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Resumo

Doengas fungicas e parasitarias representam grandes riscos para a saude publica. A importancia global
das doencas fangicas vem aumentando, dado o nimero crescente de pacientes vulneraveis para essas
infecgdes, incluindo pacientes com AIDS, transplantados, imunocomprometidos, com cancer, recém-
nascidos e idosos. As principais doencas sdo ocasionadas por Aspergillus, Candida, Cryptococcus e
Pneumocystis, no entanto os tratamentos usados s@o pouco eficientes devido a resisténcia dos patégenos
aos medicamentos e da alta toxicidade e efeitos colaterais dos farmacos utilizados. Além das doencas
fingicas, as parasitarias também séo problemas de salde publica, principalmente em paises pobres e em
desenvolvimento. Neste caso, 0s tratamentos também precisam ser melhorados. Diante dessa
problematica ha a necessidade de se buscar novas terapias, entre as alternativas estdo os peptideos
antimicrobianos. O peptideo RP1 da classe de quimiocinas apresenta atividade contra bactérias, virus,
alguns tipos de cancer e acdo antiparasitaria. Além disso, o composto organometélico ferroceno
(Fe(CsHs)2) também mostrou atividade antiparasitaria. O objetivo deste estudo foi avaliar o efeito da
conjugacdao do peptideo RP1 com o ferroceno em termos de estrutura, atividade bioldgica e toxicidade. Os
peptideos foram sintetizados usando a técnica de sintese de peptideo em fase sélida (SPFS). A estrutura
foi avaliada por espectroscopia de CD. A atividade dos peptideos foi avaliada por estudos de
permeabilizacdo em vesiculas, ensaios antimicrobianos, além de avaliar a citoxicidade dessas moléculas.
Os ensaios de CD em PBS mostraram que os peptideos apresentavam um espectro tipico para estruturas
desordenadas. Na presenca de micelas, ambos os peptideos apresentaram alta incidéncia de estrutura a-
helicoidal. Ensaios de CD também foram realizados com vesiculas unilamelares de POPC e POPC:POPS,
em ambos 0s ambos 0s casos 0s peptideos ndo apresentaram estrutura secundaria definida. Os dados da
permebializacdo demonstraram a baixa acdo do peptideo RP1 sobre a membrana, pois este apresentou
baixa porcentagem de liberagdo de CF, enquanto o Fc-RP1 apresentou alto valor de liberagédo de CF,
mostrando que o ferroceno aumenta a capacidade de permeabilizacdo do peptideo. Os ensaios
antileishmania, demonstraram que o peptideo RP1 ndo apresentou atividade como descrito na literatura.
O peptideo Fc-RP1 apresentou atividade antifungica contra Cryptococcus neoformans, antimalarica, com
baixa toxicidade em linhagens celulares de Hacat, HepG2 e U87. Além disso os peptideos demonstraram
atividade contra bactéria gram-positiva, destacando que o peptideo conjugado Fc-RP1 foi seletivo.

Em concluséo, a conjugacdo do ferroceno com peptideos mostrou-se interessante para a obtencéo de
novos compostos bioldgicos com atividade antifungica e antiparasitaria.

Palavras chaves: atividade antifingica, atividade antiparasitaria, peptideo, ferroceno, atividade

antimicrobiana.



Abstract

Fungal and parasitic diseases are major health problems globally. Around the world, 800 million
people are affected with a type of fungal disease; the main ones are caused by Aspergillus,
Candida, Cryptococcus and Pneumocystis. Standard treatments can be inefficient due to the
resistance, high toxicity and side effects in patients. In addition, parasites are causing a large
number of deaths, especially in poor and developing countries, as example malaria causes around
660 million people per year. Alternatives to standard treatments are urgently needed. Among
them, antimicrobial peptides are the most widespread. The RP1 peptide of the chemokine class
showed activity against bacteria, viruses and antiparasitic action. In addition, the organometallic
compound ferrocene (Fe(CsHs)2) also exhibited antiparasitic activity. The objective of this study
was to evaluate the effect of the conjugation of the peptide with ferrocene in terms of structure,
biological activity and toxicity. The peptides were synthesized using the solid phase peptide
synthesis technique (SPPS). The structure was evaluated by circular dichroism (CD)
spectroscopy, peptide activity was evaluated by vesicle permeabilization studies, antimicrobial
assays and cytotoxicity was evaluated. CD assays in PBS showed that the peptides presented a
typical spectrum for disordered structures. In the presence of micelles, both peptides presented
high incidence of a-helical structure. CD assays were also performed with unilamellar vesicles of
POPC and POPC: POPS, in both cases the peptides did not present a defined secondary
structure. The permeability data showed that the RP1 peptide release low percentage of
Carboxyfluorescein (CF), indicating no good interaction between the peptide and the membrane,
while ferrocene conjugated peptide presented high CF release value, showing that ferrocene
increases the permeability of the peptide. Antileishmania assays showed that RP1 peptide showed
no activity as described in the literature. The Fc-RP1 peptide showed antifungal against
Cryptococcus neorformans and antimalarial activity with low toxicity in Hacat, U87 and HepG2 cell
lines. In addition, the peptides demonstrated activity against gram-positive bacteria, noting that
the conjugated peptide Fc-RP1 was selective. In conclusion, the ferrocene conjugated in the
antimicrobial peptide RP1 was interesting to obtain new biological compounds against fungal and

parasitic diseases.

Key words: fungal and parasitic diseases, peptide, ferrocene, antimicrobian activity.
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1. Introducgéao

1.1. Leishmaniose

Doencas negligenciadas sdo endémicas em muitas populagcdes pobres e em pai-
ses subdesenvolvidos, dos quais a maioria dos individuos e comunidades tem menos
acesso a recursos financeiros e aos sistemas de saude, podendo viver em condi¢fes
sanitérias precarias e ter uma nutricdo inadequada (Mackey et al., 2014; Hofstraat e Van
Brakel, 2016)

Cerca de 1,4 bilhdes de pessoas sao atingidas por essas doencas, as quais cau-
sam entre 500 mil e 1 milhdo de 6bitos anualmente (Mackey et al., 2014). De acordo com
a Organizacdo Mundial de Saude (OMS) esse grupo de enfermidades compreende cerca
de 17 patologias, compostas primariamente por infec¢des virais, por protozoarios,
helminticas e bacterianas, entre as principais estdo: dengue, chikungunya, raiva, Ulcera
de Buruli, lepra, doenca de Chagas, tripanossomiase humana africana (HAT ou doenca
do sono), leishmaniose; equinococoses, filariose linfatica (LF), esquistossomose e teni-

ase/cisticercose.

A leishmaniose, um dos focos de estudo desse trabalho, refere-se a um grupo de
doencas causadas por protozoarios do género Leishmania, pertencentes a familia Trypa-
nasomatidae da ordem Kinetoplastidia (Sundar e Chakravarty, 2015). Essa doenca re-
presenta um problema global, concentrando-se em paises subdesenvolvidos ou em de-
senvolvimento, principalmente no Sudeste Asiatico, Africa Oriental, América Latina e em
paises do Mediterraneo. Atualmente a leishmaniose é a 32 doenga parasitaria que mais
causa mortes. Além disso, o numero de casos de Leishmaniose vem aumentando devido
aos individuos imunossuprimidos, como o0s que apresentam HIV, 6rgdos transplantados
e 0s que sdo submetidos a quimioterapia (Dawit et al., january, 2013). Dados mostram
gue entre 12 e 15 milhdes de pessoas no mundo estdo infectadas e 350 milhdes estéo
em risco de adquirir a doenca. Estima-se ainda que, 700.000 a 1 milh&o de novos casos

ocorrem a cada ano e causam 20.000-30.000 mortes por ano (OMS, 2018).

Essa doenca parasitaria é transmitida aos seres humanos pela picada dos vetores
infectados de insetos fémeas, dipteros flebotomineos que compreendem o gé-

nero Lutzomyia (no continente americano) e Phlebotomus (na Europa, Africa e Asia).
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Além disso, cées e roedores também podem ser hospedeiros da doenca (Dutra et al.,
2014).

Nos insetos hematofagos flebotomineos o desenvolvimento do parasita ocorre no
tubo digestivo com a formacao de uma forma moével, flagelada e alongada denominado
promastigota, a qual amadurece a promastigota metaciclicos infectantes. Durante a pi-
cada, a fémea inocula as formas promastigotas metaciclicos provenientes da regido an-
terior do trato digestivo. A presenca na saliva de neuropeptideos vasodilatadores facilita
a infeccdo e ao mesmo tempo imunossuprime a resposta do hospedeiro, inibindo a agéao
de antigenos (Dawit et al., january, 2013). A forma promastigota se liga por receptores
especificos aos macréfagos ou leucdcitos, neutrofilos e células dendriticas presentes na
pele, pelos quais séo fagocitadas. Estes parasitas sdo imunes aos acidos e enzimas dos
lisossomos com os quais os macréfagos tentam digeri-las, e transformam-se nas formas
amastigotas apos cerca de 12 h. Nesta fase o parasita assume uma forma ovoide, com
um curto flagelo, dai o termo “amastigota”. Entdo comegam a multiplicar-se por divisdo
binaria, saindo para o sangue ou linfa por exocitose, e por fim conduzem a destruicao da
célula, invadindo mais macrofagos (Alberola et al., 2004). O ciclo de vida do parasita

Leishmania é mostrado na figura 1.


https://pt.wikipedia.org/wiki/Phlebotominae
https://pt.wikipedia.org/wiki/Macrófago
https://pt.wikipedia.org/wiki/Enzima
https://pt.wikipedia.org/wiki/Lisossoma
https://pt.wikipedia.org/wiki/Sangue
https://pt.wikipedia.org/wiki/Linfa
https://pt.wikipedia.org/wiki/Exocitose

Figura 1: Ciclo de vida da Leishmania.
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Fonte: CDC, Centro de controle e prevencéo de doencas, disponivel em < https://www.cdc.gov/parasi-

tes/leishmaniasis/index.html>, acesso em julho de 2018.

Existem trés tipos de leishmaniose: visceral, cutanea e mucocutanea. A leishma-

niose visceral é a forma mais grave da doenca e é conhecida como Leishmaniose sisté-

mica, a qual danifica 6rgéos internos, principalmente figado e baco, podendo ser fatal se

nao for tratada. A forma cutanea da doenca geralmente se apresenta como lesdes cuta-

neas autocicatrizantes, sendo este o tipo mais comum da doenca. A Leishmaniose mu-

cocutanea pode ocorrer varios meses apos as Ulceras da pele cicatrizarem, afetando es-

pecialmente as membranas mucosas do nariz (Dawit et al., january, 2013).
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A primeira linha de tratamento da leishmaniose se realiza com os antimoniais pen-
tavalentes (antimoniato de metilglucamina e estibogluconato de sédio) desenvolvidos em
1945, a segunda linha de tratamento é feita com anfotericina B e a pentamidina, com
longos cursos de administracdo parenteral (Tiuman et al., 2011; Elmahallawy e Agil,
2015).

A escolha do tratamento adequado também depende do tipo de espécie causadora
da doenca, pois dosagens incorretas e tratamentos descontinuos contribuiram para o
aumento das formas resistentes de parasitas, reduzindo a eficicia das medicacbes con-
vencionais. Além disso os tratamentos convencionais apresentam elevada toxicidade po-
dendo acarretar efeitos colaterais como: mialgias, dores abdominais, alteracdes hepati-
cas e disturbios cardioldgicos, além de toxicidade para células hepaticas e renais (Sundar
e Chakravarty, 2015).

Desta forma, ha necessidade de novas formas de tratamento da leishmaniose com

menor toxicidade e mais seletivos.

1.2.  Doencas fungicas

Além das doencas parasitarias, as doencas fungicas sao responsaveis por levar a 6bito mais
de 1,5 milh&o de pessoas e afetam mais de um bilhdo de individuos em todo o mundo. No entanto,
eles ainda séo um assunto negligenciado pelas autoridades de salde publica, embora a maioria

das mortes sejam evitaveis (Bongomin et al., 2017).

Existem cerca de 100.000 espécies de fungos, das quais apenas 300 espécies sdo conhe-
cidas por causar infec¢éo animal ou humana. Dependendo da viruléncia e da patogenicidade, eles
sao classificados em verdadeiros fungos patogénicos e fungos oportunistas. A viruléncia fangica
pode ser atribuida a capacidade dos fungos em crescer e se adaptar ao ambiente dentro dos tecidos
do hospedeiro (especialmente os fungos dimorficos), e pela presenca de enzimas, toxinas e outros

compostos que auxiliam neste processo.

As infecgbes por fungos invasivos podem envolver qualquer parte do corpo e séo comuns

em pacientes imunocomprometidos, o que normalmente resulta em alta mortalidade. AIDS, tuber-
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culose, doenca pulmonar obstrutiva crénica (DPOC), asma, crescente incidéncia de cancer e tera-
pias de corticosteroides sdo os principais fatores de infec¢des fungicas em paises desenvolvidos e
em desenvolvimento (Cowen et al., 2014). Entre os principais fungos que tém potencial para causar
essas enfermidades estao incluidos: as leveduras (Candida spp, Cryptococcus spp) e os fungos
filamentosos (Aspergillus spp, Fusarium spp, Scedosporium prolificans, Mucor, Rhizopus e Rhizo-
mucor Absidia) (Kumar et al., 2014).

