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PREFÁCIO  
 

No ano de 2002, estava passando pelos corredores do Instituto de Biologia da 

Universidade de Brasília quando me deparei com um colega, José Roberto, que 

há pouco tempo havia conhecido. Na ocasião, eu estava trabalhando com fluido 

magnético no curso de mestrado em Biologia Animal da Universidade de Brasília. 

Nesse encontro, ele contou-me, bastante empolgado, a respeito de uma nova 

substância, um peptídeo chamado de DS-01, que havia identificado da secreção 

cutânea de uma perereca, e que apresentava efeitos antibacterianos. A sua 

empolgação contagiou-me tanto que lhe sugeri alguns experimentos para saber 

se o peptídeo seria tóxico para camundongos e assim dispor informações sobre 

sua segurança para uma possível utilização biomédica da substância. A idéia lhe 

pareceu ótima e, juntos, realizamos os primeiros experimentos in vivo e in vitro 

para determinar a toxicidade do peptídeo para camundongos. Aos poucos fui 

tomando consciência do grave problema de resistência dos microorganismos aos 

antibióticos convencionais e, diante da descoberta de uma nova família de 

peptídeos, as filosseptinas, com ação anti-bacteriana, mas ainda não testadas em 

outros sistemas biológicos, decidi que, finalizado meu mestrado, iria iniciar os 

estudos com esses peptídeos. No início de 2005 ingressei no doutorado, sob a 

supervisão do Prof. Carlos Eduardo Tosta, no programa de Ciências Médicas da 

Faculdade de Medicina da UnB, com a determinação de elaborar uma sistemática 

de estudos voltados para a avaliação da toxicidade dos peptídeos 

antimicrobianos e sua influência sobre a funcionalidade de diferentes sistemas 

biológicos. Minha motivação pessoal era contribuir para a descoberta de novas 

substâncias que se contrapusessem à carência de compostos antimicrobianos 

devido ao desenvolvimento de resistência pelos agentes infecciosos, além de 

procurar alternativas terapêuticas para infecções negligenciadas como a 

leishmaniose e a malária. As informações disponíveis na literatura sobre a 

toxicidade in vivo de peptídeos antimicrobianos eram extremamente escassas no 

início dos estudos com a filosseptina-1 (PS-1), o que dificultou a elaboração de 

um programa de estudo com esse peptídeo. No entanto, a despeito das 

dificuldades, os objetivos iniciais de determinar as concentrações tóxicas da PS-

1, in vitro e in vivo, sobre diferentes sistemas biológicos e avaliar seus efeitos 

sobre células do sistema imunitário foram cumpridos. A mesma metodologia 

utilizada na presente investigação em relação à PS-1 poderá ser utilizada para 

avaliar outros peptídeos com potencial atividade antimicrobiana. Ensaios para a 

avaliação da atividade terapêutica da PS-1 contra plasmódio e leishmânia em 

modelos experimentais serão iniciados proximamente. Desse estudo ficou a 



 

certeza que, o caminho que leva à aplicação biomédica de peptídeos 

antimicrobianos é longo e com muitas dificuldades a serem vencidas, no entanto, 

nossos resultados apontam para as potencialidades dessas substâncias e isto me 

impulsiona no caminho de novas descobertas.  

 

 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



 

RESUMO 
  

As doenças infecciosas estão entre as principais causas de mortalidade em todo 
o mundo e seu controle depende da existência de agentes antimicrobianos 
eficazes. O maior entrave para a manutenção da eficácia é o desenvolvimento de 
resistência dos agentes infecciosos às drogas antimicrobianas. A geração de 
resistência aos antimicrobianos tornou-se nas últimas décadas uma das grandes 
preocupações da Organização Mundial de Saúde que, desde então, tem 
estimulado as pesquisas, básica e aplicada, na busca por novas drogas que 
possam ajudar na luta constante contra os mecanismos de resistência. Todos os 
seres vivos estão continuadamente expostos a uma grande quantidade de 
potenciais agentes patogênicos e a capacidade para evitar as doenças depende, 
em grande parte, dos seus mecanismos de defesa. Tanto animais quanto plantas 
desenvolveram, ao longo da evolução, mecanismos inatos de defesa, tais como a 
produção de diferentes substâncias bioativas, que são identificadas, sobretudo, 
nos anfíbios. Dentre essas substâncias destacam-se os peptídeos com ação 
antimicrobiana, que exercem, in vitro, potente atividade lítica contra bactérias 
Gram-positivas e Gram-negativas, protozoários e fungos filamentosos e, 
comumente, exibem baixa toxicidade para células de mamíferos. Esses 
peptídeos são caracterizados por apresentarem seqüências de 12 a 50 resíduos 
de aminoácidos e intensa carga positiva e, apesar da grande diversidade 
molecular, têm em comum suas configurações anfipáticas e propriedade de 
interação com membranas celulares. Os estudos realizados com a secreção 
cutânea de duas pererecas do gênero Phyllomedusa permitiram a descoberta de 
uma nova família de peptídeos antimicrobianos denominada filosseptinas (PSs) e, 
estudos preliminares realizados com a filosseptina-1 (PS-1) mostraram seu 
potencial antimicrobiano. Logo, considerando a diversidade funcional desses 
peptídeos e sua eficácia ao longo do processo evolutivo o objetivo desse estudo 
foi avaliar a toxicidade da PS-1 sobre células de mamíferos, in vitro e in vivo e 
sua atividade antiparasitária sobre L. amazonensis e P. falciparum, visando 
aplicações biomédicas e biotecnológicas. Observaram-se, com as maiores 
concentrações de PS-1, efeitos tóxicos sobre células de mamíferos e com as 
menores concentrações capacidade imunomodulatória, por aumentar a adesão 
de macrófagos, influenciar a fagocitose, a produção de óxido nítrico e peróxido de 
hidrogênio por macrófagos de camundongo e, de fator de necrose tumoral por 
monócitos humanos. A PS-1 apresentou também grande atividade lítica sobre L. 

amazonensis e P. falciparum, sendo definidas como 1 ou 48µg/mL as 
concentrações capazes de inibir o crescimento de, no mínimo 50% dos parasitos. 
Nossos resultados demonstraram que a PS-1 apresenta grande potencial para 
aplicações biomédicas, como modulador do sistema imunitário ou como agente 
antimicrobiano contra plasmódio e leishmânia.  

 



 

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 48µg/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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INTRODUÇÃO 
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As doenças infecciosas estão entre as principais causas de mortalidade 

em todo o mundo e seu controle depende, em grande parte, da existência de 

agentes antimicrobianos eficazes. O maior entrave para esta eficácia é o 

desenvolvimento de resistência dos agentes infecciosos aos produtos 

antimicrobianos e este, há muito tem chamado à atenção dos organismos 

internacionais de saúde, como a Organização Mundial de Saúde (OMS). 

Segundo este órgão, as infecções respiratórias, a síndrome da imunodeficiência 

adquirida, infecções intestinais, tuberculose e malária, não são somente as 

grandes responsáveis por milhões de mortes por ano, em todo o mundo, como 

também seus agentes infecciosos são os maiores causadores dos mecanismos 

resistência (WHO 2007). A disseminação do uso de produtos antimicrobianos, 

muitas vezes de maneira inadequada, tem contribuído muito para o aumento da 

resistência e, consequentemente, para a redução na eficácia desses fármacos, 

causando grande impacto no controle de doenças infecciosas, principalmente no 

âmbito hospitalar (Cassettari e cols. 2005). 

Em janeiro de 1995, a OMS publicou um relatório intitulado "Controle e 

prevenção de doenças transmissíveis: doenças infecciosas novas, emergentes e 

re-emergentes", que enfatiza o grau de preocupação da mais importante entidade 

de saúde no mundo em relação ao surgimento de novas doenças infecciosas e à 

escassez de princípios ativos eficazes (WHO 2001a). Desde então, a OMS tem 

estimulado as pesquisas, básica e aplicada, na busca por novas drogas, 

principalmente de origem natural, que possam ajudar na luta constante contra as 

adaptações bacterianas originadas por mutações e selecionadas pelo meio.  

A geração e seleção de resistência dos microrganismos aos produtos 

antimicrobianos ocorrem em velocidade muito maior que a associada ao 

desenvolvimento de novas drogas. Acrescente-se que a indústria farmacêutica 
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tem investido predominantemente na modificação de fármacos já 

comercializados, como os conhecidos antibióticos de última geração, mas pouco 

se tem feito no sentido de se investir na geração de novas moléculas, capazes de 

superar o fenômeno de resistência cruzada aos fármacos.  

Sabe-se que a coexistência entre os seres vivos, nas mais variadas 

escalas evolutivas, tem proporcionado o desenvolvimento de vários mecanismos 

adaptativos, fundamentais para a sobrevivência das espécies (Hultmark 2003), 

dentre os quais destaca-se a formação do sistema inato de defesa, que, pela 

atuação de células e moléculas (constitutivas ou induzidas), produz uma resposta 

rápida e eficaz contra microorganismos patogênicos (Reddy e cols. 2004). Dentre 

as moléculas de defesa, desenvolvidas e conservadas pelos seres vivos ao longo 

do período evolutivo, encontram-se os peptídeos antimicrobianos que, mesmo 

após milhões de anos de ação, não perderam a eficácia (Crovella e cols. 2005). 

Os peptídeos antimicrobianos são caracterizados por apresentarem 

grande diversidade de estruturas, são formados por 10 a 50 resíduos de 

aminoácidos, possuem amplas cargas elétricas positivas e propriedades 

anfifílicas (ver Glossário) (Zasloff 2002; Crovella e cols. 2005; Hilpert e cols. 

2006). Funcionalmente, esses peptídeos são conhecidos por apresentarem largo 

espectro de ação, que pode ser comprovado por atividades líticas 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 vírus (Chernysh e cols. 2002; Sahl 2006) e 

apresentarem propriedades antitumorais (Chernysh e cols. 2002).  

Todos os seres vivos produzem peptídeos antimicrobianos, que 

funcionam como barreiras à entrada de microorganismos (Lehrer & Ganz 1999). 

Nas bactérias, são conhecidos como bacteriocinas e são capazes de atuar contra 

outras bactérias, por um mecanismo de competição (Baba & Schneewind 1998). 
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Nos fungos, foram identificados no gênero Aspergillus as aculeacinas e 

aureobasidina-A, ambas efetivas contra outros fungos (Lucca & Walsh 1999). Nas 

plantas, é comum encontrar peptídeos antifúngicos e antibacterianos (Broekaert e 

cols. 1995). Mesmo de proteínas virais, foram descobertos e sintetizados alguns 

peptídeos antimicrobianos (Eisenberg & Wesson 1990; Tencza e cols. 1997). Nos 

insetos, os peptídeos antimicrobianos são encontrados na hemolinfa ou em 

glândulas específicas, e podem ser bastante ativos contra bactérias (Pal e cols. 

2007). Nos mamíferos, esses peptídeos podem ser encontrados em células 

epiteliais de mucosas ou pele, em neutrófilos ou como produtos resultantes da 

degradação de proteínas (Bowman e cols. 1995), dentre esses destacam-se a 

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

A classe dos anfíbios é conhecida por produzir em glândulas granulosas 

cutâneas secreções ricas em moléculas bioativas. Dentre essas, destacam-se 

derivados guanidínicos, aminas biogênicas (feniletilamínicos e tripnamínicos) e 

esteróides cardiotônicos como as bufoteninas e bufogeninas (Cunha Filho e cols. 

2005). Foram encontrados também esteróides não-cardiotônicos como o 

ergosterol, colesterol e sitosterol-γ (Yoshida e cols. 1976), alcalóides (bufotoxina), 

e mucopolissacarídeos como as glicosaminoglicanas, sulfatos de condroitina A e 

C (Pederzoli e cols. 2003). Dentre as moléculas bioativas de anfíbios que 

apresentam grande interesse farmacológico estão os peptídeos e proteínas. 

Dentre os peptídeos, encontram-se vasodilatadores, bradicininas, opióides e 

antimicrobianos e dentre as proteínas, catalases, fosfolipases e inibibores 

enzimáticos (Conceição e cols. 2007). 

Vanhoye e colaboradores (2003) estimaram que em torno de 5000 

espécies de anuros possam produzir aproximadamente 100.000 tipos diferentes 

de peptídeos antimicrobianos. Até o ano de 2006, foram identificados nos 

diferentes seres vivos, cerca de 1000 peptídeos com atividade antimicrobiana 
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(ver http://www.bbcm.univ.trieste.it/wtossi/amsdb.html), sendo que, desses, mais 

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

Devido à grande variabilidade e diversidade de formas moleculares dos 

peptídeos antimicrobianos, seu agrupamento em classes é muito difícil. Van’t Hof 

e colaboradores (2001) propuseram um modelo de classificação baseado na 

estrutura secundária da molécula (ver Glossário). Segundo esse critério, foram 

definidas quatro classes estruturais que compreendem: (a) peptídeos que exibem 

hélice-α anfifílica, (b) cadeias β estabilizadas por pontes de dissulfeto, (c) cadeias 

lineares com aminoácidos repetitivos e (d) peptídeos com estruturas cíclicas (em 

loop).  

Os peptídeos da primeira classe exibem uma conformação hélice-α (ver 

Glossário) em solventes hidrofóbicos ou superfícies lipídicas e apresentam a 

capacidade de interação com membranas anfipáticas (ver Glossário). A maioria 

desses peptídeos tem propriedades catiônicas (ver Glossário) e exibe toxicidade 

para os microorganismos, especialmente pelos agregados de hélices dentro da 

bicamada lipídica, que resultam na formação 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 

peptídeos hidrofóbicos contendo hélices-α podem exibir carga negativa, 

tornando-se aniônicos, como é o caso das alameticinas, que são 

reconhecidamente menos seletivos para os microorganismos em relação às 

células de mamíferos (Kikukawa & Araiso 2002). 

Os peptídeos da segunda classe, caracterizados por apresentarem   

fitas β (ver Glossário) estabilizadas por pontes dissulfeto, são cíclicos e estáveis 

em meio aquoso mas, sobretudo quando associados com lipídeos, essa 

estabilidade aumenta (Hancock 2001). Nesta classe de peptídeos incluem-se as 
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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 o mecanismo de lesão à membrana determinada por esses peptídeos. 

Entretanto, alguns estudos têm relacionado à presença de pontes de dissulfeto e 

à troca de cisteína por aminoácidos hidrofóbicos com a diminuição da atividade 

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

A terceira classe de peptídeos antimicrobianos é representada por 

produtos que apresentam um ou mais aminoácidos repetidos. Nesta classe 

enquadram-se a histatina (rica em histidina), encontrada na saliva e com 

atividade antifúngica (Helmerhorst e cols. 1999), as catelicidinas (ricas em prolina 

e arginina, ou prolina e fenilalanina), que constituem a maior família de peptídeos 

provenientes dos granulócitos de mamíferos (Linde e cols. 2001), a tritrpticina e a 

indolicidina (ricos em triptofano). Estes dois últimos apresentam largo espectro de 

ação antimicrobiana, porém com uma considerável atividade hemolítica (Chan e 

cols. 2006). Essas características podem estar relacionadas à alta expressão de 

triptofano, que geralmente se encontra em baixa concentração nos peptídeos ou 

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

Os peptídeos antimicrobianos pertencentes à quarta classe são 

proteoliticamente estáveis e de fácil síntese. São caracterizados pela ausência de 

estruturas anfipáticas (ver Glossário) devido à alta concentração de prolina, 

porém tendem a adotar hélice cíclica ou cadeia β do tipo poliprolina (Boman e 

cols. 1993; Cabiaux e cols. 1994). Essa classe é representada pelos lantibióticos, 

que são peptídeos contendo pequenos anéis fechados por pontes de tioéter 

(Montville & Chen 1998) e pela nisina, que apresenta atividade antibacteriana e 

comumente é utilizada na preservação de alimentos (Breukink e cols. 1999).  
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Como referido, os peptídeos antimicrobianos exibem um largo espectro 

de ação contra microorganismos. Muitos deles apresentam atividade lítica sobre 

bactérias, fungos e protozoários (Brand e cols. 2002), enquanto outros mostram 

seus efeitos contra células tumorais e vírus (Chernysh e cols. 2002) e, de uma 

forma geral, exibem pouca toxicidade para as células de mamíferos. A diferença 

de atividade sobre os vários microorganismos reflete a seletividade desses 

peptídeos e, muito embora os mecanismos moleculares permaneçam ainda 

pouco compreendidos, parecem depender da seqüência de aminoácidos do 

peptídeo e podem também depender das características próprias das membranas 

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

Vários estudos têm mostrado que a interação dos peptídeos 

antimicrobianos com membranas celulares não ocorre por meio de uma molécula 

de superfície específica, mas ao contrário, tendem à interação eletrostática, que é 

dependente do perfil de lipídeos expressos nessas membranas (Oren & Shai 

1998; Zasloff 2002; Yeaman & Yount 2003; Jenssen e cols. 2006). Como 

resultado dessa interação, pode-se obter a permeabilização da membrana celular 

causando a formação de poros e, consequentemente, destruição celular (Peschel 

& Sahl 2006), interferência na cadeia respiratória por peptídeos que atravessam a 

membrana sem causar destruição celular (Barker e cols. 2000), efeitos diretos 

sobre enzimas celulares (Sahl e cols. 2005) ou, ainda, atividade 

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

 Considerando os diversos efeitos dos peptídeos antimicrobianos e 

considerando ainda que essas substâncias tenham sido efetivas ao longo do 

processo evolutivo e, de forma a contribuir com o desenvolvimento de novos 

fármacos, nosso grupo de pesquisa busca na fauna brasileira, especificamente 

nos anuros, identificar novos compostos que possam suprir a carência de novos 

medicamentos. As etapas fundamentais no processo de desenvolvimento e 
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produção industrial de novos fármacos são, inicialmente, a identificação e 

caracterização bioquímica dos compostos, a síntese e a purificação dos 

princípios ativos e posteriormente as aplicações em sistemas biológicos. Estes 

últimos demandam extensos protocolos que assegurem a utilização da 

substância em seres humanos (WHO 2001a).  

