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RESUMO

As alternativas comuns para o tratamento do cancer tém sido a quimioterapia e a radioterapia
apesar destas terapias destruirem celulas tumorais e ndo tumorais, sendo necessaria a busca
por novas alternativas. Entretanto, muitas novas moléculas também podem causar toxicidade
em células ndo tumorais, sendo necessarios seus encapsulamentos em sistemas de liberacdo
controlada. Uma das estratégias para a liberacdo controlada ¢ o uso de nanoparticulas com
composicdo e natureza variadas para confinar o composto. O presente estudo tem como
objetivo identificar peptideos com funcdo antitumoral a partir de bibliotecas de sequéncias
(EMBRAPA) de moléculas, encapsular os peptideos em nanoparticula contendo em sua
composicao quitosana e desenvolver um sistema de liberagcdo controlada em células tumorais.
Foram selecionados dois peptideos encontrados em anfibios (H-
ALWKDLLKNVGIAAGKAVLNKVTDMVNQ-OH e H-YIGWGYHDY-OH), um fragmento de
uma proteina supressora de metastase (H-FINKAGKLQSQLRTTVVAAAAFLDAFQKVA-NH,)
e um peptideo de veneno de abelha, como controle positivo (H-
GIGAVLKVLTTGLPALISWIKRKRQQ-NH,). Os peptideos foram sintetizados manualmente
pelo método da fase sélida e purificados em RP-HPLC. Tiveram pureza e identidade
molecular aferidas em espectrometro de massa MALDI-TOF/TOF e foram avaliados quanto a
eficacia e poténcia in vitro contra as linhagens de células tumorais B16F10, MCF7, HelLa e
HSG e contra a linhagem nédo tumoral de fibroblasto por meio de ensaio de viabilidade celular
(MTT). Foram escolhidos para os ensaios seguintes, um dos peptideos de anfibio e a linhagem
Hela, por este peptideo ter sido mais ativo sobre esta linhagem. Verificou-se que o peptideo
age sobre a membrana da célula e a mitocondrial hiperpolarizando-a. Em seguida, o peptideo
foi encapsulado pelo método de geleificacdo idnica. Obteve-se eficiéncia de encapsulamento
de 73 e 80% para nanoparticulas de quitosana e peptideo e as de quitosana, polietilenoglicol e
peptideo, respectivamente. As nanoparticulas mostraram-se polidispersas, com tamanho
médio de 100 a 200 nm, estabilidade coloidal excelente a moderada e de liberagdo controlada
lenta. Estas nanoparticulas foram pouco mais ativas sobre a linhagem tumoral HelLa do que o
peptideo livre, apesar de tendo o mesmo resultado sobre a linhagem ndo tumoral de
fibroblasto. Assim, este sistema foi eficiente no encapsulamento do peptideo podendo vir a

ser entregue a alvo especifico em estudos posteriores.



ABSTRACT

The common alternatives for the cancer treatment have been chemotherapy and radiation
therapies despite these therapies destroy tumor and healthy cells, being necessary to search for
new alternatives. However, many new molecules can also cause toxicity in non-tumor cells,
requiring their encapsulation in controlled release systems. One strategy for the controlled
release is the use of nanoparticles with varied composition and nature to confine the
compound. The present study aims to identify peptides with antitumor function from
sequence libraries (EMBRAPA) of molecules, encapsulate the peptides in nanoparticles
containing chitosan in its composition and develop a controlled release system in tumor cells.
We selected two peptides found in amphibians (H-
ALWKDLLKNVGIAAGKAVLNKVTDMVNQ-OH and H-YIGWGYHDY-OH), a fragment
of a metastasis suppressor protein (H-FINKAGKLQSQLRTTVVAAAAFLDAFQKVA-NH,)
and a bee venom peptide, as positive control (H -GIGAVLKVLTTGLPALISWIKRKRQQ-
NH;). The peptides were synthesized manually by solid phase method and purified by RP-
HPLC. Molecular identity and purity were measured in MALDI-TOF/TOF mass spectrometer
and were evaluated for efficacy and potency in vitro against B16F10, MCF7, HeLa and HSG
tumor cell lines, and against the healthy fibroblast cell line through cell viability test (MTT).
For all other experiments, it was chosen a peptide of amphibian and the HeLa cell line due to
the fact that this peptide was the more active against this cell line. It was found that the
peptide acts on the cell membrane and promote mitochondrial hyperpolarization. Then, the
peptide was encapsulated by the ionic gelation method. It was obtained efficiency of
encapsulation of 73 and 80% for peptide and chitosan, and chitosan, PEG and peptide
nanoparticles, respectively. The nanoparticles were polydisperse, with average size ranging
from 100 to 200 nm, exhibited excellent colloidal stability, and moderately slow and
controlled release. These nanoparticles were little bit more active on HeLa tumor cell line
than free peptide, despite the fact that had the same effect on healthy fibroblast lineage cells.
Thus, this system was efficient in encapsulating the peptide that may ultimately be delivered

to specific target in future studies.
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1.INTRODUCAO

1.1 CANCER
1.1.1 CARACTERISTICAS GERAIS

O céncer é ocasionado pela proliferacdo descontrolada de células levando ao acimulo
destas e a consequente formacdo de tumores, podendo realizar metastase e passar para tecidos
adjacentes (CARVALHO, 2006). Pode ser denominado de carcinoma quando tem inicio em
tecidos epiteliais ou de sarcoma quando tem inicio em tecidos conjuntivos (Instituto Nacional
de Cancer, 2008).

O céncer é um dos maiores responsaveis por causas de morte por doenca ho mundo,
sendo a segunda maior causa em paises desenvolvidos. Em 2005 foram descritos no mundo
58 milhdes de novos casos de cancer, dos quais 7,6 milhdes de pessoas morreram, sendo 70%
em paises pouco e moderadamente desenvolvidos, uma vez que nestes h& limitagdes no
diagndstico e progndstico da doenca (World Health Organization, 2008). No Brasil a taxa de
mortalidade no ano de 2007 foi de 10.346 para homens entre 20 a 50 anos de idade e 12.625
para mulheres com a mesma faixa etaria (Instituto Nacional de Cancer, 2010).

H& uma elevada incidéncia prevista de novos casos de cancer para 0s anos de 2010 e
2011 tanto para homens como para mulheres (Tabelal).

Tabela 1: Incidéncia de novos casos de cancer estimados para 0s anos de 2010 e 2011 no
Brasil (Instituto Nacional de Cancer, 2010).

Tipo de cancer Numero de Numero de casos ~ NuUmero de casos
casos em em homens totais
mulheres

Mama 49.240 - 49.240

Cervical 18.430 - 18.430

Prostata - 52.350 52.350

Pulméo 9.830 17.800 27.630

Estbmago 7.680 13.820 21.500

Cavidade oral 3.790 10.330 14.120

Melanoma 2.970 2.960 5.930

Total 91.940 97.260 189.200

Os custos com o tratamento atual do cancer sdo muito elevados, sendo que o estado

brasileiro vem gastando anualmente com internacdo hospitalar, quimioterapia e radioterapia
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em torno de 1,2 bilhdo, ja no setor privado, a empresa Unimed, gastou 35 milhdes nos ultimos
2 anos com tratamento de cancer (Instituto Nacional de Cancer, 2008). Apesar disto estes
tratamentos néo s&o tal eficazes devido a resisténcia do tumor as drogas utilizadas e ainda por
causarem diversos efeitos colaterais no pacientes, ja que a eficicia do tratamento pode variar
de acordo com a idade do paciente e com a localizacdo primaria do tumor (KLIGERMAN,
2001).

As alternativas mais comuns para o tratamento de cancer no Brasil e no mundo tém
sido a cirurgia, a quimioterapia e a radioterapia. Porém, estas intervencGes destroem
indistintamente células tumorais e ndo tumorais levando a efeitos colaterais como
desfiguracéo do paciente, alteracdes gastrointestinais e queda de cabelo (ALVES et al., 2004).

O desenvolvimento de novas terapias para o tratamento do cancer utilizando
biomoléculas tem sido favorecido pela compreensdo dos mecanismos apoptéticos que

ocorrem em células tumorais.

1.1.2 CANCER E APOPTOSE

A morte celular programada, conhecida como apoptose, ocorre para eliminacdo de
células garantindo, assim, a manutencdo do desenvolvimento dos seres vivos. Algumas
alteracdes morfoldgicas ocorrem durante o processo de apoptose nas células, sendo elas a
perda da aderéncia com a matriz extracelular e a células vizinhas, a condensacdo da
cromatina, a fragmentacdo do DNA e a formagdo de corpos apoptéticos (GRIVICICH et al.,
2007).

Estas alteracGes morfologicas sdo causadas por uma cascata de eventos bioquimicos e
moleculares dentre 0os quais a sinalizacdo para apoptose por caspases tem sido analisada.
Dentre os quatorzes tipos conhecidos de caspases humanas, as caspases 3, 6, 7, 8, 9 e 10
participam da cascata de sinaliza¢do por meio de ativacdo por clivagem proteolitica e, depois
de ativadas, as caspases clivam substratos que possuem residuos de aspartato em sua cadeia
levando a externalizacdo de fosfolipidios de membrana e, também a fragmentacdo nuclear
(GRIVICICH et al., 2007).

Os estimulos ocasionados pelas caspases no meio intracelular induzem ao aumento na
expressao de proteinas pro-apoptoéticas como a proteina Bax, a qual pode neste caso interagir
com a mitocondria levando ao desequilibrio desta organela e a consequente inducdo de
apoptose da célula pela liberacao do citocromo ¢ (GRIVICICH et al., 2007).

Assim tém-se buscado compreender os mecanismos das vias apoptéticas para o

desenvolvimento de novas formas de tratamento para o cancer, uma vez que muitas moléculas



14

antitumorais possuem atividade sobre estes mecanismos. Estudos atuais tém revelado a
eficiéncia de novas biomoléculas, principalmente peptideos membranoativos extraidos de

animais como nova alternativa para a terapia antitumoral.

1.2 PEPTIDEOS MEMBRANOATIVOS

Os peptideos membranoativos sdo geralmente de natureza anfifilica, ou seja, possuem
regides hidrofilicas com residuos polares positivamente carregados e regides hidrofébicas
(LEITE et al., 2005; ZASLOFF, 2002). Muitos destes peptideos sdo seletivamente toxicos
para as bactérias. Deste modo, as moléculas interagem com as membranas carregadas
negativamente das bactérias por meio de interacdo eletrostatica seguida de insercdo na
bicamada lipidica, desestabilizando-a e ocasionando a lise e morte celular (HOSKIN &
RAMAOOTHY, 2008). De modo semelhante, podem interagir com as cargas negativas dos
fosfolipidios expostos na camada externa da membrana de células tumorais (BAKER, et al.,
1993). Além da acdo sobre as membranas celulares, alguns peptideos entram no meio
intracelular e podem inibir a sintese de proteinas, a acdo de enzimas ou até mesmo interagir
com o DNA ou RNA como no caso da buforina (PARK et al., 1998).

A atracdo pela membrana, interacdo com bicamadas lipidicas e eventualmente a
entrada do peptideo no meio intracelular depende de algumas propriedades fisico-quimicas
das biomoléculas, como a sequéncia de residuos de aminoacidos, hidrofobicidade,
anfipaticidade; e ainda de propriedades da membrana ou aspectos da interacdo entre o
peptideo e a bicamada, tais como, composicdo de fosfolipideos e de colesterol da membrana,
carga elétrica, estrutura e concentracdo dos peptideos na interface lipidica (HOSKIN &
RAMAOOTHY, 2008).

A estrutura dos peptideos membranoativos pode variar bastante, porém a maioria é
composta por residuos de L-aminoacidos podendo ter estrutura secundaria em a-hélices ou
folhas-p. Peptideos que possuem estrutura em o-hélice tém correlagdo positiva entre a
atividade hemolitica e 0 aumento da anfipaticidade, sendo que, geralmente, estas moléculas
que exibem propriedades hemoliticas, possuem atividades potenciais contra celulas tumorais,
uma vez que sdo ambas células de eucariotos e, por isso, semelhantes (SHAI, 1999).

Estudos de prospeccdo de peptideos secretados pela pele de anfibios (Figura 1) e
veneno de insetos realizados na Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia tém
identificado muitas moléculas com atividade hemolitica elevada e provavel atividade
antitumoral, sendo necesséria a realizacdo de ensaios mais especificos para avaliar a acado

efetiva destes em células cancerigenas.
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Figura 1: Anfibio A) Phyllomedusa centralis B) Trachycephalus venulosus estudado pelo Laboratério
de Espectrometria de Massa na Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia. Foto de Silva, L.P.

1.3 PEPTIDEOS ANTITUMORAIS

Atualmente, tém sido realizados varios estudos buscando novos farmacos com agédo
antibidtica, fungicida, antiinflamatdria, anti-hipertensiva e anticancerigena sendo muitos
destes farmacos peptideos encontrados em animais e plantas. Entretanto, como as quantidades
destes produtos na natureza sdo minimas, a sintese quimica constitui a alternativa utilizada
para obtencdo de quantidades moderadas (miligramas a gramas) destas moléculas para
estudos (SNYDER et al., 2004).

Dentre os peptideos encontrados em animais, 0S membranoativos, geralmente com
carater cationico, poderdo vir a ser usados no tratamento de cancer, sendo que a eficacia na
acdo destes peptideos em tipos diferentes de células tumorais varia entre eles e requer que
sejam testados. Isto se deve a diferencas na composi¢do das membranas das células, na area
de superficie e na fluidez das bicamadas lipidicas (LEUSCHNER & HANSEL, 2004;
MADER et al., 2005). Assim, a membrana plasmatica é o principal alvo do peptideo e sua
composicdo esta diretamente relacionada a seletividade deste.

Uma das formas do peptideo desestabilizar a membrana plasmaética é por meio da
formacdo de poros, o que leva a queda do gradiente eletroquimico na membrana, permitindo
um fluxo maior de &gua e ions por esta, ocasionando assim o inchaco e osmdlise da célula.
Este modelo, conhecido como poro toroidal, explica a agdo dos peptideos em concentracdes
micromolares, uma vez que, a presenca de poucos poros € suficiente para desestabilizar a
membrana de maneira irreversivel (SHAI, 2002).

