des. Ensaios histoquimicos
confirmaram a presenca de polissacarideos e lipidios, reforcando o papel multifuncional das
secrecgdes cutaneas.Em paralelo, o peptideo sintético PaT-2 foiavaliadoem ensaios celulares
com menadiona como indutor de estresse oxidativo. Os resultados demonstraram que PaT-2
nao apresentou citotoxicidade e atuou como modulador redox, inibindo a formagao de
glutationa oxidada (GSSG) e evidenciando atividade antioxidante. Este é o primeiro estudo a
fornecer uma descricao histolégica da pele de P. oreades e a caracterizar a atividade
antioxidante de PaT-2, trazendo contribui¢cdes inéditas tanto para a compreensdo da
morfologia e fisiologia de anfibios quanto para o desenvolvimento de biomoléculas com
potencial terapéutico.

Palavras-chave: triptofilinas; peptideos bioativos; estresse oxidativo; Pithecopus; antioxidante.



ABSTRACT

The Phyllomedusidae family has attracted increasing scientific interest due to the
remarkable moleculardiversity foundin peptides secreted from their skin.In this study, two
species, Pithecopus oreades and P. azureus, were investigated with the aim of performing
histological analyses of the skin and evaluating the biological activity of the tryptophyllin-
class peptide PaT-2. Histological examinations revealed an abundance of mucous and
serous glands, with the latter significantly larger in the dorsal region, a feature associated
with greater dermal thicknessandthe needfor enhanced protection in more exposed areas
such as the dorsum and head. Behavioural reports in the literature, such as self-rubbing
with the limbs, further suggest that these secretions are redistributed across the body to
maximise protective efficiency. Histochemical assays confirmed the presence of
polysaccharides and lipids, emphasising the multifunctional nature of cutaneous
secretions. In functional assays, synthetic PaT-2 was tested using menadione as an
oxidative stress inducer. The resultsdemonstrated that PaT-2 was non-cytotoxicand acted
as a redox modulator, inhibiting the formation of oxidised glutathione (GSSG) and thereby
exhibiting antioxidant activity. This is the first study to provide a histological description of
P. oreades skin and to characterise the antioxidant activity of PaT-2, contributing novel
insights into the morphology and physiology of amphibians and reinforcing the therapeutic

potential of amphibian-derived bioactive peptides.

Keywords: tryptophyllins; bioactive peptides; oxidative stress; Pithecopus; antioxidant.
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CAPITULO 1

ANALISE DA PRODUCAO CIENTIFICA SOBRE PEPTIDEOS DA CLASSE DAS TRIPTOFILINAS
SECRETADAS POR ANFIBIOS

o o




RESUMO

As triptofilinas constituem uma classe de peptideos bioativos produzidos por algumas
familias de anfibios incluindo a familia Phyllomedusidae. Essas moléculas sao
caracterizadas pela presengado aminoacido triptofano em sua cadeia e estdo associadas
ao sistema de defesa quimica desses animais, protegendo-os tanto contra predadores
quanto contra microrganismos patogénicos. Do ponto de vista cientifico, representam
uma fonte promissora para a prospeccédo de novos farmacos, uma vez que ja foram
descritas atividades bioativas relevantes, incluindo efeitos miotrépicos, acgao
antimicrobiana, atividade antioxidante e propriedades neuromodulatérias.

O objetivo destarevisao é reunire analisara produc¢ao cientificadisponivel até a presente
data, destacando as principais descobertas, a evolugdo metodologica e 0 avango no
entendimento acerca dessa classe de moléculas. As buscas foram realizadas na base de
dados PubMed, a partir de julho de 2025, utilizando descritores especificos. Para a
analise bibliométrica e visualizagdo dos topicos abordados, empregou-se o software
VOSviewer, que gerou mapas de coocorréncia representativos.

Foram identificados 25 estudos elegiveis para a revisdo. Os resultados evidenciam que
as triptofilinas representam uma classe de grande interesse biolégico, com atividades
neuromodulatdria, miotrépica, antioxidante, opioide, antimicrobiana e anticancerigena.
Portanto, pode-se inferir que os peptideos dessa classe apresentam elevado potencial
farmacoldgico, reforcando a importancia de investigagdes futuras que explorem seus

mecanismos de agao e possiveis aplicacdes terapéuticas.

Palavras-chave: triptofilina, peptideos, anfibios, biomoléculas, antioxidantes
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1. INTRODUGAO
1.1. Triptofilinas

As triptofilinas sdo uma classe de peptideos bioativos produzidos pelas glandulas
cutdneas de algumas familias de anfibios, incluindo espécies da familia
Phyllomedusidae, a qual inclui os géneros Phyllomedusa e Pithecopus (Montecucchi,
1985a). Essas moléculas fazem parte do complexo coquetel de compostos presentes na
secrecao tegumentar desses anuros, apresentando grande multiplas fungdes fisioldgicas
e ecoldgicas (Ge et al., 2014).

Esses peptideos foram inicialmente descritos em secre¢cdes de Phyllomedusa
rohdei (Montecucchi, 1985), e sado caracterizados por conterem o aminoacido triptofano
em diferentes contextos estruturais. As triptofilinas podem assumir formas ciclicas ou
lineares e apresentam variagdes importantes em sua composi¢cao e massa molecular (GE
etal., 2014). Apesar de suasestruturas serem conhecidas, suasfun¢desbioldgicas ainda
nao sdao completamente compreendidas, embora estudos sugiram possiveis papéis
antimicrobianos, neuroativos ou reguladores (Conlon, 2011).

Acredita-se que as triptofilinas participem do sistema de defesa quimica desses
anuros, funcionando como parte de uma estratégia evolutiva contra predadores e
microrganismos patogénicos. Tal hipotese é reforgada pelo fato de que esses peptideos
estdo amplamente distribuidos nas secregdes tegumentares e compartiiham espago com
outras substancias bioativas como dermaseptinas (Silva et al., 2007; (Leite et al., 2008)).

Do ponto de vista da ciéncia, essas moléculas representam uma fonte promissora
para a descoberta de novosfarmacos, uma vez que muitos peptideos isolados de anfibios
apresentam carater defensivo e possuem propriedades terapéuticas importantes, como
atividades antioxidantes. Nesse contexto, o estudo das triptofilinas em espécies do
género Pithecopus, pode contribuir para o maior entendimento sobre a biodiversidade
quimica dos anfibios, além de oferecer perspectivas aplicadas na biotecnologia e
farmacologia (Conlon, 2011).

Popov (2013) cita o agrupamento das triptofilinas em trés tipos, que estdo
representados na tabela 1, sendo eles:
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e Grupo 1 (T-1): que contémem suacadeia peptideos basicos (R, Ke H) e abrange
os heptapeptideos amidados e os octapeptideos, além de possuirem prolinaeum
residuo de triptofano na quinta posicao.

e Grupo 2 (T-2): possuemtamanhosdiversos e geralmente sdo amidados na regiao
carboxi-terminal e possuem prolina e triptofano paralelos.

e Grupo 3 (T-3): possui uma estrutura mais conservada, com a presencga da
sequéncia Pro-Pro-Pro-lle-Tyr

Tabela 1. Identificagao das triptofilinas de acordo com o niumero de residuos e suas respectivas espécies.

Sequéncia
Grupo primaria NR Espécie Referéncia
™ RPPSWIPK- 8 Phyllomedusa azurea
T KPPAWVPNH 9 Pachymedusa dacnicolor
T2 -FPPWMNH- 7 Phyllomedusa azurea
T2 -FPPWL-- 5 Pithecopus azureus
T2 -FPPWVL--- 6 Phyllomedusa centralis (Popov, 2013)
T2 -QIPWFHR-- 7 Litoria rubella
T2 GPIPW-QR- 7 Ascaphus truei

T3 QDKPFWPPPIYIM 13 Phyllomedusa azurea
T3 QEKPYWPPPIYPM 13 Phyllomedusa rohdei

T3 QDKPFWSPPIYPV 13 Phasmahyla jandaia

Diversas variacoes estruturais de triptofilinas tém sido identificadas em diferentes
espécies de anuros. Além disso, inumeras pesquisas vém sendo conduzidas com o
objetivo de isolar e caracterizar novos peptideos cutaneos, sendo que mais de quarenta

tipos distintos de ftriptofilinas (TPHs) ja foram descritos a partir das secregdes
tegumentares desses animais (Pukala et al., 2006).

1.2. Analise bibliométrica

A analise bibliométrica busca mapear, identificarredes de colaboragao, avaliar a
producgao de autores e instituicdes. Essa metodologia baseia-se em indicadores como o
numero de producao cientifica, citagdes, coautorias, com o intuito de revelar a estrutura
dindmica da pesquisa cientifica, avaliar a evolucdo da producdo de um tema ou
representar um arranjo em formas de mapas de uma area de pesquisa (van Eck &
Waltman, 2010).
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No que se refere a esse estudo, esse método permite quantificar e analisar na
literatura cientifica as principais contribuicdes no estudo das peptideos da classe das
triptofilinas oferecendo uma visao abrangente das producdes a partir desse tema.
Atualmente, ha diversos publicagcdes abordando os efeitos das triptofilinas, no entanto
ainda sao limitadas as investigagdes que consolidam o conhecimento produzido até o
momento. Considerando sua atuagdo como agentes antioxidantes em anuros e o seu
promissor potencial terapéutico, destaca-se a importancia de uma revisao na literatura
que integre os principais achados sobre o tema (Montecucchi, 1985b).

Diante do exposto, € importante compreender o avango nos estudos sobre esses
peptideos, o objetivo desse capitulo € destacar o potencial dessas biomoléculas,
avancgos, tendéncias e lacunas nas investigagdes existentes. Para isso, serdo utilizadas
bases de dados e softwares especializados, com foco nas publica¢des cientificas sobre

triptofilinas secretadas por anfibios.

2. MATERIAL E METODOS

Este estudo tem o objetivo de realizar uma analise das pesquisas ja realizadas
sobre peptideos, com foco nas triptofilinas secretadas por anfibios, conforme registrado
na base de dados Pubmed®. O trabalho envolve 0 mapeamento bibliométrico dessa
classe de proteinas, incluindo a identificagdo dos principais autores e instituicbes que
pesquisam o tema, além de uma analise dos assuntos mais discutidos na area.

O levantamento da producao cientifica relacionada ao estudo das triptofilinas
produzidas por anfibios foi realizado por meio da ferramenta VOSviewer, utilizando como
base de dados a plataforma PubMed (figura 1), uma das principais fontes de literatura
académica. As buscas comegaram a ser realizadas em 01 de Junhode 2025 e estratégia
dos descritores foi iniciadacomo usode operadores booleanos aplicado a base de dados

utilizando as expressoes:

(tryptophyllin*[Title/Abstract]) AND (frog[Title/Abstract] OR
frogs[Title/Abstract])
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3. RESULTADOS

A busca foi conduzida com uso de palavras aplicadas aos campos de titulo e
resumo, limitando os resultados a artigos e revisdes, publicados em lingua inglesa até
julho de 2025.

Dos 26 artigos inicialmente identificados na busca, 25 foram selecionados apos a
leitura e analise dos critérios de inclusdo. Foram excluidos aqueles que nao

apresentavam descobertas relevantes ou que nao continham analise experimental.

ESTUDOS IDENTIFICADOS NA
BASE DE DADOS PUBMED®

(N° = 26)
ESTUDOS SELECIONADOS
(N° = 26)
ESTUDOS EXCLUIDOS POR NAD
PREENCHEREM OS CRITERIOS DE
INCLUSAOD
(N°=1)
ESTUDOS COMFLETOS
ANALISADOS PARA AVALIAR A
ELEGIBILIDADE
(N° = 25)

ARTIGOS INCLUIDOS
NO ESTUDO

(N° = 25)

[ INCLUSAO ] | ELEGIBILIDADE] [ SELEGAO ] [ IDENTIFICAGAO]

Figura 1. Fluxograma da analise dos artigos localizados pela base de dados PubMed.