Os estudos de Leite e colaboradores (2005), realizados com a secreção 

cutânea de duas espécies das pererecas Phyllomedusa hypochondrialis (Fig. 1) e 

Phyllomedusa oreades, provenientes do cerrado brasileiro, permitiram a 

descoberta de uma nova família de peptídeos denominada filosseptinas (PSs) 

(PS-1 a PS-6) e cujos representantes são formados por pequenos peptídeos 

contendo de 17 a 20 resíduos de aminoácidos, amidados na região c-terminal, 

que apresentam estrutura primária com uma região conservada contendo treze 

resíduos de aminoácidos, estrutura em hélice-α em 80–100% das moléculas e 

domínios hidrofílicos e hidrofóbicos bem definidos. Essas características 

permitiram a inclusão das PSs dentro da primeira classe de peptídeos 

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

Recentemente, Chen e colaboradores (2006) identificaram na secreção 

cutânea 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 proteômica e genômica, identificaram mais quatro filosseptinas (PS-12, PS-13, 

PS-14 e PS-15) na secreção cutânea 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 não um peptídeo 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 
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antiparasitário das PSs 4 e 5 sobre  formas promastigotas de T. cruzi. Thompson 

e colaboradores (2007) mostraram o efeito antibacteriano da PS-7, mas não da  

PS-12.  O efeito tóxico das PSs 1 e 2 também foi avaliado sobre eritrócitos 

humanos em cultura e os resultados indicaram baixa atividade hemolítica (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 ação sobre 

bactérias e baixa atividade hemolítica. Estes resultados serviram de base para, 

nesse trabalho, iniciar os estudos pré-clínicos de toxicidade da PS-1 sobre 

diferentes sistemas biológicos, in vitro e in vivo e identificar seus efeitos 

antiparasitários visando possíveis aplicações biomédicas e biotecnológicas no 

futuro.  
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1. OBJETIVO GERAL 

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

in vitro e in vivo, visando aplicações biomédicas e biotecnológicas. 

 

1.1. OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

 

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

camundongos; 

 

b.  Avaliar a influência da PS-1, in vitro, sobre a produção de peróxido de 

hidrogênio e óxido nítrico por macrófagos peritoneais de camundongos; 

 

c.  Avaliar os efeitos de uma dose única, in vivo, sobre leucócitos do sangue 

circulante, eritrócitos da medula óssea e diferentes órgãos de camundongos.  

 

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

 

e.  Avaliar a influência da PS-1, in vitro, sobre a produção de fator de necrose 

tumoral por monócitos humanos; 

 

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

Leishmania amazonensis e Plasmodium falciparum; 
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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 biológicos diferentes: sobre 

células peritoneais de camundongos Swiss avaliou-se a concentração tóxica do 

peptídeo e sua influência sobre a fagocitose, produção de peróxido de hidrogênio 

e óxido nítrico; sobre monócitos humanos avaliou-se sua influência sobre a 

produção de fator de necrose tumoral; sobre Leishmania amazonensis e 

Plasmodium falciparum foram avaliados seus efeitos antiparasitários; em 

camundongos Swiss foram avaliados seus efeitos tóxicos por meio de 

administração endovenosa ou intraperitoneal. 
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Figura 1. Organograma dos ensaios in vitro. 
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Figura 2. Organograma dos ensaios in vivo. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Figura 2. Organograma dos ensaios in vivo. 
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2. PEPTÍDEO 

A filosseptina-1 (PS-1), caracterizada por apresentar 19 resíduos de 

aminoácidos, massa molecular de 2,016kDa, estrutura em hélice-α e domínios 

hidrofílicos e hidrofóbicos bem definidos (Fig. 3), foi identificada na secreção 

cutânea 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 aminoácidos 

(Fmoc) e da resina Fmoc-PAL (ethyleneglycol-polystyrene). A purificação do 

peptídeo foi feita em uma coluna de fase reversa C18 218 TP 1022 (Vydac, 

Columbia, EUA) do sistema HPLC (Shimadzu Corporation, Kyoto, Japão). 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 II (Bruker Daltonics, Bremen, Alemanha). A patente da família das 

filosseptinas (WO/2003/010191) foi depositada na World Intellectual Property 

Organization em 2003 (Paiva e cols. 2003).  

 

Ala (A) – alanina 
Asn (N) – asparagina 
His (H) – histidina 
Ile – (I) isoleucina 
Leu – (L) leucina  
Lys – (K) lisina 
Phe – (F) fenilalanina 
Pro – (P) prolina 
Ser – (S) serina 
Val – (V) valina 

 
 
Figura 3. Modelo esquemático da filosseptina-1 mostrando sua estrutura anfifílica 
em hélice-α. Nesta conformação, a variação periódica dos valores hidrofóbicos 
dos resíduos de aminoácidos, ao longo do eixo principal, a cada 3,6 resíduos, 
caracteriza a conformação em hélice-α (Leite e cols. 2005). HM= hidrofobicidade 
média; pI= Ponto isoelétrico (ver glossário). 
 

* Após a reclassificação, 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 fêmeas da linhagem Swiss, não 

isogênicos, pesando de 30 a 40g, provenientes do biotério do Centro Universitário 

de Brasília. Durante a fase experimental, os animais foram mantidos no 

alojamento de animais da Faculdade de Medicina da Universidade de Brasília, 

sob temperatura ambiente, ciclo claro/escuro de 12 horas, alimentados com ração 

balanceada e recebendo água potável ad libitum.    

Os critérios adotados para a experimentação e manutenção dos animais 

estiveram rigorosamente dentro das normas estabelecidas pelo Colégio Brasileiro 

de Experimentação Animal. O projeto de pesquisa desenvolvido nesse estudo foi 

aprovado pelo Comitê de Ética no Uso Animal, do Instituto de Biologia da 

Universidade de Brasília em 22 de março de 2004. 

 

4. MICROORGANISMOS 

Para o estudo dos efeitos da PS-1 sobre os microorganismos patogênicos 

foram utilizados dois protozoários causadores de doenças tropicais, malária e 

leishmaniose. O Plasmodium falciparum da cepa Pf169, proveniente de portador 
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de malária da região endêmica do rio Ituxi (AM) é mantido no Laboratório de 

Malária do Núcleo de Medicina Tropical da Universidade de Brasília. A 

Leishmania (Leishmania) amazonensis da cepa MHOM/BR/PH8, proveniente de 

Belo Horizonte (MG), pertence ao Laboratório de Dermatologia da Faculdade de 

Medicina da Universidade de Brasília. As duas espécies são mantidas sob 

congelamento em nitrogênio líquido (-196°C).  

 

5. INDIVÍDUOS 

As amostras de sangue foram obtidas de seis voluntários adultos sadios, 

sendo três homens e três 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 produção de fator de necrose tumoral por 

monócitos humanos in vitro foi aprovado pelo Comitê de Ética em Pesquisa em 

seres humanos da Faculdade de Medicina da Universidade de Brasília, sob o 

número 027/2006.  

As normas éticas para a experimentação científica em seres humanos, 

estabelecidas pela declaração de Helsinque (WHO 1976; World Medical 

Association Recommendation 2000) e pela resolução 196/96 do Ministério da 

Saúde (1996) foram plenamente obedecidas durante o desenvolvimento desse 

estudo. O presente estudo foi elaborado e desenvolvido com plena isenção ou 

influência de conflitos de interesse. 

 

6. OBTENÇÃO DE CÉLULAS PERITONEAIS DE CAMUNDONGOS 

As células peritoneais foram obtidas de camundongos previamente 

anestesiados com éter etílico, através de uma pequena incisão central no 

abdômen de aproximadamente 0,5cm. As células foram coletadas por meio da 
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injeção de 10mL de salina tamponada com fosfato (STF) pH 7,2, 4°C e 

centrifugada a 400xG por 10min, em uma centrífuga resfriada a 40C. Após 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 

seguida, as células foram quantificadas em hematocitômetro.  

As suspensões de células foram mantidas sob refrigeração em tubos 

plásticos graduados de 15mL (LAbTech, Melbourn, Inglaterra), desde sua coleta 

até o início dos experimentos. 

 

7. DETERMINAÇÃO DA DOSE TÓXICA DE PS-1 PARA CÉLULAS 

PERITONEAIS DE CAMUNDONGOS 

Para avaliar o efeito tóxico da PS-1 para células de mamíferos, o 

peptídeo foi incubado com células peritoneais coletadas de oito camundongos, 

conforme procedimento descrito no item 6.  

A partir da suspensão de células quantificada de acordo com o descrito 

no item 6 prepararam-se uma nova suspensão, em meio RPMI 1640 sem soro 

contendo 25x103 células/150µL (preponderantemente macrófagos e linfócitos) de 

cada camundongo. Também foram preparadas as soluções contendo cinco 

diferentes concentrações de PS-1 (1, 10, 100, 200 e 300µg/mL), em meio RPMI 

1640 sem soro. Os oito experimentos foram conduzidos, em duplicatas, em duas 

placas de microcultivo de fundo plano (96 escavações) (LAbTech, Melbourn, 

Inglaterra), em cujas escavações foram previamente depositadas lamínulas de 

5mm de diâmetro para a aderência das células.  

As placas para incubação das células peritoneais foram preparadas da 

seguinte forma: nas escavações destinadas aos testes com o peptídeo foram 

colocadas 25x103 células em um volume de 150µL (ver preparo descrito acima) e 

em seguida eram adicionados 50µL das soluções contendo as diferentes 
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concentrações de PS-1. Nas escavações para o controle negativo foram 

adicionadas a suspensão de células 200µL de meio RPMI 1640 sem soro. Em 

seguida, as células foram incubadas em câmara úmida por 1 hora a 37°C na 

presença de ar + 5% de CO2.  

As células vivas ou mortas, aderidas sobre a lamínula, foram 

quantificadas utilizando-se solução de nigrosina (corante supravital do tipo 

aniônico que não penetra em células vivas, (Emilson e cols. 1978) a 0,05%, em 

solução salina tamponada com fosfato, 0,15M e pH 7,2. As lamínulas eram 

colocadas sobre uma gota da solução de nigrosina depositada sobre lâmina de 

microscopia e, rapidamente, examinadas à microscopia óptica com aumento de 

400x. O total de células vivas ou mortas foi estimado pela contagem de 10% da 

área da lamínula, correspondendo a 9 campos microscópicos (área da 

lamínula=19,6µm2; área da objetiva=220µm2).   

 

8. AVALIAÇÃO DA CAPACIDADE FAGOCITÁRIA DE MACRÓFAGOS 

PERITONEAIS DE CAMUNDONGOS 

 Para avaliar o efeito de diferentes concentrações de PS-1 sobre a 

fagocitose por macrófagos peritoneais, coletaram-se individualmente células 

peritoneais (preponderantemente macrófagos e linfócitos) de cinco 

camundongos, conforme descrito no item 6. Os cinco experimentos foram 

realizados em placa de microcultivo de fundo plano e 24 escavações (TTP-

Therapeutic Training Products, Ohio, EUA), em cujas escavações foram 

previamente depositadas lamínulas redondas de vidro de 9mm de diâmetro. As 

células peritoneais (2x105 células/400µL de meio RPMI 1640 sem soro) foram 

distribuídas nas escavações da placa, incubadas em câmara úmida a 37ºC por 

60min, em atmosfera de ar + 5% de CO2 para a aderência dos macrófagos e. em 

seguida, as escavações foram lavadas três vezes com STF (0,15 M, pH 7,2), a 
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37oC, para retirar as células não aderentes.  

Na próxima etapa, distribuíam-se nas escavações as diferentes 

concentrações de PS-1 (1, 10 e 100µg/mL), seguida pela distribuição da 

suspensão de leveduras (Saccharomyces cerevisiae), previamente sensibilizadas 

com o pool de soro dos camundongos (ver anexo 2). Essa suspensão continha 

4x106 leveduras/100µL de meio RPMI 1640 completo (ver Anexo 2) por 

escavação, de modo a obter-se uma proporção de 20 leveduras por macrófago e 

as placas incubadas por 30min em câmara úmida a 37ºC em atmosfera de ar + 

5% de CO2.  Em seguida, as escavações eram lavadas com STF (0,15 M, pH 7,2) 

à temperatura ambiente, para retirar as leveduras não fagocitadas e então, as 

lamínulas contendo as células eram secas, fixadas com metanol absoluto e 

coradas com solução de Giemsa (10% em STF, pH 6,9). Depois de lavadas e 

secas ao ar, as lamínulas eram montadas com resina sintética em lâminas de 

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

A análise da fagocitose foi feita por meio do índice fagocitário, calculado 

pelo produto da percentagem dos macrófagos envolvidos com a fagocitose pela 

média de leveduras fagocitadas. Para esse cálculo foram analisados 200 

macrófagos ao microscópio óptico com aumento de 1000x.  

 

9. QUANTIFICAÇÃO DE PERÓXIDO DE HIDROGÊNIO EM CULTIVOS DE 

MACRÓFAGOS PERITONEAIS DE CAMUNDONGOS 

Com o objetivo de investigar o efeito da PS-1 sobre a funcionalidade de 

células de mamíferos avaliou-se a produção de peróxido de hidrogênio (H2O2) por 

macrófagos peritoneais incubados com três diferentes concentrações de PS-1   

(1, 10 e 100 µg/mL). A determinação da concentração de H2O2 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 escavações (LAbTech, Melbourn, Inglaterra).  Foram dristribuídas 

2x105 células por escavação em 200µL de meio RPMI 1640 sem soro e 

incubadas em câmara úmida a 37ºC com mistura gasosa de ar + 5% de CO2 por 

60min para a aderência das células. Em seguida, as escavações foram lavadas 

com STF (0,15M, pH 7,2), a 37oC, para retirar as células não aderidas. Em 

seguida, os macrófagos peritoneais foram incubados por 60min, nas mesmas 

condições descritas, com 140µL de solução de vermelho fenol com 85U de 

peroxidase  (ver Anexo 2) adicionada de PS-1 (1, 10 ou 100µg/mL), ou acetato de 

forbol miristato (PMA) (20 ou 40nM/mL). Durante a incubação foi preparada uma 

curva padrão contendo oito diferentes concentrações (0; 1,56; 3,12; 6,25; 12,5; 

25; 50 ou 100nM) de H2O2, em 140µL de vermelho de fenol de uso (ver Anexo 2) 

. A reação foi interrompida pela adição de 10µL NaOH 1N e as leituras de 

absorbância feitas em espectrofotômetro de placa com filtro de 620nm 

(Multiskan® Titertek, Huntsville, EUA). Os resultados foram expressos em 

micromoles (µM) de H2O2.  

 

10. QUANTIFICAÇÃO DE ÓXIDO NÍTRICO EM CULTIVOS DE MACRÓFAGOS 

PERITONEAIS DE CAMUNDONGOS 

Ainda objetivando investigar o efeito da PS-1 sobre a funcionalidade de 

células de mamíferos, macrófagos peritoneais de camundongos foram incubados 

com diferentes concentrações do peptídeo e a produção de óxido nítrico (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 alíquotas de 2x105 células/ 200µL em meio RPMI 1640 

sem soro distribuídas em triplicatas em placa de microcultivo de fundo plano e 96 
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escavações (LAbTech, Melbourn, Inglaterra). Após incubação em câmara úmida 

a 37ºC, por 60min, em atmosfera de ar+ 5% de CO2, as escavações foram 

lavadas 3 vezes com STF (0,15 M, pH 7,2), a 37oC, para retirar as células não 

aderidas e, em seguida, incubadas, nas mesmas condições anteriores por 24h 

com 200µL de PS-1 (1, 10 ou 100µg/mL) ou lipopolissacarídeo (LPS Escherichia 

coli, sorotipo 055:b5, Sigma-Aldrich, St Louis, EUA; concentrações de 10 ou 

20ng/mL), preparadas em meio RPMI 1640 completo (ver Anexo 2). Terminada a 

incubação, as placas foram submetidas à centrifugação a 400xG por 10min e em 

seguida, transferiam-se 100µL do sobrenadante de cada escavação  para outra 

placa e incubados com 100µL de reagente de Greiss (ver Anexo 2). A curva 

padrão era preparada com oito diferentes concentrações (0; 1,56; 3,12; 6,25; 

12,5; 25; 50 ou 100nM) de nitrito de sódio (NaNO2), em água destilada. As 

leituras das reações colorimétricas foram feitas em espectrofotômetro de placa 

com filtro de 630nm (Multiskan® Titertek, Huntsville, EUA) e os resultados 

expressos em milimoles (mM) de NO. 

 

11. QUANTIFICAÇÃO DE FATOR DE NECROSE TUMORAL (FNT) EM 

CULTIVOS DE MONÓCITOS HUMANOS 

Amostras de 10mL de sangue venoso foram coletados de seis indivíduos 

adultos hígidos em tubos Vacutainer heparinizados (BD, Juiz de Fora, MG) e, 

após agitação, transferidas delicadamente para um tubo de centrífuga de 

polipropileno graduado de 15 mL, contendo 3mL de Percoll (Pharmacia, Uppsala, 

Suécia), densidade 1,077 e centrifugadas a 750xG a 4ºC, por 20min, para a 

obtenção das células mononucleares.  