Nos ultimos anos foram relatados mais de 3.000.000 de casos de aspergilose pulmonar cré-
nica, 223.100 casos de meningite criptocécica, 700.000 casos de candidiase invasiva, 250.000 ca-
sos de aspergilose invasiva, 100.000 casos de disseminacéo histoplasmose, e mais de 10.000.000
casos de asma fungica (Bongomin et al., 2017).

O reconhecimento da importancia das infec¢des por fungos levou a um aumento de
agentes para o tratamento e prevencdo das doencas flngicas, infelizmente, as opcdes
de tratamento ainda s&o limitadas e ndo sao efetivas, pois 0 uso incorreto desses
medicamentos promoveu a existéncia de linhagens fangicas resistentes.

As classes de medicamentos antifangicos incluem: 1) Azoles (por exemplo,
fluconazol, voriconazol) e alilaminas (por exemplo, terbinafina), que inibem a biossintese
de ergosterol; 2) os polenenos (por exemplo, anfotericina B) se ligam ao ergosterol na
membrana plasmatica, onde formam poros grandes que perturbam a funcéo celular; 3)
flucitosina (5-fluorocitosina), que inibe o metabolismo de pirimidina e a sintese de DNA,;
4) as equinocandinas (caspofungina, anidulafungina e micafungina), que sédo agentes que
inibem a biossintese de B-1,3-d-glicano, componente estrutural da parede celular fingica
(Shapiro et al., 2011) e que atualmente sé&o a primeira linha de tratamento (Cowen et al.,
2014).

O desenvolvimento da resisténcia antifungica € complexo e depende de multiplos
fatores que envolvem o hospedeiro e 0 agente microbiano. O status imunologico do
hospedeiro € um fator critico, pois os farmacos fungistaticos devem trabalhar
sinergicamente para controlar e diminuir a infecgdo (Cowen et al., 2014).

Além dos mecanismos de resisténcia, os farmacos atuais apresentam graves efeitos
colaterais e de toxicidade; e podem ser hepatotoxicos, alterar niveis dos hormdnios

(testosterona e cortisol), podem ser bioacumuladores no interior das células adiposas, o0
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gue leva a sérios danos nos rins, nduseas e diarreias, entre outros sintomas (Shapiro et
al., 2011).
Portanto, doencas fungicas representam uma problematica de saude global, a qual

exige tratamentos mais efetivos e com menores efeitos colaterais.

1.3. Maléria
Segundo a Organizacdo Mundial de Saude (OMS 2015), mais de um bilhdo de

individuos vivem em areas de risco de transmissdo da maléria, com incidéncia anual de
214 milhdes de novos casos. Protozoarios do género Plasmodium sdo os agentes
etioldgicos da malaria (Buffet et al., 2011), sendo a espécie Plasmodium falciparum o
agente etioldgico da forma mais grave da doenca (Crompton et al., 2014). O ciclo de vida
deste protozoéario no hospedeiro vertebrado se inicia pela inoculacao de esporozoitos na
corrente sanguinea do hospedeiro mamifero pela picada do mosquito fémea do género
Anopheles. Ap6s um ciclo tecidual nos hepatécitos, merozoitos liberados apos o
rompimento de hepatdcitos invadem hemacias, desenvolvendo-se de forma assexuada.
Fatores do hospedeiro, como variacdes nos niveis de lysophosphatidilcolina no sangue,
induzem a expressao diferencial de genes importantes para a diferenciagdo dos parasitos
a gametdcitos, garantindo o sucesso da transmissédo do parasito a outros hospedeiros
(Cowman et al., 2016; Brancucci et al., 2017).

Os sintomas mais comuns da doenca sao febre (paroxismo), nausea, dor de
cabeca (Cowman et al., 2016). Nos casos de malaria grave, poderd haver
comprometimento de 6rgdos vitais, devido a alteracdo na microcirculacdo do paciente, e
destruicdo de hemacias sadias e infectadas pelo baco, ocasionando comprometimento
cerebral, respiratorio, entre outros, agravado por grave anemia, podendo evoluir ao
guadro de 6bito (Cowman et al., 2016).

Os farmacos para o tratamento da malaria, diferem em estrutura quimica e
mecanismo de acédo, podendo ser classificados, de acordo com a OMS, em 2017:

. esquizonticidas sanguineos (inibem o desenvolvimento de esquizontes): amo-
diaquina, cloroquina, quinina, mefloquina, halofantrina, lumefantrina, artemisi-nina e
derivados, tetraciclina, proguanil, pirimetamina, sulfas e sulfonas (OMS, 2017);

. esquizonticidas teciduais ou hipnozoiticidas: primaquina;

. gametocidas (eliminam os gametdcitos): primaquina e derivados da artemisinina;
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. Profilaticos causais (impedem que merozoitas invadam hemacias): cloroquina,
mefloquina, proguanil, pirimetamina e doxiciclina)

No entanto, esses tratamentos sdo geralmente ineficazes e toxicos, sendo assim,
relevante a identificacdo de novas drogas para ampliar o arsenal terapéutico para

controle da malaria.

1.4. Infeccdes bacterianas

Um dos grandes desafios atuais na area de saude é a alta incidéncia de infeccdes
microbianas que representam uma das principais causas de morte nos paises em
desenvolvimento. Uma forma de infeccdo microbiana é a causada por bactérias
patogénicas que podem infectar e persistir dentro de seus hospedeiros por longos
periodos de tempo (Vouga e Greub, 2016). Isto pode ser devido a imunossupressao do
hospedeiro, evasao imune pelo patdgeno e / ou morte ineficaz por antibioticos. Bactérias
podem sobreviver ao tratamento com antibiéticos se forem resistentes ou tolerantes a um
medicamento.

Muitos patogenos vém se tornando resistentes a varios tipos ou classes de
antibidticos. A falta de tratamentos eficazes contra infeccées bacterianas pode acarretar
complicagdes em diversos quadros clinicos que sdo comuns em pacientes submetidos a
guimioterapia, dialise por insuficiéncia renal ou cirurgia, e especialmente transplante de
orgaos, para o qual a capacidade de tratar infeccbes € muito importante (Thaver et al.,
2009).

Segundo a OMS (2018), existem cerca de seis diferentes bactérias mortais que
tém cepas resistentes a todos ou praticamente todos os antibidticos comerciais:
Enterobacteriaceae (especialmente Escherichia coli, Salmonella spp. e Klebsiella
pneumoniae), Acinetobacter spp., Pseudomonas aeruginosa, Enterococcus spp.,
Mycobacterium tuberculosis e Neisseria gonorrhoeae.

A ineficiéncia dos farmacos atuais para matar 0s organismos resistentes, enfatiza
a necessidade de desenvolvimento de novos agentes antimicrobianos, sendo uma

alternativa os peptideos antimicrobianos.

1.5. Peptideos Antimicrobianos
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A ineficiéncia das drogas atuais para matar os organismos resistentes, enfatiza a
necessidade de desenvolvimento de novos agentes antimicrobianos. Diante desta
problematica, uma classe de compostos vem sendo estudada: os peptideos
antimicrobianos (PAMs). Esses atuam como componentes importantes da imunidade
inata de diversos organismos, protegendo o hospedeiro contra infec¢des e se encontram
presentes em bactérias, fungos, plantas, invertebrados, vertebrados e mamiferos
(Mahlapuu et al., 2016). Os PAMS possuem além da atividade antimicrobiana, uma ampla
gama de atividades, tais como, anticancerigena, espermicida, quimiotética e antiviral
(Seo et al., 2012; Aoki e Ueda, 2013; Lewies et al., 2015).

Os PAMs sao oligopeptideos com um numero de cinco a 50 de residuos de
aminoacidos, sendo que, mais de 5.000 peptideos antimicrobianos ja foram isolados ou
sintetizados (Seo et al., 2012). Esses também exibem uma carga positiva global que pode
variar de +2 a +11 e contém uma propor¢cao substancial (aproximadamente 50%) de
residuos hidrofébicos (Mahlapuu et al., 2016; Kang et al., 2017).

Estas moléculas sdo comumente classificadas com base na sua estrutura
secundaria: folha-B, a-hélice e os néao estruturados (random coil). Os contendo a-hélices

e folha-f3 séo os mais comuns (Seo et al., 2012) (Figura 2).
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Figura 2: Estrutura secundéaria de peptideos antimicrobianos
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Fonte: (Peters et al., 2010)

Os peptideos com estrutura secundaria em a-hélice muitas vezes ndo se
estruturam em solugéo, assumindo uma estrutura helicoidal anfipatica em contato com
uma membrana biolégica (Mahlapuu et al., 2016).

Os peptideos folha B sdo organizados para criar uma molécula anfipatica, além
disso, por possuirem uma estrutura mais rigida, sdo mais ordenados em solucdo aguosa
e nao sofrem mudanca conformacional drastica ap0s a interacdo com membrana
biologica (Aoki e Ueda, 2013; Mahlapuu et al., 2016).

Uma pequena porcao de PAMs naturais pertence a classe dos nao estruturados
(random coil), esses contém um alto teor de residuos de arginina, prolina, triptofano e/ou
histidina, podendo apresentar dobras e estruturas anfipaticas apés contato com uma
membrana (Mahlapuu et al., 2016).

Outra vantagem desses compostos € a facil capacidade de se modificar a estrutura

dessas moléculas, seja através da sintese quimica ou ainda utilizando sistemas de
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expressdo recombinantes. As modificacfes realizadas tém como objetivo mudar a
especificidade e melhorar a estabilidade das moléculas contra proteases, entre outros
(Yang et al., 2016).

Ainda existem alguns desafios para a aplicacdo dessas moléculas, tais como a
toxicidade para os seres humanos, susceptibilidade as proteases, falta de seletividade
contra cepas especificas, altos custos de producdao, atividade reduzida quando utilizados
para revestimento de superficies, e, apesar de incomum, a resisténcia de alguns

microrganismos (Bahar e Ren, 2013).

O mecanismo de acdo dessas moléculas esta vinculado na capacidade das mes-
mas em interagir, permear e desestruturar as membranas celulares, sendo dependente
de diversas fatores, tais como a estrutura secundaria, a carga liquida total, o tamanho e
o equilibrio entre as regides hidrofobicas e hidrofilicas (Lewies et al., 2015). A interacao
com a membrana € um fator chave para a sua atividade antimicrobiana, a atracéo entre
as forcas eletrostéticas dos PAMs catinicos e a superficie bacteriana carregada negati-
vamente s&o determinantes para essa interacdo (Mahlapuu et al., 2016). A membrana
celular bacteriana é rica em fosfolipidios carregados negativamente como fosfatidilglice-
rol e fosfatidilserina (Bechinger e Gorr, 2017). Além disso, a presenca de acido teicoico
na parede celular de bactérias Gram-positivas e de lipopolisacarideos (LPS) na mem-
brana externa de bactérias Gram-negativas fornecem cargas negativas adicionais para a
superficie bacteriana, o que facilita ainda mais a interacdo dos PAMs (Bechinger e Gorr,
2017). A constituicdo da membrana celular de mamiferos é diferente da bacteriana e
menos negativa, o que permite que os PAMs tenham uma acdo mais seletiva com as

linhagens bacterianas.

O mecanismo de acdo dos PAMs com estrutura helicoidal ocorre principalmente

na membrana e os mais aceitos estdo descritos a seguir (Bechinger e Gorr, 2017).

A) Modelo barril: os PAMs séo inicialmente orientados paralelamente & membrana,
mas, eventualmente, inserem-se perpendicularmente na bicamada lipidica, onde a face

apolar interage com os lipidios e os residuos hidrofilicos formam os canais.

B) Modelo de poro toroidal: os peptideos também se inserem paralelamente na

membrana, mas interacdes peptideo-lipideos induzem uma curvatura local da bicamada
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lipidica, formando poros constituidos em parte por peptideos e em parte pelos grupos

polares da cabeca fosfolipidica.

C) Carpete, os PAMs se colocam paralelamente a bicamada lipidica formando as-
sim um "carpete”. Ao atingir uma concentragdo limiar na superficie da membrana a inte-
gridade da membrana é perdida, produzindo um efeito semelhante ao detergente, que

eventualmente desintegra a membrana formando micelas (Guilhelmelli et al., 2013).

Outro ponto importante, € que 0s peptideos antimicrobianos possuem outros me-
canismos de acao além dos que se baseiam na interacdo com a membrana celular, sendo
gue eles podem atravessar a membrana e agir em alvos intracelulares. Da mesma forma
gue os antibidticos convencionais, os PAMs também podem inibir a sintese da parede
celular, afetar a sintese proteica e atuar especificamente sobre o DNA/RNA durante os

processos de replicacéo ou transcricdo (Bechinger e Gorr, 2017; Kumar et al., 2018).

Existem inUmeros peptideos com efeitos antimicrobianos comprovados em diver-
sos tipos de linhagens bacterianas, inclusive em linhagens resistentes a antibioticos
(Quadro 1).

1.1. Peptideos Antifungicos e antiparasitarios

Os peptideos antimicrobianos como ja mencionado anteriormente possuem um
amplo espectro de acdo, dos quais um dos alvos podem ser os fungos, ja que doencas
fungicas sdo um problema de saude publica.

