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PREFACIO

No ano de 2002, estava passando pelos corredores do Instituto de Biologia da
Universidade de Brasilia quando me deparei com um colega, José Roberto, que
ha pouco tempo havia conhecido. Na ocasido, eu estava trabalhando com fluido
magnético no curso de mestrado em Biologia Animal da Universidade de Brasilia.
Nesse encontro, ele contou-me, bastante empolgado, a respeito de uma nova
substancia, um peptideo chamado de DS-01, que havia identificado da secrecao
cutdnea de uma perereca, € que apresentava efeitos antibacterianos. A sua
empolgacao contagiou-me tanto que lhe sugeri alguns experimentos para saber
se 0 peptideo seria toxico para camundongos e assim dispor informacdes sobre
sua segurancga para uma possivel utilizacao biomédica da substancia. A idéia Ihe
pareceu 6tima e, juntos, realizamos os primeiros experimentos in vivo e in vitro
para determinar a toxicidade do peptideo para camundongos. Aos poucos fui
tomando consciéncia do grave problema de resisténcia dos microorganismos aos
antibioticos convencionais e, diante da descoberta de uma nova familia de
peptideos, as filosseptinas, com agao anti-bacteriana, mas ainda nao testadas em
outros sistemas bioldgicos, decidi que, finalizado meu mestrado, iria iniciar os
estudos com esses peptideos. No inicio de 2005 ingressei no doutorado, sob a
supervisao do Prof. Carlos Eduardo Tosta, no programa de Ciéncias Médicas da
Faculdade de Medicina da UnB, com a determinacao de elaborar uma sistematica
de estudos voltados para a avaliagdo da toxicidade dos peptideos
antimicrobianos e sua influéncia sobre a funcionalidade de diferentes sistemas
biolégicos. Minha motivacao pessoal era contribuir para a descoberta de novas
substancias que se contrapusessem a caréncia de compostos antimicrobianos
devido ao desenvolvimento de resisténcia pelos agentes infecciosos, além de
procurar alternativas terapéuticas para infeccbes negligenciadas como a
leishmaniose e a malaria. As informacbes disponiveis na literatura sobre a
toxicidade in vivo de peptideos antimicrobianos eram extremamente escassas no
inicio dos estudos com a filosseptina-1 (PS-1), o que dificultou a elaboracdo de
um programa de estudo com esse peptideo. No entanto, a despeito das
dificuldades, os objetivos iniciais de determinar as concentragdes téxicas da PS-
1, in vitro e in vivo, sobre diferentes sistemas biol6gicos e avaliar seus efeitos
sobre células do sistema imunitario foram cumpridos. A mesma metodologia
utilizada na presente investigacdo em relacdo a PS-1 podera ser utilizada para
avaliar outros peptideos com potencial atividade antimicrobiana. Ensaios para a
avaliacao da atividade terapéutica da PS-1 contra plasmédio e leishmania em
modelos experimentais serdo iniciados proximamente. Desse estudo ficou a



certeza que, o caminho que leva a aplicacdo biomédica de peptideos
antimicrobianos é longo e com muitas dificuldades a serem vencidas, no entanto,
nossos resultados apontam para as potencialidades dessas substancias e isto me
impulsiona no caminho de novas descobertas.



RESUMO

As doencgas infecciosas estdo entre as principais causas de mortalidade em todo
o0 mundo e seu controle depende da existéncia de agentes antimicrobianos
eficazes. O maior entrave para a manutencao da eficacia é o desenvolvimento de
resisténcia dos agentes infecciosos as drogas antimicrobianas. A geracao de
resisténcia aos antimicrobianos tornou-se nas ultimas décadas uma das grandes
preocupacoes da Organizacdo Mundial de Saude que, desde entdo, tem
estimulado as pesquisas, basica e aplicada, na busca por novas drogas que
possam ajudar na luta constante contra os mecanismos de resisténcia. Todos os
seres vivos estdo continuadamente expostos a uma grande quantidade de
potenciais agentes patogénicos e a capacidade para evitar as doencas depende,
em grande parte, dos seus mecanismos de defesa. Tanto animais quanto plantas
desenvolveram, ao longo da evolugcdo, mecanismos inatos de defesa, tais como a
producédo de diferentes substancias bioativas, que sao identificadas, sobretudo,
nos anfibios. Dentre essas substancias destacam-se os peptideos com acao
antimicrobiana, que exercem, in vitro, potente atividade litica contra bactérias
Gram-positivas e Gram-negativas, protozoarios e fungos filamentosos e,
comumente, exibem baixa toxicidade para células de mamiferos. Esses
peptideos sdo caracterizados por apresentarem sequéncias de 12 a 50 residuos
de aminodcidos e intensa carga positiva e, apesar da grande diversidade
molecular, tém em comum suas configuracdes anfipaticas e propriedade de
interagdo com membranas celulares. Os estudos realizados com a secrecao
cutdnea de duas pererecas do género Phyllomedusa permitiram a descoberta de
uma nova familia de peptideos antimicrobianos denominada filosseptinas (PSs) e,
estudos preliminares realizados com a filosseptina-1 (PS-1) mostraram seu
potencial antimicrobiano. Logo, considerando a diversidade funcional desses
peptideos e sua eficacia ao longo do processo evolutivo o objetivo desse estudo
foi avaliar a toxicidade da PS-1 sobre células de mamiferos, in vitro e in vivo e
sua atividade antiparasitaria sobre L. amazonensis e P. falciparum, visando
aplicacoes biomédicas e biotecnolégicas. Observaram-se, com as maiores
concentragdes de PS-1, efeitos toxicos sobre células de mamiferos e com as
menores concentragdes capacidade imunomodulatéria, por aumentar a adesao
de macroéfagos, influenciar a fagocitose, a producéao de éxido nitrico e perdxido de
hidrogénio por macréfagos de camundongo e, de fator de necrose tumoral por
mondcitos humanos. A PS-1 apresentou também grande atividade litica sobre L.
amazonensis e P. falciparum, sendo definidas como 1 ou 48ug/mL as
concentragdes capazes de inibir o crescimento de, no minimo 50% dos parasitos.
Nossos resultados demonstraram que a PS-1 apresenta grande potencial para
aplicagdes biomédicas, como modulador do sistema imunitario ou como agente
antimicrobiano contra plasmaédio e leishmania.



ABSTRACT

Infectious diseases cause millions of deaths throughout the world and their control
depends on the use of efficient antimicrobial agents. However, a major concern is
the frequent development of resistance of the infectious agents to these products.
The growing emergence of this phenomenon lead the World Health Organization
to consider it as a major public health problem, and it has stimulated the
development of novel products, mainly from nature, to fight the pathogens. It is
well established that animals and plants produce many bioactive substances as
defense mechanisms. This ability is particularly important among the amphibians.
Some of these substances are represented by antimicrobial peptides, which are
endowed with activity against bacteria and protozoa, and commonly exhibit low
toxicity to mammalian cells. These antimicrobial peptides are characterized by the
presence of 12 to 50 amino acids residues, high cationicity and, despite the great
diversity of molecular structures, they are amphipathic and present the property to
interact with cell membranes. Recently, our group identified a new family of
antimicrobial peptides named phylloseptins, and the preliminary studies with
phylloseptin-1 (PS-1) showed its potential as an antimicrobial agent. Considering
the functional diversity of antimicrobial peptides and their efficacy throughout the
evolutionary process, the objective of the present investigation was to evaluate
the toxicity of PS-1 against mammalian cells, in vitro and in vivo, and its activity
against two protozoa, L. amazonensis and P. falciparum, for future biomedical
applications. Toxic effects of PS-1 were observed on mammalian cells exclusively
with larger concentrations of the peptide, whereas with the smaller ones,
immunomodulation was observed, affecting macrophage adherence,
phagocytosis, production of hydrogen peroxide and nitric oxide by mouse
peritoneal macrophages, and tumor necrosis factor by human monocytes. PS-1
showed strong activity against L. amazonensis and P. falciparum, and at
concentrations of 1 or 48ug/mL the peptide was able to inhibit 50% of these
parasites, respectively. Our results showed that PS-1 presents an important
potential for biomedical applications, both as an immunomodulatory product, and
as an antimicrobial agent against plasmodium and leishmania species.
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INTRODUCAO



As doencas infecciosas estdo entre as principais causas de mortalidade
em todo o mundo e seu controle depende, em grande parte, da existéncia de
agentes antimicrobianos eficazes. O maior entrave para esta eficacia € o
desenvolvimento de resisténcia dos agentes infecciosos aos produtos
antimicrobianos e este, ha muito tem chamado a atencdo dos organismos
internacionais de saude, como a Organizacao Mundial de Saude (OMS).
Segundo este 6rgao, as infecgdes respiratérias, a sindrome da imunodeficiéncia
adquirida, infecgdes intestinais, tuberculose e malaria, ndo sdo somente as
grandes responsaveis por milhdées de mortes por ano, em todo o0 mundo, como
também seus agentes infecciosos sdo os maiores causadores dos mecanismos
resisténcia (WHO 2007). A disseminacado do uso de produtos antimicrobianos,
muitas vezes de maneira inadequada, tem contribuido muito para o aumento da
resisténcia e, consequentemente, para a redug¢ao na eficacia desses farmacos,
causando grande impacto no controle de doencas infecciosas, principalmente no

ambito hospitalar (Cassettari e cols. 2005).

Em janeiro de 1995, a OMS publicou um relatério intitulado "Controle e
prevencao de doencas transmissiveis: doencas infecciosas novas, emergentes e
re-emergentes”, que enfatiza o grau de preocupacgao da mais importante entidade
de saude no mundo em relagao ao surgimento de novas doencas infecciosas e a
escassez de principios ativos eficazes (WHO 2001a). Desde entdo, a OMS tem
estimulado as pesquisas, basica e aplicada, na busca por novas drogas,
principalmente de origem natural, que possam ajudar na luta constante contra as

adaptacgdes bacterianas originadas por mutagdes e selecionadas pelo meio.

A geracao e selecao de resisténcia dos microrganismos aos produtos
antimicrobianos ocorrem em velocidade muito maior que a associada ao

desenvolvimento de novas drogas. Acrescente-se que a industria farmacéutica



tem investido predominantemente na modificacdo de farmacos ja
comercializados, como os conhecidos antibidticos de ultima geracdo, mas pouco
se tem feito no sentido de se investir na geracdo de novas moléculas, capazes de

superar o fenbmeno de resisténcia cruzada aos farmacos.

Sabe-se que a coexisténcia entre os seres vivos, nas mais variadas
escalas evolutivas, tem proporcionado o desenvolvimento de varios mecanismos
adaptativos, fundamentais para a sobrevivéncia das espécies (Hultmark 2003),
dentre os quais destaca-se a formagédo do sistema inato de defesa, que, pela
atuacao de células e moléculas (constitutivas ou induzidas), produz uma resposta
rapida e eficaz contra microorganismos patogénicos (Reddy e cols. 2004). Dentre
as moléculas de defesa, desenvolvidas e conservadas pelos seres vivos ao longo
do periodo evolutivo, encontram-se os peptideos antimicrobianos que, mesmo

apos milhdes de anos de acao, nao perderam a eficacia (Crovella e cols. 2005).

Os peptideos antimicrobianos sao caracterizados por apresentarem
grande diversidade de estruturas, sao formados por 10 a 50 residuos de
aminoacidos, possuem amplas cargas elétricas positivas e propriedades
anfifilicas (ver Glossario) (Zasloff 2002; Crovella e cols. 2005; Hilpert e cols.
2006). Funcionalmente, esses peptideos sdao conhecidos por apresentarem largo
espectro de acdo, que pode ser comprovado por atividades liticas contra
bactérias Gram-negativas e Gram-positivas (Peschel 2002), fungos (Lee e cols.
2004), parasitos (Ghosh e cols. 1997; Brand e cols. 2006), além de serem
capazes de antagonizarem virus (Chernysh e cols. 2002; Sahl 2006) e

apresentarem propriedades antitumorais (Chernysh e cols. 2002).

Todos os seres vivos produzem peptideos antimicrobianos, que
funcionam como barreiras a entrada de microorganismos (Lehrer & Ganz 1999).
Nas bactérias, sdo conhecidos como bacteriocinas e sdo capazes de atuar contra

outras bactérias, por um mecanismo de competicdo (Baba & Schneewind 1998).



Nos fungos, foram identificados no género Aspergillus as aculeacinas e
aureobasidina-A, ambas efetivas contra outros fungos (Lucca & Walsh 1999). Nas
plantas, € comum encontrar peptideos antifungicos e antibacterianos (Broekaert e
cols. 1995). Mesmo de proteinas virais, foram descobertos e sintetizados alguns
peptideos antimicrobianos (Eisenberg & Wesson 1990; Tencza e cols. 1997). Nos
insetos, os peptideos antimicrobianos sdo encontrados na hemolinfa ou em
glandulas especificas, e podem ser bastante ativos contra bactérias (Pal e cols.
2007). Nos mamiferos, esses peptideos podem ser encontrados em células
epiteliais de mucosas ou pele, em neutréfilos ou como produtos resultantes da
degradacao de proteinas (Bowman e cols. 1995), dentre esses destacam-se a

lisozima, lactoferrina, defensinas, indolicinas e catelicidinas (Levy 2004).

A classe dos anfibios é conhecida por produzir em glandulas granulosas
cutdneas secrecdes ricas em moléculas bioativas. Dentre essas, destacam-se
derivados guanidinicos, aminas biogénicas (feniletilaminicos e tripnaminicos) e
esterdides cardioténicos como as bufoteninas e bufogeninas (Cunha Filho e cols.
2005). Foram encontrados também esterdides néao-cardiotdbnicos como o
ergosterol, colesterol e sitosterol-y (Yoshida e cols. 1976), alcaldides (bufotoxina),
e mucopolissacarideos como as glicosaminoglicanas, sulfatos de condroitina A e
C (Pederzoli e cols. 2003). Dentre as moléculas bioativas de anfibios que
apresentam grande interesse farmacoldgico estdo os peptideos e proteinas.
Dentre os peptideos, encontram-se vasodilatadores, bradicininas, opibides e
antimicrobianos e dentre as proteinas, catalases, fosfolipases e inibibores

enzimaticos (Conceicao e cols. 2007).

Vanhoye e colaboradores (2003) estimaram que em torno de 5000
espécies de anuros possam produzir aproximadamente 100.000 tipos diferentes
de peptideos antimicrobianos. Até o ano de 2006, foram identificados nos

diferentes seres vivos, cerca de 1000 peptideos com atividade antimicrobiana



(ver http://www.bbcm.univ.trieste.it/wtossi/amsdb.html), sendo que, desses, mais

de 500 foram caracterizados em anfibios (ver http://aps.unmc.edu/AP/main.php).

Devido a grande variabilidade e diversidade de formas moleculares dos
peptideos antimicrobianos, seu agrupamento em classes € muito dificil. Van't Hof
e colaboradores (2001) propuseram um modelo de classificacdo baseado na
estrutura secundaria da molécula (ver Glossario). Segundo esse critério, foram
definidas quatro classes estruturais que compreendem: (a) peptideos que exibem
hélice-a anfifilica, (b) cadeias B estabilizadas por pontes de dissulfeto, (c) cadeias
lineares com aminoacidos repetitivos e (d) peptideos com estruturas ciclicas (em

loop).

Os peptideos da primeira classe exibem uma conformacao hélice-a (ver
Glossario) em solventes hidrofébicos ou superficies lipidicas e apresentam a
capacidade de interagdo com membranas anfipaticas (ver Glossario). A maioria
desses peptideos tem propriedades catibnicas (ver Glossario) e exibe toxicidade
para 0s microorganismos, especialmente pelos agregados de hélices dentro da
bicamada lipidica, que resultam na formacgao de poros. Nesse grupo enquadram-
se as melitinas, as magaininas, as cecropinas, as temporinas (Simmaco e cols.
1996; Mangoni e cols. 2000), as dermasseptinas (Hancock & Scott. 2000; Brand e
cols. 2002; Hultmark 2003) e as ranatuerinas (Sonnevend e cols. 2004). Alguns
peptideos hidrofébicos contendo hélices-a podem exibir carga negativa,
tornando-se anibnicos, como €é o caso das alameticinas, que séao
reconhecidamente menos seletivos para os microorganismos em relacao as

células de mamiferos (Kikukawa & Araiso 2002).

Os peptideos da segunda classe, caracterizados por apresentarem
fitas B (ver Glossario) estabilizadas por pontes dissulfeto, sdo ciclicos e estaveis
em meio aquoso mas, sobretudo quando associados com lipideos, essa

estabilidade aumenta (Hancock 2001). Nesta classe de peptideos incluem-se as



defensinas (Hancock 2001), taquiplesinas (Matsuzaki 1999), protegrinas (Harwig
e cols. 1995), brevininas (Morikawa e cols. 1992), japonicinas 1 e 2 (Isaacson e
cols. 2002), esculentinas 1 e 2 (Simmaco e cols. 1993) e lactoferrinas (Jones e
cols. 1994), sendo as defensinas as mais amplamente estudadas. Pouco se sabe
sobre 0 mecanismo de lesdo a membrana determinada por esses peptideos.
Entretanto, alguns estudos tém relacionado a presenca de pontes de dissulfeto e
a troca de cisteina por aminoacidos hidrofébicos com a diminuicao da atividade

antimicrobiana (Tamamura e cols. 1998; Rao 1999).

A terceira classe de peptideos antimicrobianos € representada por
produtos que apresentam um ou mais aminoacidos repetidos. Nesta classe
enquadram-se a histatina (rica em histidina), encontrada na saliva e com
atividade antifingica (Helmerhorst e cols. 1999), as catelicidinas (ricas em prolina
e arginina, ou prolina e fenilalanina), que constituem a maior familia de peptideos
provenientes dos granulécitos de mamiferos (Linde e cols. 2001), a tritrpticina e a
indolicidina (ricos em triptofano). Estes dois Gltimos apresentam largo espectro de
acao antimicrobiana, porém com uma consideravel atividade hemolitica (Chan e
cols. 2006). Essas caracteristicas podem estar relacionadas a alta expressao de
triptofano, que geralmente se encontra em baixa concentracdo nos peptideos ou

proteinas de uma forma geral (Schibli e cols. 2002).

Os peptideos antimicrobianos pertencentes a quarta classe sao
proteoliticamente estaveis e de facil sintese. Sao caracterizados pela auséncia de
estruturas anfipaticas (ver Glossario) devido a alta concentracdo de prolina,
porém tendem a adotar hélice ciclica ou cadeia B do tipo poliprolina (Boman e
cols. 1993; Cabiaux e cols. 1994). Essa classe é representada pelos lantibiéticos,
que sao peptideos contendo pequenos anéis fechados por pontes de tioéter
(Montville & Chen 1998) e pela nisina, que apresenta atividade antibacteriana e

comumente é utilizada na preservacao de alimentos (Breukink e cols. 1999).



Como referido, os peptideos antimicrobianos exibem um largo espectro
de acao contra microorganismos. Muitos deles apresentam atividade litica sobre
bactérias, fungos e protozoarios (Brand e cols. 2002), enquanto outros mostram
seus efeitos contra células tumorais e virus (Chernysh e cols. 2002) e, de uma
forma geral, exibem pouca toxicidade para as células de mamiferos. A diferenca
de atividade sobre os varios microorganismos reflete a seletividade desses
peptideos e, muito embora os mecanismos moleculares permanecam ainda
pouco compreendidos, parecem depender da seqiéncia de aminoacidos do
peptideo e podem também depender das caracteristicas proprias das membranas

celulares, como os tipos de fosfolipidios constituintes (Lohner & Prenner 1999).

Varios estudos tém mostrado que a interacdo dos peptideos
antimicrobianos com membranas celulares nao ocorre por meio de uma molécula
de superficie especifica, mas ao contrario, tendem a interagao eletrostatica, que é
dependente do perfil de lipideos expressos nessas membranas (Oren & Shai
1998; Zasloff 2002; Yeaman & Yount 2003; Jenssen e cols. 2006). Como
resultado dessa interacao, pode-se obter a permeabilizacdo da membrana celular
causando a formacéao de poros e, consequentemente, destruicdo celular (Peschel
& Sahl 2006), interferéncia na cadeia respiratoria por peptideos que atravessam a
membrana sem causar destruicdo celular (Barker e cols. 2000), efeitos diretos
sobre enzimas celulares (Sahl e cols. 2005) ou, ainda, atividade

imunomoduladora sobre células de mamiferos (Oppenheim & Yang 2005).

Considerando os diversos efeitos dos peptideos antimicrobianos e
considerando ainda que essas substancias tenham sido efetivas ao longo do
processo evolutivo e, de forma a contribuir com o desenvolvimento de novos
farmacos, nosso grupo de pesquisa busca na fauna brasileira, especificamente
nos anuros, identificar novos compostos que possam suprir a caréncia de novos

medicamentos. As etapas fundamentais no processo de desenvolvimento e



producdo industrial de novos farmacos sao, inicialmente, a identificacdo e
caracterizagcdo bioquimica dos compostos, a sintese e a purificacdo dos
principios ativos e posteriormente as aplicagbes em sistemas bioldgicos. Estes
ultimos demandam extensos protocolos que assegurem a utilizacdo da

substancia em seres humanos (WHO 2001a).

Os estudos de Leite e colaboradores (2005), realizados com a secrecao
cuténea de duas espécies das pererecas Phyllomedusa hypochondrialis (Fig. 1) e
Phyllomedusa oreades, provenientes do cerrado brasileiro, permitiram a
descoberta de uma nova familia de peptideos denominada filosseptinas (PSs)
(PS-1 a PS-6) e cujos representantes sdao formados por pequenos peptideos
contendo de 17 a 20 residuos de aminodacidos, amidados na regido c-terminal,
que apresentam estrutura primaria com uma regiao conservada contendo treze
residuos de aminoacidos, estrutura em hélice-a em 80-100% das moléculas e
dominios hidrofilicos e hidrofébicos bem definidos. Essas caracteristicas
permitiram a inclusdo das PSs dentro da primeira classe de peptideos

antimicrobianos (Van’t Hof e cols. 2001).

Recentemente, Chen e colaboradores (2006) identificaram na secrecao
cutédnea de Phyllomedusa hypochondrialis cinco outras filosseptinas (PS-7, PS-8,
PS-9, PS-10 e PS-11) e, Thompson e colaboradores (2007), utilizando técnicas
de protedmica e genémica, identificaram mais quatro filosseptinas (PS-12, PS-13,
PS-14 e PS-15) na secrecao cutdnea de Phyllomedusa hypochondrialis azurea.
Os estudos de Chen e colaboradores (2006) sugeriram que a PS-6 identificada
nos estudos de Leite e colaboradores (2005) pode ser considerada um fragmento

da PS-7 e ndo um peptideo isolado.

Os primeiros estudos in vitro realizados com as PSs mostraram efeitos
sobre bactérias Gram positivas e Gram negativas e, Trypanosoma cruzi . Leite e

colaboradores (2005) mostraram efeitos antibacterianos da PS-1 e efeito



antiparasitario das PSs 4 e 5 sobre formas promastigotas de T. cruzi. Thompson
e colaboradores (2007) mostraram o efeito antibacteriano da PS-7, mas nao da
PS-12. O efeito téxico das PSs 1 e 2 também foi avaliado sobre eritrocitos
humanos em cultura e os resultados indicaram baixa atividade hemolitica (Leite e

cols. 2005).