Treze trabalhos apresentaram resultados que demonstraram atividades bioldgicas
associadas as triptofilinas (tabela 2). Dentre as atividades mais frequentemente relatadas
estdo o efeito miotrépico, a acado opioide, o efeito antiproliferativo em células
cancerigenas, além de atividades antimicrobiana e antioxidante. Os demais estudos
tiveram como foco a investigagao, o isolamento, o desenvolvimento ou o aprimoramento

das triptofilinas produzidas por diferentes espécies de anfibios.



Os resultado obtidos da busca estao representados na tabela 2.

Tabela 2. Lista dos artigos analisados, evidenciando titulo do trabalho, principais descobertas, autoria e ano da

publicagao. Fonte: dados obtidos do site PubMed.

Titulo do Artigo Atividade bioldgica da Triptofilina Autor e ano
Svntheses of tetra- and O objetivo do estudo foi desenvolver e aprimorar (PERSEO &
pZntapeptides from skin extracts m.étod.o.s de sintese de peptideos da classe das DE
of Phyllomedusa rohdei riptofilinas, além de estabelecer protocolos de —  \ gy |ONE,
(tryptophyllins) purificagdo, portanto, sua fungao bioldgica néo foi 1984)

yptophy investigada.
Isolation and Primarv Structure O estudo teve o objetivo de isolar e purificar
Determination of Amy hibian triptofilinas produzidas pela espécie Phyllomedusa  (Montecucchi,
Skin Trvotophvllins P rohdei, portanto, sua fungéo bioldgica nao foi 1985b)
yptophy investigada.
Tryptophyllin-Like . . - . .
S O peptideo isolado da espécie P. rohdei possui um (Renda etal.,
Immunoreactivity in Rat potencial neuromodulador na adenohipdfise de ratos. 1985)

Adenohypophysis

Phyllomedusa Skin: A Huge
Factory

and Store-House of

a Variety of Active Peptides

Active peptides in the skins of two
hundred and thirty American
amphibian species

The Application of Mass
Spectrometry to the Study of
Evolutionary Trends in
Amphibians

Pachymedusa dacnicolor
tryptophyllin-1: structural
characterization, pharmacological
activity and cloning of precursor
cDNA

Bradykinin-related peptides and
tryptophyllins in the skin
secretions of the most primitive
extant frog, Ascaphus truei

PdT-2: A novel myotropic Type-2
tryptophyllin from the skin
secretion of the Mexican giant leaf
frog, Pachymedusa dacnicolor

O objetivo do trabalho foi investigar a diversidade e a
composigdo dos peptideos biologicamente ativos
presentes na pele de espécies do género
Phyllomedusa, com foco na caracterizagao estrutural
e classificagdo dessas moléculas, portanto, a fungao
bioldgica dos peptideos descobertos néo foi
investigada.

(Erspamer et
al., 1985)

O objetivo foi identificar os peptideos presentes na
pele das diferentes espécies, portanto, sua fungao
bioldgica nao foi investigada.

(Erspamer et
al., 1986).

O objetivo do estudo foi utilizar a espectrometria de
massas para investigar a as toxinas secretadas pela

espécie L. rubella com intuito de revelar se ha (Steinborner et

. ~ ~ g ; al., 1996)
diferencas entre populagées, néo foi investigado a
atividade bioldgica dos peptideos.
Apresentou atividade miotrépica em tecidos de (Chen etal.,
musculo liso de ratos. 2004)
O objetivo do estudo foi Isolar, identificar e
caracterizar estruturalmente peptideos presentes na
secregdo cutdneada ra primitiva Ascaphus truei, com (Conlon etal.,
énfase na descoberta de bradicininas e peptideos do 2005)
tipo triptofilinas. Sua fungéo bioldgica nédo foi
investigada.
O peptideo PdT-2 presentou atividade miotrépica (L. Wang et al.,
(contraiu musculatura lisa da bexiga de rato). 2009)
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N-Terminal Tagging Strategy for
De Novo Sequencing of Short
Peptides by ESI-MS/MS and
MALDI-MS/MS

Characterization of a peptide
family from the skin secretion of
the Middle East Tree Frog Hyla
savignyi by composition-based de
novo sequencing

Novel natural peptides from Hyla
arborea
schelkownikowi skin secretion

An unusual kynurenine-containing
opioid tetrapeptide from the skin
gland secretion of the Australian
red tree frog Litoria rubella

Gene expression analysis by ESTs
sequencing of the Brazilian frog
Phyllomedusa nordestina skin
glands

PsT-1: A new tryptophyllin peptide
from the skin secretion of Waxy
Monkey Leaf Frog, Phyllomedusa
sauvagei

Molecular Cloning of a Novel
Tryptophyllin Peptide from the
Skin of the Orange-Legged
Monkey Frog, Phyllomedusa
hypochondrialis

AcT-2: A Novel Myotropic and
Antimicrobial Type 2
Tryptophyllin from the Skin
Secretion of the Central American
Red-Eyed Leaf Frog, Agalychnis
callidryas

Identification and Functional
Analysis of a Novel Tryptophyllin
Peptide from the Skin of the Red-
eye Leaf Frog, Agalychnis
callidryas

Baltikinin: A New Myotropic
Tryptophyllin-3 Peptide Isolated
from the Skin Secretion of the
Purple-Sided Leaf Frog,
Phyllomedusa baltea

Antioxidant activities of major
tryptophyllin L peptides: A joint
investigation of Gaussian-based
3D-QSAR and radical scavenging
experiments

O objetivo foi otimizar a identificagédo estutural de

triptofilinas muito curtas, portanto, ndo foram (Samgina,
. . . g N Kovalev, et al.,
investigadas diretamente atividades bioldgicas do 2010)
peptideo. )
O estudo teve o objetivo principal de identificar os
- o .~ . (Langsdorf et
peptideos presentes na pele da espécie Hyla savignyi, al., 2010)
portanto, sua fungéo biolégica n&o foi investigada. v
O estudo teve o objetivo de identificar peptideos (Samgina
secretados pela espécie H. arborea schelkownikowi, gina,
e N, . 1 ~ Gorshkov, et
portanto a atividade bioldgica das triptofilinas néao al., 2010)
foram investigadas. v '
Apresentou agao opidide em musculo arterial de rato . (Ellis-
. . Steinborner et
(bloqueio do relaxamento dos vasos sanguineos).
al., 2011).
O estudo teve o objetvo de identificar genes dos
peptideos produzidos por essa espécie. Foi (Neiva etal.,
identificado genes da triptofilina, porém sua atividade 2013)
bioldgica nao foi investigada.
(0] pe.p.tld.eo PsT-1 inibiua vasorr.elaxagao |r_1du2{da por (R. Wang etal.,
bradicinina e apresentou um efeito antiproliferativo em 2013)
células de cancer de prostata.
O peptideo PhT-3 é antagonista de bradicinina em
musculo liso de artéria caudal de rato e apresentou (R. Wang et al.,
um efeito antiproliferativo em linhagens de cancer de 2014)
prostata humano.
Apresentou atividade miotrépica (relaxamento da
artéria caudal e contragcdo do musculo da bexiga (Ge et al
urinaria de ratos) e antimicrobiana (inibiu o 260634"; ”
crescimento de Staphylococcus aureus, Escherichia
coli, Candida albicans).
O peptideo AcT-3 é antagonista de bradicinina em
musculo liso de artéria caudal de rato, contrai o
. o ) N ~ I (R. Wang et al.,
musculo liso intestinal, indicando agdo miotrépica e 2015)
apresenta efeito antiproliferativo em celula de cancer
de préstata humano.
O peptideo TPH-3 (baltikinin) possui efeitos (Shi etal
miotrépicos (relaxamento da musculatura lise de 2016) ”
artéria de rato).
Os peptideos estudados apresentaram agéo
antioxidante, ou seja, neutralizaram radicais livres. (Tran et al
N&o apresentaram toxicidade em hemacias e nem em 2021) v

larvas de Galleria mellonella, reforgando o potencial
biolégico seguro.
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The peptide secreted at the water

s O PaT-2 apresentou efeito antioxidante em células (Barbosa etal.,
to land transition in a model

amphibian has antioxidant effects nervosas. 2021)
Virtual screening and rational O trabalho teve o objetivo de utilizar simulagdes, para
design of antioxidant peptides modelagem de moléculas derivadas das triptofilinas e

- - . . = . (Tran etal.,
based on tryptophyllin L simular virtualmente a interagcao dessas moléculas 2022)
structures isolated from the Litoria com radicais livres, aumentando o potencial
rubella frog antioxidante desses peptideos.

Neuroprotective effects on
microglia and insights into the
structure—activity relationship of
an antioxidant peptide isolated
from Pelophylax perezi

Apresentou atividades antioxidantes e neuroprotetora,
atividade antiproliferativa leves em células de cancer
de préstata e baixa toxidade em hemacias humanas.

(Placido et al.,
2022)

Purification, Conformational
Analysis and Cytotoxic Activities
of Host-Defense Peptides from the
Giant Gladiator Treefrog

Boana boans (Hylidae: Hylinae)

Nao foi detectada atividade significativa nos ensaios  (Conlon et al.,
realizados (antimicrobianas, citotoxica e hemolitica). 2023)

Novel tryptophyllin peptides from Os peptideos apresentaram um efeito vascular, ao

Physalaemus centralis inhibit restaurar artérias de rato sob estresse oxidativo, (Nogueira et
oxidative stress-induced apresentaram atividade antioxidante e ndo al 92025)
endothelial dysfunction in rat aorta apresentaram toxicidade em hemacias humanas e v
preparation nem em larvas de Galleria mallonella.

3.1 Analise de rede de palavras-chave

Um mapeamento visual gerado pelo software VOSviewer (figura 2) mostra a rede
de palavras-chave em publica¢gdes relacionados ao tema peptideos da classe das
triptofilinas. Cada n6 na rede corresponde a uma palavra-chave, e tanto seu tamanho
quanto suas conexdes refletem a frequéncia de coocorréncia dessas palavras-chave nos
documentos analisados. As palavras-chave posicionadas de forma mais central
apresenta maior numero de conexdes, refletindo sua relevancia dentro da tematica.

” o« LE 13

Dentre os termos as quetiveram maiores pesos foram “animals”, “oligopeptides”, “anura’,

”

“skin”, “peptides” e “amino acid sequence”, respectivamente.
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spectrometry, mass, electrospray

amphibian proteins  gkin peptides
radykinin
oligapeptides .
animals

antioxidants

- . -
amino acid sequence

) humans
cloning, molecular male

base sequence

rats
*&, VOSviewer

Figura 2. Rede de palavras-chave com maiores incidéncias nos artigos analisados. Quanto maior o tamanho das
palavras, mais frequente ela se torna. As cores representam os clusters de palavras chaves relacionadas
tematicamente.

3.2 Analise do numero de publicagdes por ano

O primeiro registro sobre a identificagédo de triptofilinas em anfibios foi publicado
em 1984 (Figura 3), indicando ser trabalhos experimentais pioneiros nesse tema
documentados em periddicos. O numero de publicagbes cresceu aos poucos,
apresentando picos nos anos de 1985, 2010 e 2021. Esses aumentos podem estar
ligados ao surgimento de novas técnicas de analise, como a espectrometria de massas,
e ao interesse cada vez maior por substancias naturais com potencial terapéutico. A

maioria dos trabalhos publicados apresentaram-se no formato de artigo cientifico.
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Numero de publicacdes

n? de publicacdes

1984 1985 1996 2005 2010 2012 2014 2016 2021 2023

Ano de publicagdo

Figura 3. Niumero de publicagdes extraidas da base de dados PubMed nos anos de 1984 a 2023.

3.3 Relagao das publicagdes em periédicos cientificos

Dentre os 25 periddicos analisados, a revista Peptides destacou-se por concentrar
0 maior numero de citagdes (168), seguida de Rapid Communications in Mass
Spectrometry (54) e Regulatory peptides (49) (figura 4). Coincidentemente artigos mais
antigos apresentaram maiores numeros de citagdes, o que sugere que se tratam de

estudos precussores, utilizados como base tedrica e metodolégica em pesquisas

posteriores
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Quantidade de artigos por revista

ANTIBIOTICS-BASEL
JOURNAL OF CELLULAR AND MOLECULAR...
PROCEDINGS OF THE ROYAL SOCIETY B-...
TOXINS
INTERNATIONAL JOURNAL OF BIOLOGICAL...
SCIENTIFIC WORLD JOURNAL
CHEMICAL BIOLOGY & DRUG DESIGN
REGULATORY PEPTIDES
JOURNAL OF THE AMERICAN SOCIETY FOR...
GENERALAND COMPARATIVE...
COMP BIOCHEM PHYSIOLC COMP...
INTERNATIONAL JOURNAL OF PEPTIDE...
JOURNAL OF PEPTIDE SCIENCE
TOXICON
REGULATORY PEPTIDES
PEPTIDES
RAPID COMMUNICATIONS IN MASS...