Ja peptideos altamente seletivos em geral se ligam a camada fosfolipidica, sendo que
sua face hidrofdbica fica em contato com os lipideos e a face polar e catidnica fica em contato

com os grupos carregados dos fosfolipideos provocando uma curvatura na bicamada lipidica,
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gerando uma permeabilizacdo e desestabilizacdo da membrana, a qual é colapsada por meio
da formac&o de poros temporarios. Este € denominado de modelo carpete (SHAI, 2002).

Outro modelo, conhecido como do tipo detergente ou “detergent-like”, ocorre quando
peptideos altamente hidrofobicos estdo em solucdo aquosa formando agregados que quando
se encontram com os fosfolipideos de membrana arrancam fragmentos desta formando
estruturas parecidas com poros (BECHINGER & LOHNER, 2006).

Alguns peptideos tém acdo intracelular, com capacidade de penetrar nas células e
romper a membrana mitocondrial de células cancerigenas. Estes peptideos formam poros na
membrana mitocondrial, alterando seu potencial transmembrana e liberando ativadores de
caspases, como o citocromo c, levando, assim a apoptose desta (GREEN & REED, 1998).
Ainda podem impedir a progressdo tumoral pela inibicdo do desenvolvimento dos vasos
sanguineos ou pelo comprometimento da maquinaria de expressdo ao se ligarem a acidos
nucléicos (MADER & HOSKIN, 2006).

Em células cancerigenas a fluidez de membrana é maior por possuir menor nivel de
colesterol, em relagdo as células normais. Desta forma, a atividade litica e a capacidade de
desestabilizacdo da membrana por peptideos antitumorais podem ser facilitadas quando
comparada ao efeito sobre células normais (KOZLOWSKA et al., 1999; SOK et al., 1999).
Estudos sugeriram que a atividade de peptideos membranoativos diminuiu em linhagens de
cancer de mama e de prostata, as quais possuem alto nivel de colesterol na membrana, assim
como as células ndo tumorais (HOSKIN & RAMAOOTHY, 2008).

Outras mudancas também ocorrem na célula quando esta se torna cancerigena, como
aumento de microvilosidades na superficie, que podem aumentar a superficie de contato e
facilitar a ligacdo de peptideos e, ainda, no ambito molecular, mudangas no grau de
glicosilagdo de membrana. (HOSKIN & RAMAOOTHY, 2008).

O numero de glicoproteinas presentes na membrana é aumentado devido a ativacdo de
certas glicosiltransferases, que catalisam a biossintese destas. O aumento da expressdo destas
moléculas anidnicas contribui para a carga negativa da membrana de células tumorais
(HOSKIN & RAMAOOTHY, 2008).

Alguns peptideos com agdo anticAncer que exercem seus efeitos sobre a membrana ja
foram citados na literatura, como 0os BMAP-28 e lactoferricina B, que sdo de origem bovina,
HNP-1 (a-defensina) e LL-37, que sdo de origem humana, e melitina, que € um polipeptideo
catibnico composto por 26 residuos de aminoacidos. Este ultimo € originario do veneno de
abelhas Apis mellifera e sua atividade anticancer ja esta bastante citada na literatura (HOSKIN

& RAMAOOTHY, 2008). Outros peptideos como as catelicidinas, cecropinas, defensinas e a
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magainina 2 foram citotoxicos em celulas cancerigenas de leucemia humana, linfoma, e em
células tumorais de mama, pulmédo, ovério, Utero e carcinoma de células escamosas orais
(MADER & HOSKIN, 2006).

Alguns efeitos colaterais sdo observados em funcdo do tratamento com peptideos
anticancer, como por exemplo, nauseas e vomitos, hipomagnesemia, supressao da atividade
da medula dssea, ototoxicidade e nefrotoxicidade (ANTUNES & BIANCHI, 2004). Isto se
deve ao fato de muitas células normais terem composicdo de membrana semelhante a
membrana de células tumorais levando, assim, & acdo dos peptideos sobre estas. Estes efeitos
colaterais poderiam ser minimizados se o peptideo antitumoral for liberado de maneira
controlada ou seletiva no tecido especifico ou na célula-alvo, sendo isso possivel por meio de

abordagens de base nanobiotecnoldgica.

1.4 USO DA NANOBIOTECNOLOGIA NA LIBERACAO CONTROLADA DE
FARMACOS

Novos estudos em busca de farmacos com liberagdo controlada, ou seja, de
dispositivos voltados para liberacdo do ativo em situacdes especificas sdo de suma
importancia para ciéncia aplicada a saide humana e animal, uma vez que tém como objetivo
otimizar e controlar a administracdo, a absorcdo e a seletividade destes farmacos. Além disto,
a liberacdo controlada possui maior eficiéncia terapéutica quando comparada aos
medicamentos convencionais livres, j& que esta possibilita a degradacdo progressiva e
controlada do farmaco, direcionamento a alvo especifico, diminuicdo da toxicidade, aumento
de meia-vida na circulacdo e diminuicdo de doses (SILVA et al., 2003).

A liberacdo controlada é realizada geralmente por meio de estruturas, em geral
compostas por polimeros biodegradaveis, as quais sdo consideradas nanoparticulas, uma vez
gue sdo menores que 1 um (1000 nm) de diametro. As nanoparticulas podem possuir estrutura
de nanoesferas, nas quais o farmaco encontra-se homogeneamente disperso ou solubilizado no
interior da matriz polimérica; ou nanocapsulas, na qual se usa oleo o qual faz com que o
farmaco fique envolto por uma membrana, geralmente polimérica, isolando assim o nucleo do
meio externo (Figura 2) (SILVA et al., 2003).
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A B

Figura 2: Representagdo de nanoparticulas. A) nanoesfera com farmaco disperso na matriz
polimérica; B) nanocapsula com farmaco dissolvido no nicleo oleoso.

Para o desenvolvimento de nanoparticulas contendo peptideos sdo utilizados
polimeros orgénicos devido a sua elevada biocompatibilidade celular, biodegradabilidade e
aprovacao regulamentar. Estes polimeros podem ser naturais, como o colageno, a queratina, a
celulose e a quitosana; naturais modificados, nos quais sdo adicionados grupos polares as
cadeias para tentar diminuir o tempo de degradacdo; e os sintéticos que, geralmente, possuem
como caracteristicas a hidrofilicidade e massa molecular menor, tornando-os, assim, mais
faceis de serem degradados (JAIN, 2000).

Dentre os polimeros naturais, a quitosana, um polimero catibnico obtido da
desacetilacdo da quitina, que por sua vez, provém da carapaca de crustaceos e insetos, tem
sido muito utilizada na producdo de nanoparticulas devido as suas propriedades fisico-
quimicas. Além de ser biodegradavel e biocompativel, esta biomolécula ¢ mucoadesiva, o que
facilita a sua passagem e consequentemente do principio ativo por ela carreado através das
barreiras epiteliais podendo ser administrada por via oral, nasal, ocular (TI'YABOONCHAI,
2003). A utilizacdo de copolimeros, como o poli (etileno glicol) (PEG), que é um surfactante
hidrofilico ndo i6nico, na producdo de nanoparticulas em conjunto a quitosana torna o
dispositivo desenvolvido ainda mais biocompativel e mais estavel em fluidos bioldgicos, pois

diminui a tendéncia natural a agregacdo (Figura 3) (PREGO et al., 2006).
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Figura 3: Estrutura quimica representando a ligacdo entre a quitosana (cinza) e o polietilenoglicol
(preto), modificado de PREGO e colaboradores (2006).
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Para a producdo de nanoparticulas e o encapsulamento de proteinas e peptideos
destinados a administracdo por via oral existem varias técnicas, como 0s metodos de
coacervacao, reticulacéo de suspenséo, nebulizagéo e fluidizacdo. Entretanto, a maioria destes
métodos utiliza solventes organicos que podem desnaturar os farmacos peptidicos; outros
podem oferecer rendimento baixo de encapsulamento; outros requerem temperaturas elevadas
e pH extremos que podem inativar alguns peptideos (SILVA et al., 2003). Outros métodos
também se tém revelado adequados na encapsulagdo de proteinas e peptideos. As técnicas de
nebulizacdo, deslocamento do solvente, emulsificacdo / geleificagdo interna e polimerizacéo
interfacial foram eficientes na encapsulacéo da insulina.

Tém-se buscado métodos para producdo de nanoparticulas que além de garantir a
estabilidade da molécula e a manutencdo de sua atividade bioldgica, possam formar estruturas
estaveis, sollveis, com tamanho e carga favordvel a aplicacdo desejada. Alguns métodos
utilizando macromoléculas naturais, como a formacao espontanea de complexos de quitosana
e polianion, tém sido muito estudados por sua simplicidade e eficiéncia na encapsulacdo de
peptideos como insulina e calcitonina (REIS et al., 2006).

A técnica de encapsulamento em polimeros naturais tem-se relevado muito eficiente
para a criacdo de materiais contendo peptideos, ja que tais polimeros intumescem em meio
aquoso possibilitando, assim elevada producdo de particulas neste meio, o que leva a uma
maior biocompatibilidade. Além disto, neste método ndo séo utilizados solventes organicos,
nem temperaturas e nem pH extremos (PEPPAS et al., 2000).

Contudo, o polimero utilizado, a selecdo da dosagem, o pH e a natureza do farmaco
sdo alguns parametros determinantes para 0 mecanismo de liberacdo, o qual deve manter e
controlar a taxa de liberacdo (KHAN, 2001). Este mecanismo de liberacdo pode ser do tipo
reservatorio, quando ocorre uma reacdo quimica acompanhada pela degradacdo do polimero
ou clivagem do farmaco pelo polimero, sendo esta liberagdo constante quando héa
concentragdo constante do farmaco no interior do reservatério (THACHARODI & RAO,
1996); ou monolitico, quando solventes séo ativados gerando intumescimento do polimero ou
efeito osmatico, sendo esta difusdo dependente da hidrofilicidade e da hidrofobicidade do
polimero, do tamanho dos poros, do grau de intumescimento e da hidrofilicidade do soluto
(KOST & LANGER, 1991).
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2. JUSTIFICATIVA

Atualmente, o cancer tem sido a causa de um indice elevado de mortalidade em todo o
mundo, pois além de poder ser causado por alteracdes genéticas, pode ainda ser desenvolvido
devido a habitos alimentares ruins, sedentarismo, obesidade, consumo de alcool e tabaco,
estresse, dentre outras causas. Segundo a World Health Organization (2008), a estimativa de
mortes por cancer é de nove milhdes de pessoas em 2015 e de 11,4 milhGes em 2030.

Apesar de haver quimioterapia e radioterapia como formas de tratamento para esta
doenca, estes se mostram insuficientes uma vez que células cancerigenas tornam-se
resistentes aos agentes quimioterapicos, que sdo ainda prejudiciais, j& que também causam
citotoxicidade em células normais e uma série de efeitos colaterais (HOSKIN &
RAMAOOTHY, 2008).

Assim, é necessaria a busca de novos farmacos, que atuem especificamente sobre
células cancerigenas, sem prejudicar ou causando menos danos as células ndo tumorais, ou
seja, que tenham baixa citotoxicidade; e que ainda ndo promovam o desenvolvimento de
resisténcia pelas células, que previnam metastases, que ultrapassem tecidos e permanecam
mais tempo no organismo, reduzindo o nimero de dosagens, sendo estas as caracteristicas dos
sistemas de liberacéo controlada.

Dentre tais moléculas, os peptideos anticAncer com acdo sobre bicamadas lipidicas
constituem uma das mais recentes possibilidades. Contudo, o estudo aprofundado da acéo
anticancer de peptideos membranoativos € de suma importancia, uma vez que o efeito
hemolitico destes ja foi revelado. E ainda necessario desenvolver um sistema de liberagio
controlada para a entrega destes as células-alvo, j& que muitos sdo toxicos para células

normais.
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3. OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL
Encapsular um peptideo com potencial atividade antitumoral em nanoparticulas a base
de quitosana para liberagdo controlada in vitro em linhagens de células tumorais e néo

tumorais.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

- Selecionar peptideos com potencial atividade antitumoral com base em sequéncias de
residuos de aminoacidos de moléculas descritas na literatura ou mantidas em bancos de dados
de uso restrito da Embrapa;

- sintetizar, purificar e caracterizar quimicamente os peptideos selecionados;

- testar os peptideos em linhagens de células tumorais e uma nao tumoral in vitro;

- selecionar o peptideo e a linhagem, na qual tenha tido maior atividade para ensaios
de citotoxicidade e desenvolvimento do sistema de liberacdo controlada;

- desenvolver sistema nanoestruturado para liberacdo controlada do peptideo com o
polimero natural quitosana; e

- testar in vitro o sistema de liberacéo controlada nas linhagens HelLa e fibroblasto.
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4. MATERIAL E METODOS

4.1 MATERIAIS E REAGENTES

Os materiais utilizados neste trabalho foram os seguintes: Coluna cromatografica
(Vydac, Cig, 10 x 250 mm, 300 A, Hesperia, EUA); Criotubos (TPP, ALE); Frascos de
Cultura (TPP, ALE); Garrafas de cultura de células (TPP, ALE); Laminas de vidro (Perfecta,
BRA); Laminulas de vidro (Perfecta, BRA); Membranas com poros de 0,22 um (TPP, ALE);
Papel indicador de pH (Whatman, ALE); Placa do tipo MTP Massive (Bruker Daltonics,
ALE); Placas de 96 pogos de fundo chato (TPP, ALE); Tubos tipo eppendorf de 1,5e 2,0 mL
(Axygen, EUA); Tubos tipo Falcon de 15 e 50 mL (TPP, ALE).