Dentre as PSs estudadas por Leite e colaboradores (2005), a PS-1
mostrou-se com potencialidades biomédicas pelo largo espectro de agao sobre
bactérias e baixa atividade hemolitica. Estes resultados serviram de base para,
nesse trabalho, iniciar os estudos pré-clinicos de toxicidade da PS-1 sobre
diferentes sistemas biologicos, in vitro e in vivo e identificar seus efeitos
antiparasitarios visando possiveis aplicacbes biomédicas e biotecnoldgicas no

futuro.
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OBJETIVOS
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1. OBJETIVO GERAL

Investigar os efeitos da filosseptina-1 (PS-1) sobre sistemas biolégicos,

in vitro e in vivo, visando aplicacdes biomédicas e biotecnoldgicas.

1.1. OBJETIVOS ESPECIFICOS

a. Determinar a dose téxica da PS-1, in vitro, sobre células peritoneais de

camundongos;

b. Avaliar a influéncia da PS-1, in vitro, sobre a producdo de peroxido de

hidrogénio e éxido nitrico por macréfagos peritoneais de camundongos;

c. Avaliar os efeitos de uma dose Unica, in vivo, sobre leucécitos do sangue

circulante, eritrocitos da medula éssea e diferentes érgdos de camundongos.

d. Determinar a dose toxica da PS-1 em camundongos;

e. Avaliar a influéncia da PS-1, in vitro, sobre a producao de fator de necrose

tumoral por mondcitos humanos;

f. Determinar o efeito antimicrobiano e a dose téxica da PS-1, in vitro, sobre

Leishmania amazonensis e Plasmodium falciparum,;
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MATERIAIS E METODOS
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1. DELINEAMENTO EXPERIMENTAL

Nesse estudo, foram avaliados os efeitos da filosseptina-1 (PS-1), in vitro
(Figura 1) e in vivo (Figura 2) sobre quatro sistemas biolégicos diferentes: sobre
células peritoneais de camundongos Swiss avaliou-se a concentracao toxica do
peptideo e sua influéncia sobre a fagocitose, producéo de perdxido de hidrogénio
e Oxido nitrico; sobre mondcitos humanos avaliou-se sua influéncia sobre a
producdo de fator de necrose tumoral; sobre Leishmania amazonensis e
Plasmodium falciparum foram avaliados seus efeitos antiparasitarios; em
camundongos Swiss foram avaliados seus efeitos téxicos por meio de

administragdo endovenosa ou intraperitoneal.



14

Ensaios com a
filosseptina-1

in vitro

Protozoarios

Obtencao de células

peritoneais de camundongos

Obtencao de
monocitos humanos

Determinacdo da dose toxica Quantificagao do fator de
(Leishmania amazonensis) necrose tumoral
Determinagdo da dose toxica
(Plasmodium falciparum)
Determinagao de dose toxica Avaliagdo da capacidade fagocitéria de
(células peritoneais) (macréfagos peritoneais)

Determinagao da produgao de peréxido de hidrogénio
(macréfagos peritoneais)

Determinagdo da produgéo de dxido nitrico
(macréfagos peritoneais)

Figura 1. Organograma dos ensaios in vitro.



Ensaios com a filosseptina-1

in vivo em

camundongos

Administracdo de dose Unica
de 4mg/kg

15

Administra¢do endovenosa |

|Administragéo intraperitoneal

Determinacdo da dose toxica

Determinagao do leucograma
(sangue circulante)

Quantificagdo de micronucleos
(eritrécitos da medula dssea)

Estudos histopatolégicos
(figado, bago, rim e pulmao)

Determinagdo dos niveis séricos
de uréia, creatinina,
Aspartato-aminotrasnferase e
alanina-aminotransferase

Figura 2. Organograma dos ensaios in vivo.

Determinagdo do leucograma
(sangue circulante)

Estudos histopatolégicos
(figado, bago, rim e pulmao)
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2. PEPTIDEO

A filosseptina-1 (PS-1), caracterizada por apresentar 19 residuos de
aminoacidos, massa molecular de 2,016kDa, estrutura em hélice-a e dominios
hidrofilicos e hidrofébicos bem definidos (Fig. 3), foi identificada na secrecao
cutanea da pele da perereca  Phyllomedusa hypochondrialis® (Fig. 4).
Posteriormente, foi sintetizada pelo sistema Pioneer da Applied Biosystems
(Foster, EUA) (Merrifield 1963), a mesma empresa fornecedora dos aminoacidos
(Fmoc) e da resina Fmoc-PAL (ethyleneglycol-polystyrene). A purificacdo do
peptideo foi feita em uma coluna de fase reversa C18 218 TP 1022 (Vydac,
Columbia, EUA) do sistema HPLC (Shimadzu Corporation, Kyoto, Japao). A
massa molecular e o grau de pureza da PS-1 foram avaliadas pelo sistema
MALDI/TOF-MS (PerSeptive Biosystems, Framingham, EUA) e MALDI TOF-TOF
MS Ultraflex Il (Bruker Daltonics, Bremen, Alemanha). A patente da familia das
filosseptinas (WO/2003/010191) foi depositada na World Intellectual Property
Organization em 2003 (Paiva e cols. 2003).

1

10 10
FLSLIPHAINAVSATIAKHN-NH,

Ala (A) — alanina

Ph
Ala _— Asn (N) — asparagina
e & 1 . De His (H) — histidina
B/ &' S lle — (1) isoleucina
Leu 4 - = \:1' " Leu — (L) leucina
an @) PI87 [ ga Te Lys — (K) lisina
IS Phe — (F) fenilalanina
ms 8 /\ M 0.7 450 2 lLeu Pro — (P) prolina
s @ AR %ﬁi B ger Ser — (S) serina
Ala a6 @ L & Pro Val - (V) valina
Ser Asn a

Figura 3. Modelo esquematico da filosseptina-1 mostrando sua estrutura anfifilica
em hélice-a. Nesta conformacao, a variacao periddica dos valores hidrofébicos
dos residuos de aminoéacidos, ao longo do eixo principal, a cada 3,6 residuos,
caracteriza a conformacao em hélice-a (Leite e cols. 2005). HM= hidrofobicidade
média; pl= Ponto isoelétrico (ver glossario).

* ApOs a reclassificagdo, esta espécie passou a ser denominada Phyllomedusa azurea
(Sociedade Brasileira de Herpetologia 2007).
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Figura 4. Foto da Phyllomedusa hypochondrialis, por José Roberto Souza
Almeida Leite.

3. ANIMAIS

Foram utilizados camundongos fémeas da linhagem Swiss, nao
isogénicos, pesando de 30 a 40g, provenientes do biotério do Centro Universitario
de Brasilia. Durante a fase experimental, os animais foram mantidos no
alojamento de animais da Faculdade de Medicina da Universidade de Brasilia,
sob temperatura ambiente, ciclo claro/escuro de 12 horas, alimentados com ragao

balanceada e recebendo agua potavel ad libitum.

Os critérios adotados para a experimentagdo e manutencao dos animais
estiveram rigorosamente dentro das normas estabelecidas pelo Colégio Brasileiro
de Experimentagdo Animal. O projeto de pesquisa desenvolvido nesse estudo foi
aprovado pelo Comité de Etica no Uso Animal, do Instituto de Biologia da

Universidade de Brasilia em 22 de marco de 2004.

4. MICROORGANISMOS

Para o estudo dos efeitos da PS-1 sobre os microorganismos patogénicos
foram utilizados dois protozoarios causadores de doengas tropicais, malaria e

leishmaniose. O Plasmodium falciparum da cepa Pf169, proveniente de portador
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de malaria da regido endémica do rio ltuxi (AM) é mantido no Laboratério de
Malaria do Nucleo de Medicina Tropical da Universidade de Brasilia. A
Leishmania (Leishmania) amazonensis da cepa MHOM/BR/PH8, proveniente de
Belo Horizonte (MG), pertence ao Laboratério de Dermatologia da Faculdade de
Medicina da Universidade de Brasilia. As duas espécies sao mantidas sob

congelamento em nitrogénio liquido (-196 °C).

5. INDIVIDUOS

As amostras de sangue foram obtidas de seis voluntarios adultos sadios,
sendo trés homens e trés mulheres, com idade entre 25 e 45 anos, mediante
assinatura do termo de consentimento livre e esclarecido. O projeto de pesquisa
para avaliar o efeito da PS-1 sobre a producao de fator de necrose tumoral por
mondcitos humanos in vitro foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa em
seres humanos da Faculdade de Medicina da Universidade de Brasilia, sob o

numero 027/2006.

As normas éticas para a experimentacao cientifica em seres humanos,
estabelecidas pela declaracdo de Helsinque (WHO 1976; World Medical
Association Recommendation 2000) e pela resolucdo 196/96 do Ministério da
Saude (1996) foram plenamente obedecidas durante o desenvolvimento desse
estudo. O presente estudo foi elaborado e desenvolvido com plena isencao ou

influéncia de conflitos de interesse.

6. OBTENCAO DE CELULAS PERITONEAIS DE CAMUNDONGOS

As células peritoneais foram obtidas de camundongos previamente
anestesiados com éter etilico, através de uma pequena incisdo central no

abddmen de aproximadamente 0,5cm. As células foram coletadas por meio da
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injecdo de 10mL de salina tamponada com fosfato (STF) pH 7,2, 4°C e
centrifugada a 400xG por 10min, em uma centrifuga resfriada a 4°C. Apés o
descarte do sobrenadante, o sedimento foi ressuspendido com 2mL de meio
RPMI 1640 (Sigma-Aldrich, St Louis, EUA) incompleto (ver Anexo 2) e, em

seqguida, as células foram quantificadas em hematocitdmetro.

As suspensodes de células foram mantidas sob refrigeracdo em tubos
plasticos graduados de 15mL (LAbTech, Melbourn, Inglaterra), desde sua coleta

até o inicio dos experimentos.

7. DETERMINACAO DA DOSE TOXICA DE PS-1 PARA CELULAS
PERITONEAIS DE CAMUNDONGOS

Para avaliar o efeito téxico da PS-1 para células de mamiferos, o
peptideo foi incubado com células peritoneais coletadas de oito camundongos,
conforme procedimento descrito no item 6.

A partir da suspensao de células quantificada de acordo com o descrito
no item 6 prepararam-se uma nova suspensao, em meio RPMI 1640 sem soro
contendo 25x10° células/150pL (preponderantemente macréfagos e linfécitos) de
cada camundongo. Também foram preparadas as solugdes contendo cinco
diferentes concentracées de PS-1 (1, 10, 100, 200 e 300ug/mL), em meio RPMI
1640 sem soro. Os oito experimentos foram conduzidos, em duplicatas, em duas
placas de microcultivo de fundo plano (96 escavacdes) (LAbTech, Melbourn,
Inglaterra), em cujas escavagdes foram previamente depositadas laminulas de
5mm de didmetro para a aderéncia das células.

As placas para incubacao das células peritoneais foram preparadas da
seguinte forma: nas escavacbes destinadas aos testes com o peptideo foram
colocadas 25x10° células em um volume de 150puL (ver preparo descrito acima) e

em seguida eram adicionados 50uL das solugbes contendo as diferentes
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concentragcbes de PS-1. Nas escavacOes para o controle negativo foram
adicionadas a suspensao de células 200uL de meio RPMI 1640 sem soro. Em
seguida, as células foram incubadas em camara umida por 1 hora a 37°C na
presenca de ar + 5% de CO..

As células vivas ou mortas, aderidas sobre a laminula, foram
quantificadas utilizando-se solucdo de nigrosina (corante supravital do tipo
anidénico que nao penetra em células vivas, (Emilson e cols. 1978) a 0,05%, em
solucdo salina tamponada com fosfato, 0,15M e pH 7,2. As laminulas eram
colocadas sobre uma gota da solucao de nigrosina depositada sobre lamina de
microscopia e, rapidamente, examinadas a microscopia éptica com aumento de
400x. O total de células vivas ou mortas foi estimado pela contagem de 10% da
area da laminula, correspondendo a 9 campos microscopicos (area da

laminula=19,6um?; area da objetiva=220pum?).

8. AVALIACAO DA CAPACIDADE FAGOCITARIA DE MACROFAGOS
PERITONEAIS DE CAMUNDONGOS

Para avaliar o efeito de diferentes concentracdes de PS-1 sobre a
fagocitose por macréfagos peritoneais, coletaram-se individualmente células
peritoneais  (preponderantemente macréfagos e linfécitos) de cinco
camundongos, conforme descrito no item 6. Os cinco experimentos foram
realizados em placa de microcultivo de fundo plano e 24 escavacbes (TTP-
Therapeutic Training Products, Ohio, EUA), em cujas escavagdes foram
previamente depositadas laminulas redondas de vidro de 9mm de diametro. As
células peritoneais (2x10° células/400uL de meio RPMI 1640 sem soro) foram
distribuidas nas escavacoes da placa, incubadas em camara umida a 37°C por
60min, em atmosfera de ar + 5% de CO, para a aderéncia dos macréfagos e. em

seguida, as escavacoes foram lavadas trés vezes com STF (0,15 M, pH 7,2), a
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37°C, para retirar as células ndo aderentes.

Na proxima etapa, distribuiam-se nas escavagbes as diferentes
concentragcbes de PS-1 (1, 10 e 100ug/mL), seguida pela distribuicdo da
suspensao de leveduras (Saccharomyces cerevisiae), previamente sensibilizadas
com o pool de soro dos camundongos (ver anexo 2). Essa suspensdo continha
4x10° leveduras/100uL de meio RPMI 1640 completo (ver Anexo 2) por
escavacao, de modo a obter-se uma propor¢ao de 20 leveduras por macrofago e
as placas incubadas por 30min em camara umida a 37°C em atmosfera de ar +
5% de CO,. Em seguida, as escavagdes eram lavadas com STF (0,15 M, pH 7,2)
a temperatura ambiente, para retirar as leveduras nao fagocitadas e entao, as
laminulas contendo as células eram secas, fixadas com metanol absoluto e
coradas com solugdo de Giemsa (10% em STF, pH 6,9). Depois de lavadas e
secas ao ar, as laminulas eram montadas com resina sintética em laminas de

microscopia e a fagocitose avaliada por microscopia 6ptica com objetiva de 100x.

A analise da fagocitose foi feita por meio do indice fagocitario, calculado
pelo produto da percentagem dos macrofagos envolvidos com a fagocitose pela
média de leveduras fagocitadas. Para esse calculo foram analisados 200

macréfagos ao microscépio éptico com aumento de 1000x.

9. QUANTIFICACAO DE PEROXIDO DE HIDROGENIO EM CULTIVOS DE
MACROFAGOS PERITONEAIS DE CAMUNDONGOS

Com o objetivo de investigar o efeito da PS-1 sobre a funcionalidade de
células de mamiferos avaliou-se a producao de peroxido de hidrogénio (H2O.) por
macrofagos peritoneais incubados com trés diferentes concentragbes de PS-1
(1, 10 e 100 pg/mL). A determinacdo da concentragcdo de H.O. foi feita
individualmente em cultivos de células peritoneais coletadas de oito

camundongos (item 6), baseado na técnica de Pick e Keisari (1980). Os
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experimentos foram realizados em triplicatas, em placas de microcultivo de fundo
plano e 96 escavacdoes (LAbTech, Melbourn, Inglaterra). Foram dristribuidas
2x10° células por escavacdo em 200uL de meio RPMI 1640 sem soro e
incubadas em camara umida a 37°C com mistura gasosa de ar + 5% de CO. por
60min para a aderéncia das células. Em seguida, as escavacdes foram lavadas
com STF (0,15M, pH 7,2), a 37°C, para retirar as células ndo aderidas. Em
seguida, os macréfagos peritoneais foram incubados por 60min, nas mesmas
condi¢cées descritas, com 140uL de solugdo de vermelho fenol com 85U de
peroxidase (ver Anexo 2) adicionada de PS-1 (1, 10 ou 100ug/mL), ou acetato de
forbol miristato (PMA) (20 ou 40nM/mL). Durante a incubacao foi preparada uma
curva padrdo contendo oito diferentes concentracdes (0; 1,56; 3,12; 6,25; 12,5;
25; 50 ou 100nM) de H.O,, em 140uL de vermelho de fenol de uso (ver Anexo 2)
. A reacéao foi interrompida pela adicdo de 10uL NaOH 1N e as leituras de
absorbancia feitas em espectrofotbmetro de placa com filtro de 620nm
(Multiskan® Titertek, Huntsville, EUA). Os resultados foram expressos em

micromoles (uM) de H2O..

10. QUANTIFICACAO DE OXIDO NIiTRICO EM CULTIVOS DE MACROFAGOS
PERITONEAIS DE CAMUNDONGOS

Ainda objetivando investigar o efeito da PS-1 sobre a funcionalidade de
células de mamiferos, macrofagos peritoneais de camundongos foram incubados
com diferentes concentracbes do peptideo e a producdo de éxido nitrico (NO)
avaliada utilizando-se reagente de Greiss (ver Anexo 2), segundo técnica descrita

por Green e cols (1982).

Células peritoneais foram coletadas de oito camundongos Swiss
normais, quantificadas e aliquotas de 2x10° células/ 200uL em meio RPMI 1640

sem soro distribuidas em triplicatas em placa de microcultivo de fundo plano e 96
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escavacoes (LAbTech, Melbourn, Inglaterra). Apdés incubacdo em camara Umida
a 37°C, por 60min, em atmosfera de ar+ 5% de CO,, as escavacdes foram
lavadas 3 vezes com STF (0,15 M, pH 7,2), a 37°C, para retirar as células néo
aderidas e, em seguida, incubadas, nas mesmas condi¢cées anteriores por 24h
com 200uL de PS-1 (1, 10 ou 100ug/mL) ou lipopolissacarideo (LPS Escherichia
coli, sorotipo 055:b5, Sigma-Aldrich, St Louis, EUA; concentracées de 10 ou
20ng/mL), preparadas em meio RPMI 1640 completo (ver Anexo 2). Terminada a
incubacgéao, as placas foram submetidas a centrifugacédo a 400xG por 10min e em
seguida, transferiam-se 100uL do sobrenadante de cada escavacao para outra
placa e incubados com 100uL de reagente de Greiss (ver Anexo 2). A curva
padrdo era preparada com oito diferentes concentracdes (0; 1,56; 3,12; 6,25;
12,5; 25; 50 ou 100nM) de nitrito de sédio (NaNO.), em agua destilada. As
leituras das reacdes colorimétricas foram feitas em espectrofotdmetro de placa
com filtro de 630nm (Multiskan® Titertek, Huntsville, EUA) e os resultados

expressos em milimoles (mM) de NO.

11. QUANTIFICACAO DE FATOR DE NECROSE TUMORAL (FNT) EM
CULTIVOS DE MONOCITOS HUMANOS

Amostras de 10mL de sangue venoso foram coletados de seis individuos
adultos higidos em tubos Vacutainer heparinizados (BD, Juiz de Fora, MG) e,
apods agitacao, transferidas delicadamente para um tubo de centrifuga de
polipropileno graduado de 15 mL, contendo 3mL de Percoll (Pharmacia, Uppsala,
Suécia), densidade 1,077 e centrifugadas a 750xG a 4°C, por 20min, para a

obtencéao das células mononucleares.

Depois de aspiradas, com o auxilio de uma pipeta de Pasteur, as células
mononucleares foram ressuspensas com 10mL de STF (0,15 M, pH 7,2) a 4°C e

centrifugadas a 400xG por 10min a 4°C. Ap6s desprezar o sobrenadante as
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células foram novamente ressuspensas com 10mL de STF (0,15 M, pH 7,2), a
4°C e centrifugadas a 300xG por 10min a 4°C. O sobrenadante foi novamente
desprezado e as células mononucleares ressuspensas com 2mL de meio RPMI
1640 sem soro e quantificadas em hematocitdbmetro. Preparou-se entdo, uma
suspensdo contendo 1x10° células mononucleares por mililitro de meio RPMI
1640 sem soro, e aliquotas de 200uL distribuidas em duplicatas por escavagao
de placa de microcultivo de 96 escavacdes e incubadas em camara Umida a
37°C, em atmosfera de ar + 5% de CO. por 60min, para aderéncia dos
macréfagos. Em seguida, as placas foram lavadas com STF (0,15 M, pH 7,2) a
37°C, para retirar as células ndo aderentes, e incubadas por 6 horas com 200uL
de PS-1 (1, 10 ou 100ug/mL), ou de lipopolissacarideo (LPS de Escherichia coli,
sorotipo 055:b5, Sigma-Aldrich, St Louis, EUA) na concentragcdo de 20ng/mL,
ambas em meio RPMI 1640 completo, nas mesmas condicdes anteriormente
descritas. Apds a incubacdo, os sobrenadantes foram individualmente coletados,
transferidos para tubos Eppendorf (1,5mL) e estocados a -80°C até a dosagem

de FNT.

A determinacao do FNT foi feita por ensaio imunoenzimatico, utilizando-
se um kit comercial com sistema de deteccdo por estreptavidina-biotina
(BioSource, Nivelles, Bélgica), segundo as recomendacgbdes do fabricante. A
leitura das absorbancias foi feita em espectrofotdmetro de placa (Multiskan®
Titertek, Huntsville, EUA), com filtro de 450nm, e os resultados expressos em

pg/mL de FNT.
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12. DETERMINACAO DA CONCENTRAGAO DE PS-1 A SER ADMINISTRADA
AOS CAMUNDONGOS

A escolha da concentracdo de PS-1, a ser administrada aos
camundongos, baseou-se nos estudos in vitro realizados por Leite e
colaboradores (2005), que definiram como 6ug/mL a concentragdo inibitoria
minima (CIM) para bactérias (Enterococcus faecalis € Pseudomonas aeruginosa).
Considerando-se que os camundongos utilizados apresentavam um peso médio
de 30g e volume sanguineo de 2mL (Feldman e cols. 1999), optou-se por
administrar por via endovenosa 4mg/kg (~ 60ug/mL), uma concentracao 10 vezes

superior ao CIM para as bactérias.

13. PROCEDIMENTOS GERAIS DOS ENSAIOS EM CAMUNDONGOS

Nos ensaios in vivo foram avaliados os efeitos de uma dose Unica de
4mg/kg de PS-1, administrada por via endovenosa, sobre os leucocitos
sanguineos, parametros bioquimicos e histologia dos 6rgaos ou, por via
intraperitoneal, sobre os eritrécitos da medula 6ssea. Foram utilizados oito
camundongos Swiss fémeas, por grupo, sendo o grupo controle negativo tratado
com solugdo salina (NaCl 0,9%), o grupo controle positivo tratado com a
concentracdo padrdao de 33mg/kg de ciclofosfamida (Enduxan®, Abbott) e o
grupo teste tratado com 4mg/kg de PS-1. A PS-1 e a ciclofosfamida foram
dissolvidas em solugéo de NaCl 0,9% e o volume administrado foi de 100uL por
camundongo. Apdés periodos de 24h ou 48h os animais eram mortos por
anestesia com éter etilico e avaliados o leucograma, teste de genotoxicidade e
citotoxicidade em eritrocitos da medula éssea, concentracdes séricas de uréia,
creatinina,  aspartato-aminotransferase = e  alanina-aminotransferase e

histopatologia do figado, baco, rim e cérebro. Para os camundongos mortos com
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7 ou 14 dias foram avaliados o leucograma e a histopatologia dos érgaos acima

referidos.