Depois de aspiradas, com o auxílio de uma pipeta de Pasteur, as células 

mononucleares foram ressuspensas com 10mL de STF (0,15 M, pH 7,2) a 4oC e 

centrifugadas a 400xG por 10min a 40C. Após desprezar o sobrenadante as 
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células foram novamente ressuspensas com 10mL de STF (0,15 M, pH 7,2), a 

4oC e centrifugadas a 300xG por 10min a 40C. O sobrenadante foi novamente 

desprezado e as células mononucleares ressuspensas com 2mL de meio RPMI 

1640 sem soro e quantificadas em hematocitômetro. Preparou-se então, uma 

suspensão contendo 1x106 células mononucleares por mililitro de meio RPMI 

1640 sem soro, e alíquotas de 200µL distribuídas em duplicatas por escavação 

de placa de microcultivo de 96 escavações e incubadas em câmara úmida a 

37oC, em atmosfera de ar + 5% de CO2 por 60min, para  aderência dos 

macrófagos. Em seguida, as placas foram lavadas com STF (0,15 M, pH 7,2) a 

37oC, para retirar as células não aderentes, e incubadas por 6 horas com 200µL 

de PS-1 (1, 10 ou 100µg/mL), ou de lipopolissacarídeo (LPS de Escherichia coli, 

sorotipo 055:b5, Sigma-Aldrich, St Louis, EUA) na concentração de 20ng/mL, 

ambas em meio RPMI 1640 completo, nas mesmas condições anteriormente 

descritas. Após a incubação, os sobrenadantes foram individualmente coletados, 

transferidos para tubos Eppendorf (1,5mL) e estocados a -80°C até a dosagem 

de FNT.   

A determinação do FNT foi feita por ensaio imunoenzimático, utilizando-

se um kit comercial com sistema de detecção por estreptavidina-biotina 

(BioSource, Nivelles, Bélgica),  segundo as recomendações do fabricante. A 

leitura das absorbâncias foi feita em espectrofotômetro de placa (Multiskan® 

Titertek, Huntsville, EUA), com filtro de 450nm, e os resultados expressos em 

pg/mL de FNT. 
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12. DETERMINAÇÃO DA CONCENTRAÇÃO DE PS-1 A SER ADMINISTRADA 

AOS CAMUNDONGOS 

A escolha da concentração de PS-1, a ser administrada aos 

camundongos, baseou-se nos estudos in vitro realizados por Leite e 

colaboradores (2005), que definiram como 6µg/mL a concentração inibitória 

mínima (CIM) para bactérias (Enterococcus faecalis e Pseudomonas aeruginosa). 

Considerando-se que os camundongos utilizados apresentavam um peso médio 

de 30g e volume sanguíneo de 2mL (Feldman e cols. 1999), optou-se por 

administrar por via endovenosa 4mg/kg (~ 60µg/mL), uma concentração 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 única de 

4mg/kg de PS-1, administrada por via endovenosa, sobre os leucócitos 

sanguíneos, parâmetros bioquímicos e histologia dos órgãos ou, por via 

intraperitoneal, sobre os eritrócitos da medula óssea. Foram utilizados oito 

camundongos Swiss fêmeas, por grupo, sendo o grupo controle negativo tratado 

com solução salina (NaCl 0,9%), o grupo controle positivo tratado com a 

concentração padrão 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 solução de NaCl 0,9% e o volume administrado foi de 100µL por 

camundongo. Após períodos de 24h ou 48h os animais eram mortos por 

anestesia com éter etílico e avaliados o leucograma, teste de genotoxicidade e 

citotoxicidade em eritrócitos da medula óssea, concentrações séricas de uréia, 

creatinina, aspartato-aminotransferase e alanina-aminotransferase e 

histopatologia do fígado, baço, rim e cérebro. Para os camundongos mortos com 
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7 ou 14 dias foram avaliados o leucograma e a histopatologia dos órgãos acima 

referidos.  

 

14. DETERMINAÇÃO DO LEUCOGRAMA  

Imediatamente após a coleta do sangue, uma gota foi distendida sobre 

lâmina para microscopia que, após secagem era fixada com metanol absoluto e 

corada com solução Wright-Giemsa a 10% em STF pH 6,9 por 10 min. A análise 

diferencial dos leucócitos (monócitos, linfócitos, neutrófilos, eosinófilos e 

basófilos) foi feita por microscopia óptica com aumento de 1000x, por um único 

observador. Foram examinados 200 leucócitos por preparação e os valores 

expressos em percentagem do tipo celular. 

Para a contagem global de leucócitos, amostra de 20µL do sangue era 

transferida para tubos Eppendorf (1,5mL) contendo 380µL de solução hemolítica 

de Turk (ver Anexo 2), homogeneizado e, após 10min em repouso a suspensão 

de era novamente homogeneizada e quantificada em hematocitômetro com 

aumento de 400x, por um único observador.  

 

15. QUANTIFICAÇÃO DE MICRONÚCLEOS EM ERITRÓCITOS DA MEDULA 

ÓSSEA 

Possíveis efeitos genotóxicos da PS-1 foram avaliados por meio da 

contagem dos micronúcleos (MN) de eritrócitos policromáticos (células jovens 

cujo citoplasma ainda contém ARN) ou normocromáticos (células maduras cujo 

citoplasma não mais contém ARN) da medula óssea de camundongos tratados 

com PS-1 (4mg/kg) ou ciclofosfamida (33mg/kg), como controle positivo, ou 

solução de NaCl 0,9% como controle negativo, por 24 ou 48 horas. Esse 

procedimento baseou-se na técnica de Rabello-Gay (1991). 
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Após a morte dos camundongos por anestesia profunda com éter etílico, 

os dois fêmures foram retirados, as epífises proximais cortadas e as células da 

medula óssea coletadas por meio da lavagem com 200µL de soro fetal bovino. 

Da suspensão de células retirou-se uma alíquota que, após ser distendida sobre 

lâmina para microscopia e secada, foi fixada com metanol absoluto e corada com 

solução de Giemsa a 10% em STF pH 7,2, por 10 minutos. Foram analisados 

1000 eritrócitos normocromáticos (ENC) e 1000 policromáticos (EPC) por 

microscopia óptica com um aumento de 1000x, por um único observador. 

Considerou-se, nessa análise, a freqüência de MN presentes em cada uma das 

fases de maturação dos eritrócitos (EPC ou ENC), para avaliar a genotoxicidade, 

e a proporção entre EPC e ENC, para o cálculo do índice de eritrócitos 

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

 

16. DETERMINAÇÃO DOS NÍVEIS SÉRICOS DE URÉIA, CREATININA, 

ASPARTATO-AMINOTRANSFERASE E ALANINA-AMINOTRANSFERASE  

Para a determinação de possíveis danos celulares causados pela PS-1 

ao fígado ou rim foram avaliados os níveis 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 solução de NaCl 0,9%, foram cuidadosamente transferidas 

para um tubo Eppendorf (1,5mL), para evitar hemólise, e mantidas em repouso 

por 30min em banho-maria a 37°C, para a formação do coágulo. Posteriormente 

o sangue foi centrifugado a 400xG à temperatura ambiente por 10min, o soro 

coletado e mantido a 4°C por duas horas e, então, foi analisado. As análises 

foram feitas com o sistema espectrofotométrico automatizado ADVIA 1650 (Bayer 

Corporation, Tarrytown, EUA) no Laboratório Sabin de Análises Clínicas, Brasília.  
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17. DETERMINAÇÃO DA DOSE TÓXICA DE PS-1 EM CAMUNDONGOS 

SWISS  

Para determinar a dose tóxica da PS-1, camundongos foram injetados 

por via endovenosa com 100µL de diferentes concentrações do peptídeo em 

solução de NaCl 0,9% (4, 8, 16 ou 32mg/kg). Os animais do grupo controle 

receberam o mesmo volume de solução de NaCl 0,9%, injetada pela mesma via. 

A PS-1, nas diferentes concentrações, foi administrada a cada dois 

camundongos, por vez, e a ausência de manifestações clínicas (taquipnéia, 

taquicardia, prostração e letargia) nos 15 minutos subseqüentes foi utilizada 

como critério para administrar concentrações superiores, enquanto a presença 

desses sintomas serviu de critério para a interrupção do experimento. 

Os camundongos utilizados nesse experimento foram observados por 

um tempo máximo de 24 horas e então, foram anestesiados com éter etílico e 

mortos com o aprofundamento da anestesia. O sangue foi coletado, por meio de 

punção cardíaca, para avaliação do leucograma de todos os camundongos, 

enquanto que os órgãos (fígado, baço, rim, pulmão e cérebro) foram retirados 

daqueles tratados com 32mg/kg para os estudos histopatológicos (ver método 

abaixo).  

 

18. ESTUDOS HISTOPATOLÓGICOS 

Os espécimes (fígado, baço, rim, pulmão e cérebro) foram crivados em 

fragmentos representativos, fixados em solução aquosa de paraformaldeído 

(Sigma-Aldrich, St Louis, EUA) a 5% durante quatro horas, em temperatura 

ambiente. Em seguida, foram desidratados por meio de imersão seqüencial em 

soluções alcoólicas, com percentual decrescente de água, diafanizados em xilol 

e, posteriormente, embebidos em parafina quente (60°C). Os blocos de parafina 

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

Os fragmentos dos órgãos foram integralmente seccionados com 5µm de 

espessura, selecionando-se um corte a cada 250µm. Em seguida, foram corados 

com hematoxilina-eosina, segundo o protocolo padrão para (ver Anexo 2). As 

observações foram feitas em microscopia óptica com aumento topográfico, por 

um único observador, e posteriormente foram fotografadas com equipamento 

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

 

19. DETERMINAÇÃO IN VITRO DA DOSE TÓXICA 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 24ºC, até que os parasitos atingissem a fase log de 

crescimento, a qual foi verificada por quantificação em hematocitômetro. Em 

seguida, uma alíquota dessa suspensão 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 24ºC até atingirem 1x106 

parasitos/mL,  concentração necessária para o início dos experimentos (Childs 

1977).  

Para a avaliação da dose tóxica de PS-1, formas promastigotas de L. (L.) 

amazonensis (1x105parasitos/100µL), em meio RPMI 1640 completo, foram 

incubadas com 100µL das diferentes concentrações do peptídeo (0,5, 1, 2, 4, 8, 

16, 32 ou 64µg/mL) na formulação de meio RPMI 1640 acima referida. Como 

controle positivo, utilizou-se solução de  N-metilglucamina (Glucantime® Rhodia 

Pharma), na concentração de 4µg/mL, e como controle negativo, o próprio meio 

RPMI 1640. Os experimentos foram realizados em triplicatas, em placa de 

microcultivo de fundo plano (96 escavações) (LAbTech, Melbourn, Inglaterra). 
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Após incubação a 24°C, por 2 ou 6 horas, os parasitos foram quantificados em 

hematocitômetro, com aumento de 400x ao microscópio óptico. Como parâmetro 

de viabilidade consideraram-se a morfologia e a mobilidade.  

Em outro experimento incubaram-se formas promastigotas de L. 

amazonensis (1x105 parasitos/100µL) com 64µg/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 leishmânias era diariamente verificado ao 

microscópio óptico de luz invertida, com aumento de 400x. 

 

20. DETERMINAÇÃO IN VITRO DA DOSE TÓXICA DE PS-1 SOBRE 

PLASMODIUM FALCIPARUM  

A avaliação do efeito da PS-1 sobre cultivos de Plasmodium falciparum 

foi realizada no Laboratório de Malária do Núcleo de Medicina Tropical da 

Universidade de Brasília. 

Frascos de criopreservação contendo estabilato de P. falciparum da cepa 

Pf169, mantidos em nitrogênio líquido a -196ºC, foram descongelados a 37ºC, e 

iniciados cultivos em meio RPMI 1640 suplementado com 20% de pool de soro 

humano durante 2 semanas, para adaptação do plasmódio ao crescimento in 

vitro. Para avaliar o efeito tóxico da PS-1 sobre o parasito, foram iniciados 

cultivos em placa de fundo plano e 96 escavações (LAbTech, Melbourn, 

Inglaterra) com 100µL de suspensão de eritrócitos humanos O+ em meio RPMI 

1640 suplementado com 20% de pool de soro humano, com 0,6% de parasitemia 

e 3% de hematócrito. Alíquotas de 100µL de diferentes concentrações de PS-1 

(1, 2, 4, 8, 16, 32, 64 e 128µg/mL), ou de artesunato de sódio (Artemix® 60mg 

Ativus, São Paulo, Brasil), na concentração de 8ng/mL, em meio RPMI 1640 
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suplementado com 20% de pool de soro humano, foram distribuídas nas placas 

contendo os eritrócitos parasitados por P. falciparum e as placas incubadas em 

câmara úmida, a 37°C, na presença de ar + 5% de CO2  por 48 ou 72 horas.  Os 

cultivos de 72h foram submetidos à troca do meio após 48h em incubação, 

retirando-se 150µL do sobrenadante de todas e acrescentando-se igual volume 

das soluções contendo as diferentes concentrações de PS-1, artesunato de sódio 

ou meio RPMI 1640 (controle negativo).  

Após 48 ou 72 horas de cultivo, desprezava-se o sobrenadante de cada 

escavação, homogenizava-se o sedimento e preparavam-se distendidos em 

lâmina de microscopia que, após secagem, eram fixadas com metanol absoluto e 

coradas com solução de Giemsa a 10% em STF pH 6,9, por 10 minutos. A 

determinação do percentual de trofozoítos (jovens ou adultos) e esquizontes 

(jovens ou adultos) foi realizada pela observação de 1000 eritrócitos, em cada 

preparação, por microscopia óptica com aumento de 1000x, por um único 

observador. 

 

21. MÉTODOS ESTATÍSTICOS 

A normalidade das variáveis foi analisada empregando-se o teste de 

Kolmogorov-Smirnov. Os testes estatísticos empregados para a comparação 

entre os grupos foi o ANOVA ou Kruskal-Wallis, seguido pelos métodos de 

Student-Newman-Keuls ou Dunn para as múltiplas comparações. Para as 

comparações entre duas amostras foram usados o teste t-Student ou o de Mann-

Whitney. As análises foram feitas empregando-se o programa Sigma-Stat (Jandel 

Scientific, San Rafael, CA) e os gráficos, usando o programa MicrocalTM Origin 

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

USA, 1997). Diferenças de p<0,05 foram consideradas significantes. 

 



 32 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

RESULTADOS 



 33 

1. ENSAIOS DE TOXICIDADE IN VITRO 

 

1.1. INFLUÊNCIA DA PS-1 SOBRE A  ADERÊNCIA DE CÉLULAS 

PERITONEAIS DE CAMUNDONGOS 

Possíveis efeitos tóxicos da PS-1 sobre células peritoneais de 

camundongos, tratadas com diferentes concentrações de PS-1 (1, 10, 100, 200 e 

300µg/mL), foram avaliados por meio da variação do percentual de aderência das 

células às lamínulas.  

Os resultados mostraram que o percentual de aderência foi decrescente, 

em relação ao controle, nas concentrações superiores a 100µg/mL de PS-1 (Fig. 

5). Além da grande redução no percentual de aderência obtida nas preparações 

incubadas com 200 ou 300µg/mL observaram-se também muitos restos celulares 

(dados não mostrados). Este resultado permitiu a constatação que, nessas 

concentrações, a PS-1 apresenta efeitos tóxicos para células peritoneais.  

Diferentemente do que ocorreu com as células incubadas com altas 

concentrações de PS-1, observou-se que as preparações incubadas com         

1µg/mL apresentaram aumento significante do percentual de aderência  (58% 

maior) em relação ao do grupo controle (Fig. 5a). 
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Figura 5. Percentual de aderência de células peritoneais de camundongos 
tratadas com diferentes concentrações de PS-1. Uma suspensão, contendo 
25x103 células, de cada camundongo (n=8), foi incubada em duplicata em placa 
de microcultivo (96 escavações). Os resultados de oito experimentos, analisados 
pelo teste de Mann-Whitney, indicaram diferenças entre o controle e os grupos 
tratados com 1 (p=0,049) (a), 100 (p=0,007) ( c), 200 (p=0,001) (d) e 300µg/mL 
(p=0,004) (e), mas não com 10µg/mL (p>0,05). Estão representados as 
medianas, quartis superiores e inferiores, valores máximo e mínimo.  



 35 

A análise entre os grupos mostrou que a utilização de concentrações 

superiores a 100µg/mL de PS-1 reduz significantemente o percentual de 

aderência das células peritoneais de forma dose dependente (Fig. 6). 
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Figura 6. Percentual de aderência das células peritoneais de camundongos 
tratadas com diferentes concentrações de PS-1. Uma suspensão, contendo 
25x103 células, de cada camundongo (n=8), foi incubada em duplicata em placa 
de microcultivo (96 escavações). Os resultados de oito experimentos, analisados 
pelo teste de Kruskal-Wallis, indicaram diferenças entre os grupos (p=0,001). 
Houve relação entre a dose e a redução no percentual de aderência. Estão 
representados as medianas, quartis superiores e inferiores, valores máximo e 
mínimo. 
 

1.2. INFLUÊNCIA DA PS-1 SOBRE A FAGOCITOSE POR MACRÓFAGOS 

PERITONEAIS DE CAMUNDONGOS 

A influência da PS-1 sobre a fagocitose de células peritoneais tratadas 

com as diferentes concentrações de PS-1 (1, 10 ou 100µg/mL) foi avaliada por 

meio do índice fagocitário, que equivale ao produto entre a percentagem de 

macrófagos envolvidos na fagocitose e a média de leveduras fagocitadas. Os 

resultados indicaram que o índice fagocitário nas três concentrações de PS-1 não 

difere do encontrado no grupo controle (Fig. 7).  
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Figura 7. Índice fagocitário de macrófagos peritoneais de camundongos tratados 
com diferentes concentrações de PS-1. Uma suspensão contendo 2x105 células 
de cada camundongo (n=5) foi incubada com 4x106 leveduras por escavação em 
placa de microcultivo de 24 escavações. Os resultados de cinco experimentos, 
avaliados pelo teste t de Student, não mostraram diferenças entre o controle e os 
grupos tratados com a PS-1. Estão representados as médias e desvios padrão. 
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Observou-se que nas preparações incubadas com 10µg/mL de PS-1 

houve redução de 55% do percentual de células envolvidas na fagocitose   (Fig. 