Os reagentes utilizados foram os seguintes: Acetonitrila (Sigma-Aldrich Co., EUA);
Acido acético (Vetec Quimica Fina Ltda, BRA); Acido trifluoroacético (Sigma-Aldrich Co.,
EUA); Acido a-cyano-4-hidroxi- cindmico (Bruker Daltonics, ALE); Albumina Sérica Bovina
(BSA) (Sigma-Aldrich Co., EUA); Anexina-V" (Sigma-Aldrich) ; Antibiotico (Penicilina e
Estreptomicina) (Gibco, USA); Azul Tripan (Sigma-Aldrich Co., EUA); Dimetilsulfoxido
(DMSO) (Sigma-Aldrich Co., EUA); DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle’s);
Hexafluorofosfato de 2-(1-H-benzotriazol-1-il)-1, 1, 3, 3-tetrametiluronio (TBTU)
(Novabiochem); lodeto de Propidio (Invitrogen, EUA); MTT (3(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-
2,5-diphenyltetrazolium bromide (Invitrogen, EUA); N,N-dimetilformamida (DMF); N, N'-
diisopropiletilamina (DIPEA); PEG (Polietilenoglicol 5000 éter monometilico, Sigma-
Aldrich); Piperidina (Fluka analytical); Quitosana (Sigma-Aldrich); Resina Rink-Amide-
MBHA(Peptides International); Rodamina 123 (Invitrogen, EUA); Sal de pentassédio de
[oxido(fosfonatooxi)fosforil] fosfato (TPP, Sigma-Aldrich); Soro Fetal Bovino (Gibco, USA);
Tampéo fosfato-salina (PBS) (Laborcllin, BRA); Tripsina-EDTA (0,25 e 0,02 % ) (Gibco,
USA); Triton X-100 (Merck, ALE).

4.2 EQUIPAMENTOS

Os equipamentos utilizados neste estudo foram os seguintes: Agitador magnético
(Ika); Balanga (Shimadzu, JAP); Camara de Neubauer (C. A. Hausser & Son, EUA); Camera
digital (Zeiss, ALE); Citometro de fluxo (FACSCallibur Becton & Dickenson, EUA);
Espectrofotdmetro (Shimadzu, JAP); Espectrometro de massa MALDI-TOF MS/MS
(UltraFlex 111 Bruker Daltonics, ALE); Incubadora de CO, (Tecnal, BRA); Fluxo Laminar
(Veco, BRA); Leitora de Microplaca Modelo 3550-V (BioRad, EUA); Microscépio de forca
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atdbmica SPM-9600 (Shimadzu, JAP); Microscépio invertido de contraste de fase (Unico,
EUA); Pipetador automatico (HTL); Cromatdgrafo liquido de alta eficiéncia em fase reversa
(RP-HPLC) (Shimadzu, JAP); Vortex (Ika).

4.3 ESTRATEGIA EXPERIMENTAL

A metodologia seguiu 0 esquema representado abaixo (Figura 4), no qual foram
selecionados quatro peptideos sendo o primeiro a melitina que possui atividade citolitica ja
descrito na literatura e foi denominada neste trabalho de acordo com as regras do laboratério
como PSLEM 0850. Os outros trés peptideos foram selecionados do banco de dados da
Embrapa de acordo predicGes de atividade por suas sequéncias de aminoacidos, assim foram
selecionados dois peptideos de anfibio que foram denominados de PSLEM 0817 e PSLEM
0909 e outro peptideo que é um fragmento de uma proteina supressora de metastase que foi
denominado de PSLEM 0904.

Todos os peptideos foram sintetizados manualmente em suporte sélido, foram
purificados em cromatografia liquida de alta eficiéncia em fase reversa (HPLC), tiveram a
pureza e sequéncias confirmadas por MALDI-TOF/TOF e em seguida foram levados para o
ensaio de viabilidade celular utilizando MTT. Assim, foi verificado o potencial dos peptideos
sobre as linhagens tumorais de melanoma (B16F10), cervical (HeLa) e de mama (MCF-7),
também sobre a linhagem imortalizada de glandula salivar submandibular (HSG) e sobre a
linhagem n&o tumoral de fibroblasto (NIH/3T3).

Apbs o ensaio de viabilidade celular foi selecionado o peptideo que foi ativo sobre
todas as linhagens e a linhagem na qual ele foi mais ativo. Assim, foram selecionados o
peptideo dermaseptina (PSLEM 0817) e a linhagem HelLa para 0s ensaios seguintes sendo
que apenas para comparacao da morfologia, também foi utilizada a melitina (PSLEM 0817).

Com isto, seguiram-se dois caminhos, sendo o primeiro a investigacdo do mecanismo
de acdo no qual o peptideo dermaseptina atuava sobre a membrana de Hela, utilizando-se
analises de morfologia celular, deteccdo de morte celular por anexina-V, fragmentacdo do
DNA e ciclo celular e alteracdo do potencial de membrana mitocondrial. O segundo caminho
foi o encapsulamento do peptideo para verificar se ele mantinha sua atividade sobre as
linhagens Hel a e fibroblasto, entdo foram produzidas quatro tipos de nanoparticulas a base de
quitosana, que foram avaliadas quanto a eficiéncia de encapsulamento (EE), a caracterizacdo,
a liberacdo controlada e a atividade sobre a viabilidade celular.
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Figura 4: Representacdo em esquema da metodologia seguida ao longo do trabalho, na qual as setas
indicam as etapas seguintes.

4.4 SELECAO DE PEPTIDEOS

Foram selecionados quatro peptideos, dentre os quais dois foram identificados a partir
da secrecdo cutanea de anfibio, sendo que um deles apresentava atividade citolitica ja
conhecida, o qual é pertencente a classe das Dermaseptinas. O terceiro peptideo foi
selecionado utilizando estratégia de predicdo de funcdo membranoativa previamente descrita
(BRAND, 2007). Estes trés peptideos foram selecionados dentre outros peptideos contidos no
banco de dados da EMBRAPA Recursos Genéticos e Biotecnologia com base em suas
sequéncias de aminoacidos. O quarto peptideo, a melitina, foi utilizado como controle
positivo nas analises de morfologia e viabilidade celular por apresentar atividade citolitica ja
descrita (WESTON & RAISON, 1998). Os peptideos PSLEM 0817 e PSLEM 0904 haviam
sido sintetizados anteriormente pelo grupo de pesquisa do Laboratorio de Espectrometria de
Massa (Tabela 2).
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Tabela 2: Peptideos com possivel potencial antitumoral com base nas suas sequéncias de
aminoacidos.

Peptideo Origem [M+H]" Sequéncia

PSLEM Phyllomedusa 3009,7 H-ALWKDLLKNVGIAAGKAVLNKVTDMVNQ-OH
0817 tomopterna

PSLEM Trachycephalus 11735 H-YIGWGYHDY-OH
0906 venulosus
PSLEM Fragmento de uma  3205,8 H-FINKAGKLQSQLRTTVVAAAAFLDAFQKVA-NH;
0904 proteina supressora

de metastase
PSLEM Veneno de abelha  2845,7 H-GIGAVLKVLTTGLPALISWIKRKRQQ-NH,
0850

4.5 SINTESE DOS PEPTIDEOS

Os peptideos foram sintetizados utilizando-se a estratégia Fmoc (9-
fluorenilmetiloxicarbonila)/t-butila de sintese manual em suporte sélido (CHAN & WHITE,
2000), sendo Fmoc-Tyr(tBu)-Wang Resin (Peptides International), com grau de substituicéo
de 0,44 mmol g™ o suporte para a sintese de PSLEM 0908, a resina Rink-Amide-MBHA, 0,35
mmol g* (Merck S.A.), o suporte para sintese da melitina, Rink-Amide, 0,52 mmol g*
(Peptides Internationa), o suporte para o0 PSLEM 0904 e Fmoc-GIn(Trt)-Wang Resin
(Peptides International), 0,50 mmol g™.

Primeiramente foi conduzida a desprotecdo do grupo Fmoc, o qual protege o
grupamento funcional amina da resina, utilizando-se uma solucéo de piperidina a 20% (em
volume) em N,N-dimetilformamida (DMF), j& que o grupo Fmoc € labil a base (CHAN &
WHITE, 2000). A resina foi tratada com esta solucdo duas vezes, por 15 minutos cada, sob
agitacdo.

Em seguida, foi conduzido o acoplamento do primeiro derivado de Fmoc-aminoéacido,
0 qual foi adicionado de acordo com sua massa molecular, em um excesso molar de quatro
vezes. Também foram adicionados 178 mg (0,55 mmol) de hexafluorofosfato de 2-(1-H-
benzotriazol-1-il)-1, 1, 3, 3-tetrametilurénio (TBTU), 2,0 mL de DMF e 200 pL (1,17 mmol)
de N, N'-diisopropiletilamina (DIPEA) e, por fim, deixado sob agitacdo pendular durante 90
min.

As etapas de desprotecdo do grupamento Fmoc e acoplamento dos respectivos
derivados de aminoacido (Fmoc-AA-OH) foram repetidas, sucessivamente, até a adicdo e
posterior desprotecdo do ultimo residuo de aminodcido, sendo que, apos cada uma destas, a

resina era lavada com DMF e 2-propanol, alternadamente por trés vezes.
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O sucesso de cada etapa foi confirmado pelo teste de Kaiser (ninhidrina), que detecta a
presenca de aminas livres na cadeia peptidica. Assim, quando o grupo protetor Fmoc tinha
sido removido, apds a etapa de desprotecdo, o resultado era azul e quando havia a ligacéo
peptidica entre o derivado de aminoacido adicionado e o grupamento N-terminal da cadeia em
formacéo, apds a etapa de acoplamento, o resultado era uma coloracdo amarelada (KAISER,
etal., 1970).

Apos a sintese, a reacdo de desprotecdo das cadeias laterais reativas e a clivagem da
ligacdo  peptidil-resina  foi  conduzida adicionando-se  acido trifluoroacético
(TFA):metilsulfanilbenzeno:agua:1,2-etanoditiol:triisopropilsilano (89,0:5,0:2,5:2,5:1,0;
v:v:v:v.v) e fenol cristalino (50-100 mg, massa ndo determinada exatamente). Este processo
de clivagem durou 90 minutos, em seguida borbulhou-se nitrogénio dentro do tubo de reagéo
para remover o TFA.

Por fim, o peptideo foi lavado com éter diisopropilico gelado com nitrogénio liquido,
para precipita-lo e extrair o excesso de produtos de reacdo dos grupamentos protetores com 0s
de sequestradores de carbocations. O peptideo foi entdo extraido sucessivamente com &gua e
com &gua e solugdo aquosa de acetonitrila (1:1, v:v) e recolhido sob filtragdo, com auxilio de
um funil com placa porosa. O material obtido foi, imediatamente, congelado em nitrogénio

liquido e liofilizado para a obtencdo do peptideo bruto.

4.6 PURIFICAC}AO DOS PEPTIDEOS SELECIONADOS

Para purificar o produto bruto resultante da sintese foram aplicados 1,5 mg da amostra,
ressuspendida em 500 pL de agua tipo | (Milli-Q) com 0,1% (em volume) de TFA, em
cromatografia liquida de alta eficiéncia em fase reversa (RP-HPLC, Shimadzu). Foi utilizada
uma coluna semi-preparativa 218 TP510 (Vydac, C1g, 10 x 250 mm, 300 A, Hesperia, EUA), a
qual foi inicialmente lavada com solucdo de TFA em acetonitrila a 0,1% em volume (solvente
B) e posteriormente equilibrada com solucgéo aquosa de TFA a 0,1% em volume (solvente A).

O gradiente utilizado foi linear, variando-se a concentra¢do do solvente B de cinco a
95% durante 60 a 85 min, dependendo do peptideo, apos cinco minutos de condigéo isocréatica
com 5% (em volume) de solvente B. A concentra¢do do solvente B variou durante 70 min, 85
min e 60 min na purificacdo dos peptideos PSLEM 0817 e PSLEM 0904, PSLEM 0850, e
PSLEM 0906, respectivamente. O fluxo durante a eluicdo foi de 2,4 mL min™, com
monitoramento a 216 nm e 280 nm, sendo as separacfes cromatograficas conduzidas a
temperatura ambiente. As fracGes foram coletadas manualmente e liofilizadas. O peptideo
PSLEM 0850 (melitina) foi recromatografado em coluna analitica 218TP54 (Vydac, Cyg, 4 X
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250 mm, 300 A, Hesperia, EUA) sob as mesmas condicBes e utilizando-se gradiente linear

semelhante ao utilizado para esta mesma amostra na coluna semi-preparativa.

4.7 IDENTIFICAQAO MOLECULAR

Os componentes moleculares presentes nas fracdes obtidas nas separacfes
cromatograficas foram confirmados quanto a pureza e identidade em um espectrémetro de
massa MALDI-TOF/TOF Ultraflex 111 (Bruker, Daltonics, Alemanha), equipado com laser
SmartBeam e andlise de dados em programa computacional controlado pelo software
FlexControl 3.0.

As fracBes foram ressuspendidas em agua ultra-pura e misturadas a uma matriz de
acido a-ciano-4-hidroxicindmico (5 mg) dissolvida em agua (200 pL), acetonitrila (250 pL) e
solugéo aquosa de TFA a 3% (50 uL), na proporcéo de 1:3 (v:v); em seguida, foram aplicadas
em duplicata em uma placa do tipo MTP Massive (384 pogos) e deixadas secar a temperatura
ambiente.

Para avaliar o grau de pureza e confirmar a identidade dos peptideos, as massas
moleculares foram determinadas por MS sob modo de operacdo refletido — positivo e as

T™ ambas com

sequéncias peptidicas confirmadas por MS/MS sob modo de operacdo LIF
calibracdo externa com mistura de peptideos de acordo com a especificacdo do fabricante
(Peptide Calibration Standard I, Bruker Daltonics, Alemanha). Os espectros de massa foram
adquiridos com duzentos disparos de laser a uma frequéncia de 100 Hz e deteccdo de massa

na faixa de m/z 1000 a 4000.