Revistas

o
=
N
w
N

5

Quantidadede publicagGes por revista

Figura 4. Quantidade de artigos por revista, mostrando a prevaléncia de publicacdes em ordem crescente.

4. DISCUSSAO

Entre os 25 artigos analisados, alguns se destacaram por trazer contribuicdes
relevantes acerca das triptofilinas, reforgcando o elevado potencial biolégico dessa classe
de peptideos. As principais atividades descritas englobam efeitos neuromodulatérios,
acao miotrdpica, propriedades antioxidantes, atividades de natureza opioide, além de
acao antimicrobiana e anticancerigena. Tais achados demonstram a versatilidade
funcional dessas moléculas e sua relevancia como modelos para prospecgcao
farmacoldgica. De modo geral, os estudos empregaram metodologias avancadas de
investigacao, incluindo sintese peptidica, cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC)
e espectrometria de massas, que possibilitaram a identificacéo, caracterizacao estrutural
e purificagao das triptofilinas, ampliando o conhecimento sobre sua diversidade quimica

e funcional.
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4.1. Atividade bioldgica das triptofilinas

A triptofiina com ag&o miotropica atua diretamente sobre o musculo liso
modulando sua contracdo ou relaxamento (SHI, 2016). Esse mecanismo nao é
totalmente esclarecido para todas as ftriptofilinas, mas estudos indicam que elas
interagem com receptores ativando vias de sinalizagdo que aumentam ou reduzem a
entrada de Ca?*, ou seja, se o Ca?" aumenta ocorre a contragdo, caso contrario ocorre o
relaxamento muscular. Wang (2013) analisou o a atividade do peptideo PdT-2, isolado
de Pachymedusa dacnicolor, em contragdo de musculo liso da bexiga de rato, sugerindo
interagdo com células musculares. Em 2015, Wang, observou que AcT-3, isolado de
Agaychnis callidryas, contrai muculo liso intestinal de rato e antagoniza o efeito relaxante
da bradicininaem artéria caudal, mostrando agcado miotropica dupla:tanto direta (contratil)
quanto indireta (antagonista). Além disso, AcT-3 apresentou um efeito que
antiproliferativo em células de cancer de prostata humano, demonstrando uma redugao
significativa na taxa de crescimento celular dessas células, no entanto, o possivel
mecanismo nao foi elucidado (WANG, 2015).

As triptofilinas que apresentaram agao antioxidante atuam neutralizando radicais
livres por meio da doagao de elétrons, protegendo células que sofreram estresse
oxidativo (PLACIDO et al, 2021). Uma das caracteristicas da triptofilina & possuir
triptofano (Trp) em sua cadeia, um aminoacido aromatico, que sado capazes de doar
elétrons com facilidade sem perder a estabilidade (TRAN, 2021). Nogueira et al (2025)
testaram a acio antioxidante de dois peptideos PcT-1 e PpT-2 produzidos pela espécie
Physalaemus centralis e Pelophylaz perezi, respectivamente. Ambos os peptideos
demonstraram efeito antioxidantes nas células testadas, além de apresentar baixa
toxicidade em individuos da espécie Galleria mellonella, revelando o potencial
biotecnoldgico desses peptideos como agentes antioxidantes.

As demais atividades investigadas, como acdo antimicrobiana, opioides e
antiproliferativa em células cancerigenas sao relatadas por alguns pesquisadores. As
triptofilinas com atividades antimicrobianas interagem com a parede celular desses
microorganismos desestabilizando a bicamada lipidica, que perdem a integralidade da
membrana, consequentemente levando a lise celular de bactérias ou fungos (PLACIDO

et al, 2021). Ja em células cancerigenas, um dos mecanismos de agao € a inibicado do
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crescimento celular. Placido observou efeito antiproliferativo moderado do PpT-2 em
células de cancer de prostata humano, indicando que essa molécula induz a apoptose
celular. A agao opidide, relatada por Renda et al (1985), mostra um possivel papel do
peptideo como neurotransmissor ao induzir a sedagdo e sono quando injetado em

pombos, 0 mecanismo nao foi descrito.

4.2. Métodos analiticos: identificagao, caracterizagao e purificagao

Muitos trabalhos analisados nesse presente estudo se concentraram em isolar,
purificare identificara diversidade de substéncias obtidas na secrecao de anfibios. Os
resultados observados destacam a importancia dessas técnicas, e as descobertas
permitem inferir que esses animais produzem uma vasta gama de peptideos com
potenciais bioativos.

Em um dos trabalhos mais antigos desta revisdo, Erspamer (1986) identificou
diversos peptideos por meio do método Cromatografia em Coluna de Alumina e Filtragdo
em Gel, que é considerado um método mais simples, porém permitiu a descoberta de
mais de cinco familias de peptideos. Uma das caracteristicas desse método € a exclusao
molecular, ou seja, moléculas que apresentam maiores volumes sao eluidas
primeiramente quando se comparada com as de menor volume (Winzor, 2003)

Técnicas avancgadas sao utilizadas para caracterizar essas moléculas, como a
Cromatrografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE). Samgina (2010) investigou a espécie
Hyla arborea schelkownikowi e utilizou como método de analise a espectrometria de
massas € ionizagao por nano-eletrospray para sequenciamento de peptideos curtos,
cerca de dez peptideos foram encontrados e foi revelado um novo peptideo para essa
espécie (bradicinina).

Barbosa et al (2021), utilizaram diversas técnicas para identificar e caracterizar o
peptideo PaT-2, como MALDI IMAGING, para evidenciar a distribuicdo dessa molécula
na pele do animal, além da sintese e sequenciamento de cDNA, demonstrando a
complementariedade de diferentes metodologias para obtencdo de resultados mais
completos.
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4.3. Analise bibliométrica

A importancia da analise bibliométrica € mostrar dados complexos em
representacdes visuais mais claras, como mapas que evidenciamredes de colaboragao
e palavras-chaves que sdo importantes em um tema. Os dados obtidos nessa analise
permitiu uma visualizacdo e compreensao das tendéncias de pesquisa, identificacdo dos
principais periodicos, entendimento sobre lacunas de conhecimento e descobertas de
novos temas nessa area de estudo, oferecendo um direcionamento de pesquisa para

novos trabalhos.

5. CONSIDERAGOES FINAIS

Neste estudo, revisamos a producgao cientifica disponivel sobre os peptideos da
classe das triptofilinas, secretados por anfibios da familia Phyllomedusidae, destacando
suas principais atividades bioldgicas, os achados mais relevantes e a evolugéo
metodoldgica das pesquisas nessa area. As evidéncias reunidas demonstram que as
triptofilinas apresentam ampla diversidade estrutural e funcional, o0 que Ihes confere
papéis fundamentais na defesa imunoldgica e fisioldgica dos anfibios. Essa versatilidade
reforca seu valor como moléculas de interesse farmacolégico. De modo geral, foram
relatadas atividades neuromodulatorias, miotropicas, antioxidantes, opioides,
antimicrobianas e até mesmo anticancerigenas, evidenciando o vasto espectro de agdes
desses peptideos.

Em sintese, as triptofilinas configuram uma classe promissora de biomoléculas com
multiplas aplicagdes bioldgicas e biomédicas. A continuidade dos estudos é essencial
ndo apenas para o aprofundamento do conhecimento acerca de seus mecanismos de
agao, mas também para fomentar a descoberta de novos candidatos a farmacos com
potencial terapéutico em areas estratégicas, como inflamacéo, doencgas infecciosas,

estresse oxidativo e patologias de origem neurodegenerativa.
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CAPITULO 11

ESTUDO EXPERIMENTAL : COLETA DE MATERIAL BIOLOGICO, SINTESE PEPTIDICA, ANALISE
HISTOLOGICA, ENSAIOS DE CITOTOXICIDADE E ANTIOXIDANTES
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RESUMO

A familia Phyllomedusidae tem recebido crescente atencdo cientifica devido a
diversidade molecular revelada nos estudos de peptideos secretados por esses anfibios.
Neste trabalho, foram analisadas duas espécies, Pithecopus oreades e P. azureus, com
0 objetivo de realizar a caracterizacao histolégica da pele e avaliar a atividade biologica
do peptideo PaT-2, pertencente a classe das ftriptofilinas. As analises histolégicas
evidenciaram um padrao glandular tipico de anuros, com abundancia de glandulas
mucosas e serosas, sendo estas ultimas significativamente maiores na regiao dorsal.
Ensaios histoquimicos confirmaram a presenca de polissacarideos e lipidios, reforcando
a importancia dessas secregdes na fisiologia e nos mecanismos de defesa cutadnea. Em
estudos celulares,a menadionafoiutilizadacomoindutorde estresse oxidativo, enquanto
o peptideo PaT-2, sintetizado em laboratério, foi avaliado quanto ao seu potencial
antioxidante. Os resultados demonstraram que PaT-2 nao apresentou efeito citotoxico e
atuou como modulador redox, reduzindo a formagéo de glutationa oxidada (GSSG) e
evidenciando atividade antioxidante. Assim, o estudo mostra que PaT-2 possui potencial
biotecnoldgico como candidato a novos agentes terapéuticos. Além disso, este trabalho
apresenta a primeira descrigao histolégica da pele de P. oreades, trazendo contribuigoes

inéditas para o conhecimento da morfologia e fisiologia dessa espécie.

Palavras-chave: triptofilinas; peptideos bioativos; antioxidante; menadiona; anfibios.
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7. INTRODU(;AO
7.1. Anfibios

Os anfibios representam um dos grupos mais diversificados de vertebrados,
estando amplamente distribuidos em diferentes ecossistemas e desempenhando papéis
fundamentais nos processos ecologicos (Duellman & Trueb, 1994). Esses animais s&o
considerados bioindicadores de qualidade ambiental devido a elevada permeabilidade de
suapele e a dependéncia de condi¢des especificas de temperatura e umidade, o que os
torna particularmente sensiveis a alteracbes ambientais e a presencga de poluentes
(Haddad, 2008). Além disso, ocupam posi¢des estratégicas nas cadeias alimentares:
atuam como predadores, contribuindo para o controle populacional de insetos e outros
invertebrados, e como presas de aves, répteis e mamiferos, garantindoa manutengéo do

equilibrio ecoldgico.

Atualmente, o mundo conta com cerca de 8.859 espécies de anfibios
reconhecidas, e o Brasil abriga uma parcela significativa dessa diversidade, sendo um
dos paises com maior riqueza desse grupo (AmphibiaWeb, 2025). Essa diversidade
elevada esta relacionada a variedade de biomas brasileiros, como Amazénia, Mata

Atlantica e Cerrado, que oferecem micro-habitats e condigdes ambientais favoraveis a
reproducao e sobrevivéncia das espécies.