Peptideos antifiingicos provém das mais diversas origens: de insetos, mamiferos
e repteis; e possuem diferentes mecanismos de acdo. Algumas moléculas, por exemplo
a classe de peptideos catelicidinas de origem bovina e ovina, podem permear a mem-
brana celular de fungos, levando a morte do patégeno, tais como C. albicans e C. neo-
formans (Bondaryk et al., 2017). Outros peptideos possuem a capacidade de se ligar a
componentes da parede celular e da membrana citoplasmética como um passo para a
sua permeabilizagcdo, como por exemplo a Cecropina B e dermaseptina que se ligam ao
ergosterol de espécies do género Aspergillus e Fusarium (De Lucca e Walsh, 1999;
Lorenzon et al., 2013). Outros peptideos da classe das defensinas sdo capazes de per-

mear a membrana devido a ligacdo com as proteinas glicosiladas da parede celular ou
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ainda agem na sintese da parede celular (Bondaryk et al., 2017) e da parede lipidica. O
stress oxidativo também é um mecanismo de acao que acarreta lise de células fungicas,
um exemplo disso é a defensina de planta PvD1 que por permeabilizagcdo da membrana
ou por danos causados por estresse oxidativo via producao de EROS e éxido nitrico, leva
a morte de linhagens de C.albicans (Kang et al., 2017).

Quadro 1: Peptideos antimicrobianos com atividade contra bactérias gram-positivas e

gram-negativas.

S. enterica ser.
Peptideos Typhimurium E. coli S. aureus E. faecalis
T2 ATCC25922 | ATCC29213 | ATCC29212
CIM (ug.mL™1)

Cap1l8 4 4-8 232 8
Capll 8 8-16 16-32 16-32
Cecropin P1 =128 16-32 >256 >256
Cecropin B 32 16-32 >256 >256
Bac2A-NH2 128 64 128 16-32
Bac2A >256 256 >256 64
Sub5-NH, 8 4 8 4-8
Melittin 32-64 16 24 2-4
Indolicidin 64 32 32 32
Myxinidin-NH, >256 >256 >256 >256
Pyrrhocoricin >256 >256 >256 >256
Apidaecin IA 64 32 >256 >256
Metalnikowin | >256 >256 >256 >256

Fonte: (Ebbensgaard et al., 2015), modificado pelo autor.
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Dentre os PAMs que possuem alvos intracelulares, destaca-se a Histatina-5 (Hst-
5), presente na saliva humana, com atividade em diferentes espécies de fungos. O me-
canismo de acdo da Hst-5 baseia-se na ligacéo a B-glicanas, sendo translocado para o
citosol, associando a mitocéndria e afetando a respiracdo celular e como consequéncia,
aumentando a producéao de EROS, o que culmina na morte celular por estresse oxidativo
(Bondaryk et al., 2017).

Outros alvos de acdo dos PAMs sdo os protozoarios causadores de doencas pa-
rasitarias graves e que nao possuem tratamentos efetivos. O mecanismo de agéo dessas
moléculas em parasitas pode ocorrer por multiplos mecanismos:

)] Perturbacéo direta da membrana plasmatica;
i) Interacdo com alvos internos
i) Modulacéo da resposta imune

A membrana celular de eucariontes inferiores, como 0s protozoarios é composta
por fosfolipidios de carga negativa, o que faz com os PAMs sejam mais especificos a
células do parasita do que as do hospedeiro (Lewies et al., 2015). Os peptideos antipa-
rasitarios também causam uma instabilidade da integridade da membrana, o que leva a
alteracdes morfoldgicas, um rapido colapso do potencial de membrana e queda intrace-
lular dos niveis de ATP (Pretzel et al., 2013). Como exemplos, temos os peptideos Tem-
porina A e B e Cecropina A, que sao catidbnicos e possuem estrutura alfa hélice em con-
tato com membrana, atuando em espécies de Leishmania, levando a sua desestabiliza-
cao e lise celular (Pretzel et al., 2013). Outra molécula com efeito antiparasitario é a ma-
gainina, também com a¢do na membrana (Lewies et al., 2015).

Outras possiveis formas de acdo dos PAMs, inclui a interagcdo com proteinas da
membrana e alteracdo de suas funcdes (Lewies et al., 2015), bem como a acdo com
alvos internos. Dentre os PAMs que utilizam esse mecanismo podemos destacar a His-
tatina 5 (Hst5), ja citada anteriormente, e que age sobre a mitocéndria (Lewies et al.,
2015). Nesse mecanismo ocorre diminuicao na taxa de respiragdo mitocondrial e no po-
tencial eletroquimico dessa organela, levando a um colapso bioenergético.

Alguns PAMs também podem induzir a liberacéo de hidrolases que perturbam a
membrana e levam a morte, ou ainda que promovem processos apoptoticos, geralmente

por via de caspases (Pretzel et al., 2013; Lewies et al., 2015).
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Este projeto também avaliou um PAM como composto antiparasitario, tendo em
vista que, doencas causadas por parasitas pertencem ao grupo que denominamos doen-
cas tropicais negligenciadas. Apesar de as doencas negligenciadas serem uma proble-
matica global, ndo h& um investimento efetivo por parte das industrias farmacéuticas e
poder publico na pesquisa e producdo de medicamentos para estas enfermidades. Os
tratamentos existentes sao poucos eficazes, exigindo assim novas e mais eficientes es-
tratégias de tratamento.

O peptideo de escolha para esse trabalho foi o derivado da quimiocina humana
CXCL4 (Erfe et al., 2012). A estrutura basica dessa quimiocina € um dominio N-terminal
prolongado, uma regido nuclear estrutural, e a regido C-terminal helicoidal, que é o res-
ponsavel pela atividade microbicida. O peptideo sintético RP-1 (ALYKKFKKKLLKS-
LKRLG) foi modelado em parte nos dominios helicoidais da quimiocina CXCL4 de mami-
feros. O RP1 exerce potente atividade microbicida com baixa citotoxicidade contra eritro-
citos e células endoteliais (Erfe et al., 2012). Somado a isso, para melhorar a eficacia
deste PAM iremos conjugar uma molécula com diferente mecanismo de ac&o. A molécula
escolhida foi o ferroceno, composto organometéalico que mostra resultados promissores

como agente anticancer, antiparasitario e antimicrobiano.

1.2. Molécula de ferroceno
O ferroceno é um composto organometalico de formula Fe(CsHs)2 pertencente a
classe dos metalocenos. Consiste de dois anéis aromaticos presos a lados opostos de
um metal de transi¢ao, neste caso o ferro. A investigagao sobre esta classe de compostos
comecou em 1952. Essa molécula tem uma estrutura simétrica, sendo frequentemente

referido como "complexo sanduiche" (Saleem et al., 2015), como mostrado na figura 3.

Figura 3: Estrutura do ferroceno acido carboxilico, utilizado neste trabalho.

Fonte: Sigma Adlrich, 2017


https://pt.wikipedia.org/wiki/Química_organometálica
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A molécula de ferroceno vem se tornando uma plataforma para o desenho de
novas drogas, em virtude de sua propriedade redox, alta lipofilicidade, estabilidade em
meio aquoso e em alguns casos seletividade (Janka et al., 2015; Santos et al., 2017).

As propriedades medicinais deste composto mostraram propriedades
antiproliferativas e nao toxicas, podendo ser injetado, inalado ou ingerido por via oral. A
hidroxilagdo de ferroceno é efetuada por enzimas do citocromo P450, de forma
semelhante ao benzeno e muitos outros hidrocarbonetos promovendo a degradacéo no
figado (Wang et al., 2015). Outro ponto importante € que a molécula de ferroceno é
facilmente reconhecida por aminoacidos, proteinas, DNA e carboidratos, podendo ser
direcionada para seus alvos (Santos et al., 2017)

Acredita-se que, no meio biolégico o ferroceno seja oxidado ao cation-radical
ferrocénio pelo peroxido de hidrogénio na presenca da enzima peroxidase (Wang et al.,
2015). A reducdo do ion ferrocénio ao ferroceno no meio bioldégico pode ocorrer por

diversos caminhos, como mostrado na Figura 4.

Figura 4: Ciclo de oxidacao e reducao do composto ferroceno/ferrocénio.
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Fonte: Adaptado de (Velasquez et al., 2014).
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O ion ferrocénio forma radicais hidroxila que causam danos no DNA, pois este liga
ao grupo fosfato do DNA, levando assim a um mecanismo de morte celular (Jaouen et
al., 2015). As espécies reativas de oxigénio formadas pela reducéo do grupo ferrocenil,
podem também acarretar o colapso da mitocéndria, através da sua despolarizagéo, le-
vando a uma diminuicdo nos niveis de ATP e bloqueio da cadeia respiratoria, o que leva

a morte celular por necrose ou apoptose (Podolski-Renic¢ et al., 2017).

O ferroceno possui agdo contra células cancerigenas, principalmente cancer de
mama, ovario e prostata (Janka et al., 2015; Jaouen et al., 2015). O principal mecanismo
de acéo desse composto em células cancerigenas se da pela inibicdo da topoisomerase
Il durante o processo de replicacdo do DNA, devido ao excesso de espécies reativas de
oxigénio que ativam proteinas especificas e afetam essa enzima, além de afetar a esta-
bilidade da molécula de DNA (Santos et al., 2017).

Estudos comprovaram que o ion ferrocénio apresenta atividade antibacteriana
contra Mycobacterium tuberculosis; antiviral contra o virus da AIDS, pois a molécula de
ferroceno interfere no mecanismo de replicacdo do virus (Santos et al., 2017); e
antiparasitéria, por exemplo acdo antimalarica contra Plasmodium spp (Lynn et al., 2011)
e contra Trypanossoma brucei e Trypanossoma cruzi (Velasquez et al., 2014).As
espécies reativas de oxigénio formadas por esse composto podem causar danos a
membrana do parasita, além do processo de peroxidacdo dos lipidios, ocasionando a

morte celular (Wani et al., 2015).

Um dos medicamentos empregados no tratamento da maléaria é a cloroquina que
€ 0 medicamento esquizonticida. Com bases no potencial do ferroceno como antimala-
rico, esse foi acoplado a estrutura da cloroquina, originando o composto ferroquina que
tem por acéo inibir o crescimento do Plasmodium falciparum. Até o momento néo foi ob-

servado o desenvolvimento de resisténcia do parasita por essa droga (Wani et al., 2015).

Desta forma, a conjugacéao do peptideo com o ferroceno pode trazer novas moléculas

ativas contra a leishmaniose.
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2. Objetivos

O objetivo principal deste trabalho foi o de sintetizar, caracterizar e avaliar a ativi-
dade antimicrobiana e antiparasitaria do peptideo RP-1 e de seu conjugado contendo

uma molécula de ferroceno em sua extremidade N-terminal.
Os objetivos especificos deste projeto foram:
. Sintetizar, caracterizar e purificar o peptideo RP-1;

" Acoplar a molécula de ferroceno ao peptideo RP-1, caracterizar e purificar esse

conjugado (RP-1-ferroceno);

. Avaliar as caracteristicas Fisico-Quimicas dos peptideos obtidos;
. Avaliar a interacdo com miméticos de membranas;
" Avaliar “in vitro” a atividade antimicrobiana e toxicidade destes compostos.

3. Materiais e Métodos
3.1. Sintese dos peptideos
O peptideo foi sintetizado utilizando a técnica denominada sintese peptidica em
fase solida (SPFS). Esse método de sintese encontra-se publicado em diversas revisoes
(Merrifield, 1964) e fundamenta-se no crescimento, residuo por residuo da cadeia
peptidica, ligada covalentemente pelo seu aminoacido carboxi-terminal aos sitios reativos
existentes em um suporte sélido (resina). O mecanismo resumido de acoplamento dos

aminoécidos esta mostrado na figura 5.

Figura 5: llustracé@o da reacéo que ocorre durante o acoplamento do aminoacido.

(Fonte: LORENZON, E. N 2015)
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A ligacao entre o carboxi-terminal do residuo de amino&cido e o suporte polimérico
€ caracterizado por uma ligacdo do tipo éster para a obtencdo de peptideos com
carboxilatos livres (exemplo: resina Wang), ou de uma ligagcdo amida para a obtencéo de
peptideos com extremidade alfa carboxamida (exemplo: resina Rink Amida).

No presente trabalho o peptideo sintetizado foi o RP1 de sequéncia
ALYKKFKKKLLKSLKRLG-COOH (Erfe et al., 2012), sendo utilizada a resina FMOC-Gly-
Wang, que ja contém o primeiro aminoacido da sintese acoplado a resina.

Os acoplamentos dos Fmoc-aminoacidos foram realizados pela ativacdo dos
grupos carboxilas com diisopropilcarbodiimida (Dic) e N-Hidroxibenzotriazol (HOBL).
Todos os Fmoc-aminoacidos e reagentes foram usados com 3 vezes de excesso em
relacdo a quantidade de grupos reativos na resina inicial. O grupo Fmoc base-labil foi
retirado pela lavagem em 20% 4-metilpiperidina/DMF (dimetilformamida) durante 1 e 20
min.

