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Resumo

A pele dos anfibios é uma fonte rica de moléculas bioativas, incluindo as triptofilinas,
uma classe heterogénea de peptideos inicialmente identificados nas secre¢des dérmicas
desses animais. O uso das triptofilinas, também conhecidas como derivados do
triptofano, sdo promissores na medicina para prevenir e tratar doencas causadas ou
agravadas por processos de oxidacao. Neste estudo, relatamos a caracterizacao estrutural
e as propriedades antioxidantes de dois peptideos da classe triptofilina: FPPEWISR (PcT-
1) e FPWLLS-NH: (PpT-2), isolados da ré-and-central Physalaemus centralis e da ra
verde ibérica Pelophylax perezi, respectivamente. Os peptideos foram identificados por
meio de clonagem de cDNA e analise comparativa de sequéncias, além de serem isolados
a partir da secrecao cutanea dos anfibios por RP-HPLC. A estrutura priméria de PpT-2
foi confirmada por degradacdo de Edman, enquanto PcT-1 representa uma nova
sequéncia dentro da classe das triptofilinas. A sintese quimica em fase so6lida permitiu a
avaliacdo de suas propriedades bioquimicas e bioativas. Ambos o0s peptideos
demonstraram atividade antioxidante nos ensaios de eliminacéo do radical ABTS (0,305
e 0,269 mg equivalentes de Trolox/mg para PcT-1 e PpT-2, respectivamente) e no teste
ORAC (0,319 e 0,248 mg equivalentes de Trolox/mg). Além disso, protegeram hemaécias
humanas contra hemdlise induzida por AAPH e restauraram parcialmente o
vasorrelaxamento em preparaces de aorta de rato apds estresse oxidativo induzido por
acido pirogalico, com PpT-2 apresentando um efeito protetor mais pronunciado. A
bioatividade de PpT-2 foi ainda investigada em células microgliais BV-2 submetidas a
estresse oxidativo induzido por PMA, onde o peptideo suprimiu a geracdo de espécies
reativas de oxigénio. Também foi avaliada sua a¢do sobre células de cancer de prostata e
bactérias, demonstrando efeito antiproliferativo moderado, mas atividade antimicrobiana
negligenciével. Ensaios de toxicidade in vitro e in vivo indicaram alta biocompatibilidade
para ambos 0s peptideos, sem toxicidade detectavel em hemacias humanas ou em larvas
de Galleria mellonella tratadas com até 40 mg/kg de PpT-2. Os resultados destacam PcT-
1 e PpT-2 como candidatos promissores para aplicacfes terapéuticas e biotecnoldgicas,
especialmente no combate ao estresse oxidativo e em potenciais estratégias de prevencao
ou tratamento para distarbios neurodegenerativos. Em geral, as triptofilinas ou seus
derivados sdo promissores para tratar condigdes que envolvem desregulacdo dos
neurotransmissores relacionados ao triptofano, mas o uso clinico precisa de mais
pesquisas para comprovar sua eficacia e seguranca em varios tratamentos.



Abstract

Amphibian skin is a rich source of bioactive molecules, including tryptophyllins, a
heterogeneous class of peptides initially identified in amphibian skin secretions. The use
of tryptophilins, also known as tryptophan derivatives, is promising in medicine for
preventing and treating diseases caused or aggravated by oxidation processes.In this
study, the structural characterization and antioxidant properties of two tryptophyllin-class
peptides: FPPEWISR (PcT-1) and FPWLLS-NH: (PpT-2), isolated from the dwarf frog
Physalaemus centralis and the Iberian green frog Pelophylax perezi, respectively.The
peptides were identified through cDNA cloning and sequence comparison, as well as
isolated from amphibian skin secretion by RP-HPLC. The primary structure of PpT-2 was
confirmed by Edman degradation, while PcT-1 represents a novel sequence within the
tryptophyllin class. Solid-phase chemical synthesis enabled the evaluation of their
biochemical and bioactive properties. Both peptides demonstrated significant antioxidant
activity in the ABTS radical scavenging assay (0.305 and 0.269 mg Trolox
equivalents/mg for PcT-1 and PpT-2, respectively) and in the ORAC test (0.319 and 0.248
mg Trolox equivalents/mg). Additionally, they protected human red blood cells against
AAPH-induced hemolysis and partially restored vasorelaxation in rat aorta preparations
after oxidative stress induced by pyrogallol, with PpT-2 exhibiting a more pronounced
protective effect. The bioactivity of PpT-2 was further investigated in BV-2 microglial
cells exposed to oxidative stress induced by PMA, where the peptide suppressed the
generation of reactive oxygen species. Its effects on prostate cancer cells and bacteria
were also assessed, showing moderate antiproliferative activity but negligible
antimicrobial properties. In vitro and in vivo toxicity assays indicated high
biocompatibility for both peptides, with no detectable toxicity in human red blood cells
or Galleria mellonella larvae treated with up to 40 mg/kg of PpT-2. These findings
highlight PcT-1 and PpT-2 as promising candidates for therapeutic and biotechnological
applications, particularly in combating oxidative stress and potential strategies for
prevention or treatment of neurodegenerative disorders. In general, tryptophilins or their
derivatives are promising for treating conditions involving neurotransmitter dysregulation
related to tryptophan, but clinical use requires further research to confirm their efficacy
and safety in various treatments.
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microscopia de luz (100X) entre eritrocitos humanos submetidos ao controle PBS (E), PcT-1 (F)
e PpT-2 (G). As laminas ilustram a auséncia de altera¢des na morfologia das células vermelhas
tratadas com 1,6 mg/ML de PCT-1 OUPPT-2. .ocoiieie ettt e

Figura 14: Ensaio de toxicidade in vivo. (A) Curva de sobrevivéncia das larvas de G. mellonella
avaliando a toxicidade de PcT-1 e PpT-2 a 10, 20 e 40 mg/kg durante 7 dias, com PBS usado
como controle do ensaio de toxicidade. Secéo longitudinal de G. mellonella em coloragdo Azan.
(B) Larvas tratadas com PBS. (C) Larvas tratadas com PcT-1. (D) Larvas tratadas com PpT-2.......

Figura 15. Efeito de PcT-1 e PpT-2 na disfungdo endotelial induzida por pirogéalico na aorta
toracica de rato. Curvas de resposta concentragdo versus ACh na presenca de veiculo, pirogalico
(PYR, 3 x 10-5 M) e PcT-1 (A) ou PpT-2 (B). Os pontos representam média + SEM. Os dados
foram analisados utilizando ANOVA de duas vias seguida pelo teste de comparagdes multiplas
de Sidak. O asterisco (*) indica diferenca estatisticamente significativa em comparagdo com o
grupo veiculo e o octothorpe (#) indica diferenca estatisticamente significativa em comparacéo
com o grupo Pyrogallol + Vehicle (p < 0,05). Veiculo refere-se ao efeito da acetilcolina na
solucdo de Krebs sem PcT-1 ou PpT-2, enquanto Pyrogallol + Vehicle indica o efeito da
acetilcolina apds pré-incubacdo com pirogéalico na solucéo de Krebs, também sem PcT-1 ou PpT-

CAPITULO 11l

Figura 16. (A, B) Exemplares adultos de Pelophylax perezi (Lépez-Seoane 1885) mostrando
polimorfismo na pigmentacéo da pele com diferentes padrdes de cores. (Fotos: Peter Eaton). (C)
Habitat tipico de P. perezi no arquipélago dos Acores é um pequeno corpo de dgua permanente
(Ilha de Santa Maria, Agores, Portugal). (Foto: José Leite). (D) Mapa de distribuigdo das coletas
de P. perezi neste trabalho no arquipélago dos Acores (ilhas de S&o Miguel e Santa Maria). (E)
Detalhe de P. perezi mostrando a area da regido dorsal do animal, com maior predominancia de
tecido glandular, onde a analise histolégica foi realizada. (F) Fotomicrografias da pele de P.
perezi, mostrando a epiderme superficial e a derme dividida em uma camada subepitelial frouxa
e uma camada profunda densa. O tecido epitelial é do tipo pavimentoso estratificado [epitélio
pavimentoso (EP)], formado por até quatro camadas de células (barra de escala: 200 um) (H&E:
coloracdo de hematoxilina e eosina). (G) Na derme frouxa, ha inimeras glandulas alveolares
simples, serosas (estrela verde) e mucosas (estrela amarela), e granulacdo densa de melanina
dispersa (M) entre os alvéolos (F e G) (Figura 2C, barra: 200 um). Na derme profunda, os feixes
de fibras de colédgeno exibem disposi¢do ndo modificada e os nucleos dos fibroblastos dispersos
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na matriz extracelular. Glicoproteinas e mucopolissacarideos foram marcados por reagente de
Schiff (acido periddico de Schiff, PAS). (H) Cromatograma de HPLC em fase reversa do extrato
bruto da secrecdo da pele de P. perezi. A absorvancia da amostra foi monitorada em 216 (linha
preta) e 280 nm (linha vermelha) em unidades arbitrarias (a.u.). As fragdes contendo PpT-2 sdo
indicadas pela seta azul. (1) Espectros MS/MS de PpT-2, [M+H]*=761,4 Da, adquiridos em um
MALDI-TOF/TOF UltrafleXtreme; sequéncia de aminoacidos FPWL/IL/IS-NHa.........cccccvenineene.

Figura 17. Comparacdo entre PpT-2 com residuos de prolina cis e trans. (A) Distribuicdo dos
angulos diédricos, (B) energias totais, (C) distribuices de energia total em funcao das distancias
cabeca-cauda, (D) estrutura dos conformers mais estaveis, (E) area da superficie molecular e (F)
VOIUME MOIBCUIAL. ...ttt et ettt e seneeseere e

Figura 18. (A) Relagdo de doagdo/aceitacdo de elétrons de PpT-2 e salamandrina-1 protonada
comparada aos valores da literatura. (B) Representacdo molecular 3D de PpT-2 e salamandria-|
protonada, esquema de cores dos atomos: cinza (C), vermelho (O), azul (N) e branco (H).
Representacio em cores dos indices de Fukui condensados para reagdes com nucleéfilos (f *),
eletrofilicos (f ) e radicais livres (f°). As cores vermelha e azul representam locais reativos e nio
reativos, respectivamente. Outras cores representam situagdes intermediarias, seguindo uma
BSCAIARGB.. ....iiiiiicie e e e et e e b et e e be et e e b e e r b e be e beabe et e sbeearearenres

Figura 19. Estudo comparativo da suavidade quimica local da salamandrina-I protonada e do
PpT-2 em relagdo ao H:0., OHe e HOO-.Atividades antioxidantes:(A) Antioxidantes como
eletrofilos (s*).(B) Antioxidantes como nucleoéfilos (s7).(C) Antioxidantes como sequestradores
de radicais livres

Figura 20. (A) Atividade hemolitica determinada para concentragdes crescentes de PpT-2 contra
hemacias humanas. A hemolise de 0% e 100% foi definida com base nos valores de absorbancia
obtidos para os controles negativo (tampao) e positivo (Triton X-100 0,1%), respectivamente. Os
experimentos foram realizados em triplicata. (B) Estudos de citotoxicidade do PpT-2 em células
microgliais humanas, utilizando concentrac6es de 0,1 a 100 pM apds 24 horas de incubacéo.(C)
Efeito do peptideo PpT-2 na viabilidade da linhagem celular de cancer de préstata PC3, com
concentragdes variando de 10 a 400 pM, apos 48 e 72 horas de incubacéo. Os dados foram
normalizados utilizando a viabilidade celular das células controle ndo tratadas, definida como
100% e representada pela linha cinza tracejada. O asterisco (*) denota uma diferenca significativa
em comparagao com as células controle ndo tratadas (p < 0,05, ANOVA unidirecional seguida
pelo teste de compara¢des multiplas de Dunnett, usando células ndo tratadas como grupo de
referéncia para cada tempo de incubagdo). IC50 refere-se a concentracao inibitéria média.(D)
Curva de sobrevivéncia de Galleria mellonella usando o teste de Mantel-Cox (log-rank) na
presenca de diferentes doses de PpT-2, avaliadas ao longo de sete dias. Curvas de sobrevivéncia
das larvas de G. mellonella tratadas com 10, 20 e 40 mg/kg de PpT-2. Todas as larvas foram
injetadas com 10 pl de diferentes doses de PpT-2. Dados provenientes de dois experimentos, n =
16 para todos os grupos.(E) Larvas representativas dos grupos, nos dias 0 e 7 apds o tratamento;
a auséncia de mielinizagdo demonstra boas condigdes fiSiolOgiCas. ........cocervrerereiireiensiensesinen,

Figura 21. O PpT-2 exibe propriedades antioxidantes e neuroprotetoras em células de micrdglia
de camundongo (BV-2). (A) Linha do tempo do ensaio.(B e C) A producao de espécies reativas
de oxigénio (ROS) e espécies reativas de nitrogénio (RNS) em células BV-2 de micréglia de
camundongo foi induzida por forbol 12-miristato 13-acetato (PMA) e tratada com peptideos nas
concentracdes de 50 e 100 uM. Os dados sdo apresentados como média + desvio padrao.
Primeiramente, as células tratadas com PMA foram comparadas com aquelas mantidas apenas
com meio de cultura, utilizando um teste t ndo pareado (o simbolo "#" indica uma diferenca
significativa, p < 0,05). Em seguida, foi realizada uma ANOVA unidirecional seguida pelo teste
de comparagGes multiplas de Dunnett, usando células controle ndo tratadas (o simbolo "8" indica
uma diferencga significativa, p < 0,05) ou células controle tratadas com PMA (o asterisco "*"
indica uma diferenca significativa, p < 0,05) como grupo de referéncia............ccoceeeieierenencneenne.
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INTRODUCAO

A pele dos anfibios desempenha um papel fisiolégico fundamental para sua
sobrevivéncia que inclui a troca gasosa, excrecdo, termorregulacdo e reproducéo, além
disso acredita-se que estes animais desenvolveram uma série de adaptacOes para tolerar
condicdes decongelamento, como também para evitar a dessecacdo nas areas de deserto
(CLARKE, 1997; YANG, 2009; XU, 2015). E relatado que a pele possui mecanismos de
defesa eficientes contra ataques predatorios e microrganismos, associados a substancias
produzidas em glandulas especializadas (ZASLOFF, 1987). Existem dois tipos de
glandulas presentes na pele dos anfibios, sendo elas classificadas em mucosas e
granulares, a primeira se caracteriza por manter a pele Umida, escorregadia e prevenir
danos, tendo potencial bactericida e antifungico. J& a glandula granular € responsavel por
sintetizar compostos quimicos que trazem protecdo contra patdgenos, microrganismos e
ataque de predadores (YANG, 2009; XU, 2015).Dentre essas substancias, foram
identificados pequenos peptideos responsaveis por exibir propriedades antimicrobianas,
gue a0 mesmo tempo exibiram outras atividades como inibi¢do de peptidases, atividade
vasodilatadora, atividade antioxidante e anticancer (MIGNOGNA etal.,2008; BARBOSA
etal., 2018; CANCELARICH, 2019; PLACIDO, 2020).

Existem algumas categorias de compostos estudados encontrados nas glandulas
granulares dos anfibios, incluindo as aminas biogénicas, bufadienolidos, alcaldides,
esterdides e peptideos (CLARKE, 1997). Peptideos contendo triptofano desempenham
um papel na defesa do hospedeiro; e destes, as triptofilinas, foram relatadas como ativas
em testes in vitro e in vivo, como efeito antimicrobiano (GE et al., 2014), atividade
miotropica (HUAN, 2020, GE et al., 2014), e atividade antiproliferativa contra células
cancerosas (WANG et al., 2015).

As triptofilinas sdo um grupo de peptideos geralmente com 4, 5, 7, 10 ou 13
residuos de aminoacidos, que possuem triptofano, e alguns com modificagdes pos-
traducdo (grupo acido C- terminal amidado e/ou N-terminal contendo uma glutamina
ciclica similar a um residuo de é&cido piroglutamico) (CHEN et al., 2004). Uma
caracteristica adicional € a presenca de uma ou duas prolinas ligadas ao residuo triptofano,
geralmente localizadas na extremidade da parte N-terminal. Estes foram identificados a
partir da pele de rds do género Phyllomedusa sp., abundantemente nas espécies

Pithecopus rohdei e Pithecopus hypochondrialis; bem como na Litoria rubella
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(MONTECUCCHI, 1985; STEINBORNER, 1994; CHEN et al., 2004; WANG et al.,
2015).

Embora algumas propriedades biologicas das triptofilinas tenham sido descritas,
ha duvidas sobre o real papel dentro do complexo molecular que constitui a secrecéo da
pele de anuros. No entanto, alguns pesquisadores atribuem a pele dos anfibios um sistema
eficiente com potencial antioxidante, uma vez que estes se caracterizam pela
movimentagdo entre os ambientes aquatico e terrestre, expondo-se assim a diferentes
niveis de O, e radiagéo solar, 0 que certamente induz a geracdo de espécies reativas de
oxigénio (EROs) (YANG et al., 2009). Em geral, essas variagGes drasticas de niveis de O
e radiacdo UV estdo associadas a uma maiorproducdo de EROs (GUO et al., 2014; WANG
etal., 2017; YANG et al., 2009).

EROs s@o constantemente produzidos por vias celulares incluindo a cadeia de
transportede elétrons mitocondrial e reacdes enzimaticas, e que a taxa de formacéo pode
ser influenciadadiretamente por acdo de estimulos intra e extracelulares. Desta forma,
alguns eventos podem vir a superar a capacidade de controle de EROs levando a um
desequilibrio redox e o acimulode biomoléculas resulta no stress oxidativo, no qual é o
associado a varias doencas degenerativas em humanos como Alzheimer, Parkinson,
Huntington e Esclerose Lateral Amiotréfica (BERGGREN et al., 2015; HARDAS et al.,
2013; HOU et al., 2017).

A pele é um dos tecidos corporais mais expostos ao estresse e requer certos
mecanismos para lidar com essa pressdao (SHINDO et al., 1993; YANG et al., 2009).
Como a secrecdo da pele dos anfibios pode ser utilizada como fonte de peptideos
antioxidantes, esta tese teve por objetivo a prospeccdo de peptideos bioativos com
atividade antioxidante oriundos da pele do anfibio Physalaemus centralis, uma espécie
de rd da América do Sul e Pelophylax perezi, encontrada em toda a Peninsula Ibérica
alcancando o seu limite setentrional no Sul de Francga. Para isto, foram usadas técnicas de
biologia molecular, cromatograficas, e de espectrometria de massa. Adicionalmente,
foram realizados ensaios in silico, testes antioxidantes, avaliacdo do efeito toxico sobre
heméacias humanas e ensaios in vivo em Galleria mellonela para avaliar a citotoxicidade

dos peptideos isolados.
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CAPITULO I: ANALISE BIBLIOMETRICA DA PRODUCAO CIENTIFICA
SOBRE TRIPTOFILINAS: TENDENCIAS E CONTRIBUICOES

Review em preparagdo
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RESUMO

O estudo aborda a importéncia das triptofilinas, peptideos amplamente reconhecidos por
suas diversas propriedades bioldgicas, especialmente em anfibios. As triptofilinas
possuem atividades miotrépicas, vasodilatadoras, antibacterianas e antioxidantes,
destacando-se na biotecnologia, farmacologia e medicina. A analise bibliométrica, e o
uso de ferramentas como VOSviewer, e teve por objetivo mapear colaboragdes cientificas
e entender a estrutura da pesquisa sobre esses peptideos, como também para analisar a
producdo académica e identificar tendéncias de pesquisa. A pesquisa bibliogréafica foi
realizada na base de dados SciVerse Scopus, utilizando palavras-chave especificas e
filtros que resultaram em 39 publicacGes estritamente relacionadas ao tema até fevereiro
de 2025. Predominam artigos cientificos (92,3%), com uma baixa porcentagem de acesso
aberto (23%). Além das triptofilinas, o estudo identificou outras classes de peptideos em
anfibios, como bradicinina e defensinas. Os resultados mostram que, apesar do declinio
recente em publicacdes, o estudo das triptofilinas continua relevante, com potencial para
0 desenvolvimento de novos agentes terapéuticos devido as suas propriedades
antimicrobianas e mioativas. A diversidade geografica e metodoldgica dos estudos
contribui para uma compreensdao ampla das defesas dos anfibios e suas aplicacdes
biotecnoldgicas e pode direcionar futuras pesquisas e valorizar o potencial biotecnoldgico
das triptofilinas.

Palavras-chave: secrecdo de anfibios, pele de ra, peptideo antioxidante, peptideo

bioativo, triptofilina.

23



1. INTRODUCAO

As triptofilinas sdo peptideos amplamente reconhecidos pela comunidade
cientifica devido as suas diversas propriedades bioldgicas, especialmente aquelas
associadas a anfibios (TRAN et al., 2021). O crescente interesse por esses compostos se
deve, em grande parte, a recente identificacdo de suas atividades miotrdpicas,
vasodilatadoras, antibacterianas e antioxidantes, o que reforca sua relevancia para
pesquisas nas areas de biotecnologia, farmacologia e medicina (YANG et al., 2009; XU
et al., 2015; BARBOSA et al.,2015). Além disso, essas biomoléculas desempenham um
papel essencial na defesa contra o estresse oxidativo, tornando fundamental a
compreensdo dos seus mecanismos de acdo. Considerando sua notavel diversidade
estrutural e funcional, a investigacdo das triptofilinas pode abrir novas perspectivas para
aplicacdes terapéuticas e biotecnoldgicas (GE et al., 2014).