8b). Entretanto, as preparações tratadas com 1 ou 100µg/mL de PS-1 

apresentaram resultados semelhantes aos do controle (Fig 8a,c).  
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Figura 8. Percentual de macrófagos peritoneais de camundongos envolvidos na 
fagocitose tratados com diferentes concentrações de PS-1. Uma suspensão 
contendo 2x105 células de cada camundongo (n=5) foi incubada com 4x106 
leveduras por escavação em placa de microcultivo de 24 escavações. Os 
resultados de cinco experimentos, avaliados pelo teste t de Student, mostraram 
diferenças entre o controle e o grupo tratado com 10 µg/mL de PS-1 (b) 
(p=0,045), mas não para o grupo tratados com 1 µg/mL (a). Houve tendência à 
diferenças entre o controle e o grupo tratado 100 µg/mL (c) (p=0,078). Estão 
representados as médias e desvio padrão.  
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A análise entre os grupos mostrou que não houve relação entre a 

concentração de PS-1 e o percentual de macrófagos envolvidos na fagocitose 

(Fig. 9). 
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Figura 9. Percentual de macrófagos peritoneais de camundongos, envolvidos na 
fagocitose, tratados com diferentes concentrações de PS-1. Uma suspensão 
contendo 2x105 células de cada camundongo (n=5) foi incubada com 4x106 
leveduras por escavação em placa de microcultivo de 24 escavações.  Os 
resultados de cinco experimentos, avaliados pelo teste de ANOVA, não 
mostraram diferenças entre os grupos (p=0,115), o que indica ausência de 
relação dose resposta. Estão representados as médias e desvios padrão.  

 

Os resultados indicaram que os grupos tratados com as diferentes 

concentrações de PS-1 (1, 10 ou 100µg/mL) apresentaram média de leveduras 

fagocitadas por macrófago comparável à do grupo controle (Fig. 10). Entretanto, 

observou-se tendência estatística para diferenças entre o controle e o grupo 

tratado com 1µg/mL de PS-1 (p=0,067). Os macrófagos tratados com esta 

concentração 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 macrófagos peritoneais de 
camundongos tratados com diferentes concentrações de PS-1. Uma suspensão 
contendo 2x105 células de cada camundongo (n=5) foi incubada com 4x106 
leveduras por escavação em placa de microcultivo de 24 escavações.  Os 
resultados de cinco experimentos, avaliados pelo teste t de Student, não 
mostraram diferenças entre os grupos, entretanto houve tendência à diferenças 
entre o controle e o grupo tratado com 1µg/mL de PS-1 (p=0,067). Estão 
representados as médias e desvios padrão. 
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Figura 11. Fotomicrografias de células peritoneais incubadas em meio de cultura 
RPMI 1640 (a), ou acrescido com 1µg/mL de PS-1 (b). Foram incubadas 2x105 
células e 4x106 leveduras. Aumento 1000x. Coloração de Giemsa. 

 

1.3. INFLUÊNCIA DA PS-1 SOBRE A PRODUÇÃO DE PERÓXIDO DE 

HIDROGÊNIO POR MACRÓFAGOS PERITONEAIS DE CAMUNDONGOS 

O efeito de diferentes concentrações da PS-1 (1, 10 ou 100µg/mL) sobre 

a produção de peróxido de hidrogênio (H2O2) por macrófagos peritoneais foi 

avaliado no sobrenadante dos cultivos, após a incubação por 60 minutos. Os 

resultados mostraram que o grupo tratado com 1µg/mL de PS-1 apresentou 

redução de 89% na produção de H2O2 em relação ao controle   (Fig. 12a). 

Entretanto, nas preparações tratadas com 10 ou 100µg/mL de PS-1 as 

concentrações de H2O2  foram semelhantes às do grupo controle (Fig. 12b,c).  

b a 
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Figura 12. Produção de peróxido de hidrogênio por macrófagos peritoneais de 
camundongos incubados com diferentes concentrações de PS-1. Uma 
suspensão, contendo 2x105 células, de cada camundongo (n=8), foi incubada em 
triplicata em placa de microcultivo (96 escavações). Os resultados de oito 
experimentos, avaliados pelo teste Mann-Whitney, mostraram diferenças entre o 
controle e o grupo tratado com 1 µg/mL de PS-1 (a) (p<0,001), mas não com 10 
(p=0,090) ou 100µg/mL (p=0,700). Estão representados as medianas, quartis 
superiores e inferiores, valores máximo e mínimo. 
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Os resultados indicaram também que a PS-1 interferiu na síntese de 

H2O2 de forma dose dependente, ou seja, quanto maior a concentração do 

peptídeo maior foi a detecção dessa substância (Fig 13). 
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Figura 13. Produção de peróxido de hidrogênio por macrófagos peritoneais de 
camundongos incubados com diferentes concentrações de PS-1. Uma 
suspensão, contendo 2x105 células, de cada camundongo (n=8), foi incubada em 
triplicata em placa de microcultivo (96 escavações). 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 diferenças entre os grupos (p=0,002), indicando que há 
relação direta dose-resposta entre a concentração de PS-1 e a produção de 
H2O2. Estão representados médias e desvios padrão.  

 

1.4. INFLUÊNCIA DA PS-1 SOBRE A PRODUÇÃO DE ÓXIDO NÍTRICO POR 

MACRÓFAGOS PERITONEAIS DE CAMUNDONGOS 

Os efeitos de diferentes concentrações de PS-1 (1, 10 e 100µg/mL) 

sobre a produção de óxido nítrico (NO) por macrófagos peritoneais foram 

avaliados no sobrenadante de cultivos, após a incubação por 24 horas. Os 

resultados mostraram que nas preparações incubadas com 1µg/mL de PS-1 

houve redução de 85% na produção de NO, em relação ao controle (Fig. 14a). 

Entretanto, quando tratadas com 10 ou 100µg/mL de PS-1 as células 

apresentaram produção de NO semelhante à do grupo controle (Fig.14b). 
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Figura 14. Produção de óxido nítrico por macrófagos peritoneais de 
camundongos incubados com diferentes concentrações de PS-1. Uma 
suspensão, contendo 2x105 células, de cada camundongo (n=8), foi incubada em 
triplicata em placa de microcultivo (96 escavações). Os resultados de oito 
experimentos, avaliados pelo método de Mann-Whitney, mostraram diferenças 
entre o controle e o grupo tratado com 1µg/mL PS-1 (a) (p<0,001), mas não com 
10 ou 100µg/mL. Estão representados as medianas, quartis superiores e 
inferiores, valores máximo e mínimo. 
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O resultado da análise entre os grupos tratados com PS-1 indicou que 

não há relação entre a concentração do peptídeo e a produção de NO (Fig 15). 
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Figura 15. Produção de óxido nítrico por macrófagos peritoneais de 
camundongos incubados com diferentes concentrações de PS-1. Uma 
suspensão, contendo 2x105 células, de cada camundongo (n=8), foi incubada em 
triplicata em placa de microcultivo (96 escavações). RPMI 1640 ou 
lipopolissacarídeo (LPS) foram usados como controle negativo ou positivo, 
respectivamente. Os resultados de oito experimentos, avaliados pelo teste de 
Kruskal-Wallis, não mostraram diferenças entre os grupos, o que indica ausência 
de relação dose resposta. Estão representados as medianas, quartis superiores e 
inferiores, valores máximo e mínimo.  

 

1.5. INFLUÊNCIA DA PS-1 SOBRE A PRODUÇÃO DE FATOR DE NECROSE 

TUMORAL POR MONÓCITOS HUMANOS 

Os efeitos das diferentes concentrações de PS-1 (1, 10 ou 100µg/mL) 

sobre a produção de fator de necrose tumoral (FNT) por monócitos humanos, in 

vitro, foram avaliados no sobrenadante de cultivos após a incubação por       6 

horas. Os resultados mostraram que 10µg/mL de PS-1  causou aumento na 

concentração de  FNT. Enquanto que a mediana da produção de FNT pelos 

monócitos do grupo controle foi 141µg/mL, as células incubadas com 10µg/mL 

tiveram uma produção 290% maior (Fig. 16b). Nas demais concentrações de PS-

1 (1 ou 100µg/mL) não houve diferenças na produção de FNT, em relação ao 

controle (Fig . 16a,c) .  
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Figura 16. Produção de fator de necrose tumoral (FNT) por monócitos humanos, 
coletados de seis indivíduos normais, tratados com diferentes concentrações de 
PS-1. Uma suspensão, contendo 2x105 células, de cada indivíduo (n=8), foi 
incubada em duplicata em placa de microcultivo (96 escavações). Os resultados, 
avaliados pelo teste de Mann-Whitney, mostraram diferenças entre o controle e o 
grupo tratado com 10 µg/mL de PS-1 (b) (p=0,026), mas não com 1 ou 
100µg/mL. Estão representados as medianas, quartis superiores e inferiores, 
valores máximo e mínimo. 
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A análise estatística entre os grupos mostrou que não há relação entre a 

concentração de PS-1 e a produção de FNT (Fig. 17).  
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Figura 17. Produção de fator de necrose tumoral (FNT) por monócitos humanos, 
coletados de seis indivíduos normais, tratados com diferentes concentrações de 
PS-1. Uma suspensão, contendo 2x105 células, de cada indivíduo (n=6), foi 
incubada em duplicata em placa de microcultivo (96 escavações). RPMI 1640 ou 
lipopolissacarídeo (LPS) foram usados como controle negativo ou positivo, 
respectivamente. Os resultados de seis experimentos, avaliados pelo teste de 
ANOVA, não mostraram diferenças entre o controle e os grupos tratados com PS-
1 (p=0,312), o que indica ausência de relação dose resposta. Estão 
representados as médias e desvios padrão.  

 

2. ENSAIOS DE TOXICIDADE IN VIVO 

 

2.1. DETERMINAÇÃO DA DOSE TÓXICA DE PS-1 

O estudo para avaliar a influência da PS-1 sobre a indução de 

alterações clínicas indicativas de toxicidade ou mortalidade foi realizado por meio 

de administração endovenosa de diferentes concentrações do peptídeo (8, 16 ou 

32mg/kg). Os resultados mostraram que nas concentrações de 8 ou 16mg/kg a 

PS-1 não causou quaisquer alterações clínicas que indicassem a presença de 
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toxicidade nos camundongos. Entretanto, utilizando-se 32mg/kg de PS-1 foi 

possível observar, durante 10 a 15 minutos, prostração, taquicardia e taquipnéia, 

as quais foram revertidas espontaneamente após esse tempo.  

Os estudos morfológicos realizados nos animais tratados com            

32mg/kg de PS-1, 24 horas depois, mostraram leucograma e morfologia dos 

órgãos (fígado, baço, rim e pulmão) normais. 

 

2.2. INFLUÊNCIA DA PS-1 SOBRE AS CÉLULAS DO SANGUE PERIFÉRICO 

A influência de 4mg/kg de PS-1 sobre os leucócitos do sangue circulante 

foi avaliada pela quantificação total e dos diferentes tipos de leucócitos 

(neutrófilos, linfócitos, monócitos, eosinófilos e basófilos) (Tabela 1). Os 

resultados mostraram que não houve diferença 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 leucócitos no 
sangue periférico (células/µL). O tempo de experimento foi de 24 ou 48 horas e 7 
ou 14 dias depois da administração única de 4mg/kg PS-1 ou solução salina 
(0,9% NaCl (Sal). Diferenças entre os grupos foram avaliadas pelo teste de 
Kruskal-Wallis, seguido do método de Dunn para múltiplas comparações. Não 
foram encontradas diferenças entre os grupos. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Tempo Tratamento Leucócitos 

(x10
2
) 

Mediana 

(25% - 75%) 

Linfócitos 

(x10
2
) 

Mediana 

(25% - 75%) 

Neutrófilos 

(x10
2
) 

Mediana 

(25% - 75%) 

Monócitos 

(x10
2
) 

Mediana 

(25% - 75%) 

Eosinófilos 

(x10
2
) 

Mediana 

(25% - 75%) 

 

24 horas Sal 

PS-1 

72 (65 – 79) 

82 (67 – 106) 

56 (50 – 63) 

60 (45 – 76) 

7 (5 – 9) 

6 (2 – 1) 

6 (5 – 10) 

9 (3 – 16) 

0.8 (0.3 – 1) 

1 (1 – 2) 

48 horas Sal 

PS-1 

66 (58 – 70) 

65 (61 – 69) 

54 (50 – 59) 

57 (54 – 61) 

5 (4 –6) 

3 (2 – 6) 

2 (2 – 4) 

1 (1 – 2) 

0.3 (0 – 0.7) 

0.1 (0 – 0.3) 

7 dias Sal 

PS-1 

69 (64 – 75) 

68 (64 – 79) 

54 (50 – 65) 

54 (49 – 67) 

5 (4 – 7) 

5 (3 – 6) 

7 (3 – 8) 

8 (6 – 10) 

0.3 (0.3 – 0.9) 

1 (0.4 – 1) 

14 dias Sal 

PS-1 

75 (60 – 91) 

86 (70 – 94) 

66 (55 – 77) 

71 (53 – 79) 

5 (3 – 8) 

9 (7 – 10) 

7 (5 – 8) 
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2.3. INFLUÊNCIA DA PS-1 SOBRE ERITRÓCITOS DA MEDULA ÓSSEA 

O estudo da influência da PS-1 sobre os eritrócitos da medula óssea, 

avaliado por meio do índice de eritrócitos policromáticos mostrou que o peptídeo 

não causou alterações significantes nos animais tratados com          4mg/kg de 

PS-1, quando comparados com o grupo controle (Fig. 18).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 18. Efeitos da administração endovenosa de 4mg/kg de PS-1, a oito 
camundongos da linhagem Swiss, sobre o percentual de eritrócitos policromáticos 
24 e 48 horas após sua injeção. Como controle negativo foi utilizada solução 
salina (0,9% NaCl) (Sal) e para controle positivo 33mg/kg ciclofosfamida (Ci). Os 
efeitos dos tratamentos, avaliados pelo teste de Kruskal-Wallis, mostrou que não 
houve diferenças entre o grupo tratado com PS-1 e o controle (p>0,05). São 
mostradas as medianas, quartis superiores e inferiores, valores máximos e 
mínimos. 
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os animais dos grupos controle negativo ou tratado com 4mg/kg PS-1 

apresentaram quantidades semelhantes de micronúcleos, o contrário foi 

observado nos camundongos tratados com ciclofosfamida, nesse houve aumento 

de micronúcleos nos dois estágios de maturação eritrocitária (Fig. 19). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 19. Efeitos da PS-1 24 h (a) ou 48 h (b) sobre o total de micronúcleos por 
103 eritrócitos policromáticos ou normocromáticos, na medula óssea de 
camundongos.  Os animais (n=8) foram tratados com dose única de 4mg/kg de 
PS-1 ou solução salina (0,9% NaCl) (Sal). O efeito da PS-1, avaliado pelo teste 
de Kruskal-Wallis, mostrou que o grupo experimental e controle negativo são 
semelhantes. São mostrados as medianas, quartis superiores e inferiores, valores 
máximos e mínimos. 

 

 

2.4. INFLUÊNCIA DA PS-1 SOBRE A HISTOLOGIA DO FÍGADO, BAÇO, RIM E 

PULMÃO 

O estudo histopatológico dos órgãos fígado, baço, rim e pulmão mostrou 

que a administração de 4mg/kg de PS-1 não afetou o parênquima dos mesmos. A 

figura 20 mostra fotomicrografias dos vários órgãos, provenientes dos animais 

tratados com solução salina (0,9% NaCl) comparados com aqueles dos animais 

tratados com o peptídeo, aonde é possível verificar morfologia normal e ausência 

de processo inflamatório.  
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Figura 20. Fotomicrografias do fígado, baço, rim e pulmão de camundongos 
tratados com solução salina (0,9% NaCl) (a, c, e, g) ou tratados com 4mg/kg de 
PS-1 (b, d, f, h), 48 horas após o tratamento. A avaliação feita com microscopia 
óptica mostrou morfologia normal em todos os órgãos. Coloração hematoxilina e 
eosina, 100x.  
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2.5. INFLUÊNCIA DA PS-1 SOBRE OS NÍVEIS SÉRICOS DE URÉIA, 

CREATININA, ASPARTATO-AMINOTRANSFERASE E ALANINA-

AMINOTRANSFERASE  

O estudo da influência da PS-1 sobre a toxicidade renal ou hepática 

avaliado pelos níveis séricos de uréia e creatinina (Fig. 21) e das enzimas 

intracelulares, AST (aspartato aminotransferase) e ALT (alanina-

aminotransferase) (Fig. 22), mostrou que a administração 4mg/kg do peptídeo 

não causou alterações nas concentrações dessas substâncias no soro dos 

animais tratados em relação ao grupo controle.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 21. Efeito da PS-1 (4mg/kg), ou solução salina (0,9% NaCl), 
administrados por via endovenosa a camundongos Swiss (n=8), sobre os níveis 
séricos de uréia (a) e creatinina (b), 24 ou 48 horas depois do tratamento. Os 
resultados, avaliados pelo teste de Kruskal-Wallis, não mostraram diferenças 
entre o grupo tratado com a PS-1 e o controle. Os dados estão representados 
pelas medianas, quartis superiores e inferiores, valores mínimos e máximos. 
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Figura 22. Efeitos da administração endovenosa de 4mg/kg de PS-1, ou solução 
salina (0,9% NaCl), a camundongos Swiss (n=8) sobre os níveis séricos de 
aspartato-aminotransferase (a), e alanina-aminotransferase (b), 24 ou 48 horas 
depois do tratamento. Os resultados, avaliados pelo teste de Kruskal-Wallis, não 
mostraram diferenças entre o grupo tratado com a PS-1 e o controle. Estão 
representados as medianas, quartis superiores e inferiores, valores máximo e 
mínimo. 

