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Resumo

A ocorréncia de infec¢des causadas por patégenos oportunistas, dentro das UTIs
sdo responsaveis por altos indices de morbidade e mortalidade, caracterizando um grave
problema de satde publica. Um desses patogenos € o Cryptococcus neoformans, um fungo
basidiomiceto, causador da criptococose. Essa ¢ uma doenca manifestada principalmente por
individuos imunocomprometidos, onde a incapacidade do organismo desses pacientes de
eliminar o fungo acaba por permitir a migragdo do mesmo para diversos tecidos, incluindo o
sistema nervoso. L4 ele se estabelece, causando a meningoencefalite, que ¢ a forma mais
grave da doenga, e eventual morte. O sucesso terapéutico para a criptococcose ¢ bastante
baixo, necessitando-se, entdo, de novas estratégias para o tratamento da doenca. AMPs vem
sendo investigados como elementos promissores no tratamento de diversas doencas. Estes
peptideos sdo encontrados em todos os organismos pluricelulares, onde exercem atividades
regulatorias e microbicida. Os peptideos com atividade protetora do organismo, podem, no
caso de animais venenosos, ser expressos constitutivamente nas glandulas de veneno.
Considerado que esses peptideos tem o potencial de eliminar patdgenos e alterar a atividade
de células relacionadas com a defesa dos organismo, foram testados seis peptideos para agao
fungicida contra o C. neoformans e atividade imunomodulatéria com macrofagos murinos.
Esses peptideos foram sintetizados a partir da biblioteca de cDNA das glandulas de veneno de
escorpides das espécies Tityus obscurus, Tityus serrulatus e Hadrurus gerstchi. Testes de
atividade hemolitica, atividade citotoxica para células de mamiferos, e capacidade
microbicida direta e indireta foram executados para todos os peptideos. Foi verificada a
atividade antinflamatodria de dois dos peptideos, além a da alta toxicidade para o fungo de um
terceiro peptideo Estes peptideos apresentaram, na concentragdo em que foram capazes de
exercer suas respectivas atividades, baixa capacidade hemolitica e baixa toxicidade para
células de mamiferos. Além disso, foi feito um primeiro esforco para entender a estrutura
secundaria dos peptideos com atividades modulatéria e microbicida, na tentativa de
compreender melhor a acdo dessas sequéncias. A utilizacdo desses peptideos pode ser
considerada promissora para o desenvolvimento de novas terapias para o tratamento da

criptococose.



Abstract

The occurrence of infections caused by opportunistic pathogens within the ICU is
responsible for high morbidity and mortality inside the hospitals, featuring a serious public
health problem. One of them is the fungus Cryptococcus neoformans, a basidiomycete that is
the cause of cryptococcosis. This is a disease manifested mainly in immunocompromised
patients, where the body's inability to eliminate the pathogen eventually allow the fungus
migration to various tissues, including the nervous system. There it establishes, causing
meningoencephalitis, the most severe form of the disease, and eventual death. Successful
treatment for cryptococcosis is rather low, so it becomes a necessity to search for new
strategies of treatment for this infirmity. Antimicrobial peptides are being investigated as a
promising treatment for many illness. These peptides are found in all multicellular organisms,
where they exert regulatory and microbicidal activities. The peptides with protective activity
of the organism may be expressed constitutively in venom glands, in the case of poisonous
animals. Considering that these peptides has the potential to eliminate pathogens and alter the
activity of cells related to the defense of the organisms, here we tested six peptides for a
fungicide activity against C. neoformans and immunomodulatory capacity in murine
macrophages. These peptides were synthesized from the cDNA library of the venom gland of
Tityus obscurus, Tityus serrulatus and Hadrurus gerstchi scorpion species. Tests of hemolytic
activity, cytotoxic activities to mammalian cells, and direct and indirect microbicidal capacity
were performed for all peptides. There was verified the anti-inflammatory activity of two of
the peptides, in addition to the high toxicity to the fungus of a third peptide. At the
concentration in which they were able to pursue their activities, these peptides presented low
hemolytic capacity and low toxicity to mammalian cells. Furthermore, a first effort has been
made to understand the secondary structure of peptides with microbicidal and modulatory
activities, in an attempt to better understand the action of these sequences. The use of these
peptides may be considered promising for the development of new therapies for the treatment

of cryptococcosis.
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II. Introducio

Na atualidade, a ocorréncia de infeccdes nas Unidades de Tratamento Intensivo (UTIs)
¢ um grande problema de saude publica. As infecgdes contraidas durante as internagdes sao
responsdveis por um alto indice de morbidade e mortalidade intra-hospitalar. Isso ocorre
porque a maioria dos pacientes encontrados nesses setores esta em uma condicdo fisioldgica
pouco favoravel para responder a tais infec¢des. Alguns dos grandes responsaveis por essas
infeccdes sdo fungos oportunistas como o Cryptococcus neoformans. Para esse tipo de
doenca, as abordagens terapéuticas incluem a administracdo de polienos, azdis e
equinocandinos, porém estes nem sempre sdo capazes de sanar a doenga (Perfect, J. et al.
1999). Além disso, o uso prolongado desses farmacos pode trazer prejuizos aos doentes,
devido a toxicidade de tais substancias.

Uma reacdo adequada aos agentes agressores depende de uma resposta eficaz do
sistema imunolégico do paciente, que reage a infeccdo dando inicio a uma sequéncia
coordenada de eventos. Considerando a capacidade de influenciar as func¢des celulares do
hospedeiro, a utilizagio AMPs como agentes terapéuticos pode ser promissora na resolucao de
diversos tipos de infecgdes, incluindo as doencas fungicas, bem como uma forma de
equilibrar o processo inflamatdrio, evitando, assim, danos teciduais exacerbados (Hirsch, T. et
al. 2008). Sendo assim, o estudo da capacidade microbicida ¢ modulatéria de peptideos
derivados de artropodes, como os escorpides, torna-se uma importante forma de acessar o
potencial terapéutico dessas pequenas peptideos, que podem ser encontradas tanto na

hemolinfa como nas glandulas de veneno de animais desse filo.

1. Resposta imune inata

r

Quando o organismo hospedeiro ¢ invadido por um patdgeno, as primeiras células
ativadas sdo as envolvidas da resposta imune inata. O reconhecimento de estruturas
conservadas em cada uma das classes de microrganismos ¢ feito por receptores encontrados

nas membranas das células do hospedeiro. O contato de certas estruturas dos patdogenos com



esses receptores desencadeia uma diversidade de vias de sinalizagdo, resultando na produgao
de moléculas com diversas fun¢des no processo de resposta ao invasor, incluindo peptideos
com atividade microbicida e capacidade modulatoria (Mookherjee, N. et al. 2007). Estes, tém
sido descritos em todos os organismos multicelulares (Miiller, W. et al. 1999), como os
vegetais (Stotz, H. et al. 2009) e animais, tanto invertebrados como vertebrados (Mookherjee,
N. et al. 2007).

O papel do sistema imunoldgico ¢ a manutencao da homeostase, ou seja, defender
o organismo de agentes que possuem o potencial para causar danos, de malformagdes durante
o crescimento morfogenético e envelhecimento, e de fusdo com organismos geneticamente
nao relacionados, evitando quimerismo e perda de individualidade do organismo (Miiller, W.
et al. 1999).

A capacidade de discriminacdo entre estruturas proprias € ndo proprias ¢ uma
caracteristica fundamental para todos os organismo vivos e ¢ a base para a ativacdo das
respostas imunoldgicas (Niirnberger, T. ef al. 2004). A resposta imune inata ¢ a denominacdo
dada ao conjunto de processos celulares e bioquimicos que funcionam para evitar a entrada de
substancias ndo proprias ou de microrganismos que possam interferir na homeostase de um
organismo. E, portanto, a primeira linha de defesa e estd pronta para responder rapidamente,
mesmo sem um contato prévio com o patégeno.

As plantas sdo capazes de sintetizar polimeros de acucar, que, em solugdo,
formam um ambiente propicio para o crescimento microbiano. Portanto, ndo ¢ surpreendente
que uma grande quantidade de microrganismos se desenvolva nesse meio (Dangl, J. et al.
2013). Além disso, sdo, também, desafiadas por uma grande quantidade de virus, responsaveis
por destruir colheitas inteiras (Dangl, J. et al. 2001). Durante a evolugdo dos vegetais, esses
parasitas podem ter atuado como uma pressao evolutiva que favoreceu os organismos que
desenvolveram mecanismos de defesa capazes de controlar a infeccdo causada por esses
agentes patogénicos. Esses organismos prevaleceram, e provavelmente foram os ancestrais
das espécies vegetais encontradas atualmente.

A primeira defesa encontrada nas plantas é a epiderme, que possui células
justapostas, quase sem espacgo intercelular, que pode ser impregnadas com cutina e, em uma

camada mais externa, com revestimento de cera (Taiz, L. ef al. 2009). A epiderme serve como



uma barreira mecanica para organismos invasores. Os patdgenos, caso sejam bem sucedidos
em penetra-la, encontram células capazes de reconhecer estruturas encontradas nos
microrganimos. Esse reconhecimento acontece por meio de receptores formados por proteinas
transmembrana, chamados receptores de reconhecimento de padrao (PRRs), que se ligam a
estruturas evolutivamente conservadas, chamados padrdes moleculares associados a
patdgenos ou a microbios (PAMPs ou MAMPs) (Dangl, J. ef al. 2013; Jones, J. D. G. et al.
2006) ou, ainda, padroes moleculares associados a danos (DAMPs) (Dodds, P. et al. 2010).
Esses receptores encontrados nas células vegetais s3o amplamente analogas aos receptores do
tipo Toll (TLRs) dos animais (Monaghan, J. et al. 2012). O reconhecimento de patdégenos
pelos PRRs desencadeia cascatas de reacdes bioquimicas, levando a reprogramacao
transcripcional que elimina ou restringe o crescimento do parasita (Monaghan, J. ef al. 2012).

Nem todos os patdégenos de vegetais sdo reconhecidos na regido extracelular. Na
regido intracelular, outros receptores capazes de reconhecer padrdes associados a patdgenos
em plantas sdo as proteinas de resisténcia (R proteins). Esses receptores sdo capazes de
reconhecer patogenos polimoérficos especificos de algumas cepas de microrganismos e,
embora possuam algumas fungdes distintas, sdo estruturalmente semelhantes aos receptores
do tipo NOD (NLR), que estdo envolvidos na resposta inata em animais (Maekawa, T. et al.
2011).

Vegetais, portanto, desenvolveram uma imunidade baseada no reconhecimento
inespecifico do patégeno, que € capaz de iniciar processos de defesa eficientes conta os
mesmos (Jones, J. et al. 2006). Como os animais, os vegetais tem a capacidade de
reconhecimento de estruturas encontradas nos patégenos, como LPS e flagelina bacterianos,
ou ainda a estruturas de parede fungica, e de responder de forma defensiva (Ausubel, F.
2005). O reconhecimento dos patdogenos pelos receptores de membrana, ou pelos receptotes
intracelulares, desencadeiam varias cascatas de ativagao nas células. Estas resultam em uma
série de processos, tais como: produgdo de espécies reativas de oxigénio e nitrogénio, ativagao
de proteinas quinases mitogeno-ativadas (MAPKSs), reprogramacdao da expressdao génica,
alteracdo na composi¢do da parede celular nas células do local onde a ameaca foi detectada,
além de, muitas vezes, morte celular (Dodds, P. N. et al. 2010). Além do aparato celular para a
defesa do organismo, as células vegetais secretam, constitutivamente, em todos os tecidos,

peptideos catidnicos que possuem ac¢do antimicrobiana. Dentre esses peptideos, foi isolada



uma familia denominada defensinas de plantas, assim nomeada devido a sua semelhanca com
as defensinas animais. Estas tem um importante papel na defesa do organismo, rompendo
membranas de microrganismos e agindo como ligantes para reconhecimento e sinalizagdo
celular, além de terem capacidade de regular processos metabdlicos, como o crescimento de
estruturas nas plantas (Stotz, H. et al. 2009).

Os animais tém, como as plantas tém para cada uma de suas espécies,
particularidades na sua capacidade de responder aos patdégenos. Porém, todos possuem um
mecanismo de defesa considerado como sendo o mais primitivo: a imunidade inata. A
imunidade adaptativa s6 aparece juntamente com os vertebrados. Analisando primeiramente
0s animais que nao possuem notocorda no seu desenvolvimento embrionario, pode-se notar
que estes possuem células capazes de se mover livremente e que apresentam algumas fungdes
compartilhadas com células sanguineas de vertebrados. Essas células dos invertebrados sao
chamadas de hemocitos (Hartestein, V. 2006). Ainda que o sistema imunologico adquirido ndo
esteja presente nos animais invertebrados, estes possuem uma forma de defesa eficiente contra
patdgenos, que envolve mecanismos como a sintese de diversos AMPs, lectinas, espécies
reativas de nitrogénio e de oxigénio, moléculas do tipo citocina e do tipo complemento, além
de intermediarios quinoides de melanina, que sao mecanismos semelhantes aos da imunidade
natural dos vertebrados.

A primeira linha de defesa desses animais contra os possiveis patdogenos sdo os
AMPs e as proteinas citotdxicas produzidas por células epidérmicas. Além da producao dessas
moléculas, epiderme atua também como uma barreira mecanica e, caso 0s microrganismos
sejam capazes de encontrar uma maneira de penetra-la, as células que possuem fungado efetora
na defesa do animal passam a ser responsaveis pela eliminagao do patégeno (Nappi A. J. et al.
2000).

Em animais nao-celomados, como esponjas, dgua-vivas e plandrias, sdo
encontradas células com capacidade fagocitica que se movem livremente, chamadas
amebdcitos, encontradas na sua mesoglea, intersticio e parénquima, respectivamente.
(Hartestein, V. 2006). Essas células tem como fung¢do a nutri¢do e, possivelmente, a defesa do
organismo (Dzik, J. M. 2010).

Esponjas, aqui utilizadas como exemplo de animais ndo-celomados, sdo animais

filtradores e, portanto, estdo expostas a um variado contingente de microrganismos,



necessitando de estruturas nos amebdcitos que os reconhecam. Essas células dos poriferos
exercem tanto um papel relacionado a nutricdo como um papel de prote¢do do organismo.
mesmo sendo pertencente ao clado mais basal dos animais (Hartestein, V. 2006), possuem
moléculas associadas a resposta imune estruturalmente similares as encontradas em animais
mais derivados. Além disso, mecanismos de reconhecimento de proprio e nao proprio ja estao
presentes nesse grupo de animais. Testes com aloenxertos e autoenxenrtos em esponjas
mostraram que autoenxertos se fundem ao local, sem observacdo de area de cicatriz.
Entretanto, os aloenxertos formam area bem demarcada ao redor do enxerto, com regido
necroética e posterior absor¢do (Miiller W. et al. 1999), demonstrando capacidade imunologica
de rejeitar o que nao lhes € proprio. Em experimentos in vitro, foi observado que células de
diferentes espécies, quando cultivadas na presenca de fatores de agregacao, sdo capazes de dar
inicio a transducdo de sinais que induzem a transcricdo do gene do fator de crescimento de
colonia de células pre-B (preB-cell colony-enhancing factor: PBEF). A similaridade desse
gene nas esponjas € em humanos ¢ de 55% e, em humanos, ele codifica a proteina PBEF, um
fator soltivel que nao ¢ tecido-especifico e que pode ter a sua producao induzida em linfocitos
pela lectina (Dzik, J. M. 2010). Outro exemplo de molécula relacionada com o
reconhecimento de estruturas proprias e ndo proprias ¢ o fator inflamatério de aloenxerto 1
(AIF-1). Esponjas possuem genes que codificam uma proteina do tipo AIF-1 que, como nos
vertebrados, possui um motivo de ligacdo de célcio e um motivo caracteristico de hormdnios
peptidicos (Dzik, J. M. 2010). A presenca de ambos os receptores citados suporta fortemente a
1déia de que esponjas tem reconhecimento de estruturas proprias (Humphreys, T. ef al. 1994)
e de estruturas nao proprias (Miiller W. E. G. et al. 1999).