A analise bibliométrica é uma ferramenta fundamental para mapear a producao
académica, identificar tendéncias de pesquisa, redes de colaboracdo, autores de maior
impacto e possiveis lacunas no conhecimento (VAN ECK & WALTMAN et al., 2010).
Esse método permite quantificar e visualizar padrdes na literatura cientifica, oferecendo
uma visdo abrangente da evolucdo e das principais contribuicdes no estudo das
triptofilinas. Embora muitos artigos tenham sido publicados sobre os peptideos da classe
das triptofilinas, poucos estudos buscaram sintetizar o avan¢o das pesquisas nesse campo.
Considerando a relevancia das triptofilinas como peptideos antioxidantes presentes em
anuros e seu potencial terapéutico, torna-se essencial realizar uma reviséo abrangente da
literatura (MONTECUCCHI et al., 1985). Neste contexto, o presente estudo tem como
objetivo realizar uma analise bibliométrica da producdo cientifica sobre triptofilinas,
utilizando bases de dados especializadas para identificar tendéncias de publicacéo,
principais paises e institui¢cdes envolvidas, além das areas de aplicagdo mais exploradas.

A compreensdo desses aspectos pode contribuir para mapear e compreender o
panorama cientifico sobre essas biomoléculas, contribuindo para a identificacdo de
tendéncias, lacunas de conhecimento e direcionamento de futuras pesquisas. Dessa forma,
0 presente estudo visa valorizar o potencial biotecnoldgico desses peptideos,
impulsionando novas descobertas e aplicacdes. A andlise bibliométrica é uma ferramenta

fundamental para mapear a produgéo académica, identificar tendéncias de pesquisa, redes
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de colaboracdo, autores de maior impacto e possiveis lacunas no conhecimento (VAN
ECK & WALTMAN et al., 2010). Esse método permite quantificar e visualizar padrdes
na literatura cientifica, oferecendo uma visdo abrangente da evolugéo e das principais

contribui¢des no estudo das triptofilinas.

2. MATERIAL E METODOS

Este estudo adota uma abordagem integrada para avaliar as pesquisas existentes
sobre peptideos antioxidantes, com énfase nas proteinas da classe das triptofilinas,
conforme indexadas na base de dados Scopus®. O mapeamento cientifico da classe das
triptofilinas abrange dados bibliométricos, analise dos principais autores e instituicdes da

area, além de uma discussao sobre 0s principais topicos de pesquisa em circulagéo.

2.1 Levantamento bibliografico

A busca bibliométrica por publicacdes relacionadas as proteinas da classe das
triptofilinas foi conduzida por meio da base de dados SciVerse Scopus, uma das principais
ferramentas de busca para literatura académica. Essa plataforma proporciona um alcance
de dados mais abrangente em comparacao com outras fontes digitais, como Science® e
ScienceDirect®. A pesquisa bibliogréafica foi iniciada a partir da insercdo das seguintes
palavras-chave no Scopus®:

TITLE-ABS-KEY ("ALL ( tryptophyllin* AND ( frog OR frogs ) ) AND ( LIMIT-
TO ( DOCTYPE, "re" ) OR LIMIT-TO ( DOCTYPE , "ar") ) AND ( LIMIT-TO (
LANGUAGE , "English" ) )").

A estratégia de busca das publicagdes concentrou-se exclusivamente em artigos
de divulgacéo e artigos de revisdo, ambos publicados em inglés até fevereiro de 2025.
Outros tipos de documentos, como trabalhos de conferéncias, foram descartados da
andlise devido ao seu valor informacional geralmente limitado em comparagdo com
artigos de periddicos revisados por pares (BUTLER & VISSER, 2006). Nossa abordagem
é apresentada na Figura 1.
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Figura 1. O fluxo de trabalho para a anélise bibliométrica sistemética de proteinas antioxidantes das classe
triptofilinas (TC). A coleta de dados de publicagfes relacionadas a TC foi extraida da base de dados
SciVerse Scopus, por meio de um conjunto de palavras-chave com sentido semelhante ou igual a classe
tryptophilin e frog/frogs.

2.2 Mapeamento cientifico

O mapeamento cientifico serve como uma ferramenta visual para analisar grandes
volumes de dados, representando-os de varias formas, como conexdes entre individuos
ou grupos. Essa abordagem possibilita a identificacdo eficaz de dados fora do padrao,
clusters e tendéncias emergentes. Ferramentas comumente usadas para gerar essas
representagdes visuais incluem Pajek Gephi, UCINET, Citespace IlI, VOSviewer e
SCiMAT. Neste estudo, o VOSviewer, uma ferramenta de mineracdo de texto
desenvolvida por VAN ECK & WALTMAN (2010) para criar visualizagBes baseadas em
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distancia de redes bibliométricas, foi usado para analisar e visualizar os dados coletados.
A disténcia entre os nés na rede representa o nivel de associagcdo entre eles, com uma
distancia menor geralmente significando uma conexdo mais forte. A ferramenta foi
aplicada para alcancar os seguintes objetivos: 1) importar a amostra bibliogréfica
proveniente da base de dados Scopus; e 2) visualizar, calcular e avaliar o desempenho das
revistas dentro deste campo de pesquisa.

3. RESULTADOS

Até 24 de fevereiro de 2025, um total de 140 documentos sobre o tema estavam
disponiveis quando utilizados os filtros gerais da Base de dados da Scopus. Através de
uma alteracéo nos filtros, selecionando a busca apenas nos titulos dos artigos, resumos e
palavras-chaves nota-se uma analise mais rebuscada e precisa, contendo artigos
estritamente relacionados com as palavras-chave escolhidas: “tryptophyllin” ¢
“frog/frogs” somando um total de 39 publicagdes (Figura 1).

O tipo de publicacdo predominante é o formato de artigo com 36 publicacdes,
representando 92,3 % do total, seguido por artigos de revisao (5,1%) e capitulos de livros
(2,6%). Livros, revisdes curtas, anais de revisdo e outros tipos de documentos nédo tiveram
nenhuma publicacdo referente a temética. A analise desses documentos revela que apenas
9 artigos (23%) das publicacGes na base de dados SciVerse Scopus sdo de acesso aberto.

Quanto a distribuicdo de idiomas, o inglés foi o idioma predominante,
compreendendo 100% do total de publicacdes. Vale destacar que, durante as buscas por
artigos relacionados a classe das triptofilinas, foram encontrados diversos estudos que
descreviam a presenca de outras classes de peptideos: vasoativos (bradicinina,
angiotensinas, endotlinas), peptideos antioxidantes (glutatona e carnosina), peptideos
miotropicos (bombesina), e peptideos antimicrobianos (defensinas e magaininas) em

diferentes grupos de anfibios, como cobras, salamandras e demais espeécies.

3.1 Analise quantitativa quanto ao numero de publicacdes e citagdes
Conforme mostrado na Figura 2, o primeiro documento sobre a descoberta de
triptofilinas em anfibios da classe de ras foi publicado em 1984. O nimero de publicacGes

anuais teve um crescimento significativo nos anos de 1985 e 2010. O total anual de
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citacGes oscilou ao longo dos anos estudados, considerando que as maiores quantidades
de citagBes ocorreram em 1985 (n=190) e 2004 (n=246), seguindo um declinio depois
disso. Os declinios observados em relacdo ao namero de artigos e citacdes pode ser
associado ao grande volume de pesquisas publicadas nos ultimos anos relacionadas a
outras classes de peptideos encontradas em outras classes de anfibios que nao foram o
objeto do nosso estudo.

Distribuicao de Citagdes e Numero de Artigos ao Longo dos Anos

200}
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N? de artigos
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Figura 2. Nimero publicacGes extraida da base de dados SciVerse Scopus no periodo de 1984 a 2025,
relacionado com o ndmero de citagBes por ano.

3.2 Desempenho das publicacdes por pais

O desempenho de publicacdes por paises esta listado na Figura 3, evidenciando a
diversidade de paises que contribuem para a producdo cientifica nessa area de pesquisa
(17 paises). Analisando o maior nimero de artigos por pais, contribuindo com 10 artigos
relacionados a teméatica em questdo estd o Reino Unido (10), seguido da Australia (9) e
Italia (8).
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Figura 3. Numero de artigos publicados por pais entre 1984 a 2025 com a temética de triptofilinas.

3.3 Desempenho das publicacdes por instituicéo de ensino

As instituicOes brasileiras ttm hegemonia neste estudo, com 4 das 15 instituicoes
mais produtivas localizadas no Brasil. A Universidade de Adelaide (Australia) lidera o
desempenho de publicagdes quando considerado o maior numero de artigos por
instituicdo de ensino, contribuindo com 10 publicacdes relacionados a tematica em
questdo. O desempenho das 15 instituicGes mais produtivas € apresentado na Figura 4,
evidenciando quais sdo as instituicdes que contribuem para a producéo cientifica nessa
area de pesquisa.

Vale ressaltar que o numero de artigos publicados por instituicdo ndo reflete o
namero total de artigos por pais, justamente porque um artigo pode estar vinculado a

diferentes instituicdes de ensino de um mesmo pais.
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Figura 4. Instituigdes atuantes em pesquisas sobre triptofilinas. Total de publicacBes de cada instituicdo
entre 1984 e 2025.

3.4 Desempenho de diferentes periodicos

Uma medida mais quantitativa da relevancia dos periédicos é mostrada na Figura
5, em gue sdo apresentados os dez periddicos mais produtivos, sendo classificados de
acordo com o numero de citacGes ao longo do periodo de 1984 a 2025. As publicacdes
sobre triptofilinas estdo claramente concentradas nos 4 primeiros periddicos mais
produtivos, pois publicaram acima de 10% do numero total de artigos (Figura 5). O
periddico Peptides foi o periddico no qual mais publicou artigos (n=7) relacionados a
tematica até 2025, o que representam 17,95% do total de publicaces.

Dentre as 39 publicacbes encontradas através de busca pela Scopus, a revista
Peptides possui 0 maior nimero de publicagdes (7), seguidas das revistas International
Journal Of Peptide And Protein Research (5), Rapid Communications in Mass

Spectrometry e Australian Journal of Chemistry com o mesmo nimero de publicagdes

(4).

30



Quantidade de Artigos por Revista

Peptides |

International Journal of Peptide and Protein Research
Australian Journal of Chemistry |

Rapid Communications in Mass Spectrometry
Toxicon

Journal of Peptide Science |

Regulatory Peptides |

Antibiotics |-

Chemical Biology and Drug Design |

Comparative Biochemistry and Physiology Part C: Comparative |
General and Comparative Endocrinology |
International Journal of Biological Sciences

Nome da Revista

Journal of Cellular and Molecular Medicine |-
Journal of Proteome Research |
Journal of the American Society for Mass Spectrometry |

0 1 2 3 4 5 6 7
Quantidade de Artigos

Figura 5. Periddicos mais produtivos dentre o total de artigos selecionados para a pesquisa

3.5 Andlise dos artigos mais citados

Em relacdo ao nimero de artigos com maior impacto, dentre os 39 periddicos
analisados, a revista Peptides apresentou o maior nimero de citagbes (205 citacdes)
(Tabela 1). O segundo mais citado foi o0 Comparative Biochemistry And Physiology Part
C Comparative com 96 citacdes, com 1 artigo, representando 2,56% do total de citagdes,
constatando assim que nem sempre a revista com maior numero de artigos estard no
ranking dos mais citados, na sequéncia a revista Regulatory Peptides aparece como a
terceira mais citada (41 citacGes). Dentre os periddicos mais produtivos 5 deles sdo da
editora Elsevier: Peptides, Toxicon, Regulatory Peptides, Comparative Biochemistry and
Physiology Part C: Comparative, General e Comparative Endocrinology.

Nota-se que que artigos mais antigos possuem um numero significativamente
maior de citacdes (205 e 114, respectivamente). Isso pode ser atribuido ao fato de que
esses artigos tiveram mais tempo para serem lidos, citados e incorporados em outras
pesquisas justamente por serem pioneiros, logo artigos mais antigos que introduzem
conceitos novos ou areas de estudo tendem a ser amplamente citados porque sdo
considerados fundamentais e referenciais em suas areas. A medida que a comunidade
cientifica reconhece a relevancia e o impacto de certos estudos, esses artigos acabam

sendo citados repetidamente ao longo dos anos (BOWIE et al.,2004).
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Tabela 1. Lista dos artigos de maior impacto dentre as analises (1984 — 2025), mostrando a qual periddico
pertence, autores, ano de publicagdo e o nimero de citagdes. Fonte: Retirado diretamente do Scopus.

NUmero
Titulo do Artigo Revista Autores Ano de
Citacdes
Host-defence peptides of Australian Apponyl., M.A., Pukala,
; . - - T.L., Brinkworth, C.S.,
anurans: Structure, mechanism of action Peptides 2004 205
. T Doyle, J., Llewellyn,
and evolutionary significance LE
Erspamer, V.,
Phyllomedusa skin: A huge factory and Melchiorri, P.,
store-house of a variety of active Peptides Falconieri Erspamer, 1985 114
peptides G., Montecucchi, P.C.,
de Castiglione, R.
Active peptides in the skins of two Bigc?hn;%&ilg?tlv:n d Erspamer, V.,
hundred and thirty American amphibian . Y Erspamer, G.F., Cei, 1986 98
SpECies Physiology. Part IM
P C, Comparative o
Host-defense peptides of Australian
anurans. Part 2. Structure, activity, . Bowie, J.H., Separovic,
mechanism of action, and evolutionary Peptides F., Tyler, M.J. 2012 66
significance
Pachymedusa dacnicolor tryptophyllin-
1: Structural characterization, Regulatory lChen, T. O, DF,
- g ! - O'Rourke, M., Rao, P., 2004 41
pharmacological activity and cloning of Peptides Shaw. C
precursor cDNA T
Journal of the Samgina, T.Yu.,
N-Terminal Tagging Strategy for De American Society Kovalev, S.V.,
Novo Sequencing of Short Peptides by for Mass Gorshkov, V.A., 2010 38
ESI-MS/MS and MALDI-MS/MS Spectrometr Poljakov, N.B.,
P y Lebedev, A.T.
Amphibian skin secretomics:
Application of parallel quadrupole time-
of-flight mass spectrometry and peptide Journal of Thompson, A.H.,
precursor cDNA cloning to rapidly Bjourson, AJ., Orr,
- . - Proteome 2007 37
characterize the skin secretory peptidome Research D.F., Shaw, C.,
of Phyllomedusa hypochondrialis McClean, S.
azurea: Discovery of a novel peptide
family, the hyposins
yptophylins i the skinsecretionsof  Ceneraland  Conlon, 1. Jouenre,
the most primitive extant frog, Ascaphus Comparative T., Cosette, P., Taylor, 2005 37
truei ' Endocrinology C.K., Abel, P.W.
Primary structure of tryptophan- International Montecucchi, P.C.,
S : : Journal of -
containing peptides from skin extracts of - Gozzini, L., Erspamer, 1984 31
Phyllomedusa rhodei (tryptophyllins) Peptlde and V., Melchiorri, P
Protein Research N T
Isolation and primary structure
determination of amphibian skin Peptides Montecucchi, P.C. 1985 27

tryptophyllins

3.6 Andlise de rede de autores

3.6.1

A figura 6 mostra uma rede de coautoria de autores obtida através do software

Relagao co-autores e autores

VOSviewer. Cada n6 na rede representa um autor, e as conexdes entre os nds representam

colaboragGes entre esses autores. A rede estd dividida em trés clusters principais,
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indicados por cores diferentes: verde, azul e vermelho. As palavras-chave representam os
principais conteudos de estudos existentes e descrevem

os topicos que foram focados em um determinado dominio Os clusters gerados
mostram as relacdes de colaboracdo entre diferentes autores, permitindo identificar
grupos de pesquisa, € a intensidade das colaborages. Isso pode ser Util para entender a
estrutura de uma comunidade cientifica e identificar autores centrais ou periféricos em
uma rede de pesquisa. Nesta figura podemos observar que 0s maiores nos sdo

identificados como autores mais relevantes dentre os artigos publicados.
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Figura 6. Rede de autores e conexdes entre clusters. Cada nd na rede representa um autor, e as conexdes
entre 0s nds representam colaboragdes entre esses autores. A rede esta dividida em trés clusters principais,
indicados por cores diferentes: verde, azul e vermelho

3.6.2 Relacao de citacao e artigos

A figura 7 mostra um mapa de citagdes de autores gerado pelo software
VOSviewer. Cada né na rede representa um autor, e as conexdes entre 0s nds indicam as
citagOes entre esses autores. A cor dos nos e das conexdes indica diferentes clusters de
citacOes, sugerindo grupos de autores que frequentemente citam uns aos outros. Os

autores com maior quantidade de citacGes na rede sdo: Erspamer (1985), Erspamer
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(1986), Apponyi (2004), Chen (2004) e Conlon (2005). Esses autores sdo centrais no
mapa, com muitas conexdes para outros autores, indicando que sdo frequentemente
citados em trabalhos académicos.

rendafi985)
bomgiZOi 2)

apponyi (2004)

cei (1985)

barbosa (2021)

cheni2004) erspamer (1985)

wangii2009)
ge (2014) e
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Figura 7. Rede de autores citados e conexdes entre clusters. Cada né na rede representa um autor, e
as conexdes entre 0s nds indicam as citacdes entre esses autores. A cor dos nos e das conexdes
indica diferentes clusters de citacdes, sugerindo grupos de autores que frequentemente citam uns
aos outros

3.7 Andlise de rede de palavras-chave

A figura 9 representa um mapa de rede de palavras-chave gerado pelo software
VOSviewer. Essas palavras-chave foram extraidas de um conjunto de dados e agrupadas
com base em suas relacGes de co-ocorréncia, representando os principais contetidos de
estudos existentes e descrevem os topicos que foram focados em um determinado
dominio. Cada n6 na rede simboliza uma palavra-chave, os tamanhos dos nos e as
conexdes entre 0s nos indicam a frequéncia com que essas palavras-chave aparecem
juntas em documentos. As cores dos nos dividem essas palavras-chaves em diferentes
grupos e correspondem a clusters de palavras-chave relacionadas tematicamente.

As palavras-chave com maior peso ou quantidade dentro de cada cluster séo
"tryptophyllins™ no cluster amarelo (central), "amphibian skin peptides” no cluster
vermelho, "bradykinin antagonist” no cluster roxo, "peptide” no cluster azul claro, e

"oxidative stress" no cluster verde. Essas palavras-chave s&o centrais na rede e possuem
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diversas conexdes com outras palavras-chave, o que destaca sua importéncia e relevancia
no conjunto de dados analisado. Esse mapa de rede € util para identificar os topicos

principais de pesquisa e subtemas relacionados dentro do campo de estudo.
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Figura 8. Rede de palavras-chave mais encontradas nos artigos. Cada n6 na rede simboliza uma palavra-
chave, e as conexdes entre 0s nds indicam a frequéncia com que essas palavras-chave aparecem juntas em
documentos. As cores diferentes correspondem a clusters de palavras-chave relacionadas tematicamente.

4. DISCUSSAO

Apos a andlise bibliométrica, este estudo conduziu uma discusséo aprofundada,
principalmente sobre os 10 artigos mais citados durante o periodo de 1984 a 2025, para
compreender quais as principais abordagens referentes as triptofilinas, uma familia de
peptideos contendo triptofano, identificar suas similaridades e limitacdes, bem como
propor dire¢Oes para pesquisas futuras.

Todos os artigos analisados tratam de peptideos de defesa presentes nas secre¢des
da pele de anfibios, com foco em varias familias de peptideos, principalmente as
triptofilinas, encontradas em diversas espécies de ras e sapos, com destaque para 0 género
Phyllomedusa, sendo observados pela primeira vez na Phyllomedusa rohdei e em varias
outras espécies, incluindo Pachymedusa dacnicolor, Hyla arborea, e Ascaphus truei que
sdo conhecidos por sua rica diversidade de peptideos bioativos. Artigos como os de
Apponyi et al. (2004) e Bowie et al. (2012) fornecem uma revisao abrangente sobre as
caracteristicas e fungdes dos peptideos de anfibios, enquanto outros, como o de Chen et
al. (2004), apresentam pesquisas originais sobre o isolamento e a caracterizagdo de

peptideos especificos, como o Tryptophyllin-1 de Pachymedusa dacnicolor
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Os artigos frequentemente mencionam o uso de técnicas avancadas para a
identificacdo e caracterizagdo estrutural dos peptideos. A espectrometria de massas
(MS/MS) é amplamente utilizada para analisar a composi¢éo e estrutura dos peptideos, e,
em alguns casos, a degradacdo de Edman e a espectroscopia de RMN séo aplicadas para
entender as estruturas 3D desses compostos. A combinacéo de estudos sobre isolamento,
estrutura, atividade biolégica e mecanismos de acdo demonstra a importancia das
secrecOes de pele como uma linha de defesa para os anfibios, contendo uma ampla
variedade de peptideos com propriedades antimicrobianas, anticancer, neuromoduladoras
e mioativas, especialmente em relacdo a relaxacdo da musculatura arterial e contracdo da
musculatura intestinal, indicando um papel na defesa fisiolégica do organismo
(CONLON, 2005).