Entre cada etapa foram realizadas lavagens com dimetilformamida (DMF) e
diclorometano (DCM), para eliminacdo do excesso de reagentes e subprodutos. Depois
de cada etapa de acoplamento foi realizado o teste de ninidrina (Kaiser et al., 1970). Este
composto, em temperaturas elevadas, reage com grupos amino livres, liberando um

composto de cor azul, sendo apropriado para indicar a eficiéncia da sintese.


https://www.google.com.br/search?rlz=1C1CAFA_enBR672BR672&biw=1366&bih=662&q=4-metilpiperidina&spell=1&sa=X&ved=0ahUKEwjl7ujY0_LTAhXHQpAKHafcAWoQvwUIICgA
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Figura 6: Protocolo da Sintese de Peptideos em Fase Sodlida utilizada neste trabalho.
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Apés a sintese uma parte da resina foi separada para a obtengcdo do peptideo
RP1. No restante da peptidil-resina, a molécula de ferroceno foi acoplada a extremidade
N-terminal do peptideo, através do uso dos ativadores HCTU (hexafluorofosfato de O-(6-

cloro-benzotriazoil-1-il) N,N,N’,N'-tetrametilurénio) e DIPEA (N,N,N-diisopropiletilamina).

3.2. Reacao de clivagem
A clivagem do peptideo ao final da sintese foi realizada pela adicdo do acido triflu-
oracético - TFA, e supressores de reacdes colaterais: triisopropilsilano (TIS) e agua ultra-
pura (95% de TFA, 2,5% de TIS e 2,5 % DE H20 cada v/v); em frasco de cintilagdo sob
agitacao branda por 2 h. O volume utilizado foi na propor¢cdo de 1 mL de solugcéo para
cada 100 mg de peptidil-resina. Depois realizou-se a precipitacdo do peptideo e da resina
com éter etilico gelado e o sobrenadante foi descartado, esse processo foi repetido por 3
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vezes para retirada dos subprodutos e reagentes utilizados. No préximo passo, o pepti-
deo foi extraido com solvente A (dgua) contendo 0,045% de TFA (acido trifluoracético) e
solvente B (acetonitrila) contendo 0,036% de TFA, sendo centrifugado para separar o

peptideo da resina. O sobrenadante resultante contendo o peptideo foi liofilizado.

3.3. Purificacdo e caracterizacéo dos peptideos

A purificagdo dos produtos obtidos foi feita em um cromatdgrafo liquido de alta
eficiéncia (CLAE) em modo semi-preparativo, com solvente A (0,045% de TFA em H20)
e solvente B (0,036% TFA em ACN), fluxo de 5 mL/min, comprimento de onda de
deteccdo de 220 nm, e uma coluna C18 da marca Phenomenex (tamanho 250 mm x 10
mm, 300 A, tamanho da particula de 5 um). Para a purificacio do peptideo RP1 foi usado
o gradiente de 10-40% solvente B em 90 min, ja o peptideo Fc-RP1 foi purificado com
gradiente de 15-40% solvente B em 90 min.

Apos a purificacao e liofilizacdo dos materiais obtidos, a analise de pureza de cada
fracdo foi realizada por meio de CLAE em modo analitico, utilizando espectrometro
Shimadzu, com coluna Ultraspehere Phenomenex de fase reversa C18 (4,6 mm x 150
mm, 300 A, tamanho da particula de 5 pm), deteccdo em 220 nm, utilizando método
gradiente de 5 a 95% de solvente B em 30 min com fluxo de 1 mL.min.

As analises das massas moleculares dos peptideos foram realizadas por
espectrometria de massas com aparelho Bruker injecdo ion trap, modo eletrospray
positivo (M+H)* na faixa de 200-2000 g/mol, para confirmar a obtencdo do material

desejado

3.4. Espectro de absorcdo em luz UV
Para os experimentos posteriores foi necessaria a determinacdo da correta
concentracdo das moléculas em estudo. O processo de quantificagdo foi realizado
utilizando a espectrofotometria na regido do UV, no entanto para a quantificacdo do
peptideo Fc-RP1 houve dificuldade para a obtencéo deste dado. Essa dificuldade se deu
pela presenca da molécula de ferroceno neste peptideo, sendo necessario assim obter
gual era o comprimento de absor¢cao deste composto. O espectro de absorc¢éo foi obtido
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no espectrofotbmetro de absor¢do na regido do UV/Vis/NIR, Lambda 1050 da Perkin
Elmer.
As moléculas de RP1, Fc-RP1 e ferroceno acido carboxilico foram estudadas na

concentragéo de 10 ymol.L, no comprimento de onda 200-400 nm.

3.5. Dicroismo circular

A espectroscopia de dicroismo circular foi utilizada para os estudos estruturais
dos peptideos. Os espectros de CD foram adquiridos em um espectropolarimetro Jasco
J- 815, em celas de 1,0 mm de caminho Optico com 5 varreduras por espectro com tempo
de integracdo de 3 s por ponto. Para todos os experimentos a leitura foi feita a cada 0,5
nm com controle de temperatura a 25° C. Neste estudo foram preparadas solucbes
estoques dos peptideos em tampdo PBS, para posterior diluicdo em 60 ymol L. As
solucdes de peptideos foram tituladas com LPC, em concentracées de 1 e 5 mmol L.
Os experimentos de dicroismo circular também foram realizados em vesiculas
unilamelares de POPC (1-palmitoil-2-oleoil-sn-glicero-3-fosfatidilcolina) e de POPC:
POPS (1-palmitoil-2-oleoil-sn-glicero-3-serina) (9:1) nas concentracdes de 300 e 150
umol.L2.

O célculo da elipticidade molar [©] para converter os dados coletados inicialmente
em milidegree foi realizado com a equacéo 1 (Casallanovo et al., 2006):

[6] = valor(em milidegree)
(10.¢.[peptideo].n® de aa

Equacio 1

Onde no numerador € colocado o valor obtido em milidegree pelo equipamento, {
€ 0 caminho 6ptico utilizado na cubeta (0,1 cm), [peptideo] é a concentracdo de peptideo
usada no experimento em mol.L'! e n° de aa é a quantidade de residuos de aminoacidos

presentes na molécula.

3.6. Permeabilizacéo de vesiculas
Foram preparados filmes lipidicos de POPC e de POPC:POPS (9:1) na
concentracdo de 15 mmol L.
Para elaboracdo dos filmes, os lipidios foram solubilizado em solucdo de

metanol/cloroférmio (4:1, v:v) e exposto a um fluxo de nitrogénio para consequente


https://www.google.com.br/search?q=1-palmitoil-2-oleoil-sn-glicero-3-serina&rlz=1C1CAFA_enBR672BR672&tbm=isch&tbo=u&source=univ&sa=X&ved=0ahUKEwiFo8jNwojcAhXIS5AKHTgFDf8QsAQIKg
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formacao do filme lipidico. Os mesmos foram mantidos em bomba de vacuo durante 12
h para eliminacdo dos solventes. Apdés secagem no vacuo, foi adicionado uma solucao
aquosa contendo o fluoréforo carboxifluoresceina (CF-50 mmol L?). A solugédo passou
por ciclos de aquecimento a 60°C seguida de sonicacao e agitacdo por 5 min, durante 1
h para a formagdo das vesiculas multilamelares. Apds este periodo, a mistura foi
submetida a um extrusor da Avanti Polar Lipids para obtenc&o de vesiculas unilamelares
de 100 nm.

Apos a formacéo das vesiculas unilamelares, a solucéo foi aplicada em coluna de
exclusao molecular Sephadex G-20 para a separagéo da CF que nao foi encapsulada no
interior das vesiculas. Os compostos foram testados sobre as vesiculas e a sua acéo foi
acompanhada pela liberacdo do fluor6foro no equipamento espectrofluorimetro
Fluorolog-3 FL3-122 da Horiba Jobin Yvon, com comprimento de onda ajustado em 495
nm e 517 nm, para a excitacdo e emissao, respectivamente. O peptideo RP1 foi testado
nas concentragdes de 10 pymol.L, 50 ymol.L™> 0 Fc-RP1 em 0,1 pmol.L, 1 uymol.L! e
10 ymol.Lt. O Ferroceno também foi testado na concentracéo de 0,7 mmol.L?, todos os

experimentos foram realizados em duplicata.

3.7. Teste de estabilidade

Para avaliar a estabilidade dos compostos sintetizados, foram realizados ensaios
de degradacdo em tampéo PBS (tampéo fosfato salino —pH 7,4) e em meio acido (solucéo
de 4gua contendo 0,045% de &cido trifluoacético). Para os ensaios empregou-se uma
solucdo com concentracdo de 1 mg.mL? incubados a uma temperatura de 37°C por
diferentes intervalos de tempo (0, 6, 8, 12 e 24 h).

Retiraram-se aliquotas em cada intervalo de tempo e essas foram avaliadas em
CLAE analitico em corridas de 5-95 % solvente B em 30 min. Para avaliar estabilidade
dos peptideos e da molécula de ferroceno, foi calculado a porcentagem de material
presente ao final de cada intervalo de tempo, com base nas areas dos picos dos

cromatogramas obtidos.

3.8. Testes bioldgicos
Foram realizados ensaios biologicos para verificar a atividade antibacteriana,

antifingica, antimalarica e antileishmania dos compostos RP1, Fc-RP1 e Ferroceno
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Acido Carboxilico, além de testes de hemdlise para verificar a estabilidade dos compostos
e toxicidade.
3.8.1. Testes antibacterianos

Para os ensaios antibacterianos utilizou-se apenas o peptideo RP1 e seu conju-
gado. Foram usadas as cepas da bactéria gram-positiva Streptococcus agalactiae (nu-
mero de acesso GenBank: MH359095.1) e da gram-negativa Aeromonas hydrophila (nu-
mero de acesso GenBank: MH305534.1) isoladas de tilapias do Nilo naturalmente infec-
tadas. Foi utilizada a técnica de microdiluicdo em caldo para a determinagédo da concen-
tracao inibitéria minima (CIM) dos peptideos de acordo com as diretrizes do Clinical and
Laboratory Standars Institute (CLSI) (Wayne et al., 2007). Os peptideos foram diluidos
em agua destilada estéril e as concentracfes dentre 0,2; 0,5; 1,1; 2,3; 4,6; 9,3; 18,7; 37,5;
75 e 150 ug.mL* e adicionados na placa de 96 pocos de fundo chato (Costar®) em tripli-
cata juntamente com a concentracdo bacteriana pré-estabelecida e o controle positivo
apenas (bactéria e meio de cultura). Na sequéncia a solucao foi incubada por 24 h sobre
agitacao a temperatura de 28°C e a concentracao de peptideos que inibiu o crescimento
visivel de bactérias foi determinada em D.O 600. Os valores em triplicada foram proces-
sados e analisados.

3.8.2. Testes antifungicos

Os testes antifungicos foram realizados com a levedura: Cryptococcus
neoformans, utilizando a técnica Método de Referéncia para Testes de Diluicdo em Caldo
para a Determinacédo da Sensibilidade de Leveduras a Terapia Antifungica (M27-A3). A
concentracao inibitéria minima (CIM) dos compostos foram obtidas por meio de diluicdes
seriadas de 250 a 0,49 ug.mL™. Apds 48 h, foi realizado a leitura visual de cada
concentracao das moléculas testadas a fim de identificar a concentracao inibitoria minima
e esta foi confirmada com o agente reducional Alamar blue, que foi adicionado para

guantificar a porcentagem de morte das levedura por fluorescéncia.

3.8.3. Ensaios de dano de membrana por citometria de fluxo
A fim de avaliar o mecanismo de a¢ao dos peptideos e da molécula de ferroceno

acido carboxilico foram realizados ensaios de citometria de fluxo para contagem e
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verificagdo de viabilidade celular. Para este ensaio utilizou-se o fluoréforo iodeto de
propideo (PIl), que marca a molécula de DNA e emite fluorescéncia (Benaducci et al.,
2015). Para os ensaios, as células de C. neoformans foram incubadas com os trés
compostos, segundo o protocolo de MIC ja descrito por 48 h e agitacdo a 37 ° C.

Ap06s isso, 100 pyL das suspensdes de células contendo as moléculas testadas
foram incubadas com 400 pL de tamp&o de citometria e 1 ug de iodeto de propidio (PI;
Sigma, Chemical Co. St. Louis, MO, EUA), por 10 min sem a presenca de luminosidade.
ApOs esse tempo, foi realizada a leitura no equipamento BD FACSCanto, e os dados
analisados pelo programa BD FACSDiva software.

Um grafico dot plot SSC (Side SCatter) versus FSC (Forward SCatter) foi
construido para determinar a populacdo de células analisadas que foi delimitada pelo
guadrante P1, do qual foi construido um histograma para determinar a porcentagem de
células PI positivas (P2). Todas as amostras analisadas foram diluidas em solugéo
FACSFlow e foram adquiridos 10.000 eventos dentro do quadrante P1 no modo de
aquisicao médio, todos os experimentos foram realizados em duplicata experimental com
triplicata de cada ponto.

Os gréficos da intensidade de fluorescéncia do Pl foram divididos em dois
guadrantes, ou seja, esquerda compreendendo células Pl negativas (células viaveis) e
direita compreendendo Pl células positivas (células n&o viaveis). Para estes
experimentos foram utilizadas concentracfes acima do MIC, a concentracdo de MIC e
uma inferior ao MIC, avaliando assim se esses compostos estariam agindo na membrana

fungica.