Além disso, os poriferas sdo capazes de reconhecer e responder de forma
diferenciada a lipopolissacarideos (LPS) de bactérias Gram-negativas. Ao LPS, a reposta ¢
dependente de proteinas de superficie chamadas de proteinas de interagdo com LPS: (LPS)-
interacting protein. Essas proteinas, ao se ligarem com o LPS, dimerizam e interagem com a
molécula adaptadora chamada MyD88 (resposta primaria de diferenciacao mieloide 88), que
por sua vez possui dois dominios de ligagdo proteica: um dominio Toll/IL-1 (encontrado em
MyD88 de TLRs de vertebrados) e um dominio de morte (encontrado em quinases associadas

a receptores MyD88 e IL-1). Durante a interacao dos receptores de superficie celular e o LPS,



estes nao tem alteragcdo na sua expressao, mas o MyD88 ¢ regulado positivamente, juntamente
com o gene que codifica uma molécula do tipo perforina (Wiens, M et al. 2005): uma proteina
com funcdo microbicida que possui sequéncia bastante similar a perforinas secretadas por
macrofagos em mamiferos (Dzik, J. M. 2010). Outras proteinas relacionadas com a defesa do
organismo e transducdo de sinais encontradas em esponjas sdo muito semelhantes a
encontradas em organismos mais derivados do filo Metazoa: apds o reconhecimento do LPS
pelos receptores (LPS)-interacting protein, a via de sinalizagao de p53 e c-JunK e a via do
NF«B sdo ativadas (Dzik, J. M. 2010).

Em animais celomados invertebrados, o sistema vascular € bem desenvolvido e é
possivel encontrar hemocitos com diferenciacdes e funcdes bem definidas. Dentre essas
células sdo encontrados os plasmocitos, que podem ser melhor comparados a mondcitos/
macrofagos de vertebrados por possuirem capacidade fagocitica e de encapsulamento de
patdgenos, além de serem responsaveis por remover residuos celulares de células apoptoticas
(Dzik, J. M. 2010). Além dos plasmocitos, € possivel diferenciar hemocitos granulares
(granuldcitos), que possuem grande quantidade de granulos de tamanho médio contendo
produto enzimatico. Similarmente aos dos vertebrados, esses granuldcitos sdo encontrados em
diferentes taxas na hemolinfa e, embora ndo se tenha ainda o conhecimento da fun¢ao exata
de cada uma das suas subclasses, essas células estdo envolvidas em func¢des imunes como
fagocitose, encapsulamento de patdgenos e cura de ferimentos (Hartestein, V. 2000).

Artropodes, animais nos quais a principal via de resposta aos agentes infecciosos
¢ a imunidade inata, tem sido alvo de recentes estudos. Isso se deve, em parte, ao interesse em
desvendar seus mecanismo efetores e regulatorios do sistema imunologico, com a finalidade
de elucidar os mecanismos de resposta imune inata em humanos. Esses animais serdo
utilizados, aqui, como exemplo de animais celomados.

Mecanismos bem reconhecidos, como a via de Toll/IL-1 e de IMD/INF-y, além de
fatores de transcri¢do como os da familia NFkB/Rel, bem como algumas citocinas e alguns
AMPs, ja foram identificados como sendo altamente ortdlogos no género Drosophila e em
mamiferos (Shandala, T. et al. 2012). O paralelismo desses genes ortdélogos se estende para a
imunidade de Drosophila spp., onde j& houve demonstracdes de que componentes

intracelulares da via de sinalizacdo dorsoventral e do ligante extra celular Toll (spirtzle)



controlam a expressao do peptideo com agdo antifiingica: drosomicina, em adultos; mostrando
alteracdes da sobrevida desses insetos apds a infec¢do fungica (Lemaitre, B. ef al. 1996).

Nos vertebrados, os principais componentes da imunidade inata sdo: as barreiras
fisicas, como os epitélios; agentes quimicos, como produtos secretados pelas proprias células
epiteliais, incluindo peptideos com agdo antimicrobiana; células fagociticas, como neutréfilos,
macrofagos e células dendriticas; células de linhagem linfocitaria nas quais ndo ha rearranjo
somatico de receptores, como células natural killers (NK); proteinas do sangue, como o
sistema complemento e citocinas reguladoras da resposta imunoldgica, tanto inata como
adaptativa, e da migracdo das células para os locais onde sdo mais necessarias (Abbas, A. et
al. 2012).

A resposta imune inata tem um papel importantissimo no controle e resolucao das
infecgdes. As barreiras epiteliais impedem mecanicamente a entrada de microorganismos no
sistema, além de secretar componentes com a¢do microbicida direta para que os agentes
invasores morram, antes mesmo de serem capazes de romper as barreiras. Isso ocorre em
regides recobertas de tecido epitelial, como a pele e o limen do sistema digestorio, onde as
células epiteliais produzem AMPs, de forma andloga ao que ocorre nos animais invertebrados
e plantas. Caso ainda assim ocorra ruptura, o extravasamento de componentes celulares e o
acumulo de DAMPs dao inicio ao processo de inflamacao, pelo qual os leucécitos e proteinas
circulantes sdo atraidos para o local e podem iniciar seu papel na resposta imunoldgica
(Abbas, A. et al. 2012).

Na entrada de patdégenos no local onde houve, por exemplo, um corte, os fagdcitos
estdo prontos para atuar de maneira a reconhecer esses agentes patogénicos por meio do
reconhecimento dos PAMPs pelos PRRs. Uma vez atraidos pelo inicio do processo
inflamatorio, essas células passam a ser responsaveis por amplificar a inflamagao e determinar
o padrdo de resposta adaptativa.

Mesmo havendo divergéncias na literatura quanto a origem da imunidade nas
plantas e nos animais, ou seja, se esses mecanismos foram todos herdados e desenvolvidos a
partir de um ancestral comum desses dois reinos (Niirnberger, T. 2004), ou se essa semelhanga
de receptores e respostas ¢ devida a um processo de convergéncia evolutiva (Ausubel, F.
2005), observa-se que a resposta imune inata ¢ eficiente em ambos, além de haver

semelhancas das estruturas dos receptores, dos mediadores da resposta e das suas fungoes.



Entretanto, o processo evolutivo de cada um dos clados gerou particularidades em suas
respectivas caracteristicas do processo de defesa. Esses processos se desenvolveram em

coevolugdo com o surgimento de patogenos capazes de infectar cada um dos organismos.

2. Peptideos Anti-microbianos (AMPs)

Peptideos antimicrobianos (AMPs) sdao moléculas efetoras importantes da
imunidade inata, envolvidas na defesa do organismo, uma vez que a sua auséncia aumenta a
suscetibilidade a infecgdes, enquanto a sua super expressdo ou a introdu¢do de AMPs
exdgenos confere protecao contra doengas (Mookherjee, N. et al. 2007). Sao encontrados em
todos os organismos pluricelulares, desde vegetais até animais vertebrados. Primeiramente,
foram identificados como moléculas com atividade antimicrobiana em estudos com a
hemolinfa de insetos. Ainda no inicio dos anos 80, estudos utilizando a espécie de mariposa
Hyalophora cecropia mostraram dois componentes da hemolinfa desses animais. Esses
componentes eram estruturas peptidicas e, ja nessa época, foi observado que eles possuiam
atividade bactericida para diversas espécies de bactérias, tanto Gram-positivas quanto Gram-
negativas (Steiner, H. et al. 1981). Devido a essa agdo, essas sequéncias peptidicas acabaram
por ficar conhecidas por AMPs. Atualmente, além da atividade antibacteriana e o
conhecimento de que essas moléculas possuem amplo espectro de agdo, ¢ reconhecida sua
capacidade fungicida e a atuagdo contra virus envelopados de peptideos identificados em
diversos seres vivos (Serensen, O. et al. 2008).

Embora esses peptideos apresentem diferencas em relagdo a suas estruturas, a
maioria desses peptideos possui sequéncias pequenas, entre 12 a 50 residuos de aminoacidos
(aa), carregadas positivamente, devido a presenca de residuos de arginina (Arg) e lisina (Lys).
Essas sequéncias contém até 50% dos aminodcidos da molécula hidrofobicos (portanto
possuindo caracteristicas anfipaticas) (Hirsch, T. et al. 2008). Dessa forma, as familias de
AMPs (ou peptideos cationicos), sdo similares apenas pela sua capacidade de matar
diretamente ou inibir o crescimento de microbios (Lai, Y. et al. 2009). Essa similaridade
consiste na capacidade desses peptideos de interagir e de se inserir em biomembranas e

exercer toxicidade direta aos microrganismos invasores (Mookherjee, N. et al. 2007).



Dependendo do tecido ou do tipo celular, essas sequéncias sdo expressas diferenciadamente:
alguns sdo expressos constitutivamente, enquanto outros sdo expressos de acordo com os
estimulos microbianos ou mediadores pro-inflamatérios. Mesmo tendo essa diferenga na
expressao nos diversos tecidos, eles normalmente sdo coexpressos € agem em conjunto.

Em geral, a expressdo de AMPs ¢ regulada positivamente no inicio da infeccao,
em resposta aos estimulos gerados pelos mediadores endogenos e exdgenos da inflamagao
(Mookherjee, N. et al. 2007). Embora esses peptideos sejam suficientemente potentes na sua
acdo microbicida, eles ndo mostram citotoxicidade relevante para as células que os produzem
ou para o tecido onde estdo presentes.

Como dentro do organismo diversos tipos AMPs sdo secretados simultaneamente,
muitas vezes € possivel encontrar varias sequéncias que tem seu espectro de atividade
sobreposto (Lai, Y. et al. 2009). Sendo assim, ¢ possivel que, além de possuir menor
capacidade de interacdo com as células teciduais para exercer alguma agdo citotoxica, pode
ser que a concentragdo necessaria para causar danos as células do hospedeiro ndao ocorra in
vivo. Havendo sobreposi¢do de fun¢do dos peptideos, mesmo que nio seja encontrada uma
grande quantidade de apenas uma sequéncia, a atividade microbicida ainda ¢ eficiente. Isso
indica a presenca de alguma sinergia entre esses peptideos e que realmente seja necessaria
uma concentracdo muito menor de cada um deles no local de infec¢do para que se possa obter
uma capacidade microbicida mais alta do que observariamos para cada uma dos peptideos
isoladamente (Serensen, O. ef al. 2008). A capacidade dos AMPs de interagir com diferentes
membranas e receptores lhes confere a habilidade de proteger contra uma série de patégenos,
limitar a sepse pela interagdo com endotoxinas (além da atividade microbicida) (Hirsch, T. et
al. 2012; Schauber, J. 2008) e até agir como agentes citotoxicos contra alguns tipos de tumor.

Outra possibilidade para a eficiéncia das propriedades anti-infectivas dos AMPs ¢
a capacidade de regular o sistema imunolédgico. De fato, alguns desses peptideos sdo capazes
de conferir prote¢do ao hospedeiro por mecanismos de atividade indireta contra os patdgenos.
ApoOs a ameaga patogénica, os AMPs criam um balango do crescimento microbiano,
estimulam a secre¢do de mediadores inflamatdrios e sdo, além de tudo, capazes de atenuar as
respostas inflamatorias quando estdo exacerbadas. Para exemplificar as possibilidades de

atuacao dos AMPs, as duas familias de AMPs de que se tem maior conhecimento da atividade
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protetora do hospedeiro, as das defensinas e as catalecidinas (Auvynet, C. et al. 2009), serao
descritas brevemente. Membros dessas duas familias estdo relacionados com a atividade
antimicrobiana de fagocitos, com a producdo de mediadores pro-inflamatérios e com a
regulacao de secrecoes epiteliais (Ganz, T. 2003).

As defensinas sdo peptideos com importante acdo microbicida, que estdo
amplamente distribuidos em células do epitélio e em fagocitos, ambos de mamiferos e,
geralmente, sdo observadas em altas concentragdes, na ordem de milimolar (Ganz, T. 2003).
As formas maduras desses peptideos possuem de 28 a 44 aa, com propriedades catidnicas e
contém de 6 a 8 residuos de cisteina, que sdo evolutivamente conservados e favorecem a
formagdo de ligagdes dissulfeto dentro da molécula (Radek, K. et al. 2007). As defensinas
podem estar separadas em trés classes, de acordo com a posi¢ao dos seis residuos de cisteina
formadores das ligacdes dissulfeto: a-defensinas, P-defensinas e 6-defensinas. Todas as
classes de defensinas sdo sintetizadas como “prepropeptideo” e sao processadas em varios
niveis, dependendo do local de expressao (Selsted, M. et al. 2005).

As oa-defensinas foram identificadas em diversas espécies de mamiferos. Elas
possuem trés ligacOes dissulfeto entre os residuos 1-6, 2-4, 3-5 e sdo encontradas nos
leucocitos, no trato gastrointestinal e no trato urogenital. Nas células do sistema imune, estes
peptideos sdo encontrados nos granulos azuro6filos de neutréfilos como peptideos maduros,
com massa molecular de 3 kDa (Radek, K. et al. 2007). Embora essa classe de peptideos seja
diferente das B-defensinas em relagdo a sua estrutura linear e localizacdo dos residuos onde
ocorrem as ligacdes dissulfeto, a estrutura terciaria de ambas as classes ¢ muito semelhante
(Selsted, M. et al. 2005).

As B-defensinas sdo cadeias de aminoacidos com seis motivos de cisteina, ligadas
por trés ligagdes dissulfeto, alinhadas da seguinte forma: 1-5, 2-4 e 3-6. Esses peptideos sdo
produzidos constitutivamente por células epiteliais, porém sua produ¢do pode ser estimulada
pelo processo inflamatorio (Radek, K. et al. 2007).

Outra classe de defensinas ¢ a das 0-defensinas, um peptideo com estrutura
ciclica, que o a torna bastante diferente das demais. Esses peptideos foram identificados em
diversas espécies de macacos do “velho mundo” e em orangotangos, mas ndo foram

identificas em humanos (Nguyen, T. et al. 2003).
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Embora o mecanismo pelo qual as defensinas sdo capazes de matar os
microrganismos nao esteja muito bem definido, o modelo aceito ¢ o que aponta para a
capacidade desses peptideos de desestabilizar a membrana, formando poros. (Radek, K. et al.
2007). Além dessa atividade microbicida e antiviral, as defensinas tem diversas atividades
imunomodulatérias. Elas podem induzir a produgdo de prostaglandinas e a liberagdo de
histamina pelos mastdcitos (Befus, A. ef al. 1999), indicando um papel na resposta alérgica;
atuar como fatores quimioatrativos para células dendriticas e linfocitos T de memoria e
queratindcitos; e estimular a expressdo de citocinas pré-inflamatorias (Niyonsaba, F. 2007).

Peptideos encontrados em plantas e em animais, que possuem de 6 a 8§ residuos de
cisteina, também sdao chamados de defensinas. Eles possuem fungdes protetoras e regulatérias
em todos os organismos onde estdo presentes.

As catalecidinas sdo caracterizadas por possuirem um dominio catalina de 98 a
114 residuos de aminoacidos (aa.). na sua forma inativa (Zanetti, M. et al. 1995). Esses
peptideos sdo encontrados em diversas espécies de vertebrados, sendo normalmente
armazenados em granulos de células mieldides. Uma vez liberados dos granulos, enzimas
ativas presentes no meio extracelular os quebram e a por¢ao c-terminal do peptideo ¢ liberada
do seu dominio catalina, transformando-o na sua forma ativa (Scocchi, M. ef al. 1992). Como
diferentes enzimas sdo capazes de atuar na molécula em pontos especificos, diversas
sequéncias de catalecidinas, que podem variar de 12 a 80 residuos de aminoécidos, sdo
originadas com uma grande variedade de estruturas secundarias (Zanetti, M. 2004). Os
peptideos dessa familia que sd@o mais bem distribuidos entre os vertebrados sdo moléculas
lineares, com de 23 a 37 residuos de aminoacidos, que se dobram em a-hélices anfipaticas
quando préximos a ambientes que mimetizam membranas biologicas (Zanetti, M. 2004).