14. DETERMINAGAO DO LEUCOGRAMA

Imediatamente apds a coleta do sangue, uma gota foi distendida sobre
lamina para microscopia que, apdés secagem era fixada com metanol absoluto e
corada com solucao Wright-Giemsa a 10% em STF pH 6,9 por 10 min. A analise
diferencial dos leucocitos (mondcitos, linfécitos, neutréfilos, eosindfilos e
basofilos) foi feita por microscopia éptica com aumento de 1000x, por um Unico
observador. Foram examinados 200 leucécitos por preparacdo e os valores

expressos em percentagem do tipo celular.

Para a contagem global de leucécitos, amostra de 20uL do sangue era
transferida para tubos Eppendorf (1,5mL) contendo 380uL de solucao hemolitica
de Turk (ver Anexo 2), homogeneizado e, ap6s 10min em repouso a suspensao
de era novamente homogeneizada e quantificada em hematocitdbmetro com

aumento de 400x, por um Unico observador.

15. QUANTIFICACAO DE MICRONUCLEOS EM ERITROCITOS DA MEDULA
OSSEA

Possiveis efeitos genotoxicos da PS-1 foram avaliados por meio da
contagem dos micronucleos (MN) de eritrécitos policromaticos (células jovens
cujo citoplasma ainda contém ARN) ou normocromaticos (células maduras cujo
citoplasma nao mais contém ARN) da medula éssea de camundongos tratados
com PS-1 (4mg/kg) ou ciclofosfamida (33mg/kg), como controle positivo, ou
solucdo de NaCl 0,9% como controle negativo, por 24 ou 48 horas. Esse

procedimento baseou-se na técnica de Rabello-Gay (1991).



27

Ap6s a morte dos camundongos por anestesia profunda com éter etilico,
os dois fémures foram retirados, as epifises proximais cortadas e as células da
medula 6ssea coletadas por meio da lavagem com 200uL de soro fetal bovino.
Da suspensao de células retirou-se uma aliquota que, apds ser distendida sobre
lamina para microscopia e secada, foi fixada com metanol absoluto e corada com
solucado de Giemsa a 10% em STF pH 7,2, por 10 minutos. Foram analisados
1000 eritrécitos normocromaticos (ENC) e 1000 policromaticos (EPC) por
microscopia Optica com um aumento de 1000x, por um Unico observador.
Considerou-se, nessa analise, a freqiiéncia de MN presentes em cada uma das
fases de maturacao dos eritrocitos (EPC ou ENC), para avaliar a genotoxicidade,
e a proporgao entre EPC e ENC, para o calculo do indice de eritrocitos

policromaticos (%PCE), que é indicativo de citotoxicidade.

16. DETERMINACAO DOS NIVEIS SERICOS DE UREIA, CREATININA,
ASPARTATO-AMINOTRANSFERASE E ALANINA-AMINOTRANSFERASE

Para a determinacao de possiveis danos celulares causados pela PS-1
ao figado ou rim foram avaliados os niveis séricos de uréia, creatinina, aspartato-
aminotransferase (AST) e alanina-aminotransferase (ALT). As amostras de
sangue coletadas dos camundongos tratados com 4mg/kg de PS-1, ou do grupo
controle tratado com solucdo de NaCl 0,9%, foram cuidadosamente transferidas
para um tubo Eppendorf (1,5mL), para evitar hemolise, e mantidas em repouso
por 30min em banho-maria a 37°C, para a formacao do coagulo. Posteriormente
o sangue foi centrifugado a 400xG a temperatura ambiente por 10min, o soro
coletado e mantido a 4°C por duas horas e, entdo, foi analisado. As analises
foram feitas com o sistema espectrofotométrico automatizado ADVIA 1650 (Bayer

Corporation, Tarrytown, EUA) no Laboratério Sabin de Anélises Clinicas, Brasilia.
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17. DETERMINACAO DA DOSE TOXICA DE PS-1 EM CAMUNDONGOS
SWISS

Para determinar a dose téxica da PS-1, camundongos foram injetados
por via endovenosa com 100uL de diferentes concentragdes do peptideo em
solucao de NaCl 0,9% (4, 8, 16 ou 32mg/kg). Os animais do grupo controle
receberam o mesmo volume de solucao de NaCl 0,9%, injetada pela mesma via.
A PS-1, nas diferentes concentracbes, foi administrada a cada dois
camundongos, por vez, e a auséncia de manifestagdes clinicas (taquipnéia,
taquicardia, prostracdo e letargia) nos 15 minutos subsequientes foi utilizada
como critério para administrar concentracbes superiores, enquanto a presenca

desses sintomas serviu de critério para a interrupgao do experimento.

Os camundongos utilizados nesse experimento foram observados por
um tempo maximo de 24 horas e entdo, foram anestesiados com éter etilico e
mortos com o aprofundamento da anestesia. O sangue foi coletado, por meio de
puncao cardiaca, para avaliagdo do leucograma de todos os camundongos,
enquanto que os 6rgaos (figado, baco, rim, pulmao e cérebro) foram retirados
daqueles tratados com 32mg/kg para os estudos histopatolégicos (ver método

abaixo).

18. ESTUDOS HISTOPATOLOGICOS

Os espécimes (figado, baco, rim, pulmao e cérebro) foram crivados em
fragmentos representativos, fixados em solucdo aquosa de paraformaldeido
(Sigma-Aldrich, St Louis, EUA) a 5% durante quatro horas, em temperatura
ambiente. Em seguida, foram desidratados por meio de imersao seqiencial em
solucdes alcodlicas, com percentual decrescente de agua, diafanizados em xilol
e, posteriormente, embebidos em parafina quente (60°C). Os blocos de parafina

contendo os espécimes foram mantidos sob refrigeragdo (4°C) até serem
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seccionados em micrétomo.

Os fragmentos dos 6rgaos foram integralmente seccionados com 5um de
espessura, selecionando-se um corte a cada 250um. Em seguida, foram corados
com hematoxilina-eosina, segundo o protocolo padrao para (ver Anexo 2). As
observagdes foram feitas em microscopia éptica com aumento topografico, por
um unico observador, e posteriormente foram fotografadas com equipamento

Sony Cyber shot camera model DSC-P72, 3,2 megapixels.

19. DETERMINAGCAO IN VITRO DA DOSE TOXICA DE PS-1 SOBRE
LEISHMANIA (L.) AMAZONENSIS

A Leishmania (L.) amazonensis, originalmente mantida criopreservada,
foi transferida para meio NNN-LIT (Novy-MacNeal-Nicolle + liver infusion tryptose)
e mantida em estufa entre 24°C, até que os parasitos atingissem a fase log de
crescimento, a qual foi verificada por quantificacdo em hematocitdbmetro. Em
seguida, uma aliquota dessa suspensao era transferida para o meio de cultura
RPMI 1640 (Sigma-Aldrich, St Louis, EUA), suplementado com 20% de soro fetal
bovino e 0,2% de sulfato de gentamicina e incubadas a 24°C até atingirem 1x10°
parasitos/mL, concentracdo necessaria para o inicio dos experimentos (Childs

1977).

Para a avaliagdo da dose téxica de PS-1, formas promastigotas de L. (L.)
amazonensis (1x10°parasitos/100uL), em meio RPMI 1640 completo, foram
incubadas com 100uL das diferentes concentragdes do peptideo (0,5, 1, 2, 4, 8,
16, 32 ou 64ug/mL) na formulacdo de meio RPMI 1640 acima referida. Como
controle positivo, utilizou-se solucdo de N-metilglucamina (Glucantime® Rhodia
Pharma), na concentragdo de 4ug/mL, e como controle negativo, o proprio meio
RPMI 1640. Os experimentos foram realizados em ftriplicatas, em placa de

microcultivo de fundo plano (96 escavacdes) (LAbTech, Melbourn, Inglaterra).
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Apés incubacao a 24°C, por 2 ou 6 horas, os parasitos foram quantificados em
hematocitdbmetro, com aumento de 400x ao microscopio optico. Como parametro

de viabilidade consideraram-se a morfologia e a mobilidade.

Em outro experimento incubaram-se formas promastigotas de L.
amazonensis (1x10° parasitos/100uL) com 64pg/mL de PS-1, em meio RPMI
1640 completo por 6 horas e, em seguida, os cultivos eram transferidos para
frasco de cultura (Corning®, Corning, EUA) contendo 9mL de meio RPMI 1640
completo e incubados por 7 dias, a 24°C, para verificar o crescimento dos
parasitos. O crescimento das leishmanias era diariamente verificado ao

microscopio Optico de luz invertida, com aumento de 400x.

20. DETERMINACAO IN VITRO DA DOSE TOXICA DE PS-1 SOBRE
PLASMODIUM FALCIPARUM

A avaliacdo do efeito da PS-1 sobre cultivos de Plasmodium falciparum
foi realizada no Laboratério de Malaria do Nucleo de Medicina Tropical da

Universidade de Brasilia.

Frascos de criopreservacao contendo estabilato de P. falciparum da cepa
Pf169, mantidos em nitrogénio liquido a -196°C, foram descongelados a 37°C, e
iniciados cultivos em meio RPMI 1640 suplementado com 20% de pool de soro
humano durante 2 semanas, para adaptacdo do plasmddio ao crescimento in
vitro. Para avaliar o efeito téxico da PS-1 sobre o parasito, foram iniciados
cultivos em placa de fundo plano e 96 escavacdes (LAbTech, Melbourn,
Inglaterra) com 100uL de suspensao de eritrocitos humanos O" em meio RPMI
1640 suplementado com 20% de pool de soro humano, com 0,6% de parasitemia
e 3% de hematdcrito. Aliquotas de 100uL de diferentes concentragdes de PS-1
(1, 2, 4, 8, 16, 32, 64 e 128ug/mL), ou de artesunato de sodio (Artemix® 60mg

Ativus, Sao Paulo, Brasil), na concentragcdo de 8ng/mL, em meio RPMI 1640
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suplementado com 20% de pool de soro humano, foram distribuidas nas placas
contendo os eritrécitos parasitados por P. falciparum e as placas incubadas em
camara umida, a 37°C, na presenca de ar + 5% de CO, por 48 ou 72 horas. Os
cultivos de 72h foram submetidos a troca do meio ap6s 48h em incubacéo,
retirando-se 150uL do sobrenadante de todas e acrescentando-se igual volume
das solugdes contendo as diferentes concentracoes de PS-1, artesunato de sodio

ou meio RPMI 1640 (controle negativo).

Apoés 48 ou 72 horas de cultivo, desprezava-se o sobrenadante de cada
escavacao, homogenizava-se o sedimento e preparavam-se distendidos em
lamina de microscopia que, apds secagem, eram fixadas com metanol absoluto e
coradas com solucdao de Giemsa a 10% em STF pH 6,9, por 10 minutos. A
determinacao do percentual de trofozoitos (jovens ou adultos) e esquizontes
(jovens ou adultos) foi realizada pela observacdo de 1000 eritrécitos, em cada
preparacao, por microscopia 6ptica com aumento de 1000x, por um Unico

observador.

21. METODOS ESTATISTICOS

A normalidade das variaveis foi analisada empregando-se o teste de
Kolmogorov-Smirnov. Os testes estatisticos empregados para a comparacéo
entre os grupos foi o ANOVA ou Kruskal-Wallis, seguido pelos métodos de
Student-Newman-Keuls ou Dunn para as multiplas comparacdes. Para as
comparacoes entre duas amostras foram usados o teste t-Student ou o de Mann-
Whitney. As analises foram feitas empregando-se o programa Sigma-Stat (Jandel

Scientific, San Rafael, CA) e os graficos, usando o programa Microcal™

Origin
6.0® (Microcal Software Inc. 1999), ou o Prism® Software Package (GraphPad,

USA, 1997). Diferencas de p<0,05 foram consideradas significantes.
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RESULTADOS
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1. ENSAIOS DE TOXICIDADE IN VITRO

1.1. INFLUENCIA DA PS-1 SOBRE A ADERENCIA DE CELULAS
PERITONEAIS DE CAMUNDONGOS

Possiveis efeitos téxicos da PS-1 sobre células peritoneais de
camundongos, tratadas com diferentes concentracdes de PS-1 (1, 10, 100, 200 e
300ug/mL), foram avaliados por meio da variagao do percentual de aderéncia das
células as laminulas.

Os resultados mostraram que o percentual de aderéncia foi decrescente,
em relagdo ao controle, nas concentragdes superiores a 100ug/mL de PS-1 (Fig.
5). Além da grande reducao no percentual de aderéncia obtida nas preparacoes
incubadas com 200 ou 300ug/mL observaram-se também muitos restos celulares
(dados nao mostrados). Este resultado permitiu a constatacdo que, nessas
concentracdes, a PS-1 apresenta efeitos téxicos para células peritoneais.

Diferentemente do que ocorreu com as células incubadas com altas
concentragcbes de PS-1, observou-se que as preparagdes incubadas com
1ug/mL apresentaram aumento significante do percentual de aderéncia (58%

maior) em relacéo ao do grupo controle (Fig. 5a).
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Figura 5. Percentual de aderéncia de células peritoneais de camundongos

tratadas com diferentes concentracées de PS-1.

Uma suspensao, contendo

25x10° células, de cada camundongo (n=8), foi incubada em duplicata em placa
de microcultivo (96 escavacoes). Os resultados de oito experimentos, analisados
pelo teste de Mann-Whitney, indicaram diferencas entre o controle e os grupos

tratados com 1 (p=0,049) (a), 100 (p=0,007) (

c), 200 (p=0,001) (d) e 300ug/mL

(p=0,004) (e), mas nao com 10ug/mL (p>0,05). Estdo representados as
medianas, quartis superiores e inferiores, valores maximo € minimo.
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A andlise entre os grupos mostrou que a utilizacdo de concentragdes
superiores a 100ug/mL de PS-1 reduz significantemente o percentual de

aderéncia das células peritoneais de forma dose dependente (Fig. 6).
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Figura 6. Percentual de aderéncia das células peritoneais de camundongos
tratadas com diferentes concentracées de PS-1. Uma suspensao, contendo
25x10° células, de cada camundongo (n=8), foi incubada em duplicata em placa
de microcultivo (96 escavacoes). Os resultados de oito experimentos, analisados
pelo teste de Kruskal-Wallis, indicaram diferengas entre os grupos (p=0,001).
Houve relacdo entre a dose e a reducdo no percentual de aderéncia. Estdo

representados as medianas, quartis superiores e inferiores, valores maximo e
minimo.

1.2. INFLUENCIA DA PS-1 SOBRE A FAGOCITOSE POR MACROFAGOS
PERITONEAIS DE CAMUNDONGOS

A influéncia da PS-1 sobre a fagocitose de células peritoneais tratadas
com as diferentes concentracées de PS-1 (1, 10 ou 100ug/mL) foi avaliada por
meio do indice fagocitario, que equivale ao produto entre a percentagem de
macréfagos envolvidos na fagocitose e a média de leveduras fagocitadas. Os
resultados indicaram que o indice fagocitario nas trés concentragdes de PS-1 nao

difere do encontrado no grupo controle (Fig. 7).
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Figura 7. indice fagocitario de macréfagos peritoneais de camundongos tratados
com diferentes concentragdes de PS-1. Uma suspensdo contendo 2x10° células
de cada camundongo (n=5) foi incubada com 4x10° leveduras por escavagdo em
placa de microcultivo de 24 escavagdes. Os resultados de cinco experimentos,
avaliados pelo teste t de Student, ndo mostraram diferencas entre o controle e os
grupos tratados com a PS-1. Estao representados as médias e desvios padrao.
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Observou-se que nas preparagdes incubadas com 10ug/mL de PS-1
houve reducéo de 55% do percentual de células envolvidas na fagocitose (Fig.
8b). Entretanto, as preparacdes tratadas com 1 ou 100ug/mL de PS-1

apresentaram resultados semelhantes aos do controle (Fig 8a,c).
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Figura 8. Percentual de macro6fagos peritoneais de camundongos envolvidos na
fagocitose tratados com diferentes concentracdes de PS-1. Uma suspensao
contendo 2x10° células de cada camundongo (n=5) foi incubada com 4x10°
leveduras por escavacdo em placa de microcultivo de 24 escavacgdes. Os
resultados de cinco experimentos, avaliados pelo teste t de Student, mostraram
diferencas entre o controle e o grupo tratado com 10 pg/mL de PS-1 (b)
(p=0,045), mas nao para o grupo tratados com 1 ug/mL (a). Houve tendéncia a
diferencas entre o controle e o grupo tratado 100 ug/mL (c) (p=0,078). Estéao
representados as médias e desvio padrao.
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A andlise entre os grupos mostrou que nao houve relacdo entre a
concentracdo de PS-1 e o percentual de macrofagos envolvidos na fagocitose

(Fig. 9).

% macréfagos envolvidos
na fagocitose

" 7/,

RPMI 1 10 100
PS-1 (ug/mL)

Figura 9. Percentual de macréfagos peritoneais de camundongos, envolvidos na
fagocitose, tratados com diferentes concentracées de PS-1. Uma suspensao
contendo 2x10° células de cada camundongo (n=5) foi incubada com 4x10°
leveduras por escavagdao em placa de microcultivo de 24 escavacgdes. Os
resultados de cinco experimentos, avaliados pelo teste de ANOVA, nao
mostraram diferengas entre os grupos (p=0,715), o que indica auséncia de
relacdo dose resposta. Estdo representados as médias e desvios padrao.

Os resultados indicaram que os grupos tratados com as diferentes
concentracdes de PS-1 (1, 10 ou 100ug/mL) apresentaram média de leveduras
fagocitadas por macrofago comparavel a do grupo controle (Fig. 10). Entretanto,
observou-se tendéncia estatistica para diferencas entre o controle e o grupo
tratado com 1ug/mL de PS-1 (p=0,067). Os macrofagos tratados com esta
concentragédo fagocitaram 44% mais leveduras do que os do grupo controle (Fig.

10 e 11).
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Figura 10. Média de leveduras fagocitadas por macrofagos peritoneais de
camundongos tratados com diferentes concentra¢des de PS-1. Uma suspenséao
contendo 2x10° células de cada camundongo (n=5) foi incubada com 4x10°
leveduras por escavacdao em placa de microcultivo de 24 escavagdes. Os
resultados de cinco experimentos, avaliados pelo teste t de Student, nao
mostraram diferencas entre os grupos, entretanto houve tendéncia a diferencgas
entre o controle e o grupo tratado com 1ug/mL de PS-1 (p=0,067). Estéao
representados as médias e desvios padrao.
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Figura 11. Fotomicrografias de células peritoneais incubadas em meio de cultura
RPMI 1640 (a), ou acrescido com 1pg/mL de PS-1 (b). Foram incubadas 2x10°
células e 4x10° leveduras. Aumento 1000x. Coloragdo de Giemsa.

1.3. INFLUENCIA DA PS-1 SOBRE A PRODUCAO DE PEROXIDO DE
HIDROGENIO POR MACROFAGOS PERITONEAIS DE CAMUNDONGOS

O efeito de diferentes concentracdées da PS-1 (1, 10 ou 100ug/mL) sobre
a producado de peréxido de hidrogénio (H-O.) por macréfagos peritoneais foi
avaliado no sobrenadante dos cultivos, apdés a incubacao por 60 minutos. Os
resultados mostraram que o grupo tratado com 1pg/mL de PS-1 apresentou
reducdo de 89% na producdo de H>O, em relagdo ao controle  (Fig. 12a).
Entretanto, nas preparacées tratadas com 10 ou 100ug/mL de PS-1 as

concentragdes de H»O, foram semelhantes as do grupo controle (Fig. 12b,c).
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Figura 12. Producao de perdxido de hidrogénio por macréfagos peritoneais de
camundongos incubados com diferentes concentracbes de PS-1. Uma
suspensdo, contendo 2x10° células, de cada camundongo (n=8), foi incubada em
triplicata em placa de microcultivo (96 escavacdes). Os resultados de oito
experimentos, avaliados pelo teste Mann-Whitney, mostraram diferengas entre o
controle e o grupo tratado com 1 ug/mL de PS-1 (a) (p<0,007), mas nao com 10
(p=0,090) ou 100ug/mL (p=0,700). Estao representados as medianas, quartis
superiores e inferiores, valores maximo e minimo.



43

Os resultados indicaram também que a PS-1 interferiu na sintese de
H.O. de forma dose dependente, ou seja, quanto maior a concentracao do

peptideo maior foi a deteccao dessa substancia (Fig 13).

Concentragdo em uM de
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Figura 13. Producado de perdxido de hidrogénio por macréfagos peritoneais de
camundongos incubados com diferentes concentracbes de PS-1. Uma
suspensao, contendo 2x10° células, de cada camundongo (n=8), foi incubada em
triplicata em placa de microcultivo (96 escavacoes). RPMI 1640 ou acetato de
forbol miristato (PMA) foram usados como controles negativo ou positivo,
respectivamente. Os resultados de oito experimentos, avaliados pelo teste de
ANOVA, mostraram diferengas entre os grupos (p=0,002), indicando que ha
relacdo direta dose-resposta entre a concentracdo de PS-1 e a producédo de
H.O.. Estao representados médias e desvios padrao.

1.4. INFLUENCIA DA PS-1 SOBRE A PRODUCAO DE OXIDO NIiTRICO POR
MACROFAGOS PERITONEAIS DE CAMUNDONGOS

Os efeitos de diferentes concentracées de PS-1 (1, 10 e 100ug/mL)
sobre a producdo de Oxido nitrico (NO) por macrofagos peritoneais foram
avaliados no sobrenadante de cultivos, ap6s a incubagdo por 24 horas. Os
resultados mostraram que nas preparag¢des incubadas com 1ug/mL de PS-1
houve reducao de 85% na producao de NO, em relacdo ao controle (Fig. 14a).
Entretanto, quando tratadas com 10 ou 100ug/mL de PS-1 as células

apresentaram producao de NO semelhante a do grupo controle (Fig.14b).
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Figura 14. Producdo de Oxido nitrico por macréfagos peritoneais de
camundongos incubados com diferentes concentracbes de PS-1. Uma
suspensao, contendo 2x10° células, de cada camundongo (n=8), foi incubada em
triplicata em placa de microcultivo (96 escavacdes). Os resultados de oito
experimentos, avaliados pelo método de Mann-Whitney, mostraram diferencas
entre o controle e o grupo tratado com 1ug/mL PS-1 (a) (p<0,001), mas ndo com
10 ou 100pg/mL. Estdo representados as medianas, quartis superiores e
inferiores, valores maximo e minimo.
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O resultado da andlise entre os grupos tratados com PS-1 indicou que

nao ha relagdo entre a concentracéo do peptideo e a producédo de NO (Fig 15).
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Figura 15. Producdo de Oxido nitrico por macréfagos peritoneais de
camundongos incubados com diferentes concentragbes de PS-1. Uma
suspensdo, contendo 2x10° células, de cada camundongo (n=8), foi incubada em
triplicata em placa de microcultivo (96 escavagdes). RPMI 1640 ou
lipopolissacarideo (LPS) foram usados como controle negativo ou positivo,
respectivamente. Os resultados de oito experimentos, avaliados pelo teste de
Kruskal-Wallis, ndo mostraram diferencas entre os grupos, o que indica auséncia
de relacado dose resposta. Estdo representados as medianas, quartis superiores e
inferiores, valores maximo e minimo.