 

 

3. ENSAIOS ANTIPARASITÁRIOS 

 

3.1. INFLUÊNCIA DA PS-1 SOBRE LEISHMANIA (L.) AMAZONENSIS E 
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mostraram considerável redução do número de protozoários incubados com as 
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4, 8, 16, 32 ou 64µg/mL) causam a redução do número de promastigotas, em 

relação ao grupo controle, após a incubação por 2h (Fig 23) ou 6h (Fig 24). A 

análise desses resultados permitiu inferir que as concentrações superiores a 

1µg/mL de  PS-1 são capazes de inibir no mínimo 50% das formas promastigotas 

de L. (L.) amazonensis.  

Depois da incubação por 6 horas as concentrações equivalentes a 8, 16 

ou 32µg/mL foram capazes de reduzir 95% do total de parasitos (CI95), enquanto 

que a  inibição total das formas promastigotas de Leishmania (L.) amazonensis 

foi alcançada com 64µg/mL de PS-1 (CI100) (Fig. 24h). 
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Figura 23. Efeitos de diferentes concentrações de PS-1 sobre formas 
promastigotas de Leishmania (L.) amazonensis para determinar a concentração 
inibitória (CI) após a incubação por 2 horas. Foram incubados 106 parasitos, em 
triplicata, com diferentes concentrações de PS-1. Os resultados, analisados pelo 
teste t de Student, mostraram diferenças entre o controle e todos os grupos 
tratados (p<0,001) e a CI50, após duas horas de incubação foi definida como 
1µg/mL. Estão representados as médias e desvios padrão. 
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Figura 24. Efeitos de diferentes concentrações de PS-1 sobre formas 
promastigotas de Leishmania (L.) amazonensis para determinar a concentração 
inibitória (CI) após a incubação por 6 horas. Foram incubados 106 parasitos, em 
triplicata, com diferentes concentrações de PS-1. Os resultados, analisados pelo 
teste t de Student, mostraram diferenças entre o controle e todos os grupos 
tratados (p<0,001). Os resultados indicam que a CI50 após seis horas de 
incubação foi de 0,5µg/mL e a CI100 foi de 64µg/mL. Estão representados as 
médias e desvios padrão. 
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Os resultados mostraram que a redução do número de parasitos ocorreu 

de forma dose dependente (Fig 25 a,b). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 25. Efeitos de diferentes concentrações de PS-1 sobre formas 
promastigotas de Leishmania (L.) amazonensis para determinar a relação entre a 
dose e a resposta após a incubação por 2 (a) ou 6 horas (b). Glucantime na 
concentração padrão de 4µg/mL e meio RPMI 1640 foram usados como 
controles, positivo e negativo, respectivamente. Os resultados, analisados pelo 
teste de ANOVA, mostraram diferenças entre os grupos (p=0,001) e definiram 
uma relação inversa entre dose e resposta. Estão representados as médias e 
desvios padrão.  
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Amostras coletadas dos cultivos de Leishmania (L.) amazonensis após 

incubação por 2 ou 6 horas, coradas com solução de Giemsa, mostraram que os 

parasitos tratados com 64µg/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 
64µg/mL de PS-1 (b). Observe em (b) a massa amorfa contendo os restos 
celulares do protozoário (seta). Aumento 1000x. Coloração 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 

64µg/mL de PS-1. Esses cultivos novamente incubados por 7 dias, em meio 

RPMI 1640, mostrou que apenas os parasitos do grupo controle (ausência de PS-

1) apresentaram morfologia e crescimento normais, enquanto que aqueles 

previamente incubados com 64µg/mL de PS-1  não apresentaram parasitos.  

 

3.1.2. Plasmodium falciparum 

A influência da PS-1 sobre os cultivos de Plasmodium falciparum 

avaliada, em função da concentração e do tempo de incubação, foi verificada 

após incubação por 48 ou 72 horas.  

Nos cultivos incubados por 48 horas observou-se redução da parasitemia 

nos grupos tratados com concentrações superiores a 32µg/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 concentrações de PS-1, para determinar a concentração inibitória 
(CI) 48h após o tratamento. Iniciou-se o experimento, em triplicata, com 3% de 
hematócrito e 0,6% de parasitemia. Foram analisados 1000 eritrócitos por 
preparação. Os resultados, avaliados pelo teste t de Student, mostraram 
diferenças entre o controle e os grupos tratados com 32 (p=0,004) (f), 64 
(p=0,001) (g) e 128µg/mL (p<0,001) (h), mas não com 1, 2, 4, 8 ou 16µg/mL de 
PS-1. Estão representados as médias e desvios padrão.  
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Diferentemente da redução observada com as maiores concentrações, a 

utilização de 1µg/mL de PS-1, nas preparações incubadas por 72 horas, causou 

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

Houve redução da parasitemia nas concentrações de PS-1 superiores a 

32µg/mL (Fig. 28), entretanto, a maior redução (97%) foi observada nas 

preparações incubadas com 128µg/mL de PS-1 (Fig. 28h).   

As concentrações inibitórias (CI) foram definidas depois da incubação 

por 72 horas. Como CI50 estabeleceu-se a concentração intermediária entre 32 e 

64µg/mL, equivalente a 48µg/mL de PS-1, enquanto que 128µg/mL de PS-1 foi 

definida como a concentração capaz de inibir 97% das formas intraeritrocitárias 

de P. falciparum (CI97). 
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Figura 28. Efeito da PS-1 sobre o crescimento de Plasmodium falciparum tratado 
com diferentes concentrações de PS-1, para determinar a concentração inibitória 
(CI) 72 horas após o tratamento. Iniciou-se o experimento, em triplicata, com 3% 
de hematócrito e 0,6% de parasitemia. Foram analisados 1000 eritrócitos por 
preparação. Os resultados, avaliados pelo teste t de Student, mostraram 
diferenças entre o controle e os grupos tratados com 1 (p=0,014) (a)  32 
(p=0,004) (f), 64 (p=0,001) (g) e 128µg/mL (p<0,001) (h), mas não com 2, 4, 8 ou 
16µg/mL de PS-1. Estão representados as médias e desvios padrão.  
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O efeito da PS-1 sobre a redução da parasitemia de P. falciparum pode 

ser facilmente observado na figura 29. Enquanto o grupo controle mostrou 

crescimento, o tratado com 128µg/mL PS-1 após incubação por 72h exibiu 

redução.  
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Figura 29. Efeito de 128µg/mL de PS-1 sobre a parasitemia de Plasmodium 
falciparum, in vitro, após a incubação por 72h. Meio RPMI 1640 e artesunato de 
sódio (Art) (concentração padrão de 8ng/mL) foram usados como controle 
negativo e positivo, respectivamente. Iniciou-se o experimento, em triplicata, com 
3% de hematócrito e 0,6% de parasitemia. Foram analisados 103 eritrócitos, por 
preparação, considerando-se as formas intraeritrocitárias (trofozoítos jovens, 
trofozoítos maduros e esquizontes). Estão representados as médias e desvios 
padrão. 

 

A análise entre os grupos mostrou a existência de relação dose resposta, 

ou seja, quanto maior a concentração de PS-1 menor é a parasitemia de P. 

falciparum 72h após a incubação (Fig. 30b).  
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Figura 30. Percentual de parasitemia de Plasmodium falciparum tratado com 
diferentes concentrações de PS-1, para determinar a relação entre a dose e a 
resposta após a incubação por 48 (a) ou 72 horas (b). Iniciou-se o experimento, 
em triplicata, com 3% de hematócrito e 0,6% de parasitemia. Meio RPMI 1640 e 
artesunato de sódio (Art) (concentração padrão de 8ng/mL) foram usados como 
controle negativo e positivo, respectivamente. Foram analisados 103 eritrócitos 
por preparação. Os resultados, avaliados pelo teste de ANOVA mostraram 
diferenças entre os grupos (p<0,001) e indicaram um padrão de dose resposta. 
Estão representados as médias e desvios padrão. 
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O efeito da PS-1 também foi observado sobre a maturação das formas 

intraeritrocitárias, como pode ser visto na tabela 2 e figura 31, nas quatro 

concentrações de Ps-1 (1, 8, 32 ou 128µg/mL). 

 Verificou-se, após a incubação por 72 horas, que 1µg/mL de PS-1 

causou aumento da velocidade de maturação do Plasmodium faliciparum. Nesse 

grupo o percentual de trofozoítos maduros foi 27%, contra 7% para o grupo 

controle. Observou-se também um aumento de 4% no número de esquizontes 

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

Na concentração de 8µg/mL de PS-1 não se observou diferença na  

maturação das formas intraeritrocitárias após a incubação por 48 ou 72 horas, em 

relação ao controle (Tabela 2, Fig. 31e,f). Entretanto, com 32, 64 ou 128µg/mL 

houve depressão da maturação do P. falciparum (Fig. 31g,h,i,j). 

Nas preparações incubadas com 128µg/mL de PS-1 verificou-se drástica 

redução das formas intraeritrocitárias. Depois da incubação por 72 horas foram 

encontrados apenas 23 parasitos com a concentração de 128µg/mL, contra 150 

no grupo controle (Tab. 2). Entretanto dentre as formas encontradas, para a 

maior concentração de PS-1 (128µg/mL), houve predomínio de esquizontes 

jovens, contendo de 2 a 4 núcleos (Tab. 2, Fig. 31i,j). 
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Tabela 2. Percentual de formas parasitárias em cultivos de Plasmodium 
falciparum tratados com diversas concentrações de PS-1. Os dados foram 
coletados após a incubação por 48 ou 72 horas e são relativos a 104 eritrócitos. 
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Figura 31. Efeito de diferentes concentrações de PS-1 (1, 8, 32 ou 128µg/mL) 
sobre a maturação das formas intraeritrocitárias de Plasmodium falciparum, in 
vitro, em triplicata, após a incubação por 48 ou 72 horas. Os valores relativos 
referem-se a 104 eritrócitos.  Estão representados as médias e desvios padrão. 
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Observou-se nas preparações incubadas com 128µg/mL o predomínio 

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

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 32. Fotomicrografias de cultivos de Plasmodium falciparum, incubados por 
72 horas em meio de cultura RPMI 1640 (a) ou acrescido com 128µg/mL de PS-1 
(b). Observe em (b) um pequeno esquizonte (seta e destacado). Aumento 1000x. 
Coloração de Giemsa. 
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Um dos passos relevantes para o desenvolvimento de substâncias 

voltadas para aplicações biomédicas é a decisão de submeter aos testes 

clínicos que, em grande parte, se baseia nos resultados dos ensaios pré-

clínicos para a avaliação das ações farmacológicas, efeitos biológicos, 

biodisponibilidade e toxicidade (WHO 2001b). Os estudos de toxicidade são 

especialmente importantes para estimar a dose inicial a ser administrada e 

para identificar os parâmetros que necessitarão de monitoramento, como 

possíveis efeitos adversos, durante os ensaios clínicos.  

Os estudos de novos compostos, naturais ou sintéticos, de origem 

animal ou vegetal, requerem extensa investigação, fundamentais para a 

passagem da fase pré-clínica para a clínica. Como a filosseptina-1 (PS-1) é 

uma nova substância sintética e dotada de propriedades que lhe permite 

interagir com membranas celulares (estrutura secundária em hélice-α, 

domínios hidrofílicos e hidrofóbicos bem definidos e cationicidade), de onde 

advém sua atividade antimicrobiana (Leite e cols. 2005), o objetivo da presente 

investigação foi avaliar seus efeitos sobre quatro sistemas biológicos: células 

peritoneais de camundongos, in vitro; monócitos humanos, in vitro; 

camundongos da linhagem Swiss, in vivo; protozoários dos gêneros 

Leishmania e Plasmodium, in vitro. O peptídeo foi selecionado para esse 

estudo por ser candidato potencial para aplicações 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 monócitos humanos coletados de 

sangue venoso de indivíduos sadios. Utilizando-se células peritoneais de 

camundongos verificou-se, por meio do percentual de aderência dos macrófagos, 
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1) a concentração tóxica do peptídeo, enquanto que a interferência do peptídeo 

sobre a 2) funcionalidade de macrófagos incubados com a PS-1 foi verificada por 

meio da avaliação da capacidade fagocitária, da produção de peróxido de 

hidrogênio, de óxido nítrico e de fator de necrose tumoral. Os macrófagos ou 

monócitos 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 

aderência de células peritoneais de camundongos mostraram que houve 

aumento da aderência na menor concentração (1µg/mL) de PS-1 e redução 

dose-dependente desse percentual nas maiores concentrações. O aumento da 

aderência observado com 1µg/mL de PS-1 foi também foi observado em relação 

a outros peptídeos antimicrobianos catiônicos. Gudmundsson & Agerberth (1999) 

reportaram aumento da expressão de moléculas de adesão (CD11 e ICAM-1) por 

neutrófilos, como efeito dos peptídeos CAP11 e defensinas. Além disso, o 

peptídeo PR-39 induziu a expressão de proteoglicanas, sindecam-1 e sindecam-4 

na superfície de fibroblastos, durante os processos de reparação tecidual (Galo e 

cols. 1994). O aumento do percentual de aderência de macrófagos pode indicar 

que a menor concentração de PS-1 influencia as vias que ativam a síntese e a 

expressão de moléculas de adesão na membrana celular, o que pode ser um 

fenômeno importante na modulação da resposta imunitária.  

A redução do percentual de aderência dos macrófagos tratados com as 

maiores concentrações de PS-1 pode ter decorrido de ação tóxica do peptídeo 

como conseqüência da interação deste com as membranas celulares, 

ocasionando a formação de poros e posteriormente a morte celular. Sabe-se que 

a membrana das células dos mamíferos é do tipo zwitteriônica (ver Glossário): 

composta principalmente por fosfolipídeos neutros, é globalmente neutra, mas 

possui cargas localizadas devido à presença de grupos ionizados (Williamson & 
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Schlegel 1994). Esta característica faz com que a ação de peptídeos catiônicos 

sobre essas membranas seja reduzida. No entanto, utilizando-se altas 

concentrações do peptídeo, pode haver agregação deste na membrana celular, 

causando perturbações estruturais e aumento da permeabilidade com formação 

de poros (Sansom 1993; Dathe e cols. 2002; Brand e cols. 2006). É possível que 

a maior concentração de PS-1 tenha ocasionado morte das células peritoneais 

pela saturação de peptídeos sobre as membranas. Efeitos tóxicos de peptídeos 

antimicrobianos associados à interação entre membrana celular de mamíferos e 

peptídeos catiônicos foram mostrados em estudos anteriores. Khandelia e 

Kaznessis (2005) mostraram que a baixa interação entre dois peptídeos 

catiônicos modificados, novispirin-G10 e novispirin-T7, e a membrana celular de 

eritrócitos resultou na diminuição dos efeitos tóxicos. Outros estudos mostraram 

que uma maior interação entre peptídeos catiônicos com membranas celulares 

resulta em aumento de toxicidade e caracterizam os peptídeos tóxicos, como é o 

caso da melitina, originária de abelhas (Perez-Paya e cols. 1994), da caribdoxina, 

presente no veneno de escorpiões (Tenenholz e cols. 2000) e da temporina-L, 

proveniente de anuros do gênero Rana (Rinaldi e cols. 2002). A toxicidade 

observada com as maiores concentrações do peptídeo pode ter sido determinada 

pela interação da PS-1 com a membrana das células peritoneais e, como a 

redução do percentual de aderência ocorreu de forma dose-dependente é 

possível que quanto maior a concentração do peptídeo maior será a interação e 

consequentemente sua toxicidade.  

No estudo de toxicidade da PS-1 sobre as células peritoneais de 

camundongos, observaram-se restos celulares nas preparações incubadas com 

as maiores concentrações do peptídeo (dados não mostrados). Sabe-se que os 

peptídeos antimicrobianos catiônicos podem, quando utilizados em alta 

concentração, apresentar toxicidade para células de mamíferos (Feder e cols. 