Um dos aspectos mais marcantes da classe Amphibia € o ciclo de vida bifasico,
que integra fases aquaticas e terrestres (Vaz-Silva et al.,, 2020). Nos anuros, essa
transicao € marcada pela metamorfose, um processo altamente complexo regulado por
fatores hormonais (especialmente horménios tireoidianos) e caracterizado por
modificagdes morfofisioldgicas profundas. Durante esse periodo, o organismo passa da
forma larval — dotada de branquias e adaptada a vida aquatica — para a fase adulta,
com pulmdes, membros bem desenvolvidos e tegumento especializado para a respiragao
cutdnea e o equilibrio hidrico (Duellman & Trueb, 1994). Essa plasticidade de
desenvolvimento é considerada um dos fatores que garantiram a ampla radiagao
adaptativa dos anfibios, tornando-os um grupo-chave para o estudo da evolugéo,
ecologia e fisiologia dos vertebrados.
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7.2. Familia Phyllomedusidae

A familia Phyllomedusidae, comumente conhecida como pererecas-de-folhagem
€ considerada uma das mais chamativas e carismaticas ja vistas. Seu nome vem do
grego Phyllos= folha e medusa = protetora, portanto “protetora da folhagem?”, e remete,
principalmente, a algumas caracteristicas, como a sua coloragao dorsal verde viva e seu
habito arboricola (Reuber & Brandao, 2008). Muitos pesquisadores tém dado certa
atencdo a familia Phyllomedusidae, isso se deve porque os estudos feitos com as
analises dos peptideos secretado por esses anfibios revelaram uma grande diversidade
molecular, um dos papeis biolégicos mais estudados desses peptideos sdo as suas
atividades antimicrobianas (Azevedo Calderon et al.,, 2011). Em algumas culturas, as
espécies pertencentes ao género Phyllomedusa sao bastante exploradas em rituais
xamanicos para trazer sorte na caga. Os indigenas utilizam uma substancia resinosa
obtidos da pele desses animais para realizar seus ritos. Segundo a crenga, essa
substancia intoxica os indios que a ingerem, o resultado € que algumas habilidades
sensoriais sdo temporariamente mais agugadas (Toledo & Jared, 1995)

7.3. Pithecopus oreades (Brandao, 2002) e P. azureus (Cope,1862)

A etimologia do nome Pithecopus é derivado do grego pithekodes, o que significa
semelhante a um macaco (Duellman et al., 2016). Pithecopus Cope,1866 € o género de
especies de pererecas com caracteristicas arboricolas que possuem polegares
opositores especializados tanto para o uso em seu habitat quanto para o comportamento
reprodutivo. Nao possuem discos adesivos muito desenvolvidos (Caramaschi, 2006) e
tendem a n&o ser ageis e ao se movimentarem utilizam os dedos opositores para se
agarrarem nos galhos (Duellman et al., 2016). Durante seu deslocamento em marcha
lenta, as cores vivas presentes nos seus flancos sdo exibidas, provavelmente atuando
como um mecanismo de defesaaposematico que esta associado as toxinas da pele
desses animais (Duellman & Trueb, 1994). Ambas espécies possuem semelhancga no
padrao de cores, possuindo uma coloragéo verde viva em todo o comprimento da parte
dorsal e uma coloragao alaranjada nos flancos, se estendendo as patas.
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O periodo de reproducao dessas espécies tem um pico no comego das primeiras
chuvas, se prolongando por trés meses, aproximadamente (Vaz-Silva et al., 2020)
Algumas espécies de Pithecopus sao encontradas em areas altas do cerrado e em
pequenos pogos margeados por mata de galeria, as chances de encontrar essa espécie
sdo maiores em periodo reprodutivo, pois os machos vocalizam para atrair as fémeas, e
quando ocorre o amplexo a espécie deposita seus ovos embrulhando-os em uma folha
com uma dobra semelhante a um charuto (Vaz-Silva et al., 2020).

Pithecopus oreades € uma espécie endémica do Brasil, encontrada em areas de
altas altitudes, cerca de 900m, no bioma Cerrado (figura 5B). Sua distribuicdo abrange
os Estados de Goias, Minas Gerais e o Distrito Federal. Ja P. azureus abrange o Leste
da Colémbia, estendendo-se para Venezuela, pelas Guianas e pela Amazonia brasileira
nos estados do Pard e Amapa, além de Mato Grosso, Goias e Tocantins (figura 5A)
(FROST, 2025).

Pithecopus azureus Pithecopus creades

Figura 5. Mapa de distribuicdo das espécies Pithecopus azureus e P.oreades. A imagem (A) representa os Estados
de ocorréncia de P. azureus dentro do Brasil, enquanto que (B) representa a ocorréncia de P. oreades. Fotos: (A):
Miguel G. Cardoso; (B) Jéssica L. S. Costa (Duellman et al. 2026).

7.4. Glandulas secretoras
As glandulas cutaneas dos anuros, ou rds e sapos, S&0 um componente
fundamental de seu tegumento, desempenhando diversas fungdes vitais, incluindo

protecao e regulagcaoda hidratagédo (Duellman & Trueb, 1994). A estrutura da pele desses
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animais €& consistentemente composta por glandulas exdécrinas especializadas
(Yokoyama et al., 2018). Embora a pele da maioria das espécies tenhaamesma estrutura
histologica basica, a presenga ou auséncia de certas glandulas é uma caracteristica que
varia e pode ser especifica para cada espécie (Silva, 2017), além disso, havariagdes das
superficies das peles, que se adaptam de acordo com seu habitat, ou seja, quanto mais
proximo ao ambiente terrestre, maior a complexidade natextura tegumentar. A coloragéo
€ determinada pelos cromatoforos e sdo adaptacdes extremamente importantes para
algumas espécies, auxilia na camuflagem no meio ambiente, na procura de um parceiro
para reproducao, e como aviso para os predadores (Duellman & Trueb, 1994).

Na pele de anfibios adultos, o tegumento € composto por duas camadas
firmemente conectadas: a epiderme e a derme (Silva, 2017). Além dessa estrutura
basica, ha dois tipos principais de glandulas secretoras na pele dos anfibios: as glandulas
mucosas e as glandulas serosas (ou granulares). As glandulas mucosas produzem um
MuCco espesso, que é crucial para manter a superficie da pele umida e protegida contra
o ressecamento. Ja as glandulas serosas secretam um fluido aquoso com substancias
nocivas, servindo como ummecanismo de defesaquimica (Toledo & Jared, 1995). Essas
toxinas além de afastar seus predadores, secretam peptideos antimicrobianos e
antifUngicos que impedem a proliferagcdo de microorganismos que poderiam causar
diversos danos a pele desses animais, principalmente por ser uma superficie altamente
umida (Conlon, 2011). Entretanto, dependendo da espécie, ha variagdes na disposigao,
quantidade e tipo de substéncias secretadas por essas glandulas. Um estudo
comparativo de Prates et al. (2012) sobre a distribuicdo e morfologia das glandulas e
veneno em Ameerega picta e Leptodactylus lineatus mostrou diferencgas significativas no
arranjo e tamanho das glandulas, bem como nas secregdes. Isso evidencia que as duas
espécies fazem uso de defesas quimicas de maneiras distintas, adaptando-se de forma

unica a seus respectivos ambientes e necessidades de sobrevivéncia.

7.5. Anfibios e seus compostos bioativos

Os anfibios constituem uma das fontes mais relevantes de moléculas bioativas na
natureza, em especial devido a complexidade quimica das secre¢des produzidas por

suas glandulas cutineas. Essas secregdes exercem funcgdes essenciais de defesa,
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atuando contra predadores e microrganismos patogénicos, e representam um verdadeiro
reservatério de compostos de interesse farmacolégico (Toledo & Jared, 1995). Entre tais
moléculas, os peptideos bioativos tém recebido ateng¢ao especial por apresentarem uma
ampla gama de atividades biolégicas com potencial aplicagdo em saude humana, animal

e em biotecnologia.

Souza et al. (2022), ao estudarem a pele de Boana raniceps, identificaram a
biomolécula BR-Bombesina, com potenciais aplica¢gdes nas atividades gastrointestinais,
abrindo perspectivas para uso em terapias regulatdrias. De forma semelhante, Leite et
al. (2008) descreveram a agao antimicrobiana e bactericida de peptideos derivados da
pele de Phyllomedusa oreades e Phyllomedusa distincta, destacando sua aplicabilidade

no tratamento da mastite bovina, um problema de grande impacto na pecuaria leiteira.

Além desses casos, outros estudos classicos relatam moléculas como as
dermaseptinas, isoladas de espécies de Phyllomedusa, reconhecidas por sua potente
atividade contra bactérias, fungos e parasitas; as magaininas, descobertas em Xenopus
laevis, que apresentam propriedades antimicrobianas e citotoxicas; e as triptofilinas,
caracterizadas pela presenca de residuos de triptofano e associadas a efeitos
neuromodulatorios, antioxidantes e regulatorios. Também sao descritos peptideos com

propriedades opioides e miotrépicas, demonstrando a diversidade funcional dessas
secregoes.

Dessa forma, evidencia-se que os anfibios ndo apenas desempenham papéis
fundamentais nos ecossistemas, mas também constituemumarica fonte de biomoléculas
inovadoras, com grande potencial para a descoberta de novos agentes terapéuticos

aplicaveis no combate a infec¢des, na modulagao de processos fisioldgicos e até mesmo
no desenvolvimento de candidatos para doencgas inflamatérias e cancer.

7.6. Triptofilinas

As ftriptofilinas (TPHs) constituem uma familia de peptideos pequenos, geralmente

compostos por 5 a 13 residuos de aminoacidos, contendo frequentemente prolina e
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triptofano em sua estrutura. Esses peptideos foram inicialmente isolados a partir de
secregdes cutédneas de anuros (Ge etal., 2014).

Embora tenham sido descritas ha mais de duas décadas, as fung¢des fisioldgicas
das triptofilinas permanecerampouco esclarecidas durante muitos anos (Ge et al., 2014).
No entanto, o avanc¢o das pesquisas revelou novas perspectivas, ampliando o interesse
sobre esses peptideos, sobretudo na area da biotecnologia, onde vém sendo
reconhecidos como candidatos promissores para aplicagdes terapéuticas e

farmacoldgicas.

7.7. PaT-2

O PaT-2 é um peptideo produzido pelo anfibio do género Pithecopus, pertencente
ao grupo das Triptofilinas do grupo 2, essas caracteristicas dao origem ao seu nome. Em
seu trabalho, Barbosa et al (2021) observaram que o PaT-2 é o primeiro peptideo
produzido pela espécie P. azureus no momento de transigcdo da agua para o ambiente
terrestre, e que, portanto, se torna uma molécula de interesse, uma vez que os anfibios
secretam substancias importantes para protecao contra estresses bidticos e abidticos
(Barbosa et al., 2021).Foi analisado o efeito neuroprotetor das triptofilinas em células de
mamiferos, demonstrando sua capacidade de inibir o estresse oxidativo dessas células.
Essas descobertas despertam o alerta para possivel producado de farmacos que inibam
os radicais livres (ROS) e potencial aplicagdo em humanos comfoco em varias doencas

degenerativas, como o Alzheimer (Barbosa et al., 2021).



8. OBJETIVOS

8.1. Geral
O presente estudo foi estruturado para caracterizar as glandulas na pele
desses anfibios, sintetizar e avaliar a atividade biologica das triptofilinas

encontradas na secre¢ao cutanea de anfibios do Cerrado brasileiro.

8.2. Objetivos especificos
e Sintese do peptideo bioativos PaT-2;
¢ |dentificagado das triptofilinas por LC-MS/MS;
o Citotoxicidade e ensaios antioxidantes;
e Coleta de material biolégico em campo;

¢ Histologia da pele dos anfibios estudados.
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9. MATERIAL E METODOS

9.1. Sintese do peptideo PaT-2

O peptideo foi sintetizado manualmente por meio do método de sintese em fase
solida, conforme protocolo padronizado no Laboratério de Sintese e Analise de
Biomoléculas — LSAB da Universidade de Brasilia (figura 6).

Ha diferentes estratégias para a sintese de peptideos em fase sdlida, no entanto
adotamos a estratégia Fmoc, que tem a funcgao protecdo do grupo amino, e, para que
ocorra o acoplamento, esse grupo deve ser removido na etapa anterior.

Os derivados de aminoacidos utilizados foram: Fmoc-Leu-OH, Fmoc-Trp(Boc)-
OH, Fmoc-Pro-OH, Fmoc-Phe-OH.

Para a sintese, foram utilizados 242,3 mg de resina. A desprotecao foi realizada
com uma solucao de 4-metilpiperidina, em dois banhos sucessivos, cada um com
agitacdo de 15 minutos, visando a remog¢ao do grupo Fmoc. A resina foi lavada com
dimetilformamida (DMF) e diclorometano (DCM) em trés ciclos alternadosde 2 mL cada.