4.1 Estrutura e diversidade das triptofilinas

As triptofilinas sdo peptideos curtos, com a caracteristica comum de conter
triptofano em suas sequéncias. A diversidade estrutural desses peptideos é notavel,
variando desde pequenos tetrapeptideos até formas mais complexas, com diferentes
combinacg0es de prolina (Pro) e triptofano (Trp) na sequéncia. Montecucchi et al. (1985)
e Montecucchi et al. (2009) foram pioneiros no estudo detalhado da estrutura priméria
desses peptideos, destacando a presenca do motif Pro-Trp em varias variantes de
triptofilinas. Esses peptideos sdo isolados de espécies de Phyllomedusa, como
Phyllomedusa rohdei e Phyllomedusa hypochondrialis azurea, que tém sido
caracterizadas como fontes abundantes dessa classe de peptideos.

A estrutura das triptofilinas tem implicacdes diretas em suas funcgdes bioldgicas.
A presenca de prolina na sequéncia de algumas triptofilinas pode ser um fator chave para
sua estabilidade e para a atividade biologica observada, como o relaxamento da
musculatura arterial e a contracdo da musculatura intestinal, como no caso da
Tryptophyllin-1 isolada de Pachymedusa dacnicolor (Chen et al., 2004). Essa atividade
mioativa € um exemplo das diversas funcbes fisioldgicas que as triptofilinas podem

exercer nos animais que os produzem.

4.2 Funcdes biologicas das triptofilinas

As triptofilinas desempenham papéis importantes na defesa imunoldgica das ras,
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com atividades que védo desde antimicrobianos até mioativos. O estudo de Conlon et al.
(2005) investiga a secrecdo cutnea de espécies mais primitivas, como a ra sobre
Ascaphus truei e destaca a presenca de peptideos como bradykininas e triptofilinas na
pele dessa espécie. Esses peptideos tém funcdes fisioldgicas, como a modulacdo da
pressdo sanguinea e o relaxamento da musculatura lisa. Em Pachymedusa dacnicolor,
Chen et al. (2004) descreveram a Tryptophyllin-1 como um peptideo mioativo, capaz de
relaxar a musculatura arterial e contrair a musculatura intestinal, demonstrando um
exemplo claro de como esses peptideos podem ter um papel importante na defesa e na
homeostase fisiologica dos anfibios.

Embora as triptofilinas tenham sido inicialmente conhecidos por suas fungdes
mioativas, estudos mais recentes, como os de Erspamer et al. (1985) e Thompson et al.
(2007), sugerem gue esses peptideos podem também ter propriedades antimicrobianas e
antitumorais, com algumas variantes mostrando potencial como agentes terapéuticos. Em
particular, os peptideos da familia triptofilina isolados de Phyllomedusa sp. séo
considerados bioativos e tém aplicacbes potenciais em tratamentos farmacoldgicos

devido as suas propriedades de interacdo com membranas celulares.

4.3 Métodos Analiticos: Espectrometria de Massas e Sequenciamento de
cDNA

Uma das contribuicdes mais importantes desses artigos € o uso de técnicas
avancadas para isolar, identificar e caracterizar esses peptideos. Técnicas como
espectrometria de massas (MS/MS) e sequenciamento de cDNA tém sido cruciais para
entender a estrutura e a funcdo das triptofilinas. Esses métodos permitem ndo apenas a
isolacdo de peptideos em pequenas quantidades, como também a identificacdo de
modificacdes pds-traducionais que podem ser essenciais para a atividade bioldgica dos
peptideos. Thompson et al. (2007) exemplificaram a eficacia do uso de QTOF MS/MS
para a analise do peptidoma secretado pela pele de Phyllomedusa hypochondrialis azurea,
revelando novos peptideos, incluindo as triptofilinas, e demonstrando a capacidade de
obter informacgdes protedmicas e gendmicas sem a necessidade de sacrificio do animal.

Além disso, técnicas de sequenciamento de cDNA foram fundamentais para
compreender como esses peptideos sdo produzidos no organismo, identificando os

precursores dos peptideos e facilitando a compreensdo de como a diversidade estrutural
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desses peptideos contribui para suas funcgdes biolégicas. Ha uma variacdo nas
metodologias empregadas. Alguns estudos, como os de Samgina et al. (2010), destacam
as dificuldades de sequenciamento de peptideos curtos devido a ciclagem de ions em
espectrometria de massas, enquanto outros, como o de Montecucchi (1985), focam na
purificacdo e determinacdo da estrutura primaria dos peptideos utilizando técnicas como
cromatografia (HPLC).

4.5 Evolucédo das triptofilinas e Diversidade entre Espécies

A comparacdo das diferentes espécies de rds, como Phyllomedusa rohdei,
Pachymedusa dacnicolor, Hyla arborea e Ascaphus truei, revela a evolugdo das
estruturas peptidicas e como esses peptideos se adaptaram para desempenhar diferentes
funcBes de defesa. A diversidade de triptofilinas observada em espécies de Phyllomedusa
(Montecucchi et al., 1985) e Hyla arborea (Samgina et al., 2010) destaca a adaptacao de
diferentes familias de peptideos ao contexto ecoldgico especifico de cada espécie. Em
contraste, a pesquisa de Conlon et al. (2005) sobre Ascaphus truei revela como espécies
mais primitivas utilizam esses peptideos de maneira similar, mas com variagdes nas suas
atividades bioldgicas, como a regulacao da pressdo sanguinea e das fungdes musculares.

A pesquisa de Bowie et al. (2012) se concentra na evolucdo dos peptideos de
defesa, examinando as relagBes evolutivas entre as diferentes familias de peptideos,
incluindo as triptofilinas. Esse estudo utiliza sequenciamento de cDNA para investigar
como as mudancas sazonais podem afetar os perfis de peptideos e seu papel nas defesas
dos anfibios. Em contraste, outros artigos, como 0s de Montecucchi (1985) e Samgina et
al. (2010), ndo abordam diretamente as implicacdes evolutivas das secrecdes de
peptideos, mas se concentram mais nas caracteristicas estruturais e funcionais dos
peptideos de defesa. A conservacdo de certos peptideos e precursores em espécies
geograficamente distantes € observada, sugerindo uma origem evolutiva comum para
esses compostos.

Um artigo, como o de Conlon et al. (2005), conecta as origens dos peptideos a
separacdo de Gondwana, sugerindo uma explicacdo evolutiva para a diversidade de
peptideos observada nas espécies estudadas, enquanto outros artigos ndo exploram tanto
essa perspectiva evolutiva, focando mais nas caracteristicas estruturais e biologicas dos

peptideos. Artigos como o de Bowie et al. (2012) observam mudancas sazonais nos perfis
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de peptideos de algumas espécies de sapos, indicando que a produgéo de peptideos pode
ser modulada por fatores ambientais. Outros estudos ndo abordam essa variagdo, mas se

concentram em uma amostra mais constante da secrecdo de pele ao longo do ano.

46  Aimportancia da bibliometria e o uso do VOSviewer

Os resultados dessa analise destacam um campo de pesquisa dindmico sobre
triptofilinas e outros peptideos bioativos de anfibios. Apesar do declinio em publicagdes
recentes, a area continua relevante, com uma rede cientifica bem estabelecida e uma
diversidade geografica e institucional significativa. O uso de ferramentas como
VVOSviewer para mapear as colaboracfes cientificas e palavras-chave tem sido crucial
para entender a estrutura da pesquisa nesse campo. A identificacdo de um pequeno
naumero de revistas de impacto, juntamente com 0 acesso restrito a maioria dos artigos,
aponta para a necessidade de uma disseminagdo mais ampla dos achados para promover

avancos mais rapidos na area.

5. CONSIDERACOES FINAIS

Em suma, os estudos sobre as triptofilinas mostram a complexidade e a
diversidade dos peptideos de defesa encontrados nas secrecGes de pele de anfibios, com
especial énfase nas triptofilinas. Embora compartilhem um tema comum, a diversidade
geografica, as metodologias empregadas e os focos especificos nas familias de peptideos
resultam em contribuicdes Unicas para o campo. A variedade de abordagens
metodoldgicas e o foco tanto em pesquisas originais quanto em revisées proporcionam
uma base sélida para a compreensdo dos mecanismos de defesa dos anfibios e suas
implicacdes para o desenvolvimento de novos agentes farmacoldgicos. A combinacao de
técnicas analiticas avancadas e pesquisas evolutivas revela a importancia desses peptideos
na defesa imunoldgica e na fisiologia dos anfibios, destacando sua relevéncia tanto no
contexto bioldgico quanto no potencial farmacoldgico. A diversidade estrutural e
funcional das triptofilinas reflete a complexidade da evolugéo dos sistemas de defesa dos
anfibios, que continuam a ser uma rica fonte de novos agentes terapéuticos. O estudo
continuo desses peptideos pode abrir novas possibilidades para o desenvolvimento de
tratamentos farmacologicos inovadores, aproveitando suas propriedades antimicrobianas,

mioativas e outras fungdes bioldgicas.
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Tabela 2. Lista completa dos 39 artigos encontrados através de pesquisapelo Scopus com as palavras-chave
relacionadas a tryptophyllins e fros/frogs dentre 0s anos de 1984 a 2025.

Artigo

Autor

Revista

NUmero
de
Citacdes

Ano

Novel tryptophyllin peptides from
Physalaemus centralis inhibit
oxidative stress-induced endothelial
dysfunction in rat aorta preparation

Frog-derived peptides and
neuroprotection

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

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

Virtual screening and rational design
of antioxidant peptides based on
tryptophyllin L structures isolated
from the Litoria rubella frog

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

The peptide secreted at the water to
land transition in a model amphibian
has antioxidant effects

Baltikinin: A new myotropic
tryptophyllin-3 peptide isolated from
the skin secretion of the purple-sided
leaf frog, Phyllomedusa baltea

Identification and functional analysis
of a novel tryptophyllin peptide from
the skin of the red-eye leaf frog,
Agalychnis callidryas

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

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

Nogueira, A., et al

Moreira, D.C., et al

Conlon, J.M., et al

Placido, A., et al

Tran, T.T.N., et al

Tran, T.T.N., et al

Barbosa, E.A., et al

Shi, D., et al

Wang, R., et al

Wang, R., et al

Ge, L., etal

Wang, R., et al

Toxicon

Natural Molecules in
Neuroprotection and
Neurotoxicity

Antibiotics

Journal of Cellular and
Molecular Medicine

Journal of Peptide Science

Journal of Peptide Science

Proceedings of the Royal
Society B: Biological
Sciences

Toxins

International Journal of
Biological Sciences

Chemical Biology and
Drug Design

The Scientific World
Journal

Regulatory Peptides

12

15

11

10

2025

2024

2023

2022

2022

2021

2021

2016

2015

2014

2014

2013
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Gene expression analysis by ESTs
sequencing of the Brazilian frog
Phyllomedusa nordestina skin
glands

Host-defense peptides of Australian
anurans. Part 2. Structure, activity,
mechanism of action, and
evolutionary significance

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

Peptidomic dissection of the skin
secretion of Phasmahyla jandaia

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

N-Terminal Tagging Strategy for De
Novo Sequencing of Short Peptides
by ESI-MS/MS and MALDI-
MS/MS

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

Amphibian skin secretomics:
Application of parallel quadrupole
time-of-flight mass spectrometry and
peptide precursor cDNA cloning to
rapidly characterize the skin
secretory peptidome of
Phyllomedusa hypochondrialis
azurea

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

Host-defence peptides of Australian
anurans: Structure, mechanism of
action and evolutionary significance

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

Peptides from the skin glands of the
Australian buzzing tree frog Litoria
electrica

Neiva, M., et al

Bowie, J.H., et al

Ellis-Steinborner,

S.T., etal

Rates, B., et al

Langsdorf, M., et al

Samgina, T.Y., etal

Samgina, T.Yu., et
al

Wang, L., et al

Thompson, A.H., et
al

Conlon, J.M., et al

Apponyi, M.A., et al

Chen, T., etal

Wabnitz, P.A,, et al

Toxicon

Peptides

Rapid Communications in
Mass Spectrometry

Toxicon

Rapid Communications in
Mass Spectrometry

Rapid Communications in
Mass Spectrometry

Journal of the American
Society for Mass
Spectrometry

Peptides

Journal of Proteome
Research

General and Comparative
Endocrinology

Peptides

Regulatory Peptides

Australian Journal of
Chemistry

66

11

15

13

11

38

15

37

37

205

41

14

2013

2012

2011

2011

2010

2010

2010

2009

2007

2005

2004

2004

1999
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An unusual combination of peptides
from the skin glands of Ewing's tree
frog, Litoria ewingi

The application of mass
spectrometry to the study of
evolutionary trends in amphibians
The structures of new peptides from
the Australian red tree frog ‘Litoria
rubella’

Structures of four tryptophyllin and
three rubellidin peptides from the
Australian red tree frog Litoria
rubella

Isolation, structure determination
and synthesis of a novel tryptophan-
containing heptapeptide (basic
tryptophyllin) from the skin of
Phyllomedusa rohdei

Synthesis of TPH-13, a new
tridecapeptide from Phyllomedusa
rohdei

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

Isolation and primary structure
determination of amphibian skin
tryptophyllins

Tryptophyllin-like immunoreactivity
in rat adenohypophysis

Taxonomic and evolutionary
significance of peptides in
amphibian skin

Phyllomedusa skin: A huge factory
and store-house of a variety of active
peptides

Synthesis of tryptophyllin-7 and
analogues

Primary structure of tryptophan-
containing peptides from skin
extracts of Phyllomedusa rhodei

Syntheses of tetra- and pentapeptides
from skin extracts of Phyllomedusa
rhodei

Steinborner, S.T., et
al

Steinborner, S.T., et
al

Steinborner, S.T., et
al

Steinborner, Simon
T, etal

Montecucchi, P.C.,
etal

Perseo, G., et al

Erspamer, V., et al

Montecucchi, P.C.

Renda, T, et al

Cei, J.M.

Erspamer, V., et al

Perseo, G., et al

Montecucchi, P.C.,
etal

Perseo, G., et al

Australian Journal of
Chemistry

Rapid Communications in
Mass Spectrometry

Australian Journal of
Chemistry

Australian Journal of
Chemistry

International Journal of
Peptide and Protein
Research

International Journal of
Peptide and Protein
Research

Comparative Biochemistry
and Physiology

Peptides

Peptides

Peptides

Peptides

International Journal of
Peptide and Protein
Research

International Journal of
Peptide and Protein
Research

International Journal of
Peptide and Protein
Research

22

17

26

24
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27
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18
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CONCLUSOES GERAIS

Em conclusdo, os estudos realizados sobre os peptideos PcT-1 e PpT-2
provenientes das secrecfes cutaneas de anuros revelam seu potencial como agentes
antioxidantes promissores e seguros, com implicacGes terapéuticas. Ambos os peptideos
demonstraram eficacia na neutralizacdo de radicais livres e baixa citotoxicidade,
destacando-se nas propriedades antioxidantes e na seguranca em modelos in vivo. A
similaridade estrutural do PpT-2 com outras triptofilinas, juntamente com suas atividades
protetoras observadas, reforca a ideia de que peptideos derivados de anfibios podem
representar alternativas eficazes a tratamentos sintéticos para o manejo do estresse
oxidativo e patologias associadas, como doencas neurodegenerativas. Futuras
investigacOes deverdo explorar os mecanismos de acdo desses peptideos, além de
potenciais aplicacbes em estratégias terapéuticas direcionadas. A relevancia crescente
dessas moléculas, em combinacdo com a exploracdo continua de secrecGes de anfibios
como fontes de compostos terapéuticos, abre novas perspectivas para o desenvolvimento

de solugdes inovadoras na area da saude.
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RESUMO

A pele dos anfibios é uma fonte rica de moléculas com potencial biotecnoldgico,
incluindo a familia de peptideos triptofilinas. Aqui, relatamos a identificacdo e
caracterizagdo de dois peptideos da classe das triptofilinas, FPPEWISR e FPWLLS-NH2,
provenientes da pele da rd-anéa-central, Physalaemus centralis. Esses peptideos foram
identificados por meio de clonagem de cDNA e comparacdo de sequéncias. O peptideo
FPWLLS-NH, compartilha sua estrutura primaria com um peptideo previamente
identificado na pele de Pelophylax perezi, denominado PpT-2. O outro peptideo,
FPPEWISR, é um novo peptideo descoberto e foi nomeado PcT-1. Apds sintese em fase
solida, ambos os peptideos demonstraram atividade antioxidante significativa, com PcT-
1 e PpT-2 apresentando capacidades de eliminacao do radical ABTS de 0,305 e 0,269 mg
equivalentes de Trolox/mg de peptideo, respectivamente, e valores de ORAC de 0,319 e
0,248 mg equivalentes de Trolox/mg de peptideo. Além disso, PcT-1 e PpT-2 inibiram a
hemolise induzida por AAPH em glébulos vermelhos humanos, atingindo um nivel de
protecdo comparavel ao Trolox a 0,2 mg/mL. Em preparacdes de aorta de rato, ambos 0s
peptideos restauraram parcialmente o vasorrelaxamento induzido por acetilcolina ap6s
estresse oxidativo induzido por pirogalol (acido pirogalico), com um efeito protetor mais
pronunciado do PpT-2. O ensaio de atividade hemolitica indicou auséncia de
citotoxicidade em globulos vermelhos humanaos, e testes em larvas de Galleria mellonella
confirmaram sua baixa toxicidade in vivo. Esses achados destacam o potencial
biotecnoldgico do PcT-1 e do PpT-2 como agentes antioxidantes, abrindo caminho para

novas aplicacOes terapéuticas no combate a doencas relacionadas ao estresse oxidativo.

Palavras-chave: anfibios, antioxidante, citotoxicidade, funcdo endotelial, espécies

reativas de oxigénio.
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1. INTRODUCAO

Os anfibios ocupam diversos ambientes e podem prosperar em uma ampla gama
de habitats e condicGes ecologicas. Esses animais desenvolveram varias adaptacGes para
tolerar condigdes extremas, desde temperaturas congelantes até climas desérticos
(JARED et al., 2019; STOREY e STOREY, 2017). A pele dos anfibios desempenha um
papel fisiologico crucial em sua sobrevivéncia, facilitando a troca gasosa, a
termorregulacéo, a excrecéo e a reproducao (CLARKE, 1997; RONG et al., 2019; XU e
LAI, 2015; YANG et al., 2009). Além disso, fatores morfoldgicos, bioguimicos e
comportamentais contribuem para sua adaptabilidade a diferentes ambientes. Também
foi relatado que a pele dos anfibios possui mecanismos de defesa eficientes contra
predadores e microrganismos, em grande parte devido a substancias produzidas em
glandulas especializadas (CHEN et al., 2022; ZASLOFF, 1987). Entre essas substancias,
foram identificados pequenos peptideos que exibem propriedades antimicrobianas, além
de outras atividades, como inibicdo de peptidases, vasodilatacdo, efeitos antioxidantes e
atividade anticancerigena (BARBOSA et al., 2018; CANCELARICH et al., 2020;
CONLON, 1999; DESLOUCHES e DI, 2017; GASPAR et al., 2013; MIGNOGNA et al.,
1996; PLACIDO et al., 2020; SOUZA et al., 2020).

Os peptideos dos anfibios sao frequentemente classificados em familias de acordo
com sua estrutura primaria (CHEN et al., 2022). As triptofilinas formam um grupo
heterogéneo de peptideos que geralmente contém 4, 5, 7, 10 ou 13 residuos de
aminoacidos, frequentemente apresentando triptofano e modificacdes pos-traducionais,
como amidacdo C-terminal e/ou acido piroglutdmico derivado de glutamina N-terminal
(MONTECUCCHI, 1985). Recentemente, essa familia de peptideos foi reclassificada em
trés grupos: T-1 (heptapeptideos amidado e octapeptideos ndo amidado com um N-
terminal composto por Lys-Pro, Trp na posi¢édo 5 e Pro na posicao 7), T-2 (peptideos de
quatro a sete aminoacidos com um motif comum Pro-Trp interno) e T-3 (tridecapeptideos
com cinco residuos de Pro conservados e auséncia de Trp) (WANG et al., 2015). Outra
caracteristica das triptofilinas é a presenca de um ou dois residuos de prolina adjacentes

ao residuo de triptofano, geralmente localizados perto do N-terminal do peptideo.
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As triptofilinas foram identificadas na pele de sapos do género Pithecopus,
particularmente nas espécies P. rohdei e P. hypocondrialis, bem como em Litoria rubella
(CHEN et al., 2004; ELLIS-STEINBORNER et al., 2011; MONTECUCCHI, 1985;
WANG et al., 2014). Estudos demonstraram que as triptofilinas possuem atividade
antimicrobiana (GE et al., 2014), atividade miotropica (GE et al., 2014; WANG et al.,
2009) e atividade antiproliferativa contra células cancerigenas (WANG et al., 2015). A
funcdo biologica principal das triptofilinas esta relacionada a sua atividade miotropica;
no entanto, enquanto alguns testes indicam efeito vasorelaxante, outros sugerem
vasoconstricao.