2001). Logo, a presença de restos celulares, observados nas preparações 
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incubadas com concentrações superiores a 100µg/mL de PS-1  pode ser um 

indicativo de dano permanente causado pelo peptídeo às células peritoneais, 

possivelmente gerado por perturbação na homeostase eletrolítica.  Embora não 

tenha sido objetivo do presente estudo avaliar os a natureza dos efeitos tóxicos 

da PS-1, especula-se que os danos irreversíveis sofridos pelas células 

peritoneais tenham ocorrido por ação do peptídeo, causando alterações 

eletrolíticas e osmóticas nas células, que foram dependentes da concentração e 

do tempo de exposição ao peptídeo. Tem sido descrito que os peptídeos 

antimicrobianos podem interferir com o metabolismo celular, causando sua 

paralisação e até mesmo a morte da célula (El Amri e cols. 2006). As defensinas 

secretadas por neutrófilos (HNP-1, HNP-2 e HNP-3) interferem no metabolismo 

celular pelo seu potente efeito inibidor da via das proteíno-cinases ativadas por 

mitógenos (Charp e cols. 1988). As magaininas e defensinas são conhecidas por 

seus efeitos antimitogênicos sobre células tumorais (Lichtenstein 1991; Baker e 

cols. 1993). É possível que a PS-1 tenha causado distúrbios eletrolíticos e 

osmóticos ocasionando a paralisação das vias de ativação celular, alterações no 

processo de fosforilação oxidativa, comprometimento da síntese protéica, perda 

da integridade da membrana celular ou da estrutura dos cromossomas. O nível 

de interação entre peptídeos antimicrobianos catiônicos e membranas anfipáticas 

(ver Glossário) pode determinar o grau de toxicidade desses peptídeos, pela 

concentração de estruturas secundárias formadas (Chia e cols. 2002) e, embora 

os mecanismos que determinam essa interação ainda não estejam 

completamente esclarecidos, acredita-se que, ela ocorra devido às propriedades 

dos peptídeos catiônicos e, dos tipos de fosfolipídeos presentes nas membranas 

celulares (Shai & Oren 1996; Ben & Shai 1997). Uma das propriedades dos 

peptídeos antimicrobianos catiônicos é a ausência de estrutura secundária (ver 

Glossário) estável em solução. Entretanto, ao se associarem, por meio de 

interações eletrostáticas com os fosfolipídeos aniônicos das membranas 
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celulares, os peptídeos catiônicos tendem a adotar estruturas anfipáticas (hélices-

α, fitas-β ou ambas) na superfície da membrana ou no interior da bicamada 

lipídica (Oren e cols. 1997; Chia e cols. 2002; Khandelia & Kaznessis 2005). Os 

fosfolipídeos presentes na superfície da membrana celular dos mamíferos são 

comumente neutros, como a fosfatidilcolina e esfingomielina, enquanto no interior 

da bicamada lipídica, predominam fosfolipídeos aniônicos, como a fosfatidilserina 

e fosfatidilinositol (Williamson & Schlegel 1994; Matsuzaki e cols. 1995). Também 

é relevante considerar que as membranas celulares dos mamíferos são ricas em 

colesterol, o que dificulta a inserção dos peptídeos catiônicos (Oren & Shai 1998) 

e contribui para a ação de proteases que os removem da superfície da 

membrana, comprometendo assim a sua atividade (Andreu & Rivas 1998). Como 

a PS-1 é um peptídeo catiônico, é possível que, depois de se associar com os 

fosfolipídeos neutros da membrana celular, ela adquira sua estrutura secundária 

(ver Glossário) em hélice-α, o que ocasionaria aumento da permeabilidade e 

morte celular.  

Os resultados obtidos com a avaliação da capacidade fagocitária de 

macrófagos incubados com PS-1 mostraram que houve redução do percentual de 

células envolvidas na fagocitose com as diferentes concentrações do peptídeo. 

Entretanto, houve aumento da média das leveduras fagocitadas por macrófago, o 

que ocasionou a não modificação do índice fagocitário, que é o produto entre 

ambos, em relação às células controles, não incubadas com o peptídeo. Uma 

possível explicação para este fenômeno seria a influência da PS-1 sobre os 

mecanismos envolvidos na polimerização e movimentação das proteínas do 

citoesqueleto dos macrófagos e / ou sobre a ativação da síntese e expressão dos 

receptores para o complemento e para a fração Fc da IgG. Desde que existe 

interação entre peptídeos antimicrobianos catiônicos e a membrana celular dos 

macrófagos é possível que a PS-1 tenha interferido nas vias de ativação 

envolvidas na movimentação do citoesqueleto (Stuart & Ezekowitz 2005).  



 75 

Uma explicação possível para a diminuição do número de células 

envolvidas na fagocitose é que, depois de interagir com os fosfolipídeos da 

membrana celular, a PS-1 tenha alterado os receptores envolvidos com a 

fagocitose e, consequentemente, impedido o início dos mecanismos que levam à 

polimerização da actina, impedindo assim a movimentação das células em 

direção às leveduras (Aderem & Underhill 1999). Outra explicação possível 

refere-se à presença de colesterol nas membranas celulares de mamíferos. Esse 

lipídeo é responsável por tornarem lenta a inserção dos peptídeos 

antimicrobianos na membrana celular (Andreu & Rivas 1998) logo, é possível que 

essa lenta inserção tenha ocultado os receptores da fagocitose e retardado o 

processo de polimeração da actina.  

Quanto ao aumento da média de leveduras fagocitadas, nas diferentes 

concentrações de PS-1, é possível que o peptídeo tenha interferido nas vias de 

ativação que culminam com o aumento da expressão dos receptores que 

medeiam a fagocitose.  

Os peptídeos antimicrobianos catiônicos estão relacionados a uma 

variedade de ações moduladoras sobre a imunidade (Hancock & Sahl 2006). 

Como parte dessa categoria, a PS-1 também interferiu com mecanismos 

envolvidos na imunidade, como a produção de peróxido de hidrogênio (H2O2), 

de óxido nítrico (NO) e de fator de necrose tumoral (FNT). Nossos resultados 

mostraram que a PS-1 causou inibição da síntese de H2O2 e NO por 

macrófagos peritoneais de camundongos, e aumento da produção de FNT por 

monócitos humanos. Vários são os estudos mostrando a ação dos peptídeos 

antimicrobianos catiônicos sobre a imunidade, sobretudo na modulação da 

expressão de citocinas e radicais livres. Aumento da produção e expressão da 

enzima óxido nítrico-sintase induzível (iNOS) por macrófagos, enzima 

responsável pela geração 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 estão relacionadas com a proliferação de 

linfócitos T, com a expressão de IFN-γ, IL-5 e aumento da secreção de IgG 

(Lillard e cols. 1999), enquanto que a histatina está relacionada à diminuição 

do dano tecidual pela inibição da síntese de proteases como a furina e 

catepsina (Basak e cols. 1997). Um peptídeo de 25kD, extraído de 

Mycobacterium tuberculosis, inibe a liberação de lisozima e a produção de 

H2O2 por polimorfonucleares e monócitos coletados de indivíduos normais, 

pela interferência sobre a cadeia respiratória (Wadee & Clara 1989). Os 

peptídeos LL-37 e CP-28 estão diretamente relacionados à estimulação da 

transcrição de aproximadamente 30 genes e à supressão de mais de 40 genes 

relacionados à imunidade inata, em linhagens de macrófagos estimulados por 

LPS (Hancock & Scott 2000). Logo, é possível que os efeitos da PS-1 sobre a 

produção de H2O2 e NO estejam relacionados à sua interferência sobre as vias 

metabólicas que geram radicais livres, como a fosforilação oxidativa, ou sobre 

a ativação das vias de produção de substâncias antioxidantes. Observamos 

aumento da produção de FNT pelos monócitos incubados com todas as 

concentrações de PS-1. Entretanto, devido à grande dispersão dos resultados 

e ao número reduzido da amostra não foi possível comprovar diferenças 

estatísticas em todas as amostras. O aumento da produção de FNT por 

influência da PS-1 pode ter decorrido de sua interferência com as vias de 

ativação dessa citocina.  

Diferentemente do efeito da concentração mais baixa de PS-1 

(1µg/mL) que reduziu a produção de H2O2 e NO por macrófagos, com as 

concentrações mais elevadas (10 ou 100µg/mL) não houve diferença em 

relação aos níveis produzidos pelo grupo controle. Esse resultado pode ser 

explicado por uma possível interferência do peptídeo aumentando a produção 

de citocinas, pois se sabe que nos macrófagos a produção de radicais livres 
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ocorre também por estímulo de citocinas (Forman & Torres 2002). Observou-

se nos estudos com monócitos humanos que a PS-1 causa aumento da 

concentração 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 produção de IL-5 e IFN-γ (Lillard e cols. 1999). Logo, 

é possível que o aumento da produção de H2O2 e NO tenha ocorrido pelo 

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

 

TOXICIDADE IN VIVO 

O estudo para avaliar a influência da PS-1 sobre a indução de 

alterações clínicas indicativas de toxicidade ou mortalidade foi realizado por meio 

de administração endovenosa a camundongos de diferentes concentrações do 

peptídeo. Concentrações inferiores a 16mg/kg de PS-1 não causaram quaisquer 

alterações clínicas que indicassem a presença de toxicidade, no entanto, com 

32mg/kg de PS-1 observaram-se sintomas compatíveis com toxicidade, como 

prostração, taquicardia e taquipnéia. Os estudos realizados nos animais 24 horas 

após a administração de 4mg/kg de PS-1 mostraram leucograma e histologia dos 

órgãos (fígado, baço, rim e pulmão) normais. Esses resultados indicam que, 

quando administradas por via endovenosa, concentrações de PS-1 inferiores a 

16mg/kg não apresentam toxicidade em camundongos (Kuckelhaus e cols. 2006). 

   A despeito da grande quantidade de estudos mostrando a atividade 

dos peptídeos antimicrobianos in vitro, poucos trabalhos têm sido dedicados à 

avaliação de seus efeitos in vivo. Os estudos de toxicidade realizados com a 

indolicidina (presente nos grânulos dos neutrófilos de bovinos) mostraram que a 

administração endovenosa de 12mg/kg causou a morte de todos os 

camundongos tratados (Ahmad e cols. 1995). Outras investigações para avaliar 

os efeitos tóxicos de dois peptídeos administrados por via endovenosa mostraram 
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que a dose capaz de matar 50% dos animais tratados foi 10mg/kg para o 

peptídeo BMAP-27 e de 15mg/kg para o BMAP-28 (Benincasa e cols. 2003). Em 

comparação com esses peptídeos, a PS-1 possui baixa toxicidade, pois na 

concentração de 32mg/kg ela causou, nos camundongos tratados por via 

endovenosa, sintomas transitórios de toxicidade, mas não a morte. Este resultado 

mostrando a baixa toxicidade da PS-1 in vivo pode ser bastante promissor para 

futuras aplicações biomédicas.  

A influência de uma dose única de 4mg/kg de PS-1 em camundongos foi 

avaliada em detalhe por tratar-se de uma concentração que não exibe toxicidade 

quando administrada por via endovenosa e por ser superior às concentrações 

inibitórias capazes de matar 50% (CI50) das formas promastigotas de L. 

amazonensis e P. falciparum. Assim, foram avaliados os efeitos dessa 

concentração de PS-1 sobre os leucócitos do sangue periférico, os eritrócitos da 

medula óssea, os níveis séricos de uréia, creatinina, aspartato-aminotransferase 

e alanina-aminotransferase e sobre a histologia de diferentes órgãos. O peptídeo 

não mostrou qualquer alteração significativa sobre os leucócitos no período de 24 

horas. Sabe-se que os neutrófilos são a principal população celular numa 

resposta inflamatória aguda e aumentam em condições de estresse, infecções, 

estímulos adrenérgicos. Nessas condições, rapidamente respondem a estímulos 

quimiotáticos, fagocitam e auxiliam na eliminação de patógenos. Nossos 

resultados indicam que, nas condições utilizadas, a PS-1 não interferiu com a 

produção ou circulação de leucócitos.  

O estudo da influência da PS-1 sobre os eritrócitos da medula óssea, 

avaliado por meio do índice de eritrócitos policromáticos (células jovens), mostrou 

que a administração intraperitoneal de 4mg/kg do peptídeo não causou toxicidade 

a essa população.  A eritropoese é o processo natural de produção de eritrócitos 

a partir dos proeritroblastos, que entram em mitose na medula óssea e 
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transformam-se em eritroblastos basófilos. Estes, depois de 24 a 48 horas de 

maturação, transformam-se em eritroblastos policromáticos, que não mais entram 

em divisão celular e, após 12 horas expulsam o núcleo, sendo então, 

denominados eritrócitos policromáticos ou reticulócitos. Em indivíduos normais, 

não submetidos a tratamento que afeta o estágio proliferativo da medula óssea, a 

relação esperada entre eritrócitos policromáticos (PCE) e normocromáticos (NCE) 

é de aproximadamente 1:1 (Schmid 1975; Rabello-Gay 1991) e, qualquer desvio 

desta proporção pode ser indicativo de toxicidade aguda (Lewinska e cols. 2007). 

Os resultados obtidos para o índice de eritrócitos policromáticos mostraram que a 

PS-1, administrada por via intraperitoneal, não alterou a freqüência entre 

eritrócitos jovens ou maduros e, portanto, não exibiu toxicidade aguda. 

O estudo de possíveis efeitos genotóxicos da PS-1 em camundongos 

tratados por via intraperitoneal, avaliados pelo teste do micronúcleo, mostrou que, 

o peptídeo não causou alterações indicativas de genotoxicidade. O micronúcleo 

(MN) é um pequeno fragmento nuclear separado da cromatina durante o 

processo de divisão celular dos eritroblastos (Lewinska e cols. 2007) que resulta 

de alterações estruturais espontâneas ou induzidas experimentalmente (Evans 

1997). O teste do MN tornou-se viável e confiável utilizando-se eritrócitos 

policromáticos da medula óssea de camundongos, passando a ser um bom 

indicador de dano citogenético na medula óssea (Schmid 1975), pois como na 

fase de maturação, os eritrócitos expulsam seus núcleos, os pequenos 

fragmentos nucleares podem ficar retidos dentro da célula e, desse modo 

aumenta-se a freqüência de MNs. Os resultados obtidos no presente estudo 

indicaram que a PS-1, na concentração de 4mg/kg, administrada por via 

intraperitoneal, não causou alteração na freqüência de MNs, o que mostrou 

ausência de genotoxicidade e um resultado positivo a favor de futuras aplicações 

biomédicas do peptídeo.  



 80 

Os testes preliminares com a PS-1 realizados por Leite e colaboradores 

(2005) mostraram que, em baixas concentrações (µg/mL), esse peptídeo 

apresenta-se bastante potente contra bactérias, porém com baixa toxicidade para 

eritrócitos. De forma semelhante, em nosso estudo, observou-se alta atividade 

antiprotozoário e baixa toxicidade para células de camundongos. Diferentes 

estudos têm mostrado que a cationicidade dos resíduos de aminoácidos e a 

propriedade de permeabilizar membranas celulares podem conferir aos peptídeos 

antimicrobianos atividade sobre uma série de microorganismos, entretanto, 

também pode ser responsável pelos efeitos indesejáveis sobre células de 

mamíferos (Dathe e cols. 2002), como os observados com altas concentrações 

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

O estudo histopatológico dos animais tratados com a PS-1 mostrou que, 

a administração de 4mg/kg do peptídeo não afetou o parênquima dos órgãos 

(fígado, baço, rim e pulmão), possivelmente pela grande quantidade lipídeos 

catiônicos como o colesterol que diminui a interação do peptídeo com a 

membrana celular (Goluszko & Nowicki 2005; Tomasinsig e cols. 2006). Alguns 

estudos mostram que a seletividade dos peptídeos antimicrobianos para células 

de mamíferos 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 interferência do 

colesterol, como observado para a cecropina (Silvestro e cols. 1997). A ausência 

de alterações histológicas nos camundongos tratados com a 4mg/kg de PS-1 

pode indicar a ausência de toxicidade pela baixa seletividade do peptídeo para a 

membrana das células dos mamíferos. 

A administração de PS-1 a camundongos na concentração de 4mg/kg 

não apresentou efeito tóxico sobre rim ou fígado, avaliado pelos níveis séricos de 

uréia e creatinina, e das enzimas aspartato-aminotransferase (AST) e alanina-
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aminotransferase (ALT).  A concentração sérica de uréia e creatinina constitui um 

indicador confiável da função renal, pois, como essas substâncias são 

normalmente filtradas e excretadas pelo rim, o aumento de suas concentrações 

no sangue pode refletir um declínio da filtração glomerular. As enzimas AST e 

ALT são encontradas no citoplasma de células de vários tecidos, especialmente 

nos hepatócitos e células musculares e, quando liberadas, por ocasião de morte 

celular, são consideradas de grande utilidade no diagnóstico e monitoramento de 

dano tecidual (Servin-Abad e cols. 2005). Como os níveis séricos de uréia, 

creatinina, AST e ALT nos camundongos tratados foram comparáveis aos do 

controle, a administração de PS-1 não causou toxicidade renal, hepática e 

muscular, possivelmente pela baixa interação do peptídeo com as membranas 

celulares.  

 

EFEITOS ANTIPARASITÁRIOS 

Os peptídeos antimicrobianos são potencialmente ativos contra um 

grande espectro de microorganismos e, embora a base molecular dessa 

seletividade não esteja bem definida, vários estudos mostram que ela pode 

estar relacionada à presença de fosfolipídeos aniônicos, associada à ausência 

de colesterol, o que lhes confere maior fluidez e as tornam alvos dos peptídeos 

catiônicos (Williamson & Schlegel 1994; Epand e cols. 1995; Oren & Shai 

1998; Feder e cols. 2000). Membranas com tais características são 

encontradas em bactérias (Peschel 2002; Peschel & Sahl 2006), fungos (Lee e 

cols. 2004), protozoários e células tumorais (Williamson & Schlegel 1994), 

cujos fosfolipídeos superficiais aniônicos interagem com peptídeos catiônicos. 

Acredita-se que as características estruturais das membranas celulares dos 

microorganismos sejam as responsáveis pela toxicidade seletiva dos 

peptídeos antimicrobianos catiônicos (Dolis e cols. 1997; Matsuzaki e cols. 
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1998; Epand & Vogel 1999), que são consideradas fundamentais para o 

aumento da permeabilidade da membrana, formação de poros e morte celular, 

como provavelmente acontece com os protozoários.  

 A influência da PS-1 sobre cultivos de Leishmania amazonensis ou 

Plasmodium falciparum foi avaliada verificando-se o crescimento das duas 

espécies, incubadas com diferentes concentrações do peptídeo. Os resultados 

mostraram que a redução do número de parasitos ocorreu de forma dose-

dependente, sendo estabelecido que concentrações superiores a 1 ou 

48µg/mL são capazes de inibir o crescimento de no mínimo 50% das formas 

promastigotas de L. amazonensis ou intraeritrocitárias de P. falciparum, 

respectivamente. As diferenças de toxicidade da PS-1 observadas em relação 

aos dois protozoários podem estar relacionadas às particularidades entre os 

dois sistemas biológicos ou às propriedades aniônicas (ver Glossário) das 

membranas desses microorganismos (Matsuzaki e cols. 1998). Considera-se 

que as diferenças entre as concentrações inibitórias (CI50) observadas em 

relação ao plasmódio (48µg/mL) e a leishmânia (1µg/mL) tenham ocorrido não 

somente em decorrência de diferenças estruturais das membranas dos dois 

protozoários, mas também pela situação predominantemente intra-eritrocitária 

do  do P. falciparum.  