Para o teste de desprotegéo, foram adicionadas 3 gotas das seguintes solug¢des:
KCN (2% em piridina), fenol a 80% em etanol e ninidrina em etanol. A confirmacao da
desprotecao foi realizada pela observagao de alteragbes na coloragdo da resina; a
presenca de uma colorag¢ao azulada indicou um resultado positivo para a desprotegao,
permitindo assim a continuidade das reacdes de acoplamento.

Para a reacao de acoplamento, foram utilizados 85,3 mg de Oxyma Pure, que foi
dissolvido em uma solugao de dimetilformamida (DMF) até completa solubilizagéo do
reagente. Em seguida, foram adicionados 93 uL de diisopropilcarbodiimida (DIC), e a

mistura foi mantida em agitagao por 1 hora e 30 minutos.

9.2. Clivagem do peptideo

Durante a clivagem ocorre o rompimento da ligagao peptidica e a resina, portanto
adicionou-se uma mistura de reagentes ao recipiente de reagdo, composta por
8,25 mL de acido trifluoroacético (TFA), 0,50 mL de fenol,0,5 mL de agua ultrapura (mili-

Q), 0,5 mL de tioanisole 0,25 mL de etanoditiol (EDT), e foi realizado o teste de
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desprotecao. O TFA e os demais solventes foram evaporados por borbulhamento com
argonio, e a precipitacdo do peptideo foi realizada em éter diisopropilico. Em seguida, o
peptideo foi extraido com uma mistura de agua e acetonitrila na proporgéo de 1:1. As
solugdes contendo o peptideo sintético foram coletadas, congeladas e submetidas a

liofilizagao.

Teste kaiser
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4
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DCk _ )
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I Liofilizagdo l Clivagem
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Figura 6. Sintese do peptideo PaT-2 (FPPWL) pelo método FMOC. O esquemailustra as etapas da sintese em fase
sélida, que se inicia com a adi¢ao da resina como suporte. Em cada ciclo, realiza-se a desprotec&o do grupo Fmoc,
seguida da verificagdopelo teste de Kaiser, que apresenta coloragéo azul/violeta (positivo, presengaamina livre). Apés
a confirmacéo da desprotecéo, procede-se ao acoplamento do aminoacido com auxilio do agente de acoplamento
(Oxyma Pure). O sucesso do acoplamento é novamente verificado pelo teste de Kaiser, que deve resultar em
incolor/amarelado (acomplamento completo). Ao final de todos os acoplamentos, o peptideo € clivado da resina e

posteriormente liofilizado.

9.3. Purificagao do peptideo

O peptideo foi purificado por meio de cromatografia liquida de alta eficiéncia
(HPLC)em fase reversa, utilizandoumequipamentoda Shimadzu Corporation. Aliquotas
individualizadas da sintese liofilizada foram solubilizadas em agua deionizada (Mili-Q) e
acetonitrila. As purificagdes foram realizadas com uma coluna C18 (250 mm x 10 mm,
5 um), aumfluxode 10 mL/min, empregando um gradiente de elui¢do de acetonitrila que
varioude 5 a 95% ao longode 60 minutos. A deteccgéo foi realizada por meio da absorgao
UV a 216 nme 280 nm, o que é indicativo de liga¢des peptidicas, e as amostras foram

coletadas manualmente e posteriormente liofilizadas (figura 7).
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9.4. Caracterizagao do peptideo por espectrometria de massa

Apos a purificacdo o peptideo foi caracterizado por espectrometria de massa
acoplada a um cromatégrafo liquido (LC-MS) e analise dos fragmentos gerados (LC-
MS/MS) com o objetivo de confirmar a identidade do peptideo e garantir que a sequéncia
de aminoacidos corresponde a sequéncia planejada.

Para isso, uma pequena quantidade de amostra do peptideo liofilizado foi
dissolvida em 1mL de uma solucido de metanol com 0,1% de acido féormico e apos a
completa dilui¢ao, foi realizado a leitura no equipamento. O espectrédmetro foi regulado
no modo positivo e utilizou-se o] modo de aquisicao
IDA (Information Dependent Acquisition). Esse modo combina uma abordagem de
aquisicdo de dados que depende de informacgdes prévias, facilitando e otimizando a
coleta de espectros de massa de fragmentos.

Os experimentos foram conduzidos na Central Analitica do Instituto de Quimica
da Universidade de Brasilia (CAIQ — UnB) e utilizou-se um espectrdmetro de alta
resolugao TripleTOF 5600+ (Sciex, Ontario, Canada), que conta com uma fonte de
ionizagao por electrospray (ES| — Electrospray lonization), um sistema de separacao de
ions do tipo triplo quadrupolo, uma célula de colisdo para fragmentagdo em gas inerte e
um analisador de massas por tempo de voo (TOF — Time of Flight). O equipamento esta
integrado a um cromatoégrafo liquido (Eksigent UltraLC 100, Sciex)equipado com sistema
de injegcdo automatica de amostras, operando com uma vaz&o constante de
0,3 mL/min. Os espectros de massa gerados foram analisados e processados com o
software PeakView v2.1, enquanto os espectros de fragmentacdo (MS/MS) foram

interpretados com a ferramenta online Interactive Peptide Spectral Annotator [1].
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Figura 7. Esquema da purificagéo e caracterizacéo do peptideo. O peptideo ¢ inicialmente diluido em agua Milli-Q e
injetado no sistema HPLC (1), onde ocorre a separagédo cromatografica (2) . A absorbéancia das espécies eluidas é

monitorada e registrada em forma de cromatograma (3). Em seguida, as fragdes correspondentes aos picos de
interesse sao coletadas (4) e a identidade do peptideo é confirmada por espectrometria de massas (MS) (5).

9.5. Células de estudo e Local de estudo

As células foram fornecidas pelo Laboratério de Virologia Molecular (ViroMol) da
Universidade de Brasilia, além de alguns espacos disponibilizados pelo Laboratério de
Imunologia Celular (LIC) para a execugao do experimento. A condugao do experimento
ocorreu no Nucleo de Pesquisa em Imunologia e Morfologia Aplicada (NuPMIA). Para
este estudo, foram utilizadas célulasda linhagemBV2 (Mus musculus), conhecidas como

microglias, que apresentam caracteristicas parcialmente aderentes.

9.6. Cultivo das células

As células BV2 foram cultivadas até alcancarem 70-80% de confluéncia em meio
DMEM (Dulbecco Medium Eagle Modified), contendo 10% de soro fetal bovino
(SFB, Gibco), 1% de uma solugéo antibidtica com estreptomicina e penicilina,e 1% de
aminoacidos. O cultivo foi mantido em estufa umida, a 37 °C e com 5% de CO2.

A manutenc¢ao da confluéncia celularfoi realizada periodicamente. Nessa fase, o

meio de cultivo era removido, as células eram lavadas com 5 mL de PBS (Phosphate-
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Buffered Saline) e 1 mL de tripsina era adicionado. A tripsinizagao ocorreu por 5 minutos
a 37 °C. Para neutralizar a tripsina, foram utilizados 4 mL de DMEM, e o conteudo foi
centrifugado a 1500 RPM por 5 minutos. O sobrenadante foi descartado, e o pellet com
as células foi ressuspensoem 5 mL de DMEM, onde a seguir a densidade celular foi
calculada. As passagensforam feitas de acordo com o tamanhodos frascos: para frascos
T25, a passagem foide 200 mil células,enquanto para frascos T75, foide 400 mil células,

com a adicdo de 3 mL e 13 mL de DMEM, respectivamente.

9.7. Determinacao da densidade celular

A contagem de células foi realizada na cdmara de Neubauer, no microscopio com
0 objetivo de passar pela contagem apenas células viaveis. Para a contagem, uma
pequena amostra de células (10 ul) junto com azul de tripan (50 ul) e PBS (40 pl) foram

adicionados em um tubo eppendorf. Apresentando um fator de diluicdo de 1:1.

9.8. Preparagao para o ensaio de viabilidade celular

Para o experimento, foram utilizadas microplacas de 96 pocos, excluindo os pocos
das extremidades, totalizando 60. Baseando-se em estudos anteriores, recomenda-se a
utilizacado de cerca de 5.000 ceélulas viaveis por pogo. Apdés a contagem e o
plaqueamento, foram adicionadas as células desejadas, juntamente com 200 pl de
DMEM em cada pocgo, e as placas foram mantidas em estufa por 24 horas.
A Menadiona foi empregada como agente estressor para os testes de viabilidade celular,

sendo fornecida pelo laboratério NuPMIA (figura 8).

9.9. Ensaios de viabilidade celular

Foi preparada uma solugao contendo 30 ul de menadiona (10 mM) em 1470 ul de
DMEM, e as células foram tratadas com diferentes concentragdes dessa solugao por
meio de uma dilui¢ao seriada de %, resultando em 8 concentragdes (200, 100, 50, 25,
12,5, 6,25, 3,125 e 1,56 uM), com 6 replicatas para cada uma. Para o controle positivo,
foi adicionado DMSO (10%), enquanto o controle negativo consistiu em DMEM (120pl)
(figura 8).
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O AlamarBlue foiempregado como indicadorde viabilidade celular, utilizandouma
concentragao final de 10 yg/mL. Em cada pog¢o, foram adicionados 100 ul da solucéo
de AlamarBlue, e as placas foram entdo incubadas em estufa por 4 horas.

A absorbancia foi medida a 595 nmusando um leitor de

microplacas SpectraMax Plus 384 (Molecular Devices, EUA).
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Figura 8. Ensaio de viabilidade celularem placas de 96 pogos. Foram semeadas 5.000 células por pogo, totalizando
60 pocos utilizados no experimento. Apds 24 horas de incubacgéo, foirealizada a adigdo de menadiona em diferentes
concentragbes (200 uM a 1,56 yM). Em seguida, adicionou-se o reagente AlamarBlue, e a leitura da fluorescéncia foi
efetuada 6 horas ap6s a adigédo do reagente.

9.10. Ensaios para analise dos moduladores de glutationa (indicativo de estresse

celular)
Apds a avaliagdo da viabilidade celular com o agente estressor Menadiona,

determinou-se uma concentragéo inibitéria de 50% (IC50). Essas concentragdes foram
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submetidas a novos testes para analise dos moduladores de glutationa. O metabolismo
da glutationa foi analisado apds exposicdo das células a 10uM
de menadiona durante 24h, com foco na Glutationa total (tGSH), glutationa reduzida
(GSH), glutationa dissulfeto (GSSG) e na relagdo GSSG/tGSH.

Em placas de 6 pogos, contendo 1.000.000 de células por poco, foram realizados
dois tipos de tratamentos, com trés repeticbes cada: 1 mL de Menadiona (10uM) e

1 mL do meio DMEM por pogo (figura 9A).

9.11. Preparacao do material para a analise

Para a analise do estresse celular, foi realizada a preparagédo e a lavagem das
células. O conteudo dos pogos foi submetido a tripsinizagao e transferido para tubos de
microcentrifuga (Eppendorf) devidamente identificados. As células foram centrifugadas a
300 g por 5 minutos, sob temperatura de 4 °C. O sobrenadante foi removido, e as células
foram ressuspendidas em 1 mL de solugao salina fosfatada (PBS), repetindo-se esse
procedimento por mais duas vezes. Ao término do processo, o0 sobrenadante foi
completamente descartado, restando apenas o pellet celular, que foi armazenado a -19
°C.

9.12. Preparacgao do estoque de peptideo PaT-2

Ap0ds a purificagao e liofilizagao, foi preparada uma solucgéao estoque do peptideo.
Devidoa presencgade residuos de triptofanona sequénciado peptideo, as concentragdes
foram determinadas para o comprimento de onda de 280 nm. A concentragao foi medida
experimentalmente utilizando o coeficiente de absor¢cdo molar do peptideo, e essa
concentracgao foi utilizada para ajustar o volume, a fim de alcangar 50 uM por poco. A

solugao estoque foi esterilizada por filtragéo.

9.13. Atividade antioxidante e viabilidade celular do peptideo

Para a avaliagao das atividades antioxidantes do peptideo, foram realizados dois
experimentos, o primeiro, utilizando placas de culturacom 6 pocos, cada um contendo
1.000.000 de ceélulas, com cada tratamento sendo realizado em duplicata. As células

foram submetidas a quatro condi¢gdes experimentais: controle (DMEM), tratamento com
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Menadiona (10 pM), tratamento com Peptideo (50 uM) e tratamento combinado de
Menadiona e Peptideo (figura 9B).