Os peptideos da familia das catalecidinas, assim como as defensinas, possuem
propriedades microbicidas contra bactérias Gram-positivas e Gram-negativas, fungos e
atividade antiviral para virus envelopados (Zanetti, M. 2004). Na presen¢a do estimulo
patogénico, a expressao desses peptideos ¢ regulada positivamente (McMahon, L. ef al
2011), deixando claro o seu papel na defesa do organismo. Além das propriedades de defesa,
esses peptideos tem capacidade quimiotatica para leucocitos, atuam em receptores celulares

estimulando as cé€lulas a responderem mais eficientemente as infecgdes e de regular a resposta
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imunologica, de controlar o processo inflamatorio e auxiliar no processo de angiogénese,
além de estimular as células epiteliais no processo de fechamento de lesdes (Zanetti, M.
2004).

Resumidamente, os AMPs, dentre os quais as duas classes mais conhecidas sdo as
defensinas e catalecidinas, tem um papel importante na imunidade inata e na media¢do da
resposta adaptativa. Eles sdo regulados positivamente na presenga de PAMPs e DAMPs,
atuam na toxicidade direta aos microrganismos e virus, se ligam a produtos microbianos,
como as endotoxinas, regulam a producdo de mediadores inflamatorios pelas células, agem
como substancias quimiotaticas e ainda sdo capazes de auxiliar na modulacdo do processo
inflamatério e na reestruturacao dos tecidos lesados. Essas atividades podem ser observadas
em todos os organismos de diferentes espécies. Em glandulas de veneno de animais, foram
encontrados peptideos com fungdes semelhantes as dos AMPs. Peptideos desse tipo também
tém sido descritos na pegonha de escorpides, onde, por meio de um mecanismo nao-
especifico, inibem o crescimento de uma grande variedade de microrganismos, incluindo

virus, bactérias Gram-positivas e Gram-negativas, protozoarios e fungos.

3. Macrofagos

Macrofagos sdo células da imunidade inata que, juntamente com as células
epiteliais e neutrofilos, sao capazes de produzir AMPs e tem essa producdo regulada de
acordo com o microambiente do tecido onde estdo presentes. Além disso, a sua ativagdo ¢
influenciada pela presenca desses peptideos. Essas células fazem parte do sistema fagocitario
mononuclear, um subgrupo de leucécitos que foi originalmente descrito como pertencente a
linhagem das células mieldides da medula dssea. Uma vez diferenciada, a célula precursora da
origem aos mondcitos, células circulantes no sangue que possuem um nucleo ovdide, em
forma de rim ou ferradura, geralmente excéntrico. Devido ao arranjo pouco denso de sua
cromatina, o nucleo dos monocitos se apresenta de cor clara, contendo dois ou trés nucléolos
que, por vezes, podem ser observados em esfregagos comuns de sangue. Seu citoplasma ¢
basofilo e contém granulos azurdfilos finos, que podem preencher todo o espago intracelular,

conferindo-lhe uma coloracdo cinzenta. A superficie dessa célula apresenta muitas
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microvilosiadades e diversas vesiculas de pinocitose (Junqueira, L. ef al. 2008). Monocitos
sdo, sobretudo, células imunes efetoras, com capacidade de expressar citocinas pro-
inflamatorias e que possuem receptores de quimiocinas, que os atraem para seu sitio de
atuacdo e moléculas de adesdo na sua superficie, que favorecem sua fixacdo ao endotélio
vascular, o que possibilita a sua migracdo para os tecidos, onde se diferenciam em
macrofagos. Os mondcitos permanecem no sangue e, enquanto células circulantes, ndo se
proliferam. Uma vez diferenciados, os macréfagos tem como funcao primordial reconhecer,
internalizar e eliminar os agentes invasores. Outra fun¢do importante ¢ a de sinalizagdo para
as demais células do sistema imunoldgico, por meio de citocinas. Isso lhes confere um papel
de extrema importancia na montagem da resposta aos patdgenos pois, além da atividade
fagocitica, produzem mediadores que atuam tanto na inflamacdo quanto na cicatrizagdo e
remodelagem de tecidos, bem como na sinalizacdo para as células da imunidade adquirida. Os
macrofagos podem se proliferar, quando em meio aos estimulos propicios (Jenkins, S. J. et al.
2011), para exercer suas fungdes de forma mais eficiente.

Em cada tecido, os macréfagos residentes tem grande variedade de morfologia e
at¢ mesmo de fungdo (Geissman, F. ef al. 2012). Ambas as caracteristicas podem ser
determinadas pelo proprio tecido ou pelo seu micro ambiente imunologico (Mantovani, A. et
al. 2007). Algumas das células residentes, mesmo sendo consideradas macrofagos, nao sao
advindos de um precursor na medula 6ssea, mas sim da diferenciagdo a partir de tecidos
embrionarios, como no caso das células de Langerhans, no figado, e células da microglia, no
sistema nervoso central. A manuten¢ao do numero dessas células independe da migragdo de
mondcitos circulantes em situagcdo normal. Entretanto, elas coexistem com células
diferenciadas a partir do precursor medular. Nao se sabe qual ¢ diferenga entres essas duas
populacdes de macréfagos em relagdo a sua funcdo no tecido onde se encontram (Davis L. et
al. 2013). Os macrofagos residentes, independentemente de suas origens, tem como funcao
primordial manter a homeostase dos tecidos. Para que isso se realize, varios estimulos sao
necessarios, como o encontro dos ligantes dos seus PRRs e o estimulo de citocinas. Estas
podem fazer com que esse tipo celular possa se diferenciar em 2 grupos: os macréfagos
classicamente ativados (M1) ou os macrofagos com ativacdo alternativa (M2). Esses sdo
nomeados de acordo com a nomenclatura dada a resposta das células T helpers, que auxiliam

na atuagdo de outras células de acordo com as citocinas que liberam: Tyl (com perfil pro-
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inflamatorio) e Th2 (com um perfil mais anti-inflamatorio), respectivamente (Varin, A. et al.
2009). Os macrofagos M1 tem fenotipo IL-1high) TL-23high ¢ TL-10 %, Eles sdo produtores
eficientes de moléculas efetoras (espécies reativas de oxigénio) e citocinas pro-inflamatorias
(IL-1B, TNF-a e IL-6) e participam como indutoras e efetoras da resposta Tnl (Montovani, A.
et al. 2007), além de mediar a resisténcia contra uma variedade bactérias, protozoarios e virus,
e de mediar respostas antitumorais (Murray, P. et al. 2011). Os macrofagos M2 possuem um
fenotipo IL-12'0w, TL-23w [L-10Meh (Montovani, A. et al. 2007), podendo secretar grandes
quantidades de IL-10, uma citocina anti-inflamatéria, em resposta ao estimulo do receptor da
por¢do constante de imunoglobulinas (FcRy) (Murray, P. et al. 2011). Eles geralmente tem
grande quantidade de receptores do tipo scavengers, manose e galactose. Os macrofagos M2
sdao um grupo heterogéneo de células que, muitas vezes, participam da resposta Th2,
promovendo a morte e encapsulamento de parasitas e que, também, estdo presentes no
estabelecimento de tumores e na sua progressdo, além do remodelamento dos tecidos
(Montovani, A. et al. 2007). Embora seja um grupo heterogéneo, pois sao classificados como
M2 todos os macréfagos que tem ativagdo diferente da cléssica, os macrofagos ativados
alternativamente tem sempre um papel imunossupressor (Murray, P. ef al. 2011).
Tradicionalmente, os macrofagos respondem da seguinte forma: uma vez sofrida a
injaria do tecido, os macrofagos residentes reconhecem os microrganismos, ou as moléculas
associadas a danos (PAMPs ou DAMPs), por meio dos seus receptores localizados na
membrana plasmatica (PRRs) (Chen, G. Y. et al. 2010; Davies L. C. et al. 2013). O contato do
antigeno com essa célula fagocitica desencadeia dois acontecimentos: primeiro, a amostragem
quimica do alvo por meio do recrutamento do receptor e, depois, a exploragdo do alvo pela
membrana plasmatica. O recrutamento e¢ a oligomerizacdo dos receptores que reconhecem
constituintes quimicos especificos do alvo o prende a superficie do fagocito e inicia algumas
sinaliza¢des intracelulares como, por exemplo, quando o TLR4 reconhece o
lipopolissacarddeo (LPS) de bactérias Gram-negativas e sinaliza, via MyD88, ativando o fator
de transcricdo NF-xB (Underhill, D. M. ef al. 2012), que culmina na produgdo de citocinas
pré-inflamatoérias como o TNF, IL-1 e IL-6 e de quimiocinas (citocinas quimioatrativas)
(Abbas, A. K. et al. 2012). Essas citocinas atuam nao apenas nas cé¢lulas do sistema

imunologico, mas também em tecidos como o mesotélio, onde ha dilatacdo dos vasos
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sanguineos e aumento do espaco intercelular (o que favorece o extravasamento do plasma
sanguineo), além da expressdo de moléculas de adesdo, como selectinas ¢ ICAM-1. As
citocinas quimioatrativas sinalizam facilitando a migra¢do das células para o local de
inflamagao e as moléculas de adesdo se ligam as integrinas encontradas na membrana dos
leucdcitos, ocasionando o rolamento dessas células pelo endotélio, até que fiquem aderidas
firmemente, evento mediado pela ligagdo das integrinas B1 e B2 com as moléculas de adesao
ICAM- 1 e VCAM-1 endoteliais, para que possam entrar no tecido por diapedese. As
quimiocinas produzidas no local de inflamagdo sinalizam para que as células que estdo
atravessando as paredes dos vasos sanguineos possam encontrar o local no qual sdo
necessarias (Esche, C. et al. 2005) . Assim, esses mediadores atuam nas células dos vasos
sanguineos e, dessa forma, permitem que os componentes celulares e ndo celulares do sistema
imunoldgico cheguem ao local onde houve o dano tecidual.

Dentre os leucocitos recrutados para o tecido estdo os monocitos que, apos a
migracdo para o tecido, maturam e se diferenciam em macrofagos efetores, tornando-se a
populacdao dominante nesse local (Davies L. et al. 2013). Estes macréfagos tem um perfil pro-
inflamatorio, liberando mediadores como o TNF, 6xido nitrico (NO) e IL-1, além de produzir
IL-12 e IL-23, citocinas decisivas na montagem das respostas Tnl € Tnl7 (Murray, P. et al.
2011). Os mediadores inflamatdrios como o NO, produzidos e liberados no tecido, tem grande
importancia devido a sua capacidade microbicida, porém as células circundantes também
sofrem danos, o que pode levar a um processo inflamatério exacerbado. E necessario, entéo,
que haja um controle negativo na regulagdo da inflamacao.

Uma das formas de controlar o processo inflamatorio ¢ pela atuagdo dos proprios
macrofagos recrutados, que além da sua acdo fagocitica e do seu papel na imunidade contra
microrganismos, podem ter o seu perfil de ativagdo alterado e exercer um papel regulatorio.
Como ja citado, as células M2 sdo uma populagdo heterogénea, com multiplas possibilidades
de ativacdao, mas todas relacionadas com o controle e supressdo da resposta inflamatoria.
Muitos fatores podem influenciar a mudanca da predominancia dos macrofagos de perfil M1
para os de perfil M2. Parte da fungdo dessas células na resposta local ¢ a fagocitose de corpos
apoptoticos. Esse processo contribui para a alteragdo do fendtipo pro-inflamatédrio dessas

células para o fenotipo anti-inflamatorio, que promove a diferenciagdo das células musculares
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em conjunto com uma alta produgdo do fator de transformacdo do crescimento (TGF-f), um
potente supressor da ativacdo classica dos macrofagos e mediador fundamental do
crescimento dos tecidos. Outra razdo da alteragdo do perfil para M2 é a producdo de
glucocorticoides induzida pelo dano tecidual (Nathan, C. et al. 2010; Wynn, T. et al. 2010).
Entretanto, o fator que tem a maior influéncia na ativagao alternativa dos macrofagos ¢ a 1L-4,
citocina caracteristica da resposta celular Th2. Os macréfagos com ativagao alternativa atuam
na resolucao da inflamagao por meio da producao de fatores de crescimento, como o TGF-1
e o fator de crescimento derivado de plaquetas (PDGF), que estimulam as células epiteliais e
fibroblastos. Dessa forma, essas células contribuem para a regeneracdo dos tecidos e para o
reparo da ferida, promovendo a diferenciacao de fibroblastos em miofibroblastos, estimulando
a sintese intersticial de colagenos fibrilares, induzindo a produgdo de matriz extracelular
(MEC), além de promover o aumento da producdo de inibidores de mieloproteinases (TIMPs)
pelo tecido, para que se interrompa a degradacdo da MEC (Murray, P. et al. 2011).

Os macrofagos M2 também sdo capazes de regular a cura da lesdo tecidual,
independentemente da sua interagdo com os miofibroblastos. Eles s3o capazes de produzir
suas proprias metaloproteases de matriz (MMPs) e TIMPs, secretar quimiocinas que recrutam
fibroblastos e outras células inflamatodrias e expressar mediadores imunorregulatérios como
Relm-a/Fizz1/Retnla, proteinas do tipo quitinase e 6xido nitico sintase (NOS)-2 ou arginase-1

(Arg-1), que alteram a magnitude e duracdo da resposta imune (Wynn, T. e al. 2010).

4. Cryptococcus neoformans

Macrofagos, juntamente com os neutrofilos, sdo células extremamente
importantes na resposta imune inata contra fungos, sendo capazes de responder as infecgdes e,
além da atuacdo na fagocitose, sdo capazes de sinalizar para outras células envolvidas na
resposta imunologica, de forma a eliminar o patégeno. Entretanto, linhagens virulentas de
Cryptococcus neoformans sao capazes de modular a resposta desses macrofagos, inibindo a
producdo de citocinas pro-inflamatorias, como o TNF-a, e estimulando a produgdo de

mediadores antinflamatorios, como a IL-10 (Abbas, A. K. et al.).
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O Cryptococcus neoformans ¢ um fungo basidiomiceto, considerado um patdgeno
oportunista, capaz de causar uma doenga chamada cryptococose. Embora seja um fungo
dimorfico, na maioria dos isolados clinicos e ambientais ele se apresenta como uma levedura
protegida por uma capsula polissacaridica. Tendo sido isolado em diversos ambientes, o C.
neoformans é um parasita facultativo, sendo encontrado em condigdes onde ¢ capaz de
reproduzir e dispersar propagulos fungicos. Ele estd distribuido em todo o mundo, e o fator
mais associado com a dispersdo ¢ o guano de pombos, que serve de meio propicio para a
reproducdo desse fungo (Nielsen, K. et al. 2007). Uma vez que o propagulos fungicos, como
os esporos formados durante a reproducdo sexuada (Velagapudi, R. et al. 2009), entram em
suspensdo no ambiente, eles podem ser aspirados pelo hospedeiro. Quando entra na via
respiratoria do animal, o C. neoformans causa uma infec¢do nas vias aéreas do hospedeiro,
podendo, dependendo da espécie, se restringir as vias aéreas superiores (Lin, X. et al. 2006)
ou causar uma infeccdo do tipo pneumonia. A infec¢ao causada pelo fungo ¢ melhor descrita
em humanos, embora animais como gatos, caes, bovinos, caprinos e roedores também foram
relatados como hospedeiros do fungo com sintomas relacionados a cryptococose em cada uma
dessas espécies (Lin, X. et al. 2006).