3.8.4. Ensaios antimaléaricos
Nos ensaios antimalaricos, foram realizados ensaios com o microrganismo Plas-
modium Falciparum com a cepa 3d7-cloroquina sensivel. O método utilizado foi SYBR
GREEN I que se baseia na utilizacdo do reagente SYBR para quantificacdo de parasitos
viaveis a partir da marcacdo do DNA. As concentracfes usadas para 0s ensaios foram
10 ymol.L'ta 100 ymol.-1. Neste ensaio, ap6s 72 h de incubacéo dos parasitos, o rea-
gente de SYBR foi adicionado e ocorreu marcacado do DNA dos parasitos viaveis. O cal-

culo de reducéo da parasitemia foi feito a partir da viabilidade do grupo controle (sem
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adicao dos compostos).

Também foi realizado, ensaios de hemdlise a fim de avaliar acdo desses compos-
tos frente ao alvo do parasita as hemacias. Os compostos foram diluidos em meio RPMI
completo e foi feita diluicdo seriada de fator 2 para avaliar as doses entre 100 a 1,56 pM.
Foi preparada uma suspenséo de eritrécitos humanos O+ a 2% de hematdcrito em meio
RPMI, e esta foi dispensada em uma placa de 96 pogos, com 180 uL por pogo. A cada
poco foram adicionados 20 puL dos compostos previamente diluidos, e a placa foi incu-
bada a 37°C por 72h.

Em paralelo, foram feitos controles negativo e positivo de hemalise, o primeiro sem
adicao de compostos e o ultimo com adicao de 20 pL de uma solucao de saponina 0,05%
(m/v) para hemolise completa. Apds incubacéo, foi feita a leitura em espectrofotémetro
SpectraMax® Plus, em comprimento de onda 540 nm. A taxa de hemdlise para cada poco
foi calculada a partir das intensidades dos controles positivo e negativo de hemdlise. O
protocolo foi ajustado para 0 mesmo tempo de incubacdo que o ensaio de SYBR, objeti-
vando simular as mesmas condicfes de ensaio.

Outro ponto avaliado, foi em qual estagio de desenvolvimento do parasita os pep-
tideos e a molécula de ferroceno poderiam estar agindo e levando assim a morte do
parasita, Para estas analises cada composto foi adicionado a uma concentragcédo de 100
MM, utilizou como controle positivo de crescimento a cultura de P,falciparum, sem adicao
de composto. A cada poco foi adicionado 180 pL de cultura de P. falciparum (cepa 3D7)
a 2% hematdcrito e 0,5% de parasitemia, sincronizada na forma de anel. Foram feitos
esfregacos iniciais(t=0h), e apds 7 e 24 horas de incubac&o. A morfologia e parasitemia

foram observadas nesses periodos para avaliar a acdo dos compostos sobre o parasito.

3.8.5. Ensaios antileishmania
Para os experimentos da atividade antileishmania foram utilizadas formas promas-
tigotas de L. amazonensis (MPRO/BR/1972/m1841-LV-79) que estdo conservadas no
Laboratério de Bioquimica e Biologia Molecular de Tripanossomatideos da FCFAr-

UNESP com a colaboracédo da Profa. Dra. Marcia Graminha.
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Os Promastigotas foram cultivados em meio LIT até a fase logaritmica tardia de
crescimento para os bioensaios de atividade leishmanicida a 28°C com repiques sema-
nais para a manutencao da cultura. Formas promastigotas de L. amazonensis no final da
fase exponencial do crescimento foram plaqueadas a razdo de 1x107 parasitos m.L* em
placas de 96 pocos e testes realizados com os peptideos RP1 e o Fc-RP1 as quais foram
adicionados a suspensao de parasitos, a uma concentracdo final entre 100,00-1,56 ug
m.L 1. As placas permaneceram incubadas a 28°C por 72 h.

Apés esse periodo, adicionou-se 10 uL de uma solugao de MTT (3-(4,5-dimetil-
tiazol-2-il) -2-5-difenil tetrazélio) / PMS (metossulfato de fenazina) e realizou-se nova in-
cubacao por 75 min. Adicionou-se SDS 10%/HCI 1M para solubilizar os cristais de forma-
zana, e apos 30 min de incubacéo realizou-se a leitura das absorbancias em espectrofo-
tdbmetro UV/Visivel a 490 nm (leitor de Elisa — Readwell Touch/robonik). A porcentagem
de parasitos mortos foi expressa em porcentagem de citotoxicidade (%C).

3.8.6. Testes de citotoxicidade

Foram realizados testes de citoxicidade com linhagens celulares HacaT (a fim de
avaliar potencial do medicamento com uso utépico), U87 (um dos focos de infec¢céo de
C.neoformans) e HepG2. As linhagens HaCaT e U87 cresceram em meio DMEN e a
HepG2 foi cultivada em meio RPMI 1640, ambos os meios foram suplementados com
soro bovino fetal e continham o antibiotico ampicilina.

O protocolo do experimento foi baseado no procedimento da Thermo Fisher
Scientific com AlamarBlue, este funciona como um indicador de saude celular usando o
poder de reducédo de células vivas para medir guantitativamente a proliferacdo de varias
linhagens de células humanas e animais, bactérias, plantas e fungos, permitindo
estabelecer a citotoxicidade relativa de agentes dentro de varias classes quimicas.

As células foram inoculadas em garrafas de cultivo para permitir que as células
aderissem e cresceram durante aproximadamente 24 h a 37°C e 5% de CO2. Apés isso,
a cultura foi lavada com PBS e SDS para posterior contagem em camara de Neubauer e
a concentracao ajustada a 5x10% células.mL. As placas foram entéo inoculadas com 100

ML de indculo, crescendo por mais 24 h para posterior adicao dos peptideos.



41

Os peptideos foram diluidos em meio de cultura partindo de uma concentracdo
estoque de 1000 ug.mL* e foram realizadas diluicdes a partir de uma concentragéao inicial
de 500 pyg.mL* até a concentracao final de 0,48 ug.mL™.

Para a adicao dos compostos, depois das 24 h de crescimento das células, o meio
de cultura foi retirado e um novo meio com os peptideos foi adicionado e as linhagens
cresceram a 37°C por 24 h. A placa do experimento foi montada conforme a figura 7. Os
experimentos foram realizados em triplicata biolégica com duplicata de cada

concentracdo de peptideo utilizada.

Figura 7: Esquema da placa do experimento de citotoxicidade

1] 7] ] 4] 5 5] 7] g 9] 10] 1 i)
A
B Peptiden RP1- Concentragdes de 500-0,48 pug/mL
C
D Peptideo Fc-RP1 Concentragtes de 500-0,48 pg/mlL Controle
E células
F Ferroceno Acido Carboxilica- Concentragies de 500-0,48 pg/mL Vivas
G Controle Células Vivas Meio de cultura
H Meio de cultura Controle células Mortas

Apbs 24 h de incubagédo das linhagens celulares com os compostos, foi adicionado
o reagente alamarBlue®.

Quando as células estéo vivas, elas mantém um ambiente de reducéo dentro do
citosol da célula. A resazurina, o ingrediente ativo do reagente alamarBlue®, é um
composto ndo toxico e permeavel as células que é de cor azul e praticamente nao
fluorescente. Ao entrar em células, a resazurina € reduzida a resorufin, um composto de
cor vermelha e altamente fluorescente, aumentando a fluorescéncia geral e a cor dos
meios que circundam as células.

O reagente alamarBlue® foi adicionado diretamente a cada poco, as placas foram
incubadas a 37°C por 4 h para permitir que as células convertam a resazurina em
resorufin. Nos experimentos de citotoxicidade realizados foi medida da emissédo do
alamarBlue® a 570 nm, usando 600 nm como um comprimento de onda de referéncia

(normalizado para o valor de 600 nm) e a partir de disso foi calculado a porcentagem de
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sobrevivéncia das células perante os compostos testados a fim de averiguar a toxicidade
destes.

Também foram realizados ensaios de hemolise para verificar o potencial citotoxico
frente a hemacias de tilapias do Nilo (Oreochromis niloticus), sendo usadas as mesmas
concentracdes do ensaio de MIC frente as mesmas. Resumidamente, as hemacias foram
coletadas com heparina sddica da veia calda de tilapias do nilo e o plasma separado por
centrifugacdo 350 g por 10 min a 28°C e a suspensdo de hemacias lavada e
ressuspendidas em PBS 0,15 M pH 7.2, na concentracdo de 4%. Os peptideos
previamente preparados nas concentragcdes desejadas foram incubados em igual volume
de papa de hemécias a 4 % e a reacdo incubada por duas horas sobre agitacdo na
temperatura de 28°C. Como controle positivo foi utilizada uma solucédo de Triton X-100
1% para obter 0 100% de hemdlise. O controle negativo foi realizado usando apenas PBS
0,15 M pH 7,2 e o nivel de citotoxicidade foi mensurado pelo grau de hemdélise na amostra
(D.O 560nm).
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4. Resultados e discussao
4.1. Sintese dos peptideos

O peptideo RP1 de sequéncia ALYKKFKKKLLKSLKRLG foi obtido através da
técnica de sintese de peptideos em fase sélida. Partindo-se de uma massa inicial de
resina 638 mg, obteve-se ao final da sintese 1086 mg de massa de resina, havendo um
ganho de massa de 448 mg com um rendimento de sintese em massa de 68%. Para o
acoplamento da molécula de ferroceno ao peptideo RP1, um teste inicial foi realizado
com escala 0,01 mmol (103 mg) da resina e com 5x de excesso de ferroceno e de agentes
acoplantes (HCTU/DIPEA). A resina estava previamente desprotegida e 34,50 mg de
ferroceno &cido carboxilico foi colocado para acoplar. Apos 2 h de acoplamento, uma
aliquota foi submetida ao teste de ninidrina, o resultado foi positivo, indicando que ainda
havia aminas primarias livres, ou seja, nem todo o ferroceno havia sido acoplado. A partir
disso, foi realizado um reacoplamento com aumento do excesso do ferroceno para 10x.
O teste de ninidrina foi repetido apds 2 h, e o resultado foi negativo, indicando que todos
0S grupos aminos disponiveis haviam reagido com o ferroceno. Ao final dessa primeira
sintese obteve-se uma massa de 117 mg e rendimento de 57%.

O restante da peptidil-resina também foi utilizada para obtencao de mais material,
e para isso foi usada uma escala de 0,045 mmol (150 mg) de resina e 10x de excesso.
No final do processo de sintese foi obtido 233,80 mg com ganho de massa de 83,8 mg.

Para obtencdo de mais material, foi sintetizado novamente o peptideo RP1 para
posterior acoplamento da molécula de ferroceno, como descrito anteriormente. Ao final
dessa sintese obteve-se 1,7 g de massa de peptidil-resina, no qual para o acoplamento
do ferroceno a escala foi aumentada para 0,1 mmol (572 mg) de resina. Ap6s 2 h de
acoplamento, o teste de ninidrina mostrou resultado positivo, indicando que havia
grupamentos aminas livre na peptidil-resina. Para solucionar esse problema foi realizado
0 reacoplamento do ferroceno nas mesmas condicdes descritas acima, e ao final do
acoplamento o teste de ninidrina foi negativo, indicando o acoplamento efetivo da
molécula de ferroceno. Ao final da sintese foi obtido 640 mg de Fc-RP1 com ganho de
massa de 67,34 mg, 0 que equivale a um rendimento 74%.

A incorporagdo da molécula de ferroceno ao peptideo mostrou-se dificil, no
entanto, facilmente contornada por meio de reacoplamentos (Miklan et al., 2007). Os
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dados dos rendimentos de sintese dos peptideos abordados neste trabalho, estdo

descritos na tabela 1.

Tabela 1: Dados da sintese dos peptideos RP1 e Fc-RP1

ALYKKFKKKLLKSLKRLG 1086 1609 68
Fc-ALYKKFKKKLLKSLKRLG 117 207 57
22 sintese: Fc-ALYKKFKKKLLKSLKRLG 234 305 77
3?2 sintese: Fc-ALYKKFKKKLLKSLKRLG 640 918 75

Apls as sinteses os materiais foram clivados com uma solugdo contendo
TFA/H20/TIS (95/2,5/2,5). As massas de peptideo bruto obtidas estdo descritas na tabela
2.