Algumas triptofilinas exibem propriedades vasorelaxantes ao promover a
liberacdo de fatores relaxantes derivados do endotélio, como o éxido nitrico (NO), ou ao
modular canais de ions potassio e calcio. Esse efeito vasorelaxante indica potenciais
aplicacOes terapéuticas para o controle da hipertensdo e de outras condig¢oes
cardiovasculares, reduzindo a resisténcia vascular. Por outro lado, certas triptofilinas
demonstraram efeitos vasoconstritores, possivelmente devido a ativacdo de vias
contrateis da musculatura lisa, incluindo a sinalizacéo por fosfolipase C (PLC) e proteina
quinase C (PKC). A dupla capacidade das triptofilinas de induzir tanto o vasorelaxamento
quanto vasoconstricdo destaca seu papel complexo na regulacdo vascular e sugere que
pequenas variagdes estruturais entre os peptideos podem resultar em diferentes desfechos
fisiolégicos, possibilitando aplicacbes terapéuticas direcionadas no futuro (DEMIREL,
2024; WANG et al., 2009, 2013).

Embora algumas propriedades bioldgicas das triptofilinas tenham sido
identificadas em condicdes laboratoriais, sua funcdo natural dentro da composicdo
molecular das secrecdes cutaneas dos sapos ainda ndo esta completamente esclarecida.
Um dos papéis fisiologicos atribuidos as triptofilinas e outros peptideos das secrecoes
cutaneas dos anfibios é a defesa antioxidante (YANG et al., 2009). A justificativa para
esse conceito é que a pele dos anfibios esta particularmente exposta a fatores ambientais
que podem induzir estresse oxidativo, incluindo exposi¢do a microrganismos (IVANOV
ET AL., 2017), radiacdo ultravioleta (DE JAGER et al., 2017) e diferentes niveis de
disponibilidade de oxigénio (HERMES-LIMA et al., 2015), como na transi¢do da dgua
para a terra durante a metamorfose (BARBOSA et al., 2021).

Além disso, a importancia funcional dos peptideos com atividade antioxidante é
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sustentada por sua ampla distribuicdo e diversidade estrutural. Peptideos antioxidantes
estruturalmente diversos foram identificados em vérias espécies de anfibios, como
Amolops daiyunensis, Hylarana spp., Lithobates catesbeianus, Nidirana spp., Odorrana
spp., Pelophylax spp. e Theloderma kwangsiensis (FENG et al., 2021). No caso das
triptofilinas, peptideos com atividade antioxidante em ensaios in vitro e celulares incluem
PaT-2 (FPPWL-NH_, isolado da pele de Pithecopus azureus; BARBOSA et al., 2021) e
PpT-2 (FPWLLS-NH_, isolado da pele de Pelophylax perezi; PLACIDO et al., 2022).

Nesse contexto, nosso estudo se concentra na identificacdo e caracterizagdo de
novos peptideos das secrecBes cutaneas de Physalaemus centralis, uma espécie de ra
encontrada no Brasil, com particular interesse nas triptofilinas e sua atividade
antioxidante. Conhecida como ré-ana-central, P. centralis € amplamente distribuida na
Ameérica do Sul, ocupando diversos biomas como Cerrado, Caatinga e Pantanal
(LOEBMANN et al., 2017).

Ap0s a identificacdo de dois precursores de peptideos em sequéncias de cDNA
produzidas com RNA extraido da pele de P. centralis, previmos suas estruturas primarias
e os sintetizamos. Em seguida, avaliamos seu potencial antioxidante por meio de
ferramentas in silico antes de testar sua capacidade de eliminacdo de radicais livres in
vitro. A toxicidade de ambos os peptideos foi testada in vitro com glébulos vermelhos
humanos e in vivo em Galleria mellonella. Por fim, investigamos sua capacidade
antioxidante em ensaios de hemolise induzida por oxidantes e em um modelo de
disfuncdo endotelial induzida por estresse oxidativo.

Ao explorar a estrutura, atividade bioldgica e perfil de seguranca desses peptideos,
buscamos analisar seu potencial como pontos de partida para o desenvolvimento de
agentes terapéuticos no combate a doencas relacionadas ao estresse oxidativo. Esperamos
que esta pesquisa contribua para o desenvolvimento de novas terapias antioxidantes,
capazes de mitigar os efeitos do estresse oxidativo e, por exemplo, melhorar o tratamento

de doencas neurodegenerativas.
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2. MATERIAL E METODOS

2.1 Reagentes
Todos os reagentes utilizados neste estudo foram adquiridos da Sigma-Aldrich
(St. Louis, MO, EUA) e eram, no minimo, de grau ACS.

2.2 Amostragem animal e Sequenciamento de cDNA

Espécimes de Physalaemus centralis foram capturados manualmente em Formoso
do Araguaia, Tocantins, Brasil (Figura. 1), sob a licenca do IBAMA, n° 31066-1.
Amostras de tecido da pele dorsal foram coletadas e imediatamente congeladas em
nitrogénio liquido antes de serem armazenadas a —80 °C para posterior isolamento de
RNA.

Aproximadamente 10 mg do tecido pulverizado, preparado com nitrogénio
liquido, foram utilizados para extrair RNA total com o reagente Trizol (Invitrogen),
seguindo as instrucbes do fabricante. O RNA foi entdo transcrito reversamente para
cDNA e submetido a reacdo em cadeia da polimerase (PCR) utilizando oligonucleotideos
especificos previamente relatados (BRAND et al., 2006). Os produtos de PCR resultantes
foram analisados por eletroforese em gel de agarose a 1% para avaliar os fragmentos
amplificados. Fragmentos com pesos moleculares entre 250 e 400 bp foram isolados e
purificados utilizando o sistema Wizard SV Gel e PCR Clean-Up (Promega).

As amostras de DNA purificado foram entdo submetidas a reacao de ligacdo com
0 vetor pGEM-T Easy (Promega) e transfectadas em Escherichia coli (DH5a) via
eletroporacdo. Clones positivos (brancos) foram selecionados, e os plasmideos foram
isolados e submetidos ao sequenciamento automatico de nucleotideos pelo método de
sequenciamento de Sanger.

A amidacdo C-terminal do PpT-2 foi inferida pela presenca de uma glicina
terminal em sua sequéncia de cDNA, a qual é tipicamente clivada durante o processo de
amidacdo para gerar o peptideo final amidado. Essa glicina atua como doadora de
nitrogénio na formacao do grupo amida, explicando sua auséncia na estrutura priméria do
peptideo. Em contraste, PcT-1 ndo apresenta glicina C-terminal em sua sequéncia de
cDNA, indicando que ndo € amidado.
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Figura 9. Locais de coleta dos espécimes estudados. (A) Mapa do Brasil (TO), (B) Estado do Tocantins,
onde os espécimes de Physalaemus centralis foram coletados. (C) Adulto de P. centralis (Foto: José S.A.
Leite). (D) Fotomicrografias da pele de P. centralis mostrando a variedade de glandulas: serosas,
seromucosas e mucosas (400x). (E) Ampliagdes maiores da porcao apical das glandulas com glandulas
granulares e seu ducto secretor (1000 x). Em destaque os (gd) ductos glandulares e as (mc) glandulas
mucosas. (€) epiderme. (sg) glandula serosa. Coloracdo de acido periddico de Schiff (PAS).

2.3 Sintese, Purificacdo e Sequenciamento de Peptideos

Os peptideos PcT-1 e PpT-2 foram sintetizados manualmente utilizando o modelo
convencional de sintese de peptideos em fase solida (solid phase peptide synthesis,
SPPS), seguindo especificamente a metodologia Fmoc (BRANGO-VANEGAS et al.,
2019). Para a sintese de PcT-1, foi utilizada resina Wang (100-200 mesh), enquanto PpT-
2 foi sintetizado utilizando resina Rink Amida (100-200 mesh); ambas as resinas foram
adquiridas da Novabiochem® (EMD Millipore Corporation - Merck). Essas resinas
fornecem, respectivamente, peptideos com terminacéo carboxilada (-COOH) e amidada
(-CONHz2). Aproximadamente 0,15 mmol de cada peptideo foi sintetizado.

Os derivados de aminoacidos utilizados na sintese incluiram Fmoc-Arg(Pbf)-OH,
Fmoc-Glu(OtBu)-OH, Fmoc-lle-OH, Fmoc-Leu-OH, Fmoc-Phe-OH, Fmoc-Pro-OH,
Fmoc-Ser(tBu)-OH e Fmoc-Trp(Boc)-OH, todos adquiridos da Novabiochem® (EMD
Millipore Corporation, Merck).

Para PcT-1, o agente de acoplamento de aminoacidos utilizado foi N,N,N',N'-
Tetrametil-O-(1H-benzotriazol-1-il) urdnio hexafluorofosfato (HBTU) da Fluka®
(Sigma-Aldrich), com N,N-Diisopropiletilamina (DIPEA) em N,N-dimetilformamida
(DMF) como solvente. Para PpT-2, utilizaram-se N,N'-diisopropilcarbodiimida (DIC)

(Fluka®, Sigma-Aldrich) e Oxyma Pure (etil ciano-hidroxiiminoacetato) da Merck para
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o0 acoplamento dos derivados de aminoacidos. Cada reacdo de acoplamento utilizou 4
equivalentes de derivados de aminoacidos, com tempo de reacdo de 1 hora (BRANGO-
VANEGAS et al., 2019).

Os reagentes de clivagem consistiram em um coquetel de acido trifluoroacético
(TFA), tioanisol, &gua, fenol e etanoditiol (82,5:5:5:5:2,5, viviviviv). Apds a sintese, a
resina foi lavada e submetida a reacdo de clivagem por 1,5 hora. A resina foi entdo
separada do sobrenadante por filtracdo a vacuo, e o sobrenadante foi concentrado até
metade de seu volume utilizando um fluxo de gas argbnio. Em seguida, foram adicionados
30 mL de éter isopropilico ao sobrenadante, causando a precipitacdo do peptideo. A
mistura foi centrifugada, o solvente descartado e o peptideo resultante foram liofilizados.

PcT-1 e PpT-2 foram purificados por cromatografia liquida de alta eficiéncia em
fase reversa (RP-HPLC) em modo semipreparativo, utilizando um aparelho Shimadzu
equipado com duas bombas independentes LC-20AR e um detector de matriz de diodos
(SPD-M20A) ajustado para 216 nm. O solvente A, consistia em 0,1% (v/v) de TFA em
agua, e o solvente B era 0,1% de TFA em acetonitrila. A coluna utilizada foi uma Shim-
Pack-Prep-ODS C77 No. 2025 (250 x 20 mm). O programa de eluicéo iniciou-se com 5%
do solvente B, por 5 minutos, seguido por um gradiente que aumentou o solvente B para
100% ao longo de 20 minutos, manteve-se em 100% por 7 minutos e retornou a 5% do
solvente B em 3 minutos. A taxa de fluxo foi de 10 mL/minuto. Os picos principais foram
coletados manualmente em tubos de 50 mL, concentrados em um evaporador rotativo
para remocdo da acetonitrila, congelados e liofilizados.

Essas fragbes foram analisadas por espectrometria de massas por
dessorcao/ionizacdo a laser assistida por matriz com tempo de voo (matrix-assisted laser
desorption ionization time-of-flight, MALDI-TOF), utilizando um equipamento MALDI-
TOF-AutoFlex (Bruker Daltonics), conforme descrito anteriormente (MARANI et al.,
2015). Apos a purificacdo, ambos os peptideos foram quantificados com base na
absorbancia UV do residuo de triptofano a 280 nm, utilizando a constante de absorgéo
molar incorporada na ferramenta ProtParam do site Expasy

(https://www.expasy.org/resources/protparam).
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2.4 Potencial Antioxidante in silico

O potencial antioxidante dos peptideos foi avaliado por meio de calculos baseados
na teoria do funcional da densidade (DFT). As sequéncias foram projetadas com o auxilio
do pacote computacional Avogadro em sua forma zwitterionica (HANWELL et al.,
2012). Uma otimizagéo preliminar da geometria foi realizada utilizando a abordagem de
Hartree—Fock (HF) com o hamiltoniano semiempirico PM6, conforme implementado no
pacote computacional MOPAC2016 (STEWART, 1990, 2007). Os efeitos do solvente
(dgua) foram modelados por meio do modelo de triagem tipo condutor (COSMO)
(KLAMT; CHUURMANN, 1993). A geometria resultante foi entdo reoptimizada dentro
do framework da teoria do funcional da densidade de Kohn-Sham (KS-DFT),
empregando o funcional hibrido de troca de trés parametros de Becke combinado com o
funcional de correlacdo de Lee-Yang—Parr (B3LYP) (BECKE, 1993; STEPHENS et al.,
1994; VOSKO et al., 1980) e um conjunto de bases 6-31G(d) para todos o0s atomos. A
presenca do solvente nas analises KS-DFT foi simulada por meio do modelo de contorno
polarizavel (PCM) (CANCES et al., 1997).

Os indices de Fukui condensados para atomos (CAFI) (YANG; MORTIER,
1986), os parametros de suavidade local (sk+, sk— e sk°) (ALVES et al., 2020; MAIA et
al., 2019) e as propriedades antioxidantes (MARTINEZ et al., 2008; PLACIDO et al.,
2020) foram avaliados seguindo abordagens previamente relatadas (ALVES et al., 2020;
MAIA et al., 2019; OLIVEIRA et al., 2024). As propriedades antioxidantes de PcT-1 e
PpT-2 foram comparadas as de varios peptideos, incluindo salamandrina-1 (PLACIDO et
al., 2020) (tanto com o N-terminal protonado quanto ndo protonado) e antioxidina-I
(BARBOSA et al., 2018), além de outros compostos antioxidantes. Essas compara¢fes
foram realizadas utilizando os indices de aceitacdo de elétrons (Ra) e doacdo de elétrons
(Rq) dentro do framework do mapa doador-aceptor (DAM) (MARTINEZ et al., 2008).
Os calculos baseados em KS-DFT foram realizados utilizando o pacote computacional
Gaussian 09 (FRISCH et al., 2009).

2.5 Ensaios quimicos de atividade antioxidante
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Para avaliar a atividade antioxidante dos peptideos PcT-1 e PpT-2 foram
realizados quatro métodos de ensaio colorimétricos. Os ensaios ABTS, DPPH, NO e
ORAC. Para todos os ensaios, concentracfes de PcT-1 e PpT-2 entre (2,0-0,25 mg/mL),
e Trolox (0,2-0,003 mg/mL) em tampéo fosfato salino (PBS).

2.5.1 Ensaio antioxidante ABTS

A atividade de captura de radicais livres foi determinada pelo método 2,2-azino-
bis(3-etilbenzotiazolina-6-acido sulfonico) (ABTS), avaliando a capacidade de absorcao
dos peptideos em comparagéo a uma curva padrdo (GIAO et al., 2007). Para este teste,
solucgdes estoque de ABTS (7 mM) e persulfato de amonio (APS) (245 mM) foram
preparadas separadamente em agua ultrapura. A solucao de APS foi diluida para 2,45 mM
com a solucdo estoque de ABTS para gerar o cation radical ABTS azul-esverdeado,
mantido no escuro por 12-16h a temperatura ambiente. A solucdo de ABTS foi entdo
diluida em &gua até uma absorbancia de 0,70 a 734 nm (espectrofotbmetro UV-Vis
Shimadzu 1240). Em placas de multi-pogos, aliquotas de 10 pL das diferentes
concentracdes dos peptideos (PcT-1 e PpT-2) foram misturadas com 190 uL da solugdo
de ABTS, mantidas no escuro por 5 minutos e lidas a 734 nm. O procedimento foi
realizado também para Trolox (padréo) e glutationa. Os experimentos foram conduzidos
em triplicata para cada concentracdo. A reducdo da absorbancia a 734 nm, proporcional
a diminuicdo da concentracdo de ABTS ao ser tratado com PcT-1, PpT-2 e glutationa, foi
comparada com a curva padrdo construida com diferentes concentraces de Trolox. Os
resultados foram expressos em mg de equivalentes de Trolox por mg de peptideo (GIAO
et al., 2007).

2.5.2 Ensaio antioxidante DPPH

No ensaio com 1,1-difenil-2-picrilhidrazil (DPPH), uma solucdo estoque de
DPPH foi preparada em etanol a 60 uM. A solug¢do de DPPH foi ajustada com etanol para
atingir uma absorbéancia de 0,7 a 515 nm. Em placas de multi-pogos, aliquotas de 20 pL
de diferentes concentragdes dos peptideos (PcT-1 e PpT-2), glutationa e Trolox foram
misturadas com 180 pL da solucdo etandlica de DPPH, e a absorbancia a 515 nm foi
medida a 25 °C apds 30 minutos. A reducao da absorbancia a 515 nm, que corresponde a

concentracédo de DPPH reduzido por PcT-1, PpT-2 e glutationa, foi comparada com a
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curva padrdo construida com diferentes concentra¢fes de Trolox. Os resultados foram
expressos em mg de equivalentes de Trolox por mg de peptideo (BONDET et al., 1997).
Os ensaios de ABTS e DPPH tém sido amplamente utilizados para avaliar a capacidade
de captura de radicais de diversos peptideos de origem animal (SHENG et al., 2023;
WANG et al., 2022).

2.5.3 Ensaio antioxidante ORAC

O ensaio de capacidade de absorcdo de radicais de oxigénio (ORAC) mede a
diminuicdo da fluorescéncia devido a acdo de radicais sobre um substrato fluorescente
(OU et al., 2001). Diferentes diluigdes de Trolox (0,1-0,003 mg/mL) e amostras de PcT-
1 e PpT-2 em diferentes concentracdes (2,00-0,25 mg/mL) foram preparadas em tampao
fosfato (75 mM, pH 7,4). A reacdo foi realizada a 40 °C em placas de 96 po¢os com
paredes pretas, com um volume final de 200 pL por pogo. Todos os pogos receberam
fluoresceina de sddio (70 nM). A microplaca foi colocada em um leitor de microplacas
multideteccdo com filtro de excitacdo a 485 nm e filtro de emissdo a 535 nm, incubada
por 15 minutos a 40 °C. O composto 2,2'-Azobis(2-metilpropionamidina) di-hidrocloreto
(AAPH) (14 mM) foi adicionado manualmente a cada pogo para iniciar a reagao, e leituras
foram feitas a cada minuto por 130 minutos até atingir uma perda de 95% da
fluorescéncia. A capacidade de inibicdo dos peptideos foi avaliada comparando as areas

sob a curva de decaimento da fluoresceina de sédio (AUC) entre o branco e as amostras.

2.5.4 Ensaio antioxidante Oxido Nitrico

O ensaio de captura do radical 6xido nitrico (NO) utiliza o reagente de Griess para
quantificar os produtos estaveis nitrato e nitrito formados ap6s a reacdo do NO com
oxigénio sob condicdes aerdbicas (MARCOCCI et al., 1994). O reagente nitroprussiato
de sodio (SNP) foi preparado a 10 mM em tampao fosfato salino (pH 7,4) e misturado
com as solugdes peptidicas. A mistura foi incubada a 25 °C por 150 minutos, seguida da
adicdo do reagente de Griess e incubagéo adicional a 25 °C por 30 minutos. A absorbancia
foi medida a 546 nm. A atividade antioxidante foi expressa em mg de equivalentes de

Trolox por mg de peptideo.
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2.6 Ensaios bioldgicos in vitro

2.6.1 Ensaio de atividade hemolitica

A atividade hemolitica dos peptideos PcT-1 e PpT-2 foi avaliada utilizando
hemacias humanas (RBCs) do tipo sanguineo OF, coletadas em acido
etilenodiaminotetracético (EDTA) de um doador voluntério, conforme descrito
anteriormente, com algumas modificacdes. Este experimento foi aprovado pelo Comité
de Etica em Humanos da Universidade de Brasilia (nimero do protocolo 47/2019). As
amostras de sangue foram centrifugadas por 10 minutos a 292xg, e os eritrcitos foram
lavados trés vezes com solugéo salina tamponada com fosfato (PBS) a 37 °C. Os pellets
foram entdo ressuspensos e diluidos em PBS para criar uma solucao de eritrocitos a 5%.

Para o ensaio de hemolise, foram adicionados 80 pL da solug¢do de eritrocitos a
5% a 20 puL das amostras de peptideos em diferentes concentragoes (1,6-0,25 mg/mL) de
PcT-1 e PpT-2. As amostras foram incubadas por 1 h a 37 °C, seguidas pela adigéo de
100 puL de PBS e centrifugagdo por 5 minutos a 1000xg. A absorbancia do sobrenadante
foi lida a 550 nm utilizando um leitor de microplacas SpectraMax Plus 384 (Molecular
Devices, EUA). O experimento foi realizado em triplicata. Para o controle negativo (sem
hemolise), foi utilizado PBS (pH 7,4), e para o controle positivo (100% de hemolise), foi
utilizado Triton X-100 a 0,1% (v/v). O percentual de hemolise foi calculado utilizando a
formula:

[(AbSpeptidzeo — Abspas)/(AbsTritonx — Abspes)] x 100.