Ja o segundo experimento, foi utilizado placas de 96 pogos, desprezamos 0s
pocos das extremidades, resultando em 60 pocos. Foi realizado diluicbes seriadas com
concentragdes iniciaisde 100 pyM e final de 1,56 yM de Menadiona. Foram analisadas
quatro condi¢des: controles (DMEM e DMSO), Menadiona e o tratamento combinado de

Menadiona e Peptideo (figura 9C).
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Figura 9. Ensaios realizados no presente estudo. (A) representa os ensaios realizados para avaliar os moduladores
de Glutationa. (B) atividade antioxidante do Peptideo. (C) Viabilidade celular do peptideo. Todos os experimentos foram
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realizados com células BV2, com cerca de 5000 células por poco (em placas de 96 pocos) e 1.10° (em placas de 6
pogos). Em (C) as setas representam o sentido da diluigdo da Menadiona e os niumeros o tipo de tratamento.

9.14. Andlise estatisticas

Todas as analises estatisticas e os ajustes de curva foram realizados no R (R
Foundation for Statistical Computing), utilizando o ambiente RStudio)

9.15. Local de estudo e coleta dos animais

Foi selecionado um local para a coleta das espécies, situado na Fazenda Agua
Limpa (FAL) da Universidade de Brasilia, no Distrito Federal. A FAL esta integradaa Area
de Protecdo Ambiental (APA) Gama Cabeca de Veado, que é considerada uma Area de
Relevante Interesse Ecolégico (ARIE) e ocupa aproximadamente 4.500 hectares de
Cerrado (IBRAM, 2018). As atividades de campo se iniciaramnosdias 1, 7 e 14 de margo
de 2024, com coletas posteriores realizadas em 26 de outubrode 2024, durante o periodo
chuvoso no Cerrado. As atividades tinham inicio as 20 horas, e as buscas incluiam
inspegdes nas margens de cursos d'agua. As espécies foram encontradas em pogas
artificiais e nas proximidades da trilha das Falésias (coordenadas 15°57'41.1"S
47°58'09.2"W), em riachoslocalizados em altitudes elevadas (coordenadas 15°58'39.1"S
47°56'44.0"W), além de pocos na entrada da Fazenda (15°56'18.7"S 47°56'29.7"W ). No
total foram coletados 6 individuos, sendo 3 individuos de cada espécie.

Os animais foram coletados com a utilizagao de luvas nitrilicas e manipuladas de
acordo com as regras do Instituto Brasileiro de Meio Ambiente e dos Recursos
Renovaveis (IBAMA), sob licenganumero 31066-1/SISBIO. Apos a captura, os individuos
eram armazenados em tubos falcon de 50mL, cujas tampas foram perfuradas para

permitir a entrada de oxigénio.

9.16. Eutanasia dos individuos

Os individuos foram eutanasiados usando uma solucao de cloridrato de lidocaina
liquida a 2% injetada diretamente no cérebro dos sapos adultos. Esse método apresenta
um efeito rapido e confiavel, ndo causando sofrimento para o animal, segundo a

Resolucao Normativa n°® 37 de 15 de fevereiro de 2018, que traz as Diretrizes da pratica
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de Eutanasia do Conselho Nacional de Controle de Experimentagdao Animal (CONCEA),

que diz:

“Pode-se ainda induzir a morte de anfibios com uma injecéo intra craniana - via forame
magno — de anestésico local. Essa via de inoculacdo permite a imobilizacdo e
dessensibilizagdo quaseimediatamente apds o términoda inoculagdo. Devem ser utilizadas
agulhas hipodérmicas 0,45x13 ou 0,38x13, similares as empregadas para administar
insulina. O procedimento requer adequada imobilizagdo manual do animal. Para espécimes
de maior porte podem sernecessarias duas pessoas para a contengéo do animal. Introduz-
se a agulha na linha sagital mediana,em &ngulo de 45 graus através da pele que recobre
a regido atlanto-occipital, onde se encontra o forame magno. O volume de anestésico local
varia 0,5 a 2 mL de acordo com o tamanho do animal.”

CONCEA, RN n° 37 de 15 de Fevereiro de 2018.

9.17. Dissecacgao da pele

Apods a eutanasiaea confirmacaodo 6bito dos seis individuos,houve adissecagao
da pele com auxilio materiais de dissecagao fabricado em acgo inoxidavel, com uma
tesoura iris curva e uma pinga anatémica com serrilha. A pele de todos os individuos foi
totalmente rebatida e destacadas nas seguintes regides dos dorsos: dos membros
anteriores, da cabeca, do térax, inguinal e membros posteriores.

Para a analise histoldgica, foram processados dois (2) individuos de cada espécie
(figura 10).
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Figura 10. Separacgédo dos tecidos para analises histoldgicas. (A). Individuo apds a eutanasia. (B) A pele do individuo
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ap6s a dissecacédo. (D). Separagdo das amostras para o processamento histolégico. (D) Produgcao das |&minas
evidénciando as glandulas.

9.18. Histologia da pele

Os materiais fixados foram submetidos ao processo de parafinizacao, que inclui
as etapas de desidratagdo, diafanizagdo, impregnacdo e inclusdo em parafina.
Inicialmente, as amostras foram lavadas com agua destilada para remover o excesso do
fixador. Em seguida,iniciou-se afase de desidratagdo, conforme o protocolo estabelecido
pelo Nucleo de Pesquisa em Morfologia e Imunologia Aplicada.

As amostras foram fixadas em Carnoy e seguiram diretamente a trés banhos de
alcool absoluto, também com duragao de 1 hora em cada um, completando assim a fase
de desidratagao.

Para a diafanizagao, foi utilizado o 6leo de c6co, com trés imersdes de 1 hora em
cada banho. Na etapa de inclusao, foram empregadas trés solug¢des de parafina liquida),
com a mesma duracao por banho. Posteriormente, os fragmentos foram dispostos em
moldes de inclusao, devidamente identificados com seus respectivos numeros.

Para a obtencéo dos cortes, utilizou-se um micrétomo (Leica 2125RT, USA),
ajustado para espessura de 5 ym. Os cortes foram colocados em um banho-maria,
contendo agua destilada, mantido em temperatura de 40 - 45°C. O material selecionado
foi acondicionado em laminas de vidro. Em seguida, as amostras foram submetidas a
uma estufaa 60 °C durante 1 hora para garantira completa secagem e adesao dos cortes

as laminas e a retirada do excesso de parafina.

9.19. Coloragao do material

Foram utilizados quatro tipos de coloragbes: hematoxilina e eosina (HE), acido
periddico de Schiff (do acrénimo periodic acid Schiff - PAS) e azul alcianoem pH 1,0 e
2,5. Todas as coloragdes passaram pelas mesmas etapas iniciais, que incluem a
desparafinizacao, realizada em trés imersdes de xilol, com duracédo de 5 minutos cada.
Em seguida, foi realizada a hidratagdo em etanol em diferentes concentragdes: 100% (5
minutos), 100% (30 segundos),95% (30 segundos),80% (30 segundos),70% (5 minutos)

e agua destilada.
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Para a coloragao com hematoxilina e eosina (HE), as laminas foram imersas em
hematoxilina de Harris por 40 segundos, seguidas por lavagem em agua corrente, uma
imersao em alcool-acido, lavagem em agua corrente por 30 segundos, trés mergulhos
em agua amoniacal a 4%, agua corrente e, por fim, trés mergulhos em agua destilada. O
material foi, entdo, submetido a uma solugéo de alcool 80% por 30 segundos e, em
seguida, banhado em eosina por 2 minutos. A desidratagdo foi realizada com quatro
banhos em alcool 100% (30 segundos cada), e as laminas foram diafanizadas com trés
imersdes em xilol, cada uma com duragao de 30 segundos.

Para a histoquimica dos glicoconjugados, foram utilizadas as seguintes
coloracdes: a PAS para a desmonstracdo dos polissacarideos neutros, coloracdo com
alcian blue em pH 2,5 para a demonstragao de polissacarideos acidos (carboxilados), e
alcian blue em pH 1,0 para a demonstracao de polissacarideos sulfatados.

O Histokit da EasyPath diagnosticos, composto por quatro reagentes especificos,
foi utilizado na preparacao das coloracdes de PAS e Alcian Blue em pH 2,5. O protocolo
inicial foi seguido normalmente, e, apos a etapa de hidratagdo, as amostras foram
imersas em agua destilada por 1 minuto. Em seguida, os reagentes foram aplicados na
seguinte sequéncia:reagente A (alcian blue pH 2,5) por 30 minutos, reagente B (acido
periddico) por 5 minutos, reagente C (PAS) por 10 minutos em camara escura, e reagente
D (hematoxilina de Harris) por 1 minuto. Entre a aplicagdo de cada reagente, as laminas
foram lavadas em agua corrente por 1 minuto e secas cuidadosamente com papel toalha

para remover o excesso de agua.

10. RESULTADOS

10.1. Purificagao do PaT-2

O grafico evidencia um pico com elevada absorbancia, sugestivo do PaT-2, com
tempo de retencéo de 25,642 minutos (figura 11). As fragdes correspondentes ao pico
foram coletadas e em seguida analisadas por espectrometria de massas para a

confirmacéao da sintese.
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Figura 11. Grafico obtido em HPLC resultado da purificagdodo PaT-2, apresentando umafragao Unico e proemintene.
O pico aparece em um tempo de retengdo de aproximadamente 25 minutos. A absorbancia em 280nm esta associada
a presenca de aminoacidos aromaticos (como triptofano), enquanto que 216nm esta associada a ligagéo peptidica.

10.2. Analise por espectrometria de massa

As amostras obtidas a partir das cromatografias liquidas, correspondentes ao
peptideo PaT-2 purificado, foram analisadas por espectrometria de massa utilizandoum
equipamento ESIQ-ToF (Triple Tof 5600+). O objetivo foi confirmar o sucessoda sintese
por meio da elucidagdoda sequénciaFPPWL-NH2 (PaT-2), cuja massa tedrica € [M+H]+
=658,3716 Da.

A molécula do PaT-2 foi identificada na forma monocarregada, apresentando uma
massa experimental de [M+H]+ = 658,3717 Da, acompanhada por sua série isotopica. O

erro de massa foi calculado como apenas 0,152 ppm (figura 12).
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Figura 12. espectro de massa do PaT-2 [M+H]* = 658,3716 Da e sua série isotopica. A partir da massa tedrica exata
é possivel calcular o erro de massa, com valor de 0,152 ppm.

Na figura 13, é apresentado o espectro de fragmentagao do PaT-2, exibindo picos
correspondentes as quebras de todas as ligagdes por meio das principais séries de
fragmentagdo de peptideos. Assim, os fragmentos identificados confirmam que as
sequéncias foram sintetizadas corretamente e na ordem esperada.

O ion selecionado para a fragmentacéo foi escolhido automaticamente com base
na pré-configuragdo do modo IDA (Information DependentAcquisition). A analise
evidenciou, principalmente, fragmentos pertencentes as séries a, b e y, conforme
destacado nas figuras, com os respectivos erros de massa em ppm descritos nos
quadros abaixo dos espectros. Os dados foram processados por meio da ferramenta

online Interactive Peptide Spectral Annotator (figura 13).
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Figura 13: espectro de fragmentagdo (MS/MS) obtido em modo IDAdo ion [M+H]*. Os fragmentos obtidos a partir das
séries estdo destacados em roxo (série a), azul (série b) e vermelho (série y). O grafico abaixo “Error (ppm)” evidencia
cada fragmento detectado.