Tabela 2: Rendimentos da clivagem dos peptideos RP1 e Fc-RP1

ALYKKFKKKLLKSLKRLG 245 324 75,5
Fc-ALYKKFKKKLLKSLKRLG 35,1 71 49,3
22 sintese: Fc-ALYKKFKKKLLKS-
LKRLG 95,6 107 89,5
32 sintese: Fc-ALYKKFKKKLLKS-
LKRLG 115,6 237 48,7

A massa molar dos peptideos sintetizados foi avaliada por espectrometria de
massas, 0 que confirmou a obtengdo dos materiais desejados: 2.162 g.mol* (RP1) e
2.374 g.mol* (Fc-RP1) (figura 8 e 9).
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Figura 8: Espectro de massas referente ao peptideo ALYKKFKKKLLKSLKRLG-COOH - massa

molar de 2.162 g mol.
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Figura 9: Espectro de massas referente ao peptideo Fc-ALYKKFKKKLLKSLKRLG-COOH -

massa molar de 2.374 g mol™.
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O perfil cromatografico dos peptideos brutos foi obtido em cromatdgrafo liquido de
alta eficiéncia utilizando um programa gradiente de 5 a 95% de solvente B em 30 min com
fluxo de 1 mL/min. O peptideo RP1 apresentou tempo de retencao de 10,45 min como pode
ser visto na figura 10, j& o peptideo Fc-RP1 apresentou um tempo de retencédo de 14,0 min
como o apresentado na figura 11. Podemos observar no cromatograma do peptideo com
ferroceno a presenca de peptideo sem ferroceno, comprovando a dificuldade de

acoplamento desse observada pelo teste de ninidrina.

Figura 10: Perfil cromatogréafico do peptideo bruto RP1, com tempo retencao de 10,45 minutos.
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Figura 11: Perfil cromatografico do peptideo bruto Fc-RP1, com tempo retencdo de 14 minutos.
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O peptideo RP1 foi purificado em um sistema CLAE semi-preparativo. As fragdes
obtidas da purificacdo foram avaliadas em um sistema CLAE analitico e as contendo o
peptideo puro foram juntadas. Foram realizadas duas purificacbes para obtencdo do
material puro, sendo obtidos 33 mg do peptideo de interesse, com uma pureza de 93%
(Tabela 3). O perfil cromatografico do peptideo puro pode ser visto na figura 12.

Figura 12: Perfil cromatografico do peptideo RP1 puro, com pureza de 93%.
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Tabela 3: Condi¢des de purificacdo do peptideo RP1 e quantidade de material puro.

10-40% solvente B 5-35 % de
ALYKKFKKKLLKSLKRLG ; solvente B 33,5 93%
em 90 min .
em 15 min

A purificacdo do peptideo Fc-RP1 também foi realizada em sistema CLAE semi-
preparativo. As condi¢des utilizadas nas purificagdes e as massas injetadas e obtidas
estdo na tabela 4. A pureza final do material obtido foi verificada em CLAE analitico. Para
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a separacéo dos tubos puros utilizou-se o programa 25-45 % em 15 min em sistema
CLAE analitico.

Foram realizadas trés purificacdes para a obtencdo da massa necessaria para 0s
demais experimentos. Durante esse processo foi levantado a hipétese que o meio acido
estaria afetando a estabilidade do peptideo, o que poderia acarretar a sua degradacao.
Alguns estudos ja haviam demonstrado que o anel do grupo ferroceno poderia ser
degradado em meio &cido. Para evitar que isto ocorresse, foi limitado o contato com o
TFA, portanto o material puro foi rapidamente liofilizado ap6s a purificacdo para ndo
permanecer em solugcdo. Os cromatogramas dos materiais obtidos se encontram na

figura 13.

Figura 13: Cromatogramas das fracdes puras do peptideo Fc-RP1, mostrando as trés

purificacdes realizadas.
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Tabela 4: Condicdes utilizadas no processo de purificagdo do peptideo Fc-RP1 e massas de

fracOes puras obtidas.

15-45% sol- 25-45 % de sol-

Fc-ALYKKFKKKLLKSLKRLG vente Bem 90 vente B em 15 6,0 82
min min
2a g ] 15-45% sol-  25-45 % de sol-
sintese: vente Bem 90  vente B em 15 47 77
Fc-ALYKKFKKKLLKSLKRLG . . '
min min
- 0, - - 0 -
3" sintese: véﬁtg SB/(;?nmgo 2\/5ef1rtse go 33810&'1 181 01
Fc-ALYKKFKKKLLKSLKRLG min min '

4.2. Teste de estabilidade

Devido ao baixo rendimento de sintese, clivagem e purificagdo do composto Fc-
RP1, resolvemos avaliar se este peptideo estava apresentando algum tipo de degrada-
cao. Desta forma, os peptideos RP1 e Fc-RP1 e a molécula de ferroceno acido carboxi-
lico foram incubados em tamp&o PBS e solvente A (Agua contendo 0,045% de TFA -
acido trifluoracético), este ultimo um meio acido. Durante este estudo, aliquotas de 50 uL
foram injetadas em sistema CLAE analitico, programa 5-95% solvente B em 30 min, para
avaliar, de acordo com as areas dos picos no sistema CLAE, a porcentagem de degra-
dacdo desse peptideo (figura 14). O tempo 0 foi nosso controle negativo. Em PBS, nos
tempos 6, 8, 12 e 24 h foi comprovado que o peptideo RP1 era estavel, ja que ndo houve
uma diminuicdo muito grande das areas dos picos ao longo dos intervalos experimentais.
O peptideo RP1 quando testado em meio acido mostrou um comportamento ao longo do
tempo, semelhante ao encontrado para o tampéo PBS.

A molécula Fc-RP1, em PBS, se mostrou estavel, evidenciando que essa nao se
degrada em solucédo de pH 7,4. No solvente A, a molécula sofreu degradacéo dependente
do tempo, quanto maior o tempo de incubagdo maior foi a degradacéo do peptideo. Em
24 h de incubacao a porcentagem de peptideo era de apenas 2% mostrando que essa
molécula é instavel em meio acido, o que poderia explicar a dificuldade de obtencéo do

material puro.
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A degradacdo em meio acido também foi observada para o composto ferroceno
acido carboxilico. Em meio neutro esse composto se manteve estavel. No entanto, sua
degradacéao na solucao de PBS foi maior do que as moléculas de peptideos. Ja em solu-
cdo A, a molécula de ferroceno foi altamente instavel, sendo facilmente degradada, che-
gando ao final de 24 horas com uma baixa quantidade de material inicial e semelhante
ao encontrada para o peptideo contendo esta molécula.

Com base nesses resultados conclui-se que o ferroceno acoplado a molécula RP1
€ 0 responsavel pela instabilidade da molécula em meio acido. Estudos mostram que o
anel aromatico do ferroceno é instavel e pode ser degradado em meio acido (Miklan et
al., 2011). Portanto, para evitar que o peptideo Fc-RP1 sofresse degradacdo em meio
acido foram tracadas novas rotas para a manipulacdo dessa molécula: durante o pro-
cesso de clivagem o peptideo foi rapidamente extraido e liofilizado, além disso, na purifi-
cacdao o peptideo foi protegido da exposicao a luz, e rapidamente as fra¢cdes puras foram
separadas e congeladas a fim de evitar a sua degradacéo.

Os experimentos para avaliacdo da degradacédo foram realizados em duplicata (fi-

gura 14).

4.3. Espectro de absor¢ao em luz UV

O espectro de absorcédo e a eficiéncia da absorcdo de uma molécula dependem
tanto da estrutura quanto do meio em que se encontram. Alguns aminoacidos absorvem
luz na regido ultravioleta do espectro, sendo esses o triptofano, a tirosina e em menor
extenséo, a fenilalanina.

Para os ensaios bioldgicos e estruturais que foram realizados, foi necessario que
0s compostos fossem quantificados e isto foi feito a partir do método de absorbancia de
UV. A fim de descobrir qual o espectro de absor¢céao do peptideo Fc-RP1 e da molécula
de ferroceno, foram feitas leituras na faixa de onda de 200-400 nm, na concentracdo de
10 umol.L1. Para o peptideo RP1 foi usado o comprimento de onda de absorcédo de 280
nm, devido a presenca do aminoacido tirosina em sua sequéncia.

O peptideo Fc-RP1 e a molécula de ferroceno acido carboxilico mostraram maior

absorcédo em 260 nm como pode ser visualizado na figura 15.



Figura 14: Graficos representando o perfil de degradacao dos compostos RP1, Fc-RP1 e

Ferroceno Acido carboxilico, nos intervalos de 0, 6, 8, 12 e 24 h.
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Figura 15: Espectros de absor¢cao em luz UV dos compostos RP1, Fc-RP1 e Ferroceno 4cido

carboxilico.
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4.4. Dicroismo circular

O dicroismo circular € uma técnica para determinacao estrutural de biomoléculas.
Por essa técnica é possivel obter informacgdes sobre a estrutura secundaria de macromo-
léculas como proteinas, peptideos, e &cidos nucleicos. Essas moléculas tém em sua
composi¢cao muitos centros quirais que sao unidades opticamente ativas que interagem
com a luz incidente circularmente polarizada e alteram sua polarizacao (Avitabile et al.,
2014).

Para avaliar o efeito da adicdo do ferroceno na estrutura secundaria do peptideo
utilizou-se a técnica de CD, na qual os peptideos foram testados em solugéo tampéo PBS
e micelas de LPC (lisofosfatidilcolina). O LPC € um surfactante, que apresenta uma unica
cadeia de hidrocarbonetos, que podem se organizar na forma de micelas, que séo estru-
turas esféricas compostas por grupos lipofilicos orientados para o interior da estrutura e
grupos hidrofilicos para o exterior, mimetizando o ambiente existente em membranas. As
solucdes de peptideos com concentragdo de 60 uymol.L tiveram sua estrutura avaliada
em concentracdes de LPC de 1 e 5 mmol.L? (Figura 15).

Os ensaios em PBS mostraram que os peptideos RP1 e Fc-RP1 exibem um es-
pectro tipico de estruturas desordenadas. Na presenca de micelas, ambas as moléculas
apresentaram alta incidéncia de estrutura a-helicoidal. Este mesmo comportamento é en-
contrado em outros peptideos antimicrobianos (Lorenzon et al., 2013). No entanto, dife-
rencas podem ser observadas entre os dois peptideos. O peptideo RP1 na concentracao
de 1 mmol.L* de LPC apresenta um espectro contendo mistura de estruturas, mas ainda
com baixo teor de estruturas secundérias. Este fato pode ser atribuido provavelmente a
auséncia de micelas nesta concentracao, talvez a CMC (concentracdo micelar critica)
ainda ndo tenha sido atingida. Mesmo em concentracdo acima da CMC, este peptideo
mostrou uma mistura de conformacdes, no entanto € possivel verificar, que a alfa-hélice
€ a predominante. A auséncia do pico positivo ao redor de 190, tipico de a-hélice é um
dos pontos que corrobora esta colocacao.

O acoplamento de ferroceno diminuiu a agregacao do peptideo e apresentou uma
estrutura a-helicoidal muito bem definida, com as caracteristicas bandas negativas em
208 e 222 nm e a positiva em torno de 195 nm. Também foi possivel verificar a diminuicao

da agregacao das cadeias peptidicas, que é observada comparando a intensidade dos
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picos em 222 nm e 208 nm. Quando a razao 0222/6208 € maior que 1, como a encontrada
para o peptideo RP1, a estrutura obtida é a denominada “coiled-coil”, isso €, duas a-
hélices interagindo entre si, evidenciando agregacao das cadeias peptidicas (Bromley e
Channon, 2011; Vicente et al., 2015). No peptideo Fc-RP1, a banda em 208 nm possui

intensidade maior que em 222 nm, indicando a auséncia de agregacéao.

Figura 16: Espectros de CD dos peptideos RP1 e Fc-RP1 em solucao de PBS e em LPC.
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Tendo em vista que a maioria dos peptideos antimicrobianos tem como principal
alvo as membranas dos microrganismos e com intuito de esclarecer o mecanismo de
acao dessas moléculas, os experimentos de dicroismo circular também foram realizados
em vesiculas unilamelares a fim de mimetizar de forma mais fidedigna a membrana ce-
lular dos microrganismos. As vesiculas ou lipossomos, se organizam em uma ou mais
bicamadas lipidicas, com interior aguoso. Tais estruturas sdo semelhantes as membra-
nas naturais, porém mais simplificada, pois ndo apresentam os demais componentes
existentes na membrana, tais como as proteinas (Samad et al., 2007; Pattni et al., 2015)

Para isto foram usadas vesiculas de POPC (lipideos constituidos de ions dipolares
— sem carga efetiva) representando a membrana celular de células eucariéticas humanas
e POPC:POPS (9:1; m:m) mimetizando a membrana celular fingica e parasitaria, com a
presenca de fosfolipidios de carga negativa (Gow et al., 2017; Pech-Canul et al., 2017).
Nos dois tipos de vesiculas utilizadas, os peptideos ndo apresentaram uma estrutura se-
cundaria definida (figuras 17 e 18), diferenciando-se do resultado apresentado com o
LPC, dos quais ambas as moléculas conseguiram se estruturar em alfa hélice. Os resul-
tados obtidos podem ser atribuidos a maior compactacéo das vesiculas, o que dificulta a

interacdo inicial com os peptideos.



56

Figura 17: Espectros de CD dos peptideos RP1 e Fc-RP1 em solucéo de PBS e em vesiculas

unilamelares de POPC.
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Figura 18: Espectros de CD dos peptideos RP1 e Fc-RP1 em solugéo de PBS e em vesiculas

unilamelares de POPC:POPS (9:1).
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4.5. Permeabilizacdo de vesiculas

Para entender a acdo dos peptideos sobre a membrana lipidica, e relacionar com
0 seu mecanismo de ac¢ao, foram realizados ensaios com miméticos de membrana para
avaliar a acdo dos peptideos na membrana. Neste ensaio foram utilizadas novamente
vesiculas de POPC e POPC:POPS (9:1), nesse experimento contendo em seu interior
carboxifluoresceina (CF).