4.8 QUANTIFICACAO DOS PEPTIDEOS

Para a realizacdo dos ensaios bioldgicos foi necessario fazer a medida de concentragdo
das solucdes dos peptideos. Para o peptideo PSLEM 0904 a quantificacdo foi realizada
seguindo 0 método descrito por MURPHY E KIES (1960), no qual a absorbéncia da solugao
em diluicGes diferentes foi medida nos comprimentos de 205, 215 e 225 nm. A concentragédo
final foi determinada pela seguinte equacao, considerando-se os fatores de dilui¢do (d):

X = (Az15— Agzs) X 144
Y = (Azos) X 31
[MgmL]=dx (X +Y)/2
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Ja para os outros peptideos, a quantificacdo foi feita pela absorbancia de luz do residuo

de triptofano seguindo a lei de Lambert-Beer:
A=ab.c

onde “A” ¢ a absorbancia a 280 nm; “a” € o coeficiente de extingao molar, obtido na literatura
(Expasy) (5550 L mol™ cm™); “b” é o caminho 6ptico (1 cm); e “c” é a concentragio desejada
(mol LY.

4.9 MANUTENCAO DAS LINHAGENS DE CELULAS

Foram descongeladas trés linhagens de células tumorais, todas de origem epitelial,
mantidas no Laboratério de Morfologia e Morfogénese, do Instituto de Biologia, da
Universidade de Brasilia, sendo a melanoma (B16F10), de camundongo e as demais, cancer
de mama (MCF7) e cancer cervical (HeLa) e, também, células imortalizadas de glandula
salivar submandibular (HSG) humana. Como controle foi utilizada a linhagem de fibroblasto
de camundongo (NIH/3T3), de origem conjuntiva. Com exce¢do da B16F10, que foi
proveniente do banco de células da Universidade Federal do Rio de Janeiro, e fibroblasto, que
foi doada gentilmente pelo Prof. Dr. Rui Curi do Departamento de Fisiologia e Biofisica da
Universidade de S&o Paulo; as demais linhagens sdo provenientes da colecdo American Type
Culture Collection (ATCC).

Quinhentos microlitros do meio contendo cada linhagem congelada em nitrogénio
liquido foram transferidos para trés mL de meio de cultura (DMEM completo, tamponado
com bicarbonato de sédio, acrescido de 10% de soro fetal bovino e 1% do antibidtico
ampicilina-streptomicina) em tubos de pléstico do tipo Falcon de 15 mL. As células foram
centrifugadas a 750 g por cinco minutos, o sobrenadante foi descartado e o precipitado
ressuspendido em um mL de meio de cultura. Transferiu-se um mL de meio acrescido das
células para um frasco de cultura de células, contendo cinco mL de meio e incubadas em
estufa a 37°C e 5% de CO, durante 24 horas.

24 horas ap6s o descongelamento, o meio do frasco de cultura de células foi
descartado, e em seguida, mais cinco mL de meio de cultura foram adicionados ao frasco para
fornecer mais nutrientes e permitir o crescimento das células. Antes de cada troca de meio de
cultura e durante o tratamento, as células foram observadas em microscopio de luz invertido e
monitoradas quanto aos aspectos morfoldgicos, crescimento celular e presenca de

contaminantes.
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Durante todo o experimento, ap0s esta etapa, 0s meios de cultura de cada um dos
frascos das linhagens foram trocados a cada 48 horas para evitar confluéncia (densidade
elevada de células em uma regido), ou seja, para garantir a qualidade das células, evitando a
morte.

Assim, o meio de cultura foi descartado e trés mL da solucdo de tripsina-EDTA
(Tripsina, 0,25% (1x) com EDTA. tetrassddico) adicionada ao frasco de cultura para remover
a camada de células. O frasco foi levado para estufa a 37°C e 5% de CO, por trés minutos, e
em seguida as células foram analisadas ao microscopio de luz invertido para confirmar a
remocao. Foram adicionados mais trés mL de meio de cultura para neutralizar a acdo da
tripsina sobre as células, uma vez que esta se liga a albumina presente no meio. A suspensdo
de células foi transferida para um tubo plastico de 15 mL e centrifugada a 750 g por cinco
min. Retirou-se o sobrenadante e o precipitado foi ressuspendido com um mL de meio de
cultura, do qual 200 pL foram transferidos para o frasco, com cinco mL de meio de cultura
novo, que foi levado para a estufa a 37°C e 5% de CO,,

Apobs 24 horas as linhagens mantidas no frasco foram tripsinizadas, centrifugadas,
descartou-se 0 sobrenadante e as células foram ressuspendidas em meio de congelamento
(DMEM, soro fetal, antibidtico, de DMSO, 78:20:1:1, v:v:viv). A suspensdo celular foi
rapidamente transferida para criotubos, 500 pL em cada, os quais foram mantidos a -80°C por
24 horas. Em seguida, os criotubos foram estocados imersos em nitrogénio liquido.

Para avaliar se o peptideo selecionado, a dermaseptina, induzia efeitos relacionados ao

blogqueio da proliferacdo e do ciclo celular foram realizados os ensaios descritos a seguir.

4.10 TRATAMENTO DAS CELULAS COM OS PEPTIDEOS

Apos tripsinizar e ressuspender as células, que estavam mantidas na estufa a 37°C, em
1 mL de meio de cultura, um volume de 10 L desta suspenséo foi misturado a 50-60 pL, da
solucdo de azul de tripan (0,4%, p/v, em PBS: 50 mmol L™ fosfato de potassio; 150 mmol L™
NaCl; pH 7,2) para determinar o nimero de células. 8 -10 pL desta mistura foram depositados
em uma camara de Neubauer, onde as células presentes nos quatro quadrantes maiores laterais
foram contadas por meio de microscopio de luz invertido. O nimero de células foi
determinado pela férmula:

Namero de células/mL = Nuamero de células contadas  x fator de diluigdo x 10°

Numero de quadrantes contados
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Assim o niimero de células padronizado para todas as linhagens (8x10°) era dividido
pelo nimero de células obtido no calculo representado acima se obtendo, com isto, a
quantidade de células em volume as quais eram misturadas ao meio de cultura em um tubo de
polipropileno de 50 mL, transferidas para uma placa de 96 pogos, com 200 pL da mistura em
cada poco, e levadas para uma estufa a 37°C e 5% de CO; por 12 horas. No dia seguinte a
placa foi observada no microscopio de luz invertido para verificar a morfologia das células e a
distribuicdo das mesmas na placa. Entdo, o meio de cultura foi substituido por uma solucéo
contendo concentracdes seriadas dos peptideos (0, 2, 4, 8, 16, 32, 64, 128 e 256 pg mL™)
dissolvido no meio de cultura, em triplicata, sendo o controle composto por meio de cultura e
agua ultrapura no mesmo volume adicionado com os peptideos. A placa foi incubada em
estufa a 37°C e 5% de CO,, por 24 horas.

4.11 AVALIACAO DO EFEITO CITOTOXICO DO PEPTIDEO LIVRE
4.11.1 VIABILIDADE CELULAR POR MTT

Esse método colorimétrico, estabelecido por MOSMANN (1983), é um dos mais
utilizados em testes preliminares para a identificacdo e determinacgdo das concentracdes ativas
de novas moléculas ativas sobre células tumorais em cultura. Neste teste de atividade,
enzimas mitocondriais, como succinato desidrogenase, catalisam a reducdo do substrato MTT
(brometo de [3(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolium) com FADH, como agente
redutor, produzindo formazan, o qual € um produto de coloracdo azulada. Assim, a
quantificacdo da producdo de formazan por células submetidas ao tratamento é diretamente
relacionada a viabilidade celular.

Ap0Os 24 horas do tratamento com o peptideo, em estufa a 37°C, o0 meio de cultura com
peptideo foi retirado, foram adicionados 150 pL de solucdo de MTT a cada pogo (15 pL de
MTT a 5 mg mL™ diluido em 135 pL de meio DMEM completo) e deixado em estufa por
mais trés horas. Em seguida, a solu¢do de MTT foi retirada e 100 puL de dimetilsulfoxido
(DMSO) foram adicionados a cada poco para solubilizar o formazan formado.

Por fim, a placa foi levada a um espectrofotdbmetro conjugado a uma leitora de
microplacas (BioRad 3550-UV) e realizada a quantificagdo do formazan pela medida da
absorbancia da solugdo dos pogos no comprimento de onda de 595 nm,

A viabilidade celular foi determinada, em porcentagem, pela média das triplicatas de
acordo com a equacao abaixo, na qual A é absorbancia, B € o branco e C é o controle:

Viabilidade celular %= A—B x 100

C
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4.11.2 DETEC(;AO DE MORTE CELULAR POR ANEXINA-V*

A indicacdo de apoptose pela marcacdo de fosfatidilserina com anexina-V* seguiu o
protocolo descrito por PERES e colaboradores (2005), neste teste a anexina- V' marca células
que expdem a fosfatidilserina por apresentar afinidade alta a esta que ¢ uma molécula
sinalizadora para fagocitose, uma vez que fica naturalmente na face interna da membrana e é
exposta apenas durante o processo de apoptose para a célula ser removida (GRIVICICH et al.,
2007). Ap6s 24 horas de tratamento com 64 pg mL™ do peptideo PSLEM 0817, as células que
estavam na placa foram tripsinizadas, neutralizadas com meio de cultura e transferidas para
tubo eppendorf, o qual foi levado para centrifugacdo. Em seguida, as células foram
ressuspendidas em 100 pL de tampé&o de ligacdo, adicionado 5 uL de anexina-V e o sistema
de ensaio foi incubado por 15 minutos a temperatura ambiente. Por fim, foram adicionados
400 pL de tampdo de ligacdo e, imediatamente antes da leitura em citémetro de fluxo, foi
adicionado 50 pL de iodeto de propideo. A amostra foi analisada em citdmetro de fluxo
(FACScan, Becton Dickinson, San Jose, CA, EUA) no canal FL2-H (sensivel a detec¢des na

faixa de 560 e 580 nm) e os dados obtidos foram analisados no programa CellQuest 3.0.1.

4.11.3 MONITORAMENTO DE POTENCIAL DE MEMBRANA MITOCONDRIAL

Seguiu-se o protocolo descrito por PERES e colaboradores (2005), que utiliza o
composto rodamina 123, o qual é um corante fluorescente catibnico capaz de ultrapassar a
membrana celular e ser capturado pela mitocéndria. Entdo, se o potencial mitocondrial
transmembranico for alterado a célula emitird menor fluorescéncia pelo efluxo da rodamina
de dentro da mitocondria podendo levar a despolarizagdo, quando o histograma de intensidade
de emissdo de fluorescéncia desloca-se para a esquerda, ou a hiperpolarizagdo, quando se
desloca para direita.

Apbs o tratamento com 64 pg mL™' do peptideo PSLEM 0817, tripsinizacdo e
centrifugacdo, as células foram ressuspensas em 500 pL de PBS. Deixou-se incubar no
escuro, por 15 minutos e a temperatura ambiente, com 0,5 puL de solugdo de rodamina 123
(5mg mL™ diluidos em etanol). Em seguida, as células foram lavadas duas vezes com PBS,
sendo cada lavagem seguida por centrifugacdo e descarte do sobrenadante. Por fim, foram
adicionados 300 uL. de PBS para incubagao por 30 minutos, e apos este periodo, a amostra foi

analisada em citdmetro de fluxo sob as mesmas condi¢es ja descritas.
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4.12 FRAGMENTACAO DO DNA E CICLO CELULAR

Para analisar se houve fragmentacdo do DNA e alteracdo no ciclo celular, seguiu-se o
protocolo descrito por PERES e colaboradores (2005). Neste utilizou-se iodeto de propideo,
que se liga ao DNA de células integras emitindo fluorescéncia alta, por citometria de fluxo,
ou se liga a fragmentos de DNA de células ndo integras emitindo fluorescéncia baixa
(ZAMAI et al., 1996). Assim, as células foram ressuspendidas em 200 uL de tampao de lise
(0,1% em massa de citrato de sédio, 0,1% em massa de Triton X-100 ¢ 20 ug mL™ de iodeto
de propideo diluido em PBS, pH 7,4) por 30 minutos em temperatura ambiente, sendo a
incubacdo realizada no escuro. A amostra foi analisada em citbmetro de fluxo como ja
descrito no item 4.11.2. Foram consideradas apenas as células com DNA nédo fragmentado

para o célculo da proporc¢édo de células em cada uma das fases do ciclo celular.

4.13 MORFOLOGIA CELULAR

Para analisar se ocorreram alteracbes morfologicas apds o periodo de tratamento com
todas a concentrages testadas do peptideo (256 a 2 ug mL™) as células foram observadas em
microscopio invertido de contraste de fase (UNICO, EUA), sendo a aquisi¢do das imagens
obtidas com o uso de camera digital acoplada a ocular do microscopio e programa
computacional de aquisicdo Scope (versdo 1.0.0.0, 2003).

As ceélulas também foram analisadas por microscopia de forga atémica. Foram
preparadas laminulas de vidro contendo a linhagem celular Hel a, das quais uma foi analisada
sem tratamento, e as demais nas concentracdes letais estimadas em torno de 50%, ou seja, a
tratada com melitina (PSLEM 0850) na concentracdo 4 ug mL™ e a tratada com dermaseptina
na concentragdo 64 pg mL™ (PSLEM 0817). As imagens foram obtidas em ar por modo de
operacgdo contato utilizando o equipamento SPM-9600 (Shimadzu, Jap&o), com resolugéo de
512 x 512 pixels por modo de operacdo contato com aquisi¢do de topografia, utilizando
scanner de dimensdo maxima de 125 um x 125 um de varredura, em area de varredura de 100
pm x 100 pm. Foi utilizada ponteira de nitreto de silicio integrada a cantilever de formato
triangular com constante de mola de 0,15 N/m. Em seguida, as imagens foram processadas

com correcdo de plano pelo software SPM-9600 off-line que acompanha o microscopio.
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4.14 PRODUCAO DE NANOPARTICULAS CONTENDO O PEPTIDEO PSLEM 0817
4.14.1 NANOPARTICULAS DE QUITOSANA (QS)

Foi utilizada a técnica de geleificagdo ibnica descrita por CALVO e colaboradores
(1997). Para o desenvolvimento desta técnica, foi preparada uma solucdo de acido acético a
0,1 mol L™ (570 uL de 4cido acético para 100 mL de agua Milli-Q), chamada de solucéo 1.
Na solucdo 2 foram dissolvidos 40 mg de quitosana (75% desacetilada, Sigma-Aldrich) em 20
mL da solucdo 1, durante 1h 30 min e sob agitagdo magnética, sendo esta filtrada apds este
periodo, (filtro-Millex GV, poro 0,22 um).