1.5. INFLUENCIA DA PS-1 SOBRE A PRODUCAO DE FATOR DE NECROSE
TUMORAL POR MONOCITOS HUMANOS

Os efeitos das diferentes concentracdées de PS-1 (1, 10 ou 100ug/mL)
sobre a producéao de fator de necrose tumoral (FNT) por monécitos humanos, in
vitro, foram avaliados no sobrenadante de cultivos apds a incubacao por 6
horas. Os resultados mostraram que 10ug/mL de PS-1 causou aumento na
concentragdo de FNT. Enquanto que a mediana da produgdo de FNT pelos
mondécitos do grupo controle foi 141ug/mL, as células incubadas com 10ug/mL
tiveram uma producgao 290% maior (Fig. 16b). Nas demais concentracdes de PS-
1 (1 ou 100pug/mL) ndo houve diferengas na producdo de FNT, em relacdo ao

controle (Fig . 16a,c) .
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Figura 16. Producéao de fator de necrose tumoral (FNT) por monécitos humanos,
coletados de seis individuos normais, tratados com diferentes concentracoes de
PS-1. Uma suspensdo, contendo 2x10° células, de cada individuo (n=8), foi
incubada em duplicata em placa de microcultivo (96 escavacoes). Os resultados,
avaliados pelo teste de Mann-Whitney, mostraram diferencas entre o controle e o
grupo tratado com 10 pg/mL de PS-1 (b) (p=0,026), mas ndao com 1 ou
100ug/mL. Estdo representados as medianas, quartis superiores e inferiores,

valores maximo e minimo.
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A andlise estatistica entre os grupos mostrou que nao ha relacao entre a
concentragdo de PS-1 e a producado de FNT (Fig. 17).
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Figura 17. Producéao de fator de necrose tumoral (FNT) por monécitos humanos,
coletados de seis individuos normais, tratados com diferentes concentracdes de
PS-1. Uma suspensdo, contendo 2x10° células, de cada individuo (n=6), foi
incubada em duplicata em placa de microcultivo (96 escavacgdes). RPMI 1640 ou
lipopolissacarideo (LPS) foram usados como controle negativo ou positivo,
respectivamente. Os resultados de seis experimentos, avaliados pelo teste de
ANOVA, nao mostraram diferengas entre o controle e os grupos tratados com PS-
1 (p=0,312), o que indica auséncia de relacdo dose resposta. Estédo
representados as médias e desvios padrao.

2. ENSAIOS DE TOXICIDADE IN VIVO

2.1. DETERMINAGCAO DA DOSE TOXICA DE PS-1

O estudo para avaliar a influéncia da PS-1 sobre a inducdo de
alteragdes clinicas indicativas de toxicidade ou mortalidade foi realizado por meio
de administracdo endovenosa de diferentes concentracdes do peptideo (8, 16 ou
32mg/kg). Os resultados mostraram que nas concentracoes de 8 ou 16mg/kg a

PS-1 ndo causou quaisquer alteracdes clinicas que indicassem a presenca de
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toxicidade nos camundongos. Entretanto, utilizando-se 32mg/kg de PS-1 foi
possivel observar, durante 10 a 15 minutos, prostracao, taquicardia e taquipnéia,

as quais foram revertidas espontaneamente apos esse tempo.

Os estudos morfologicos realizados nos animais tratados com
32mg/kg de PS-1, 24 horas depois, mostraram leucograma e morfologia dos

orgaos (figado, baco, rim e pulméao) normais.

2.2. INFLUENCIA DA PS-1 SOBRE AS CELULAS DO SANGUE PERIFERICO

A influéncia de 4mg/kg de PS-1 sobre os leucécitos do sangue circulante
foi avaliada pela quantificacdo total e dos diferentes tipos de leucécitos
(neutrdfilos, linfécitos, mondcitos, eosindfilos e baséfilos) (Tabela 1). Os
resultados mostraram que ndo houve diferenca quantitativa ou qualitativa dessas

células entre os dois grupos, controle (0,9% NaCl) e tratado.

Tabela 1. Efeitos da filosseptina-1 (PS-1), administrada por via endovenosa a
camundongos (n=8), sobre o total ou diferentes categorias de leucocitos no
sangue periférico (células/uL). O tempo de experimento foi de 24 ou 48 horas e 7
ou 14 dias depois da administracdo Unica de 4mg/kg PS-1 ou solucdo salina
(0,9% NaCl (Sal). Diferencas entre os grupos foram avaliadas pelo teste de
Kruskal-Wallis, seguido do método de Dunn para multiplas comparacdes. Nao
foram encontradas diferencas entre os grupos.

Tempo  Tratamento  Leucdcitos Linfécitos Neutréfilos Mondcitos Eosindfilos
(x10) (x10%) (x109) (x10) (x10)
Mediana Mediana Mediana Mediana Mediana
(25% - 15%) 25%-75%)  (25%-715%)  (25% - 75%) (25% - 15%)

24 horas Sal 72(65-179) 56 (50-63) 7(5-9) 6(5-10) 0:8(0:3-1)
PS-1 82(67-106) 60 (45-76) 6(2-1) 9(3-16) 1(1-2)
48 horas Sal 66 (58 -70) 54 (50-39) 5(4-6) 2(2-4) 0:3(0-07)
PS-1 65 (61-69) ST(54-61) 3(2-6) 1(1-2) 0.1(0-0:3)
7 dias Sal 69 (64 -75) 54 (50-65) 54-17) 7(3-8) (:3(0:3-0.9)
PS-1 68 (64-179) 54 (49-67) 5(3-6) §(6-10) 1(04-1)
14 dias Sal 75 (60-91) 66 (55-177) 5(3-8) 7(5-8) 1(0-09)
PS-1 86 (70 - 94) 71(53-19) 9(7-10) 4(3-38) 1(0-0:6)
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2.3. INFLUENCIA DA PS-1 SOBRE ERITROCITOS DA MEDULA OSSEA

O estudo da influéncia da PS-1 sobre os eritrécitos da medula déssea,
avaliado por meio do indice de eritrcitos policromaticos mostrou que o peptideo
nao causou alteracdes significantes nos animais tratados com 4mg/kg de

PS-1, quando comparados com o grupo controle (Fig. 18).
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Figura 18. Efeitos da administracdo endovenosa de 4mg/kg de PS-1, a oito
camundongos da linhagem Swiss, sobre o percentual de eritrécitos policromaticos
24 e 48 horas ap6s sua injecao. Como controle negativo foi utilizada solucao
salina (0,9% NacCl) (Sal) e para controle positivo 33mg/kg ciclofosfamida (Ci). Os
efeitos dos tratamentos, avaliados pelo teste de Kruskal-Wallis, mostrou que néao
houve diferencas entre o grupo tratado com PS-1 e o controle (p>0,05). Sao
mostradas as medianas, quartis superiores e inferiores, valores maximos e
minimos.

O estudo de possivel atividade clastogénica (ver glossario) da PS-1,
avaliado pela quantificacdo de micronucleos em eritrécitos jovens (policromaticos)

ou maduros (normocromaticos), mostrou que 24 ou 48 horas apés o tratamento
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0s animais dos grupos controle negativo ou tratado com 4mg/kg PS-1
apresentaram quantidades semelhantes de micronucleos, o contrario foi
observado nos camundongos tratados com ciclofosfamida, nesse houve aumento

de micronucleos nos dois estagios de maturagéo eritrocitaria (Fig. 19).
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Fi%ura 19. Efeitos da PS-1 24 h (a) ou 48 h (b) sobre o total de micronucleos por
10° eritrocitos policromaticos ou normocromaticos, na medula déssea de
camundongos. Os animais (n=8) foram tratados com dose Unica de 4mg/kg de
PS-1 ou solucéo salina (0,9% NacCl) (Sal). O efeito da PS-1, avaliado pelo teste
de Kruskal-Wallis, mostrou que o grupo experimental e controle negativo séo
semelhantes. Sdo mostrados as medianas, quartis superiores e inferiores, valores
mMAaximos e minimos.

2.4. INFLUENCIA DA PS-1 SOBRE A HISTOLOGIA DO FIGADO, BACO, RIM E
PULMAO

O estudo histopatoldgico dos 6rgaos figado, baco, rim e pulméao mostrou
que a administracdo de 4mg/kg de PS-1 nao afetou o parénquima dos mesmos. A
figura 20 mostra fotomicrografias dos varios 6rgaos, provenientes dos animais
tratados com solucéo salina (0,9% NaCl) comparados com aqueles dos animais
tratados com o peptideo, aonde € possivel verificar morfologia normal e auséncia

de processo inflamatorio.
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Figura 20. Fotomicrografias do figado, baco, rim e pulmdo de camundongos
tratados com solucao salina (0,9% NaCl) (a, ¢, e, g) ou tratados com 4mg/kg de
PS-1 (b, d, f, h), 48 horas ap6s o tratamento. A avaliacao feita com microscopia
optica mostrou morfologia normal em todos os érgaos. Coloragdo hematoxilina e
eosina, 100x.
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2.5. INFLUENCIA DA PS-1 SOBRE OS NIVEIS SERICOS DE UREIA,
CREATININA, ASPARTATO-AMINOTRANSFERASE E ALANINA-
AMINOTRANSFERASE

O estudo da influéncia da PS-1 sobre a toxicidade renal ou hepéatica
avaliado pelos niveis seéricos de uréia e creatinina (Fig. 21) e das enzimas
intracelulares, AST (aspartato  aminotransferase) e ALT (alanina-
aminotransferase) (Fig. 22), mostrou que a administracdo 4mg/kg do peptideo
nao causou alteracdes nas concentracbes dessas substancias no soro dos

animais tratados em relagéo ao grupo controle.
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Figura 21. Efeito da PS-1 (4mg/kg), ou solucao salina (0,9% NaCl),
administrados por via endovenosa a camundongos Swiss (n=8), sobre 0s niveis
séricos de uréia (a) e creatinina (b), 24 ou 48 horas depois do tratamento. Os
resultados, avaliados pelo teste de Kruskal-Wallis, ndo mostraram diferengas
entre o grupo tratado com a PS-1 e o controle. Os dados estdo representados
pelas medianas, quartis superiores e inferiores, valores minimos e maximos.
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Figura 22. Efeitos da administragdao endovenosa de 4mg/kg de PS-1, ou solucao
salina (0,9% NaCl), a camundongos Swiss (n=8) sobre o0s niveis séricos de
aspartato-aminotransferase (a), e alanina-aminotransferase (b), 24 ou 48 horas
depois do tratamento. Os resultados, avaliados pelo teste de Kruskal-Wallis, ndo
mostraram diferengas entre o grupo tratado com a PS-1 e o controle. Estao
representados as medianas, quartis superiores e inferiores, valores maximo e
minimo.

3. ENSAIOS ANTIPARASITARIOS

3.1. INFLUENCIA DA PS-1 SOBRE LEISHMANIA (L.) AMAZONENSIS E
PLASMODIUM FALCIPARUM

A influéncia da PS-1 sobre cultivos de Leishmania (L.) amazonensis ou
Plasmodium falciparum foi avaliada verificando-se o crescimento das duas
espécies incubadas com diferentes concentracoes do peptideo. Os resultados
mostraram consideravel reducao do nimero de protozoarios incubados com as

diferentes concentragdes da PS-1.

3.1.1. Leishmania (L.) amazonensis

Os resultados mostraram que todas as concentragdes de PS-1 (0,5, 1, 2,
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4, 8, 16, 32 ou 64ug/mL) causam a reducdo do numero de promastigotas, em
relacdo ao grupo controle, ap6s a incubacao por 2h (Fig 23) ou 6h (Fig 24). A
analise desses resultados permitiu inferir que as concentracdées superiores a
1ug/mL de PS-1 sédo capazes de inibir no minimo 50% das formas promastigotas

de L. (L.) amazonensis.

Depois da incubacéo por 6 horas as concentracdées equivalentes a 8, 16
ou 32ug/mL foram capazes de reduzir 95% do total de parasitos (Clgs), enquanto
que a inibicao total das formas promastigotas de Leishmania (L.) amazonensis

foi alcangada com 64ug/mL de PS-1 (Clyoo) (Fig. 24h).
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Figura 23. Efeitos de diferentes concentracbes de PS-1 sobre formas
promastigotas de Leishmania (L.) amazonensis para determinar a concentracao
inibitria (Cl) apés a incubacao por 2 horas. Foram incubados 10° parasitos, em
triplicata, com diferentes concentracées de PS-1. Os resultados, analisados pelo
teste t de Student, mostraram diferencas entre o controle e todos os grupos
tratados (p<0,007) e a Clsy, apds duas horas de incubacao foi definida como
1ug/mL. Estao representados as médias e desvios padrao.
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sobre formas

promastigotas de Leishmania (L.) amazonensis para determinar a concentracao
inibitria (Cl) apés a incubagao por 6 horas. Foram incubados 10° parasitos, em
triplicata, com diferentes concentracées de PS-1. Os resultados, analisados pelo
teste t de Student, mostraram diferencas entre o controle e todos os grupos
tratados (p<0,007). Os resultados indicam que a Clsy apdés seis horas de
incubacgao foi de 0,5ug/mL e a Clyp foi de 64ug/mL. Estdo representados as
médias e desvios padrao.
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Os resultados mostraram que a redugéo do numero de parasitos ocorreu
de forma dose dependente (Fig 25 a,b).

Q

Percentual de parasitos 2h
apos o tratamento

O

Percentual de parasitos 6h
apos o tratamento

PS-1 (ug/mL)

Figura 25. Efeitos de diferentes concentragbes de PS-1 sobre formas
promastigotas de Leishmania (L.) amazonensis para determinar a relacdo entre a
dose e a resposta apos a incubacdo por 2 (a) ou 6 horas (b). Glucantime na
concentracdo padrdo de 4pg/mL e meio RPMI 1640 foram usados como
controles, positivo e negativo, respectivamente. Os resultados, analisados pelo
teste de ANOVA, mostraram diferencas entre os grupos (p=0,001) e definiram
uma relagao inversa entre dose e resposta. Estao representados as médias e
desvios padrao.
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Amostras coletadas dos cultivos de Leishmania (L.) amazonensis ap0s
incubacao por 2 ou 6 horas, coradas com solugdo de Giemsa, mostraram que 0s
parasitos tratados com 64ug/mL de PS-1 formaram massas amorfas contendo
restos celulares, enquanto que aquelas provenientes do grupo controle

apresentaram morfologia normal, conforme observado na figura 26.

Figura 26. Fotomicrografias de cultivos de Leishmania (L.) amazonensis,
incubados por 6 horas em meio de cultura RPMI 1640 (a) e acrescido com
64ug/mL de PS-1 (b). Observe em (b) a massa amorfa contendo os restos
celulares do protozoério (seta). Aumento 1000x. Coloragcao de Giemsa.
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A viabilidade dos parasitos foi avaliada com o repique dos cultivos
incubados por 6 horas, grupo controle (meio RPMI 1640) e acrescido com
64pg/mL de PS-1. Esses cultivos novamente incubados por 7 dias, em meio
RPMI 1640, mostrou que apenas os parasitos do grupo controle (auséncia de PS-
1) apresentaram morfologia e crescimento normais, enquanto que aqueles

previamente incubados com 64ug/mL de PS-1 nao apresentaram parasitos.

3.1.2. Plasmodium falciparum

A influéncia da PS-1 sobre os cultivos de Plasmodium falciparum
avaliada, em funcao da concentracdo e do tempo de incubacao, foi verificada

apos incubacao por 48 ou 72 horas.

Nos cultivos incubados por 48 horas observou-se reducao da parasitemia
nos grupos tratados com concentragdes superiores a 32ug/mL, quando

comparados ao controle (Fig. 27).
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Figura 27. Efeito da PS-1 sobre o crescimento de Plasmodium falciparum tratado
com diferentes concentracdes de PS-1, para determinar a concentracao inibitéria
(Cl) 48h apbs o tratamento. Iniciou-se o experimento, em triplicata, com 3% de
hematocrito e 0,6% de parasitemia. Foram analisados 1000 eritrocitos por
preparacdo. Os resultados, avaliados pelo teste t de Student, mostraram
diferencas entre o controle e os grupos tratados com 32 (p=0,004) (f), 64
(p=0,001) (g) e 128ug/mL (p<0,001) (h), mas nao com 1, 2, 4, 8 ou 16ug/mL de
PS-1. Estao representados as médias e desvios padrao.
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Diferentemente da reducédo observada com as maiores concentracoes, a
utilizagdo de 1ug/mL de PS-1, nas preparagdes incubadas por 72 horas, causou

um aumento significante de 25% na parasitemia (Fig 28a).

Houve reducdo da parasitemia nas concentracées de PS-1 superiores a
32ug/mL (Fig. 28), entretanto, a maior redugdo (97%) foi observada nas

preparacoes incubadas com 128ug/mL de PS-1 (Fig. 28h).

As concentracOes inibitérias (Cl) foram definidas depois da incubacao
por 72 horas. Como Cls estabeleceu-se a concentracao intermediaria entre 32 e
64ug/mL, equivalente a 48ug/mL de PS-1, enquanto que 128ug/mL de PS-1 foi
definida como a concentracdo capaz de inibir 97% das formas intraeritrocitarias

de P. falciparum (Clgy).
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Figura 28. Efeito da PS-1 sobre o crescimento de Plasmodium falciparum tratado
com diferentes concentragdes de PS-1, para determinar a concentracao inibitéria
(Cl) 72 horas apos o tratamento. Iniciou-se o experimento, em triplicata, com 3%
de hematocrito e 0,6% de parasitemia. Foram analisados 1000 eritrécitos por
preparacdo. Os resultados, avaliados pelo teste t de Student, mostraram

diferencas entre o controle e os grupos tratados com 1 (p=0,014) (a)

32

(p=0,004) (f), 64 (p=0,001) (g) e 128ug/mL (p<0,0017) (h), mas ndo com 2, 4, 8 ou
16ug/mL de PS-1. Estao representados as médias e desvios padrao.
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O efeito da PS-1 sobre a redugao da parasitemia de P. falciparum pode
ser facilmente observado na figura 29. Enquanto o grupo controle mostrou

crescimento, o tratado com 128ug/mL PS-1 apds incubagado por 72h exibiu

reducao.
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Figura 29. Efeito de 128ug/mL de PS-1 sobre a parasitemia de Plasmodium
falciparum, in vitro, apds a incubagéo por 72h. Meio RPMI 1640 e artesunato de
sédio (Art) (concentracdo padrdo de 8ng/mL) foram usados como controle
negativo e positivo, respectivamente. Iniciou-se o experimento, em triplicata, com
3% de hematécrito e 0,6% de parasitemia. Foram analisados 10° eritrécitos, por
preparacao, considerando-se as formas intraeritrocitarias (trofozoitos jovens,
trofozoitos maduros e esquizontes). Estao representados as médias e desvios
padrao.

A analise entre os grupos mostrou a existéncia de relagao dose resposta,
ou seja, quanto maior a concentracao de PS-1 menor é a parasitemia de P.

falciparum 72h ap6s a incubagéo (Fig. 30b).
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Figura 30. Percentual de parasitemia de Plasmodium falciparum tratado com

diferentes concentracées de PS-1, para determinar a relagao entre a dose e a
em triplicata, com 3% de hematocrito e 0,6% de parasitemia. Meio RPMI 1640 e
artesunato de sodio (Art) (concentracdo padrdo de 8ng/mL) foram usados como
controle negativo e positivo, respectivamente. Foram analisados 102 eritrocitos
por preparagdo. Os resultados, avaliados pelo teste de ANOVA mostraram

diferencas entre os grupos (p<0,001) e indicaram um padrdo de dose resposta.

resposta apds a incubacao por 48 (a) ou 72 horas (b). Iniciou-se o experimento,
Estao representados as médias e desvios padrao.
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O efeito da PS-1 também foi observado sobre a maturacdo das formas
intraeritrocitarias, como pode ser visto na tabela 2 e figura 31, nas quatro

concentracdes de Ps-1 (1, 8, 32 ou 128ug/mL).

Verificou-se, apds a incubagcdo por 72 horas, que 1ug/mL de PS-1
causou aumento da velocidade de maturacao do Plasmodium faliciparum. Nesse
grupo o percentual de trofozoitos maduros foi 27%, contra 7% para o grupo
controle. Observou-se também um aumento de 4% no numero de esquizontes

maduros (Tab. 2; Fig. 31b,d).

Na concentragcdao de 8ug/mL de PS-1 ndo se observou diferenca na
maturacao das formas intraeritrocitarias apds a incubacao por 48 ou 72 horas, em
relacdo ao controle (Tabela 2, Fig. 31e,f). Entretanto, com 32, 64 ou 128ug/mL

houve depressao da maturacao do P. falciparum (Fig. 31g,h,i,j).

Nas preparacdes incubadas com 128ug/mL de PS-1 verificou-se drastica
reducao das formas intraeritrocitarias. Depois da incubacao por 72 horas foram
encontrados apenas 23 parasitos com a concentragdo de 128ug/mL, contra 150
no grupo controle (Tab. 2). Entretanto dentre as formas encontradas, para a
maior concentragdo de PS-1 (128ug/mL), houve predominio de esquizontes

jovens, contendo de 2 a 4 nacleos (Tab. 2, Fig. 31i,j).
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Tabela 2. Percentual de formas parasitarias em cultivos de Plasmodium
falciparum tratados com diversas concentragbes de PS-1. Os dados foram
coletados ap6s a incubagao por 48 ou 72 horas e sdo relativos a 10* eritrocitos.