Os dados da liberacdo de CF podem ser vistos na figura 19. O peptideo RP1
apresentou porcentagem de liberacdo de CF pequena até a concentragao de 50 pmol.L.
O peptideo Fc-RP1, em concentracdes de 1 e 0,1 umol.L %, apresentou alto valor de libe-
racdo de CF, mostrando que o ferroceno aumenta a capacidade de permeabilizacdo do
peptideo. Os resultados também mostraram uma dependéncia entre a concentracéo e a
liberacao de CF. Estudos indicam que essa dependéncia esta associada com o meca-
nismo de acdo (Russell et al., 2010), sendo relacionada a forma¢édo de poros, quanto
mais peptideo — maior a quantidade de poros. No entanto, ndo conseguimos relacionar
esse mecanismo a auséncia de estruturacdo do peptideo, como visto por CD.

Vérias pesquisas mostraram que um dos mecanismos de acéo do ferroceno é a
desestabilizacdo da membrana celular, além da peroxidacéo dos lipidios da membrana
celular, o que acarreta lise celular (Santos et al., 2017). Neste caso, a presenga do ferro-
ceno pode estar causando um efeito aditivo na acéo sobre a membrana. Para comprovar
gue é a molécula de ferroceno responsavel por esse efeito aditivo, foram realizados tes-
tes com 0,7 mmol.L* de ferroceno acido carboxilico, concentragéo a qual este apresentou
baixa capacidade de permeacédo frente a bicamada da vesicula de POPC. Essa baixa
atividade pode ser maximizada pelo acoplamento ao peptideo, explicando a maior ativi-
dade do peptideo contendo o ferroceno.

Outra explicacéo, é a possibilidade de a mudanca da carga/estrutura da regido N-

terminal afetar a atividade do peptideo, como foi observado por (Crusca et al., 2011).
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Figura 19: Gréfico da liberagcédo de carboxifluoresceina pelos peptideos RP1 e Fc-RP1

em vesiculas de POPC contendo CF em seu interior.
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Os ensaios com vesiculas de fosfolipidios com carga negativa mostraram que am-
bos os peptideos mostraram maior atividade que em vesiculas neutras. Esse resultado é
0 esperado, visto a alta carga positiva dos peptideos em pH fisiologico (+8). O Fc-RP1
apresentou maior porcentagem de liberacdo de CF que o peptideo RP1, chegando prati-
camente ao valor de 100% de permeabilizacéo (figura 20), comprovando assim o grande
potencial do conjugado peptideo/ferroceno.

De acordo com os resultados, o peptideo RP1 e o0 seu conjugado nao apresenta-
ram estrutura secundaria definida em contato com LUVS, no entanto os experimentos de
permeabilizacdo indicam a acdo dessas moléculas na membrana celular, essas molécu-
las devem formar poros ou ainda agregados hidrofébicos que leva a desestabilizacdo da
membrana e consequente dano celular (Li et al., 2017). Além disso o peptideo pode in-
terferir em algum mecanismo interno da célula, como a sintese de componentes da mem-

brana celular o que também pode levar a sua desestabilizacdo e/ou reducdo do potencial
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de membrana, o que acarretaria em um acumulo de espécies de oxigénio desencade-

ando um possivel mecanismo de morte celular (Kumar et al.,, 2018; Marquette e

Bechinger, 2018). No entanto, devido a acdo em vesiculas, acreditamos que a acéo direta

na membrana seja a mais provavel, somada da acdo de formacgdo de espécies ativas de

oxigénio pelo ferroceno.

Figura 20: Ensaio de permeabilizacao de vesiculas com carboxifluoresceina do peptideo
em vesiculas POPC:POPS (9:1)
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4.6. Ensaios biolégicos

4.6.1. Ensaios antileishmania

Os dados da literatura mostraram que o peptideo RP1 quando dissolvido em tam-

pao PBS apresentou uma atividade antileishmania (Erfe et al., 2012), no entanto, nossos

experimentos (dados ndo apresentados) ndo mostraram atividade antiparasitaria. Como

nossas amostras foram diluidas em DMSO, levantamos a hip6tese que este solvente
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poderia estar interferindo na atividade da molécula, assim como na atividade do ferro-
ceno. No entanto, achamos esta hipétese pouco provavel.

Outra hipétese para auséncia de atividade do peptideo contra leishmaniose, € o
tipo de Leishmania para qual este foi testado anteriormente, os trabalhos (Erfe et al.,
2012) foram realizados ensaios com espécies de Leishmania brasilienses e Leishmania
major para 0s quais o peptideo RP1 apresentou atividade antileishmania. J& os ensaios
deste se trabalho foram com a espécie L.amazonensis, para o qual o peptideo RP1 e seu
conjugado nao apresentaram atividade antiparasitaria, por se tratar de uma espécie dife-
rente e uma forma de infecgao diferente.

Outra hipotese seria o ferroceno usado, pois dados da literatura mostraram que o
grupo ferrocenil de acidos carboxilicos a base de ferroceno e outro grupo funcional ferro-
cenil de m-ferroceno &cido benzoico foram conjugados com antimoniais pentavalentes
apresentando atividade contra Leishmania tropica (Rauf et al., 2016). O ferroceno usado
neste trabalho é o ferroceno acido carboxilico, a qual ha um &cido carboxilico (Figura 21),
diferenciando este de outros compostos com acéo antiparasitaria, como por exemplo a
ferroquina que é um farmaco derivado da cloroquina, o qual um ion cloro foi substituido
pelo anel ferrocenil e esse conjugado tem uma acdo antimalérica descrita. Experimentos

adicionais sao necessarios, para entender essa divergéncias de dados.

Figura 21: Estrutura do ferroceno acido carboxilico (a) utilizado nos ensaios antileishma-

nia e o farmaco ferroquina (b).

a) Ferroceno acido carboxilico.

OH

Fonte: Sigma Adlrich, 2017.
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b) Ferroquina

CH,
/ NH
HsC—N
Q /
Fe e Cl
<N

Fonte: Ferroquina JPG. Disponivel em <https://commons.wikimedia.org/wiki/File:Ferroquina.jpg>, acesso
em Agosto de 2018.

4.6.2. Ensaios antibacterianos

Os ensaios antibacterianos mostraram acao inibitéria do peptideo em uma das
duas bactérias avaliadas. Para a A. hydrophila gram-negativa néo foi observado efeito
inibitorio dos peptideos testados (Figura 22), ao contrario da bactéria gram-positiva S.
agalactiae que mostrou sensibilidade para ambos os peptideos. Dados da literatura mos-
traram que o peptideo Hy-al tem acao contra todas as bactérias, no entanto, quando sua
extremidade N-terminal foi acetilada ou teve a carga anulada formando um ion dipolar,
esse perdeu atividade contra bactérias gram negativas, mantendo a agdo em bactérias
gram positivas (Crusca et al., 2011). Acreditamos que este mesmo processo possa estar
ocorrendo com o peptideo RP1, onde a adi¢cao do ferroceno anula a carga da extremidade

N-terminal.
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Figura 22: Ensaios antibacterianos com os peptideos (a) RP1, e (b) FCRP1 em Aeromo-
nas hydrophila (gram-negativa). Peptideos diluidos em agua ultrapura e controle positivo
(bactéria e caldo Mueller Hinton). Média (n= 3) com respectivo desvio padrao, letras dife-

rentes indicam que os valores se diferem pelo método de Tukey (p<0.05).
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Na bactéria S. agalactiae, o peptideo RP1 apresentou MIC de 9,3 pug.mL? (4,52
umol L?), ja o seu conjugado apresentou um MIC menor, de 2,3 pg.mL? (1,13 pmol -2).
(Figura 23), mostrando que o acoplamento do ferroceno ao peptideo potencializou a a¢éo
desse peptideo. Como ja mencionado a bactéria S. agalactiae € uma gram-positiva que
possuem em sua parede celular 4cidos teicdico e teichurénico que conferem uma carga
negativa a superficie bacteriana fazendo com o peptideo RP1 e seu conjugado sejam
mais especificos para esse organismo devido a sua carga positiva, outro ponto impor-
tante é que esses podem interagir com a membrana celular dessa bactéria podendo as-
sim interferir na estabilidade desta e levando a morte celular (Larock e Nizet, 2015).

Neste trabalho o ferroceno foi a acoplado a um peptideo, o que potencializou a
sua acao, trabalhos indicam que o ferroceno tem acédo sobre a membrana bacteriana,
interferindo na sua permeabilidade pela formacédo de poros, translocacdo de ions, etc
(Saleem et al.,, 2015). Além disso acredita-se que o tratamento com compostos
organometalicos podem diminuir os niveis de ATP celulares, podendo ser resultado da
despolarizacdo da membrana, inibicdo da sintese da ATP ou ainda da cadeia respiratoria,
levando a um colapso energético e lenado a célula bacteriana a morte celular (Lippert et
al., 2017). A molécula de ferroceno vem sendo usada em diversas pesquisas para me-
Ihorar agentes antimicrobianos como por exemplo penicilinas e cefalosporinas (Lippert
et al., 2017).
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Figura 23: Ensaios antibacterianos com os peptideos (a) RP1, e (b) FCRP1 em S. aga-
lactiae (gram-positiva). Peptideos diluidos em agua ultrapura e controle positivo (bactéria
e caldo Mueller Hinton). Média (n= 3) com respectivo desvio padrao, letras diferentes

indicam que os valores se diferem pelo método de Tukey (p<0.05).
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4.6.3. Ensaios antifungicos

Ensaios antifungicos também foram realizados. Os peptideos RP1 e Fc-RP1 apre-
sentaram valores de MIC frente a C. neoformans de 15,37 yg.mL* (6,9 umol 1) e 7,80
ug.mL1 (3,4 umol “1), respectivamente ambos as concentragdes foram comprovadas por
leitura visual e com agente reducional alamar blue. O ferroceno &cido carboxilico também
diminuiu o crescimento do microrganismo, mas nao foi possivel obter um valor de MIC
devido ao fato da inibicdo nao atingir 50%. O antifingico anfotericina b foi utilizado como
controle positivo. Os ensaios foram feitos em triplicata experimental e com triplicata de
cada ponto. A andlise estética realizada, com um teste de Tukey com p-valor < 0,05,
indicou diferenca estatistica significativa entre os peptideos e a molécula de ferroceno
acido carboxilico em todas as concentragdes testadas e entre o peptideo RP1 e seu con-
jugado nas menores concentracdes utilizadas. (Figura 24).

O acoplamento do ferroceno ao peptideo potencializou a sua acdo. Acreditamos
gue seu mecanismo de acao esteja relacionado com um dano a membrana celular fun-
gica, isto pode ser explicado pelo fato do ion metalico do ferroceno interagir com o pep-
tideo, aumentando a sua natureza lipofilica e sua capacidade de penetracdo a mem-
brana. Além disso outros fatores podem influenciar esse mecanismo como solubilidade,
condutividade e momento dipolo das moléculas (influenciado pela presenca de ions me-
talicos) (Santos et al., 2017).
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Figura 24: Ensaios de MIC com C.neoformans frente as normas do CLSI, todos os ex-
perimentos foram realizados em triplicata experimental com triplicata de cada ponto e a
andlise estatica realizada, com um teste de Tukey com p-valor < 0,05, dos quais nao

houve diferenca estatistica significativa entre as concentracdes testadas.

a) MIC com as moléculas RP1, Fc-RP1 e ferroceno &cido carboxilico. Dados signifi-
cativamente estatisticos, analise a partir do Teste de Tukey, dos quais letras dife-

rentes representam dados significantes entre si.
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4.6.4. Ensaios de dano de membrana por citometria de fluxo

Para comprovar o mecanismo de acdo dos peptideos na membrana, ensaios de
citometria de fluxo foram realizados utilizando iodeto de propidio (Pl). A citometria de
fluxo tém sido considerada mais confiavel para estudos de suscetibilidade celular, pois
fornece informacdes intrinsecas celulares, como tamanho e complexidade (Benaducci et
al., 2015). O uso de fluorocromos permite a avaliagdo de uma ampla gama de parametros
fisiolégicos ou morfologicos, como integridade da membrana, pH, potencial de membrana
e viabilidade.

Os resultados foram expressos como intensidade de fluorescéncia de células de
C. neoformans marcadas com PI, pois no momento que a célula fungica sofre algum tipo
de dano na membrana o iodeto consegue penetrar no interior da célula e ter acesso ao
nucleo e se intercalar ao DNA, emitindo uma fluorescéncia que pode ser medida, sendo
estar uma maneira de avaliar a viabilidade celular fungica. Os experimentos foram reali-
zados em duplicata biolégica com triplicata de cada ponto experimental.

Inicialmente foi realizado o controle negativo dos experimentos, para isso foram
usadas inoculo de células que ndo receberam tratamento, dos quais foram computados
cerca de 10.000 eventos. Os dados mostraram que n&do houve dano na membrana e o PI
nao se integrou ao DNA, pois somente foi captado pelo equipamento dados de tamanho

e granulosidade das células viaveis. Os dados podem ser vistos na figura 25.
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Figura 25: Citometria de fluxo de células de C. neoformans sem tratamento (controle

negativo) com marcacao de Pl por 10 min.
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A adicdo dos peptideos RP1, Fc-RP1 foi avaliada na concentragéo imediatamente
superior ao MIC, concentracdo de MIC e em uma concentragao inferior a esta. O ferro-
ceno acido carboxilico também foi avaliado, destacando que essa molécula foi estudada
somente na concentragdo de 250 ug.mL* (110,4 umol L1).