Em seguida, preparou-se a solucdo 3, na qual 40 mg de sal de pentassddio de
[oxido(fosfonatooxi)fosforil] fosfato (TPP, Sigma-Aldrich) foi dissolvido em 20 mL de 4gua
Milli-Q. Por fim, foi transferido para outro béquer um volume de 4 mL da solucgéo 2 filtrada,
100 pg mL™* do peptideo PSLEM 0817 e 2 mL da solugdo 3 adicionada com pipetador
automatico de forma lenta e constante, e sob agitacdo magnética. As solucdes foram
adicionadas na respectiva ordem e permaneceram sob agita¢do por cinco minutos formando as
nanoparticulas denominadas QSePep. As nanoparticulas vazias, denominadas QS, foram

desenvolvidas seguindo estes passos, porém sem a presenca do peptideo (Tabela 1).

4.14.2 NANOPARTICULAS DE QUITOSANA E POLIETILENOGLICOL (PEG)

O desenvolvimento de nanoparticulas de PEGePep ocorreu pela mesma técnica de
geleificacdo idnica descrita anteriormente, sendo que o PEG (Polietilenoglicol 5000 éter
monometilico, Sigma-Aldrich) foi acrescentado para uma concentragdo de 4,16 mg mL™* na
solucdo final apds adicdo do peptideo e anterior a adicdo do TPP. As nanoparticulas vazias,
denominadas PEG, também, foram desenvolvidas seguindo estes passos e sem a presenca do
peptideo (Tabela 3).

Tabela 3 - Representacdo das concentracbes dos reagentes utilizados para cada
nanoparticula.

Nanoparticulas Solucéo de QS PEG PSLEM 0817
(15mgmLY) (416 mgmL?) (0,1 mgmL™)

QS X

PEG X X

QSePep X X

PEGePep X X X




34

4.14.3 EFICIENCIA DE ENCAPSULAMENTO (EE)

A eficacia de encapsulamento foi determinada por RP-HPLC, na qual se aplicou o
filtrado da solucdo de nanoparticulas, uma vez que esta solucéo foi centrifugada em microcon
(YM-100, Millipore) a 4000 g por 60 minutos e em temperatura ambiente. A concentracdo do
peptideo livre foi determinada com base nos célculos de integracdo da &rea da fracdo obtida,
por meio de uma curva padrdo de concentracGes conhecidas. O calculo da eficiéncia de

encapsulamento foi o seguinte:

EE  =total do peptideo - peptideo livre x 100

total do peptideo

4,144 CARACTERIZAQAO DAS NANOPARTICULAS COM E SEM PEPTIDEO

O raio hidrodindmico das nanoparticulas foi determinado por espalhamento de luz
dindmico, assim como a polidispersividade da amostra, enquanto a carga das nanoparticulas
foi determinada por medidas de potencial Zeta considerando a estabilidade dos colides de
acordo com ASTM (1985) (Tabela 4). Estes foram adquiridos no equipamento Zetasizer
(Malvern) em cubeta tipo zeta celular descartavel clara e nos modos de analise geral e modo
automatico, respectivamente. O espalhamento de luz foi detectado em um angulo de 173
graus e a 25°C e para andlise dos dados o dispersante (4gua) teve viscosidade 0,8872 cP e

indice de refracdo 1,330.

Tabela 4: Estabilidade coloidal por potencial Zeta de nanoparticulas em agua (ASTM, 1985).

Potencial Zeta (mV) Estabilidade do coldide

05 Rapida coagulacao
+10a+30 Instavel
+30a+40 Moderada
+40a+60 Boa

Mais de + 61 Excelente

Foram preparadas amostras das nanoparticulas depositadas sobre folhas recém
clivadas de mica muscovita para analise no microscépio de forca atbmica. Uma fina camada
de mica foi montada em um suporte metalico por meio de fita dupla-face e foi acrescentado 1
pL das solugdes de nanoparticulas em cada. Apos terem secado ao ar protegidas por uma
placa de Petri, em temperatura ambiente, foram obtidas imagens com resolugédo de 512 x 512

pixels por modo de operacdo dinamico e aquisi¢do em topografia e fase utilizando scanner de
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dimensdo maxima de 125 um x 125 um de varredura, em areas de varredura de 50 um x 50
pm e 25 um x 25 pm. Foi utilizada ponteira de silicio conica acoplada a cantilever de formato
retangular com constante de mola de 42 N/m e operando a uma frequéncia de ressonéncia de
aproximadamente 250 kHz. As imagens contendo as nanoparticulas foram processadas com
correcdo de plano pelo software SPM-9600 off-line que acompanha o microscopio sendo que
os diametros e alturas das particulas foram medidos automaticamente com o modo de

segmentacdo e analise de particulas que acompanha o software.

4.145 LIBERACAO CONTROLADA

Para analisar o tempo e a forma (rapida / lenta) de liberacdo do peptideo das
nanoparticulas, foram separadas seis aliquotas de 1 mL de cada amostra (QSePep; PEGePep),
as quais foram mantidas em estufa a 37°C. Nos pontos 0, 1, 3, 5, 24 e 48 horas, uma aliquota
de cada amostra era retirada da estufa e centrifugada a 20.000 g por uma hora em temperatura
ambiente e, em seguida, 100 pg do sobrenadante era analisado por RP-HPLC para verificar a

quantidade de peptideo que estava livre, como descrito no item 4.14.3.

4.14.6 VIABILIDADE CELULAR COM PEPTIDEO ENCAPSULADO

Para verificar os possiveis efeitos das nanoparticulas contendo peptideo PSLEM
0817 encapsulado em comparagdo com o peptideo livre, sobre a linhagem tumoral HelLa, foi
testada a viabilidade celular como descrito nos itens 4.11.1. As concentra¢@es do peptideo nas
nanoparticulas testadas foram de 0, 2, 4, 8, 16, 32 e 64 pg mL™ ja4 que esta maior
concentracdo foi a que diminuiu a viabilidade celular em 50%, sendo considerada como
concentracdo letal estimada em torno de 50%. Também, foram testadas solucGes do peptideo
sobre a linhagem nao tumoral de fibroblasto nas concentragées 32 e 64 pg mL™, uma vez que
apos os resultados obtidos com a linhagem celular HelLa verificou-se atividade somente nestas
concentragoes.

Foi utilizada neste ensaio a solucdo das nanoparticulas que haviam ficado na parte
superior do microcon apos a centrifugacao descrita no item 4.14.3. O célculo da concentragédo
do peptideo nas nanoparticulas foi realizado pela medida de eficiéncia de encapsulamento
obtida, considerando que 150 pg do peptideo na solugédo representavam 100%, uma vez que
esta foi a concentracdo total adicionada a solucdo. Com isto, foi verificada a quantidade do
peptideo presente por mL de solucdo e se retirava 0 volume que seria necessario para alcancar

as concentracgdes desejadas.
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O mesmo calculo foi realizado para as nanoparticulas vazias, que foram utilizadas
como controle, considerando que estas teriam potencialmente a mesma eficiéncia de
encapsulamento das que continham o peptideo, ainda que ndo se possa assegurar que as
particulas vazias seriam semelhantes morfologicamente aquelas preparadas com o peptideo.

4.15 ANALISE ESTATISTICA

Os valores obtidos foram representados como média e erro padrdo da média para
obtencdo de graficos a partir dos resultados obtidos utilizando o programa computacional
Origin 8.0 (Microcal). Em seguida, os tratamentos foram comparados com os controles pelo
teste de Tukey, utilizando o programa computacional Statview. O valor de P < 0,05 foi

considerado significativo estatisticamente.
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5. RESULTADQOS

5.1 OBTENCAO DOS PEPTIDEOS

Ap0s a sintese manual dos peptideos selecionados, todos foram cromatografados em
RP-HPLC para obter-se um produto final puro. Em seguida a pureza dos peptideos e suas
respectivas massas moleculares foram verificadas por espectrometria de massas MALDI-
TOF/TOF, assim como suas sequéncias confirmadas por experimentos de MS/MS.

Assim o rendimento final apds a sintese da melitina (PSLEM 0850) foi de 527,5 mg e
como a cromatografia utilizando coluna semi-preparativa em fase reversa nao foi eficiente
para obter um produto final puro esta foi recromatografada em coluna analitica em fase
reversa, na qual o produto puro eluiu préximo a 60% de acetonitrila (Figura 5A). A massa
molecular foi verificada em MALDI-TOF/TOF [M+H]" = 2845,7 assim como a presenca da
dupla carga [M+2H]" = 1422,8 (Figura 5B). A confirmacdo da sequéncia também foi
realizada por MALDI-TOF/TOF na qual foi mostrada a cddigo de uma letra dos residuos de
amino&cidos para a série y e, tambem, foram assinalados os ions das séries y e b (Figura 6).

O rendimento final apds a sintese da dermaseptina (PSLEM 0817) foi de 460 mg. Este
foi purificado utilizando coluna semi-preparativa na qual o produto puro eluiu em uma
concentracdo de aproximadamente 60% de acetonitrila (Figura 7A). A massa molecular
[M+H]" = 3009,7 e dupla carga [M+2H]" = 1505,4 foram verificadas por MALDI-TOF/TOF
(Figura 7B) no modo linear refletido (MS), assim como a sequéncia, por modo LIFT™
(MS/MS), sendo utilizado o codigo de uma letra para os residuos de aminoacidos com a
marcacdo das séries y e b e, também, foram assinalados os ions destas séries (Figura 8).

O rendimento final ap6s a sintese do peptideo do anfibio Trachycephalus venulosus
(PSLEM 0906), foi de 391,6 mg. Este peptideo também foi purificado utilizando coluna semi-
preparativa, porém o produto puro eluiu em uma concentracdo de aproximadamente 45% de
acetonitrila. Sua massa molecular [M+H]" = 1173,5, sequéncia utilizando cddigo de uma letra
para 0s residuos de aminoacidos com as séries y e b e massas dos ions fragmentos tendo sido
verificadas por MALDI-TOF/TOF no modo MS e MS/MS, respectivamente (Figura 9 e 10).

O peptideo proveniente de um fragmento da proteina supressora de metastase teve
rendimento final apos a sintese de 210 mg. Este foi também foi purificado utilizando coluna
semi-preparativa na qual o produto puro eluiu em uma concentragéo de aproximadamente
60% de acetonitrila. A massa molecular [M+H]" = 3205,8 e dupla carga [M+2H]" = 1602,9
foram verificadas por MALDI-TOF/TOF no modo MS, assim como sua sequéncia da série b

e massa dos fragmentos das séries y e b foram verificados por modo MS/MS (Figura 11 e 12).
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Figura 5: Melitina sintetizada (PSLEM 0850) a) Cromatograma analitico do produto sintético
recromatografado. A amostra foi fracionada a temperatura ambiente em coluna analitica Vydac Cyg
218TP54 (250 x 4,6 mm) e equilibrada com agua contendo 0,1% (em volume) TFA. O gradiente
utilizado foi linear de ACN (5 a 95% em 85 min) e fluxo de 1 mL min™. Monitoramento realizado nos
comprimentos de onda de 216 nm (preto) e 280 nm (vermelho). b) Espectro de massa obtido em
MALDI-TOF/TOF adquiridos com duzentos disparos de laser a uma frequéncia de 100 Hz e detecgéo
de massa na faixa de m/z 1000 a 3500.
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Figura 6: Melitina sintetizada (PSLEM 0850) a) Cromatograma analitico do produto sintético recromatografado. Sequenciamento de novo [M + H]" =
2845,7. A confirmacdo da sequéncia esta representada na parte superior do espectro por codigo de uma letra dos residuos de aminoacidos para a série y e as

massas representadas das séries y e b em azul e vermelho, respectivamente.
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Figura 7: Dermaseptina encontrada no anfibio Phyllomedusa tomopterna, sintetizada (PSLEM 0817)
pelo método da fase soélida a) Cromatograma do peptideo sintético bruto com o produto de interesse
representado por *. A amostra foi fracionada a temperatura ambiente em coluna semi-preparativa
Vydac Cyg 218TP510 (250 x 10 mm) e equilibrada com &gua contendo 0,1% TFA (em volume). O
gradiente utilizado foi linear de ACN (5 a 95% em 70 min) e fluxo de 2,4 mL min™. Monitoramento
realizado nos comprimentos de onda de 216 nm (preto) e 280 nm (vermelho). b) Espectro de massa
obtido em MALDI-TOF/TOF adquiridos com duzentos disparos de laser a uma frequéncia de 100 Hz
e deteccdo de massa na faixa de m/z 1000 a 3500.
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Figura 8: Dermaseptina encontrada no anfibio Phyllomedusa tomopterna, sintetizada (PSLEM 0817) pelo método da fase sélida. Sequenciamento de novo [M
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Figura 9: Peptideo identificado a partir do anfibio Trachycephalus venulosus (PSLEM 0906), obtido
por sintese em fase sélida a) Cromatograma do peptideo sintético bruto com produto final de interesse
representado por *. A amostra foi fracionada & temperatura ambiente em coluna semi-preparativa
Vydac Cyg 218TP510 (250 x 10 mm) e equilibrada com &gua contendo 0,1% (em volume) TFA. O
gradiente utilizado foi linear de ACN (5 a 95% em 60 min) e fluxo de 2,4 mL min™. Monitoramento
conduzido nos comprimentos de onda de 216 nm (preto) e 280 nm (vermelho). b) Espectro de massa
obtido em MALDI-TOF/TOF adquiridos com 200 disparos de laser a uma frequéncia de 100 Hz e
deteccdo de massa na faixa de m/z 1000 a 3500.
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Figura 10: Peptideo identificado a partir do anfibio Trachycephalus venulosus (PSLEM 0906), obtido por sintese em fase sélida. Sequenciamento de novo [
+ H]" = 1173,5. A confirmacdo da sequéncia esta representada na parte superior do espectro por codigo de uma letra dos residuos de aminoacidos para as
séries y e b e as massas dos fragmentos estdo representadas em azul e vermelho, respectivamente.
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Figura 11: Peptideo selecionado a partir de um fragmento de uma proteina supressora de metastase
(PSLEM 0904), obtido por sintese em fase sélida a) Cromatograma do produto sintético bruto com
produto final de interesse representado por *. A amostra foi fracionada & temperatura ambiente em
coluna semi-preparativa Vydac C;g 218TP510 (250 x 10 mm) e equilibrada com agua contendo 0,1%
(em volume) TFA. O gradiente utilizado foi linear de ACN (5 a 95% em 60 min) e fluxo de 2,4 mL
min™. Monitoramento realizado nos comprimentos de onda de 216 nm (preto) e 280 nm (vermelho). b)
Espectro de massa obtido em MALDI-TOF/TOF adquiridos com 200 disparos de laser a uma
frequéncia de 100 Hz e detecgdo de massa na faixa de m/z 1000 a 3500.
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Figura 12: Peptideo selecionado a partir do fragmento de uma proteina supressora de metastase (PSLEM 0904), obtido por sintese em fase solida.
Sequenciamento de novo [M + H]* = 3206,1. A confirmacio da sequéncia esta representada na parte superior do espectro por codigo de uma letra dos residuos
de aminocidos para a série b e as massas dos fragmentos das séries b e y estdo representadas em vermelho e azul, respectivamente.