Apos a realizacdo do teste de hemdlise, as solugdes de hemécias foram fixadas em
solucdo fixadora de Karnovsky na proporcéo de 1:50 por 60 minutos sob agitacédo suave.
Para fixar as hemadcias, 10 uL. de RBCs do grupo controle (PBS) e os respectivos
peptideos PcT-1 e PpT-2 nas concentragdes mais altas foram misturados com 490 pL da
solugdo fixadora em um microtubo. Para a preparagdo das laminas, 100 uL da solugéo de
RBCs fixadas foi espalhada sobre laminas e deixada para secar durante a noite (12—16 h)
sob leve agitacdo. As laminas foram entdo coradas pelo método panotico: cada lamina foi
imersa por 5 segundos em cada corante, comegando pelo panotico n® 1 (solucdo verde
clara), seguido pelo pandtico n° 2 (solucdo vermelha), e panotico n° 3 (solucdo azul

escura). Apo6s a coloracdo, a solucdo fixadora permitiu a visualizacdo de todos os
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elementos sanguineos. Finalmente, as laminas foram cobertas com laminulas usando um

meio de gelatina para anélise microscdpica.

2.6.2 Anti-hemolise induzida por AAPH

Para o0 ensaio de anti-hemdlise induzida por AAPH, foi preparada uma solugéo de
AAPH a 120 mM em PBS. Uma solucéo de eritrocitos humanos foi ajustada para 3% de
células para o ensaio. Em microplacas, 80 uL da solucdo de células vermelhas foi
misturado com 20 pL das solugdes de peptideos (1,6-0,25 mg/mL) e controles (positivo:
AAPH para 100% de hemdlise; negativo: PBS). A placa foi incubada com agitacéo suave
a 37 °C por 20 minutos, seguida pela adigao de 100 uL. de AAPH para uma concentragio
final de 60 mM. A placa foi incubada novamente por 3 h a 37 °C com agitacdo. Apos a
incubacdo, a placa foi centrifugada a 4700 rpm por 5 minutos a 4 °C. O sobrenadante
(100 pL) foi transferido para uma nova placa para leitura a 550 nm para quantificar a
atividade hemolitica. Os resultados foram expressos como porcentagem de atividade
hemolitica e concentracdo média hemolitica (CH50), considerando o controle positivo
como 100% de hemolise (LOFGREN et al., 2008).

Atividade hemolitica (%) = [(Absamostra — AbSsalina)/( Absaapr — AbSsalina)] % 100

2.7 Ensaio de toxicidade em Galleria mellonela

A toxicidade de PcT-1 e PpT-2 foi avaliada utilizando o modelo in vivo de G.
mellonella (traca da cera), seguindo métodos previamente descritos (CUTULI et al.,
2019). Para o ensaio, as larvas de G. mellonella foram selecionadas aleatoriamente e
divididas em grupos de 16 larvas cada. As larvas foram injetadas com diferentes doses
(40, 20 e 10 mg/kg) de PcT-1 ou PpT-2, enquanto o grupo controle foi injetado apenas
com PBS. As injecdes foram administradas na ultima proleg esquerda das larvas. Apos a
injecéo, as larvas foram incubadas a 37 °C por 7 dias. A sobrevivéncia das larvas foi
monitorada diariamente, sendo a morte definida pela auséncia de movimento em resposta
ao toque. O experimento foi realizado duas vezes, e as curvas de sobrevivéncia foram
geradas usando o software GraphPad Prism 6. O PBS foi usado como controle.

Para a andlise histologica, os espécimes de larvas de G. mellonella foram fixados

em solucdo de formaldeido a 10% e processados de acordo com a técnica padréo de
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histologia. Posteriormente, os espécimes foram embebidos em parafina, cortados com
espessura de 6 um, desparafinizados e corados com hematoxilina e eosina para avaliar a
morfologia e com acido periodico de Schiff para diferenciar os polissacarideos (MESA-
ARANGO et al., 2013).

2.8 Ensaio de disfuncéo endotelial induzida por pirogalol

Ratos machos Wistar, pesando entre 180 e 250 g e com idades de 8 a 12 semanas,
foram obtidos na Instalacdo de Animais da Universidade Federal do Piaui (UFPI,
Teresina, Pl, Brasil). O protocolo experimental foi previamente aprovado pelo Comité de
Etica no Uso de Animais da UFPI (#457/18). Os ratos foram alojados com acesso
irrestrito a alimentos e &gua, mantidos em um ciclo de luz/escuro de 12 h e em temperatura
constante de 23 + 2 °C durante todo o periodo experimental. A metodologia para preparar
0s anéis aorticos seguiu os procedimentos descritos por Arcanjo et al. (2015). Para avaliar
os efeitos vasculares antioxidantes de PcT-1 e PpT-2, anéis adrticos com endotélio intacto
foram incubados com o gerador de superdxido pirogalo (30 uM) por 30 minutos. Isso foi
feito apos a pré-incubacdo com PcT-1 ou PpT-2, por 30 minutos. Subsequentemente, foi
adicionada fenilefrina (3 x 1077 M) e, ao atingir a fase tonica de contracao, a acetilcolina
(ACh, 10°-10° M) foi adicionada progressivamente para gerar uma curva de
concentracdo-resposta (BANGSHAAB et al., 2019; MENDES FURTADO et al., 2022).
Os dados foram analisados usando regressdo nao linear e a significancia estatistica foi
determinada por ANOVA de duas vias seguida pelo teste post-hoc de Bonferroni,
utilizando o software GraphPad Prism 8.0 (GraphPad Inc., La Jolla, CA, EUA).

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Material bioldgico e caracterizacdo morfologica da pele de P. centralis

As triptofilinas constituem uma familia de peptideos originalmente isolados de ras
da América do Sul denominada Pithecopus rohdei (MERTENS, 1926). Normalmente, 0s
peptideos desta familia contém peptideos tetra-, penta-, hepta-, e decapeptideos. O género
Pithecopus junto com outro género como Pachymedusa sp. (sapo mexicano) e Litoria sp.
(Sapo australiano) e Ascaphus sp. (rds com cauda), também possui peptideos relacionados
aos triptofilinos (CEI, 1985; CONLON et al., 2005; ELLIS-STEINBORNER et al., 2011,
MONTECUCCHI, 1985; WANG et al., 2009). Neste estudo, realizamos a triagem de
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peptideos a partir do cDNA produzido a partir do RNA extraido da pele de P. centralis
coletada em Formoso do Araguaia, Tocantins, Brasil (Figura. 1A e B). Esta espécie,
conhecida por seus habitos terrestres, prospera em ambientes como areas alagadas e
brejos temporarios e € comumente encontrada em areas abertas (LOEBMANN et al.,
2017).

O estudo histoldgico de tecidos excisados de P. centralis (Figura. 1C) mostra a
epiderme superficial e a derme, destacando diferentes tipos de glandulas (400 x), coradas
com hematoxilina e eosina (Figura. 1D). A pele exibe glandulas granulares com ductos
secretérios (Figura. 1D, 1000 x). A epiderme, corada com hematoxilina-eosina, revela
um epitélio mucoso estratificado (ndo queratinizado), composto por vérias camadas de
queratindcitos. Sob a epiderme, dentro da derme, podem ser observadas dois tipos de

glandulas alveolares simples: glandulas mucosas e glandulas serosas ou granulares.

3.2 Clonagem Molecular do cDNA Precursor da Pele de P. centralis

Dois peptideos da classe das triptofilinas foram identificados utilizando
ferramentas de biologia molecular. O RNA total foi extraido da pele dorsal de P. centralis
e transcrito para cDNA usando primers especificos, que foram entdo clonados e
sequenciados. Os peptideos foram inicialmente nomeados como P. centralis triptofilina-
1 (PcT-1) e P. centralis triptofilina-2 (PcT-2), de acordo com a nomenclatura previamente
sugerida. A estrutura de leitura aberta do cDNA consistiu em 72 residuos de aminoacidos
para 0 PcT-1 e 59 residuos de aminoacidos para o PcT-2, com o tamanho médio dos
inseridos de DNA sendo aproximadamente 280-320 bp de comprimento (Figura. 2). O
alinhamento do cDNA das sequéncias de aminoacidos de PcT-1 e PpT-2 revelou que
ambas apresentam estruturas primarias semelhantes, exibindo o peptideo sinal
tipicamente seguido por um dominio rico em residuos &cidos com locais de
processamento (-R-R—/—K-R-) (WANG et al., 2015). O maior grau de similaridade foi
encontrado no peptideo sinal putativo, enquanto diferencas foram observadas na regido

acida, nos polimorfismos nucleotidicos e nos dominios de codons de parada do peptideo.
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Figura 10. Sequéncias de cDNA dos precursores de peptideos. (A) Esquema basico de uma sequéncia de
precursor de peptideo. (B) Sequéncia de cDNA e sequéncias de aminoacidos previstas de PcT-1. (C)
Sequéncia de cDNA e sequéncias de aminoacidos previstas de PpT-2. Peptideo sinal (verde), peca acida
(laranja) e peptideo maduro (azul). Polimorfismos nucleotidicos estdo destacados em vermelho. O ponto

preto indica o c6don de parada.

Com base em sua sequéncia, os peptideos foram classificados como membros da

familia de triptofilinas, contendo o motivo sequencial conservado comum -PW ou -PP,
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tipico desse tipo. A presencga de uma glicina C-terminal na sequéncia de cDNA do PpT-
2 sugere que ele sofre amidagdo C-terminal, um processo no qual a glicina atua como
doadora de nitrogénio, resultando na forma amidada do peptideo e na auséncia de glicina
em sua sequéncia final. Em contraste, o PcT-1 ndo possui uma glicina C-terminal,
indicando que ndo é amidado. Outras triptofilinas foram estudadas em trabalhos
diferentes, e foi possivel comparar esses peptideos em relacdo a sua estrutura primaria
(Tabela 1). Vale destacar que o PcT-2 é idéntico a um peptideo previamente identificado
da pele de Pelophylax perezi, nomeado PpT-2, que também possui um C-terminal
amidado (PLACIDO et al., 2022). Portanto, 0 nome PpT-2 sera usado para se referir a
esse peptideo a partir deste ponto. A maioria das triptofilinas estudadas até 0 momento
possui a ligacdo -PW em sua sequéncia, e o Brasil é a regido endémica da espécie P.
rohdei, que possui 0 maior numero de peptideos descobertos nesse grupo
(MONTECUCCHI, 1985).

Além disso, a presenca de residuos de prolina (em ambos os peptideos) indica a
possibilidade de adocdo de diferentes rotameros cis/trans (WANG et al., 2013).
Identificar tais semelhancas entre diferentes peptideos de anfibios pode melhorar nosso
entendimento e ser Gtil para prever e projetar novos peptideos com aplicagdes potenciais
na prevencdo ou tratamento de condigfes associadas ao estresse oxidativo, como

inflamacéo e neurodegeneracédo (TRAN et al., 2021).

Tabela 3. Estruturas primarias e origem dos peptideos triptofilinas de anfibios.
Peso Molecular

Estrutura Nome Espécie (g/mol) Referéncia
FPPEWISR PcT-1 Physalaemus 1031.16 Este trabalho.
centralis
FPWLLSa PpT-2 Pelophylax perezi 760.92 PLACIDO et al., 2022
Phcyesrilra;elzr;us 760.92 Este trabalho.
FPPWLa PaT-2  Pithecopus azureus 657.8 BARBOSA et al., 2021
PWLa sin Litoria rubella 413.51 TRAN et al., 2021
PWL sin Litoria rubella 4145 TRAN et al., 2021
FPWLa sin Litoria rubella 560.69 TRAN et al., 2021
FPWL sin Litoria rubella 561.67 TRAN et al., 2021
ZPWLa sin Litoria rubella 652.74 TRAN et al., 2021
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Peso Molecular

Estrutura Nome Especie (g/mol) Referéncia
FPFWLa s/n Litoria rubella 707.86 TRAN et al., 2021
SPWL s/n Litoria rubella 501.57 TRAN et al., 2021
IPWLa s/n Litoria rubella 526.67 TRAN et al., 2021
FWPPa s/n Litoria rubella 544.64 TRAN et al., 2021
FWPP s/n Litoria rubella 545.63 TRAN et al., 2021
ZPWPFa s/n Litoria rubella 783.87 TRAN et al., 2021
LPWYa s/n Litoria rubella 576.69 TRAN et al., 2021
FLPWYa s/n Litoria rubella 723.86 TRAN et al., 2021
ZIPWFHRa s/n Litoria rubella 1093.24 TRAN et al., 2021
Agalychnis
ZGKPYWPPPFLPE AcT-3 callidryas 1666.87 WANG et al., 2015
GMRPPWFa  AcT-2 Agalychnis 889.08 GE et al., 2014
callidryas
KPPPWVPY  psT-1  Pryllomedusa 919.12 WANG et al., 2013
sauvagei
Pachymedusa
DMSPPWHa PdT-2 dacnicolor 867.97 WANG et al., 2009
GPIPWQR s/n Ascaphus truei 852.98 CONLON et al., 2005
GPIPWQRRI s/n Ascaphus truei 1122.32 CONLON et al., 2005
DPWDWV s/n Ascaphus truei 816.86 CONLON et al., 2005
EPRTPWDWV s/n Ascaphus truei 1185.29 CONLON et al., 2005
Pachymedusa
KP(HyP)AWPa PdT-1 dacnicolor 709.84 CHEN et al. (2004)
ZFPWL L1 Litoria rubella 800.9 STEINBORNER etal.,
1994
FPWL L2 Litoria rubella 561.67 STEINBORNER et al.,
1994
FLPWY L3 Litoria rubella 724.84 STEINBORNER etal.,
1994
ZIPWFHR L4 Litoria rubella 1094.22 STE'NB?QRQ'ZER etal,
FPPWV T-2a Phy'r'r?gc‘ieefusa 644.76 MONTECUCCHI.,1985
EPPWLa T-2b Phyllomec_iusa 6578 MONTECUCCHI.,1985
rhodei
PPWMa T-2¢ Phyllomedusa 675.84 MONTECUCCHI.,1985

rhodei




Peso Molecular

Estrutura Nome Espécie Referéncia
(9/mol)
ZPWVa T-2d Phyllomec.iusa 638.71 MONTECUCCHI.,1985
rhodei
ZPWMa T2 Phyllomedusa 670.78 MONTECUCCHI.,1985

rhodei

R-a (amidagéo C-terminal); Z, &cido piroglutdmico; s/n: sem nome

3.3 Sintese de peptideos, purificacdo e caracterizacdo estrutural de PcT-1 e

PpT-2

PcT-1 e PpT-2 foram sintetizados por sintese de peptideos em fase solida

Fmoc/tBu, utilizando resina Wang para PcT-1 e resina Rink amida para PpT-2. Os
espectros MALDI-TOF-MS/MS de PcT-1 mostraram um [M+H]" = 1031,4983 Da
([M+H]" calculado para CsoH71N12012" € 1031,5309) e um padrédo de fragmentacéo que
coincidiu com a sequéncia de aminodcidos FPPEWISR. Por outro lado, os espectros
MS/MS para PpT-2 mostraram um [M+H]+ = 761,5078 Da ([M+H]"* calculado para

CoHs7NsO7* é 761,4345) e a sequéncia de aminoacidos determinada a partir do espectro

MS/MS foi FPWLLS-NH: (Figura. 3).
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Figura 11: Peptideos sintéticos de triptofilina. (A) Espectros MS/MS de PcT-1, [M+H]* = 1031,4983 Da com
a sequéncia de aminoacidos FPPEWISR. (B) Espectros MS/MS de PpT-2, [M+H]* = 761,5078 Da com a
sequéncia de aminoacidos FPWLLS-NH..

3.4 Estudos de antioxidantes in silico

Foi realizado um estudo baseado na Teoria do Funcional da Densidade (DFT))
para investigar as propriedades eletrbnicas e compreender a relacdo atividade-
antioxidante-estrutura nos peptideos PcT-1 e PpT-2, bem como em outros peptideos
(antioxidina-I, Barbosa et al., 2018; salamandrina-I, Placido et al., 2020; e glutationa) e
moléculas antioxidantes (melatonina, vitamina C, vitamina E e trolox). A Figura. 4A
mostra 0 mapa doador-aceptor (DAM) desses compostos, evidenciando que o PpT-2 age
como um bom aceitador de elétrons (e um mau doador). O PcT-1 apresenta propriedades
de aceitador/doador semelhantes as de outros peptideos antioxidantes descritos
anteriormente, antioxidina-1 e salamandrina-I, indicando que esses compostos podem
apresentar mecanismos analogos. A Figura. 4B ilustra os indices Fukui condensados para
os atomos (CAFI) de peptideos selecionados. As cores vermelha e azul representam os
locais reativos e ndo reativos, respectivamente, em relagdo a nucleofilos (f *), eletrofilos
(f) e radicais livres (f °). As outras cores definem locais com reatividade intermediaria,
de acordo com a escala RGB. Esses resultados evidenciam a relevancia dos residuos de
Trp (f " e f-), Pro e Phe (f ") na reatividade local do PpT-2 (como no S-1). A reatividade

local do PcT-1 é dominada por Phe (f *), Trp e Glu (f *) (semelhante ao antioxidina-1).
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Figura 12. Razdo de doacdo / aceitacdo de elétrons de varios peptideos derivados de anfibios e outros
antioxidantes de baixo peso molecular. (A) PcT-1 e PpT-2 foram comparados com antioxidina-1, salamandrina-
I, glutationa, melatonina, vitamina C, vitamina E e trolox. (B) Representacdo molecular 3D de PcT-1, PpT-2,
salamandrina-I protonado (S-1) e antioxidina-I. Esquema de cores dos atomos: cinza (C) vermelho (O) e branco
(H). Representacdo em cores dos indices Fukui condensados para reages com nucletfilos (f *), eletréfilos (f )
e radicais livres (f ). As cores vermelha e azul representam locais reativos e ndo reativos, respectivamente.
Outras cores representam situagdes intermediarias, seguindo uma escala RGB.
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3.5 Atividade antioxidante in vitro

A capacidade de PcT-1 e PpT-2 de capturar radicais livres foi avaliada in vitro
usando diferentes tipos de ensaios. Apesar da falta de correlacéo entre o desempenho das
moléculas antioxidantes em ensaios in vitro e sua acdo antioxidante real in vivo
(FORMAN et al., 2014), esses ensaios sdo Uteis para uma triagem inicial da capacidade
antioxidante (GRANATO et al., 2018; SHENG et al., 2023. WANG et al., 2022). Dadas
as limitacdes e os pontos fortes de diferentes ensaios (PRIOR et al., 2005), utilizamos um
conjunto de quatro ensaios de captura de radicais. Os peptideos apresentaram uma
consideravel atividade de captura de radicais livres nos ensaios ABTS, ORAC e NO,
enquanto nenhuma atividade foi detectada no ensaio DPPH (Tabela 2). Apesar das
diferencas em suas estruturas primarias e propriedades de doacdo/aceitacdo de elétrons,
PcT-1 e PpT-2 tiveram desempenhos semelhantes nos ensaios de captura de radicais, com
PcT-1 apresentando um desempenho ligeiramente melhor (Tabela 2).

A falta de atividade no ensaio DPPH, apesar da consideravel capacidade de
captura observada nos ensaios ABTS, ORAC e NO, pode ser atribuida as diferencas nas
condicdes dos ensaios e a natureza dos radicais envolvidos. O ensaio DPPH utilizou
etanol como solvente, onde peptideos como PcT-1 e PpT-2 podem ter solubilidade
limitada, reduzindo sua interacdo com o radical DPPH. Além disso, o DPPH é um radical
maior e hidrofébico, com um consideravel obstaculo estérico, favorecendo interacdes
com antioxidantes menores e lipofilicos (PRIOR et al., 2005). Em contraste, 0s ensaios
ABTS, ORAC e NO utilizaram agua como solvente, o que é compativel com a natureza
hidrofilica dos peptideos, permitindo uma captura de radicais mais eficaz. Essas
diferencas nos ambientes de solvente e nas estruturas dos radicais destacam como as

condicdes do ensaio podem influenciar a atividade antioxidante observada in vitro.

Tabela 4. Capacidade de captura de radicais livres de PcT-1 e PpT-2 avaliada com diferentes ensaios in
vitro: o ensaio de captura do radical 2,2'-azino-bis(3-etilbenzotiazolina-6-sulfénico) (ABTS), o ensaio de
captura do radical 2,2-difenil-1-picrilhidrazila (DPPH), o ensaio de capacidade de absorcao de radicais de
oxigénio (ORAC) e o ensaio de captura de 6xido nitrico (NO). Os resultados sdo expressos como mg de
equivalente de Trolox por mg de peptideo.