Em humanos, o Cryptococcus neoformans inalado se instala primeiramente nos
pulmdes. Uma vez no tecido, macrofagos residentes comegam o processo de resposta,
reconhecendo o patdégeno e iniciando o processo de fagocitose. Como defesa para esse
mecanismo, esse fungo possui uma capsula formada por glucuronoxilomanana (GXM) e
galactoxilomanana (GalXM), que o protege, fazendo com que a fagocitose dos macréfagos
ndo seja eficiente (Zaragoza, O. et al. 2010). Para que o processo de internalizacdo desse
patégeno ocorra, ¢ necessario que anticorpos ou proteinas do sistema complemento o
opsonisem. Uma vez que a célula passa a ser capaz de internalizar esse patogeno ¢ formado
um fagossomo, que passa por uma sequéncia de processos de maturagdo até virar um
fagolisossomo (Brown, G. 2012). Neste local, o C. neoformans deveria ser morto e digerido,
porém nao ¢ o que pode ser observado. Dentro do fagolisossomo a capsula do fungo pode
aumentar e produzir o pigmento melanina, conferindo uma maior protecao contra 0s processo
enzimaticos que ocorrem na organela e, além disso, esse patdgeno ¢ capaz de se reproduzir

nesse ambiente.
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Apesar dos macrofagos ndo se mostrarem capazes de eliminar o Cryptococcus
neoformans, em individuos imunocompetentes ele permanece habitualmente inerte no
pulmado, isolado por granulomas. Quando um individuo passa por uma situagao de debilidade
do sistema imunologico, o organismo passa a responder a infec¢do flungica menos
eficientemente, ndo conseguindo controlar o crescimento da levedura e o C. neoformans pode
cair na corrente sanguinea, caracterizando uma doencga sistémica. Uma vez circulante, esse
microrganismo pode colonizar todos os tecidos do corpo, porém, por razoes ainda ndo muito
bem elucidadas, ele tem um tropismo pelo sistema nervoso central (Lin, X. et al. 2006).

Existem trés teorias para explicar a forma como o Crypfococcus neoformans ¢é
capaz de atravessar a barreira hemato-encefalica: a primeira ¢ o “cavalo de Tréia”, que diz
que o fungo, por ser capaz de se reproduzir dentro do fagolisossomo dos macréfagos,
atravessa a barreira dentro dessas células e, ja no sistema nervoso, sai de dentro do leucécito e
coloniza o tecido (Chrétien, F, et al. 2002); a segunda estd relacionada com a capacidade
desse fungo de se ligar as células do endotélio dos capilares da barreira hemato-encefalica e
induzir alteragdes nessas células que permitem a travessia transcelular das leveduras (Chang,
Y. et al. 2004); e a terceira ¢ relacionada a capacidade desse fungo em alterar a matriz
extracelular das células endoteliais, além de induzir mudangas morfoldgicas nas células do
endotélio, permitindo sua travessia (Chen, S. et al. 2003). Dessa forma, o fungo ¢ capaz de
causar meningoencefalite, que ¢ a forma mais grave da doenca. Nesse periodo, o tratamento ¢

bastante complicado e o prognostico € grave.

5. Escorpides

Peptideos semelhantes aos AMPs de mamiferos ja foram encontrados em
glandulas de veneno de uma grande variedade de espécies, incluindo nas glandulas de
peconha de escorpides. Alguns desses peptideos encontrados possuem capacidade de modular
a resposta inflamatoéria, com a regulacao da expressao de citocinas e outros mediadores da
inflamacao (Fialho, E. ef al. 2011; Zoccal, K. et al. 2013).

Escorpides sdo artopodes venenosos, membros da classe Arachnida e ordem

Scorpiones. Estes animais podem sem encontrados em todos os continentes, com excessao da
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Antértica (Petricevich, V. 2010). Sdo de grande relevancia médica, devido aos acidentes que
causam envenenamento causados por espécies, principalmente, da familia Buthidae, que
podem levar a morte, especialmente em criancas (Marcussi, S. ef al. 2011).

Os escorpides estdo dentre as espécies viventes mais antigas sobre o planeta.
Durante a sua existéncia, eles desenvolveram uma grande variedade de substancia
biologicamente ativas, com propriedades toxicas e farmacologicas, que sdo utilizadas por
esses animais como mecanismo de defesa e obtengdo de alimentos (Marcussi, S. et al. 2011).
Sua peconha ¢ constituida por toxinas com trés ou quatro ligagdes dissulfeto, que podem
interagir especificamente com canais 16nicos incluindo os canais permeéveis a Na*, K*, Cl- e
Ca?*. Além disso, a peconha de escorpides contém enzimas, nucleotideos, lipidios, € pequenos
peptideos sem ligagoes dissulfeto. Estas moléculas podem participar de diversas atividades
bioldgicas, sendo hemolitica, imunomoduladora e microbicida (Rates, B. et al. 2008).

Sendo assim, ¢ justificavel a utilizacdo desses pequenos peptideos derivados da
peconha de escorpides como uma forma terapéutica para micoses causadas por fungos
oportunistas, como o C. neoformans, que sdo responsaveis por um grande nimero de 6bitos

em pacientes imunocomprometidos.

Os peptideos isolados dos invertebrados atuam de maneira diferente dos
antibioticos e farmacos quimioterapéuticas usadas atualmente. Eles sdo menos toxicos e mais
efetivos contra microrganismos multiresistentes (Dai, C, et al. 2008). Embora a a¢do protetora
contra microrganismos patogénicos tenha sido relatada, a interacdo destes peptideos com as
c€lulas responsaveis pela defesa do organismo de mamiferos ainda € pouco conhecida. Tendo
isso em mente, foram testados, neste trabalho, seis peptideos identificados na pegonha de

escorpides quando a sua atividade hemolitica, citotoxica, fungicida e imunomodulatoéria.
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III. Objetivos

1. Objetivo geral

Avaliar o potencial terapéutico de peptideos derivados da pegonha dos escorpides
Tityus obscurus, Tityus serrulatus e Hadrurus gerstchi para a criptococose, levando em

consideragdo as a¢des microbicida e imunomodulatdria desses peptideos.

2. Objetivos especificos

1. Verificar a possivel atividade hemolitica de cada um dos peptideos;
2. Verificar a capacidade citotoxica de cada um dos peptideos para macréfagos murinos;

3. Caracterizar a possivel capacidade microbicida de cada um dos peptideos para o fungo

Cryptococcus neoformans;
4. Conhecer o potencial imunomodulatorio dos peptideos;

5. Propor um novo potencial terapéutico para a criptococose.
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IV. Material e métodos.

1. Peptideos

As sequéncias preditas correspondentes aos peptideos utilizados foram todas
traduzidas in silico obtidos a partir de bibliotecas de cDNA de glandulas de peconha de
diferentes espécies de escorpides. Os peptideos 1, 4, 5 e 6 foram identificados na espécie
Tityus obscurus, enquanto o AP2 precursor (AP2p) foi adquirido a partir da biblioteca de
cDNA de Tityus serrulatus e o peptideo NDBP-5.6 (peptideo sem ponte dissulfeto, familia
5.6) foi proviniente da pegonha da espécie Hadrurus gerstchi. Os peptideos foram

sintetizados pela empresa GenOne Solucdes em Biotecnologia.

Esses peptideos foram solubilizados em agua, na concentracdo de 10mg/mL e

mantidos a -20° C. Para os ensaios, aliquotas foram diluidas para a concentragao de 500 uM.

Algumas dos peptideos dos peptideos utilizados neste trabalho estdo em processo
de pedido de patente pelo grupo de toxinologia da Universidade de Brasilia, liderado Dra.
Elizabeth Schwartz, pela rede centro-oeste INOVATOXIN. Por esta razdo ndo serdo

mostradas as suas estruturas primarias.

2. Animais

Para todos os testes de atividade dos peptideos em macréfagos foram utilizadas
células peritoneais de camundongos BALB/c. No total foram utilizadas 18 fémeas dessa
linhagem, com idade de 6 a 12 semanas. Esses animais foram mantidos no Alojamento de
Animais, da Faculdade de Medicina, da Universidade de Brasilia, com agua e comida ad

libitum.

Todos os animais foram eutanasiados em camara de CO2, com os procedimentos

aprovados pelo Comité de Etica do Uso Animal (CEUA) da Universidade de Brasilia (UnB).
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3. Teste da atividade hemolitica

Para testar a capacidade hemolitica de cada um dos peptideos foi utilizada uma
suspensao de heméacias humanas frescas, coletadas em um tubo Vacutainer® com EDTA, de
doadores saudaveis, com os procedimentos de acordo com o Comité de Etica em Pesquisa
com Seres Humanos da Faculdade de Ciéncias da Saude da Universidade de Brasilia (UnB).
As hemacias foram centrifugadas a 800 g, por 5 min a temperatura ambiente, e entdo lavadas
com PBS até que o sobrenadante, apds a centrifugacdo, se apresentasse transparente, assim
como a solucdo salina utilizada. Foram feitas, entdo, duas solucdes com 3% de eritrocitos,
cujos veiculos eram PBS e dgua destilada estéril, sendo utilizadas como controle negativo e

positivo de hemolise, respectivamente.

Os peptideos, ja4 em uma concentragao estoque de 500 uM, foram utilizados em
concentragdes de 0,78 uM a 100 uM, sempre geradas a partir de dilui¢do seriada com fator 2,
em agua destilada estéril, em placas de 96 pogos. Em cada pogo, foram utilizados 50 pL da
mistura de peptideo na dilui¢ao desejada, adicionados de 50 pL da suspensdao de hemacias em

PBS. A placa foi deixada pra descansar por uma hora em temperatura ambiente.

Apos o tempo de espera, a placa foi centrifugada a 800 g por 5 min. O
sobrenadante foi recolhido cuidadosamente e transferido para outra placa de 96 pogos, de
fundo chato, para ser lida em uma leitora de microplacas no comprimento de onda de 540 nm.

Os resultados foram obtidos a partir a equagao:

% Hemolise = (DOs - DOp) / (DO - DOy) x 100,
100

sendo “DOs” a densidade optica da amostra, “DO10” a densidade optica do controle positivo
para hemolise (hemacias diluidas em agua) e “DO¢” ¢ o controle negativo de hemdlise
(hemacias diluidas em PBS, assim como utilizado para o teste com os peptideos) (Nahar, M.

et al 2008; Italia J. et al. 2009).
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4. Teste da atividade citotoxica em macrofagos murinos

Nesse teste foram utilizados macrofagos peritoneais de camundongos BALB/c,
fémeas, obtidos por meio de lavagem peritoneal com 10 mL de RPMI-1640, com adi¢ao de
bicarbonato de sodio. Para isso, os animais receberam injec¢des intraperitoneais de tioglicolado
a 4% e permaneceram no alojamento de animais da Faculdade de Medicina da Universidade

de Brasilia (UnB) por 4 dias, com agua e alimento ad libitum.

As células recolhidas foram centrifugadas a 300 g por 5 min na temperatura de 4°
C. O sobrenadante foi dispensado e o pellet ressuspendido no mesmo tipo de meio usado para
coleta-las. Esse procedimento foi realizado mais duas vezes, porém, na ultima vez, as células
foram ressuspendidas em meio RPMI-1640 suplementado com bicarbonato de sodio e 2% de
soro fetal bovino (SFB). Em 10 pL dessa mistura foi adicionada a mesma quantidade do
corante azul de Tripan e foi feita a contagem das células no contador de células automatico
Luna Cell Counter® (Logos Biosystems). A concentracdo da suspensdo foi ajustada para
4x10° células/mL, para que houvesse 2x10° células/pogo, na placa de 96 pogos. Esta, foi
armazenada em uma estufa umida a 37° C, com 5% de COa, por 24h, para que as células
pudessem se aderir a placa. Apos esse periodo, o sobrenadante foi descartado e as células
aderidas foram consideradas macrofagos. Foi colocado, entdo, S0uL de meio de cultura em

cada um dos pocos.

Os peptideos foram diluidos diferenciadamente, de acordo com a atividade
hemolitica verificada. Os peptideos 1 ¢ 5 foram utilizados nas concentragdes de 0,78 uM a
50uM, os peptideos 2 e 4 de 0,78 uM a 25 uM, para o peptideo 6 apenas as concentragdes de
0,78 uM a 12,5 uM, enquanto que para o peptideo 9 todas as concentracdes utilizadas no
ensaio de atividade hemolitica foram mantidas. As dilui¢des seguiram o mesmo método:
dilui¢des seriadas com fator 2, de forma que cada pogo com células recebesse 50 puL da
solugdo na concentracdo desejada, sempre diluido em agua, totalizando 100 pL de solugdo por

poco. A placa retornou a estufa por mais 24 h.

Apos esse periodo de incubagdo dos macréfagos peritoneais estimulados com os
peptideos, o sobrenadante de cada um dos pogos foi recolhido e armazenado a -20° C. As

células aderidas foram lavadas 3 vezes com PBS. Por ultimo, 100 uL de PBS foram colocados
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nos pocos e depois foi adicionando 15uL de solugao de lise 10x, contida no kit Cytotox 96®
(Promega) e incubado por 45 min, segundo o protocolo do préprio fabricante para realiza¢ao
do ensaio de niimero total de células. A verificacdo da viabilidade celular foi feita por meio da
dosagem da enzima citoplasmatica lactato desidrogenase (LDH), que ¢ liberada no meio extra
celular apenas quando ha ruptura da membrana plasmatica. Entdo, foram recolhidos 50uL de
cada pogo apos a lise das células e transferidos para uma placa de 96 pogos, de fundo chato e
50uL do substrato foi adicionado em cada pogo. Apos 30 min, colocou-se 50uL da solugdo de
parada e foi feita a leitura em um espetrofotdmetro no comprimento de onda de 490 nm.
Como a coloracdo observada ¢ proporcional a quantidade de células lisadas, nesse caso, a
intensidade de cor vista ¢ proporcional a quantidade de células que restaram no pogos apos as

lavagens.

O percentual de viabilidade foi gerado a partir da formula:

% Citotoxicidade= (DOs) / (DO ) x 100,
100

b

sendo “DOs” a densidade optica da amostra e “DO10o” a densidade Optica do controle

positivo para a viabilidade celular (células nao estimuladas, viaveis).

5. Teste da capacidade microbicida

Para verificar a capacidade microbicidas dos peptideos para o Cryptococcus
neoformans, o experimento foi conduzido da seguinte forma: Uma coldnia tinica da cepa H99,
cultivada em Sabouraud dextrose agar (SDA), foi colocada em um recipiente estéril, contendo
o meio caldo Sabouraud dextrose (SD) e incubada a 37° C, sob agitacdao por 24h a 48h. Apos
o periodo de crescimento, esse microrganismo foi centrifugado em um tubo falcon de 50 mL,
a 2500 rpm, por 5 min e o seu sobrenadante descartado. Entdo o pellet ressuspendido em 25
mL de tampao fosfato-salino (PBS), estéril. Essa lavagem foi repetida mais duas vezes. Apos

descartar o sobrenadante pela ultima vez, o pellet foi ressuspendido em meio RPMI-1640,
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sem bicarbonato de sddio, com adicio de MOPS. Uma aliquota foi corada com azul de Tripan
e analisada no contador de células automatico Luna Cell Counter® (Logos Biosystems). O
inéculo foi ajustado a uma concentragdo de 2x10* cél/mL.

Os peptideos foram diluidos em uma concentragao estoque de 500 uM para os
experimentos. Trés deles foram utilizados em concentragdes de 0,78 uM a 100 uM, sempre
geradas a partir de diluicdo seriada com fator 2, em dgua destilada estéril, em placas de 96
pocos. Os demais foram diluidos a partir das concentracdes do MICq, previamente
determinadas (dados ndo apresentados), como mostra a tabela a seguir (Tabela 1). Cada pogo
continha 50 pL da mistura de peptideo ao final da diluigdo. Foram adicionados 50uL do

in6culo na concentragao ajustada e a placa foi incubada a 37° C, sob agitacao por 24h e 48h.