46

5.2 EFEITO CITOTOXICO

5.2.1 VIABILIDADE CELULAR

A possivel atividade citotdxica dos peptideos foi testada nas linhagens tumorais de
melanoma de camundongos (B16F10), cancer de mama humano (MCF7), cancer cervical
(HeLa) humano, em células imortalizadas de glandula salivar submandibular humano (HSG)
e na linhagem de fibroblasto (NIH/3T3) nas concentracdes de 0, 2, 4, 8, 16, 32, 64, 128, 256
ng mL™. Utilizou-se a melitina (PSLEM 0850) como controle positivo e para confirmar se as
alteracOes na viabilidade celular eram significativas foi utilizado teste de Tikey, com P <
0,05.

Sobre as linhagens HelLa e HSG o peptideo melitina (PSLEM 0817) diminuiu a
viabilidade celular em quase 100% quando tratada de 8 a 256 pug mL™, assim como com o
peptideo dermaseptina (PSLEM 0817) quando tratada com 256 pg mL™. Porém o PSLEM
0817 diminuiu significativamente 70% da viabilidade de Hela na concentragéo de 128 pg mL"
! enquanto em HSG diminuiu significativamente 50% nesta mesma concentracdo. O peptideo
PSLEM 0904 diminuiu significativamente 30% da viabilidade de HeLa quando foi tratada de
32 a 256 pg mL™ e ndo diminuiu a viabilidades em nenhuma das concentragdes testadas sobre
HSG. Ja o peptideo PSLEM 0906 ndo diminuiu significativamente a viabilidade nem em
HelLa e nem em HSG em nenhuma das concentrages testadas (Figura 13).

Nas linhagens MCF-7 e B16F10 os peptideos PSLEM 0850 e 0817 também foram
mais ativos, sendo que o primeiro diminuiu significativamente a viabilidade quando tratada de
8 a 256 pug mL™e o segundo nas concentracdes de 128 e 256 pg mL™. Os peptideos PSLEM
0906 e 0904 ndo diminuiram a viabilidade em nenhuma das concentracdes testadas (Figura
14).

Sobre a linhagem NIH/3T3 a melitina foi tdo ativa como foi sobre as linhagens HelLa e
HSG nas mesmas concentracdes, e quando tratadas com dermaseptina (PSLEM 0817) o
resultado também foi similar ao tratamento de HelLa, porém diminuiu significativamente em

80% a viabilidade celular na concentracéo de 128 pg mL™ (Figura 15).
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Figura 13: Porcentagem de células vivas (viabilidade) das linhagens A) HelLa e B) HSG por
concentragdo dos peptideos melitina (PSLEM 0850), dermaseptina encontrada no anfibio
Phyllomedusa tomopterna (PSLEM 0817), peptideo identificado a partir do anfibio Trachycephalus
venulosus (PSLEM 0906) e fragmento de proteina supressora de metastase (PSLEM 0904). Os
simbolos *, #, 1, ? representam diferencas significativas dos peptideos PSLEM 0850, PSLEM 0817,
PSLEM 0906 e PSLEM 0904 e as letras a, b, ¢, d se referem a diferencas entre as demais
concentracgdes e o controle ( 0 ug/mL) nos respectivos peptideos (P < 0,05).
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Figura 14: Porcentagem de células vivas (viabilidade) das linhagens A) B16F10 e B) MCF-7 por
concentracdo dos peptideos melitina (PSLEM 0850), dermaseptina (PSLEM 0817), peptideo do
anfibio Trachycephalus venulosus (PSLEM 0906) e fragmento de proteina supressora de metastase
(PSLEM 0904). Os simbolos *, #, 1, ? representam diferencas significativas dos peptideos PSLEM
0850, PSLEM 0817, PSLEM 0906 e PSLEM 0904 ¢ as letras a, b, ¢, d se referem a diferencas entre as
demais concentragdes e o controle (0 ng/mL) nos respectivos peptideos (P < 0,05).
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Figura 15: Porcentagem de células vivas (viabilidade) da linhagem NIH/3T3 por concentracdo dos
peptideos melitina (PSLEM 0850) e dermaseptina (PSLEM 0817). O simbolo # representa diferencas
significativas entre os peptideos PSLEM 0850 e PSLEM 0817 e as letras a, b se referem a diferencas
entre as demais concentracdes e o controle ( 0 ug/mL) nos respectivos peptideos (P < 0,05).

Uma vez que o peptideo PSLEM 0817 apresentou maior atividade citotoxica contra
todas as linhagens tumorais dentre aqueles previamente testados, com exce¢do da melitina,
que foi adotada como controle positivo nesses estudos, este peptideo foi selecionado para os
ensaios subsequentes. Apds a escolha do peptideo foi escolhida, em seguida, a linhagem
tumoral em que o peptideo PSLEM 0817 foi muito ativo. Assim, a linhagem Hela foi

utilizada para os ensaios seguintes.
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5.2.2 DETECCAO DE MORTE CELULAR POR ANEXINA-V*

Na busca dos mecanismos de acao possiveis em que o peptideo dermaseptina (PSLEM
0817) induz a morte de células HeLa, foi testada a deteccdo de morte celular por anexina-V",
a qual marca células que expGem a fosfatidilserina. Notou-se que as células sem tratamento
com peptideo ndo foram marcadas com anexina-V' enquanto as células tratadas foram
marcadas e diferiram significativamente daquelas sem tratamento com um aumento de 57%
(P < 0,05). Isto sugere que o peptideo tenha atuado sobre a membrana das células alterando-as

e, consequentemente, iniciando um processo de apoptose e/ou necrose (Figura 16).
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Figura 16: Analise em citometria de fluxo da alteracdo de membrana plasmatica pela exposicao de
fosfatidilserina em células HeLa sem tratamento (controle) e de células tratadas com o peptideo
Dermaseptina (PSLEM 0817) com 64 pug mL™ e incubacdo com 5uL de anexina por 15 minutos no
escuro. Leitura realizada no canal FL2-H (sensivel a detec¢Bes na faixa de 560 e 580 nm). *diferiu
significativamente (P < 0,05).

523 FRAGMENTAQAO DO DNA E CICLO CELULAR

Como foi verificado que o peptideo alterou a membrana das células, ainda analisando
0 mecanismo de acgdo investigou-se se a molécula alterava o nucleo e a proliferacdo celular
utilizando iodeto de propideo. Notou-se que as células tratadas com dermaseptina (PSLEM
0817) diferiram significativamente das células sem tratamento aumentando em 15% o ndmero
de células fragmentadas, assim houve fragmentagcdo do DNA (Figura 17A). Porém néo houve
diferenga significativa nas fases do ciclo celular das células com tratamento em comparagao
as sem tratamento confirmando, assim, que o peptideo ndo altera a proliferagdo celular
(Figura 17B).
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Figura 17: Analise em citometria de fluxo da fragmentacdo do DNA (A) e das fases do ciclo celular
(B) por iodeto de propideo em células HeLa sem tratamento (controle) e tratadas com 64 ug mL™ do
peptideo Dermaseptina (PSLEM 0817) e incuba¢do com 200 pL de tampéo de lise por 30 minutos no
escuro. Leitura realizada no canal FL2-H (sensivel a deteccBes na faixa de 560 e 580 nm). *diferiu
significativamente (P < 0,05).

5.2.4 MONITORAMENTO DE POTENCIAL DE MEMBRANA MITOCONDRIAL
J& na investigacdo das possiveis alteracbes da membrana mitocondrial utilizado o
composto rodamina 123, notou-se que o potencial mitocondrial transmembréanico foi alterado

com uma diminuicdo de 48% no ndmero de celulas, uma vez que houve uma menor
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fluorescéncia pelo efluxo da rodamina de dentro da mitocondria levando a hiperpolarizagédo
desta, j& que teve deslocamento para a direita.

Assim, o peptideo alterou o potencial mitocondrial transmembranico de células HeLa
tornando-o hiperpolarizado, quando comparado as células sem tratamento (Figura 18).
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Figura 18: Anélise em citometria de fluxo da marcacdo da membrana mitocondrial por rodamina 123
em células HelLa sem tratamento (controle) representadas em preto e tratadas com 64 pg mL™ do
peptideo Dermaseptina (PSLEM 0817) representadas em cinza. Incubagdo com 0,5 pL da solucdo de
rodamina 123 por 15 minutos no escuro. Leitura realizada no canal FL2-H (sensivel a detec¢des na
faixa de 515 e 530 nm).

5.3 MORFOLOGIA DAS CELULAS

Foram adquiridas imagens utilizando microscépio de luz invertido em contraste de
fase para avaliar possiveis alteracdes na morfologia das linhagens HeLa, MCF-7, B16F10 e
HSG ap6s 24 horas de tratamento com o peptideo dermaseptina (PSLEM 0817) em relacéo
as células controle. Assim, observou-se que nos controles as células estavam aderidas na
placa, possuiam formacdo de colbnias, prolongamentos entre as células e com nucleo e
nucléolos bem definidos, enquanto nos as células tratadas nota-se que as células estdo soltas
da placa, sem nenhum formato definido, assim como ndo possuem mais prolongamentos, nem

nucleo e nucléolo definidos (Figura 19).



53

Figura 19: Fotomicrografias de células tumorais tratadas com o peptideo Dermaseptina encontrado no
anfibio Phyllomedusa tomopterna (PSLEM 0817). A esquerda (A, B, C, D) s&o células sem adic&o do
peptideo (controle) e a direita (A’, B’, C’, D”) com a adi¢do do peptideo na maior concentragdo testada
(256 pg mL™). a) MCF7 b) HeLa c) B16F10 d) HSG.
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Também foram obtidas imagens das células por meio de microscopia de forca atbmica
operada em modo contato apds o tratamento com os peptideos melitina (PSLEM 0850), como
controle positivo, e a dermaseptina (PSLEM 0817), nas concentragdes estimadas que
diminuiram a viabilidade celular em 50%, ou seja, 4 ug mL™ e 64 pg mL™, respectivamente.

Pode-se observar que as células sem tratamento possuem regido central elevada (eixo
z) quando visualizada tridimensionalmente e com acentuado contraste quando vista
bidimensionalmente. Na imagem obtida das células tratadas com melitina revela uma célula
com principio de alteragBes morfoldgicas, apresentando poucas regides elevadas vistas
bidimensionalmente e outra célula ao lado sem dano algum aparente o que era esperado ver
nos tratamentos, ja que foi usada a concentracdo que s6 diminuiria a viabilidade em 50%. Ja
nas células tratadas com o peptideo PSLEM 0817, obteve-se imagem de profundas alteracdes
da célula, uma vez que a regido central estava em forma de vales profundos (orificios) com

baixo contraste de areas mais altas (Figura 20).
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Figura 20: Morfologia celular da linhagem HeLa por meio de microscopia de forca atbmica operada
em modo contato. Imagem obtida em modo contato. A e A’ controle (sem tratamento); B e B’ tratado
com melitina na concentragio 4 pg mL™ (PSLEM 0850); C e C’ tratado com derma na concentragio
64 pg mL™ (PSLEM 0817).

5.4 EFICIENCIA DE ENCAPSULAMENTO

Ap0s os estudos acerca dos mecanismos de a¢do do peptideo dermaseptina (PSLEM
0817) livre, a molécula foi encapsulada em nanoparticulas, que tiveram monitorado a
eficiéncia de encapsulamento, reprodutibilidade e estabilidade. A eficiéncia de

encapsulamento foi determinada de acordo com os dados cromatograficos, ou seja, apés a
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centrifugacdo da solucdo de nanoparticulas descrita no item 4.14.3 o filtrado da solucdo era
injetado em HPLC e a area da fracdo obtida foi integrada a uma curva de calibracdo de
concentragfes conhecidas (0,5, 1, 2, 4, 8 e 16 pg) do peptideo dermaseptina (Figura 21),
assim se obtinha a quantidade de peptideo livre na solu¢do. Houve uma variacdo na eficiéncia
de encapsulamento das nanoparticulas de QSePep de 43 a 95% e PEGePep de 74 a 95%,
porém as nanoparticulas utilizadas nos ensaios tiveram eficiéncia de encapsulamento 73% e

80%, respectivamente, por serem estas as mais reprodutiveis.
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Figura 21: Curva de calibracdo obtida a partir de dados cromatograficos colocados em funcéo da reta
definida mostrando a variagdo da concentragdo do peptideo dermaseptina PSLEM 0817.