Formas parasitarias (%)

Duracao

Tratamento Trofozoito i i i

do cultivo jovem Tﬁ;&ﬁ?}P Es?olvéomnte ES,,‘,‘;‘QZU",B“’ Total
RPMI 117 3 4 16 140

48 1 pg/mL 107 3 4 16 130

horas

8 pg/mL 117 0 4 16 137

32 ug/mL 60 7 7 13 87

128 pg/mL 10 20 16 4 50

RPMI 120 10 8 12 150

72
1 pg/mL 90 40 2 18 150
horas Hg

8 pg/mL 87 20 12 8 127

32 ug/mL 60 23 11 9 103

128 pg/mL 3 0 18 2 23
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Figura 31. Efeito de diferentes concentracbes de PS-1 (1, 8, 32 ou 128ug/mL)
sobre a maturagdo das formas intraeritrocitarias de Plasmodium falciparum, in
vitro, em triplicata, apds a incubacgao por 48 ou 72 horas. Os valores relativos
referem-se a 10* eritrécitos. Estéo representados as médias e desvios padréo.
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Observou-se nas preparagdes incubadas com 128ug/mL o predominio

de esquizontes contendo de 2 a 4 nucleos e citoplasma escasso (Fig. 32).

o o @00 o
O n _ .O q

Figura 32. Fotomicrografias de cultivos de Plasmodium falciparum, incubados por
72 horas em meio de cultura RPMI 1640 (a) ou acrescido com 128ug/mL de PS-1
(b). Observe em (b) um pequeno esquizonte (seta e destacado). Aumento 1000x.
Coloracao de Giemsa.
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Um dos passos relevantes para o desenvolvimento de substancias
voltadas para aplicacoes biomédicas é a decisdo de submeter aos testes
clinicos que, em grande parte, se baseia nos resultados dos ensaios pré-
clinicos para a avaliacdo das acbes farmacoldgicas, efeitos biolégicos,
biodisponibilidade e toxicidade (WHO 2001b). Os estudos de toxicidade sao
especialmente importantes para estimar a dose inicial a ser administrada e
para identificar os parametros que necessitarao de monitoramento, como

possiveis efeitos adversos, durante os ensaios clinicos.

Os estudos de novos compostos, naturais ou sintéticos, de origem
animal ou vegetal, requerem extensa investigacdo, fundamentais para a
passagem da fase pré-clinica para a clinica. Como a filosseptina-1 (PS-1) é
uma nova substancia sintética e dotada de propriedades que lhe permite
interagir com membranas celulares (estrutura secundaria em hélice-q,
dominios hidrofilicos e hidrofébicos bem definidos e cationicidade), de onde
advém sua atividade antimicrobiana (Leite e cols. 2005), o objetivo da presente
investigacao foi avaliar seus efeitos sobre quatro sistemas biolégicos: células
peritoneais de camundongos, in vitro; mondcitos humanos, in vitro;
camundongos da linhagem Swiss, in vivo; protozoarios dos géneros
Leishmania e Plasmodium, in vitro. O peptideo foi selecionado para esse
estudo por ser candidato potencial para aplicacées biomédicas, especialmente

como agente antimicrobiano.

TOXICIDADE IN VITRO

Os efeitos da PS-1, in vitro, foram observados sobre células obtidas da
cavidade peritoneal de camundongos ou mondcitos humanos coletados de
sangue venoso de individuos sadios. Utilizando-se células peritoneais de

camundongos verificou-se, por meio do percentual de aderéncia dos macro6fagos,
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1) a concentracao téxica do peptideo, enquanto que a interferéncia do peptideo
sobre a 2) funcionalidade de macréfagos incubados com a PS-1 foi verificada por
meio da avaliacdo da capacidade fagocitaria, da producdo de peréxido de
hidrogénio, de 6xido nitrico e de fator de necrose tumoral. Os macréfagos ou
mondécitos foram escolhidos para este estudo por serem células fundamentais no

processo de defesa inata.

Os estudos de toxicidade da PS-1 realizados por meio do percentual de
aderéncia de células peritoneais de camundongos mostraram que houve
aumento da aderéncia na menor concentracao (1ug/mL) de PS-1 e reducédo
dose-dependente desse percentual nas maiores concentragdes. O aumento da
aderéncia observado com 1ug/mL de PS-1 foi também foi observado em relacao
a outros peptideos antimicrobianos catiénicos. Gudmundsson & Agerberth (1999)
reportaram aumento da expressao de moléculas de adesao (CD11 e ICAM-1) por
neutréfilos, como efeito dos peptideos CAP11 e defensinas. Além disso, o
peptideo PR-39 induziu a expressao de proteoglicanas, sindecam-1 e sindecam-4
na superficie de fibroblastos, durante os processos de reparacao tecidual (Galo e
cols. 1994). O aumento do percentual de aderéncia de macréfagos pode indicar
que a menor concentracdo de PS-1 influencia as vias que ativam a sintese e a
expressdao de moléculas de adesdo na membrana celular, o que pode ser um

fenbmeno importante na modulacao da resposta imunitaria.

A reducao do percentual de aderéncia dos macréfagos tratados com as
maiores concentragdes de PS-1 pode ter decorrido de acdo téxica do peptideo
como consequéncia da interacdo deste com as membranas celulares,
ocasionando a formacao de poros e posteriormente a morte celular. Sabe-se que
a membrana das células dos mamiferos é do tipo zwitteribnica (ver Glossario):
composta principalmente por fosfolipideos neutros, é globalmente neutra, mas

possui cargas localizadas devido a presencga de grupos ionizados (Williamson &
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Schlegel 1994). Esta caracteristica faz com que a acao de peptideos catibnicos
sobre essas membranas seja reduzida. No entanto, utilizando-se altas
concentracdes do peptideo, pode haver agregacao deste na membrana celular,
causando perturbagdes estruturais e aumento da permeabilidade com formacéao
de poros (Sansom 1993; Dathe e cols. 2002; Brand e cols. 2006). E possivel que
a maior concentracdo de PS-1 tenha ocasionado morte das células peritoneais
pela saturacdo de peptideos sobre as membranas. Efeitos téxicos de peptideos
antimicrobianos associados a interagdo entre membrana celular de mamiferos e
peptideos catibnicos foram mostrados em estudos anteriores. Khandelia e
Kaznessis (2005) mostraram que a baixa interacao entre dois peptideos
catibnicos modificados, novispirin-G10 e novispirin-T7, e a membrana celular de
eritrécitos resultou na diminuicdo dos efeitos toxicos. Outros estudos mostraram
que uma maior interacdo entre peptideos catibnicos com membranas celulares
resulta em aumento de toxicidade e caracterizam os peptideos toxicos, como é o
caso da melitina, originaria de abelhas (Perez-Paya e cols. 1994), da caribdoxina,
presente no veneno de escorpides (Tenenholz e cols. 2000) e da temporina-L,
proveniente de anuros do género Rana (Rinaldi e cols. 2002). A toxicidade
observada com as maiores concentracdes do peptideo pode ter sido determinada
pela interacdo da PS-1 com a membrana das células peritoneais e, como a
reducdo do percentual de aderéncia ocorreu de forma dose-dependente é
possivel que quanto maior a concentracdo do peptideo maior sera a interagéo e

consequentemente sua toxicidade.

No estudo de toxicidade da PS-1 sobre as células peritoneais de
camundongos, observaram-se restos celulares nas preparagdes incubadas com
as maiores concentracoes do peptideo (dados nao mostrados). Sabe-se que os
peptideos antimicrobianos catibnicos podem, quando utilizados em alta
concentracao, apresentar toxicidade para células de mamiferos (Feder e cols.

2001). Logo, a presenca de restos celulares, observados nas preparacdes
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incubadas com concentragdes superiores a 100pg/mL de PS-1 pode ser um
indicativo de dano permanente causado pelo peptideo as células peritoneais,
possivelmente gerado por perturbacdo na homeostase eletrolitica. Embora nao
tenha sido objetivo do presente estudo avaliar os a natureza dos efeitos tdxicos
da PS-1, especula-se que os danos irreversiveis sofridos pelas células
peritoneais tenham ocorrido por acdao do peptideo, causando alteracoes
eletroliticas e osmaticas nas células, que foram dependentes da concentracao e
do tempo de exposicdo ao peptideo. Tem sido descrito que os peptideos
antimicrobianos podem interferir com o metabolismo celular, causando sua
paralisacao e até mesmo a morte da célula (El Amri e cols. 2006). As defensinas
secretadas por neutréfilos (HNP-1, HNP-2 e HNP-3) interferem no metabolismo
celular pelo seu potente efeito inibidor da via das proteino-cinases ativadas por
mitdgenos (Charp e cols. 1988). As magaininas e defensinas sdo conhecidas por
seus efeitos antimitogénicos sobre células tumorais (Lichtenstein 1991; Baker e
cols. 1993). E possivel que a PS-1 tenha causado disturbios eletroliticos e
osméticos ocasionando a paralisacao das vias de ativacao celular, alteracées no
processo de fosforilagdo oxidativa, comprometimento da sintese protéica, perda
da integridade da membrana celular ou da estrutura dos cromossomas. O nivel
de interacao entre peptideos antimicrobianos catibnicos e membranas anfipaticas
(ver Glossario) pode determinar o grau de toxicidade desses peptideos, pela
concentracao de estruturas secundarias formadas (Chia e cols. 2002) e, embora
0S mecanismos que determinam essa interagdo ainda nao estejam
completamente esclarecidos, acredita-se que, ela ocorra devido as propriedades
dos peptideos catibnicos e, dos tipos de fosfolipideos presentes nas membranas
celulares (Shai & Oren 1996; Ben & Shai 1997). Uma das propriedades dos
peptideos antimicrobianos catibnicos é a auséncia de estrutura secundaria (ver
Glossario) estavel em solucdo. Entretanto, ao se associarem, por meio de

interacGes eletrostaticas com os fosfolipideos anibnicos das membranas
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celulares, os peptideos catidnicos tendem a adotar estruturas anfipaticas (hélices-
a, fitas-B ou ambas) na superficie da membrana ou no interior da bicamada
lipidica (Oren e cols. 1997; Chia e cols. 2002; Khandelia & Kaznessis 2005). Os
fosfolipideos presentes na superficie da membrana celular dos mamiferos sao
comumente neutros, como a fosfatidilcolina e esfingomielina, enquanto no interior
da bicamada lipidica, predominam fosfolipideos aniénicos, como a fosfatidilserina
e fosfatidilinositol (Williamson & Schlegel 1994; Matsuzaki e cols. 1995). Também
€ relevante considerar que as membranas celulares dos mamiferos sao ricas em
colesterol, o que dificulta a insercao dos peptideos catibnicos (Oren & Shai 1998)
e contribui para a acdo de proteases que os removem da superficie da
membrana, comprometendo assim a sua atividade (Andreu & Rivas 1998). Como
a PS-1 é um peptideo catibnico, é possivel que, depois de se associar com 0s
fosfolipideos neutros da membrana celular, ela adquira sua estrutura secundaria
(ver Glossario) em hélice-a, o que ocasionaria aumento da permeabilidade e

morte celular.

Os resultados obtidos com a avaliacdo da capacidade fagocitaria de
macréfagos incubados com PS-1 mostraram que houve reducao do percentual de
células envolvidas na fagocitose com as diferentes concentracbes do peptideo.
Entretanto, houve aumento da média das leveduras fagocitadas por macréfago, o
que ocasionou a nao modificagdo do indice fagocitario, que € o produto entre
ambos, em relacdo as células controles, ndo incubadas com o peptideo. Uma
possivel explicacao para este fendbmeno seria a influéncia da PS-1 sobre os
mecanismos envolvidos na polimerizacdo e movimentagdo das proteinas do
citoesqueleto dos macréfagos e / ou sobre a ativacado da sintese e expressao dos
receptores para o complemento e para a fragcdo Fc da IgG. Desde que existe
interacado entre peptideos antimicrobianos catiénicos e a membrana celular dos
macrofagos é possivel que a PS-1 tenha interferido nas vias de ativacao

envolvidas na movimentacao do citoesqueleto (Stuart & Ezekowitz 2005).
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Uma explicagdo possivel para a diminuigdo do numero de células
envolvidas na fagocitose é que, depois de interagir com os fosfolipideos da
membrana celular, a PS-1 tenha alterado os receptores envolvidos com a
fagocitose e, consequentemente, impedido o inicio dos mecanismos que levam a
polimerizacdo da actina, impedindo assim a movimentagdo das células em
direcdo as leveduras (Aderem & Underhill 1999). Outra explicagdo possivel
refere-se a presencga de colesterol nas membranas celulares de mamiferos. Esse
lipideo ¢é responsavel por tornarem lenta a insercdo dos peptideos
antimicrobianos na membrana celular (Andreu & Rivas 1998) logo, é possivel que
essa lenta insercdo tenha ocultado os receptores da fagocitose e retardado o

processo de polimeragao da actina.

Quanto ao aumento da média de leveduras fagocitadas, nas diferentes
concentracdes de PS-1, é possivel que o peptideo tenha interferido nas vias de
ativacdo que culminam com o aumento da expressdo dos receptores que

medeiam a fagocitose.

Os peptideos antimicrobianos catibnicos estdo relacionados a uma
variedade de acdes moduladoras sobre a imunidade (Hancock & Sahl 2006).
Como parte dessa categoria, a PS-1 também interferiu com mecanismos
envolvidos na imunidade, como a producao de perdxido de hidrogénio (H205),
de o6xido nitrico (NO) e de fator de necrose tumoral (FNT). Nossos resultados
mostraram que a PS-1 causou inibicao da sintese de H.O. e NO por
macréfagos peritoneais de camundongos, e aumento da produgéao de FNT por
mondécitos humanos. Varios sdo os estudos mostrando a agao dos peptideos
antimicrobianos catibnicos sobre a imunidade, sobretudo na modulacdo da
expressao de citocinas e radicais livres. Aumento da produgao e expressao da
enzima Oxido nitrico-sintase induzivel (iINOS) por macréfagos, enzima

responsavel pela geracao de NO (Hucke e cols. 2004), foi observado como
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efeito da cecropina-A e um derivado da melitina (Velasco e cols. 1997). As
defensinas HNP-1, HNP-2 e HNP-3 estdo relacionadas com a proliferacdo de
linfécitos T, com a expressao de IFN-y, IL-5 e aumento da secrecao de IgG
(Lillard e cols. 1999), enquanto que a histatina esta relacionada a diminuicao
do dano tecidual pela inibicao da sintese de proteases como a furina e
catepsina (Basak e cols. 1997). Um peptideo de 25kD, extraido de
Mpycobacterium tuberculosis, inibe a liberacdo de lisozima e a producédo de
H.O, por polimorfonucleares e monécitos coletados de individuos normais,
pela interferéncia sobre a cadeia respiratéria (Wadee & Clara 1989). Os
peptideos LL-37 e CP-28 estdo diretamente relacionados a estimulagcdo da
transcricao de aproximadamente 30 genes e a supressao de mais de 40 genes
relacionados a imunidade inata, em linhagens de macréfagos estimulados por
LPS (Hancock & Scott 2000). Logo, é possivel que os efeitos da PS-1 sobre a
producao de H.O, e NO estejam relacionados a sua interferéncia sobre as vias
metabdlicas que geram radicais livres, como a fosforilagdo oxidativa, ou sobre
a ativagdo das vias de producao de substancias antioxidantes. Observamos
aumento da produgdo de FNT pelos mondcitos incubados com todas as
concentracdes de PS-1. Entretanto, devido a grande dispersao dos resultados
e ao numero reduzido da amostra nao foi possivel comprovar diferencas
estatisticas em todas as amostras. O aumento da produgdo de FNT por
influéncia da PS-1 pode ter decorrido de sua interferéncia com as vias de

ativacado dessa citocina.

Diferentemente do efeito da concentragdo mais baixa de PS-1
(1pug/mL) que reduziu a producado de H.O. e NO por macréfagos, com as
concentracdes mais elevadas (10 ou 100ug/mL) ndo houve diferengca em
relacdo aos niveis produzidos pelo grupo controle. Esse resultado pode ser
explicado por uma possivel interferéncia do peptideo aumentando a producao

de citocinas, pois se sabe que nos macréfagos a producao de radicais livres
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ocorre também por estimulo de citocinas (Forman & Torres 2002). Observou-
se nos estudos com mondcitos humanos que a PS-1 causa aumento da
concentragdo de FNT, o que evidencia seu efeito estimulador sobre essa
citocina. Efeitos semelhantes foram observados com as defensinas HNP-1,
HNP-2 e HNP-3 sobre a producao de IL-5 e IFN-y (Lillard e cols. 1999). Logo,
€ possivel que o aumento da producdo de H.O, e NO tenha ocorrido pelo

efeito estimulador da PS-1 sobre a producao de citocinas.

TOXICIDADE IN VIVO

O estudo para avaliar a influéncia da PS-1 sobre a inducdo de
alteragdes clinicas indicativas de toxicidade ou mortalidade foi realizado por meio
de administracdo endovenosa a camundongos de diferentes concentragdes do
peptideo. Concentracdes inferiores a 16mg/kg de PS-1 nao causaram quaisquer
alteracoes clinicas que indicassem a presenca de toxicidade, no entanto, com
32mg/kg de PS-1 observaram-se sintomas compativeis com toxicidade, como
prostracao, taquicardia e taquipnéia. Os estudos realizados nos animais 24 horas
apos a administracao de 4mg/kg de PS-1 mostraram leucograma e histologia dos
orgaos (figado, baco, rim e pulmao) normais. Esses resultados indicam que,
quando administradas por via endovenosa, concentragcdes de PS-1 inferiores a

16mg/kg n&o apresentam toxicidade em camundongos (Kuckelhaus e cols. 2006).

A despeito da grande quantidade de estudos mostrando a atividade
dos peptideos antimicrobianos in vitro, poucos trabalhos tém sido dedicados a
avaliacao de seus efeitos in vivo. Os estudos de toxicidade realizados com a
indolicidina (presente nos granulos dos neutréfilos de bovinos) mostraram que a
administracdo endovenosa de 12mg/kg causou a morte de todos os
camundongos tratados (Ahmad e cols. 1995). Outras investigagdes para avaliar

os efeitos toxicos de dois peptideos administrados por via endovenosa mostraram
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que a dose capaz de matar 50% dos animais tratados foi 10mg/kg para o
peptideo BMAP-27 e de 15mg/kg para o BMAP-28 (Benincasa e cols. 2003). Em
comparacdo com esses peptideos, a PS-1 possui baixa toxicidade, pois na
concentracdo de 32mg/kg ela causou, nos camundongos tratados por via
endovenosa, sintomas transitérios de toxicidade, mas néo a morte. Este resultado
mostrando a baixa toxicidade da PS-1 in vivo pode ser bastante promissor para

futuras aplicacdes biomédicas.

A influéncia de uma dose Unica de 4mg/kg de PS-1 em camundongos foi
avaliada em detalhe por tratar-se de uma concentracdo que nao exibe toxicidade
quando administrada por via endovenosa e por ser superior as concentracoes
inibitérias capazes de matar 50% (Clsg) das formas promastigotas de L.
amazonensis e P. falciparum. Assim, foram avaliados os efeitos dessa
concentracao de PS-1 sobre os leucécitos do sangue periférico, os eritrécitos da
medula éssea, 0s niveis séricos de uréia, creatinina, aspartato-aminotransferase
e alanina-aminotransferase e sobre a histologia de diferentes érgaos. O peptideo
nao mostrou qualquer alteragao significativa sobre os leucécitos no periodo de 24
horas. Sabe-se que os neutréfilos sdo a principal populagdo celular numa
resposta inflamatéria aguda e aumentam em condicdes de estresse, infecgdes,
estimulos adrenérgicos. Nessas condicdes, rapidamente respondem a estimulos
quimiotaticos, fagocitam e auxiliam na eliminacdo de patdgenos. Nossos
resultados indicam que, nas condicdes utilizadas, a PS-1 nao interferiu com a

producao ou circulacao de leucécitos.

O estudo da influéncia da PS-1 sobre os eritrcitos da medula 6ssea,
avaliado por meio do indice de eritrocitos policromaticos (células jovens), mostrou
que a administracao intraperitoneal de 4mg/kg do peptideo nao causou toxicidade
a essa populacao. A eritropoese é o processo natural de producao de eritrocitos

a partir dos proeritroblastos, que entram em mitose na medula 6ssea e
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transformam-se em eritroblastos basofilos. Estes, depois de 24 a 48 horas de
maturacéao, transformam-se em eritroblastos policromaticos, que ndo mais entram
em divisdo celular e, apdés 12 horas expulsam o nucleo, sendo entéo,
denominados eritrécitos policromaticos ou reticulécitos. Em individuos normais,
nao submetidos a tratamento que afeta o estagio proliferativo da medula 6ssea, a
relacdo esperada entre eritrécitos policromaticos (PCE) e normocromaticos (NCE)
€ de aproximadamente 1:1 (Schmid 1975; Rabello-Gay 1991) e, qualquer desvio
desta proporcéo pode ser indicativo de toxicidade aguda (Lewinska e cols. 2007).
Os resultados obtidos para o indice de eritrécitos policromaticos mostraram que a
PS-1, administrada por via intraperitoneal, nao alterou a freqiiéncia entre

eritrécitos jovens ou maduros e, portanto, ndo exibiu toxicidade aguda.

O estudo de possiveis efeitos genotdxicos da PS-1 em camundongos
tratados por via intraperitoneal, avaliados pelo teste do micronucleo, mostrou que,
0 peptideo ndo causou alteracdes indicativas de genotoxicidade. O micronucleo
(MN) é um pequeno fragmento nuclear separado da cromatina durante o
processo de divisao celular dos eritroblastos (Lewinska e cols. 2007) que resulta
de alteragbes estruturais espontaneas ou induzidas experimentalmente (Evans
1997). O teste do MN tornou-se viavel e confiavel utilizando-se eritrécitos
policromaticos da medula éssea de camundongos, passando a ser um bom
indicador de dano citogenético na medula 6ssea (Schmid 1975), pois como na
fase de maturacdo, os eritrécitos expulsam seus nucleos, 0s pequenos
fragmentos nucleares podem ficar retidos dentro da célula e, desse modo
aumenta-se a freqiéncia de MNs. Os resultados obtidos no presente estudo
indicaram que a PS-1, na concentracdo de 4mg/kg, administrada por via
intraperitoneal, ndo causou alteragcdo na freqiéncia de MNs, o que mostrou
auséncia de genotoxicidade e um resultado positivo a favor de futuras aplicacdes

biomédicas do peptideo.
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Os testes preliminares com a PS-1 realizados por Leite e colaboradores
(2005) mostraram que, em baixas concentracdoes (ug/mL), esse peptideo
apresenta-se bastante potente contra bactérias, porém com baixa toxicidade para
eritrocitos. De forma semelhante, em nosso estudo, observou-se alta atividade
antiprotozoario e baixa toxicidade para células de camundongos. Diferentes
estudos tém mostrado que a cationicidade dos residuos de aminoacidos e a
propriedade de permeabilizar membranas celulares podem conferir aos peptideos
antimicrobianos atividade sobre uma série de microorganismos, entretanto,
também pode ser responsavel pelos efeitos indesejaveis sobre células de
mamiferos (Dathe e cols. 2002), como os observados com altas concentragdes

de PS-1, tanto in vitro como in vivo.

O estudo histopatolégico dos animais tratados com a PS-1 mostrou que,
a administracdo de 4mg/kg do peptideo ndo afetou o parénquima dos 6rgaos
(figado, baco, rim e pulmao), possivelmente pela grande quantidade lipideos
catibnicos como o colesterol que diminui a interagdo do peptideo com a
membrana celular (Goluszko & Nowicki 2005; Tomasinsig e cols. 2006). Alguns
estudos mostram que a seletividade dos peptideos antimicrobianos para células
de mamiferos pode ser alta, como é o caso da melitina, que apresenta alta
toxicidade para células musculares, quando administrada por via intramuscular
(Ownby e cols. 1997), mas também pode ser baixa pela interferéncia do
colesterol, como observado para a cecropina (Silvestro e cols. 1997). A auséncia
de alteracdes histolégicas nos camundongos tratados com a 4mg/kg de PS-1
pode indicar a auséncia de toxicidade pela baixa seletividade do peptideo para a

membrana das células dos mamiferos.