Ensaios antioxidantes in vitro

Peptideo
ABTS DPPH ORAC NO
PcT-1 0.30 n.d. 0.319 0.031
PpT-2 0.269 n.d. 0.248 0.039

n.d., ndo detectado.
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3.6 Teste de hemolise e anti-hemolise induzida por AAPH

Em seguida, as propriedades antioxidantes de ambos os peptideos foram avaliadas
no ensaio de hemdlise induzida por AAPH, utilizando glébulos vermelhos humanos.
Semelhante aos experimentos anteriores, PcT-1 e PpT-2 foram capazes de inibir a
hemdlise induzida por oxidagdo (Figura. 5C e D), com PcT-1 apresentando um efeito
ligeiramente mais pronunciado (Figura. 5C). De fato, a 0,2 mg/mL, PcT-1 teve um efeito
antioxidante comparavel ao de trolox, um potente antioxidante e molécula modelo para

ensaios antioxidantes.
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Figura. 13. Efeito citotdxico de PcT-1 (A) e PpT-2 (B) em eritrocitos humanos. Os valores sdo expressos
como média + SEM. Efeito de PcT-1 (C) e PpT-2 (D) na inibi¢do da hemolise apos exposicéo por 3 h com
AAPH. Os valores sdo expressos como média £ SEM. ss*xp < 0,0001 versus grupo controle Trolox
representado pela linha tracejada. Imagem comparativa de microscopia de luz (100X) entre eritrdcitos
humanos submetidos ao controle PBS (E), PcT-1 (F) e PpT-2 (G). As laminas ilustram a auséncia de
alteraces na morfologia das células vermelhas tratadas com 1,6 mg/mL de PcT-1 ou PpT-2.

A atividade antioxidante de peptideos de diferentes fontes tem sido investigada,
como aqueles obtidos por hidrolise quimica de produtos alimenticios, fermentacdo
microbiana de substratos e secre¢fes animais. A atividade antioxidante de peptideos tém
sido associada a residuos contendo enxofre, como Cys (YANG et al., 2016) e Met
(SAMARANAYAKA e LI-CHAN, 2011). A presenca e 0 numero de residuos
aromaticos, como Phe, Trp e Tyr, também tém sido atribuidos a atividade de varredura
de radicais dos peptideos (RAJAPAKSE et al., 2005; SAMARANAYAKA e Li-Chan,

2011). No caso de peptideos derivados de anfibios, a presenca e a posic¢ao de Pro tém sido
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associadas a atividade antioxidante (YANG et al., 2009). Em uma triagem extensa de
peptideos de R. pleuraden, todas as moléculas com propriedades antioxidantes continham
pelo menos um residuo de Pro (YANG et al., 2009). De fato, Pro € comum em peptideos
antioxidantes de anfibios (YANG et al., 2016) e fontes alimenticias (ZOU et al., 2016).
Vale ressaltar que Pro e Trp, como aminodcidos isolados, tém potentes propriedades
antioxidantes, modulando o equilibrio redox e protegendo células mamarias contra a
morte celular induzida por estresse oxidativo (KRISHNAN et al., 2008). Ao criar
variantes de peptideos com Gly em vez dos residuos originais de aminoacidos e avaliar a
funcdo antioxidante, Pro, Met, Cys e Tyr foram identificados como aminoécidos com
grande impacto na capacidade antioxidante, enquanto Trp tem um impacto, mas menor
(YANG et al., 2009). As duas triptofilinas identificadas aqui possuem Phe, Pro e Trp,
cujas presencas provavelmente conferem propriedades de varredura de radicais (como de
fato confirmado pelas andlises in silico). Diferencas chave entre PcT-1 e PpT-2 sdo o
namero de residuos de Pro e a posi¢do do residuo de Trp, 0 que poderia ser responsavel
pela ligeiramente melhor performance do PcT-1, com dois Pro, nos ensaios de varredura
de radicais. Apesar das indicacdes de papeéis chave de aminoacidos especificos na acédo
antioxidante in vitro, a simples presenca desses residuos ndo garante atividade
antioxidante. Isso € ilustrado pela falta de atividade antioxidante em alguns peptideos
contendo Pro, Met, Cys, Tyr e Trp, 0 que indica que a funcdo antioxidante depende da
sequéncia (YANG et al., 2009).

3.7 Toxicidade de PcT-1 e PpT-2 in vitro e in vivo.

Avancando para o uso futuro de PcT-1 e PpT-2 (triptofilinas) em estudos in vivo,
avaliamos sua toxicidade; primeiro in vitro e depois in vivo. Alguns peptideos sdo capazes
de destruir as membranas celulares (LIN et al., 2021), um mecanismo pelo qual eles
exercem atividade antimicrobiana (BENFIELD; HENRIQUES, 2020). Em alguns casos,
essa capacidade de destruicdo da membrana é seletiva para membranas bacterianas, mas,
as vezes, também induz a destruicdo de membranas de células ndo-alvo. Dado que muitos
peptideos derivados de rds apresentam tanto atividades antioxidantes quanto
antimicrobianas (YANG et al., 2009), testamos o possivel efeito hemolitico de PcT-1 e
PpT-2 sobre os globulos vermelhos humanos. Ambos os peptideos ndo exerceram

atividade litica contra os eritrocitos humanos (Figura. 5A e B). Além da hemolise
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quantificada pela liberagdo de hemoglobina, os glébulos vermelhos ndo apresentaram
morfologia anormal ap6s o tratamento com PcT-1 ou PpT-2 (Figura. 5E, F e 5G). Isso
sugere que ambos os peptideos ndo séo toxicos para os eritrocitos, de maneira semelhante
a outros peptideos testados anteriormente (MARANI et al., 2015).

Em seguida, usamos larvas de G. mellonella como um sistema de organismo
inteiro para avaliar preliminarmente sua toxicidade in vivo. Nenhuma das concentragdes
testadas de PcT-1 e PpT-2 induziu morte das larvas de G. mellonella durante os 7 dias de
tratamento (Figura. 6A), corroborando sua baixa/ausente toxicidade. Esse resultado
contrasta com os efeitos observados com outros peptideos e com produtos quimicos tanto
toxicos quanto ndo toxicos estudados previamente (ALLEGRA et al., 2018; CUTULI et
al., 2019; KAVANAGH e SHEEHAN, 2018). Ao comparar as se¢des longitudinais das
larvas tratadas com os peptideos e PBS (controle negativo) ao microscopio, nenhuma
alteragdo morfoldgica foi identificada nas larvas tratadas com os peptideos (Figura. 6B,
C e 6D). No geral, ambos os peptideos apresentam perfis de seguranca favoraveis e

podem ser investigados em estudos in vivo.
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Figura 14: Ensaio de toxicidade in vivo. (A) Curva de sobrevivéncia das larvas de G. mellonella avaliando
a toxicidade de PcT-1 e PpT-2 a 10, 20 e 40 mg/kg durante 7 dias, com PBS usado como controle do ensaio
de toxicidade. Secdo longitudinal de G. mellonella em colora¢do Azan. (B) Larvas tratadas com PBS. (C)
Larvas tratadas com PcT-1. (D) Larvas tratadas com PpT-2.

3.8 Teste de disfungdo endotelial induzida por pirogalol

Os peptideos PcT-1 e PpT-2 demonstraram efeitos protetores discretos, mas
significativos, contra a disfungdo endotelial induzida por pirogalol (Figura. 7). O
pirogalol ou &cido galico, um conhecido gerador de radicais superdxidos, prejudica
severamente a vasorrelaxamento induzida por acetilcolina (ACh), refletindo danos

oxidativos a camada endotelial. A pré-incubacdo com PcT-1 e PpT-2 restaurou
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parcialmente as respostas vasorrelaxantes, indicando seu potencial para mitigar o estresse
oxidativo. PpT-2 demonstrou um efeito protetor mais forte, provavelmente devido a sua
composicao estrutural, que aprimora a atividade antioxidante por meio de residuos como
prolina e triptofano (Figura. 7B).
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Figura. 15. Efeito de PcT-1 e PpT-2 na disfungdo endotelial induzida por pirogalico na aorta toracica de
rato. Curvas de resposta concentrag@o versus ACh na presenga de veiculo, pirogalico (PYR, 3 x 10—5 M)
e PcT-1 (A) ou PpT-2 (B). Os pontos representam média + SEM. Os dados foram analisados utilizando
ANOVA de duas vias seguida pelo teste de comparagdes multiplas de Sidak. O asterisco (*) indica diferenga
estatisticamente significativa em comparagdo com o grupo veiculo e o octothorpe (#) indica diferenca
estatisticamente significativa em comparacdo com o grupo Pyrogallol + Vehicle (p < 0,05). Veiculo refere-
se ao efeito da acetilcolina na solugéo de Krebs sem PcT-1 ou PpT-2, enquanto Pyrogallol + Vehicle indica
o efeito da acetilcolina ap6s pré-incubagdo com pirogalico na solucdo de Krebs, também sem PcT-1 ou
PpT-2.

Essa protecdo contra danos oxidativos é crucial no contexto da aterosclerose, onde
0 estresse oxidativo, um evento inicial chave na doenga, desempenha um papel central na
disfuncdo endotelial. Células endoteliais sob estresse oxidativo perdem sua capacidade
de produzir NO, essencial para a homeostase vascular, levando a inflamacéo, adesdo de
leucocitos e eventual formagdo de placas (MEDINA-LEYTE et al., 2021). Ao inibir os
processos oxidativos que reduzem a biodisponibilidade do NO, os peptideos PcT-1 e PpT-
2 poderiam contribuir para preservar a fungdo endotelial, que é vital para prevenir ou
retardar a progresséo da aterosclerose.

Peptideos como o PcT-1 e o PpT-2, que exibem efeitos antioxidantes e
vasoprotetores, tém mostrado prevenir a degradacdo oxidativa do NO e melhorar o
relaxamento dependente do endotélio nos tecidos vasculares. Isso sugere que esses

peptideos poderiam interromper o ciclo de estresse oxidativo e inflamacdo que
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fundamenta a aterosclerose. No caso da atividade vasoprotetora, o PpT-2 apresentou um
efeito mais pronunciado do que o PcT-1, sendo um candidato mais promissor para
investigacOes futuras. Ao sequestrar radicais livres e proteger as células endoteliais, PcT-
1 e PpT-2 poderiam oferecer potencial terapéutico ndo apenas para manter a integridade
vascular, mas também para reduzir a formacdo de placas, abordando assim as causas
principais do desenvolvimento aterosclerotico (SCIOLI et al., 2020).

Além disso, sua baixa citotoxicidade, evidenciada pela auséncia de efeitos
hemoliticos em células vermelhas humanas e baixa toxicidade em larvas de G. mellonella,
apoia sua viabilidade para uso a longo prazo em intervencOes terapéuticas. Sua
capacidade de mitigar a disfuncdo endotelial sob condi¢cdes de estresse oxidativo
posiciona os peptideos PcT-1 e PpT-2 como candidatos promissores para o tratamento de
doencas cardiovasculares, como a aterosclerose. 1sso se alinha com o crescente interesse
em peptideos antioxidantes como agentes farmacéuticos voltados ao combate da
inflamacéo vascular e danos oxidativos (SEN e CHAKRABORTY, 2011).

No geral, esses achados destacam o potencial terapéutico do PcT-1 e do PpT-2 na
prevencdo da disfuncdo endotelial, um fator critico no inicio da aterosclerose. A
capacidade de restaurar o relaxamento vascular (Figura. 7) sugere que esses peptideos
poderiam desempenhar um papel fundamental no desenvolvimento de novos tratamentos

voltados a doencas relacionadas ao estresse oxidativo, particularmente a aterosclerose.

4, CONCLUSAO

Neste estudo, conseguimos identificar e caracterizar dois peptideos de triptofilina,
PcT-1 e PpT-2, provenientes das secrecOes cuténeas da ra-and central (P. centralis),
explorando suas propriedades antioxidantes com implicacdes promissoras para uso
terapéutico. Ambos os peptideos exibiram atividade significativa de varredura de radicais
nos ensaios ABTS, ORAC e NO, com o PcT-1 apresentando uma ligeira vantagem devido
as suas caracteristicas estruturais Unicas, e o PpT-2 demonstrando superioridade na
atividade antioxidante vascular. Importante, ambos os peptideos ndo foram citotoxicos
para os eritrocitos humanos e mostraram seguranca em G. mellonella in vivo, destacando
seu potencial como agentes terapéuticos seguros.

Nosso estudo posiciona os peptideos PcT-1 e PpT-2 como alternativas naturais

com propriedades antioxidantes que podem complementar ou melhorar terapias
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existentes. Ao contrario dos antioxidantes sintéticos, peptideos como PcT-1 e PpT-2
oferecem uma abordagem biocompativel que se alinha mais estreitamente aos processos
fisioldgicos, potencialmente reduzindo o estresse oxidativo e a inflamagdo sem efeitos
adversos significativos. Peptideos tém, de fato, ganhado mais atencéo recentemente. Por
exemplo, peptideos derivados de sapos tém sido investigados como alternativas
terapéuticas possiveis para prevenir ou tratar diversas condicbes fisiopatologicas
associadas a inflamacéo e ao estresse oxidativo, incluindo cicatrizacao de feridas na pele
(Lletal.,2023; LI et al., 2024), danos por radiacdo ultravioleta (WANG et al., 2022; XIE
etal., 2021), diabetes (CONLON et al., 2024) e doencas neurodegenerativas (MOREIRA
et al., 2024).

Esses peptideos podem oferecer um beneficio duplo: combater o estresse
oxidativo enquanto minimizam os riscos associados ao uso prolongado de tratamentos
sintéticos. A pesquisa futura deve se concentrar em investigar os mecanismos moleculares
pelos quais PcT-1 e PpT-2 exercem seus efeitos antioxidantes, com énfase particular em
modelos de aterosclerose e outras doencas relacionadas ao estresse oxidativo, como 0s
distdrbios neurodegenerativos. Além disso, esses peptideos tém potencial para um maior
desenvolvimento em estratégias terapéuticas direcionadas. Por exemplo, nanoparticulas
projetadas poderiam ser usadas para entregar esses peptideos especificamente aos locais
de patologia associada ao estresse oxidativo, aumentando sua eficacia enquanto limitam
a exposicao sistémica (LI et al., 2023). Expandindo esses achados, estudos abrangentes
in vivo sdo necessarios para avaliar ainda mais o potencial terapéutico de PcT-1 e PpT-2
e para comparar sua eficacia com as opcdes de tratamento existentes. Em resumo, nosso
estudo destaca o potencial dos peptideos derivados de anfibios como recursos valiosos
para o desenvolvimento de terapias inovadoras para combater o estresse oxidativo e
patologias relacionadas. Ao avancar nossa compreensdo sobre esses peptideos, esta
pesquisa estabelece as bases para futuras estratégias de tratamento que possam fornecer
solugdes mais seguras e potencialmente mais eficazes para 0 manejo de condi¢cdes como

aterosclerose e doengas neurodegenerativas.
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RESUMO

Triptofilinas constituem um grupo heterogéneo de peptideos que sdo uma das primeiras
classes de peptideos identificados nas secrecdes da pele de anfibios. Neste estudo,
relatamos a caracterizacdo estrutural e as propriedades antioxidantes de um novo peptideo
tipo tryptophyllin, denominado PpT-2, isolado da ra verde ibérica Pelophylax perezi. A
secrecdo da pele de P. perezi foi obtida por estimulacdo elétrica e fracionada por RP-
HPLC. O sequenciamento de peptideos de novo foi realizado utilizando MALDI MS/MS.
A estrutura primaria de PpT-2 (FPWLLS-NH_) foi confirmada por degradacéo de Edman
e subsequentemente investigada por ferramentas in silico. PpT-2 compartilha
propriedades fisico-quimicas com outros antioxidantes bem conhecidos. Para testar a
atividade antioxidante de PpT-2 in vitro, o peptideo foi sintetizado por fase solida e
avaliado nos ensaios de varredura de radicais baseados em ABTS e DPPH. Em seguida,
foi realizado um experimento de citometria de fluxo para avaliar a atividade antioxidante
de PpT-2 em células microgliais murinas desafiadas com estresse oxidativo. Como
predito pelas analises in silico, PpT-2 eliminou radicais livres in vitro e suprimiu a
1geracdo de espécies reativas em células BV-2 de microglia estimuladas por PMA.
Investigamos ainda possiveis bioatividades de PpT-2 contra células de cancer de prostata
e bactérias, contra as quais o peptideo exerceu um efeito antiproliferativo moderado e
atividade antimicrobiana negligenciavel. A biocompatibilidade de PpT-2 foi avaliada em
ensaios de citotoxicidade e em toxicidade in vivo com Galleria mellonella. Nenhuma
toxicidade foi detectada em células tratadas com até 512 pg/ml e em G. mellonella
tratadas com até 40 mg/kg de PpT-2. Este novo peptideo, PpT-2, se apresenta como um
peptideo promissor com potencial para aplicacdes terapéuticas e biotecnologicas,

principalmente para o tratamento/prevencao de disturbios neurodegenerativos.

Palavras-chave: anfibios, antioxidante, peptideo bioativo, neuroprotecdo, Pelophylax

perezi, triptofilina.
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1. INTRODUCAO

A pele é um dos tecidos corporais mais expostos ao estresse e requer certos
mecanismos para lidar com essa pressdo (SHI et al., 2016; YANG et al., 2009). A pele
dos anfibios apresenta um arsenal de compostos bioativos originais que permitem a
adaptacao a ambientes com caracteristicas extremas, como altos niveis de oxigénio, baixa
temperatura e alta radiacdo ultravioleta (UV) (TABOADA et al., 2017; YANG et al.,
2016). Alem disso, a secrecdo da pele da maioria dos anfibios é composta por moléculas
que atuam em uma variedade de mecanismos de defesa contra agressores externos, como
microorganismos, parasitas ou predadores (LEITE et al., 2005; ARCANJO et al., 2015).
As triptofilinas sdo uma das primeiras classes de peptideos identificadas nas secrecfes da
pele de anfibios, e estdo frequentemente associadas a atividades que afetam a
musculatura, incluindo propriedades de dilatagdo e constricdo dos vasos sanguineos
(PERSEO et al., 1984; CHEN et al., 2004; WANG et al., 2009; WANG et al., 2013).
Atividades bioldgicas relevantes como ac¢Ges antimicrobianas e antiproliferativas foram
descobertas relacionadas a essa classe de peptideos (ELLIS-STEINBORNER etal., 2011;
GE etal., 2014).

Assim, o papel da triptofilinas como parte do arsenal de peptideos das secrecbes
da pele de anfibios ainda sdo incertos, uma vez que todas as atividades bioldgicas
descritas acima sdo modestas, gerando dividas sobre sua relevancia fisioldgica. Expor a
pele dos anfibios a radiacdo UV durante o dia, juntamente com uma alta disponibilidade
de Oz na transicdo dos habitats aquaticos para os terrestres, pode levar a geracdo de
espécies reativas de oxigénio (ROS).

Recentemente, peptideos com propriedades antioxidantes foram caracterizados na
secrecdo cutanea de anfibios, sugerindo um papel fisiolégico de alguns peptideos no
combate ao estresse oxidativo (BARBOSA et al., 2018; FENG et al., 2021). De fato, o
primeiro peptideo expresso na secrecao cutanea de Pithecopus azureus ao longo de sua
metamorfose, durante a transicdo da dgua para a terra, demonstrou atividade antioxidante
(BARBOSA et al., 2021).

Peptideos antioxidantes de anfibios (AOPs) exibiram propriedades de eliminacéo
de espécies reativas de oxigénio (ROS), sendo identificados em uma variedade de

géneros. A maioria deles é encontrada em géneros da familia Ranidae, como Hylarana,
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Amolops, Rana e Odorrana, mas também ocorrem em géneros de outras familias, como
Nanorana (Dicroglossidae) e Physalaemus (Leptodactylidae), apresentando alta
variabilidade estrutural (GUO et al., 2014; WANG et al.,2017; YANG et al., 2009,
YANG et al., 2016; BARBOSA et al., 2018).

Neste estudo, um novo peptideo amidado, denominado PpT-2, foi identificado na
secrecdo cutanea da ra-verde-ibérica (Pelophylax perezi), proveniente da Ilha de Séo
Miguel, no arquipélago dos Acores, Portugal. Detalhes morfologicos e histoldgicos da
pele foram analisados para identificar as glandulas acessorias e granulares. A possivel
relagdo entre o PpT-2 e a protecdo contra a oxidacéo foi investigada por meio de estudos
in silico e ensaios in vitro de eliminacdo de radicais livres. Até onde sabemos,
identificamos pela primeira vez um peptideo semelhante as triptofilinas com potencial
antioxidante.

Além disso, estudos in silico foram realizados para avaliar a transi¢do da prolina
e sua relagdo com as propriedades fisico-quimicas, bem como as propriedades
antioxidantes e reatividades locais do PpT-2 em comparagdo com outros compostos.
Foram conduzidos estudos de citotoxicidade em modelos mamiferos, incluindo testes
contra células humanas de cancer de prdstata (linha celular PC3) e testes de toxicidade in
vivo em larvas de Galleria mellonella. Por fim, ROS e espécies reativas de nitrogénio
(RNS) foram quantificadas com sondas fluorescentes intracelulares em células

microgliais BV-2, a fim de avaliar o potencial neuroprotetor do PpT-2,

2. MATERIAL E METODOS

2.1 Purificacgdo, caracterizacao e analise de sequéncia

A secrecdo seca (1 mg) foi dissolvida em agua Milli-Q (500 pl) e submetida a
separacdo em um sistema HPLC (LC-20 CE; Shimadzu), utilizando uma coluna de fase
reversa Vydac C18 (2018 TP). As fragdes foram eluidas com um gradiente linear de acido
trifluoroacético 0,1% (v/v) em acetonitrila, variando de 5% a 60% ao longo de 60
minutos, e de 75% a 95% em 5 minutos, com uma taxa de fluxo de 1 ml/minuto.