10.3. Morfologia celular e teste com Resazurina

Apods a aplicagao do teste de indicador de viabilidade celular (AlamarBlue) nas

placas de 96 pogos chegou-se ao seguinte resultado:
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Figura 14. Tratamento com o indicador de viabilidade AlamarBlue. (A) representa o tratamento com 2 horas. (B)
tratamento com 3 horas. (C) tratamento com 4 horas.
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Os pogos das extremidades apresentam uma cor rosa claro devido a solucgao
contendo DMEM, onde nao ha presencga de células. Os seguintes pocos (a partir da
coluna02) encontra-se os controles contendo DMEM, DMSO e as diluicbes com o agente
estressor Menadiona, respectivamente. Ao adicionar a solugao rezazurina e analisar a
mudanca de cor, nota-se que na primeira coluna (2) ha células metabolicamente viaveis
(DMEM), na coluna 3, n&o houve alteracdo da cor, indicando auséncia de células vivas
(DMSO). A partir da coluna4 a Menadiona mostrou-se ser citotdxica nas suas maiores
concentragdes, e conforme a concentragdo diminui, nota-se uma mudancga gradiente de
coloragdo de azul para rosa, indicando a presencga de células metabolicamente viaveis
(figura 14).

10.4. Grafico IC50%: efeito da menadiona em BV2

Apos a avaliagdo da viabilidade celular com o agente estressor Menadiona,
determinou-se uma concentragao inibitéria de 50% (IC50) como sendo 11,2 uM. Esse
valor representa a média de dois experimentos independentes (figura 15). No grafico, a
viabilidade celular esta respresentada por uma escala de cores, ou seja, tons de rosa
indicam maior quantidade de célular metabolicamente ativas, enquanto tons de roxo ou

azul indicam baixa ou nenhuma viabilidade celular.
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Figura 15. Efeito da menadiona na viabilidade celular. O grafico determina o IC50% apds o estresse celular (BV2)
induzido pela menadiona, avaliado pelo ensaio de resazurina (10 ug/mL, 4 h de incubacgéo). O tratamento durou 24 h
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e foi iniciado 24 h apds o plaqueamento. Os experimentos foram realizados em duplicata em células micréglias de
camundongo, resultando em valores aproximados de IC50% (9,46 uM e 13 uM). O grafico mostra a relagdo entre a
absorbancia e a concentragdo de menadiona, com as cores representando a viabilidade metabdlica das células.

10.5. Analise dos moduladores de glutationa

Na concentracdo de 10 uM, o tratamento com menadionaresultou em um
aumento de 124% nos niveis de GSSG, de 0,487 para 1,09 nmol/mg de proteina,
mudando a relagcdo GSSG/tGSH para um estado mais oxidado, com um aumento de
2,54% para 3,78% (um aumento de 49%). Além disso, os niveis de GSH
e tGSH aumentaram 53% e 54%, respectivamente, de 19,2 para 29,3 nmol/mg de

proteina e de 19,7 para 30,4 nmol/mg de proteina (figura 16).
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Figura 16. Efeitos moduladores do glutationa em células BV2 apds indugédo com menadiona (10 uM) (IC50%). A figura
apresenta sequencialmente os niveis de proteina total, glutationa total (GSH-Total), glutationa oxidada (GSH-Oxidized)
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e a razao entre glutationa reduzida e oxidada (dissulfeto em relagédo a glutationa total). As células controle estéo
representadas em azul, enquanto as células tratadas com menadiona (10 uM) estdo em vermelho. A significancia
estatistica é indicada por asteriscos (p<0,05 = “*”; p<0,01 = “**").

Um novo teste foi conduzido com o objetivo de avaliar o aumento dos niveis
glutationa nas células quando expostas ao dobro de concentragdo de menadiona (figura
17). Assim como nos experimentos anteriores, foram analisados quatro parametros:
quantidade de proteina presente nos grupos controle e tratados, a Glutationa Total,
Glutationa oxidada e a raz&do da glutationa reduzida e oxidada. Os grupos controle e
tratamento com menadionaa 10uM, nao foram observados alteragdes significativas no
padrao de resposta em comparacdo com experimentos anteriores. Entretanto, o
tratamento com 20uM apresentou um resultado muito abaixo do esperado, sugerindo
uma possivel morte celular causado pela sua alta concentracido. Esse resultado indica

que concentragdes de menadiona acima do IC5, podem exercer efeito citotoxico.
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Figura 17. Analises dos efeitos de moduladores de glutationa apds exposi¢cdo a menadiona em doses superiores a
concentragdo de 1C50%. Trés grupos de tratamento foram avaliados: controle (circulos azuis), menadiona 10 uM
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(IC50%) (circulos vermelho-claro) e menadiona 20 yM (circulos vermelho-escuro). Cada circulo representa um
experimento independente. A analise por ANOVA néo detectou diferencgas significativas entre o grupo tratado com 20
UM de menadiona e os demais grupos.

10.6. Analise morfoldgica das células BV2
Na analise morfolégica, que foram obtidas por meio da observagédo em
microscopio e de fotos (figura 18), foram analisadas alteragdes na morfologia celular

conforme o tratamento recebido pelas células:

Figura 18. Alteragdo na morfologia celular conforme o tratamento recebido. (A) as células foram tratadas com DMSO.
(B), as células foram tratadas com DMEM, na (C) e (D) representa o tratamento com menadiona em sua maior para
menor concentragdo. As imagens foram obtidas em aumento de 10x.
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De acordo com o tratamento houve alteragao da estrutura celular. Em tratamento
com DMSO, observou-se a ruptura da membrana celular, acarretando a morte das
células. Em tratamento com DMEM, a morfologia observada é a considerada comum,
comparando com informacdes visuais obtidas pelas fontes do Banco de Células do Rio
de Janeiro (BCRJ). Na imagem C, nota-se uma alteragdo na parede celular, ela se
apresenta em com uma cor escura e com alteracdo na parede celular. Indicando que
houve um estresse celulardevido a alta concentragdo de Menadiona. A ultimaimagem,
evidencia células proximas a morfologia comum dessa linhagem, indicando que a

Menadiona apresentou pouco ou nenhuma atividade que interfira na sua morfologia.

10.7. Efeito do peptideo (PaT-2) na viabilidade celular
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Figura 19. Efeito da menadiona na viabilidade celular de células BV-2. As células foram tratadas por 24 h com
diferentes concentragdes de menadiona (3—100 uM) e avaliadas pelo ensaio de resazurina (10 ug/mL, 4 h de
incubacgéo), que mensura a atividade metabdlicacelular. Os resultados demonstram uma redugéo progressivae dose-
dependente da viabilidade celular, evidenciada pela diminuicdo da absorbancia. Cada ponto no grafico representa a
média de experimentos independentes realizados em duplicata, com barras de erro indicando o desvio padrao.
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Em seguida, a analise de viabilidade celular comparativa entre os grupos tratados
apenas com menadiona e aqueles tratados com peptideo associado a menadiona
demonstrou que nao houve diferenga na viabilidade celular ao longo de todas as
concentragdes testadas (3—100 uM) (figura 19). Esses resultados indicam que, nas
condicbes experimentais avaliadas, o peptideo ndo exerce efeito protetor nem citotdxico

adicional sobre as células, na medida de viabilidade celular.

10.8. Avaliacao dos moduladores de glutationa em células tratadas com o
peptideo PaT-2

Os mesmos parametros de glutationa foram analisados, porém com a inclusdo
outros tratamentos as células: grupo controle, menadiona (10 uM), PaT-2 e PaT-
2+Menadiona (10 uM). Esse experimento teve o objetivo de analisar a produgéo de
glutationa e investigar o efeito antioxidante do pepetideo (figura 20).

O grupo controle e tratado apenas com menadiona, apresentaram resultados
consistentes com os experimentos anteriores. O tratamento com o peptideo isolado ndo
alterou a sintese de glutationa,indicandoque ndo ha um efeito citotoxico. Ja o tratamento
combinado com o peptideo e a menadiona nao altera a viabilidade celular, mas ha uma
reducdo da oxidagdo da glutationa, o que sugere que o peptideo suprimiu o efeito

estressor da menadiona.
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Figura 20. Efeitos do PaT-2 em parametros relacionados a glutationa em células tratadas com menadiona (BV2). (A)
Glutationa total (tGSH), (B) Glutationa reduzida (GSH), (C) Glutationa oxidada (GSSG) e (D) Razdo GSSG/GSH.
Grupos analisados: controle (Ctrl), células tratadas com PaT-2, células tratadas com menadiona e células tratadas com
menadiona + PaT-2 (M+PaT-2). Os valores representam a média * distribuicdo dos dados experimentais. Diferengas
significativas entre os grupos foram representadas porletras em formato de exibicdo compacta, onde grupos que nédo
compartilham uma letra sao significativamente diferentes.

10.9. Analise histologica do Tecido Epitelial de P. azureus e P. Oreades

A pele é formada por uma epiderme com células basais, queratinocitos e camada
queratinizada. Na derme, observou-se uma camada papilar, composta de tecido
conectivo frouxo com pequenas glandulas e cromatéforos; e a derme reticular, mais
profunda, constituido por tecido conectivo densonaomodelado com distribuigaode fibras
de colageno e glandulas de maior porte (figura21A). As glandulas estdo conectam com
a camada mais externa do epitélio através de ductos, por onde secreta o conteudo do

interior das glandulas.
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Figura 21. Caracterizagdo morfolégica da pele de P. oreades. (A) Regiao do dorso da cabega evidenciando epiderme
(ep), derme papilar (dp) e derme reticular (dr). Na derme papilar evidenciamos presencga de cromatoforos (seta) e
glandulas mucosas (*). Na derme reticular observamos a presenca de glandulas granulares lipidicas (L) e glandulas
granulares serosas (V) (de veneno). (B) Regido do dorso do pescoco, evidenciando grande quantidade de glandulas
granulares serosas (V). (C) Regido do dorso do térax, evidenciando a pele mais delgada com glandulas granulares
serosas (V) dde menor tamanho e mais esparsas. Barra = 10um. Método utilizado: HE.

A analise histoldgica constatou a presencga de trés glandulas ao longo do tecido
conectivodos espécimes analisados:as mucosas, as granulareslipidicas e as granulares
serosas as quais foram distuinguidas tanto pela morfologia (figura 21) quanto por
identificagdes histoquimica através dos métodos testados (figura 22). As gléndulas
mucosas estavam localizadas na derme papilar (figura 22A) e apresentavam forte
afinidadeaoPAS, indicando apresenga de mucopolissacarideos neutros (figura22A). As
glandulas granulares lipidicas apresentavam um tamanho médio e demonstraram uma
leve reacao positiva ao PAS (figura22A). Ja as glandulas granulares serosas (de veneno)
diferiram entre si em sua forma e tamanho. Dependendo da regiao corporal,
apresentavam dimensdes diferenciadas. Na regido dos dorsos da cabega (figura 22A) e

do térax (figura 22B) apresentavam maior tamanho e numero e aspecto alveolar. No
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restante do corpo, apresentavam menores concentragées (figura 23). Uma fina camada
de células mioepiteliais reveste as margens dessa glandula. As gléanulas de veneno
contém em seu interior pequenos granulos que foram positivos para alcian bluepH 2,5 e
1, revelando a presencga de polissacarideos acidos carboxiladas (figura22A) e sulfatados
(figura 22B).

Figura 22. Caracterizagao histoquimica da pele de P. oreades e P. azureus.(A) Regido do dorso da pata dianteira
evidenciando e glandulas mucosas (*) positivas para PAS, glandulas granulares lipidicas (L) fracamente positivas para
PAS e glandulas granulares serosas (de veneno) (V) positivas para azul de alcian 2,5. (B) Regido inguinal dorsal,
evidenciandoglanula granular serosa (de veneno) (V) positiva para azul de alcian pH 1,0. Barra = 10 ym. Métodos
utilizados: Alcian Blue ph 2,5 + PAS (A) e Alcian Blue ph 1,0 (B).
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Por fim, a organizagao morfoldgica da pele de ambas as espécies foi semelhante.
Entre as regides analisadas, as glandulas serosas ocorreram predominantemente na
regiao dorso do térax, da cabecga e do pescoco (figura 23).

Figura 23. Distribuicdo das glandulas em diferentes regides do corpo de P. oreades. As glandulas de veneno foram
observadas nasregides dorsais da cabega (1), do pescoco (3) e do dorso (5), bem como nas demais areas analisadas,
incluindo os dorsos das patas dianteiras esquerda (2) e direita (4), regido inguinal (7) e patas traseiras esquerda (6) e
direita (8). Nessas diferentes regides, as glandulas apresentaram variagdes quanto a disposi¢do no tecido. Método
utilizado: Alcian Blue pH 2,5 + PAS.