A administracdo de PS-1 a camundongos na concentracdo de 4mg/kg
nao apresentou efeito toxico sobre rim ou figado, avaliado pelos niveis séricos de

uréia e creatinina, e das enzimas aspartato-aminotransferase (AST) e alanina-
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aminotransferase (ALT). A concentragao sérica de uréia e creatinina constitui um
indicador confiavel da funcdo renal, pois, como essas substancias sao
normalmente filtradas e excretadas pelo rim, o0 aumento de suas concentracdes
no sangue pode refletir um declinio da filtracdo glomerular. As enzimas AST e
ALT sao encontradas no citoplasma de células de varios tecidos, especialmente
nos hepatécitos e células musculares e, quando liberadas, por ocasiao de morte
celular, sdo consideradas de grande utilidade no diagndstico e monitoramento de
dano tecidual (Servin-Abad e cols. 2005). Como 0s niveis séricos de uréia,
creatinina, AST e ALT nos camundongos tratados foram comparaveis aos do
controle, a administracdo de PS-1 ndo causou toxicidade renal, hepatica e
muscular, possivelmente pela baixa interacao do peptideo com as membranas

celulares.

EFEITOS ANTIPARASITARIOS

Os peptideos antimicrobianos sdo potencialmente ativos contra um
grande espectro de microorganismos e, embora a base molecular dessa
seletividade nao esteja bem definida, varios estudos mostram que ela pode
estar relacionada a presenca de fosfolipideos anibénicos, associada a auséncia
de colesterol, o que Ihes confere maior fluidez e as tornam alvos dos peptideos
catibnicos (Williamson & Schlegel 1994; Epand e cols. 1995; Oren & Shai
1998; Feder e cols. 2000). Membranas com tais caracteristicas sao
encontradas em bactérias (Peschel 2002; Peschel & Sahl 2006), fungos (Lee e
cols. 2004), protozoarios e células tumorais (Williamson & Schlegel 1994),
cujos fosfolipideos superficiais anidnicos interagem com peptideos catidnicos.
Acredita-se que as caracteristicas estruturais das membranas celulares dos
microorganismos sejam as responsaveis pela toxicidade seletiva dos

peptideos antimicrobianos catibénicos (Dolis e cols. 1997; Matsuzaki e cols.
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1998; Epand & Vogel 1999), que sao consideradas fundamentais para o
aumento da permeabilidade da membrana, formacao de poros e morte celular,

como provavelmente acontece com os protozoarios.

A influéncia da PS-1 sobre cultivos de Leishmania amazonensis ou
Plasmodium falciparum foi avaliada verificando-se o crescimento das duas
espécies, incubadas com diferentes concentracées do peptideo. Os resultados
mostraram que a reducdo do numero de parasitos ocorreu de forma dose-
dependente, sendo estabelecido que concentracbes superiores a 1 ou
48ug/mL sdo capazes de inibir o crescimento de no minimo 50% das formas
promastigotas de L. amazonensis ou intraeritrocitarias de P. falciparum,
respectivamente. As diferencas de toxicidade da PS-1 observadas em relacao
aos dois protozoarios podem estar relacionadas as particularidades entre os
dois sistemas biolégicos ou as propriedades anibnicas (ver Glossario) das
membranas desses microorganismos (Matsuzaki e cols. 1998). Considera-se
que as diferencas entre as concentracdes inibitorias (Clsg) observadas em
relagéo ao plasmédio (48ug/mL) e a leishméania (1ug/mL) tenham ocorrido nao
somente em decorréncia de diferencas estruturais das membranas dos dois
protozoarios, mas também pela situacdo predominantemente intra-eritrocitaria

do do P. falciparum.

Os resultados obtidos nos cultivos de Leishmania amazonensis
mostraram que a PS-1, mesmo nas menores concentragdes, apresentou
efeitos liticos sobre as formas de cultivo, in vitro, promastigotas. E possivel que
esse efeito resulte da grande interacao eletrostatica do peptideo catibnico com
a membrana anibnica (ver Glossario) do parasito, com conseqglente aumento
da permeabilidade e morte celular. Sabe-se que a superficie celular das
formas promastigotas de leishmania possui um glicocélix ricamente aniénico

(Guerrero e cols. 2004), composto principalmente, de lipofosfoglicana e
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glicosilfosfatidilinositol, que conferem a esses parasitos uma barreira de
resisténcia ao ataque de hidrolases, radicais livres ou ainda de componentes
do sistema complemento, além de ser essencial na interacdo com as células
do hospedeiro (llgoutz & McConville 2001). Entretanto, mesmo na presenca
dessa barreira, pequenas concentragcdes de PS-1 causaram a morte dos
parasitos, o que indica uma forte interacao eletrostatica entre o peptideo e a
membrana do parasito. E possivel, também, que a alta toxicidade da PS-1
para as formas promastigotas de L. amazonensis resulte da interferéncia do
peptideo com vias metabdlicas do parasito. Os estudos realizados com trés
peptideos derivados da magaininas (MG-H1, MG-H2 e F5W-magainina-2)
mostraram que esses peptideos diminuiram a produgcdo de trifosfato de
adenosina (ATP) de forma dose-dependente, em cultivos de Leishmania
donovani, causando sua morte (Guerrero e cols. 2004). Logo, nao se descarta
a possibilidade de que a grande toxicidade da PS-1 sobre os cultivos de L.
amazonensis resulte da interacao direta do peptideo com os fosfolipideos da
membrana plasmatica, causando alteracées nas bombas de sédio e potassio,
aumento do volume celular e rompimento da célula. Outra possibilidade é a
interferéncia do peptideo sobre o processo de respiracdo celular,
especialmente, na fosforilagdo oxidativa e producdo de ATP, levando a

paralisacao dos processos metabdlicos com consequiente morte celular.

Embora ndo tenha sido objetivo do presente estudo avaliar
mecanismos de acdo da PS-1, especula-se que a grande quantidade de restos
celulares, formando uma massa amorfa, observados nas preparagdes de L.
amazonensis incubadas com altas concentracoes de PS-1 (64ug/mL) resultem
da formacao de poros semelhante ao modelo de estacas de barril, descrito por
Ehrenstein & Lecar (1977). Nesse modelo, os poros se formam pelo acumulo
de mondbmeros de peptideos em um ponto especifico da membrana, que

culmina com a perfuracao da bicamada lipidica. Nos estudos realizados para
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identificar a dose toxica de duas dermasseptinas, DS-01 e DShypo-01, foi
verificado uma intenso efeito toxico sobre promastigotas de L. amazonensis e,
na concentracado de 32ug/mL, ambas atuaram sobre os parasitos, sem contudo
deixar massas amorfas (Brand e cols. 2006). Nesse estudo, a auséncia de
restos de leishmania aponta para o modelo de interagdo do peptideo com a
membrana do parasito, conhecido como carpete (Pouny e cols. 1992), onde os
peptideos inicialmente ligam-se a superficie da membrana formando um tapete
sobre ela e, depois de atingir um determinado limiar de concentracdo, a
membrana rompe-se em pedacos (Oren & Shai 1998). Assim, a presenca, em
nosso estudo, de restos de leishméania ap6s o tratamento com a PS-1 (ver
figura 22) sugere que ela tenha agido principalmente através da formacéao de

poros, semelhantes ao modelo proposto por Ehrenstein e Lecar (1977).

Nossa investigacdo sobre os efeitos da PS-1 em cultivos de
Plasmodium falciparum mostrou que o peptideo apresenta toxicidade para o
plasmédio em concentracboes superiores a 32ug/mL e auséncia de toxicidade
para os eritrocitos. A semelhanca da PS-1, os derivados da dermasseptina S4
apresentaram alta atividade litica contra plasmodio, em associacdo com baixo
efeito hemolitico (Dagan e cols. 2002). Dentre as possibilidades para a
reducao da parasitemia deve ser considerada a acao direta do peptideo sobre
0Ss merozoitos, por ocasido do rompimento dos eritrécitos infectados,
resultando na formacdo de poros e conseqliente morte celular. Outra
possibilidade é que a PS-1 tenha agido sobre as formas intraeritrocitarias. Uma
evidéncia disso é a reducdo do tamanho e do grau de maturidade dos
esquizontes intra-eritrocitarios, sob o efeito das maiores concentracbes do
peptideo (ver figura 28). Tal acao pressupde que a PS-1 tenha atravessado as
membranas eritrocitaria e do vacuolo parasitéforo e tenha atuado na ou

através da membrana do plasmédio intra-eritrocitario. Nao se pode excluir a
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possibilidade de que o peptideo, apds penetrar no interior dos eritrécitos, tenha

sido ingerido pelo plasmédio, juntamente com a hemoglobina.

Sabe-se que os eritrocitos infectados por plasmédio apresentam uma
série de alteracbes morfolégicas e funcionais decorrentes do processo de
crescimento intraeritrocitario, que podem culminar com a expressao de varias
proteinas do parasito na membrana eritrocitaria ou mesmo causar mudancas
na composicao lipidica dessa membrana (Vial e cols. 2003; Jens e cols. 2005).
Dentre as alteragdes, incluem-se a mudanga da forma discoidal do eritrécito, o
surgimento de vesiculas e agregados protéicos no citoplasma (Howard 1982;
Hommel 1996), alteracdes na expressao de lipideos e proteinas na superficie
da membrana (responsaveis pela sua aderéncia as células endoteliais),
aumento da fluidez, da carga superficial e da mobilidade dos fosfolipideos
(Hsiao e cols. 1991; Knapp e cols. 1991; Simdes e cols. 1991). E possivel que
essas alteragdes facilitem a interagdo do eritrécito infectado com a PS-1 e sua
posterior acao sobre as membranas do plasmdédio. O processo de interacdo do
peptideo com a membrana do parasito pode ter sido facilitado pelo aumento da
permeabilidade da membrana dos eritrécitos decorrente do crescimento do
plasmédio (Krugliak e cols. 2000). Como esta alteracao permite a passagem
rapida de uma grande quantidade de solutos como agucares, aminoacidos,
anions, cations, pirimidinas, purinas e alguns peptideos (Pouvelle e cols. 1991)
€ possivel que a PS-1 tenha alcangado facilmente a membrana das formas

intraeritrocitarias do plasmaédio.

Os efeitos da PS-1 sobre o P. falciparum nas preparacoes incubadas
com a menor concentracao do peptideo (1ug/mL) mostraram que os parasitos
apresentaram aumento da velocidade de maturacdo das formas
intraeritrocitarias e consequentemente, maior parasitemia. Esse efeito pode

indicar uma atuacgao direta do peptideo sobre as vias envolvidas na duplicacao
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cromossémica, como observado com o peptideo SB-37, que atua estimulando
a proliferacao de fibroblastos nos processos de reparacédo tecidual (Reed e
cols. 1992). Nao se pode descartar a possibilidade de que a PS-1, em
concentragdes muito baixas, estimule também o crescimento de outros

sistemas celulares.

Nossos dados mostraram que a PS-1, em concentragdo extremamente
baixa (1pg/mL) estimula sistemas celulares tdo distintos quanto P. falciparum,
macrofagos de camundongo e mondécitos humanos. Uma possibilidade para
explicar esse achado pode estar relacionada ao fenébmeno da hormese (ver
Glossario). O fenémeno hormético decorre da ativacdo de mecanismos de
compensacao em sistemas bioldgicos expostos a doses muito baixas de agentes
potencialmente nocivos (Rattan, 2004). A conseqiiéncia é que tais sistemas
biolégicos apresentam melhor desempenho que aqueles ndao expostos ao efeito
potencialmente deletério. Nossos resultados mostraram que concentracbes muito
baixas de PS-1 aumentaram a aderéncia de macréfagos peritoneais de
camundongos, diminuiram a producao de peréxido de hidrogénio e de éxido
nitrico por macréfagos peritoneais de camundongos, aumentou a maturacao de
formas intraeritrocitarias P. falciparum. Os possiveis efeitos horméticos induzidos
por concentracdes muito baixas de PS-1 (1uyg/mL) apresentam potenciais
aplicagdes biomédicas, sobretudo para o controle de condi¢des associadas a
producédo excessiva de H>O, ou de NO, a expressdao de moléculas de aderéncia

ou a sintese de fator de necrose tumoral.

Os resultados obtidos no presente estudo revelam que, nas condicdes
experimentais utilizadas, a PS-1 apresentou efeitos sobre todos os sistemas
biolégicos avaliados. Esses efeitos foram divididos em trés grupos e estado
possivelmente relacionados ao sistema biolégico utilizado em cada experimento,

ao mecanismo de acado e também a concentracdo do peptideo: toxicos, sobre
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células peritoneais de camundongos (in vitro) e sobre camundongos (in vivo);
imunomoduladores, sobre macréfagos peritoneais de camundongo e mondcitos
humanos e antiparasitarios, sobre Leishmania amazonensis e Plasmodium

falciparum.

Os efeitos téxicos da PS-1 foram observados apenas nas maiores
concentracdes do peptideo, em todos os sistemas biolégicos. Sobre as células
peritoneais, in vitro, causou destruicdo celular, enquanto que, em camundongos
tratados por via endovenosa causou manifestacées clinicas compativeis com
toxicidade. Como referido, em altas concentracbes peptideos antimicrobianos
podem ser téxicos para células de mamiferos (Feder e cols. 2001). Nossos
resultados indicam que, em altas concentracoes, a PS-1 apresentou efeito toxico,
provavelmente decorrente de grande interacdo com o0s componentes das

membranas celulares.

O efeito imunomodulador observado com a concentracdo mais baixa de
PS-1 ocorreu de forma inespecifica, ou seja, nao houve discriminagdao quanto ao
tipo de membrana, pois foi observado com diferentes células de mamiferos
podem decorrer de um efeito hormético do peptideo (Rattan 2004). Os efeitos da
PS-1 sobre a funcionalidade de macréfagos peritoneais de camundongos e de
monécitos humanos comprovam a diversidade funcional dos peptideos
antimicrobianos, que vao desde a atividade antimicrobiana, proliferacéo celular e
ativacdo de vias metabdlicas. Esses dois ultimos podem ser traduzidos como
imunomoduladores (Galo e cols. 1994; Andreu & Rivas 1998; Gudmundsson &

Agerberth 1999).

Os efeitos da PS-1 sobre L. amazonensis e P. falciparum indicaram o
potencial do peptideo no tratamento das parasitoses causadas por esses agentes
infecciosos. Os resultados mostraram que a reducdo do numero de parasitos

tratados com a PS-1 ocorreu de forma dose-dependente, sendo estabelecido
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que, concentragdes superiores a 1 ou 48ug/mL sdo capazes de inibir o
crescimento de 50% das formas promastigotas de L. amazonensis ou
intraeritrocitarias de P. falciparum, respectivamente. E interessante observar que,
as concentragdes inibitérias de PS-1 sobre esse dois protozoarios, estdo bem
aquém da dose téxica de 32mg/kg (480ug/mL) encontrada nos experimentos in
vivo. Assim, em experimentos futuros com modelos animais utilizando esses
agentes infecciosos, € possivel aumentar as concentragoes sem comprometer a

seguranca do tratamento.

O conjunto de metodologias empregadas no presente estudo fornece
informacdes importantes sobre os efeitos de diferentes concentragdes de PS-1
em diferentes sistemas biolégicos e poderao ser de grande utilidade para
aprimorar o desenvolvimento de novas substancias antimicrobianas para futuras

aplicagdes biomédicas.
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CONCLUSOES



90

Os resultados obtidos nesse trabalho permitem as seguintes conclusoes:

. O tratamento in vitro das células peritoneais de camundongos com a PS-1

causou aumento da aderéncia das células tratadas com 1ug/mL do peptideo.

. O tratamento in vitro das células peritoneais de camundongos com PS-1
causou diminuicAo da aderéncia das células tratadas com concentracoes

superiores a 100ug/mL do peptideo, de forma dose-dependente.

. O tratamento in vitro de macréfagos peritoneais de camundongos com
diferentes concentracées de PS-1 (1, 10 ou 100ug/mL) causou tendéncia a
diminuicdo do percentual de células envolvidas na fagocitose e aumento da

média de leveduras fagocitadas.

. O tratamento in vitro de macréfagos peritoneais de camundongos com PS-1
causou diminuicao da producao de peroxido de hidrogénio e de 6xido nitrico
nas preparacoes tratadas com 1ug/mL do peptideo, mas ndo com 10 ou

100pg/mL.

. O tratamento in vitro de mondécitos de individuos normais com a PS-1

aumentou a producao de fator de necrose tumoral por monécitos humanos de
individuos normais nas preparacées incubadas com 10ug/mL, mas nao com 1

ou 100ug/mL do peptideo.

. O tratamento de camundongos com diferentes concentracées de PS-1, por via

endovenosa, causou alteragdes clinicas compativeis com toxicidade
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(prostracao, taquicardia e taquipnéia), na concentragédo de 32mg/kg, mas nao

nas concentragdes inferiores a essa.

7. A administracdo a camundongos de dose Unica de 4mg/kg de PS-1, por via
endovenosa, nao causou alteragcbes histolégicas de figado, bago, rim e
pulmao, nem alteragées leucocitarias, ou nos niveis séricos de uréia, creatina

e de aspartato-aminotransferase ou alanina-aminotransferase.

8. A administracdo a camundongos por via intraperitoneal de dose Unica de
4mg/kg de PS-1 ndo causou alteragdes citotdxicas ou genotdxicas sobre

eritrocitos da medula 6ssea.

9. O tratamento de cultivos de formas promastigotas de Leishmania
amazonensis ou de Plasmodium falciparum com diferentes concentracdes de
PS-1 causou inibicdo do crescimento de forma dose-dependente, em ambos
protozoarios, sendo estabelecido que concentragdes superiores a 1 ou 48
Mg/mL sdo capazes de inibir o crescimento de, no minimo 50% das formas
promastigotas de L. amazonensis ou intraeritrocitarias de P. falciparum,

respectivamente.

10. A PS-1 aumentou a velocidade de maturacao das formas intraeritrocitarias de
Plasmodium falciparum nas preparacées incubadas com 1ug/mL, apés

incubagéo por 72 horas.
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11.0 conjunto de resultados obtidos com o emprego da PS-1, oriundos dos
diferentes sistemas biolégicos, mostrou algumas potencialidades desse
peptideo para futuras aplicagdes bioldgicas, como modulacdo do sistema
imunitario inato ou como agente antimicrobiano contra plasmédio e

leishmaéania.
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Os efeitos dos peptideos antimicrobianos catiénicos ndao sao limitados
ao combate aos agentes infecciosos, mas as evidéncias mostram que tais
compostos sdo potentes moduladores do sistema imunitario (Oppenheim & Yang
2005), por meio da interferéncia com a producdo de citocinas, producao de
intermediarios reativos de oxigénio e nitrogénio, diferenciacdo e proliferacao
celular. Além do mais, sua habilidade de interagdo com moléculas, presentes nas
membranas dos diversos agentes infecciosos, como lipopolissacarideos ou acido
lipoteicdico, pode trazer beneficios extras, como na diminuicdo da resposta
imunitaria inata por meio da interacdo e inativacdo dessas moléculas. A
diversidade funcional dos peptideos antimicrobianos faz com que essas
substancias sejam bastante atrativas para o desenvolvimento de novas
estratégias de combate aos agentes infecciosos e no tratamento de doencas de
origem imunitaria. No entanto, o caminho que conduz os compostos de origem
natural a atividade farmacolégica eficaz € longo e muitas sao as dificuldades a

serem superadas.

Existem varios entraves para a producdo em escala industrial de
peptideos antimicrobianos, entre eles o custo de producgéo, a susceptibilidade as
enzimas proteoliticas e a dificuldade de modificacao estrutural das moléculas. O
custo da sintese pode inviabilizar a comercializacdo desses compostos e uma
forma de minimizar esses custos seria o investimento em técnicas de ADN
recombinante. No entanto, é importante considerar que os microorganismos,
comumente utilizados nessas técnicas, sao susceptiveis aos efeitos dessas
substancias. Logo, para viabilizar sua produgcdo por essa técnica, em escala
industrial seria necessario a transfeccado de plasmidios contendo genes que
codificam o petideo e também genes de resisténcia a agdo dos proprios
peptideos. A susceptibilidade a protedlise tras também grandes dificuldades na
aplicagéo biologica dos peptideos antimicrobianos, pois comumente sdo alvos de

proteases (Reddy e cols. 2004). Uma forma de minimizar este entrave seria
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associar os peptideos com inibidores enzimaticos, que permitiria a estabilizacao

da molécula e, consequentemente, maior tempo de circulagao.

Segundo Sahl (2006), os peptideos antimicrobianos sao pouco
susceptiveis a modificacdo da molécula, o que é importante para o processo de
desenvolvimento de novas drogas. Entretanto, mesmo com esta dificuldade
pequenas modificacdes estruturais efetivas ja tém sido feitas (Benincasa e cols.
2003) para manter a atividade antimicrobiana, com baixa toxicidade para células

de mamiferos.

A despeito das grandes dificuldades no desenvolvimento de drogas
eficazes a partir dos peptideos antimicrobianos, varios estudos tém mostrado que
€ possivel a mudanca da fase pré-clinica para a clinica. A P-113, um derivado da
histatina, produzida em glandulas salivares humanas, esta sendo testada na fase
I/ll, contra candidiase oral em pacientes imunodeficientes e, um derivado da
magainina, conhecido como Pexiganan, esta na fase clinica lll, contra Ulceras em
pacientes diabéticos (Paquette e cols. 2002). Um derivado da protegrina,
denominado Iseganan estd em fase de teste clinico contra pneumonia em
pacientes entubados e, o peptideo rBPI-21, derivado de um peptideo encontrado
em neutréfilos (BPI) esta sendo testado contra meningococcemia e na doenga de
Crohn, ambos em fase clinica Ill (Reddy e cols. 2004). A nisina ja foi
desenvolvida comercialmente para o tratamento de infecgdes gastricas e, seus
derivados estdo em testes pré-clinicos com bactérias intestinais resistentes aos
antibiéticos de ultima geracao (Reddy e cols. 2004). Esses estudos encorajam a
continuidade das pesquisas, ndo somente na busca de novos compostos, como a

PS-1, mas na modificagdo estrutural de moléculas conhecidas.

Inimeros peptideos sintéticos de origem natural apresentam potenciais
atividades antimicrobianas, mas, somente uma pequena quantidade &

sistematicamente estudada e, dentre esses, a maioria ndo apresenta a mesma
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eficacia in vivo que a demonstrada in vitro. Essa limitacado pode comprometer a
mudanca da fase pré-clinica para a clinica. No entanto, algumas estratégias
podem ser adotadas, como sistematizar os estudos de forma a resolver os
problemas estruturais dos peptideos, quanto a estabilidade, susceptibilidade a
protedlise e eficacia molecular. A sistematizagdo dos estudos pré-clinicos pode
ser Util para identificar as alteragdes estruturais necessarias para acelerar a

mudanca de fase.