Tabela 1: Minima concentracao inibitoéria dos peptideos 2, 4 e 6. Resultados nado
publicados, cedidos gentilmente pela mestranda Fernanda Costa, do programa de
Biologia Molecular da UnB.

Peptideos MIC
2 19,9 (17,5 a 22,5)
4 27,3 (22,1 a 35,0)
6 6,0 (5,5 a6,6)

Ap0s o periodo de incubagdo, o meio de cultura de cada um dos pogos foi diluido
mil vezes e 100 uL dessa dilui¢do foi plaqueado em SDA. As placas foram incubadas a 37° C
por 48h para que entdo fosse feita a contagem das unidades formadoras de colonia (CFU) e

determinada a minima concentragao letal dos peptideos para o C. neoformans.

6. Teste de capacidade microbicida de macréfagos estimulados.

Nesse ensaio, assim como descrito para o teste de atividade citotoxica em
macrofagos murinos, as c€lulas foram obtidas por meio de lavado peritoneal, apos 4 dias de
estimulo com tioglicolato a 4%. Essas células passaram pelo mesmos procedimento desse

ensaio, porém foram ajustadas para a concentra¢do de 10° células/mL e 100uL dessa mistura
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foi colocada em cada poco de uma placa de 48 pogos. Apds o periodo de 24 horas de adesdo,

o sobrenadante foi descartado e as células aderentes consideradas macréfagos.

Foi preparado um inoculo de Cryptococcus noformans, de cepa H99, obedecendo
o mesmo procedimento utilizado no teste da capacidade microbicida, contendo 2 x 106
células/mL, opsonizado com o anticorpo 18B7 (5ug/mL) (gentilmente cedido pelo Dr. Arturo
Casadevall, AECOM/EUA), no mesmo meio de cultura utilizado para os macrofagos. A cada
um dos pogos da placa contendo macrofagos, foi adicionado 100 pL desse indculo e a placa
foi armazenada em estufa imida a 37° C com 5% de CO, por 1h. Passado esse tempo, a placa
foi lavada com PBS duas vezes, para remover os fungos aderidos e ndo internalizados, e uma

vez com PBS mais fluconazol a 20 ug/mL.

Os peptideos, assim como no ensaio descrito anteriormente, foram diluidos
diferenciadamente, agora de acordo com a atividade citotdxica para as células utilizadas. Os
peptideos 1, 2 e 4 foram utilizados nas concentragoes de 0,78 uM a 25uM; o peptideo 5 de
0,78 uM a 12,5 uM; o peptideo 6 nas concentragdes de 0,78 uM a 6,25 uM; e para o peptideo
9, as concentragdes de 0,78 uM a 100 uM foram mantidas. As dilui¢cdes seguiram o mesmo
método: diluigdes seriadas com fator 2, de forma que cada pogo com células recebesse 50 uL

da solugdo na concentragdo desejada. A placa retornou a estufa até completar 24h.

O sobrenadante dos pogos foi recolhido e armazenado a -20° C e a placa foi
lavada com PBS 2 vezes e uma vez com PBS mais fluconazol a 20ug/mL, para a retirada do
fungo que cresceu no ambiente extra celular. As células aderidas na placa foram, entdo,
lisadas com uma solu¢do de dodecil-sulfato de sédio (SDS) a 0,05% em agua. O conteudo de
cada um dos pocos foi recolhido em eppendorffs e centrifugado a 2500 rpm por 5 min. O

sobrenadante foi descartado e o pellet ressuspendido em 38,75 uL de PBS.

Para verificagcdo da viabilidade dos fungos internalizados pelos macréfagos e para
ser possivel fazer uma comparacdo da atividade dos pepetideos, foi utilizado o 2H-
Tetrazolium, 2,3-bis(2-methoxy-4-nitro-5-sulfophenyl)-5-[(phenylamino)carbonyl]-hydroxide
(XTT), que verifica a viabilidade celular em funcdo do potencial redox: o processo de
respiracdo celular converte o XTT em cristais de formazan na coloragdo laranja, que sdo
soliveis em agua. Para isso, o pellet dos eppendorffs que foi ressuspendido em 38,75 uL de

PBS foi transferido para uma placa de 96 pogos e foram acrescentados 10uL. de XTT a 1mg/
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mL e 1,25 pL de menadiona a 10 mM em cada um dos pocos. Essa placa foi, incubada em
uma estufa umida a 37° C, com 5% de COa, por 4h, protegido da luz. Passado esse periodo, a

placa foi lida em um espetrofotometro com comprimento de onda de 450 nm.

O percentual de vibilidade das das leveduras foi determinada por meio da

equagao:

% Viabilidade = (DOs - DOo) / (DO - DOy) x 100,
100

sendo “DOs” a densidade optica da amostra, “DO10” a densidade optica do controle positivo
de viabilidade (leveduras obtidas a partir do lisado de células que ndo receberam nenhum
tratamento posterior a fagocitose) e “DO¢” € o controle negativo de viabilidade (obtido a

partir do lisado de células que nao foram infectadas com o C. neoformans).

7. Dosagem de citocina

A citocina utilizada como marcador de atividade pro-inflamatoria ¢ o fator de
necrose tumoral alfa (TNF-a). Esta foi dosada nos sobrenadantes armazenados a -20° C, como
descrito nos experimentos de teste de capacidade microbicida de macrofagos estimulados e de
teste de atividade citotdxica em macrdfagos murinos. Os sobrenadantes foram descongelado a
temperatura ambiente e dosados utilizando-se o método enzyme-linked immunosorbent assay
(ELISA), com o kit para essa citocina da R&D Systems®, seguindo as orientagdes do

fabricante.

Brevemente: uma placa de 96 pogos para ELISA foi sensibilizada com o anticorpo
de captura e, apos 12 horas, ela foi lavada com uma solucao de PBS com 0,05% de Tween e
os anticorpos foram bloqueados com solucdo de bloqueio para diminuir ligagdes nao
especificas. A amostra foi adicionada, incubada por um periodo de 2 h e, passado esse tempo,
a placa foi lavada novamente. Um segundo anticorpo (anticorpo de detecgdo) foi adicionado,
a placa foi incubada a temperatura ambiente por mais 2 h e passou mais uma vez pelo

processo de lavagem. Nesse momento, adicionou-se o substrato da enzima conjugada ao
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anticorpo de detecg¢do e a placa foi novamente incubada por 30 min. Depois desse tempo,
adicionou-se a placa a solug¢do de parada para a reacdo e, entdo, realizou-se a leitura em um

espectrofotometro no comprimento de onda de 540 nm.

Os resultados foram obtidos a partir da comparagdo das leituras com uma curva

feita com concentragdes conhecidas, feita na mesma placa onde as amostras foram dosadas.

8. Dosagem de 6xido nitrico

A dosagem de o6xido nitrico (NO) foi feita segundo o método de Griess, um
método colorimétrico que ¢ capaz de identificar e quantificar a presenca de NO2- em amostras

biologicas por meio da leitura em um espetrofotdmetro, no comprimento de onda de 540 nm.

Brevemente, 100 pL. das amostras foram depositadas em uma placa de 96 pocos,
juntamente com uma curva de concentragdes conhecidas. A esses pogos foi adicionado um
volume igual da solu¢do de Griess (Sufanilamida 1%, diluida em 5% de H3POs4 e
naphthylethylenediamine dihydrochloride - NEED 0,1%, diluido em agua destilada) e apos 5

min a 10 min a placa foi lida em um espectrofotometro no comprimento de onda de 540 nm.

Os resultados foram obtidos a partir da comparagdo das leituras com uma curva

feita com concentragdes conhecidas, feita na mesma placa onde as amostras foram dosadas.

9. Teste de atividade citotoxica em monocitos humanos.

Neste ensaio, as células de linhagem imortalizada THP-1, [THP1] (ATCC®
TIB-202™) uma linhagem de monocitos humanos, foram cultivadas em meio RPMI-1640
suplementado com bicarbonato de sddio e soro fetal bovino (SFB) a 10%, em uma estufa
umida a 37° C, com 5% de COs. Essas células foram centrifugadas a 300 g por 5 min e
ressuspendidas em meio RPMI-1640, suplementado como descrito acima, ¢ uma aliquota foi

corada com azul de Tripan e para ser contada no contador de células automatico Luna Cell
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Counter® (Logo Biosystems). As células foram ajustadas para a concentragdo de 4x10°

células/mL, para que houvesse 2x103 células/pogo em uma placa de 96 pogos.

Os peptideos, foram utilizados em concentracdes de 0,78 uM a 100 uM, sempre
geradas a partir de diluicdo seriada com fator 2, como j& descrito. Cada pogo continha 50 pL
da mistura de peptideo ao final da diluigdo. A esses pogos, foram adicionados 50 pL da

mistura de células e essa placa foi incubada na mesma estufa de crescimento das células, por

24h.

Para verificar a viabilidade celular, foi conduzido um ensaio colorimétrico com o
brometo de [3(4,5-demetiltiazol-2-i1]-2,5- difeniltetrazolium (MTT). Esse método baseia-se
na capacidade das células viaveis intactas reduzirem o sal de tetrazolio por agdo de enzimas
succinato desidrogenasse, mitocondriais ou citoplasmaticas. Para isso, foram adicionados, em
cada um dos pogos da placa. MTT o suficiente para que houvesse uma concentragdo de 500
ug/mL. A placa voltou a ser incubada na estufa por 4h. Uma vez reduzido a cristais de
formazan, o MTT torna-se insolivel e com coloragdo purpura no meio de cultura. A placa
utilizada no experimento de viabilidade foi centrifugada a 300 g por 5 min para a
sedimentacao desses cristais e o sobrenadante foi recolhido. Os cristais foram dissolvidos em
dimetilsulfoxido (DMSQO) para a sua mensuragdo por meio de espectrofotometria, com o

aparelho ajustado para fazer a leitura a 540 nm.

O percentual de viabilidade foi determinado segundo a seguinte equacao:

% Viabilidade = (DOs - DOo) / (DO - DOy) x 100
100

sendo “DOs” a densidade optica da amostra, “DO100” a densidade 6ptica do controle positivo
de viabilidade (células THP-1 cultivadas em meio RPMI com 10% de SFB) e “DO¢” ¢ o
controle negativo de viabilidade (poco contendo apenas o meio de cultura utilizado no

ensaio).
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10. Modelagem da estrutura molecular dos peptideos.

Para essas analises, foram utilizadas ferramentas online de banco de dados de
proteinas: Uniprot, Blast e RCSB PDB. Para o calculo da provavel estrutura tridimensional,
baseado nos tipos de residuos de aminoacido formadores da molécula foi utilizado o, NPS@:

Network Protein Sequence Analysis, com acesso pelo site http:/npsa-pbil.ibcp.fr. Os

programas Modeller 9.12, mantido pela Ben Webb, ¢ VMD 1. 9. 1, desenvolvido pela

National Institutes of Health (NHI), foram utilizados para modelagem das moléculas.

11. Analises estatisticas

Todas as andlises estatisticas foram realizadas no programa Graphpad Prism®,
versao 6.0, utilizando o método 2way ANOVA, para multiplas comparacdes. O resultado foi

considerado significativo quando p < 0,05.
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V. Resultados

Para averiguar a possibilidade de utilizar os peptideos in vivo, testes preliminares
de toxicidade, como os de capacidade hemolitica e de citotoxicidade para células de
mamiferos, foram realizados para todos os peptideos utilizados no trabalho.

Para a testar a capacidade cada um dos peptideos de causar hemodlise em
eritrocitos humanos cada uma dos peptideos foi colocado em contato com uma suspensao de
hemacias em meio fisiologico. As concentracdes de cada um dos peptideos que se mostraram
incapazes de causar hemolise acima de 50% foram utilizadas como ponto de corte para os
demais experimentos com células de mamiferos.

Além do teste preliminar de atividade hemolitica, os peptideos foram testados
quanto ao seu potencial citotoxico para macrdfagos peritoneais de camundongos, coletados 72
h apds a inje¢do intraperitoneal de tioglicolato a 4%, e mantidas em estufa imidaa 37°C e 5
% de COaz. Essas células foram utilizadas para o experimento 24 h apds serem coletadas. O
percentual de 50% de viabilidade celular, apds 24 h de estimulo com cada um dos peptideos
testados, também foi utilizado como critério para que se pudesse considerar as concentragdes
de cada um dos peptideos como adequadas para a possibilidade da utilizagdo in vivo. Como
um teste complementar, foram utilizadas células de linhagem imortalizada derivadas de
mondcitos humanos (THP-1) para a avaliagdo da viabilidade celular depois dessas células
serem estimuladas por 24 h com o peptideo 1 ou com o peptideo 5.

A observagao dos resultados das interacdes dos peptideos testados com as células
de mamiferos ndo se restringiram a capacidade citotoxica para essas células. Como peptideos
com potencial antimicrobiano também poderiam interagir com as células do sistema
imunoldgico, a producdo de citocinas por macr6fagos murinos na presencga dos peptideos foi
averiguada para a confirmacdo da hipdtese do potencial modulatdrio dos peptideos utilizados
nesse trabalho. Para isso, foi feita a dosagem da citocina fator de necrose tumoral-a (TNF-a) e
de oxido nitrico (NO) com o intuito de avaliar a ativacao da célula e perfil pro-inflamatoério.

Por fim, experimentos para observar a capacidade microbicida dos peptideos
também foram conduzidos. Os testes de citotoxicidade para o Cryptococcus neoformans teve
como objetivo julgar a eficiéncia dos peptideos na diminui¢ao carga fingica in vitro. Nesses

testes, foram observados os resultados das interagdes diretas entre o C. neoformans e cada um
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dos peptideos, colocados em contato por 24h e 48h. Além disso, como as sequéncias testadas
poderiam ter acdo na alteracdo da capacidade celular de eliminar o patéogeno (referéncia?),
foram observados os resultados das interagdes indiretas entre os peptideos e o fungo, uma vez
que o contato dos peptideos seria com macréfagos que continham leveduras internalizadas.
Quatro dos peptideos testados tem sequéncia de aminodcidos muito proéximas: os
peptideos 1, AP2p, 4 e 5; e embora a diferenca de suas sequéncias ndo ultrapasse o numero de
trés residuos de aminoacidos, os resultados encontrados apresentaram diferencas em relagao a
todos os parametros testados. Em um primeiro esfor¢o para entender as diferentes agdes dos
peptideos, principalmente entre o peptideo 1 e o peptideo 5, que possuem sequéncias de aa.
muito similares, foram avaliados modelos das possiveis hélices, que auxiliariam na
compreencao de algumas diferencas estruturais e utiliza-las para especular algumas das agdes

dos peptideos 1, 5 e 6.

1. Peptideo 1

Na avaliagdo da capacidade de causar a lise de eritrocitos humanos, o peptideo 1
causou um percentual de hemolise abaixo de 50% até concentragao de 50uM (Fig. 1 A). Isso
indica a possibilidade de utilizacdo desse peptideo in vivo, quando baseando-se apenas nesse
critério. Portanto, o teste seguinte, de capacidade citotoxica, foi realizado utilizando-se apenas
concentragdes de 50 uM ou menores.

No teste de citotoxicidade para macréfagos murinos, as células foram estimuladas
com concentragdes do peptideo 1 que variaram de 0,78 uM a 50uM (Fig. 1 B). Apenas nas
concentragdes até 25 uM foi observado um percentual acima de 50 % de viabilidade (Fig. 1
B). A citotoxicidade do peptideo 1 também foi testada para uma linhagem de mondcitos
humanos: as células THP-1. Essas células apresentaram uma maior resisténcia ao peptideo
que os macréfagos murinos, mantendo a viabilidade celular acima de 50% nas concentragdes
até 50 uM. Nesse teste, foi observada, ainda, uma diferenca significativa da viabilidade entre
a concentracao de 100 uM e de 50 uM (Fig. 2 E).