Os resultados obtidos nos cultivos de Leishmania amazonensis 

mostraram que a PS-1, mesmo nas menores concentrações, apresentou 

efeitos líticos sobre as formas de cultivo, in vitro, promastigotas. É possível que 

esse efeito resulte da grande interação eletrostática do peptídeo catiônico com 

a membrana aniônica (ver Glossário) do parasito, com conseqüente aumento 

da permeabilidade e morte celular. Sabe-se que a superfície celular das 

formas promastigotas de leishmânia possui um glicocálix ricamente aniônico 

(Guerrero e cols. 2004), composto principalmente, de lipofosfoglicana e 
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glicosilfosfatidilinositol, que conferem a esses parasitos uma barreira de 

resistência ao ataque de hidrolases, radicais livres ou ainda de componentes 

do sistema complemento, além de ser essencial na interação com as células 

do hospedeiro (IIgoutz & McConville 2001). Entretanto, mesmo na presença 

dessa barreira, pequenas concentrações de PS-1 causaram a morte dos 

parasitos, o que indica uma forte interação eletrostática entre o peptídeo e a 

membrana do parasito. É possível, também, que a alta toxicidade da PS-1 

para as formas promastigotas de L. amazonensis resulte da interferência do 

peptídeo com vias metabólicas do parasito. Os estudos realizados com três 

peptídeos derivados da magaininas (MG-H1, MG-H2 e F5W-magainina-2) 

mostraram que esses peptídeos diminuíram a produção de trifosfato de 

adenosina (ATP) de forma dose-dependente, em cultivos de Leishmania 

donovani, causando sua morte (Guerrero e cols. 2004). Logo, não se descarta 

a possibilidade de que a grande toxicidade da PS-1 sobre os cultivos de L. 

amazonensis resulte da interação direta do peptídeo com os fosfolipídeos da 

membrana plasmática, causando alterações nas bombas de sódio e potássio, 

aumento do volume celular e rompimento da célula. Outra possibilidade é a 

interferência do peptídeo sobre o processo de respiração celular, 

especialmente, na fosforilação oxidativa e produção de ATP, levando à 

paralisação dos processos metabólicos com conseqüente morte celular.  

Embora não tenha sido objetivo do presente estudo avaliar 

mecanismos de ação da PS-1, especula-se que a grande quantidade de restos 

celulares, formando uma massa amorfa, observados nas preparações de L. 

amazonensis incubadas com altas concentrações de PS-1 (64µg/mL) resultem 

da formação de poros semelhante ao modelo de estacas de barril, descrito por 

Ehrenstein & Lecar (1977). Nesse modelo, os poros se formam pelo acúmulo 

de monômeros de peptídeos em um ponto específico da membrana, que 

culmina com a perfuração da bicamada lipídica. Nos estudos realizados para 
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identificar a dose tóxica de duas dermasseptinas, DS-01 e DShypo-01, foi 

verificado uma intenso efeito tóxico sobre promastigotas de L. amazonensis e, 

na concentração de 32µg/mL, ambas atuaram sobre os parasitos, sem contudo 

deixar massas amorfas (Brand e cols. 2006). Nesse estudo, a ausência de 

restos de leishmânia aponta para o modelo de interação do peptídeo com a 

membrana do parasito, conhecido como carpete (Pouny e cols. 1992), onde os 

peptídeos inicialmente ligam-se à superfície da membrana formando um tapete 

sobre ela e, depois de atingir um determinado limiar de concentração, a 

membrana rompe-se em pedaços (Oren & Shai 1998). Assim, a presença, em 

nosso estudo, de restos de leishmânia após o tratamento com a PS-1 (ver 

figura 22) sugere que ela tenha agido principalmente através da formação de 

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

Nossa investigação sobre os efeitos da PS-1 em cultivos de 

Plasmodium falciparum mostrou que o peptídeo apresenta toxicidade para o 

plasmódio em concentrações superiores a 32µg/mL e ausência de toxicidade 

para os eritrócitos. À semelhança da PS-1, os derivados da dermasseptina S4 

apresentaram alta atividade lítica contra plasmódio, em associação com baixo 

efeito hemolítico (Dagan e cols. 2002). Dentre as possibilidades para a 

redução da parasitemia deve ser considerada a ação direta do peptídeo sobre 

os merozoítos, por ocasião do rompimento dos eritrócitos infectados, 

resultando na formação de poros e conseqüente morte celular. Outra 

possibilidade é que a PS-1 tenha agido sobre as formas intraeritrocitárias. Uma 

evidência disso é a redução do tamanho e do grau de maturidade dos 

esquizontes intra-eritrocitários, sob o efeito das maiores concentrações do 

peptídeo (ver figura 28). Tal ação pressupõe que a PS-1 tenha atravessado as 

membranas eritrocitária e do vacúolo parasitóforo e tenha atuado na ou 

através da membrana do plasmódio intra-eritrocitário. Não se pode excluir a 



 85 

possibilidade de que o peptídeo, após penetrar no interior dos eritrócitos, tenha 

sido ingerido pelo plasmódio, juntamente com a hemoglobina.  

Sabe-se que os eritrócitos infectados por plasmódio apresentam uma 

série de alterações morfológicas e funcionais decorrentes do processo de 

crescimento intraeritrocitário, que podem culminar com a expressão de várias 

proteínas do parasito na membrana eritrocitária ou mesmo causar mudanças 

na composição lipídica dessa membrana (Vial e cols. 2003; Jens e cols. 2005). 

Dentre as alterações, incluem-se a mudança da forma discoidal do eritrócito, o 

surgimento de vesículas e agregados protéicos no citoplasma (Howard 1982; 

Hommel 1996), alterações na expressão de lipídeos e proteínas na superfície 

da membrana (responsáveis pela sua aderência às células endoteliais), 

aumento da fluidez, da carga superficial e da mobilidade dos fosfolipídeos 

(Hsiao e cols. 1991; Knapp e cols. 1991; Simões e cols. 1991). É possível que 

essas alterações facilitem a interação do eritrócito infectado com a PS-1 e sua 

posterior ação sobre as membranas do plasmódio. O processo de interação do 

peptídeo com a membrana do parasito pode ter sido facilitado pelo aumento da 

permeabilidade da membrana dos eritrócitos decorrente do crescimento do 

plasmódio (Krugliak e cols. 2000). Como esta alteração permite a passagem 

rápida de uma grande quantidade de solutos como açucares, aminoácidos, 

ânions, cátions, pirimidinas, purinas e alguns peptídeos (Pouvelle e cols. 1991) 

é possível que a PS-1 tenha alcançado facilmente a membrana das formas 

intraeritrocitárias do plasmódio.  

Os efeitos da PS-1 sobre o P. falciparum nas preparações incubadas 

com a menor concentração do peptídeo (1µg/mL) mostraram que os parasitos 

apresentaram aumento da velocidade de maturação das formas 

intraeritrocitárias e consequentemente, maior parasitemia.  Esse efeito pode 

indicar uma atuação direta do peptídeo sobre as vias envolvidas na duplicação 



 86 

cromossômica, como observado com o peptídeo SB-37, que atua estimulando 

a proliferação de fibroblastos nos processos de reparação tecidual (Reed e 

cols. 1992). Não se pode descartar a possibilidade de que a PS-1, em 

concentrações muito baixas, estimule também o crescimento de outros 

sistemas celulares. 

Nossos dados mostraram que a PS-1, em concentração extremamente 

baixa (1µg/mL) estimula sistemas celulares tão distintos quanto P. falciparum, 

macrófagos de camundongo e monócitos humanos. Uma possibilidade para 

explicar esse achado pode estar relacionada ao fenômeno da hormese (ver 

Glossário). O fenômeno hormético decorre da ativação de mecanismos de 

compensação em sistemas biológicos expostos a doses muito baixas de agentes 

potencialmente nocivos (Rattan, 2004). A conseqüência é que tais sistemas 

biológicos apresentam melhor desempenho que aqueles não expostos ao efeito 

potencialmente deletério. Nossos resultados mostraram que concentrações muito 

baixas de PS-1 aumentaram a aderência de macrófagos peritoneais de 

camundongos, diminuíram a produção de peróxido de hidrogênio e de óxido 

nítrico por macrófagos peritoneais de camundongos, aumentou a maturação de 

formas intraeritrocitárias P. falciparum. Os possíveis efeitos horméticos induzidos 

por concentrações muito baixas de PS-1 (1µg/mL) apresentam potenciais 

aplicações biomédicas, sobretudo para o controle de condições associadas à 

produção excessiva de H2O2 ou de NO, à expressão de moléculas de aderência 

ou à síntese de fator de necrose tumoral. 

Os resultados obtidos no presente estudo revelam que, nas condições 

experimentais utilizadas, a PS-1 apresentou efeitos sobre todos os sistemas 

biológicos avaliados. Esses efeitos foram divididos em três grupos e estão 

possivelmente relacionados ao sistema biológico utilizado em cada experimento, 

ao mecanismo de ação e também à concentração do peptídeo: tóxicos, sobre 
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células peritoneais de camundongos (in vitro) e sobre camundongos (in vivo); 

imunomoduladores, sobre macrófagos peritoneais de camundongo e monócitos 

humanos e antiparasitários, sobre Leishmania amazonensis e Plasmodium 

falciparum.  

Os efeitos tóxicos da PS-1 foram observados apenas nas maiores 

concentrações do peptídeo, em todos os sistemas biológicos. Sobre as células 

peritoneais, in vitro, causou destruição celular, enquanto que, em camundongos 

tratados por via endovenosa causou manifestações clínicas compatíveis com 

toxicidade. Como referido, em altas concentrações peptídeos antimicrobianos 

podem ser tóxicos para células de mamíferos (Feder e cols. 2001). Nossos 

resultados indicam que, em altas concentrações, a PS-1 apresentou efeito tóxico, 

provavelmente decorrente de grande interação com os componentes das 

membranas celulares.  

O efeito imunomodulador observado com a concentração mais baixa de 

PS-1 ocorreu de forma inespecífica, ou seja, não houve discriminação quanto ao 

tipo de membrana, pois foi observado com diferentes células de mamíferos 

podem decorrer de um efeito hormético do peptídeo (Rattan 2004). Os efeitos da 

PS-1 sobre a funcionalidade de macrófagos peritoneais de camundongos e de 

monócitos humanos comprovam a diversidade funcional dos peptídeos 

antimicrobianos, que vão desde a atividade antimicrobiana, proliferação celular e 

ativação de vias metabólicas. Esses dois últimos 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 peptídeo no tratamento das parasitoses causadas por esses agentes 

infecciosos. Os resultados mostraram que a redução do número de parasitos 

tratados com a PS-1 ocorreu de forma dose-dependente, sendo estabelecido 
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que, concentrações superiores a 1 ou 48µg/mL são capazes de inibir o 

crescimento de 50% das formas promastigotas de L. amazonensis ou 

intraeritrocitárias de P. falciparum, respectivamente. É interessante observar que, 

as concentrações inibitórias de PS-1 sobre esse dois protozoários, estão bem 

aquém da dose tóxica de 32mg/kg (480µg/mL) encontrada nos experimentos in 

vivo. Assim, em experimentos futuros com modelos animais utilizando esses 

agentes infecciosos, é possível aumentar as concentrações sem comprometer a 

segurança do tratamento.  

O conjunto de metodologias empregadas no presente estudo fornece 

informações importantes sobre os efeitos de diferentes concentrações de PS-1 

em diferentes sistemas biológicos e poderão ser de grande utilidade para 

aprimorar o desenvolvimento de novas substâncias antimicrobianas para futuras 

aplicações biomédicas. 
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Os resultados obtidos nesse trabalho permitem as seguintes conclusões: 

 

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

causou aumento da aderência das células tratadas com 1µg/mL do peptídeo. 

 

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

causou diminuição da aderência das células tratadas com concentrações 

superiores a 100µg/mL do peptídeo, de forma dose-dependente.  

 

3. O tratamento in vitro de macrófagos peritoneais de camundongos com 

diferentes concentrações de PS-1 (1, 10 ou 100µg/mL) causou tendência à 

diminuição do percentual de células envolvidas na fagocitose e aumento da 

média de leveduras fagocitadas.  

 

4. O tratamento in vitro de macrófagos peritoneais de camundongos com PS-1 

causou diminuição da produção de peróxido de hidrogênio e de óxido nítrico 

nas preparações tratadas com 1µg/mL do peptídeo, mas não com 10 ou 

100µg/mL. 

 

5. O tratamento in vitro de monócitos de indivíduos normais com a PS-1 

aumentou a produção de fator de necrose tumoral por monócitos humanos de 

indivíduos normais nas preparações incubadas com 10µg/mL, mas não com 1 

ou 100µg/mL do peptídeo.  

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

endovenosa, causou alterações clínicas compatíveis com toxicidade 
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(prostração, taquicardia e taquipnéia), na concentração de 32mg/kg, mas não 

nas concentrações inferiores a essa. 

 

7. A administração a camundongos de dose única de 4mg/kg de PS-1, por via 

endovenosa, não causou alterações histológicas de fígado, baço, rim e 

pulmão, nem alterações leucocitárias, ou nos níveis séricos de uréia, creatina 

e de aspartato-aminotransferase ou alanina-aminotransferase.  

 

8. A administração a camundongos por via intraperitoneal de dose única de 

4mg/kg de PS-1 não causou alterações citotóxicas ou genotóxicas sobre 

eritrócitos da medula óssea. 

 

9. O tratamento de cultivos de formas promastigotas de Leishmania 

amazonensis ou de Plasmodium falciparum com diferentes concentrações de 

PS-1 causou inibição do crescimento de forma dose-dependente, em ambos 

protozoários, sendo estabelecido que concentrações superiores a 1 ou 48 

µg/mL são capazes de inibir o crescimento de, no mínimo 50% das formas 

promastigotas de L. amazonensis ou intraeritrocitárias de P. falciparum, 

respectivamente. 

 

10.  A PS-1 aumentou a velocidade de maturação das formas intraeritrocitárias de 

Plasmodium falciparum nas preparações incubadas com 1µg/mL, após 

incubação por 72 horas. 
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11. O conjunto de resultados obtidos com o emprego da PS-1, oriundos dos 

diferentes sistemas biológicos, mostrou algumas potencialidades desse 

peptídeo para futuras aplicações biológicas, como modulação do sistema 

imunitário inato ou como agente antimicrobiano contra plasmódio e 

leishmânia. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 93 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

LIMITAÇÕES E PERSPECTIVAS 



 94 

Os efeitos dos peptídeos antimicrobianos catiônicos não são limitados 

ao combate aos agentes infecciosos, mas as evidências mostram que tais 

compostos são potentes moduladores do sistema imunitário (Oppenheim & Yang 

2005), por meio da interferência com a produção de citocinas, produção de 

intermediários reativos de oxigênio e nitrogênio, diferenciação e proliferação 

celular. Além do mais, sua habilidade de interação com moléculas, presentes nas 

membranas dos diversos agentes infecciosos, como lipopolissacarídeos ou ácido 

lipoteicóico, pode trazer benefícios extras, como na diminuição da resposta 

imunitária inata por meio da interação e inativação dessas moléculas. A 

diversidade funcional dos peptídeos antimicrobianos faz com que essas 

substâncias sejam bastante atrativas para o desenvolvimento de novas 

estratégias de combate aos agentes infecciosos e no tratamento de doenças de 

origem imunitária. No entanto, o caminho que conduz os compostos de origem 

natural à atividade farmacológica eficaz é longo e muitas são as dificuldades a 

serem superadas.  

Existem vários entraves para a produção em escala industrial de 

peptídeos antimicrobianos, entre eles o custo de produção, a susceptibilidade às 

enzimas proteolíticas e a dificuldade de modificação estrutural das moléculas. O 

custo da síntese pode inviabilizar a comercialização 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, são susceptíveis aos efeitos dessas 

substâncias. Logo, para viabilizar sua produção por essa técnica, em escala 

industrial seria necessário a transfecção de plasmídios contendo genes que 

codificam o petídeo e também genes de resistência à ação dos próprios 

peptídeos. A susceptibilidade à proteólise trás também grandes dificuldades na 

aplicação biológica dos peptídeos antimicrobianos, pois comumente são alvos de 

proteases (Reddy e cols. 2004). Uma forma de minimizar este entrave seria 
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associar os peptídeos com inibidores enzimáticos, que permitiria a estabilização 

da molécula e, consequentemente, maior tempo de circulação.  

Segundo Sahl (2006), os peptídeos antimicrobianos são pouco 

susceptíveis à modificação da molécula, o que é importante para o processo de 

desenvolvimento de novas drogas. Entretanto, mesmo com esta dificuldade 

pequenas modificações estruturais efetivas já têm sido feitas (Benincasa e cols. 

2003) para manter a atividade antimicrobiana, com baixa toxicidade para células 

de mamíferos. 