Varias sao as potencialidades para aplicacbes biomédicas dos
peptideos antimicrobianos e dentre essas, sua atuagdo como antibiético Unico ou
combinado com antibiéticos convencionais, como modulador do sistema
imunitario ou na neutralizagdo de endotoxinas. Os resultados obtidos com a PS-1,
oriundos dos diferentes sistemas biol6gicos, mostraram algumas dessas
potencialidades, como a modulagcdo do sistema imunitario ou como agente
antimicrobiano, contra plasmadio e leishméania. Em breve, serdo recomegados 0s

estudos in vivo para avaliar a eficacia da PS-1 em modelos experimentais.
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Toxicity Evaluation to Mice of Phylloseptin-1,
an Antimicrobial Peptide from the Skin Secretion
of Phyllomedusa hypochondrialis (Amphibia)
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The growing resistance of microorganisms to antibiotics has been considered as a global public
health problem. Therefore, the search for novel antimicrobial drugs, chemically unrelated to
the presently used antibiotics, is urgently needed. Our group has recently characterized a new
family of antimicrobial peptides - phyllosepting - isolated from the skin secretion of the South
American amphibian Phyllormedusa hypochondrialis, which showed a strong antimicrobial
effect against Gram-positive and Gram-negative bacteria. We now investigate the i vive
toxicity of synthetic phylloseptin-1 (PS-1) toward bone marrow, liver, spleen, kidney and lung
after endovenous administration to Swiss mice of a bolus dose of 4 mg/kg. Genotoxicity was
evaluated by quantifying erythrocyte micronuclei. PS-1-treated mice showed no alteration in
the histology of liver, spleen, kidney and lung, as well as of blood biochemistry, as compared
to normal controls. Cytotoxicity tests, evaluated either by blood cytometry or bone marrow
polvehromatophilic ervthrocyie index, revealed no deleterious effect of PS-1. Moreover, the
peptide showed no toxicity towards bone marrow ervthrocytes. We concluded that, in a
concentration ten times over that providing antimicrobial effect, synthetic PS-1 showed no in
vive toxicity.

KEY WORDS: phylloseptin-1; antmicrobial peptide;  Phyllomeduza  hypochondrialic; cytotoxicity;
genotoxiity; mouse.
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(Vanhove et al., 2003). These animals are found to
produce abundant active substances (Brand et al.,
2002; Leite etal., 2005), ranging from biogenic
amines, complex alkaloids, and antimicrobial pep-
tides related to self-defence (Cunha Filho et al,
2005; Silva, 2004).

It 15 well established that antimicrobal peptides
from amphibians are produced and stored in
cutaneous granular glands, and are continuously
released by helocrme mechamsms (Chen et al,
2003, 2005). These natural antimicrobial peptides
confer protection against microorganisms, not only
in the absence of a clonally based immune system,
hke 1n insects, but also in higher orgamsms, as an
immediate host response to infections, well before
the adaptive mmune system 18 activated (Apponyi
et al,, 2004; Hancock and IDhamond, 2000). These
molecules are chemically unrelated to conventional
antibiotics, making unlikely the emergence of cross-
resistant microorganisms.  Moreover, amphibian-
derived antimicrobial peptides act directly on target
cells by increasing membrane permeability in a way
that does not appear to depend on specific recep-
tors (Ambroggo et al, 2005; Matsuzaky, 1999; Pe-
schel, 2002), and that is not affected by the
resistance mechamsms  presented by a growing
number of pathogens towards antibiotics (Stark
ctoal, 2002).

Several bioactive substances have been solated
from the skin secretions of amphibians belonging to
the genus Phyllomedusa (subfamily Phyllomedusi-
nae), which include dermasepting (Brand et al.,
2002; Krughak et al, 2000; Mor et al,, 1991; Shin
et al., 2002). Recently, our group identified a new
family of six antimicrobial peptides called phyllo-
septing (PS) from the cutaneous secretion of Phyl
lfomedusa  hypochondrialis. The members of this
family present activity against bacteria and fungi at
micromolar concentrations (Leite et al., 2005). One
of these 1s phylloseptin-1 (PS-1), a 19 amino-acid-
cationic peptide of 2016.14 Da, with amphiphilic
propertics, which showed a strong antimicrobial
effect against Gram-positive and  Gram-negative
bacteria, and presented no significant hemolytic
actvity (< 0.6% at the MIC range) to mammalian
erythrocytes (Leite et al, 2005). The aim of the
present study was to evaluate the toxicity of syn-
thetic PS-1 in an @ vive model, an essential step
towards its possible future use in humans.
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MATERIAL AND METHODS

Phyloseptin-1 Solid Phase Synthesis

Amidated P5-1 (FLSLIPHAINAVSAIAKHMN-NH;) was
synthesized on a Pioneer Synthesis System from Applied Bicsys-
tems {California, USA) (Mernfiekd, 1963). Fmoc amine acids and
Fmoe-PALpoly (ethyleneglyeolpobystyrens (FmocPAL-PEG-PS)
resin were purchasad from Applied Biosystems (California, USA).
A preparative C1¥ column Vydae 218 TP 1022 (Columbia, M13) on
an HPLC system (Shimadm Corporation, Kyoto, Japan) was used
for purifying the product. Mokcular mass and sample purity were
checked by a Voyager DE MALDI-TOF/MS (PerSeptive Biosys-
tems, Framingham, MA, USA) and MALDI TOF-TOF MS
ULTRAFLEX II { Bruker Dalionics, Bremen, Cermany).

Animals

Female adult Swiss mice (n = &), weighing 3540 g, obtained
from the Centro Universitirio de Brasila Animal House, received
endovenously a bolus dose of P51 (4 mg kg, a concentration 1 (-
fold over its antimicrobial dose) in 100 pL of 0.9% NaCl solution,
while the control group was treated with the same volume of the
diluent. In the experimenis on genotoxiaty, mice were endove-
nously treated with a bolus dose of eyelophos phamide (33 mg/kg),
a drug known forits clastogenic effect (Colvin and Chabner, 19940,
and usad as the positive control group. The animals were killad by
ether inhalation after 24 h to 14 days, and several hological tests
were performed using standard techniques. Duning the duration of
experiments, mice were maintaned at 12 h dark/bight oydes, con-
trolled temperature (23 °C), and received balanced food and water
ad libitum.

Cytotoxicity Assays

Toxidty of P5-1to blood cells was evaluated by quantification
af total and differentizl peripheral blood leucocytes collacted afier
treatment {24 h up to 14 days), or by the palychromatophilic bone
marrow erythrocyie index (24 or 4% h). Blood was collected in
syringes previously treated with EDTA, and keucometry and leuc-
ogram were performed by standard techmigues (Brillard and
Medaniel, 1985). Bone marrow cells wers collactad from the femur,
after cutting its extremities, with fetal calf serum, mechanically
disrupted, distended on glass slide, fixed with absclute methancl,
and stained with 15% (Giemsa solution in phosphate-buffered saline
pH 7.2 The polychromatophilic erythrocyte index { Bolliger, 204)
was caleulated by asssssing the ratio between polychromatophilic
and normochromatophibic erythrocytes after examinmg 1046 cells.

Genotoxicity Assay

The possible castopenic effact of PS-1 was investigated by
quantifying the total number of miaonuela in ¥4 bone marrow
polychromatophilic or normochromatophilic erythrocytes. Mice
were divided into three groups of eight amimals and receved, by
endovenous route, either a bolus doss of 4 mg'ke of PS-1 (test
group), or 33 mgkg of cyclophosphamide {Enduxan®, Brasil)
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{positive control group), or (.9 NaCl sclution {negative control
group). The animals were killkd 24 or 48 h after treatment, and
bone marrow cells were collected, processed and examined as
previously described.

Biochemical Analysis

The possible toxiaty of P5-1 towards kidney and liver was
evaluated by assessing the serum concentrations of urea, creatinne,
aspartate aminotransferase (AST) and alanine-aminotransferase
{ALT) {Moura, 19%2). Groups of eight mice were treated with
100 uL of cither P5-1 (4 mg'kg) or 0.9% NaCl solution and killed
after 24 or 4% h. The anmalyses were made using the spectrophoto-
metric system ADVIA 1650 (Bayer Corporation, [hagnostcs
Division, Tarrytown, LSA ).

Histopathological Analysis

Small fragments of liver, spken, kidney and lung were col-
lected and processed for histopathology following standard tech-
niques (Clark, 1980), stained with hematoxybn and eosin and
analysed by bght microscopy. Photomicrographs were performed
with a Sony Cyber shot camera model DSC-PT2 of 3.2 megapizels
(Tokic, Japan).

Statistical Analysis

The Kolmogorov—Smirnoy test was used to evaluate the nor-
mality of the variablkes distributon, and the Kruskal-Walis test
followed by Dunn's method, to compare multiple unrelated non-
normal samples (Glantz, 1992). Differences with a two-tatled value
of p = (.05 were considered statistically significant. The Sigma Stat
software (Jandel Saentific, San Rafael, CA) was used for statistical
tests and the Microcal™ Origin 6.0 software package { Microcal
Software Inc., 1999 ) was employed for the graphic representations.

RESULTS

The determination of the LDy, of PS-1, with
purity of 99.9%, the dose able to kill 509% of the
animals, s a usual step for toxicity studies. We
administered doses from 4 to 32 mg/kg of PS-1 to
mice. This last concentration is equivalent E0-fold
over that able to provide @ virro antimicrobial effects
(~4 pM). However, even at this high concentration,
the peptide caused no death of injected animals or
any morphological alterations (data not shown).

Endovenously administered PS-1 caused, in the
time window used, no significant alteration in the
total number of mouse peripheral blood leucocytes,
as compared to the control group treated with 0.9%
MaCl solution. This finding indicates that the peptide
caused no i vive inflammatory effect (Table 1)
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Erythrocyte toxicity, evaluated from the bone
marrow  polychromatophilic  erythrocyte  index,
showed no in vive eflect of PS-1 when compared to
that of the control group (Fig. 1). To evaluation of a
possible clastogenic effect of PS-1 we utilized bone
marrow immature erythrocytes. Both 24 and 48 h
after treatment of mice with PS-1, the total number of
micronuclel in erythrocytes were comparable to that
of control mice treated with 0.9% NaCl solution
(Dunn’s method, p = 0.05), and lower than that
caused by cyclophosphamide, a drug with known
clastogenic effect (Fig. 2).

The evaluation of serum concentration of urea
and creatinine gives a trusted indication of overall
kKidney function because, since these substances are
normally filtered and excreted by the organ, an
increased in their serum levels reflects a decline in the
glomerular filtration rate. PS-1-treated mice showed
serum levels of urea and creatinine comparable to
those of the control group treated with 0.9% NaCl
solution (Dunn’s method, p = 0.05), which indicates
no toxicity of PS-1 to the kidney (Fig. 3).

AST and ALT are cytosolic enzymes found in
cells of several tissues, especially hepatocytes and
muscle cells. These enzymes are released from dam-
aged cells and are considered as useful tools for the
diagnosis and monitoring of cell injury (Moura,
1982). We found that serum concentrations of AST
and ALT in mice treated with PS-1 were comparable
to those detected in control mice treated with 0.9%
NaCl solution (Dunn's methoed, p = 0.05), which
indicates the toxicity absence of the peptide to liver
and muscle cells (Fig. 4).

The histopathological evaluation of liver, spleen,
kidney and lung by microscopy revealed no
morphological alteration in mice treated with PS-1 in
comparison to the control group treated with 0.9%
NaCl (Fig. 5).

DISCUSSION

The results of the present investigation clearly
indicate that, at a concentration 10-fold higher than
that in which it presents an antimicrobial effect, en-
dovenously administered PS5-1 caused no detected
toxic effect in mice, confirming the findings of Leite
et al. (2005), using an i vitro system. At the same
single concentration Ownby et al. (1997) have dem-
onstrated the myotoxic effect of mellitin by dorso-
lateral injection on mice.
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Tabke 1. Effects of phylloseptn-1 (P5-1), endovencusly administered to mice {r = ), on the number and categories of peripheral blood
kucocytes (cells/pll)

Lemocytes (=107 Lymphooytes { <107 Meutrophils (= 10%) Monocytes (=107 Eosinophils (x107)
Median Median Median Median Median
Time Treatment (25-75%) (25-75%) (25-75%) (25-75%) (25-75%%)
24 h Saline 72 (65-79) 56 [ 50-63) 7(5-9) 6 (5-10) 0% {0.3-1)
P51 82 (67-106) 60 (45-76) 6(2-1) 9 (3-16) 1{1-2)
4% h Saline 6 (SE-T0) 54 50-59) 5{4-6) 2(2-4) 0.3 {0-0.7)
[ 65 (61-69) 57 (54-61) 3{2-6) 1{1-3) 01 {0-0.3)
7 days Saline 69 (64-75) 54 (50-65) 5{4-T) 7(2-8) 0.3 {0.3-0.9)
P51 B (6479 54 (49-6T) 5{3-6) £ (6-10) 1{0.4-1)
14 days Saline 75 (B0-91) 66 (55-77) 5{1-%) 7{5-8) 1{0-0.9)
P51 86 (T0-94) 71(53-79) 9 (7-10) 4(3-8) 1 {0-0.6)

The time windows varied from 24 h to 14 days afier a bolus dose of 4 mg'kg of PS-1 or 0.9% Na(l solution (Saline). The differences between
groups were analysed by the Kruskal-Walls test, followed by Dunn’s method for multiple comparisons. Mo difference between groups was

found.

TO o

50 =

+0 —

30 ~
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% P alychromatophilic Enythrocytes

Cy Sal P&-1

24 hours

Cy 53l Pi-1
43 hours

Treatment

Fig. 1. The effects of endovenously administered phylloseptin-1 (P5-1) on bone marrow polychromatophilic erythrocytes 24 and 48 h afier

ingpcton. Mice (n = 8) were freated with a bolus dose of PS-1 (4 my

g), or 33 mg'kg cyclophosphamide (Cy), or 0.9% MNaCl solution {Sal).

Median, upper and lower quartiles and extreme values are shown. The effects of treaiments were evaluated by the Kruskal-Walls test,
followed by Dunn's method for multiple comparisons. No statistical difference hetween PS-1 and control groups was found

The inability to determine the LD, concentration
of PS-1, even after treating mice with a dose 80-fold
over its MIC, indicated ne or wvery low toxicity
(undetectable by morphology). After a systematic
investigation of a single dose (10-fold higher than
MIC), no quantitative or quabtative alteration was
found in blood leucocytes, or in biochemical param-
eters of liver and kidney damage. These findings were
confirmed by the absence of microscopic alterations
of these organs. The examination of bone marrow
cells 1s a sensitive way to detect eytotoxicity. In nor-
mal situations, the proportion of polychromatophilic
to normochromatophilic erythrocytes n this organ s
1:1 (Rabelo-Gay, 1991). PS-1-treated mice presented

an average of 50% of polychromatophilic erythro-
cytes, which indicates an absence of toxicity in this
system.

Micronuclei are small fragments of chromatin
formed when the nucleus of ervthrocytes is expelled
from the cell during its maturation {Evans, 1997). An
increase in the number of micronuclei indicates
chromosome injury (Schmid, 1975). In our study, PS-
1 caused no effect on the number of erythrocyte mi-
cronuclei (Fig. 2), which indicates an absence of
genotoxicity.

The remarkable feature of PS-1 to kill bacteria
and fungi (Leite et al., 2005) but not mammalian cells
s shared with other antimicrobial peptides, including
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24 hours after injection
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Fig. 2. Effect of phylleseptin-1 {P5-1) on Swiss mice (n = §) following endovenous administration on the total micronucel of 1040 bone
marrow polychromatophilic or normochromatophilic erythrocytes after 24 h (a) or 48 h (b). Mice were treated with a bolus dose of 4 mg ke
of PS-1, or 33 mg kg cvelophosphamide (Cy), or 0.9% NaCl solution (Sal). Median, upper and lower quartiles and extreme values are shown.
The effects of the drug were evaluated by the Kruskab-Wallis test, followed by Dunn’s method for mubiplke comparisons. While Cy cansed an
increase in polychromatophilic (24 and 48 h, both p = 0.001) and normochromatophilic erythrocytes (48 h, p = 0001), no statistical

difference was found between P5-1 and control groups.
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Fig. 3. Effect of phylloseptin-1 (P5-1) (4 mg kg), or .95 NaCl solution (Sal), endovenously administered to Swiss mice (r = ¥), on blood
urea (a), and areatinine (b) concentrations, 24 or 48 h after injection. Median, upper and lower quartiles are shown. The resulis were evaluated
by the Kruskal-Wallis test, followed by the Dunn's method for multiple comparsons, and showed no statistical difference between P5S-1

treated and control mice.

cecroping (Steiner et al., 1981), magainins (Andrés
and Dimareg, 2004), and dermaseptins (Krugliak
et al., 2000). These peptides vary considerably in their
chain length and structure, but have cationic prop-
erties in common. This feature could explain the
selectivity of these antimicrobial peptides towards
microorganisms, which usually are more negatively
charged than mammalian cells (Sitaram and Nagaraj,
1999y, This selectivity also depends on the charac-
teristics of the amino acid sequence of the peptide,
including the hydrophobic moment, isoelectric point
and helicicity, as shown by Blondelle and Houghten
(1991).

As suggested by Leite et al. (2005) the first
target of PS-1 is the anionic plasma membrane of
microorganisms. The association resulting in severe
membrane alteration leads progressively to in-
creased permeability and cell lysis. The absence of
detectable toxicity of PS-1 to mouse cells and tis-
sues could reflect its low interaction with cell
plasma membrane, due to a high content of cat-
ionic lipids as cholesterol (Goluszko and Nowicki,
2005, Tomasinsig et al., 2000). Our findings indicate
that the low selectivity of PS-1 to mammalian cell
membranes 15 an important feature for explaining
its low toxicity.
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Fig. 4. Effect of phylloseptin-1 (P5-1) (4 mg/kg), or 0.9% MNaCl solotion (5al), endovenonsly administered to Swiss mice (. = ) on asparta te-
aminotransferase {a), and alanine-aminotransferase (b) concentrations, 24 or 48 h after injection. Median, upper and lower quartikes are
shown. Results were tested by the Kroskal-Wallis test, followed by the Dunn's method to multiple comparisons, and showed no statistical

differences between P5S-1 treated and control mice.

Fig. 5. Comparison hetween the histology of liver (1), spleen (b), kidney (), and lung (d) from mice treated with phylloseptin-1, and the
equivalent organs from mice treated with 9% saline solution {e—~h). All pictures refer to mice killed 7 days after treatment. Light microscopy
evaluation of these organs showed no detectable morphological changes between the two groups. Hematoxilin and eosin staining, used with

108 = magnification.

The broad-spectrum  activity of  antimicrobial
peptides produced by amphibians and the enor-
mous variability of these animals in nature make
them important potential source of antibiotics for
human use. We have previously showed that PS-1
is active against Gram-positive and Gram-negative
bacteria, and displayved no toxic effect in an i vitro
system (Leite et al., 2005). We now show, in an in
vive model, no evidence of toxicity for PS-1, using

a concentration 10-fold over that providing anti-
microbial effect. The wuse of a single dose is an
accepted procedure for preliminary toxicity tests of
new compounds in animals, according to the WHO
Manual of Good Laboratory Practices (WHO,
2001).

These findings may provide novel templates
from which new compounds may be developed to
widen the stratemes for the treatment of infections,
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particularly those caused by pathogens resistant to
conventional antimicrobial agents. Our  present
results represent a step forward a possible future use
of P5-1 in humans and animals.
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ANEXO I

(SOLUCOES, MEIOS E REAGENTES)
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Liguido de Tiirk

Acido acético glacial 1,5mL
Violeta de genciana a 1% 1,0 mL
Agua destilada 100 mL
Solucéao de nigrosina __ 0,05%

Nigrosina 0,059
Tampéao fosfato 100 mL
Filtrar e colocar em frasco ambar

Estocara 4°C

Solucao Salina Tamponada com fosfato (STF) pH 7.2, 153 M (1x)
Na,HPO4 anidro (mm: 141,96 g/mol) 8,15¢
KH2PQO4 anidro (mm: 136,10 g/mol) 2459
NaCl (mm: 58,44 g/mol) 450¢
Agua destilada 1000 mL

Meio de cultura RPMI 1640, PH 7.2, 1640

a) Meio estoque

Meio RPMI 1640, PH 7,2, (Sigma) 10,4 ¢
Tampao Hepes (Sigma, mm: g/mol) 5,96 g
Hipoxantina 2,50 mg
Gentamicina 25,0 mg
Agua bidestilada 1000 mL

Filtrar em membrana de 0,22 uL Guardar a 4°C por um més

b) Meio RPMI 1640, pH 7,2, (incompleto)

RPMI 1640, PH 7,2, 1640 (sol. Estoque) 97,36 mL
NaH2C03 7,5%: 2,64 |J.L
¢) Meio RPMI 1640, pH 7,2, (completo)

RPMI 1640, PH 7,2, 1640 (sol. Estoque) 87,36 mL
NaH2C03 a 7,5‘% 2,64 mL
Soro fetal bovino 10,0 mL

Bicarbonato de soédio 7.5%

Pesar 7,5 g de bicarbonato de sédio
Dissolver em 100 mL de agua bidestilada
Filtrar com filtro 0,02 um

Solucao de vermelho de fenol 0,028 M

a) Solucao estoque: Vermelho de fenol (Merck) 9,92 g
Agua bidestilada 1000 mL
b) Solucao de uso: Peroxidase (85unidades) 200 pL
Vermelho de fenol 200 pL

Tampéao fosfato 9,6 mL



Solucao de Greiss

a) Solucao estoque:
Solucédo estoque de sulfanilamida a 2% em HzPO4 a 5%

Sal sulfanilamida (Sigma) 500 mg
H3PO4 a 5% 25 mL
(2,5 mL H3PO4 + 47,5 mL de H,O bidestilada)
NEED 0,2%

N-1-naphtylethylenediamine (Sigma) 50 mg
Agua bidestilada 25 mL
b) Solucao de uso:

Sulfanilamida 2% 10 mL
NEED 0,2 % 10 mL

OBS: Preparar 01 hora antes do término do periodo de incubacao

Hematoxilina de Harris

Hematoxilina (cristais) 5049
Alcool absoluto 50 mL
Alimen de potassio ou aménio 100 g
Agua destilada 1000 mL
Oxido amarelo de mercurio 259

Eosina estoque

Eosinay 1,09
Agua destilada 20 mL
Dissolver e adicionar

Alcool 95% 80 mL
Eosina solucao de uso

Eosina y estoque 1 parte
Alcool a 80% 3 partes

130

Imediatamente antes do uso adicinar 0,5 mL de acido acético glacial para cada

100 mL de solucao

HISTOLOGIA
(Hematoxilina / eosina)