5.5 CARACTERIZAQAO DAS NANOPARTICULAS
As nanoparticulas foram caracterizadas quanto a forma, potencial de superficie e
polidispersdo de tamanho, buscando-se particulas menores (< 200 nm), com maior taxa de
encapsulamento (> 70%), de tamanho e formato mais homogéneos.
Por meio de microscopia de forca atbmica a caracterizagdo das nanoparticulas vazias
ndo foi possivel, uma vez que estas apresentavam pequenas dimensdes, eram instaveis e
contaminavam facilmente a ponteira e ndo se obtinha imagem com detalhamento estrutural.
Entretanto, verificou-se que as nanoparticulas de QSePep tém formato aproximadamente
esférico, sdo polidispersas apresentando distribuicdo unimodal do didmetro, variando de 100 a
700 nm, e distribuicdo bimodal da altura, variando de 16 a 34 nm (Figura 22 A e C, Tabela 5).
As nanoparticulas de PEGePep também possuem formato aproximadamente esférico, foram

polidispersas, mas com tamanho maior, ou seja, o didmetro apresentou distribuicdo bimodal e
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variou de 100 a 1500 nm enguanto a altura teve distribuicdo unimodal e variou de 69 a 84 nm
(Figura 22 B e D, Tabela 5).

Tabela 5: Caracteristicas fisico-quimicas das nanoparticulas de quitosana (QS), quitosana e
peptideo dermaseptina (QSePep), quitosana revestidas com polietilenoglicol (PEG) e
quitosana com peptideo dermaseptina revertida com polietilenoglicol (PEGePep). n=3
medidas independentes.

Nanoparticulas  Diametro (nm) Altura (nm)

QS - -

PEG - -

QSePep X;=185,9+9,9 X;=18,42 £ 0,12
X,=23,06 £ 0,42

PEGePep X;=1284+4 X;=70,79 £ 0,00

X,=879,9+69,1

X1, X, e Xzrepresentam as médias de cada pico (unimodal / bi ou trimodal) com seus desvios.
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Figura 22: Imagens topograficas adquiridas por microscopia de forca atdbmica operada em modo de
dindmico e aquisicdo mostrada de topografia (A e B). Histogramas da distribuicdo de classes com
valores variados de diametro e altura das nanoparticulas, com (C) e (D) sendo Quitosana (4 mg mL™)
e peptideo dermaseptina PSLEM 0817 (100 pg mL™); e (E) e (F) Quitosana (4 mg mL™), peptideo
dermaseptina PSLEM 0817 (100 pug mL™) e PEG (4,16 mg mL™).
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Por meio de espalhamento de luz dinamica, as nanoparticulas também se revelaram
polidispersas e apresentaram maior nimero de particulas entre 100 e 200 nm de didametro
hidrodinamico assim como observado por microscopia de for¢ca atdémica. Tornou-se
necessario filtra-las, uma vez que agregados podem se posicionar na frente das nanoparticulas
e assim mascarar o tamanho delas no momento das analises. Porém, mesmo apos a filtragem
nota-se pelo tamanho maior que as nanoparticulas de quitosana tendem a agregar-se
novamente, provavelmente por ter grupamentos livres.

As nanoparticulas vazias de Qs e as de QSePep tiveram distribui¢do bi e trimodal e a
estabilidade coloidal considerada boa e excelente, respectivamente (ASTM, 1985). Ja as
nanoparticulas vazias de PEG e as de PEGePep tiveram distribuicdo bi e unimodal,
respectivamente, e a estabilidade coloidal considerada moderada para ambas (Tabela 6). Estas
mesmas caracteristicas foram mantidas apds um més, no qual as nanoparticulas ficaram

mantidas a 4°C em soluc¢éo aquosa a pH=5.

Tabela 6: Caracteristicas fisico-quimicas das nanoparticulas de quitosana (QS), quitosana e
peptideo dermaseptina (QSePep), quitosana revestidas com polietilenoglicol (PEG) e
quitosana com peptideo dermaseptina revertida com polietilenoglicol (PEGePep). Eficiéncia
de encapsulamento (EE) e n=3 medidas independentes.

Nanoparticulas Diametro Didmetro hidrodinamico (nm) Potencial EE (%)
hidrodinamico apos filtracdo (0,22 um) zeta
médio ( nm) (mV)
QS X3=209,1+£21,0 X;=1498+44,0 +42 --

Xo=23,0+4,7 Xo=197,6 +24
X3=5085 +435,5
QS e Pep X1=739,5+182,2 X;=1723+3,5 + 67 73
Xo=154,4 + 49,2
X3=4398 + 353

PEG X1=392,1+425 X;=224,9+20,9 +39 --
Xo=85,7+ 28,9
PEGePep  X;=1450+433 X;=1956+11,7 +30 80

Xo=4233 +224,8

X1, X, e Xzrepresentam as médias de cada pico (unimodal / bi ou trimodal) com seus desvios.



60

5.5.1 LIBERACAO CONTROLADA DO PEPTIDEO ENCAPSULADO

Observou-se que ndo houve liberacdo do peptideo em nenhum dos tempos testados,
uma vez que a taxa de encapsulamento deste variou entre 97 e 99% durante 0, 1, 3, 5, 24 e 48
horas quando as nanoparticulas estavam em solucdo (&dgua), pH=5 e armazenadas a 37°C
(Figura 23).
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Figura 23: Liberacdo do peptideo encapsulado em nanoparticulas de quitosana (QSePep 4 mg:100 ug
mL™) e revestida de polietilenoglicol (PEGePep 4,16 mg:100 pug mL™) por horas (0, 1, 3, 5, 24 e 48).

5.5.2 VIABILIDADE CELULAR APOS TRATAMENTO COM O PEPTIDEO
ENCAPSULADO

Quando misturadas a meio de cultura as nanoparticulas mudaram o pH da solucéo para
sete e liberaram o peptideo durante as 24 horas de tratamento. Assim as nanoparticulas
contendo o peptideo encapsulado diminuiram significativamente a viabilidade das linhagens
HeLa e fibroblasto nas concentragdes de 64 e 32 pg mL™, sendo que as nanoparticulas com
PEGePep foram mais ativas em seguida as de QSePep e, quando comparado ao peptideo livre,
este foi um pouco menos ativo que as nanoparticulas. J& as nanoparticulas vazias de quitosana
e com PEG ndo foram ativas, ou seja, 0s seus efeitos ndo diferiram significativamente do

controle (células sem tratamento), em nenhuma das linhagens celular (Figura 24).
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Figura 24: Porcentagem de células vivas por variadas concentra¢es das nanoparticulas com peptideo
dermaseptina PSLEM 0817. Quitosana com o peptideo (QSePep) e PEG e peptideo (PEGePep). Como
controle, nanoparticula de quitosana vazia (QS), quitosana com PEG vazia (PEG) e peptideo livre
(Pep). A) linhagem tumoral HeLa; B) linhagem ndo tumoral de fibroblasto (NIH/3T3). Os simbolos *,
#, 1, ? representam diferenca significativa de QS, QSePep, PEG, PEGePep e as letras a, b, c, d se
referem a diferenca da concentracdo 0 dentro destes respectivamente e $ dentro do peptideo (P < 0,05).
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6. DISCUSSAO

O conjunto de doengas que levam ao crescimento descontrolado de células é
denominado céncer, sendo este o responsavel por elevada taxa de mortes por doengas no
mundo (HOSKIN & RAMAOOTHY, 2008). Esta doenca vem sendo tratada pelos métodos
convencionais de cirurgia, radioterapia e quimioterapia, mas como estes ocasionam diversos
efeitos colaterais que diminuem a qualidade de vida do paciente, tém-se buscado novas
formas de tratamento que seja eficiente e ndo cause efeitos colaterais (NIH, 2005). Estudos
tém revelado moléculas potentes encontradas em animais com variadas atividades
terapéuticas. Dentre estas moléculas, os peptideos encontradas em invertebrados e anfibios
possuem potente atividade antimicrobiana e citolitica agindo sobre membranas celulares.

O presente estudo confirmou a melitina (PSLEM 0850) como um agente antitumoral
in vitro muito potente, uma vez que foi o peptideo que apresentou atividade mais alta contra
todas as linhagens tumorais testadas em toda a faixa de concentracdo investigada e por isso,
foi escolhida como controle positivo deste estudo. Este resultado ja era esperado, uma vez que
trabalhos anteriores descrevem o potencial citotoxico da melitina encontrada naturalmente
como componente peptidico majoritario do veneno de abelhas. MAHER & MCCLEAN
(2006) investigaram a citotoxicidade in vitro da melitina em células gastrointestinais e sua
atividade hemolitica em eritrocitos de carneiro. Esta molécula causou hemdlise significativa,
sendo ativa em concentracfes na mesma ordem de grandeza que a sua também atividade
antimicrobiana previamente determinada é exercida. WESTON & RAISON (1998)
examinaram o efeito citolitico em uma linhagem celular humana de linfoblastdides e
revelaram uma toxicidade da melitina que variava linearmente com a concentracdo no
intervalo de 0,875 a 3,5 umol L™. A potente atividade citolitica da melitina também foi
mostrada por TOSTESON et al., (1985) sobre eritrécitos humanos e em outras células
eucarioticas, agindo por meio da ligacdo rapida aos globulos vermelhos, em concentracfes da
ordem de pmol L™, induzindo a liberac&o da hemoglobina pelo aumento da permeabilidade da
membrana e a consequente lise celular.

Tanto na literatura como neste estudo a melitina revelou-se muito potente em baixas
concentragdes, variando um pouco de acordo com o tipo de célula, provavelmente devido a
estas terem composicdo de membrana diferente, ja que este peptideo atua na membrana
celular formando poros, provavelmente pelo mecanismo tipo barril (HOSKIN &

RAMAOOTHY, 2008). A ligacdo da melitina a membranas da-se por interacOes
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eletrostaticas, nas quais a melitina tem maior afinidade por membranas com carga global
negativa de bicamadas lipidicas (BESCHIASCHVILI & SEELIG, 1990). As membranas das
células cancerigenas possuem carga negativa devido a uma maior expressdo de moléculas
anidnicas como as mucinas O-glicosiladas cujo carater acido é devido a presenca de &cidos
carboxilicos de residuos de é&cido sialico e de grupamentos sulfato (HOSKIN &
RAMAMOORTHY, 2008; MINER WILLIAMS et al., 2009). J& a membrana de células
eucarioticas ndo tumorigénicas contém cerca de 10% de lipideos anidnicos, localizados
principalmente no folheto interior da membrana celular e a membrana externa contém
predominantemente lipidios eletricamente neutros (ZIEGLER, 2008). Portanto, diferencas na
composicdo da membrana celular em diferentes tipos de células tumorais e em relacdo as
células ndao tumorals podem ser responsaveis pela variagdo na atividade antitumoral de
diferentes peptideos, podendo torna-los seletivos a determinados tipos de linhagens tumorais
(HOSKIN & RAMAOOTHY, 2008).

Dentre os peptideos previamente prospectados pelo grupo de pesquisa do Laboratério
de Espectrometria de massa da Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia, constantes em
um banco de dados de moléculas de acesso restrito, e estudados neste trabalho; o peptideo
PSLEM 0906 de Trachycephalus venulosus, ndo foi ativo em nenhuma das concentracdes
testadas e sobre nenhuma das linhagens, provavelmente por ndo ser cationico ou anfifilico
como 0s outros. Ja o peptideo PSLEM 0904, um fragmento de uma proteina supressora de
metastase, apesar de ter dimensfes semelhantes a peptideos membranoativos e ser catidnico,
ndo apresentou a mesma atividade, a qual atua suprimindo tumores. Com isto, nota-se que
muito mais do que simplesmente observar as propriedades fisico-quimicas ou as sequéncias, a
identificacdo de moléculas bioativas se dd mediante testes de atividade. De fato, o presente
estudo mostrou que apesar de todos os peptideos testados terem algumas das caracteristicas de
moléculas ativas em células tumorais, apenas um dentre eles, ou seja, o PSLEM 0817
(andlogo de dermaseptina) revelou-se ativo contra todas as linhagens testadas.

O peptideo PSLEM 0817 apresentou atividade citotoxica significativa contra todas as
linhagens tumorais testadas, sendo que na linhagem do tipo Hela, este peptideo diminuiu em
100% a viabilidade na maior concentracdo testada, assim como a melitina. Este peptideo
pertence a classe das dermaseptinas, encontradas em anfibios do género Phyllomedusa e
possui estrutura priméaria semelhante, identidade 86%, a dermadistinctina (DD) L (H-
ALWKTLLKNVGKAAGKAALNAVTDMVNQ-NH2 [M+H]* = 2925,6), que pertence a
esta mesma classe e possui atividade antimicrobiana contra bactérias Gram-positivas e Gram-

negativas. BATISTA e colaboradores (1999) analisaram o efeito hemolitico de algumas



64

dermaseptinas, sendo que a DD L foi a Unica que apresentou atividade litica significativa
sobre hemécias na concentragdo inicial de 12,5 umol L™ e quando colocada em meio menos
polar, este peptideo assume a forma de a-hélice anfipatica, na qual as cargas positivas das
cadeias laterais dos residuos de aminoacidos bésicos ficam expostas para interagir com as
cargas negativas dos fosfolipideos e das glicoproteinas das membranas.

Segundo MORTON e colaboradores (2007), peptideos catidénicos com estrutura em a-
hélice, como as dermaseptinas, rompem a membrana celular para induzir sua morte. Outros
peptideos catibnicos antimicrobianos, como magainina, cecropina e melitina também
apresentam atividade antitumoral, mas apesar do mecanismo de acdo destes peptideos sobre
as células ser pouco conhecido, sabe-se que induzem apoptose pela exposicdo da
fosfatidilserina, fragmentagio do DNA e despolarizacdo de membrana mitocondrial (CERON
etal., 2010, LIU et al., 2010).

O mecanismo de acdo do peptideo PSLEM 0817 testado no presente estudo foi
diferente ao descrito na literatura, uma vez que houve a inducdo de hiperpolarizacdo da
membrana mitocondrial e ocorreu a fragmentacdo do DNA logo ap6s o tratamento, mas ndo a
alteracdo do ciclo celular. A hiperpolarizacdo pode ter ocorrido devido a entrada do peptideo
pela interacdo deste com a membrana celular e, em seguida, com a membrana externa da
mitocondria que impediria a troca de ATP do meio interno com o citossol levando a
hiperpolarizacdo, a qual precede a ruptura mitocondrial com a liberagdo de fatores promotores
de apoptose, que levam a clivagem e fragmentacdo do DNA e a externalizacdo da
fosfatidilserina (LY et al., 2003). Este resultado foi similar ao encontrado por ALCAZAR e
colaboradores (2000), o qual tratou linfocitos T com camptotecina e observou a membrana
mitocondrial inicialmente hiperpolarizada e, ap6s 3 horas do tratamento, encontrou citocromo
C no citossol iniciando o processo de apoptose. Assim pode-se sugerir que no presente
trabalho foram observados os efeitos que precedem a fragmentacdo do DNA, ou seja, a
hiperpolarizacdo da membrana mitocondrial com possivel liberacdo de sinalizador para
externalizacdo da fosfatidilserina.