No teste de atividade microbicida direta, as concentracdes utilizadas foram de

12,5 uM a 100 uM (Fig. 1 C). Apds ambos os periodos, a contagem de unidades formadoras
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de colonia mostrou que nenhuma das concentracdes testadas foi capaz de reduzir
significativamente a contagem de coldnias (Fig. 1 C). Sendo assim, o peptideo 1 ndo
demonstrou atividade microbicida relevante.

Os macrdéfagos murinos foram estimulados com o peptideo 1 por 24 h nas
concentragdes de 0,78 a 50 uM para que fosse feita a dosagem da citocina TNF-a e da espécie
reativa de nitrogénio. Nesse teste, foi observado que ha uma queda significativa na producao
de TNF-a, a partir da concentragdo de 12,5 uM. Além disso, mesmo na presenca de
lipolissacarideo (LPS), que ¢ um forte indutor da produ¢do da citocina, o peptideo 1, na
concentragdo de 12,5 uM, foi capaz de reduzir a producao de TNF-a, quando comparado com
a célula estimulada somente com LPS (Fig. 2 A). Entretanto, a produ¢dao de NO se manteve
baixa em todas as concentragdes. Isso mostra que o peptideo nao induz mudanga na producao
de NO, porém ¢ capaz de inibir a produgdo de TNF-a.

Por ultimo foi feito um ensaio de fagocitose com os macrofagos e, depois, essas
células com o C. neoformans internalizado foram submetidas ao estimulo com o peptideo 1
por 24 h. A viabilidade das unidades formadoras de colonia fagocitadas foi averiguada.
utilizando XTT. Aparentemente, a quantidade de propagulos fingicos viaveis diminuiu
conforme houve aumento da concentragdo do peptideo, porém, diferenca significativa so
apareceu entre as concentragdes 25 uM e 1,56 uM (Fig. 2 C). A partir do sobrenadante desse
ensaio, foi dosada a citocina TNF-a e o resultado mostrou que ndo ha diferenca na produgao
da citocina nas células estimuladas com os peptideos, quando essas dosagens sdo comparadas
com as das células ndo estimuladas com os mesmos (Fig. 2 D).

O modelo dessa molécula mostra que ela ¢ uma hélice anfifilica, com uma face
polar e outra apolar (Fig. 13 B e C), com um ponto de quebra no meio da sequéncia (Fig. 13

D).
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Figura 1. Resultados obtidos a partir dos testes com o peptideo 1.

O percentual de hemolise, causado pelo peptideo 1, mostrando a diferenga significativa entre as
concentracdes de 100 uM e 50 uM (A); O percentual de viabilidade dos macrofagos murinos e
células THP-1, ambos os tipos celulares estimulados por 24 horas pelo peptideo 1, mostrando, para o
primeiro, que além da diferenca estatistica entre as concentragdes de 50 e 25 uM, apenas a
concentracdo de 25 puM atinge o percentual minimo de viabilidade para que o peptideo seja
considerado ndo toxico, e, para o segundo, o percentual de viabilidade das células apresentou
diferenca significativa entre as concentragoes de 100 uM e 50 uM, com percentual de viabilidade
acima de 50 % apenas nessa segunda concentracdo (B); a contagem de unidades formadoras de
colonias de Cryptococcus neoformans, que permaneceram viaveis apds o tratamento com o peptideo
por 24 h e 48 h (C); avaliacdo da capacidade imunomodulatdria, com a dosagem de 6xido nitrico (D)
e de TNF-a, em células infectadas com o C. neoformans e nao infectadas (E). Dado ndo disponivel
(ND). Valor de p < 0,05 (*).



DSC ccccchhhhhhhhhhhh
MLRC cccccchhhhhhhhecoeo
PHD cccchhhhhhhhhhheeo
Sec.Cons. ccccchhhhhhhhhheeo

Sequence length : 17

Sec.Cons. :

Alpha helix (Bh) : 10 is 58.82%
30 helix (Gg) : 0 is 0.00%
Pi helix (Ii) : 0 is 0.00%
Beta bridge (Bb) : 0 is 0.00%
Extended strand (Ee) : 0 is 0.00%
Beta turn (Tt) : 0 is 0.00%
Bend region (Ss) = 0 is 0.00%
Random coil (Cc) = 7 is 41.18%
Ambigous states (?) : 0 is 0.00%
Other states : 0 is 0.00%

Figura 2. Modelo proposto de estrutura secundaria para o peptideo 1.

(A) em laranja, a estrutura predita dos residuos de aa. que formam hélice; (B) Face
hidrofilica da molécula (em verde); (C) face hidrofobica d a molécula (em cinza); (D)
residuos de glicina justapostos, formando ponto de fragilidade da hélice, (E) ponta positiva
da molécula (em azul).
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2. AP2p

No teste de hemolise com o peptideo AP2p, observou-seque as concentragdes até
25 uM poderiam ser consideradas seguras, ndo causando lise em mais de 50 % dos eritrocitos
(Fig. 3 A). A concentragdo de 25 uM passou a ser, entdo, a concentragdo limite para os demais
experimentos com células de mamiferos. Essa mesma concentragdo do peptideo permitiu mais
de 50 % de viabilidade para os macrofagos murinos utilizados no teste de citoxicidade (Fig. 3
B). Nem essa nem as concentragdes menores deste peptideo foram capazes de induzir ou
reduzir significativamente a producdo de TNF-a ou a producdo de NO (Fig. 4 A e B).
Portanto, esse peptideo ndo apresentou atividade modulatoria.

Com relacdo a capacidade microbicida do peptideo AP2p, o tratamento do
Cryptococcus neoformans com o peptideo foi avaliado através do teste de concentracio
inibitéria minima (MIC) e contagem de CFU. As concentragdo capazes reduzir 90 % o
crescimento do fungo foram a partir de 19,9 uM (Tabela 1). Sabendo que a capacidade desse
peptideo de inibir 90 % o crescimento do C. neoformans jé era alcangada na concentragdo de
25 uM, a contagem de CFU nos testes com o peptideo AP2p foi apenas para as concentragdes
de 3,12 uM a 25 uM. Foi observado que em 24 horas houve uma reducdo significativa na
viabilidade das leveduras nas concentragdes de 25 uM e 12,5 uM, quando comparamos ao
controle (Fig. 3 C). Entretanto, com 48 h de cultura, todas as concentragdes testadas
apresentaram capacidade de reduzir significativamente a viabilidade do fungo (Fig. 3 C).

Ao testar a capacidade microbicida indireta desse peptideo, foi observado que
nenhuma concentracao (partindo de 0,78 uM até 25 uM) foi capaz de induzir uma redugao
significativa da viabilidade fingica dentro das células(Fig. 4 C) ou de modular a producao de

citocinas pro-inflamatorias das células que haviam fagocitado as leveduras (Fig. 3 D).
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Figura 3: Resultados obtidos a partir dos testes com o peptideo AP2p

A figura mostra o percentual de hemdlise, causado pelo peptideo AP2p, apresentando-se 50 %
somente at¢ a concentragdo de 25 puM (A); o percentual de viabilidade dos macrofagos
estimulados por 24 horas com o peptideo AP2p (B); a contagem de unidades formadoras de
colonias que permaneceram vidveis apos o tratamento com o peptideo por 24 h e 48 h, mostrando
diferencgas significativas entre todos os tratamento com o peptideo e as células nao tratadas, no
tempo de 48 h (C); a viabilidade do fungo apos o ensaio de fagocitose, nos macrofagos
estimulados por 24 h com o peptideo (D). A figura mostra também os resultados dos testes de
imunomodulacao utilizando macrofagos murinos: o NO (E) e o TNF-a para células infectadas e
nao infectadas (F). Valor de p < 0,05 (¥). Dados nao disponiveis (ND).
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3. Peptideo 4

Os resultados do teste de capacidade hemolitica do peptideo 4 mostraram que a
concentracdo de 25 uM causou um percentual de hemolise significativamente menor que 50
% (Fig. 5 A). Embora a concentragdo de 50 uM tenha causado um percentual de hemolise
abaixo do limite estipulado (Fig. 5 A), a concentragdo mais baixa foi escolhida para os demais
experimentos pela sua significancia estatistica em relagdo ao limite de 50% de hemolise. A
toxicidade do peptideo 4 também foi testada para macréfagos. Nesse teste, foi observado que
as concentragdes até 25 uM ndo eram capazes de diminuir a viabilidade dos macrofagos
estimulados para um percentual menor que 50 % nas 24 h de cultura (Fig. 5 B). Observado
isso, foi verificado o seu potencial imunomodulatério para essas células, com a dosagem de
TNF-a (Fig. 6 A) e NO (Fig. 6 B). O peptideo 4 ndo foi capaz de modificar a producdo de
TNF-o ou de NO (Fig. 6 Ae B).

A concentracdo de 25 uM apresentou-se capaz de matar o C. neoformans em
relacdo ao controle experimental, em 24 h de cultura (Fig. 5 C). As concentragcdes mais altas
jé& haviam sido testadas para a determinag@o do MIC, onde o MIC90 foi de 25 uM (Tabela 1).
Entretanto, quando feita a contagem de CFU em 48 h, a concentracdo de 25 uM ou as mais
baixas ndo reduziram a quantidade de leveduras viaveis (Fig. 5 C).

Mesmo com os resultados negativos para a variagdo de producdo dos mediadores
pro-inflamatorios, ainda foi testada a capacidade de induzir a eliminagdo das leveduras
internalizadas pelas células, quando estas fossem estimuladas com o peptideo 4. Entretanto,
nenhuma das concentragdes testadas foi capaz de contribuir na eliminacdo do fungo
fagocitado pelos macrofagos, nem teve capacidade de alterar a producao da citocina TNF-a

por essas células (Fig. 6 C e D).
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Figura 4: Resultados obtidos a partir dos testes com o peptideo 4

A figura mostra os resultados obtidos a partir dos testes de atividade hemolitica e citotoxica para células
de mamiferos e de atividade fungicida para o C. neoformans: o percentual de hemolise, causado pelo
peptideo 4, mostrando o percentual de hemolise abaixo de 50 % até a concentragdo de 25 puM,
apresentando diferenga significativa entre essa concentragdo e a de 50 uM (A); o percentual de
viabilidade dos macrdfagos estimulados por 24 horas com o peptideo 4 (B);a contagem de unidades
formadoras de colonia ap6s o tratamento com o peptideo por 24 h e 48 h, mostrando diferengas
significativas apenas no tratamento com 25 uM do peptideo e as células nao tratadas, nas primeiras 24h
(O); a viabilidade do fungo ap6s o ensaio de fagocitose, nos macrofagos estimulados por 24 h com o
peptideo (D). A figura mostra também os resultados dos testes de imunomodulacao utilizando
macréfagos murinos: dosagem de NO (E); dosagem de TNF-a com células infectadas e ndo infectadas
(F); Dados nao disponiveis (ND). Valor de p < 0,05 (*).
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4. Peptideo 5

O peptideo 5 mostrou uma atividade bioldgica diferente das observadas para os
demais peptideos que possuem sequéncias parecidas com a sua. A concentragdo de 50 uM
teve capacidade hemolitica abaixo de 50 %, mas somente foi observada uma diferenga
estatistica entre as concentragdes de 50 pM e de 25 uM para a atividade hemolitica. Nao foi
observada diferenca estatistica entre as concentragdes 100 uM e 50uM nem entre 25 uM e as
diluigdes menores, mesmo sugerindo uma progressiva diminui¢do do percentual de hemolise
conforme as concentragdes eram menores (Fig. 7 A).

Em relacdo a capacidade citotdxica, dentre as quatro sequéncias com a estrutura
primaria bem proxima, o peptideo 5 foi o que apresentou maior citotoxicidade (Fig. 7 B),
mantendo um percentual acima de 50 % de viabilidade para os macroéfagos murinos apenas
nas concentracdes até 12,5 uM (Fig. 7 B). Esse teste foi realizado também utilizando células
THP-1. Essas células se mostraram viaveis nas concentragdes até 50 uM. Entretanto, uma
diferenca significativa na viabilidade dessas células foi observada entre a concentragdo de 50
uM e de 25 uM (Fig. 8 E).

Mesmo com uma maior toxicidade para as células de mamiferos, esse peptideo
ndo apresentou acdo microbicida direta relevante, mesmo na concentracdo mais alta testada
(Fig. 7 C). Ele também nao apresentou atividade microbicida indireta, ou qualquer indicativo
de reducao do percentual de leveduras vidveis apds 24h de estimulo no ensaio de fagocitose
(Fig. 8 C).

Embora esse peptideo e ndo tenha apresentado capacidade microbicida direta ou
indireta, os resultados do teste de imunomodulagao apenas com macrofagos se mostraram
promissores e proximos aos do peptideo 1. O peptideo 5 mostrou um significativo decréscimo
na produ¢do de TNF-a na concentragdo de 12,5 uM, ou nas concentragdes mais altas. Além
disso, se mostrou eficiente na diminuicado da produgdo dessa citocina, mesmo quando as
células foram estimuladas com LPS (Fig. 8 A). Entretanto, nas células que haviam
internalizado o fungo, esse peptideo ndo foi capaz de alterar o padrdo de producdo desta
citocina (Fig. 8 D). A producao de NO, assim como nos demais peptideos apresentados, nao

foi alterada na presenca do peptideo 5 (Fig. 8 B).
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O modelo da estrutura secundaria desse peptideo se apresentou como uma hélice
(Fig. 14 A), com uma face polar e uma apolar (Fig. 14 B e B), com uma das extremidades

possuindo residuos de aa. carregados positivamente, que poderiam servir como ponto de

ancoragem em membranas anionicas (Fig. 14 E).



42

A B
100+ 150- ’
=e= macrofagos
80+ 1254 ]’ = THP-1
[)
£ T 100+ T o
2 * S ——T
E * § ” % \_
404 ©
° S .
= r 2 50
20] //‘\I_‘/‘——‘
25+
C L] L] L] L] L] T T T c
°ooe e 3’1:,5 6’23 12,’55 :: %0 100 0,78 1,56 3,125 6,25 12,5 25 50 100
eptideo
rep I [Peptideo5 ], M
C D
15000- @ 150-
E24n §
£
B ug 1
2 100004 S 1004
X ;
E S
;
5 3 504
=
©
E
X 0
S P2 O SO APRe O 078 156 3,125 6,25 12,5
[Peptideos ], uM [Peptideo5 ], uM
10000+ F .
::zz [ néo infectados
1000 i E& infectados
7500+ i oo .
s € 300
z 5000~ g 250
o s 200
g 2000+ L ' I
= 1500+ 0

75 1
1000~ s
500 =l .
0 0

O B 0 O O P D O &
IR R XQQQ &

S O D M D P 2 O 92
ST 0F 0¥ VAT Y P \3Q S &
v [Peptideo 5], pM

[Peptideo5 ], pM

Figura 5: Resultados obtidos a partir dos testes com o peptideo 5

A figura mostra os resultados obtidos a partir dos testes de atividade hemolitica e citotdxica para células
de mamiferos e a¢do fungicida para o C. neoformans: o percentual de hemolise, causado pelo peptideo
5, apresentando diferenca significativa entre a concentragao de 50 uM e a de 25uM (A); o percentual
de viabilidade dos macrofagos estimulados por 24 horas com o peptideo 5, com mais se 50 % de células
vidveis na concentragdo de 25 pM ou mias baixas (B); a contagem de unidades formadoras de colonia
ap6s o tratamento com o peptideo por 24 h e 48 h, mostrando que ndo houve redug@o significativa do
numero de CFU para qualquer concentracdo em ambos os periodos (C) e a a viabilidade do fungo
fagocitado, quando ap6s a fagocitose, os macrdfagos murinos foram estimulados por 24 h com o
peptideo (D). A figura mostra também os resultados dos testes de imunomodulacdo com o peptideo 5:
dosagem de NO (E) e a dosagem de TNF-a do sobrenadante de células infectadas e ndo infectadas,
mostrando, nestas, a capacidade de inibigdo da produgdo da citocina, mesmo na presenca de LPS (F)
Valor de p <0,05 (*).
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DSC ccccchhhhhhhhhhhh
MLRC cccccchhhhhhhhecoeo
PHD cccchhhhhhhhhhheeo

Sec.Cons. ccccchhhhhhhhhheo

Sequence length : 17

MLRC :
Alpha helix (Bh) : 8 is 47.06%
3;p helix (Gg) : 0 is 0.00%
Pi helix (Ii) 0 is 0.00%
Beta bridge (Bb) : 0 is 0.00%
Extended strand (Ee) : 0 is 0.00%
Beta turn (Tt) : 0 is 0.00%
Bend region (Ss) = 0 is 0.00%
Random coil (Cc) = 9 is 52.94%
Ambigous states (?) 0 is 0.00%
Other states 0 is 0.00%

> L

Figura 6: Modelo proposto de estrutura secundaria para o peptideo 5.