Xilol | 1 minuto
Xilol 11 1 minuto
Xilol I 1 minuto
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Alcool 100% 1 minuto
Alcool 90% 1 minuto
Alcool 80% 1 minuto
Alcool 70% 1 minuto

Hematoxilina de Harris 1 minuto

Agua corrente 3 minutos
Eosina 1 minuto
Alcool 70% 1 minuto
Alcool 80% 1 minuto
Alcool 90% 1 minuto
Alcool 100% 1 minuto
Xilol | 1 minuto
Xilol Il 1 minuto
Xilol I 1 minuto

Proteger os cortes com laminulas e resina sintética (Entelan — Merck)
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ANEXO I

(Planilhas e tabelas)



CONTAGEM DIFERENCIAL DE LEUCOCITOS
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24 horas
Animal CG Linfocito | Neutréfilo [ Monécito | Eosindfilo CG Linfocito | Neutréfilo | Monécito | Eosindfilo
Controle | Controle | Controle | Controle | Controle PS-1 PS-1 PS-1 PS-1 PS-1
1 7300 5694 986 584 37 6750 6244 270 101 135
2 6400 4448 736 1120 96 12000 9840 1500 480 180
3 X X X X X 8200 4264 287 3403 205
4 8200 6601 492 1025 82 6700 4791 804 804 302
5 7000 5495 105 1225 175 5100 4386 510 153 51
6 6400 4864 960 544 32 11300 8927 904 1130 339
7 7200 6156 684 324 36 8200 5781 205 2009 205
8 8300 6433 1079 623 166 10000 6350 2200 1300 150
48 horas
Animal CG Linfocito | Neutréfilo | Monécito | Eosindfilo CG Linfocito | Neutréfilo | Monécito | Eosindfilo
Controle | Controle | Controle | Controle | Controle Ps-1 Ps-1 Ps-1 Ps-1 Ps-1
1 6850 5480 788 548 34 7050 5288 1022 599 71
2 7100 5858 710 426 71 6300 5670 347 158 32
3 5450 4633 463 300 27 6550 6157 295 98 0
4 8000 7200 600 200 0 6450 6063 226 129 32
5 6400 5440 160 672 0 6850 5925 685 240 0
6 5650 4859 565 198 0 7550 6720 680 151 0
7 6100 5216 519 214 92 5950 5534 238 149 30
8 6900 6107 621 104 69 5400 5049 81 270 0
7 dias
Animal CG Linfocito | Neutréfilo | Monécito | Eosindfilo CG Linfocito | Neutréfilo | Monécito | Eosindfilo
Controle | Controle | Controle | Controle | Controle Ps-1 Ps-1 Ps-1 Ps-1 Ps-1
1 8000 6680 480 800 40 8150 6479 245 1263 163
2 6100 4911 793 336 61 9950 8358 945 498 149
3 8600 7052 559 860 129 6650 5187 532 865 67
4 6850 5240 719 856 34 7750 7053 194 388 116
5 7000 6370 245 350 35 6300 4820 567 882 32
6 5650 4238 452 763 170 7000 5635 630 735 0
7 6900 5727 725 414 35 5300 3127 398 1670 106
8 7100 5254 426 1420 0 6600 5049 627 759 165
14 dias
Animal CG Linfocito | Neutréfilo | Monécito | Eosindfilo CG Linfocito | Neutréfilo | Monécito | Eosindfilo
Controle | Controle | Controle | Controle | Controle Ps-1 Ps-1 Ps-1 Ps-1 Ps-1
1 6500 5265 455 748 0 9800 8379 833 588 33
2 9000 7920 810 180 0 6800 5270 442 1088 90
3 5650 4238 509 904 0 7300 5475 694 1132 0
4 7500 6450 338 675 0 8600 7439 1075 86 38
5 7800 6942 156 702 110 11000 8965 1485 440 0
6 7600 5776 836 988 180 9000 7425 990 405 0
7 9200 7636 506 828 86 8600 6966 1075 473 230
8 9300 8045 884 372 28 5600 4508 840 224 0




CONCENTRAGAO SERICA DE UREIA, CREATININA,

Uréia AST ALT
Camundongos | Controle mg/dL Creatinina mg/dL u/L u/L
1 24h 33 0,4 X 14
2 24h 57 0,3 X X
3 24h 46 0,3 77 20
4 24h 49 0,2 85 20
5 24h 38 X 79 16
6 24h 25 X 136 20
7 24h 37 0,4 125 19
8 24h X X X X
Camundongos PS-1 Uréia Creatinina AST u/L | ALT u/L
mg/dL mg/dL
1 24h 34 0,3 157 9
2 24h 34 0,3 117 12
3 24h 43 0,2 46 17
4 24h 39 0,3 130 15
5 24h 44 0,3 70 7
6 24h 46 X X X
7 24h 27 0,2 7
8 24h 33 0,2 71 11
Uréia Creatinina
Camundongos | Controle mg/dL mg/dL ASTu/L | ALT u/L
1 48h 44 0,2 92 19
2 48h 46 0,2 X X
3 48h 55 0,3 X
4 48h 62 0,2 60 13
5 48h 63 0,3 76 11
6 48h 50 0,3 74 8
7 48h 55 0,3 121 18
8 48h X X X X
Camundongos PS-1 Uréia Creatinina ASTu/L | ALT u/L
mg/dL mg/dL
1 48h 47 0,3 76 19
2 48h 60 0,3 84 14
3 48h 37 0,3 56 10
4 48h 53 0,3 67 10
5 48h 50 0,2 186 X
6 48h 47 0,3 64 13
7 48h 53 0,4 X 20
8 48h 62 0.2 86 11
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ASPARTATO-AMINOTRANSFERASE E ALANINA-AMINOTRANSFERASE
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CONTAGEM DE ERITROCITOS POLICROMATICOS E NORMOCROMATICOS

EPC
Controle Eritrocito Micronucleo Eritrocito Micronucleo + %
Numero | negativo | policromatico EPC normocromatico ENC ENC | PCE
1 24h 1000 1 970 4 1970 | 50,8
2 24h 1000 1 812 1 1812 | 55,2
3 24h 759 3 1000 4 1759 | 431
4 24h 852 3 1000 3 1852 | 46,0
5 24h 1000 1 896 3 1896 | 52,7
6 24h 759 2 1000 3 1759 | 431
7 24h 982 2 1000 2 1982 | 49,5
8 24h 1000 0 520 4 1520 | 65,8
EPC
Controle Eritrécito Micronucleo Eritrécito Micronucleo + %
Nimero | negativo | policromatico EPC normocromatico ENC ENC | PCE
1 48h 725 2 1000 1 1725 | 42,0
2 48h 972 2 1000 1 1972 | 49,3
3 48h 1000 0 542 2 1542 | 64,9
4 48h 824 2 1000 2 1824 | 45,2
5 48h 536 1 1000 1 1536 | 34,9
6 48h 763 0 1000 2 1763 | 43,3
7 48h 711 1 1000 0 1711 41,6
8 48h 565 3 1000 2 1565 | 36,1
EPC
Controle Eritrécito Microntcleo Eritrécito Micronucleo + %
Numero positivo policromatico EPC normocromatico ENC ENC | PCE
1 24h 1000 21 909 3 1909 | 52,4
2 24h 554 35 1000 4 1554 | 35,6
3 24h 868 22 1000 4 1868 | 46,5
4 24h 374 31 1000 2 1374 | 27,2
5 24h 854 21 1000 5 1854 | 46,1
6 24h 794 28 1000 4 1794 | 44,3
7 24h 716 28 1000 4 1716 | 41,7
8 24h 310 16 1000 4 1310 | 23,7
EPC
Controle Eritrocito Micronucleo Eritrocito Micronucleo + %
Numero positivo policromatico EPC normocromatico ENC ENC | PCE
1 48h 536 15 1000 8 1536 | 34,9
2 48h 868 3 1000 5 1868 | 46,5
3 48h 725 3 1000 8 1725 | 42,0
4 48h 600 8 1000 2 1600 | 37,5
5 48h 279 17 1000 4 1279 | 21,8
6 48h 796 2 1000 1 1796 | 44,3
7 48h 523 6 1000 7 1523 | 34,3
8 48h 980 9 1000 6 1980 | 49,5
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EPC
PS-1 Eritrécito Microntcleo Eritrécito Micronucleo + %
Nimero | 4 mg/kg policromatico EPC normocromatico ENC ENC | PCE
1 24h 738 2 1000 3 1738 | 425
2 24h 972 0 1000 2 1972 | 49,3
3 24h 842 2 1000 3 1842 | 45,7
4 24h 1000 3 841 1 1841 | 54,3
5 24h 988 1 1000 0 1988 | 49,7
6 24h 713 4 1000 1 1713 | 41,6
7 24h 795 3 1000 1 1795 | 44,3
8 24h 703 0 1000 1 1703 | 41,3
EPC
PS-1 Eritrécito Microndcleo Eritrécito Microndcleo + Y%
Numero | 4 mg/kg policromatico EPC normocromatico ENC ENC | PCE
1 48h 900 0 1000 2 1900 | 474
2 48h 809 1 1000 0 1809 | 44,7
3 48h 729 0 1000 2 1729 | 42,2
4 48h 1000 0 813 1 1813 | 55,2
5 48h 1000 1 961 1 1961 | 51,0
6 48h 971 5 1000 2 1971 | 49,3
7 48h 1000 1 991 2 1991 | 50,2
8 48h 829 3 1000 1 1829 | 45,3

QUANTIFICACAO DE CELULAS PERITONEAIS DE CAMUNDONGOS

RPMI | RPMI 1ug 1ug | 10ug | 10ug | 100ug| 100ug | 200ug | 200ug | 300ug | 300ug

Animal | Vivas | Mortas | Vivas | Mortas | Vivas | Mortas | Vivas | Mortas | Vivas | Mortas | Vivas | Mortas

1 410 70 230 10 120 19 211 6 92 12 20 15

2 440 79 850 13 430 12 83 1 109 34 X X

3 369 14 1090 10 480 2 220 12 83 28 16 2

4 201 23 860 9 700 84 260 44 75 13 X X

5 778 70 1068 11 528 10 212 47 47 1 18 11

6 816 6 1210 11 887 8 119 7 43 1 X X

7 608 8 458 31 444 13 367 35 45 5 16

8 257 5 605 14 241 8 149 4 48 5 X
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FAGOCITOSE POR MACROFAGOS PERITONEAIS DE CAMUNDONGOS

Camundongo Células Células Total de Total de | % células Média Indice
1 sem com leveduras células com fagocitose | fagocitario
leveduras leveduras leveduras
Controle 167 33 240 200 16,5 7,27 120,0
1ug/mL 143 57 723 200 28,5 12,68 361,5
10ug/mL 180 20 229 200 10,0 11,45 114,5
100ug/mL 140 60 972 200 30,0 6,94 208,3
Camundongo Células Células Total de Total de | % células Média Indice
2 sem com leveduras células com fagocitose | fagocitario
leveduras leveduras leveduras
Controle 90 110 706 200 55,0 6,42 353,0
1ug/mL 135 65 751 200 32,5 11,55 375,5
10ug/mL 120 80 909 200 40,0 11,36 4545
100ug/mL 119 81 901 200 40,5 7,57 306,6
Camundongo Células Células Total de Total de | % células Média Indice
3 sem com leveduras células com fagocitose | fagocitario
leveduras leveduras leveduras
Controle 95 105 737 200 52,5 7,02 368,5
1ug/mL 62 138 1166 200 69,0 8,45 583,0
10ug/mL 114 86 993 200 43,0 11,55 496,5
100ug/mL 145 55 654 200 27,5 11,89 327,0
Camundongo Células Células Total de Total de | % células Média Indice
4 sem com leveduras células com fagocitose | fagocitario
leveduras leveduras leveduras
Controle 55 145 732 200 72,5 5,05 366,0
1ug/mL 161 39 202 200 19,5 5,18 101,0
10ug/mL 168 32 120 200 16,0 3,75 60,0
100ug/mL 174 26 229 200 13,0 8,81 114,5
Camundongo Células Células Total de Total de | % células Média Indice
5 sem com leveduras células com fagocitose | fagocitario
leveduras leveduras leveduras
Controle 47 153 1069 200 76,5 6,99 534,5
1ug/mL 42 158 1478 200 79,0 9,35 739,0
10ug/mL 174 26 227 200 13,0 8,73 113,5
100ug/mL X X X X X X X
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C curva DO
0,00 0,059 oo | sreme,
1,56 0,063 onve - 2ozt
3,12 0,068 80 yo -79.61059 +20.15381
6,25 0,075 0 Cleres  osomse
12,50 0,089 o 60-
25,00 0,102 P
50,00 0,143 < 07
100,00 [ 0,197 N P
P
y =y0 + A1* exp(x/t1) od "
y0=-79,6106 : : . :
A1 =55,4422 0,04 0,06 0,08 0,10 0,12 0,14 0,16 0,18 0,20
t1 =0,1 6763 X Axis Title
PMA PMA PMA PMA PMA PMA
Animal RPMI RPMI RPMI 20 20 20 40 40 40
1 10,28 9,74 18,11 3,57 4,57 9,74 9,74 10,81 19,28
2 23,50 33,15 18,69 16,37 13,55 10,28 35,87 42,97 21,67
3 8,16 8,16 4,07 19,87 25,36 31,81 9,74 11,35 18,69
4 8,68 6,09 6,09 8,68 14,67 9,74 15,23 16,37 19,87
5 34,50 21,06 18,69 35,87 66,99 52,85 33,82 26,62 32,48
6 25,36 21,06 24,73 9,21 20,47 10,28 23,50 26,62 24,11
7 23,50 24,73 19,87 23,50 23,50 14,11 16,37 16,37 22,27
8 24,73 16,37 17,52 18,69 22,88 21,67 24,11 25,36 17,52
1 1 1 10 10 10 100 100 100
ug/mL ug/mL ug/mL ug/mL ug/mL ug/mL ug/mL ug/mL ug/mL
1,12 7,63 1,61 6,60 7,63 16,37 11,90 11,90 11,35
1,61 1,12 4,07 10,81 4,07 5,07 31,81 8,68 10,81
1,12 4,57 4,07 5,58 4,57 13,55 16,37 8,68 9,21
1,12 0,64 0,64 6,60 2,09 2,09 13,55 8,16 7,63
14,11 13,55 17,52 17,52 17,52 16,95 24,73 91,59 97,83
1,12 1,12 0,64 17,52 18,11 21,67 20,47 24,73 20,47
1,12 1,12 1,61 16,95 14,11 13,00 20,47 24,11 76,00
25,36 35,18 30,49 14,11 13,55 13,00 27,25 27,25 29,18
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Curva
padrao
Dens. Otica| C. curva Data: Datat_B
0 038 0 00 100 - Model: ExpGro1
2 2 Chir2 = 2.97057
0,044 1!56 RA2 = 0.99823
80 — yo -537.12221 +471.23656
0,047 3,12 N ameme
0,053 6,24 o 604
0,059 12,50 E
0,073 25,00 f 40 1
0,107 50,00
0,168 100,00 27
y = y0 + A1* exp(x/t1) 01
YO = 53711222 0,02 0,2)4 ' 0,2)6 0,2)8 ' O,I10 ' 0,12 0,I14 0,I16 ' 0,I18
A1=507,9724 X Axis Title
t1=0,74098
LPS LPS LPS LPS LPS LPS
Camundongo | RPMI | RPMI RPMI 10 10 10 20 20 20
1 9,99 11,47 | 12,95 | 18,92 | 18,17 | 21,18 19,67 21,18 18,92
2 11,47 | 10,73 | 14,44 | 35,68 | 34,91 34,91 39,56 42,68 42,68
3 7,04 8,51 9,99 28,00 | 26,48 | 31,83 35,68 31,06 30,29
4 1221 | 1295 | 9,25 | 16,68 | 25,72 | 22,69 35,68 31,06 33,36
5 411 8,51 8,51 13,69 | 9,25 5,58 9,25 10,73 13,69
6 2,66 9,25 10,73 4,27 4,99 11,47 4,11 5,58 12,95
7 7,78 9,25 1444 | 26,48 | 22,69 | 27,24 13,69 15,18 10,73
8 11,47 | 9,99 1444 | 11,47 | 14,44 | 19,67 16,68 17,42 15,93
1 1 1 10 10 10 100 100 100
Camundongo | ug/mL | ug/mL | ug/mL | ug/mL | ug/mL | ug/mL | ug/mL | ug/mL | ug/mL
1 0,47 0,73 0,79 15,93 | 21,18 17,42 | 16,68 8,51 14,44
2 23,44 | 32,59 | 24,20 | 14,44 | 21,93 | 20,42 | 16,68 13,69 12,95
3 0,28 0,55 0,47 | 44,25 | 41,90 | 38,78 | 81,48 | 65,82 | 74,84
4 1,20 5,36 2,66 15,93 | 14,44 12,95 | 45,82 43,46 49,76
5 0,55 1,20 0,47 11,47 | 13,69 4,11 5,58 4,85 7,78
6 1,20 0,47 0,55 4,11 6,31 4,11 4,11 9,25 3,38
7 5,58 1,93 193 | 18,92 | 8,51 7,78 8,51 9,25 9,25
8 0,55 0,47 1,20 1,93 8,51 0,47 5,58 4,85 9,99
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Conc. adicionada | Dens. Optica -
0’000 0’063 Data: Data1_B
15,600 0’077 1000 4 Model: ExpGro1 "
Chif2 = 4244.24967 /
31,200 0,094 R*2 - 097488
52,500 0,114 00 e /
125’000 0!123 t 0.01195 +0.00189 /3
250,000 0,144 2 " ./
500,000 0,146 £ 400
< R /
1000,000 0,157 > /
200 /-
y =y0 * A1* exp(x/t1) -
y0=27,12725 of ="
A1=0,00191 ; ; ; ; ;
t1—0 01195 0,06 0,08 0,10 0,12 0,14 0,16
- X Axis Title
Indiv. | Oug/mL | Qug/mL | LPS LPS 1ug/mL | 1ug/mL | 10ug/mL | 10ug/mL | 100ug/mL | 100ug/mL
1 209,09 | 88,44 | 281,43 | 447,27 | 781,87 | 847,75 | 181,05 224,97 847,75 523,82
2 413,55 | 354,00 | 721,28 | 483,95 | 327,76 | 354,00 | 105,93 83,51 146,87 261,01
3 34,69 28,33 | 40,72 | 32,54 | 781,87 | 997,25 | 997,25 721,28 1081,93 614,31
5 224,97 | 181,05 | 567,17 | 721,28 | 327,76 | 303,62 | 447,27 242,24 281,43 146,87
7 53,68 40,72 | 919,37 | 303,62 | 128,42 | 99,61 194,48 120,29 168,69 58,52
8 35,36 32,54 | 157,33 X 41,91 39,63 56,00 29,11 67,47 51,55




QUANTIFICAGCAO DE LEISHMANIA AMAZONENSIS
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2 horas
Leituras | RPMI Glucantime 0,5 1 2 4 8 16 32 64
ug/mL | ug/mL | ug/mL | ug/mL | ug/mL | ug/mL | ug/mL | ug/mL
ni 64 31 30 33 22 11 8 6 5 1
n2 59 30 29 31 24 10 11 7 6 1
n3 59 32 31 32 19 14 12 9 5 3
6 horas
Leituras RPMI Glucantim 0,5 1 2 4 8 16 32 64
e ug/mL | ug/mL | ug/mL [ ug/mL | ug/mL | ug/mL | ug/mL | ug/mL
ni 59 28 30 27 22 12 4 4 2 0
n2 58 27 31 32 21 11 2 3 3 0
n3 62 26 26 33 19 10 3 3 2 0
QUANTIFICAGCAO DE PLASMODIUM FALCIPARUM
48 horas
Artesunato 1 2 ug/mL 4 8 16 32 64 128
Leituras | RPMI de sodio | ug/mL ug/mL | ug/mL | ug/mL | ug/mL | ug/mL | ug/mL
ni 14 4 12 11 12 13 8 8 3 4
n2 12 2 12 10 13 11 8 7 2 3
n3 13 2 12 11 12 12 10 9 3 4
72 horas
Artesunato 1 2 ug/mL 4 8 16 32 64 128
Leituras | RPMI de sodio | ug/mL ug/mL | ug/mL | ug/mL | ug/mL | ug/mL | ug/mL
ni 14 1 16 13 15 11 12 9 4 0
n2 16 1 19 17 12 10 10 8 3 0
n3 12 2 17 13 14 12 9 8 4 1
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GLOSSARIO

Anfifilico ou anfipatico

Esses termos referem-se a moléculas que possuem regides hidrofobicas e

hidrofilicas, ou ainda moléculas que possuem ambos 0s grupos, polar e apolar.

Anionico

Termo relativo a carga elétrica negativa

Atividade clastogénica

Termo relativo a atividade danosa de uma droga sobre a molécula de ADN (&cido

desoxiribonucléico), comumente quebra cromossémica.

Cationico

Termo relativo a carga elétrica positiva

Dominio hidrofilico

Regidao de uma determinada molécula que apresenta hidrofilia, ou seja, afinidade

pela agua.

Dominio hidrofébico

Regidao de uma determinada molécula que apresenta hidrofobia, ou seja,

repulsao pela agua.
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Estrutura secundaria
Refere-se ao arranjo espacial dos radicais de aminoacidos que estdao préximos
uns dos outros na seqliéncia linear. Consistem em regides com estruturas

ordenadas tipo hélice-a ou fita-p ao longo da cadeia de proteina.

Fitas-B

Presente na estrutura secundaria dos niveis de organizacao das proteinas. Nessa
estrutura a cadeia peptidica apresenta-se pregueada e é estabilizada por pontes
de hidrogénio entre grupamentos NH e CO em fitas peptidicas diferentes, ao
contrario da alfa hélice cujas pontes de hidrogénio estdo entre grupamentos do

mesmo filamento.

Hélice-a

Presente na estrutura secundaria dos niveis de organizacdo das proteinas,
semelhante a uma escada em espiral. Nesta estrutura o esqueleto polipeptidico
esta estreitamente enrolado ao longo do maior eixo da molécula e a estabilidade
ocorre pela presenca das ligacdes de hidrogénio entre os grupamentos NH e CO

da cadeia principal.

Hidrofobicidade média (HM)

Refere-se a média da hidrofobicidade dos aminoéacidos apolares.

Hormese

Significa algum evento que é perigoso em altas doses, mas torna-se benéfico em
baixas doses. De acordo com essa teoria, em baixas doses de uma substancia,

potencialmente danosa ao organismo, ativaria o sistema imunitario.
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Ponto isoelétrico (pl)

E o valor de pH onde uma molécula, por exemplo, um aminoacido ou uma
proteina, apresenta carga elétrica liquida igual a zero. O pl é o pH no qual ha
equilibrio entre as cargas negativas e positivas dos grupamentos iénicos de um

aminod&cido ou de uma proteina.

Zwitterionico

O termo provém do alemao Zwitter (hibrido) e refere-se a substancias quimicas,
eletricamente neutras, mas possuindo cargas locais, negativas e positivas, devido

a presenca de grupos ionizados.
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