11. DISCUSSAO

Na primeira parte da analise, foi investigado o papel da menadiona como indutor
de estresse oxidativo. A menadiona, um analogo sintético da vitamina K3, € amplamente
utilizada como modelo experimental para gerar espécies reativas de oxigénio (EROs),
uma vez que sua estrutura quinbnica favorece reagdes de oxirreducdo que
desestabilizam o equilibrio redox celular (Caricchio et al., 1999; Currie et al., 2022). No
presente estudo, observou-se que concentracdes elevadas de menadiona induziram
alteragdes significativas na morfologia celular, com perda da integridade de membrana e
sinais de apoptose, resultados que corroboram com a literatura (Wiraswati et al., 2016).
A determinacgéao do IC5, (11,2 pM) para células BV2 demonstrou-se fundamental para
estabelecer uma condi¢cdo experimental que provoca estresse oxidativo sem levar a
morte celular maciga, garantindo a reprodutibilidade dos ensaios subsequentes (Aykul &
Martinez-Hackert, 2016).

A analise da razdo GSH/GSSG revelou niveis elevados de glutationa reduzida
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(GSH), indicando resposta celular adaptativa frente ao insulto oxidativo, em linha com
estudos prévios que descrevem a glutationa como um dos principais mecanismos de
defesa celularcontra EROs (Biswas & Rahman, 2009; Morris et al., 2013; Vaskova et al.,
2023). Essaresposta confirma a caracterizacdo da menadiona como um modelo robusto
de inducgao de estresse oxidativo em microglias murinas.

O foco central deste trabalho, no entanto, foi a avaliagao da atividade antioxidante
do peptideo PaT-2. A sintese e validacgao estrutural do PaT-2 confirmaram a fidelidade
da sequéncia, permitindo o inicio dos ensaios funcionais. Ensaios de viabilidade celu lar
demonstraram que, nas concentracbes testadas, o PaT-2 ndo apresentou efeito
citotéxico, tampouco induziu proliferacdo celular. Essa auséncia de toxicidade é
considerada um pré-requisito essencial para qualquer biomolécula candidata ao
desenvolvimento farmacéutico (Kamiloglu, Sari & Capanoglu, 2020).

De maneira notavel, o PaT-2 exibiu atividade antioxidante significativa,
evidenciada pela reducgao da formacao de GSSG e manutencido da homeostase redox
em células BV2. Esses achados reforcam resultados anteriores (Eder, 2021), que
demonstraram o papel antioxidante do PaT-2 em modelos de inflamagao induzida por
lipopolissacarideo (LPS). A capacidade do PaT-2 em modular a resposta redox sugere
um mecanismo associado a presenga de residuos aromaticos, como triptofano,
conhecidos pela habilidade de doar hidrogénios e estabilizar radicais livres (Tran et al.,
2021).

Assim, os dados apresentados neste estudo ndo apenas confirmam a relevancia
biolégica das secre¢des cutdneas de anuros como reservatorios de biomoléculas
funcionais, mas também evidenciam o potencial translacional do PaT-2 como agente
antioxidante. Considerando que o estresse oxidativo € um fator central em diversas
doengas humanas — incluindo processos inflamatorios cronicos, cancer e patologias
neurodegenerativas como Alzheimer e Parkinson (Block, Zecca & Hong, 2007) — o PaT-
2 se apresenta como um candidato promissor a ser explorado em estudos pré-clinicos
futuros, tanto na area de saude humana quanto veterinaria.

De modo geral, as estruturas cutédneas de P. oreades e P. azureus apresentam
grande similaridade e seguem o mesmo padrao descrito em outros anuros, caracterizado

pela abundancia de glandulas mucosas e granulares. Essas glandulas encontram-se



74

localizadas na derme e podem ser facilmente visualizadas tanto pela morfologia quanto
por métodos histoquimicos, confirmando achados classicos sobre a organizagéo do
tegumento em anfibios (Toledo & Jared, 1995).

No presente estudo, verificou-se que o tamanho das gléandulas serosas foi
significativamente maior na regido dorsal em comparagdo com as demais regides do
corpo. Resultados semelhantes foram descritos por Warburg (2000) em Litoria caerulea,
e também por Andrade et al. (2018), ao avaliar o tecido cutaneo de Telmatobius culeus,
onde foi evidenciada uma maior espessura dérmica e, consequentemente, uma maior
concentragao e dimensao das glandulas na regidao dorsal. Esses achados reforcam a
hipétese de que a hipertrofia glandular nessas regides esta associada a protegao de
areas mais expostas, como dorso e cabega, que sao frequentemente as primeiras a
entrar em contato com predadores ou a sofrer impactos ambientaisdurante atividades de
forrageamento e repouso (Hata Rasitet al., 2018). Assim, essa distribuigdo diferencial de
glandulas pode representar uma adaptagao evolutiva, conferindo vantagem seletiva no
contexto de defesa quimica.

Além da morfologia, aspectos comportamentais também desempenham papel
fundamental na eficaciadessas secrecgdes. Barbeau & Lillywhite (2005) descreveram que
espécies arboricolas de pererecas apresentam o comportamento de friccionar o corpo
com as patas, movimento associado tanto a limpeza quanto a redistribuicdo das
secrecoes glandulares. Entre os comportamentos mais frequentes observados, destaca-
se 0 uso coordenado dos membros anteriores e posteriores para esfregar a regido dorsal
e a cabeca, progredindo até a regido inguinal, olhos e narinas (figura 24). Esse padrao
sugere que a estimulagaotatil ndoapenasinduza producgao de secre¢gdes cutaneas, mas
também garante a sua distribuicdo homogénea por todo o tegumento. Dessa forma, o
comportamento de esfregar o corpo potencializa afungéo das glandulas, assegurando a
formagao de uma barreira protetora uniforme contra desidratagao, agentes infecciosos e
possiveis predadores.

Considerando os dados obtidos neste trabalho em conjunto com os relatos da
literatura, € possivel inferir que a combinagdo entre caracteristicas morfologicas

(hipertrofia glandular em areas estratégicas) e comportamentos adaptativos (autofricgdo
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e redistribuicado de secregdes) constituiummecanismointegrado de defesa, que contribui

para a sobrevivéncia dos anuros em ambientes complexos e desafiadores.

Figura 24. Movimentos de limpeza visualizados em rés. (A) Inicio da limpeza naregido da cabeca e pescogo (B) fim
da limpeza na regido da cabega (C) Limpeza na regido dorsal (D) apds limpeza as ras iniciam uma postura de
conservacao de agua. As setas representam o sentido dos movimentos. llustragao: T. Barbeau (2005).

No que diz respeito a funcdo das glandulas cutdneas, as mucosas sao
responsaveis pela sintese, armazenamento e secrecdo de muco, desempenhando
papéis fundamentais na protegdo contra a desidratacdo e no suporte a respiragao
cutdnea (Warburg, 2000). Por sua vez, a distribuicdo das glandulas granulares no
tegumentodos anuros sugere forte relagao com a defesaquimica, ja que essas estruturas
produzem secrecdes ricas em peptideos bioativos e outras substancias de relevancia
farmacolégica (Asséf Millen Valente Teixeira, n.d.). Diversos exemplos corroboram essa
interpretacdo: um deles é a BR-bombesina, isolada da secre¢do cutdnea de Boana
raniceps, cuja acgao regulatoria sobre a secregao gastrica reforgca seu potencial como
molécula candidata ao desenvolvimento de novos farmacos (Sousa et al., 2022).

Outro caso é a dermaseptina-PH, descrita por Huang etal. (2017) em Pithecopus
azureus, que apresentou potente efeito antimicrobiano contra bactérias Gram-positivas e
Gram-negativas, além de acdo antiproliferativa, ainda que acompanhada de discreta
citotoxicidade em células humanas, ressaltando a necessidade de otimizacao estrutural
para viabilidade clinica.

Nesse contexto, a toxicidade intrinseca de alguns peptideos de origem anfibia
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representa um desafio translacional. Estudos recentes apontam que a reducgédo da
toxicidade pode ser alcangada por meio de modificagbes estruturais dirigidas (como
substituicbes de aminoacidos ou insercdo de residuos estabilizadores) ou pela
incorporagédo em sistemas de liberagéo controlada, como nanoparticulas ou carreadores
lipidicos, capazes de reduzir a agao inespecifica e direcionar os compostos ao alvo
terapéutico (Li et al.,2021). Tais estratégias estdo no cerne da biotecnologiafarmacéutica
contemporanea e reforgam a aplicabilidade clinica de compostos anfibios.

Do ponto de vista histoquimico, os resultados deste estudo estdo em consonancia
com achados anteriores. Ensaios classicos, como o acido periédico de Schiff (PAS),
demonstraram a presencga de polissacarideos nas glandulas mucosas, evidenciando sua
importancia na retenc¢ao hidrica e na protegao cutanea, achado corroborado por Luiz &
Fontana (2021) e Warburg (2000). O uso do corante Alcian Blue em diferentes pHs
reforca a diversidade quimica das secre¢des serosas, revelando tanto polissacarideos
sulfatados (pH 1.0) quanto acidos (pH 2.5) (Scott et al., 1964). Essa diversidade quimica
€ um indicativo da multifuncionalidade das secreg¢des, que vao desde a hidratacao e
lubrificagdo do tegumento até a defesa quimica contra patégenos e predadores.
Interessantemente, a presenga de glandulas com pequenos granulos lipidicos na derme
papilar, como descrito neste trabalho, ja havia sido relatada em Hylidae arboricolas
(Barbeau & Lillywhite, 2005). Acredita-se que essa secregéo lipidica forme uma barreira
adicional contra a perda de agua, funcionando de maneira sinérgica com mucos e

peptideos bioativos para garantir a homeostase e a protecdo cutanea.

12. CONCLUSAO

As analises histoldgicas da pele de Pithecopus oreades e P. azureus revelaram um
padrao glandulartipico de anuros, caracterizado pela abundancia de glandulas mucosas
e serosas, distribuidas principalmente na regido dorsal e da cabega. Essa disposigao,
também observada em outros anfibios, sugere uma adaptagéo evolutiva voltada para a
defesa, uma vez que as areas mais expostas concentram maior numero e volume de
glandulas granulares. Além disso, aspectos comportamentais, como o ato de esfregar o
corpo com as patas, parecem contribuir para a redistribuicdo das secrecdes cutaneas,

ampliando sua eficacia protetora contra desidratacdo, agentes patogénicos e
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predadores.

Do ponto de vista funcional, as glandulas mucosas desempenham papel essencial
na hidratacdo e respiragdo cutanea, enquanto as granulares secretam peptideos
bioativos com atividades antimicrobianas, antiproliferativas e de interesse farmacolégico.
Os testes histoquimicos confirmaram a presenca de polissacarideos e lipidios,
reforgando a importancia dessas secre¢des tanto na manutencgao fisioldégica quanto na
defesa quimica. Ressalta-se que este é o primeiro estudo a fornecer uma descrigao
histolégica detalhada da pele de P. oreades, trazendo contribui¢ées inéditas para o
conhecimento morfoldgico e fisioldgico dessa espécie.

Nos ensaios funcionais,amenadiona mostrou-se umindutoradequado de estresse
oxidativo em células BV2, permitindo a avaliagdo da resposta antioxidante. O peptideo
PaT-2, sintetizado e validado experimentalmente, ndo apresentou citotoxicidade
significativa e demonstrou efeito antioxidante, evidenciado pela inibicdo da oxidagao de
glutationa (GSSG). Esse resultado sugere que PaT-2 atua na neutralizagdo de espécies
reativas de oxigénio, possivelmente mediado pela presencga de residuos como triptofano,
reconhecidos por sua capacidade de estabilizar radicais livres.

Em sintese, as glandulas cutaneas de Pithecopus nao apenas sao fundamentais
para a sobrevivéncia e adaptacao ecoldgica desses anfibios,como também constituem
uma fonte relevante de biomoléculas com potencial terapéutico. Entre elas, destaca-se o
PaT-2, que desponta como candidato promissor no combate ao estresse oxidativo e
pode, futuramente, ser explorado como agente inovador no tratamento de doencas

inflamatérias e neurodegenerativas.
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