As fracbes foram monitoradas nos comprimentos de onda de 216 e 280 nm,
coletadas em tubos e secas por centrifugacdo a vacuo. Detalhes sobre a coleta do material

biolégico e o processamento das amostras para os estudos morfoldgicos da pele estdo
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disponiveis no Material Suplementar. Além disso, aliquotas foram preparadas para
espectrometria de massas (MALDI-TOF/TOF) e degradagdo de Edman, conforme
descrito detalhadamente no Material Suplementar (SOUSA et al., 2020).
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Figura 16. (A, B) Exemplares adultos de Pelophylax perezi (Lopez-Seoane 1885) mostrando polimorfismo
na pigmentacdo da pele com diferentes padrdes de cores. (Fotos: Peter Eaton). (C) Habitat tipico de P.
perezi no arquipélago dos Acores é um pequeno corpo de agua permanente (Ilha de Santa Maria, Acores,
Portugal). (Foto: José Leite). (D) Mapa de distribuicéo das coletas de P. perezi neste trabalho no arquipélago
dos Acores (ilhas de Sdo Miguel e Santa Maria). (E) Detalhe de P. perezi mostrando a area da regiéo dorsal
do animal, com maior predominancia de tecido glandular, onde a andlise histoldgica foi realizada. (F)
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Fotomicrografias da pele de P. perezi, mostrando a epiderme superficial e a derme dividida em uma camada
subepitelial frouxa e uma camada profunda densa. O tecido epitelial é do tipo pavimentoso estratificado
[epitélio pavimentoso (EP)], formado por até quatro camadas de células (barra de escala: 200 pm) (H&E:
coloracdo de hematoxilina e eosina). (G) Na derme frouxa, ha inimeras glandulas alveolares simples,
serosas (estrela verde) e mucosas (estrela amarela), e granulacdo densa de melanina dispersa (M) entre os
alvéolos (F e G) (Figura 2C, barra: 200 um). Na derme profunda, os feixes de fibras de colageno exibem
disposicdo ndo modificada e os nucleos dos fibroblastos dispersos na matriz extracelular. Glicoproteinas e
mucopolissacarideos foram marcados por reagente de Schiff (&cido periédico de Schiff, PAS). (H)
Cromatograma de HPLC em fase reversa do extrato bruto da secrecdo da pele de P. perezi. A absorvancia
da amostra foi monitorada em 216 (linha preta) e 280 nm (linha vermelha) em unidades arbitrarias (a.u.).
As fragdes contendo PpT-2 sdo indicadas pela seta azul. (1) Espectros MS/MS de PpT-2, [M+H]*=761,4
Da, adquiridos em um MALDI-TOF/TOF UltrafleXtreme; sequéncia de aminoacidos FPWL/IL/IS-NHa.

2.2 Estudos computacionais: lIsomerizacdo cis-trans e propriedades
antioxidantes

A sequéncia de PpT-2 foi modelada com o auxilio do pacote computacional
Avogadro, considerando a modificacdo amidica no C-terminal e a protonacdo do N-
terminal (HANWELL et al., 2012). Avaliacbes conformacionais preliminares foram
realizadas por meio de simulac¢Ges de dinamica molecular (MD) em alta temperatura, para
reproduzir com precisdo as caracteristicas estruturais do peptideo (BATAGIN-NETO et
al., 2013). Para esse proposito, PpT-2 foi colocado em contato com um reservatorio
térmico a 1000 K, e 100 conformacdes distintas foram armazenadas durante a simulacéo
para posterior otimizacdo geométrica (50 estruturas com conformacdo inicial cis da
prolina e 50 trans).

As buscas conformacionais por MD foram conduzidas utilizando o campo de
forca AMBER com o auxilio do pacote computacional Gabedit (WANG et al., 2004;
ALLOUCHE et al., 2020). Otimizacdes geométricas preliminares foram realizadas para
todos os conférmeros usando a abordagem Hartree-Fock (HF) e posteriormente
otimizadas no contexto da teoria do funcional da densidade de Kohn—Sham (KS-DFT).
indices de Fukui condensados para atomos (CAFI), suavidade local e mapas doador-
aceptor (DAM) foram calculados para prever a reatividade local da sequéncia. Todas as
abordagens in silico estdo descritas detalhadamente no Suplemento S1 (KLAMT et al.,
1993; BECKE et al.,1993; CANCES et al., 1997; BELLVER-LANDETE et al., 2019;
YANG et al., 1986; FRISCH et al., 2009). As propriedades antioxidantes de PpT-2 foram
comparadas as de salamandrina-1 (nas formas protonada e ndo protonada), glutationa,

trolox e outros antioxidantes, estimadas no mesmo nivel tedrico.
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2.3 Sintese e quantificacdo do peptideo

Durante este estudo, duas metodologias de sintese de peptideos em fase sélida
(SPPS) foram utilizadas (CHAN et al., 2000; BRAND et al., 2019; GILL et al., 1989;
BEHRENDT et al., 2016; GOMES et al., 2019).

2.4 Ensaios antibacterianos e de captura de radicais livres in vitro

A atividade antibacteriana do PpT-2 foi avaliada utilizando o método de
microdiluicdo em caldo, de acordo com as recomendacdes do Clinical and Laboratory
Standards Institute (2015) e conforme descrito anteriormente, contra quatro cepas de
referéncia: Escherichia coli ATCC 25922, Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853,
Staphylococcus aureus ATCC 29213, Enterococcus faecalis ATCC 29212 (BESSA et
al., 2018). Os peptideos foram testados em uma faixa de concentragdo de 1-1024 pg/ml.A
atividade de captura de radicais livres foi avaliada in vitro por meio de dois ensaios
quimicos: ABTS (2,2-azino-bis(3- etilbenzotiazolina-6-acido sulfénico)), DPPH (2,2-
difenil-1-picrilhidrazil). Para ambos os ensaios, PpT-2 foi diluido em tampéo fosfato
salino (PBS) contendo 27% (v/v) de dimetilsulféxido (DMSO) para preparar a solucéo
estoque a 1,5 mg/ml. Essa solucdo foi diluida em vérias concentra¢bes (0,031-0,25
mg/ml) utilizando PBS antes da realizacio dos ensaios (GIAO et al., 2007; MARXEN et
al., 2007).

2.5 Analise intracelular de EROs e ERNs por Citometria de Fluxo

Espécies reativas de oxigénio (EROs) e espécies reativas de nitrogénio (ERNS)
foram quantificadas em células microgliais BV-2 (BCRJ, #0356) e SK-N-BE(2) (Homo
sapiens, tecido cerebral; neuroblasto, CRL-2271-ATCC) utilizando sondas fluorescentes
intracelulares.

A producéo intracelular de ROS foi medida com DCFH-DA (Sigma-Aldrich).A
producdo de RNS foi medida com DAF-FM (Sigma-Aldrich). As células BV-2 e SK-N-
BE(2) foram aderidas a placa por 2 horas (1,0 x 10° células/pogo; 200 ul/pogo) e, em
seguida, submetidas aos seguintes tratamentos meio DMEM, 100 nM PMA (phorbol 12-
myristate 13-acetate, Sigma-Aldrich), 100 nM PMA + 50 uM PpT-2, 100 nM PMA +
100 uM PpT-2, 50 uM PpT-2, 100 uM PpT-2. O tempo de incubagéo foi de 30 minutos
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para células BV-2 e 60 minutos para células SK-N-BE(2). Em seguida, as sondas DAF-
FM e DCFDA foram adicionadas conforme as instru¢des do fabricante. A producéo de
ROS e RNS foi avaliada por citometria de fluxo (FACSCalibur, BD Bioscience), com
excitacdo a 488 nm e deteccdo da emissdo no canal FL-1 (515-545 nm). Para cada
amostra, 10.000 eventos foram registrados e os dados foram analisados utilizando FlowJo
v. 10.7

2.6 Ensaios de citotoxicidade em células humanas

2.6.1 Ensaio de hemolise em células sanguineas humanas

A atividade hemolitica do PpT-2 foi testada utilizando globulos vermelhos
humanos (RBCs), seguindo um protocolo previamente descrito, com algumas
modificagOes (BIGNAMI et al., 1993).

Procedimento: Amostras de sangue humano foram coletadas em tubos contendo
KGEDTA (4cido etilenodiaminotetraacético, sal de potassio). Os RBCs foram isolados por
centrifugacdo e lavados trés vezes com 50 mM de solucdo salina tamponada com fosfato
(PBS), pH 7,4. SolucBes do peptideo em concentragcdes crescentes (0-400 uM) foram
adicionadas a suspens@es de hemacias (RBCs) a 1% (v/v) e incubadas por 1 hora a 37°C.
As amostras foram entdo centrifugadas a 870 x g por 5 minutos.

Os sobrenadantes foram coletados, e a absorbancia (A) foi medida a 540 nm. O
controle positivo (100% de hemolise) foi obtido adicionando-se 0,1% de Triton X-100
(v/v) a uma amostra, enquanto o controle negativo foi determinado por uma suspenséo de
RBCs em PBS pH 7,4. Os ensaios de hemolise foram realizados em triplicatas (SOUZA
et al., 2020; BIGNAMI et al., 1993; ZHAO et al., 2013; PLACIDO et al., 2020). A

porcentagem de hemolise foi calculada pela seguinte formula:

[(Abspeptide-Abspes)/ (AbSTritonx-100) — Abspss)] % 100

2.6.2 Ensaio de viabilidade celular de uma linha celular microglial humana
A citotoxicidade de PpT-2 também foi avaliada usando células microgliais
humanas. A linha celular microglial humana HMC3 foi obtida da ATCC (ATCC®
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CRL3304TM). Essas células foram cultivadas com DMEM GlutaMAX™-| (Thermo
Fisher Scientific) suplementado com 10% de soro fetal bovino (FBS) (Thermo Fisher
Scientific), 100 U/ml de penicilina e 100 pg/ml de estreptomicina (Thermo Fisher
Scientific), sendo mantidas a 37°C, com 95% de ar e 5% de CO2, em um incubador com
umidade controlada.

A viabilidade celular foi determinada pela medicdo da atividade metabdlica
celular total, utilizando a reducdo de resazurina para o resorufina fluorescente.
Brevemente, apds 24 horas de exposi¢do ao PpT-2, foram adicionados 8 pl de uma
solugéo de resazurina a 400 uM em cada pogo. Apds 4 horas de incubagdo no escuro
(37°C; 95% ar/5% COy), a fluorescéncia foi medida por espectrometro de fluorescéncia
com Aexcitagao = 530 nm e Aemissao = 590 nm. Todas as exposi¢des foram realizadas

em triplicata e cada ensaio foi repetido em triplicata (FREITAS et al., 2011).

2.6.3 Ensaio de viabilidade celular de uma linha celular de cancer de
prostata humana

A célula de cancer de prostata humana, PC3 (ATCC® CRL-1435™, Homo
sapiens prostata; derivada de um local metastético: 0sso), foi cultivada em meio RPMI
(Sigma-Aldrich) suplementado com 10% (v/v) de FBS (Sigma-Aldrich) e 1% (v/v) de
penicilina-estreptomicina (Lonza) a 37°C e atmosfera com 5% de CO2. O kit
colorimétrico de proliferacdo celular com o corante XTT, 3'-[1-[(fenilamino)-carboni]-
3,4-tetrazolium]-bis(acido benzo-sulfonico 4-metoxi-6-nitro) (Sigma-Aldrich), foi
utilizado para avaliar a viabilidade celular, conforme as instru¢cbes do fabricante
(ROEHM et al., 1991). Resumidamente, as células PC3 foram semeadas em triplicata em
placas de 96 pogos a uma densidade celular de 5 x 10* células/ml. Apds 24 horas, as
células foram lavadas com PBS e tratadas com concentracdes crescentes de PpT-2 (10—
400 uM) diluidas em meio RPMI ndo suplementado por mais 48 e 72 horas. A mistura
XTT foi adicionada para uma incubacdo adicional de 4 horas. A absorbancia (A) foi
medida a 492 nm, com comprimento de onda de referéncia a 690 nm, e a viabilidade

celular foi determinada pela seguinte equagéo:

Viabilidade celular (%) = [((Ab5492*Ab5690)amostra)/((Ab5492*AbS690)controle)] x 100
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Os ensaios de viabilidade celular foram realizados em triplicata (KAMILOGLU
et al., 2020).

2.7 Toxicidade in vivo em larvas de Galleria mellonella

A toxicidade do PpT-2 foi adicionalmente avaliada usando o modelo in vivo de
Galleria mellonella, conforme descrito por Balasubramanian (2018), com algumas
modifica¢bes. Grupos de 16 larvas de 6° instar de tamanho semelhante (250-300 mg)
foram injetadas com 10 pl de diferentes doses de PpT-2 (40, 20 e 10 mg/kg) diluidas em
PBS, ou apenas com PBS (grupo controle). Apos o tratamento, as larvas foram mantidas
a 30°C por 7 dias e monitoradas diariamente para sobrevivéncia. O ensaio foi realizado
pelo menos duas vezes, e a curva de sobrevivéncia de Kaplan-Meier foi gerada utilizando
o software GraphPad Prism 6.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Morfologia das glandulas e identificagdo de PpT-2

Os triptofilinas sdo uma grande, mas heterogénea, familia de peptideos
inicialmente isolados do género Phyllomedusa (WANG et al., 2013). No entanto,
peptideos estruturalmente relacionados foram identificados em outros géneros de
anfibios, incluindo Litoria da Oceania (STEINBORNER et al., 1994). Em nosso trabalho,
identificamos um novo Tryptofillina na secrecdo dérmica de P. perezi (Figura 1A, B) do
Arquipélago dos Acores (Figura 1C, D). Notavelmente, este € o primeiro peptideo
identificado na secre¢do dérmica de P. perezi, além de ser a primeira tryptofillina
identificada em uma espécie de distribuicdo na Europa. A distribuigdo da espécie P. perezi
a Peninsula Ibérica e o sul da Francga, e o limite norte de sua distribui¢do provavelmente
é ao sul da bacia do Loire (BARBADILLO et al., 1999).

Pelophylax perezi ndo é endémico das ilhas oceénicas e, segundo estudos
antropologicos, foi introduzido nesse habitat ha pelo menos 200 anos (HARRIS et al.
2013). Atualmente, esta distribuido por todas as ilhas do arquipélago dos Agores, vivendo
em corpos de agua temporarios, como lagoas formadas por chuvas (Figura 1C). As
secrecOes da pele de muitos, mas ndo todos, 0s anuros (sapos e ras) que contém peptideos

bioativos estdo armazenados em glandulas granulares. Essas glandulas estdo localizadas
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principalmente na pele dorsal, onde as glandulas sdo cercadas por midcitos e inervadas
por fibras simpaticas. Detalhes da pele dorsal de P. perezi mostram uma maior
predominancia de tecido glandular, onde as andlises histoldgicas foram realizadas
(detalhes da analise histoldgica estdo incluidos na secdo de informacgdes suplementares)
(Figura 1E). A epiderme superficial e a derme s&o divididas em uma camada subepitelial
solta e uma camada profunda densa (Figura 1F). O epitélio estratificado pavimentoso €
formado por até quatro camadas celulares (Figura 1G). Na derme solta, ha inimeras
glandulas alveolares simples, serosas e mucosas, € uma granulacdo densa de melanina
dispersa entre os alvéolos (Figura 1F, G). Na derme profunda, os feixes de fibras de
colageno exibem disposic¢éo ndo modificada, e os nucleos dos fibroblastos estéo dispersos
na matriz extracelular.

Apesar da grande variedade de peptideos ja descritos na biodiversidade de
anfibios europeus, como os brevinins antimicrobianos e os esculentins, ndo haviam sido
feitos estudos com a secreco da pele de P. perezi (PLACIDO et al., 2020; SAVELYEVA
et al., 2014; SIMMACO et al., 1994). A partir da analise de HPLC da secrecao crua da
pele, identificamos mais de 20 fracdes, incluindo aquela que continha o peptideo em
investigacdo (Figura 1H). Este foi detectado como um componente novo da secrec¢éo da
pele, caracterizado por MALDI-TOF MS e degradacdo de Edman, possuindo uma massa
molecular de 761,41 Da e a sequéncia de residuos de aminoécidos FPWLLS-NH: (Figura
11). A analise da sequéncia nos permitiu concluir que se tratava de um peptideo do tipo
triptofillina, nomeado PpT-2, para refletir a espécie de anfibio de origem (Pelophylax
perezi) e a classe tryptophyllin 2 (WANG et al., 2009).

A anélise cromatografica mostrou a presenca de pelo menos trés fragdes contendo
PpT-2, 0 que pode ser explicado pela presenca de prolina em sua sequéncia. As prolinas
estdo associadas a presenca de diferentes rotdmeros cis/trans; isso sera discutido mais
adiante, ao abordar os estudos computacionais realizados.

Uma comparacdo da estrutura primaria de PpT-2 com a estrutura de outras
triptofilinas esta previamente relatada na Tabela 1. Todos 0os membros dessa familia
heterogénea se dividem em trés grupos distintos (T-1, T-2 e T-3). As triptofilinas
continuam sendo o0 Unico grupo de peptideos isolados das secre¢des da pele de anfibios
que sdo caracterizadas unicamente com base em aspectos quimicos, em vez de ser por

bioatividade especifica. Por esse motivo, a bioatividade desse grupo de peptideos ainda
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ndo estd clara, e a referéncia as suas estruturas primérias indica um alto grau de
heterogeneidade. Identificados pela primeira vez na pele de ras do género Phyllomedusine
neotropicais, 0s peptideos tryptophyllin-2 foram isolados também da secre¢édo da pele da
rd arboricola australiana Litoria rubella (WANG et al., 2013; STEINBORNER et
al.,1994).

Tabela 5. Estruturas primarias, origem e parametros fisico-quimicos das triptofilinas de anfibios

Sequéncia Nome Fonte Biolégica Distribui¢do Geografica Massa Molecular (M,) Ponto Isoelétrico (pl) Referéncia
FPWLLSa PpT-2 “Pelophylax perezi¢ |12 de Sao Miguel, 7614 138 Este trabalho
Acores

DMSPPWHa PdT-2 Pachymedusa Endémico do México 876.98 78 Feng et al, 2021
dacnicolor*
*Phyllomedusa - .

FPPWV T-2a thodei* Endémico do Brasil 643.79 138 WANG et al, 2009
*Phyllomedusa - .

FPPWLa T-2b rhodei* Endémice do Brasil 657.81 138 WANG et al,, 2009
*Phyllomedusa P .

FPPWMa T-2¢ thodei* Endémico do Brasil 675.85 138 WANG et al,, 2009
¥

PQPWVa T-2d r:gg'ﬁ‘f{“e““” Endémico do Brasil 638.72 138 WANG et al, 2009
*Phyllomedusa . .

pQPWMa T-2e thodei* Endémico do Brasil 670.79 138 WANG et al, 2009

pQFPWL L1 *Litoria rubella* Oceania 79993 138 WANG et al, 2017

FPWL L2 *Litoria rubella* Oceania 561.68 6.0 WANG et al,, 2017

FLPWY L3 *Litoria rubella* Oceania 724,86 5.9 WANG et al, 2017

pQIPWFHR L4 *Litoria rubella* Oceania 1094.24 9.2 WANG et al,, 2017
N

KP(HyPJAWPa PdT-1 Pachymedusa Endémico do México 709.85 139 WANG et al, 2013
dacnicolor*

3.2 Andlise estrutural tedrica sobre a conformacao de prolina em PpT-2

Para melhor interpretar as dissimilaridades observadas nos tempos de retengéo das
fragbes de PpT-2 detectadas por analise cromatogréafica (Figura 1H), foi realizado um
estudo comparativo das estruturas contendo prolina terminal trans e cis. A Figura 2A—F
apresenta a distribuicdo relativa das estruturas (apos otimizacao de geometria) em relacéo
aos angulos diedricos da unidade P, energias totais moleculares, area superficial e volume

molecular.
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Estruturas com angulos diédricos proximos de 0° foram definidas como prolinas
cis, enquanto aquelas proximas a 180° sdo definidas como prolinas trans (Figura 2A).
Observe que as prolinas cis apresentam ligeira distorcao estruturas, com angulos diédricos
proximos a 13°, enquanto valores médios proximos de 173° sdo observados para as
prolinas trans. Ambos os sistemas apresentam caracteristicas energéticas e estruturais
muito semelhantes, o que sugere que ambos 0s rotdmeros devem estar presentes nas
amostras (Figura 2B—F). Em particular, sdo observadas energias ligeiramente mais baixas
para a prolina cis, o que também apresentam distancias menores entre a cabeca e a cauda
(Figura 2C,D). Peptideos com prolinas terminais cis também apresentam areas
superficiais ligeiramente maiores. Tais diferencas sutis permitem interpretar os diferentes
tempos de retencao detectados na analise cromatografica (Figura 1H). O envolvimento
de peptideos assumindo a isomerizacdo cis-trans de P também foi investigado para a
bradicinina, um peptideo bioativo encontrado em vertebrados, incluindo nas secre¢des da
pele de anfibios (CONLON et al., 1997). A bradicinina possui trés residuos de P, todos
cruciais para estabelecer as varias conformac6es do peptideo, mas apenas quando todos
os trés residuos assumem a conformacéo trans, a bradicinina é capaz de se ligar ao seu
receptor (PIERSON et al., 2013; GIELDON et al., 2008). Nesse caso, ela promove uma
série de efeitos farmacoldgicos, principalmente associados a inflamacéo, resposta a dor,
vasodilatacdo e regulacdo da presséo arterial (MARCEAU et al., 2020). Dadas as
semelhancas energéticas e estruturais entre ambos os rotameros, a implicacdo bioldgica

das mdltiplas conformacdes de PpT-2 deve ser investigada mais a fundo no futuro.
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Figura 17. Comparacdo entre PpT-2 com residuos de prolina cis e trans. (A) Distribuicdo dos angulos
diédricos, (B) energias totais, (C) distribui¢cdes de energia total em fun¢do das distancias cabeca-cauda, (D)
estrutura dos conformers mais estaveis, (E) area da superficie molecular e (F) volume molecular.