A despeito das grandes dificuldades no desenvolvimento de drogas 

eficazes a partir dos peptídeos antimicrobianos, vários estudos têm mostrado que 

é possível a mudança da fase pré-clínica para a clínica. A P-113, um derivado da 

histatina, produzida em glândulas salivares humanas, está sendo testada na fase 

I/II, contra candidíase oral em pacientes imunodeficientes e, um derivado da 

magainina, conhecido como Pexiganan, está na fase clínica III, contra úlceras em 

pacientes diabéticos (Paquette e cols. 2002).  Um derivado da protegrina, 

denominado Iseganan está em fase de teste clínico contra pneumonia em 

pacientes entubados e, o peptídeo rBPI-21, derivado de um peptídeo encontrado 

em neutrófilos (BPI) está sendo testado contra meningococcemia e na doença de 

Crohn, ambos em fase clínica III (Reddy e cols. 2004). A nisina já foi 

desenvolvida comercialmente para o tratamento de infecções gástricas e, seus 

derivados estão em testes pré-clínicos com bactérias intestinais resistentes aos 

antibióticos de última geração (Reddy e cols. 2004). Esses estudos encorajam a 

continuidade das pesquisas, não somente na busca de novos compostos, como a 

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

Inúmeros peptídeos sintéticos de origem natural apresentam potenciais 

atividades antimicrobianas, mas, somente uma pequena quantidade é 

sistematicamente estudada e, dentre esses, a maioria não apresenta a mesma 
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eficácia in vivo que a demonstrada in vitro. Essa limitação pode comprometer a 

mudança da fase pré-clínica para a clínica. No entanto, algumas estratégias 

podem ser adotadas, como sistematizar os estudos de forma a resolver os 

problemas estruturais dos peptídeos, quanto à estabilidade, susceptibilidade à 

proteólise e eficácia molecular. A sistematização dos estudos pré-clínicos pode 

ser útil para identificar as alterações estruturais necessárias para acelerar a 

mudança de fase.  

Várias são as potencialidades para aplicações biomédicas dos 

peptídeos antimicrobianos e dentre essas, sua atuação como antibiótico único ou 

combinado com antibióticos convencionais, como modulador do sistema 

imunitário ou na neutralização de endotoxinas. Os resultados obtidos com a PS-1, 

oriundos dos diferentes sistemas biológicos, mostraram algumas dessas 

potencialidades, como a modulação do sistema imunitário ou como agente 

antimicrobiano, contra plasmódio e leishmânia. Em breve, serão recomeçados os 

estudos in vivo para avaliar a eficácia da PS-1 em modelos experimentais.  
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ANEXO I 
(Parecer do comitê de ética e artigo científico) 
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ANEXO II 

(SOLUÇÕES, MEIOS E REAGENTES) 
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Líquido de Türk 
Ácido acético glacial       1,5 mL 
Violeta de genciana a 1%       1,0 mL 
Água destilada       100 mL 
 
Solução de nigrosina 0,05% 
Nigrosina         0,05 g 
Tampão fosfato        100 mL 
Filtrar e colocar em frasco âmbar 
Estocar a 4°C 
 
Solução Salina Tamponada com fosfato (STF) pH 7,2, 153 M  (1x) 
Na2HPO4 anidro (mm: 141,96 g/mol)     8,15 g 
KH2PO4 anidro (mm: 136,10 g/mol)     2,45 g 
NaCl (mm: 58,44 g/mol)       4,50 g 
Água destilada       1000 mL 
 
Meio de cultura RPMI 1640, PH 7,2,  1640 
 
a) Meio estoque 
Meio RPMI 1640, PH 7,2,  (Sigma)     10,4 g 
Tampão Hepes (Sigma, mm: g/mol)      5,96 g 
Hipoxantina         2,50 mg 
Gentamicina         25,0 mg 
Água bidestilada                   1000 mL 
Filtrar em membrana de 0,22 µL Guardar a 4°C por um mês 
 
b) Meio RPMI 1640, pH 7,2, (incompleto) 
RPMI 1640, PH 7,2,  1640 (sol. Estoque)   97,36 mL 
NaH2CO3 7,5%          2,64 µL 
 
c) Meio RPMI 1640, pH 7,2, (completo) 
RPMI 1640, PH 7,2,  1640 (sol. Estoque)   87,36 mL 
NaH2CO3 a 7,5%         2,64  mL 
Soro fetal bovino        10,0  mL 
 
Bicarbonato de sódio 7,5% 
Pesar 7,5 g de bicarbonato de sódio 
Dissolver em 100 mL de água bidestilada 
Filtrar com filtro 0,02 µm 
 
Solução de vermelho de fenol  0,028 M 
 
a) Solução estoque: Vermelho de fenol (Merck)               9,92 g 
Água bidestilada                                      1000 mL 
 
b) Solução de uso: Peroxidase (85unidades)               200 µL 
Vermelho de fenol                                       200 µL 
Tampão fosfato                                       9,6 mL 
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Solução de Greiss 
 
a) Solução estoque: 
Solução estoque de sulfanilamida a 2% em H3PO4 a 5%  
Sal sulfanilamida (Sigma)     500 mg  
H3PO4 a 5%        25 mL 
(2,5 mL H3PO4 + 47,5 mL de H2O bidestilada)  
 
NEED 0,2% 
N-1-naphtylethylenediamine (Sigma) 50 mg 
Água bidestilada    25 mL 
 
b) Solução de uso: 
Sulfanilamida 2%              10 mL  
NEED 0,2 %               10 mL 
OBS: Preparar 01 hora antes do término do período de incubação 

 
Hematoxilina de Harris 
Hematoxilina (cristais) 5,0 g 
Álcool absoluto  50 mL 
Alúmen de potássio ou amônio 100 g 
Água destilada  1000 mL 
Óxido amarelo de mercúrio 2,5 g 
 
Eosina estoque 
Eosina y  1,0 g 
Água destilada  20 mL 
Dissolver e adicionar  
Álcool 95%  80 mL 
 
Eosina solução de uso 
Eosina y estoque  1 parte 
Álcool a 80%  3 partes 
Imediatamente antes do uso adicinar 0,5 mL de ácido acético glacial para cada 
100 mL de solução 
 
 

 
HISTOLOGIA 

(Hematoxilina / eosina) 
 
 

Xilol I                             1 minuto 

Xilol II                            1 minuto 

Xilol III                           1 minuto 
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Álcool 100%                  1 minuto 

Álcool 90%                    1 minuto 

Álcool 80%                    1 minuto 

Álcool 70%                    1 minuto 

Hematoxilina de Harris  1 minuto 

Água corrente                3 minutos 

Eosina         1 minuto 

Álcool 70%                     1 minuto 

Álcool 80%                    1 minuto 

Álcool 90%                    1 minuto 

Álcool 100%                  1 minuto 

Xilol I                             1 minuto 

Xilol II                            1 minuto 

Xilol III                           1 minuto 

Proteger os cortes com lamínulas e resina sintética (Entelan – Merck) 
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ANEXO III 
(Planilhas e tabelas) 
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CONTAGEM DIFERENCIAL DE LEUCÓCITOS 

 
24 horas 

Animal CG Linfócito Neutrófilo Monócito Eosinófilo CG Linfócito Neutrófilo Monócito Eosinófilo 

 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 Linfócito Neutrófilo Monócito Eosinófilo CG Linfócito Neutrófilo Monócito Eosinófilo 

 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 Linfócito Neutrófilo Monócito Eosinófilo CG Linfócito Neutrófilo Monócito Eosinófilo 

 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 Linfócito Neutrófilo Monócito Eosinófilo CG Linfócito Neutrófilo Monócito Eosinófilo 

 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 
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CONCENTRAÇÃO SÉRICA DE URÉIA, CREATININA, 

 ASPARTATO-AMINOTRANSFERASE E ALANINA-AMINOTRANSFERASE 
 
 

 

Camundongos Controle 
Uréia 
mg/dL Creatinina mg/dL 

AST 
 u/L 

ALT  
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 

mg/dL 
Creatinina 

mg/dL 
AST  u/L ALT  u/L 

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 x 7 

8 24h 33 0,2 71 11 

 

Camundongos Controle 
Uréia 
mg/dL 

Creatinina 
mg/dL AST u/L ALT u/L 

1 48h  44 0,2 92 19 

2 48h  46 0,2 x x 

3 48h  55 0,3 x 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 
mg/dL 

Creatinina 
mg/dL 

AST u/L ALT u/L 

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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CONTAGEM DE ERITRÓCITOS POLICROMÁTICOS E NORMOCROMÁTICOS 
 

Número 
 

Controle 
negativo 

 

Eritrócito 
policromático 

 

Micronúcleo 
EPC 

 

Eritrócito 
normocromático 

 

Micronúcleo 
ENC 

 

EPC 
+ 

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 43,1 

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 43,1 

7 24h 982 2 1000 2 1982 49,5 

8 24h 1000 0 520 4 1520 65,8 
 

Número 
 

Controle 
negativo 

 

Eritrócito 
policromático 

 

Micronúcleo 
EPC 

 

Eritrócito 
normocromático 

 

Micronúcleo 
ENC 

 

EPC 
+ 

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 
 

Número 
 

Controle 
positivo 

 

Eritrócito 
policromático 

 

Micronúcleo 
EPC 

 

Eritrócito 
normocromático 

 

Micronúcleo 
ENC 

 

EPC 
+ 

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 
 

Número 
 

Controle 
positivo 

 

Eritrócito 
policromático 

 

Micronúcleo 
EPC 

 

Eritrócito 
normocromático 

 

Micronúcleo 
ENC 

 

EPC 
+ 

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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Número 
 

PS-1 
4 mg/kg 

 

Eritrócito 
policromático 

 

Micronúcleo 
EPC 

 

Eritrócito 
normocromático 

 

Micronúcleo 
ENC 

 

EPC 
+ 

ENC 
 

% 
PCE 

 

1 24h 738 2 1000 3 1738 42,5 

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 
 

Número 
 

PS-1 
4 mg/kg 

 

Eritrócito 
policromático 

 

Micronúcleo 
EPC 

 

Eritrócito 
normocromático 

 

Micronúcleo 
ENC 

 

EPC 
+ 

ENC 
 

% 
PCE 

 

1 48h  900 0 1000 2 1900 47,4 

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 

 
 

QUANTIFICAÇÃO DE CÉLULAS 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 9 

8 257 5 605 14 241 8 149 4 48 5 x x 
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FAGOCITOSE POR MACRÓFAGOS PERITONEAIS DE CAMUNDONGOS 

 
Camundongo 

1 
Células 

sem 
leveduras 

Células 
com 

leveduras 

Total de 
leveduras 

Total de 
células 

% células 
com 

leveduras 

Média 
fagocitose 

Índice 
fagocitário 

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 
2 

Células 
sem 

leveduras 

Células 
com 

leveduras 

Total de 
leveduras 

Total de 
células 

% células 
com 

leveduras 

Média 
fagocitose 

Índice 
fagocitário 

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 11,36 454,5 

100ug/mL 119 81 901 200 40,5 7,57 306,6 

 
 

Camundongo 
3 

Células 
sem 

leveduras 

Células 
com 

leveduras 

Total de 
leveduras 

Total de 
células 

% células 
com 

leveduras 

Média 
fagocitose 

Índice 
fagocitário 

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 
4 

Células 
sem 

leveduras 

Células 
com 

leveduras 

Total de 
leveduras 

Total de 
células 

% células 
com 

leveduras 

Média 
fagocitose 

Índice 
fagocitário 

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 
5 

Células 
sem 

leveduras 

Células 
com 

leveduras 

Total de 
leveduras 

Total de 
células 

% células 
com 

leveduras 

Média 
fagocitose 

Índice 
fagocitário 

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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QUANTIFICAÇÃO DE PERÓXIDO DE HIDROGÊNIO  
 
 

C curva DO 
0,00 0,059 
1,56 0,063 
3,12 0,068 
6,25 0,075 
12,50 0,089 
25,00 0,102 
50,00 0,143 

100,00 0,197 
 
y = y0 + A1* exp(x/t1) 
y0=-79,6106 
A1=55,4422 
t1=0,16763 

 
 

Animal RPMI RPMI RPMI 
PMA 
20 

PMA 
20 

PMA 
20 

PMA 
40 

PMA 
40 

PMA 
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 
ug/mL 

1 
ug/mL 

1 
ug/mL 

10 
ug/mL 

10 
ug/mL 

10 
ug/mL 

100 
ug/mL 

100 
ug/mL 

100 
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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Data: Data1_B
Model: ExpGro1 
  
Chi^2 =  2.83024
R^2 =  0.99832
  
y0 -79.61059 ±20.15381
A1 55.44219 ±17.01429
t1 0.16763 ±0.02834
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QUANTIFICAÇÃO DE ÓXIDO NÍTRICO 
  

Curva 
padrão 

  

Dens. Ótica C. curva 

0,038 0,00 

0,044 1,56 

0,047 3,12 

0,053 6,24 

0,059 12,50 

0,073 25,00 

0,107 50,00 

0,168 100,00 
 

y = y0 + A1* exp(x/t1) 

y0 = 537,1222    
A1= 507,9724  
t1= 0,74098  

 

Camundongo RPMI RPMI RPMI 
LPS 
10 

LPS 
10 

LPS 
10 

LPS 
20 

LPS 
20 

LPS 
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 12,21 12,95 9,25 16,68 25,72 22,69 35,68 31,06 33,36 

5 4,11 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 14,44 26,48 22,69 27,24 13,69 15,18 10,73 

8 11,47 9,99 14,44 11,47 14,44 19,67 16,68 17,42 15,93 
 
 

Camundongo 
1 

ug/mL 
1 

ug/mL 
1 

ug/mL 
10 

ug/mL 
10 

ug/mL 
10 

ug/mL 
100 

ug/mL 
100 

ug/mL 
100 

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 1,93 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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Data: Data1_B
M odel: ExpG ro1 
  
Chi^2 =  2.97057
R^2 =  0.99823
  
y0 -537.12221 ±471.23656
A1 507.9724 ±468.04703
t1 0.74098 ±0.59829
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QUANTIFICAÇÃO DE FATOR DE NECROSE TUMORAL 
 
 
 

Conc. adicionada  Dens. Óptica 

0,000 0,063 

15,600 0,077 

31,200 0,094 

52,500 0,114 

125,000 0,123 

250,000 0,144 

500,000 0,146 

1000,000 0,157 
 
y = y0 * A1* exp(x/t1) 
y0=27,12725  
A1=0,00191  
t1=0,01195  

 
 
 
 

Indiv. 0ug/mL 0ug/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 
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Data: D ata1_B
M odel: ExpG ro1 
  
Chi^2 =  4244.24967
R^2 =  0.97488
  
y0 27.12725 ±32.14591
A1 0.00191 ±0.00396
t1 0.01195 ±0.00189
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QUANTIFICAÇÃO DE LEISHMANIA AMAZONENSIS 
 

2 horas 
 

Leituras RPMI Glucantime 0,5 
ug/mL  

1 
ug/mL 

2 
ug/mL 

4 
ug/mL 

8 
ug/mL 

16 
ug/mL 

32 
ug/mL 

64 
ug/mL 

n1 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

e 
0,5 

ug/mL  
1 

ug/mL 
2 

ug/mL 
4 

ug/mL 
8 

ug/mL 
16 

ug/mL 
32 

ug/mL 
64 

ug/mL 
n1 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 

 
 
 

QUANTIFICAÇÃO DE PLASMODIUM FALCIPARUM  
 

48 horas 
 

Leituras RPMI 
Artesunato 
de sódio 

1 
ug/mL 

2 ug/mL 4 
ug/mL 

8 
ug/mL 

16 
ug/mL 

32 
ug/mL 

64 
ug/mL 

128 
ug/mL 

n1 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 

 

Leituras RPMI 
Artesunato 
de sódio 

1 
ug/mL 

2 ug/mL 4 
ug/mL 

8 
ug/mL 

16 
ug/mL 

32 
ug/mL 

64 
ug/mL 

128 
ug/mL 

n1 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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GLOSSÁRIO 

 

Anfifílico ou anfipático 

Esses termos referem-se a moléculas que possuem regiões hidrofóbicas e 

hidrofílicas, ou ainda moléculas que possuem ambos os grupos, polar e apolar. 

 

Aniônico  

Termo relativo à carga elétrica negativa 

 

Atividade clastogênica  

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

desoxiribonucléico), comumente quebra cromossômica.  

 

Catiônico  

Termo relativo à carga elétrica positiva 

 

Domínio hidrofílico  

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

pela água.  

 

Domínio hidrofóbico  

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

repulsão pela água. 
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Estrutura secundária  

Refere-se ao arranjo espacial dos radicais de aminoácidos que estão próximos 

uns dos outros na seqüência linear. Consistem em regiões com estruturas 

ordenadas tipo hélice-α ou fita-β ao longo da cadeia de proteína. 

 

Fitas-β  

Presente na estrutura secundária dos níveis de organização das proteínas. Nessa 

estrutura a cadeia peptídica apresenta-se pregueada e é estabilizada por pontes 

de hidrogênio entre grupamentos NH e CO em fitas peptídicas diferentes, ao 

contrário da alfa hélice cujas pontes de hidrogênio estão entre grupamentos do 

mesmo filamento. 

 

Hélice-α  

Presente na estrutura secundária dos níveis de organização das proteínas, 

semelhante a uma escada em espiral. Nesta estrutura o esqueleto polipeptídico 

está estreitamente enrolado ao longo do maior eixo da molécula e a estabilidade 

ocorre pela presença das ligações de hidrogênio entre os grupamentos NH e CO 

da cadeia principal.  

 

Hidrofobicidade média (HM) 

Refere-se à média da hidrofobicidade dos aminoácidos 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 substância, 

potencialmente danosa ao organismo, ativaria o sistema imunitário.  
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Ponto isoelétrico (pI) 

É o valor de pH onde uma molécula, por exemplo, um aminoácido ou uma 

proteína, apresenta carga elétrica líquida igual a zero. O pI é o pH no qual há 

equilíbrio entre as cargas negativas e positivas dos grupamentos iônicos de um 

aminoácido ou de uma proteína. 

 

Zwitteriônico 

O termo provém do alemão Zwitter (híbrido) e refere-se a substâncias químicas, 

eletricamente neutras, mas possuindo cargas locais, negativas e positivas, devido 

à presença de grupos ionizados.   
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