A alteracdo na morfologia das células analisadas por microscopia de contraste de fase
foi similar as alteracGes ocorridas no estudo de JOANITTI (2008), com a linhagem tumoral
MCF-7. No presente estudo foi observado que ap6s o tratamento com o peptideo PSLEM
0817, as células estavam sem forma tipica, sem presenca de nucleo, em suspensao na placa de
cultura e com a presenca de alguns fragmentos celulares (debris). Alteragdes morfologicas em
HelLa apds o tratamento com os peptideos PSLEM 0817 (dermaseptina) e PSLEM 0850

(melitina) também foram observadas por microscopia de forca atdbmica, porém apesar desta
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metodologia ser amplamente utilizada para diversos estudos, como de bactérias e hemacias
(LEITE et al., 2005), at¢ o0 momento esta técnica ndo foi utilizada para caracterizar células
tumorais alteradas por tratamentos com peptideos antitumorais. De qualquer modo, as
alteracOes estruturais observadas nas células corroboraram o padrdo de alteracdes também
observado por meio de microscopia de contraste de fase.

Assim muitos destes peptideos ndo podem ser utilizados diretamente em terapias
antitumorais, uma vez que ndo sdo seletivos a tumores, podendo danificar células néo
tumorals e, principalemte, por perder sua fungdo pela agdo de enzimas proteoliticas, bem
como ser facilmente reconhecido e retirado do organismo por macréfagos (ZOGGEL et al.,
2010). Para evitar tais efeitos colaterais ou a perda precoce da fungédo do peptideo é necessario
encapsulé-lo em nanoparticulas, as quais podem protegé-los da degradacdo por enzimas,
passar despercebidas pelo sistema fagocitico mononuclear (macréfagos) e, ainda pode vir a
ser entregues em alvos especificos (DASS & CHOONG, 2006).

Estudos que investigam técnicas para biodisponiblidade oral de peptideos tém
utilizado o polimero natural quitosana em sua formulacéo, uma vez que ela é biocompativel,
biodegradavel e possui caracteristica de ser mucoadesiva (AGNIHOTRI et al., 2004). Dentre
as técnicas utilizando quitosana, as chamadas de coacervagdo, peneiramento, gotas de
emulsdo, micelar reverso e geleificacdo idnica sdo as principais utilizadas na producdo de
nanoparticulas, sendo esta Ultima muito interessante por ndo ser tdxica as células e ser de
simples producdo (AGNIHOTRI et al., 2004).

Desta forma, o peptideo utilizado neste estudo foi encapsulado pelo método de
geleificagcdo i6nica em nanoparticulas com formato esférico e didmetro médio variando
principalmente entre 100 a 200 nm, sendo este resultado semelhante quando analisado por
microscopia de forca atdmica e por espalhamento de luz dinamico. Estas técnicas devem ser
utilizadas de forma complementar, pois além de poder corroborar o tamanho das
nanoparticulas pode-se verificar por meio da primeira técnica, se as nanoparticulas estéo
agregadas ou ndo e o formato das estruturas formadas (esférica, achatada, estrelar, entre

outras) o que ndo é possivel pela segunda técnica (SITTERBERG et al., 2010).

Utilizando esta mesma tecnica de encapsulamento DOUGLAS e colaboradores (2006)
e PAN e colaboradores (2002) obtiveram nanoparticulas de quitosana com tamanhos
semelhantes aos observados no presente estudo, sendo que o do primeiro foi de nanoparticulas

contendo alginato com diametro médio de 157 nm e o do segundo nanoparticulas contendo
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insulina com diametro entre 250-400 nm. Segundo HUGHES (2005), o tamanho da
nanoparticula € muito importante para sistemas de liberagéo controlada, devendo ser menores
que 100 nm quando se querem atravessar barreiras como a hematoencefélica, as ramificacGes
do sistema pulmonar ou juncbes da pele. Por outro lado, devem ser maiores que 100 nm
quando se quer penetrar tumores, 0s quais possuem microvasculatura com poros variando de
100 a 1000 nm. Assim, as nanoparticulas desenvolvidas no presente estudo sdo apropriadas
para penetrar tumores, mas a biodistribuicdo delas in vivo precisa ser investigada em estudos

futuros.

Também caracterizando as nanoparticulas de insulina produzidas por geleificacdo
iGnica por meio de microscopia de forga atdmica, JINTAPATTANAKIT e colaboradores
(2007) observaram que as nanoparticulas revestidas com PEG eram maiores e apresentavam
formato esférico, assim como as nanoparticulas apresentadas no presente estudo. Além disso,
no presente trabalho observou-se que as nanoparticulas apresentavam superficie homogénea,
0 que pode sugerir que o peptideo e demais componentes das nanoparticulas possam estar
dispersos homogeneamente nelas. O oposto foi verificado por SIMON e colaboradores
(2004), que ao analisar as nanoparticulas de insulina, também em modo dindmico operando
em aquisicdo de fase, observaram uma distribuicdo heterogénea de componentes na superficie
das nanoparticulas, uma vez que havia rugosidades pela presenca de poros, e sugeriram uma
distribuicdo heterogénea de insulina, a qual seria liberada rapidamente através destes poros.
Deste modo, € possivel sugerir que a baixa taxa de liberacdo do peptideo in vitro (< 3%)
mostrada no presente estudo e discutida posteriormente possa ter relacdo direta com a area

superficial das nanoparticulas obtidas e a homogeneidade observada.

A elevada eficiéncia de encapsulamento das nanoparticulas apresentadas neste estudo,
variando de 43 a 95%, mas principalmente por volta de 75%, foi semelhante aquelas descritas
na literatura, nas quais tambem o metodo de geleificagdo idnica foi empregado. PAN e
colaboradores (2002) obtiveram encapsulamento de 80% da insulina. WU e colaboradores
(2005) encapsularam glicirrizinato de amonio tendo eficiéncia de encapsulamento de 83%
para as particulas de quitosana e de 90% para o material composto de quitosana e PEG.
FUENTES e colaboradores (2005) também obtiveram taxa de encapsulamento de calcitonina
da ordem de 90%. Logo, a eficiéncia de encapsulamento obtida no presente estudo pela
técnica de geleificacdo idnica torna tal procedimento viavel do ponto de vista de obtencdo de

nanodispositivos deste tipo visando & liberacao controlada.
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O potencial zeta observado para as nanoparticulas QSePep, de +67 mV, foi bastante
maior do que o descrito na literatura por DOUGLAS e colaboradores (2006), que relataram
um valor de 32 mV. A excelente estabilidade coloidal das nanoparticulas em solucéo deste
estudo pode ter sido favorecida pelo aumento da solubilidade de quitosana ja relatado em
outro estudo (WU et al., 2005) ou mesmo ser relacionado ao carater catiénico do peptideo
PSLEM 0817. Ja a estabilidade coloidal moderada das nanoparticulas PEGePep, que
apresentaram potencial zeta de +30 mV, ocorreu devido ao fato que este polimero tem a
caracteristica de diminuir a carga superficial da estrutura pelo fato de ser neutro e, ainda
aumentar o tamanho das nanoparticulas, sendo que este Ultimo efeito € ocasionado pela fraca
ligacdo entre os atomos de oxigénio do PEG e o grupo amino da quitosana, que deixam a
estrutura mais flexivel e, consequentemente, maior (WU et al., 2005). Isto foi evidenciado no
presente estudo, ou seja, observou-se que o PEG aumentava bastante o didmetro das

nanoparticulas em relacédo as que ndo possuiam PEG em sua composicao.

A liberacdo inicial muito lenta apresentada pelo sistema desenvolvido nesta
Dissertacdo segue padrdo diferente dos descritos na literatura, em que o principio ativo é
dissociado rapidamente no inicio e depois se mantém liberado de maneira lenta e constante
(WU et al.,, 2005; CAMPOS et al., 2001). Esta taxa de liberacdo lenta deve-se as
caracteristicas morfologicas, como pouca rugosidade na superficie das nanoparticulas
verificadas neste trabalho, e ainda estar relacionada ao grau de desacetilacdo da quitosana
utilizada no presente estudo, o qual era maior que 75%. Este efeito foi verificado previamente
por XU & DU (2003), que variaram o grau de desacetilacdo da quitosana e observaram que
guanto maior o grau de desacetilacdo, mais lenta era a liberacdo de albumina sérica bovina
(BSA), pois as ligacdes com o TPP se tornavam mais fortes fazendo com que diminuisse a

permeabilidade das nanoparticulas.

Adicionalmente, segundo LEFFLER & MULLER (2000), o tipo de &cido em que a
quitosana é inicialmente dissolvida também pode alterar a forma de liberacdo da droga, ou
seja, quando dissolvida em acido cloridrico a liberacéo é rapida e estavel; quando dissolvida
em &cido citrico a liberacdo é rapida e desintegradora; e quando € dissolvida em acido acético
a liberacdo € lenta e sustentada, pois as nanoparticulas tornam-se mais compactas. No
presente estudo a quitosana utilizada para preparacdo das nanoparticulas foi inicialmente
dissolvida em &cido acético, 0 que tambeém pode ter contribuido para as caracteristicas de

liberacdo do ativo (peptideo PSLEM 0817) observada para o sistema desenvolvido.
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Entretanto quando adicionadas a meio de cultura para ensaio de viabilidade celular as
nanoparticulas liberavam o peptideo durante as 24 horas de ensaio. Deve ter ocorrido,
provavelmente, pela presenga de materiais presentes no meio de cultura e ao metabolismo das

células que juntos levaram a liberagdo do peptideo.

As nanoparticulas contendo o peptideo PSLEM 0817 mostraram-se pouco mais ativas
sobre as linhagens testadas, quando comparadas ao peptideo livre, enquanto as nanoparticulas
linhagens seja ela tumoral (HeLa) ou ndo tumoral (fibroblasto). Estes resultados sé&o
corroborados por FUENTES e colaboradores (2005), os quais mostraram que nanoparticulas
vazias revestidas com quitosana e outras com PEG ndo foram toxicas em células Caco-2.
Adicionalmente, MITRA e colaboradores (2001) mostraram uma maior eficacia terapéutica,
com regressdo do tumor, diminuicdo de toxicidade e maior tempo de vida em camundongos
tratados com nanoparticulas de quitosana e doxorrubicina em relacdo ao tratamento com o
farmaco livre. Nota-se que as nanoparticulas apresentadas no presente trabalho foram efetivas
e eficazes tornando o peptideo um pouco mais ativo contra as linhagens tumorais in vitro.

O sistema nanoparticulado de liberagcdo controlada desenvolvido no presente estudo
poderd ser de extrema importancia para ensaios futuros in vivo, uma vez que o peptideo livre
pode ter alta toxicidade local ou sistémica, baixa permeabilidade em tecidos ou ser degradado
por enzimas, enquanto as nanoparticulas de quitosana possuem caracteristica de serem
mucoadesivas, 0 que facilita a entrada do peptideo pelo epitélio e, ainda, podem passar
despercebida pelo sistema imunitario se diminuir seu tamanho (PREGO et al., 2006). Outra
importante utilizacdo das nanoparticulas produzidas neste trabalho poderd ser testa-las
posteriormente no mesmo tipo de células in vivo, uma vez que é promissora a entrega do
peptideo no cdlon, ja que sua adsorcdo é melhorada pela presenca da quitosana, a qual ainda
sera biodegradada pela flora bacteriana do local (AGNIHOTRI et al., 2004) ou mesmo este
sistema de liberacdo controlada podera se torna especifico, conjungando a ele hormonio ou
anticorpos monoclonais, e ser aplicado a outros tipos de tumores gque tenham receptores para

0 reconhecimento destes.
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7. CONCLUSOES

Quatro peptideos foram sintetizados manualmente e purificados por cromatografia
liguida de alta eficiéncia em fase reversa com sucesso. Dentre os peptideos
previamente prospectados pelo grupo de pesquisa do Laboratorio de Espectrometria de
massa da Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia, disponiveis em banco de
dados de moléculas com acesso limitado, a dermaseptina (PSLEM 0817) foi o
peptideo que apresentou atividade citotdxica significativa contra todas as linhagens
tumorais B16F10, MCF7 e HeLa; a linhagem imortalizada HSG; e contra a linhagem
ndo tumoral de fibroblasto, sendo que juntamente com a melitina foram os peptideos
mais ativos contra a linhagem HelLa.
Quanto a mecanismo de acdo do peptideo dermaseptina (PSLEM 0817) contra a
linhagem HelLa, pode-se sugerir com o presente trabalho de acordo com as alteracfes
morfoldgicas e ensaios de citotoxicidade que este peptideo interage com membranas,
levando a hiperpolarizacdo da membrana mitocondrial com liberagdo de sinalizador
para externalizacdo da fosfatidilserina, e em seguida ocorre a fragmentacéo do DNA.
Visando modular e controlar a liberagdo do peptideo PSLEM 0817 e também evitar a
perda da funcéo do peptideo por vias de degradacdo foi obtido sucesso e alta eficiéncia
(> 70%) no ecapsulamento do peptideo PSLEM 0817 em nanoparticulas poliméricas
de quitosana com formato esférico, didmetro médio entre 100 a 200 nm, estabilidade
coloidal elevada, liberacéo lenta e prolongada sob condicdes de teste de liberacéo.
Também, observou-se que o PEG diminui a estabilidade coloidal e aumenta bastante
o didmetro das nanoparticulas sendo estes efeitos potencialmente moduladores de suas
propriedades fisico-quimicas.
As nanoparticulas de quitosana contendo o peptideo PSLEM 0817 foram pouco mais
ativas in vitro sobre a linhagem tumoral HelLa do que o peptideo livre, sendo este

mesmo resultado observando sobre a linhagem n&o tumoral de fibroblasto.
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