3.3 Ensaios antimicrobianos de PpT-2

Para explorar as atividades biolégicas de PpT-2, foram realizados ensaios
antimicrobianos contra bactérias Gram-negativas e Gram-positivas. Embora a maioria das
triptofilinas descritas na literatura ndo apresentem atividade antimicrobiana (TRAN et al.,
2021) AcT-2 (GMRPPWF-NH.), encontrado na secre¢do da pele da ra de olhos
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vermelhos Agalychnis callidryas, inibe o crescimento de Staphylococcus aureus (CIM =
256 ug/ml), Escherichia coli (CIM = 512 pg/ml) e Candida albicans (CIM = 128 pg/ml),
ou seja, apresenta uma acdo antimicrobiana moderada.12 No entanto, para o PpT-2,
nenhuma atividade antimicrobiana foi detectada até concentracdes de 1 mg/ml do
peptideo (Tabela S1) (GE et al., 2014).

3.4 Propriedades antioxidantes de PpT-2

Compostos antioxidantes apresentam uma interessante capacidade de interromper
ou retardar reacfes em cadeia de oxidacdo responsaveis pelo dano celular (ALFEI et al.,
2020). O mecanismo de agdo desses compostos geralmente envolve uma série de
processos complexos de desativacdo/captura de radicais livres por meio de mecanismos
de transferéncia de carga (CT) e/ou reacdes quimicas (CONLON etal., 1997). Do ponto
de vista tedrico, é importante classificar essa atividade para compostos distintos para
identificar sistemas otimizados, o que pode ser alcan¢ado por meio de estudos in silico.

Nesse contexto, calculos quimicos guanticos tém sido empregados com sucesso
para investigar processos relevantes de transferéncia de carga (CT) e atividades
antioxidantes de sistemas bioldgicos (CONLON et al., 1997; PLACIDO et al., 2020;
BELLVER — LANDETE et al., 2019). Potenciais propriedades antioxidantes do PpT-2
(apenas o conformador mais estavel) foram avaliadas por meio de célculos baseados em
DFT e comparadas com outros antioxidantes (PLACIDO et al., 2020). O mapa DAM
destaca o PpT-2 como um bom receptor de elétrons e um mau doador de elétrons, de
forma semelhante a salamandrina-1 protonada (Figura 3A). Esse resultado sugere que
esses peptideos podem ter mecanismos antioxidantes semelhantes. Observe que a
protonacdo na extremidade N aumenta as propriedades receptoras de elétrons da
salamandrina-1. (PLACIDO et al., 2020).

A Figura 3B apresenta uma comparagédo entre os CAFIs de salamandrina-1 e do
PpT-2. Pode-se observar que a unidade W desempenha um papel essencial na reatividade
de ambos os compostos, especialmente em relagdo a eletrofilos (f 7) e radicais livres (f ©).
A reatividade em relacdo aos nucledfilos (f *) é distribuida pela estrutura, sendo mais
intensa nos atomos de oxigénio dos carboxamidas terminais. Uma comparagédo entre a
maciez local de salamandrina-1 protonada (NHs* no terminal N) e PpT-2 é mostrada na

Figura 4. As regibes sombreadas indicam o intervalo associado a maciez local de
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oxidantes tipicos (H202, OH® e HOO", estimados no mesmo nivel teérico por Placido et
al (2020), de modo que as semelhancas entre os indices s*/s-, s/s*, e s%s® dos
peptideos/espécies oxidantes comuns podem ser comparadas. De acordo com o principio
de dureza-maciez e acidos-bases (HSAB), as reacBes quimicas sdo favorecidas entre
atomos com maciez local semelhante; nesse sentido, atomos com s*, s~ e s° nas regides

cinzas devem interagir efetivamente com os compostos oxidantes.
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Figura 18: (A) Relacdo de doacdo/aceitacdo de elétrons de PpT-2 e salamandrina-1 protonada comparada
aos valores da literatura. (B) Representacdo molecular 3D de PpT-2 e salamandria-1 protonada, esquema
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Figura 19. Estudo comparativo da suavidade quimica local da salamandrina-1 protonada e do PpT-2 em
relagdo ao H20., OHs e HOO-.Atividades antioxidantes:(A) Antioxidantes como eletrofilos (s7).(B)
Antioxidantes como nucle6filos (s7).(C) Antioxidantes como sequestradores de radicais livres (s°).

Em relacdo aos resultados relatados por Placido et al. (2020) pode-se notar que a
protonacdo da salamandrina-l direciona a reatividade f* (ou seja, em direcdo aos
nucleofilos) para os residuos de aminoacidos terminais (fenilalanina (F) e alanina (A)), o
que esta associado a presenca de um hidrogénio labil (H) no grupo NHs* (terminal N).
Paraf ™, observa-se a relevancia dos aminoacidos F, A e W na salamandrina-1; e F, P e W
para PpT-2. Paraf -, a reatividade ¢ dominada pelas unidades W em ambos 0s peptideos.
Como observado para f % e s°, a reatividade dos sistemas em relagéo aos radicais livres é
dominada por W, indicando a relevancia do triptofano nas propriedades antioxidantes dos
peptideos.Os dois peptideos apresentam reatividades locais muito semelhantes,

reforcando a hipotese de que possuem mecanismos de acao similares.
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Diversos ensaios foram introduzidos para medir a capacidade antioxidante de
moléculas bioldgicas. O conceito de capacidade antioxidante surgiu inicialmente da
quimica e, posteriormente, foi adaptado a biologia, medicina, epidemiologia e nutrigdo
(FLOEGEL et al., 2011). Esse conceito oferece uma visdo mais ampla dos antioxidantes
presentes em uma amostra bioldgica, pois considera os efeitos aditivos e sinérgicos de
todos os antioxidantes, em vez do efeito de compostos isolados. Portanto, pode ser util
estudar os potenciais beneficios a saude dos antioxidantes em doencas mediadas por
estresse oxidativo. (PUCHAU et al.,2009).

A capacidade do PpT-2 de capturar radicais ABTS e DPPH in vitro foi testada
utilizando trolox como composto de referéncia e o peptideo endégeno glutationa como
peptideo antioxidante de referéncia (Tabela S2). O PpT-2 apresentou uma atividade de
captura de ABTS de 0,269 mg de equivalentes de trolox por mg de peptideo, o que é
comparavel a de outros peptideos derivados de anfibios, como salamandrina-1 (0,285 mg
de trolox-eg/mg de peptideo) e antioxidina-RP1 (0,300 mg de trolox-eq/mg de peptideo).
Esses valores sdo superiores a atividade da antioxidina-1 (0,010 mg de trolox-eq/mg de
peptideo), mas muito inferiores a da glutationa (1,911 mg de trolox-eq/mg de peptideo).
No geral, os resultados indicam que o PpT-2 possui atividades de captura de radicais
livres, sendo a atividade mais forte contra os radicais ABTS, e essa capacidade esta
quimicamente associada a atividade antioxidante. Isso concorda com estudos anteriores,
nos quais peptideos bioativos identificados na secrecdo da pele de anfibios apresentaram
forte atividade antioxidante contra radicais ABTS e pouca ou nenhuma atividade contra
radicais DPPH, como relatado para glutationa, salamandrina-l1, antioxidina-RP1 e
antioxidina-1 (PIACIDO et al., 2020; BARBOSA et al., 2018).

3.5 Estudos de citotoxicidade e toxicidade in vivo de PpT-2

Apesar das limitac6es dos ensaios de citotoxicidade in vitro, sua importancia no
desenvolvimento inicial de medicamentos é inquestionavel. Existem varios pros e contras
no uso de ensaios de viabilidade celular ou citotoxicidade como modelo confiavel para
medicamentos humanos (BACSKAY et al., 2018). Neste estudo, ndo houve diminuicio
estatisticamente significativa na viabilidade celular da micréglia humana tratada com
PpT-2 (ANOVA de uma via; F (4, 10) = 2,074; p = 0,1593), como indicado pelo ensaio
de resazurina até 100 uM, sugerindo a auséncia de citotoxicidade para este triptofilina

(Figura 5B).
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Figura 20. (A) Atividade hemolitica determinada para concentragdes crescentes de PpT-2 contra hemécias
humanas. A hemélise de 0% e 100% foi definida com base nos valores de absorbancia obtidos para os
controles negativo (tampdo) e positivo (Triton X-100 0,1%), respectivamente. Os experimentos foram
realizados em triplicata. (B) Estudos de citotoxicidade do PpT-2 em células microgliais humanas, utilizando
concentragdes de 0,1 a 100 pM apds 24 horas de incubacéo.(C) Efeito do peptideo PpT-2 na viabilidade da
linhagem celular de cancer de prdstata PC3, com concentracdes variando de 10 a 400 uM, apds 48 e 72
horas de incubacéo. Os dados foram normalizados utilizando a viabilidade celular das células controle ndo
tratadas, definida como 100% e representada pela linha cinza tracejada. O asterisco (*) denota uma
diferenca significativa em comparagdo com as células controle ndo tratadas (p < 0,05, ANOVA
unidirecional seguida pelo teste de comparagdes multiplas de Dunnett, usando células ndo tratadas como
grupo de referéncia para cada tempo de incubacdo). 1C50 refere-se a concentracdo inibitéria média.(D)
Curva de sobrevivéncia de Galleria mellonella usando o teste de Mantel-Cox (log-rank) na presenca de
diferentes doses de PpT-2, avaliadas ao longo de sete dias. Curvas de sobrevivéncia das larvas de G.
mellonella tratadas com 10, 20 e 40 mg/kg de PpT-2. Todas as larvas foram injetadas com 10 pl de
diferentes doses de PpT-2. Dados provenientes de dois experimentos, n = 16 para todos os grupos.(E)
Larvas representativas dos grupos, nos dias 0 e 7 apds o tratamento; a auséncia de mielinizagcdo demonstra
boas condicoes fisiologicas.
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A micrdglia serve como os fagdcitos mononucleares residentes do cérebro e é
altamente heterogénea dentro de um sistema nervoso central (SNC) saudavel. A presenca
de células gliais ativadas localizadas em regides de lesdo cerebral € inicialmente
considerada um sinal de patologia e, como tal, considerada para uso como um marcador
sensivel para identificar locais de lesdo predestinados para destrui¢do tecidual iminente
(VON BERNHARDI et al.,2007). A auséncia de citotoxicidade in vitro (Figura 5B)
sugere a possibilidade de estudos neuroprotetores para avaliar se a atividade antioxidante
intrinseca da molécula pode levar a neuroprotecdo celular por meio da regulacdo da
atividade da microglia (BARBOSA et al., 2018). No entanto, apesar dos efeitos
intracelulares causados pelo peptideo, como a modulacdo do equilibrio redox do
glutationa, ainda sdo necessarios estudos sobre a internalizacéo deste peptideo. O teste de
hemolise é um ensaio rapido e simples inicial de citotoxicidade. Em geral, peptideos com
alta atividade hemolitica ndo sdo adequados para uso terapéutico. PpT-2 ndo demonstrou
atividade hemolitica significativa contra os glébulos vermelhos humanos até 400 uM
(Figura 5A).

O teste de hemdlise tem sido utilizado como uma avaliacdo de seguranca dos
efeitos de peptideos em um modelo padronizado de células de mamiferos. Wang et al.,
(2017) demonstraram que um triptofilina expandido (AcT3, pEGKPYWPPPFLPE) da
pele da rd Agalychnis callidryas também nao apresentou atividade hemolitica até 160 uM
para os glébulos vermelhos de cavalo.

O potencial anticancer de PpT-2 também foi avaliado através da analise dos seus
efeitos antiproliferativos em células de cancer de prostata PC3. O ensaio foi realizado em
um ambiente sem soro para evitar possiveis interagdes. Apesar de nenhum efeito ter sido
observado apds 24 horas de incubacdo (dados ndo mostrados), um efeito sobre a
viabilidade das células PC3 apds 48 e 72 horas de incubacéo foi registrado (Figura 5C),
destacando o potencial antitumoral do PpT-2. Essa triptofilina teve efeitos
antiproliferativos apos 48 e 72 horas de incubacdo em comparacdo com as celulas de
controle ndo tratadas, causando uma diminuicdo na viabilidade celular em concentracgdes
acima de 375 uM apds 72 horas de incubagao, sendo essa diminuicdo significativa a 400

uM de PpT-2 para ambos os pontos de tempo.
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Os valores de ICsp determinados foram 403,7 uM e 387,3 uM para 48 ¢ 72 horas,
respectivamente. Esses resultados estdo em acordo com efeitos semelhantes observados,
embora em concentracdes mais baixas, para PsT-1 contra a mesma linha celular de
préstata (PC3), uma triptofilina da secrecédo da pele da rd Phyllomedusa sauvagei (WANG
etal., 2013). Pode haver uma ligacdo entre os efeitos antioxidantes e antiproliferativos de
PpT-2. Células tumorais tém niveis mais elevados de espécies reativas de oxigénio (ROS)
do que células normais, devido a sua taxa de proliferacéo rapida.

Portanto, medicamentos quimioterapicos poderiam ser especificamente
projetados para promover ou suprimir os niveis de ROS e, consequentemente, antagonizar
a progressao tumoral. Em um estudo interessante, uma sequéncia curta de peptideos
(KRSH) demonstrou exibir atividade antioxidante direcionada as mitocéndrias in vitro,
induzindo apoptose nas linhagens celulares de cancer HeLa e MCF-7, enquanto reduzia
drasticamente os niveis de ROS. Apesar dos valores de ICso in vitro de ambas as
triptofilinas e do KRSH ndo foram muito baixos, a relacdo entre ROS e metéstase,
juntamente com a baixa toxicidade de PpT-2, torna-o um ponto de partida atraente para a
exploracdo futura de triptofilinas para o tratamento de médio a longo prazo de certos tipos
de tumores (ZHAN et al., 2019).

Apesar do interesse por uma avaliagdo inicial de citotoxicidade in vitro, a
avaliacdo in vivo é frequentemente preferivel. Nesse sentido, as larvas de Galleria
mellonella se destacam como um modelo in vivo interessante para avaliar a viruléncia
microbiana, bem como a eficacia e toxicidade de antimicrobianos, mostrando resultados
semelhantes aos obtidos com modelos de mamiferos. No presente estudo, nenhuma das
concentragOes testadas de PpT-2 induziu a morte das larvas de G. mellonella durante os
7 dias de tratamento (Figura 5D, E). Assim, PpT-2 apresenta baixa toxicidade, semelhante
a outros peptideos (GORR et al., 2019).

3.6 Atividade neuroprotetora do PpT-2

Finalmente, a capacidade antioxidante do PpT-2 também foi avaliada em células
de mamiferos, nomeadamente microglia de camundongos (Mus musculus) que
respondem ao dano tecidual e infeccdo, produzindo e liberando ROS e RNS para o
ambiente do SNC (BLOCK et al., 2007). ROS sdo moléculas difusiveis capazes de

realizar processos de transducdo de sinais em resposta a estimulos extracelulares. Um
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papel das ROS na gliose foi proposto a partir de estudos que mostram uma inibigéo pelo
tratamento com antioxidantes. A geracdo de ROS ativa a sintese induzivel de 6xido nitrico
(iNOS), aumentando a producéo de oxido nitrico (NO) pelas células gliais e endoteliais
(SCHIEBER et al., 2014). A producdo de ROS induzida pela microglia e a inflamacao
desempenham um papel fundamental em doencas neurodegenerativas, como Alzheimer
(DA) e Parkinson (DP) (LEE et al., 2019).

Células microgliais de camundongo (BV-2) foram estimuladas com PMA, um
composto quimico conhecido por induzir a producdo de ROS e RNS, seja na presenca ou
auséncia de PpT-2 em duas concentracOes (Figura 6B,C) (BHAT et al., 2015). O PMA
ativa a proteina quinase C, que por sua vez ativa a NADPH oxidase (NOX) por
fosforilacdo da p47phox, levando ao aumento da geracdo de ROS. Nossos resultados
mostram que, nas concentracfes testadas, o PpT-2 apresenta uma potente inibicdo do
estresse oxidativo nas células BV-2 durante os 30 minutos de incubacgdo simultanea
(peptideo e PMA), ou seja, logo no inicio do tratamento. Vale ressaltar que o PpT-2 inibe
a geracao de RNS mesmo em células ndo estimuladas pelo PMA, o que significa que a
inibicdo ocorre nessas condi¢cdes no estado basal. Em conjunto, nossos resultados
mostram que o PpT-2, por meio de seus efeitos antioxidantes, controla os niveis de ROS
e RNS em estado estacionario. Assim, esta triptofilina tem grande potencial terapéutico
para tratar ou prevenir distarbios neurodegenerativos, dada sua atividade antioxidante na
micrdglia e o envolvimento do desequilibrio redox na iniciacdo e progressao de doencas
como Alzheimer, Parkinson, Huntington e outras. Notavelmente, apesar do grande
namero de triptofilinas conhecidas até hoje, este é o primeiro estudo a verificar esse tipo
de bioatividade e potencial terapéutico para o PpT-2.
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Figura 21. O PpT-2 exibe propriedades antioxidantes e neuroprotetoras em células de micrdglia de
camundongo (BV-2). (A) Linha do tempo do ensaio.(B e C) A producdo de espécies reativas de oxigénio
(ROS) e espécies reativas de nitrogénio (RNS) em células BV-2 de microglia de camundongo foi induzida
por forbol 12-miristato 13-acetato (PMA) e tratada com peptideos nas concentra¢8es de 50 e 100 pM. Os
dados sdo apresentados como média * desvio padrdo. Primeiramente, as células tratadas com PMA foram
comparadas com aquelas mantidas apenas com meio de cultura, utilizando um teste t ndo pareado (o
simbolo "#" indica uma diferenga significativa, p < 0,05). Em seguida, foi realizada uma ANOVA
unidirecional seguida pelo teste de compara¢6es multiplas de Dunnett, usando células controle néo tratadas
(o simbolo "§" indica uma diferenca significativa, p < 0,05) ou células controle tratadas com PMA (o
asterisco "*" indica uma diferenca significativa, p < 0,05) como grupo de referéncia.

4. CONCLUSAO

A rd verde ibérica (P. perezi) secreta e armazena no tecido da pele um peptideo
semelhante a triptofilina, chamado PpT-2, cuja estrutura apresenta semelhancas com as
triptofilinas de classe 2, sendo um peptideo amidado com um motivo Pro-Trp. Testes in
silico realizados para verificar as propriedades antioxidantes do PpT-2 revelaram uma
razdo de doacdo/aceitacdo de elétrons semelhante a de outros antioxidantes, sendo
particularmente similar ao salamandrina-I protonado. Tanto o salamandrina-1 quanto o
PpT-2 apresentam um residuo de triptofano importante para suas propriedades
antioxidantes, conforme indicado pelos estudos in silico. Experimentos in vitro revelaram
que o PpT-2 atua como um captador de radicais livres, principalmente contra o radical
ABTS, e inibe o estresse oxidativo induzido pelo PMA na microglia de camundongo.
Assim, os resultados in vitro corroboram a previséo in silico da atividade antioxidante.
Além disso, o PpT-2 apresentou baixa citotoxicidade in vivo e in vitro, a0 mesmo tempo
gue demonstrou efeitos antiproliferativos moderados contra células de cancer de prostata.

No geral, esses resultados indicam que o PpT-2 € um peptideo promissor com aplicacfes
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terapéuticas e biotecnoldgicas potenciais, principalmente para o tratamento ou prevencao
de distdrbios neurodegenerativos. Este trabalho também demonstra que as secre¢des da
pele de anfibios continuam sendo uma fonte valiosa de compostos bioldgicos de interesse

farmacologico e econdmico.
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