(A) em laranja, a estrutura predita dos residuos de aa. que formam hélice; (B) Face hidrofilica
da molécula (em verde); (C) face hidrofobica da molécula (em cinza); (D) Posicdo da
fenilalanina em uma das extremidades com a extremidade oposta positiva (em azul); (E)
imagem evidenciando as duas PHE da molécula.
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5. Peptideo 6

Apresentando uma sequéncia bastante diferente dos peptideos ja citados nesta
secdo, o peptideo 6 foi aquele que apresentou o maior potencial microbicida direto. Com um
MIC90 de 6 (Tabela 1), este peptideo mostrou resultados significativos no ensaio de atividade
microbicida direta para ambos os tempos testados (Fig. 5 C). Na mesma concentragdo
necessaria para a atividade microbicida (6,25 uM), ndo foi observada uma citotoxicidade
importante para macrofagos peritoneias de camundongos, apresentando uma viabilidade de
aproximadamente 80% (Fig. 5 B).

Além de se mostrar muito eficiente na eliminacao das leveduras de C. neoformas,
esse peptideo foi capaz de infulenciar um modesto aumento da eficiéncia dos macrofagos para
a eliminagdo dos propagulos fungicos fagocitados (Fig. 5 F). Entretanto, esse peptideo nao foi
capaz de alterar o padrao de produgdo de TNF-a do tipo celular testado (Fig. 5 D e E),
incluindo-se as células com fungo fagocitado (Fig. 5 G).

Como esse peptideo apresentou uma importante atividade microbicida, na
tentativa de esclarecer essa sua acdo um modelo da molécula foi feito. Nesse modelo, o
peptideo se mostra como uma hélice (Fig. 15 A), com diversas regidoes polares e apolares
intercaladas e bastante carregado positivamente (Fig. 15 B, C e D). Além disso, ele apresenta
dois residuos bastante apolares em uma das extremidades, sugerindo que esse local pode ser
um ponto de forte interacdo ente esse peptideo e as membranas dos tipos celulares testados

(Fig. E).
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Figura 7: Resultados obtidos a partir dos testes com o peptideo 6

A figura mostra os resultados obtidos a partir dos testes de atividade toxica para células de mamiferos e
para o C. neoformans: o percentual de hemolise causado pelo peptideo 6 se manteve proximo ao limite
de 50 %, so apresentando diferenca significativa entre as concentragdes 6,25 pM e 1,56 uM (ou mais
baixas) (A); o percentual de viabilidade dos macrofagos estimulados por 24 horas se manteve alto em
todas as concentragoes testadas (B); a contagem de unidades formadoras de colonia ap6s o tratamento
com o peptideo por 24 h e 48 h mostrou diferenga significativa na concentragdo de 6,25 uM (C) e a
viabilidade do fungo fagocitado os macrofagos murinos foram estimulados por 24 h com o peptideo,
que apresentou diferenca significativa entre as concentragdes de 6,25 uM e 0,78 uM (D). A figura
mostra também os resultados dos testes de imunomodulagdo com o peptideo 6 mostrando: a dosagem
de NO (E) e a dosagem de TNF-a no sobrenadante de células infectadas e nao infectadas (F);Valor de
p <0,05 (¥).
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Sequence length : 26

Sec.Cons. :
Alpha helix (Bh) : 19 is 73.08%
310 helix (Gg) : 0 is 0.00%
Pi helix (Ii) 0 is 0.00%
Beta bridge (Bb) : 0 is 0.00%
Extended strand (Ee) : 0 is 0.00%
Beta turn (Tt) = 0 is 0.00%
Bend region (S=2) = 0 is 0.00%
Random coil (Cc) = 7 is 26.92%
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Figura 8:Modelo proposto de estrutura secundaria para o peptideo 6.

(A) em laranja, a estrutura predita dos residuos de aa. que formam hélice; (B) residuos positivos (em
azul) e hifrofilicos (em verde) intercalados na molécula; (C) face preferencialmente hidrofobica da
molécula (em cinza), ainda com alguns pontos hidrofolicos; (D) posi¢ao da molécula conde pode-se
ver as regides positivas, hidrofilicas e hidrofobicas intercaladas na molécula; (E) imagem
evidenciando as PHE da molécula.
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6. NDBP-5.6

O ultimo peptideo testado foi o NDBP-5.6. Esse peptideo ndo apresentou
capacidade hemolitica significativa mesmo para as doses mais altas, tendo o percentual de
hemolise quase zero para a concentragdo de 100 uM (Fig. 6 A). Sendo assim, para os demais
testes ainda foram utilizadas concentragdes de 0,78 pM a 100 uM.

Condizente com o resultado de hemolise, na concentracdo mais alta testada, os
macrofagos murinos estavam vidveis quase em sua totalidade 24h depois do estimulo com o
peptideo (Fig. 6 B). O NDBP-5.6 também ndo mostrou capacidade microbicida direta ou
indireta (Fig. 6 C e G) e nem qualquer alteracao significativa na producao de TNF-a , tanto
nas célula estimulada apenas com o peptideo como nos macréfagos com o Cryptococcus

neoformans internalizado previamente ao estimulo (Fig. 6 D e G) ou de NO (Fig. 6 E).
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Figura 9: Resultados obtidos a partir dos testes com o NDBP-5.6

A figura mostra os resultados obtidos a partir dos testes de toxicidade para células de mamiferos e para
o C. neoformans: o percentual de hemolise, causado pelo peptideo 9 (A); o percentual de viabilidade
dos macrofagos estimulados por 24 horas com peptideo 9 (B) a contagem de unidades formadoras de
coldnia apos o tratamento com o peptideo por 24 h e 48 h (C) e a viabilidade do fungo fagocitado (D).
A figura mostra também os resultados dos testes de imunomodulagdo com o peptideo 9: dosagem do
NO (E) e do TNF-a (F), a partir do sobrenadante da cultura de células infectadas e ndo infectadas.
Valor de p < 0,05 (*).
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VI. Discussao

AMPs sdo moléculas efetoras e regulatorias importantes da imunidade inata. Eles
estdo presentes em todos os organismos complexos (plantas, animais vertebrados e animais
invertebrados) e possuem um ampla gama de atividade que engloba a atividade microbicida
direta, a capacidade microbicida indireta (alterando padrdes das células e interagindo com
moléculas presentes no local de infecgdo) e a regulacao da resposta inflamatoria. Embora o
papel microbicida da lisozima ja fosse conhecido, a exploragdo do potencial dos AMPs ¢
recente, iniciando de fato nos anos 80, com a purificagdo dos peptideos P9A e PI9B, de
Hyalophora cecropia (Steiner, H. et al. 1981).

Os AMPs sdo, em geral, secretados pelas células responsaveis pela defesa de um
organismo, mas todas as células sdo potenciais produtoras dessas estruturas. Nos insetos, 0s
AMPs foram identificados como advindos dos corpos de gordura, uma estrutura
funcionalmente analoga ao figado humano (Landon, C. et al. 1997). Em artropodes que
possuem glandulas de veneno, ¢ possivel que AMPs, que sdo relacionados primordialmente
com a defesa do organismo contra patdogenos, estejam sendo expressos constitutivamente,
assim como acontece em vertebrados (Oguiura, N. et al. 2009).

Os peptideos derivados da peconha de insetos, ou at¢é mesmo de animais mais
derivados, como anfibios e serpentes, representam uma fonte promissora de novas estratégias
microbicidas pela sua interacdo direta com as bicamadas lipidicas, resultando na
desestruturacdo das membranas celulares e alterando a permeabilidade celular, além da
capacidade de alteragdo do metabolismo dos microrganismos, ocasionando sua eventual morte
(Brogden, K. 2005; Dai, L. et al. 2002).

Os AMPs podem ser divididos em trés classes: peptideos lineares sem residuos de
cisteina, normalmente com uma a-hélice anfipatica; peptideos que contém uma ou mais
pondes dissulfeto, que possuem estrutura de folha-p associada ou ndo com uma a-hélice; e
peptideos com estruturas irregulares de aa. ou ciclicas com anéis tio-éter (Epand, R. et al
1999). Os peptideos utilizados nesse trabalho ndo possuem residuos de cisteina e, segundo as
analises de bioinformatica feitas para trés deles, sao possivelmente hélices anfipaticas (Fig.

13, Fig. 14 e Fig 15).
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Na tentativa de compreender melhor as interagdes dos peptideos sintetizados a
partir da biblioteca de cDNA das glandulas de peconha das espécies Tityus obscurus, Tityus
serrulatus e Hadrurus gerstchi, foram feitos testes de atividade citotoxica para células de
mamiferos e para o fungo Cryptococcus neoformans. Além disso, foram avaliados os produtos
das interacdes desses peptideos com células do sistema imunolédgico.

Os peptideos 1, 4, 5 e 6 sdo encontrados na peconha de Tityus obscurus, € o
peptideo peptideo AP2p foi identificado em Tityus serrulatus. Dentre esses peptideos
encontrados nessas espécies do mesmo género, as sequéncias 1, 4, 5 e peptideo AP2p tem o
mesmo numero de residuos de aminodcidos e poucas variacdes entre suas estruturas
primarias.

No alinhamento das estruturas primdrias dos peptideos 1, 4, 5 e AP2p, feito
utilizando ferramentas virtuais, foi encontrada identidade entre esses peptideos e a
mucroporina € a imcroporina. Entre o peptideo AP2p e a mucroporina, foi encontrada 97% de
identidade. Esse peptideo ¢ extraido dos escorpides da espécie Lychas mucronatus e funciona
como um potente inibidor do crescimento de bactérias Gram-positivas, com limitada atividade
hemolitica (Dai, C. ef al. 2008).

Na tentativa de melhorar a performance da mucroporina, Dai C. e colaboradores
alteraram os aminodcidos da por¢do hidrofobica do peptideo por residuos de aa. mais
positivos, gerando o peptideo chamado Mucroporina-M1, que possui atividade inibitdria tanto
para bactérias Gram-positivas como para bactérias Gram-negativas, ¢ ¢ bastante eficaz contra
cepas de Staphylococcus aureus multiresistentes (MRSA) (Dai, C. et al. 2008). Isso
demonstra que poucas alteragdes nas sequéncias primarias dos peptideos podem gerar
diferencgas nos resultados das interagdes com microrganismos.

A imcroporina, por sua vez, possui alta similaridade com os peptideos utilizados
nesse trabalho e a mucroporina. Esse ¢ um peptideo catidonico encontrado no veneno da
espécie de escorpido Isometrus maculates que possui alta eficiéncia na eliminacao de
microrganismos multiresistentes, com atividade hemolitica moderada, porém com alta
toxicidade para as células SMMC-7721, uma linhagem imortalizada derivada de células
humanas do figado (Zhao, Z. et al. 2009). Tanto a mucroporina como a imcroporina tém alta
atividade microbicida para bactérias multiresistentes como a MRSA, quando comparados aos

farmacos tradicionalmente utilizados no tratamento da infec¢do por essa cepa. Entretanto,
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ainda ndao ha comparagdes entre atividade entre esses peptideos que possuem sequéncias com
alta identidade. Além disso, ndo ha dados relevantes sobre a sua atuagdo no contato com
fungos patogénicos como o Cryptococcus neoformans.

As poucas variacdes entre os peptideos 1, 4, 5 e peptideo AP2p se mostraram
importantes nas interagdes com as células testadas. Ja nos testes de capacidade hemolitica e
citotoxica foram observadas essas diferencas. No resultado das interagdes com os eritrocitos
humanos e com os macréfagos murinos, cada um dos peptideos mostraram capacidade
hemolitica distinta (Fig. 1 A, Fig. 3 A, Fig. 5 A, Fig. 7 A). Esse mesmo fenomeno foi
observado também nos testes de viabilidade celular com macrofagos murinos (Fig. 1 B, Fig. 3
B, Fig. 5 B, Fig. 7 B) e com mondcitos humanos (Fig. 2 E e Fig. 8 E). Essas diferengas nos
resultados das interagdes entre cada um desses peptideos com as células de mamiferos
testadas pode ocorrer devido as diferencas nas estruturas secundarias e as alteracdes que a
troca de alguns residuos de aa. podem causar nas cadeias (Fig. 13 e Fig. 14).

As diferencas entre os resultados obtidos com a utilizacdo desses peptideos que
sdo semelhantes entre si prosseguiram. A atividade microbicida foi observada como
estatisticamente significativa apenas para o peptideo 4 e para o peptideo AP2p. O peptideo 4
se mostrou capaz de reduzir significativamente a quantidade de unidades formadoras de
coldnias na concentracdo de 25 uM. Entretanto, no tempo de 48 h isso ndo foi observado. A
contagem de CFU no tempo de 48 h foi semelhante a contagem do controle (Fig, 1 C).

Nao ¢ possivel afirmar se a atividade do peptideo 4 ¢ fungicida ou fungistatica,
porém esse resultado sugere que a diferenga ente os tempo se deve a uma atividade apenas
fungistatica. As leveduras colocadas inicialmente na placa poderiam ter o seu crescimento
controlado, mas permaneceram viaveis e, por algum motivo que ainda nao ¢ claro, o peptideo
4 deixou de ser eficiente no controle da proliferacdo do fungo. Dessa forma, as unidades
formadoras de colonia podem ter sido capazes de retomar o seu crescimento. Nao houve
diferenca entre os dois tempos em relacao a proliferacdo das leveduras, possivelmente, porque
com 48h de cultura, o fungo atinge a sua fase estacionaria. Nesse tempo, ¢ possivel que as
células fungicas estimuladas pelo peptideo 4 tenham sido capazes de retomar o seu
crescimento, entrando na fase exponencial e chegando a um nimero de leveduras equivalente
ao das células ndo estimuladas, uma vez que na fase estacionaria o crescimento fungico ¢

limitado.
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O peptideo AP2p, apesar de também ter apresentado capacidade microbicida,
induziu um comportamento diferente do peptideo 4. Apds 24 h de contado com o fungo, as
concentragdes de 25 uM e de 12,5 uM foram capazes de reduzir significativamente a
contagem de CFU (Fig. 1 C). Além disso, quando foi feita essa contagem com 48 h de contato
entre o fungo e o peptideo AP2p o ntimero de colonias aumentou para todas as concentragdes.
Mesmo tendo apresentado um aumento da contagem de coldnias em relagdo a contagem de
24h, todas as concentracdes geraram queda significativa de CFU em relagdo ao controle (Fig.
1 C). Isso sugere que esse peptideo pode ter acdo fungicida nas concentragdo mais altas e
fungistatica nas concentragdes menores, por ndo haver proliferacdo das leveduras em niveis
suficientes para se igualar ao controle em 48 h de cultura.

Nao foi explorada extensivamente a razdo pela qual o peptideo 4 e o peptideo
AP2p apresentaram comportamentos diferentes nos dois tempos de cultura. Uma
possibilidade ¢ que em um primeiro momento eles sejam mais eficientes por manterem a sua
estrutura secundaria. Com o passar do tempo, esses peptideos, na presenca do fungo, podem
ter perdido a sua estrutura secundaria, limitando, assim, a capacidade de interagir com as
células como era possivel no inicio do tratamento.

Alguns peptideos como o TsCT, o IsCT2, o IsCTf e o IsCT2f, t€ém alta homologia,
porém apresentam capacidades microbicida e hemolidica distintas. O IsCT e o IsCT2 tém
capacidade microbicida para bactérias Gram-positivas e Gram-negativas e alta atividade
hemolitica. No entanto, os peptideos IsCTf e IsCT2f ndo apresentam capacidade microbicida
ou hemolitica. Esse dado pode ser explicado pela diferenca da estrutura secundaria nesses
quatro peptideos. O TsCT e o IsCT2 s@o peptideos de sequéncia curta, que forma uma o-
hélice anfipatica. A alteragdo da estrutura primaria do IsCTf e do IsCT2f impede a formagao
da a-hélice, mesmo em solucdo promotora da formacao de estruturas secundarias de peptideos
(Dai, L. et al. 2002). Isso demonstra que alteracdes de poucos residuos de aminoacidos na
sequéncia pode modificar a acao dos peptideos devido as mudangas estruturais.

A atividade microbicida indireta dos peptideos 4, 5 e peptideo AP2p ndo foi
importante para nenhuma concentragao testada. Entretanto, para o peptideo 1, a concentragao
de 25 uM apresentou diferenca significativa em relagdo a concentragdo de 1,56 uM. Além
disso, embora sO seja observada diferenca estatistica entre essas duas concentracdes, oS

resultados indicam que pode haver uma diminuicdo progressiva das leveduras internalizadas,
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conforme hd aumento na concentracdo do peptideo, indicando uma possivel capacidade
modulatéria desse peptideo. Entretanto, ndo houve alteragdo no padrdo da citocinaproduzida
pelos macrofagos murinos, além diminui¢do da producdo de NO, normalmente induzida pela
fagocitose do fungo.

A diversidade da acao dos quatro peptideos de estrutura primaria semelhantes ndo
se restringiu a capacidade citotoxica e antifingica deles. Dois desses peptideos testados
apresentaram atividade antinflamatoria. Os peptideos 1 e 5 foram capazes de reduzir
significativamente a produ¢do de TNF-a, mesmo nas células estimuladas com LPS, quando
comparadas com as células que ndo foram tratadas com o peptideo (Fig. 2 A e Fig. 4 A). Essa
inibicao da produgdo de TNF-a poderia se dar pela dimuig¢do da viabilidade que os peptideos
causam nas células. Entretanto, a concentracdo de ambos os peptideos que foi utilizada ao
testar a atividade inibitoria do peptideo 1 e do peptideo 5 permitiu mais de 80% de viabilidade
dos macrofagos murinos (Fig. 1 B e Fig. 3 B). Embora tenha sido observada a alteracao do
padrao de producdo do TNF-a, a produgdo de NO, que também ¢ um mediador pro-
inflamatorio, ndo foi alterada.

O peptideo 5 ¢ mais hemolitico e mais toxico para células de mamiferos que o
peptideo 1. A variagdo de poucos aminoacidos pode ser responsavel por esse efeito. A
conformac¢do das moléculas pode fazer com que o sitio de interacdo do peptideo com a célula
se altere. AMPs comumente sdo atraidos eletrostaticamente para as membranas e interagem
com as mesmas. Quando em baixas concentragdes, os peptideos se ligam paralelamente a
bicamada lipidica. Conforme ocorre aumento na concentragdo, os peptideos comecam a se
orientar perpendicularmente a membrana, adquirindo a capacidade de se inserir nela,
formando poros transmembrana (Brogden, K. 2005).

O peptideo 1 ¢é rico em residuos de glicinas (GLY), quando comparado com o
peptideo 5. A presenga dessas GLY gera um ponto de fragilidade no meio da molécula (Fig
13). Esse pode ser um fator importante para a diminui¢do da capacidade citotoxica desse
peptideo. A possibilidade de dobramento da molécula e a menor quantidade de residuos
hidrofébicos nas extremidades na molécula podem dificultar a formagdo das estruturas que
geram aumento da permeabilidade da célula de eventual lise das mesmas. Isso pode explicar a

capacidade citotoxica desse peptideo apenas nas concentragdes mais altas (Fig 1 B e Fig. 2 E).
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O peptideo 5 possui uma hélice mais estruturada, com dois residuos de PHE em
uma das extremidades. Esse aumento de residuos aromaticos com hidrofobicidade em uma
das pontas da molécula pode favorecer o contato vertical com a membrana celular, o que, por
sua vez, facilita a interacdo com as estruturas hidrofobicas da membrana. Os peptideos,
quando estdo em alta concentragdo na membrana tendem a se aglomerar, permitindo a
formacao de estruturas que aumentam a permeabilidade da membrana plasmatica, que levam
a lise das células (Brogden, K. 2005).

A concentragdo 12,5 uM dos peptideos 1 ¢ 5 permitem alta viabilidade celular
(Fig. 1 B e Fig. 3 B). A capacidade de inibi¢do da producdo de TNF-a, mesmo na presenga de
um forte indutor, foi significativa em relagdo as células estimuladas com LPS Esses dados
levam a crer que a atividade que o peptideo exerce na célula ¢ via receptores de membrana.
Mesmo o peptideo 5 possuindo algumas alteragcdes na sua estrutura primdria em relagdo ao
peptideo 1, ambos formam uma a-hélice, que deve manter o sitio de ligacdo dos peptideos
com o receptor intacto. Dessa forma, ambos sdo capazes de exercer o mesmo efeito inibitdrio
da produgdo da citocina.

O mecanismo mais simples de inibi¢do da producdo de TNF-a seria via ocupacao
alostérica do sitio de reconhecimento do TLR-4. Nesse caso, o peptideo estaria competindo
com o LPS pelo receptor, sem ativa-lo. Dessa forma, o reconhecimento e a ativagao da via de
producdo da citocina estaria reduzido. Entretanto, os peptideos 1 e 5 foram capazes de reduzir
a produgdo basal do TNF-a. Isso indica a possibilidade de haver interagdo com outros
receptores, que quando estimulados, podem ser capazes de inibir a via de ativagdo da
producdo dessa citocina.

Ja é conhecida a capacidade das defensinas e catalecidinas de interagir com
receptores das células (Hiemstra, P. 2006; Schauber, J. et al. 2008). Ambos os peptideos tem
capacidade quimiotatica, de indugdo de citocinas e de ativagdo do sistema complemento. A
catalecidina LL-37, por exemplo, atua em receptores quimioatrativos para neutrofilos e
eosinofilos, como FPRL1(receptor to tipo peptideo formil 1), no receptor EGFR (receptor de
fator de crescimento epidérmico) e em receptores purinérgicos (Hiemstra, P. 2006). Outro
exemplo ¢ o das defensinas hBDs. Essas defensinas estimulam a produ¢ao de citocinas e
quimiocinas pro-inflamatorias pelos queratindcitos pela via de sinalizagdo da proteina G e

PLC (fosfolipase C), além de mediar a migragdo e proliferacdo dos queratindcitos sob o
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controle da ativacdo de EGFR e dos fatores de transcricido STAT1 (transdutores de sinais e
ativadores de transcri¢do 1) e STAT3 (Niyonsaba, F, et al. 2007). E possivel que peptideos de
estruturas ou acao similares as defensinas e catalecidinas, encontradas em todos os animais
pluricelulares, sejam capazes de alterar os padrdes de ativagao de células de mamiferos, como
ja foi observado esse efeito para defensinas de plantas (Stotz, H. ef al. 2009).

O peptideo 6 e o NDBP-5.6, encontrado em animais da espécie Hadrurus
gerstchi, possuem sequéncias € numero de residuos bastante diferente entre si € dos demais
peptideos utilizados nesse trabalho. O primeiro ¢ formado por cerca de 10 residuos de
aminoacidos a mais que os peptideos 1, 4, 5 e Peptideo AP2p, enquanto o segundo possui
aproximadamente esse 0 mesmo niumero de residuos a menos.

O NDBP-5.6 ndo apresentou nenhuma atividade relevante para os testes realizados
nesse trabalho, enquanto o peptideo 6 teve uma alta capacidade microbicida. Este peptideo gerou
resultados bastante relavantes em relacdo a sua atividade microbicida necessitando de baixa
concentragdo para exercer papel antifungico. Na concentracdo de 6,25 uM ele foi capaz de
minimizar o nimero de CFU com 24 h de cultura (Fig. 9 C). Quando foi feita a contagem de
colonias onde foram plaqueadas as leveduras que tiveram o estimulo por 48h, foi observado
um aumento na quantidade de CFU, embora esse nimero ainda fosse significativamente
menor que o controle para essa concentragio. E possivel que, como especulado para os outros
peptideos, ele tenha perdido sua atividade e as leveduras que restaram na placa conseguiram
se proliferar.

Existe a possibilidade desse peptideo atravessar a capsula do Cryptococcus
neoformans e, assim, interagir com a membrana do fungo. Essa capacidade poderia explicar a
sua alta atividade microbicida, contrastante com os demais peptideos testados no trabalho.
Olhando para a estrutura secunddaria, esse peptideo possui uma hélice com varias regioes
positivas e areas hidrofobicas intercaladas com areas hidrofilicas. Além disso, assim como o
peptideo 5, ele tem duas PHE em uma das suas extremidades, que pode facilitar o seu ataque
as membranas, levando por fim a morte dessas células. Mesmo tendo caracteristica que
poderiam ser nocivas as células de mamiferos, na concentragdo de 6, 25 uM o peptideo 6 ndo
apresentou atividade citotdxica relevante nem atividade hemolitica exarcebada, se mostrando

como um possivel alvo para terapias contra a criptococose.
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O peptideo 6, além de mostrar alta citotoxicidade direta, foi capaz de mostrar uma
modesta influéncia na atividade microbicida indireta. Entretando, os testes nos quais foi
dosada a citocina produzida pelos macréfagos apds o estimulo com o peptideo 6
ndoapresentaram alteracdo do padrdo de producdo. Isso sugere que esse peptideo possui
alguma capacidade modulatoria para as células testadas, que ndo envolve a via de producao
das citocinas.

E descrito na literatura a capacidade sinérgica de AMPs. Essa sinergia possibilita a
acdo microbicida e imunomodulatéria amplificada dos peptideos, necessitando de menores
concentragdes e, assim, diminuindo a possibilidade dessas moléculas mostrarem atividade
citotoxica para o organismo hospedeiro (Serensen, O. et al. 2008). Todos os peptideos
testados neste trabalho tiveram o seu potencial analisado somente em testes realizados com
cada um, isoladamente. Os peptideos que tiveram acdo microbicida relevante ou
imunomodulatoria poderiam ter seus efeitos amplificados, caso esses peptideos atuassem em
sinergia. Nao foram feitos testes com os peptideos em conjunto, porém ¢ possivel que, em
sinergia, o potencial para a atuagcdo em infec¢des e doengas inflamatorias fosse amplificado,
tornando esses peptideos ainda mais interessantes como estratégia terap€utica para tais
doengas.

No caso da cryptococose, a possibilidade de termos um peptideo capaz de matar o
fungo agindo concomitantemente com outro capaz de induzir a diminui¢do da viabilidade das
leveduras internalizadas e regular o processo inflamatdrio, gera um potencial terapéutico para
a doenga causada por um fungo cujo sucesso terapéutico é bastante baixo quando se utiliza as

as terapias farmacologicas atuais.



57

VII.Conclusao e perspectivas

Ao longo do trabalho foram encontrados dois peptideos com acgdo
imunomodulatdria, sendo ambos antinflamatorios, um peptideo com agdo fungistatica e um
peptideo com agao fungicida.

A utilizagdo desses peptideos no controle de doencas fungicas, nas quais €
necessario um estimulo da célula para que ela seja capaz de eliminar o fungo fagocitado,
controlando a inflamagdo para que haja menores danos na regido afetada e a morte de
propagulos fungicos ndo fagocitados, € promissora, devido a acdo observada nesses peptideos.

Além disso, todas esses peptideos foram testadas isoladamente, nao possibilitando
a observacdo da capacidade sinérgica entre eles. A possibilidade de haver sinergia entre os
AMPs abre novas possibilidade para o desenvolvimento de estratégias terapé€uticas para
micoses e/ou doengas inflamatorias cronicas, que sejam embasadas na atuagdo desses
peptideos. Nesse contexto, a utilizacdo dos peptideos 1 e 6, devido a sua agdo
imunomudulatoria e microbicida, respectivamente, sdo alvos promissores para o tratamento

da criptococose.
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Resultados dos testes de capacidade microbicida direta.
Peptideo 1 (A); AP2p (B); Peptideo 4 (C); Peptiteo 5 (D); Peptideo 6 (E); NCPF (F). Valor de p< 0,05 (*).
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Resultados dos testes de capacidade microbicida indireta
Peptideo 1 (A); AP2p (B); peptideo 4 (C); peptideo 5 (D); peptideo 6 (E); NDBP-5.6 (F). Valor de p<0,05 (*)
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Resultados da dosagem de 6xido nitrico (NO).
Peptideo 1 (A); AP2p (B); peptideo 4 (C); peptideo 5 (D); peptideo 6 (E); NDBP-5.6 (F). Valor de p<0,05 (*)
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Resultados das dosagens de TNF-a
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Peptideo 1 (A); AP2p (B); Peptideo 4 (C); Peptiteo 5 (D); Peptideo 6 (E); NCPF (F). Valor de p< 0,05 (*).
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Anexo 7

Termo de Consentimento Livre e Esclarecido - TCLE

E! UNIVERSIDADE DE BRASILIA

Termo de Consentimento Livre e Esclarecido - TCLE

O (a) Senhor(a) esta sendo convidado(a) a participar do projeto Atividade de Peptideos
derivados da Pegonha de escorpidoes em Macrofagos Murinos: Avaliagdo da Sua Influéncia na
Resposta a Cryptococose.

O objetivo desta pesquisa ¢: avaliar o efeito hemolitico, microbicida e
imunomodulatério de peptideos sintetizados a partir da biblioteca de cDNA das espécies
Tityus serrulatus, Tityus obscurus € Hadrurus gertschi.

O(a) senhor(a) receberad todos os esclarecimentos necessarios antes € no decorrer da
pesquisa e lhe asseguramos que seu nome nao aparecera sendo mantido o mais rigoroso sigilo
através da omissao total de quaisquer informagdes que permitam identifica-lo(a)

A sua participagao sera através de doagdes de amostras sanguineas para os ensaios de
atividade hemolitica. Informamos que o(a) Senhor(a) pode se recusar a responder (ou
participar de qualquer procedimento) qualquer questdo que lhe traga constrangimento,
podendo desistir de participar da pesquisa em qualquer momento sem nenhum prejuizo para
o(a) senhor(a). Sua participacao ¢ voluntaria, isto €, ndo ha pagamento por sua colaboragao.

Os resultados da pesquisa serdo divulgados na Instituicdo Universidade de Brasilia
(UnB) podendo ser publicados posteriormente. Os dados e materiais utilizados na pesquisa
ficardo sob a guarda do pesquisador por um periodo de no minimo cinco anos, apos isso serao
destruidos ou mantidos na instituicao.

Se o(a) Senhor(a) tiver qualquer duvida em relagdo a pesquisa, por favor telefone para:
Dr(a).Anamélia Bocca, na UnB telefone: , no horario: 8 as 12h.

Este projeto foi Aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da Faculdade de
Medicina da Universidade de Brasilia. As diividas com relagdo a assinatura do TCLE ou os
direitos do sujeito da pesquisa podem ser obtidos através do telefone: (61) 3107-1918 ou do e-
mail cepfm@unb.br.

Este documento foi elaborado em duas vias, uma ficard com o pesquisador
responsavel e a outra com o sujeito da pesquisa.

Nome / assinatura

Pesquisador Responsavel
Nome e assinatura

Brasilia, de de