Como j& mencionado anteriormente, um dos principais mecanismos de acao de
peptideos antimicrobianos € a sua acao na membrana celular. Os dados de permeabili-
zacao deste trabalho mostraram que o peptideo RP1 e Fc-RP1 agem na bicamada lipi-
dica levando a liberacdo de CF. Estes resultados foram reproduzidos nos ensaios de
citometria de fluxo, pois ambos os peptideos induziram a morte celular e danos a mem-
brana apés 48 h de incubacgéo (Benaducci et al., 2015) .

Para o peptideo RP1 na concentracdo imediatamente superior ao MIC (31,25

ug.mL1, 13,8 umol L?), cerca de 60 % das células foram PI positivas, isto também fica
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evidenciado pelo fato de menos aquisi¢des terem sido realizadas pelo equipamento, mos-
trando assim que havia um menor numero de células viaveis; na concentracdo de MIC
(15,8 pg.mL*-6,9 umol L), apdés 10 min de exposicdo ao PI, cerca de 49 % das células
foram PI positivas, mostrando assim que este peptideo tem acdo na membrana (Figura
26).

Figura 26: Citometria de fluxo de células de C.neoformans tratadas com RP1 na concen-

tracdo de MIC e marcadas com PI.
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Na concentracgéo inferior ao MIC (7,8 ug.mL™, 3,4 umol L), o peptideo RP1 induziu
poucas ceélulas a morte celular, no entanto, mesmo que em namero menor, as células
gue morreram foram marcadas por Pl mostrando que este peptideo ainda induz a morte
celular e causa danos a membrana (Figura 27).

Figura 27: Citometria de fluxo de células de C.neoformans tratadas com RP1 em con-

centracao inferior ao MIC marcadas com PI.
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O peptideo conjugado com ferroceno, como obtido nos estudos anteriores de per-
meabilizacdo e de atividade antibacteriana, mostrou resultados mais expressivos nos tes-

tes de citometria, com um maior numero de células com dano de membrana no MIC (7,1
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ug.mL?) - cerca de 80 % (Figura 28). Na concentracdo inferior ao MIC, o Fc-RP1 obteve

cerca de 30 % de células PI positivas, mostrando o grande potencial deste complexo

mesmo em concentragdes menores (Figura 29).

Figura 28: Citometria de fluxo de células de C.neoformans tratadas com Fc-RP1 na con-

centracdo de MIC marcadas com PI.
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Figura 29: Citometria de fluxo de células de C. neoformans tratadas com Fc-RP1 na

concentracao inferior ao MIC marcadas com PI.
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Nos ensaios com a molécula ferroceno acido carboxilico livre na concentracéo de
250 pug.mL? (110 umol L) apenas um nimero pequeno de células apresentou morte
celular (Figura 30). Esses dados estao de acordo com os estudos de atividade bioldgica,
onde a atividade desse composto foi menor que a do peptideo.
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Figura 30: Citometria de fluxo de células de C.neoformans tratadas com Ferroceno na

concentragdo de 250 ug.mL* e marcadas com PI.
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Com os experimentos realizados, foi computado um gréafico de porcentagem de
células PI positivas para as concentracdes de MIC e inferior ao MIC (Figura 31), mos-
trando assim que o acoplamento do Fc ao peptideo potencializou a sua a¢éo, sendo esta
uma boa estratégia para a criacao de biconjugados antifingicos. A analise estatica reali-
zada, com um teste de Tukey com p-valor < 0,05, indicou diferenca estatistica significativa

entre os peptideos e a molécula de ferroceno acido carboxilico.
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Figura 31: Porcentagem de células C. neoformans Pl positivas, frente aos tratamentos

com RP1, Fc-RP1 e ferroceno acido carboxilico.

Células Pl Positivas (%)
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..l |

Controle Positivo Concentragio Superior ao Concentragio de MIC  Concentragdo Inferior ao MIC
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RP1 mFc-RP1  wFerroceno addo carboxilico

4.6.5. Ensaios antimalaricos

Os peptideos RP1 e Ferroceno foram inativos in vitro contra P. falciparum (IC50 >

100 pymol.Lt). O peptideo Fc-RP1 mostrou atividade (Tabela 5), no entanto, néo foi pos-

sivel determinar o valor exato de IC50 desse composto, pois nas duas maiores concen-

tracGes (100 e 50 umol.L ') o composto causou atividade hemolitica consideravel (Tabela

6).
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Tabela 5: Ensaios antimalaricos dos peptideos obtidos nesse trabalho.

RP1 >100
Fc-RP1 >25
Fc >100

Os ensaios hemoliticos indicaram que todos 0os compostos apresentaram atividade
hemolitica, tanto em hemacias infectadas como néo infectadas (tabela 6), sendo calcu-

lada a concentracdo de peptideo em que 50% das heméacias sofreram hemolise.

Tabela 6: Avaliacdo da concentracdo hemolitica de 50% (HCso) contra hemacias huma-

nas O+.

+ 98.2
RP1
- >100
+ >100
Fc-RP1
- >100
+ >100
Ferroceno acido carboxilico
- >100

Para os ensaios da acao do peptideo RP1 e ferroceno em diferentes estagios da
evolugdo do parasita, ndo foi possivel verificar diferenga na morfologia e parasitemia, em
relacdo ao controle nao tratado. Ja para o FCRP1, houve um atraso no desenvolvimento
do parasito em relacdo ao controle ndo tratado nas primeiras 7 h. O controle avancou
para trofozoito, enquanto o pogo contendo o Fc-RP1 se manteve majoritariamente em

anel. ApéGs as primeiras 24 h, foi possivel observar que o composto Fc-RP1 causou uma



77

reducdo consideravel no nimero de parasitos, indicativo de atividade antiplasmodial na
concentragdo de 100 ymol.Lt. No entanto, nédo foi possivel monitorar a parasitemia e
morfologia ao longo de mais tempo, uma vez que ap0s esse momento comegou a ocorrer

hemolise (Figura 32).

Figura 32: Morfologia do parasito P. falciparum ao longo do ensaio de estagio de acéo

(0, 7 e 24 horas de incubacao) para os compostos enviados e o controle.

Oh 7h 24h

Controle R - .

RP1100 uM | v &
Fc-RP1100 uM |+ : fi»
Ferroceno 100 uM | * 2 ‘

E importante enfatizar que apesar de haver mais hemolise em hemacias infectadas
(provavelmente devido a fragilizagdo da membrana e alteragbes na permeabilidade da
hemacia), ainda houve uma quantidade consideravel de hemdlise mesmo em hemacias
nao-infectadas (no periodo de incubacao de 72 h). Além disso, a reducao de parasitemia
ocorreu independentemente da hemdlise nas 24 h iniciais, dessa forma a hemolise cau-
sada foi de fato um efeito ndo desejado.

A partir desses resultados, concluimos que o composto RP1 nao é tao eficiente
guanto se acreditava e a molécula de ferroceno tem potencial como agente bioldgico,
podendo ser acoplados a novos peptideos antiparasitarios e antifingicos a fim de poten-

cializar sua acao.

4.6.6. Testes de citoxicidade
A fim de avaliar se o peptideo era toxico para linhagens celulares humanas foram

realizados testes de toxicidade.
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Os testes foram feitos com duas linhagens celulares diferente: 1) HaCat (célula de
guerandcito imortalizada). Essa foi avaliada por se tratar de célula epitelial e a infec¢éo
por candidas também atingirem células epiteliais; 2) U87 (célula de gliobastoma humano).
Essa linhagem foi usada por representar um tipo celular relacionado com o sistema
nervoso humano, a qual € um dos modos de infeccdo do Cryptococcus € a meningite
cefalica. Também foram realizados testes com uma linhagem cancerigena de
hepatocarcinoma humano.

Os testes de citoxicidade ndo demonstraram toxicidade para as linhagens celulares
HaCat e U87, além disso n&do apresentou atividade para a linhagem tumoral HepG2 na
maioria das concentracfes testadas (Figuras 32,33 e 34), demonstrando uma grande
vantagem desse composto para uso tépico em relacdo aos farmacos utilizados na clinica
médica que na sua maioria sao téxicos.

As infeccdes fungicas estdo crescendo, e cerca de 300 milhdes de pessoas sao
acometidas por essa enfermidade, resultando em mais de 1.350.000 mortes (Cowen et
al., 2014). Entre as principais infec¢des estdo a criptococoses e a candidiase vaginal e
oral. A maior incidéncia das infec¢des fungicas sao consequéncia da imunossupressao
que resulta de condigbes, como AIDS ou de tratamentos, como quimioterapia para
cancer, terapia imunossupressora para transplante de oOrgdos e terapia com
corticosteroides para inflamacao.

O reconhecimento da importancia das infec¢des por fungos levou a um aumento na
aplicacdo de agentes antifingicos para o tratamento e prevencdo da infeccao,
infelizmente, as opcdes de tratamento sdo altamente limitadas, pois existem poucas
classes quimicas representadas por drogas antifingicas existentes.

As classes de medicamentos antifungicos incluem os azoles (por exemplo,
fluconazol, voriconazol) e alilaminas (por exemplo, terbinafina) que inibem a biossintese
de ergosterol. Outra classe de compostos sao os polenenos (por exemplo, anfotericina
B), que se ligam ao ergosterol na membrana plasmatica, onde formam poros grandes
gue perturbam a funcédo celular. A flucitosina (5-fluorocitosina) inibe o metabolismo de
pirimidina e a sintese de DNA e as equinocandinas (caspofungina, anidulafungina e
micafungina) sdo agentes de parede celular que inibem a biossintese de B-1,3-d-glucano,

componente estrutural da parede celular fangica (Shapiro et al., 2011).
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O uso generalizado de agentes antifungicos € considerado um fator que promove a
resisténcia aos medicamentos. A resisténcia adquirida pelos patdogenos fangicos
restringe as opc¢des de tratamento. Atualmente, a primeira linha de tratamento utilizado
séo: azoles e equinocandinas (Cowen et al., 2014). O desenvolvimento da resisténcia
antifungica é complexo e depende de multiplos fatores hospedeiro e microbiano, o status
imunologico do hospedeiro € um fator critico, pois os farmacos fungistaticos devem
trabalhar sinergicamente para controlar e limpar uma infeccéo.

Outra desvantagem dos farmacos convencionais, além dos mecanismos de
resisténcia sdo os efeitos colaterais que estes apresentam: os farmacos podem interagir
com células de mamiferos, ocasionando varios efeitos colaterais: podem ser
hepatotoxicos, alterar niveis dos hormdnios (testosterona e cortisol), podem ser
bioacumuladores no interior das células adiposa, leva a sérios danos nos rins, nauseas
e diarreias, entre outros sintomas.

Portanto como as moléculas estudadas nesse trabalho ndo se mostraram
citotoxicas, esta € uma grande vantagem aos farmacos convencionais, destacando ainda
gue nos testes de CIM os peptideos RP1 e FcRP1 foram fungicidas para a linhagem
testada e os farmacos administrados na clinica convencional possuem em sua grande
maioria efeito fungistatico sendo essa uma grande vantagem desses novos compostos.

Outro resultando importante que pode ser obtido a partir dos dados ensaios de MIC
e citoxicidade é o indice de seletividade (IS), que é a raz&o entre a maior concentragio
do ensaio de citoxicidade pelo valor do MIC, quanto maior o IS mais seguro e eficaz é a
molécula. Para os peptideos RP1 e Fc-RP1 o indice de seletividade é respectivamente
32,46 e 65,88 mostrando que ambas as moléculas sdo mais seletivas ao patdogeno do

gue ao seu hospedeiro.
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Figura 33: Testes de citoxicidade com linhagem celular U-87 (linhagem celular de
glioblastoma priméario humano), todos os dados receberam tratamento estatistico
(Anova e Teste de Tukey) e os resultados apresentados ndo sao estatisticamente

diferentes entre si, todos sdo representados pela mesma letra no Teste de Tukey.
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Figura 34: Testes de citotoxicidade com a linhagem celular Hacat (linhagem celular de
guerandcitos imortalizadas), todos os dados receberam tratamento estatistico (Anova e
Teste de Tukey) e os resultados apresentados ndo sao estatisticamente diferentes entre
si, todos séo representados pela mesma letra no Teste de Tukey.
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Figura 35: Testes de citoxicidade com linhagem celular HepG2 (linhagem celular
de hepatocarcinoma humano), todos os dados receberam tratamento estatistico
(Anova e Teste de Tukey) e os resultados apresentados ndo sdo estatisticamente

diferentes entre si, todos sao representados pela mesma letra no Teste de Tukey.
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Para avaliar a seguranca dos peptideos em relacdo as células da tilapia, diferentes
concentracdes dos peptideos foram testadas quanta a sua agdo hemolitica nas hemécias
da espécie homologa. Os peptideos RP1 e Fc-RP1 apresentaram uma pequena acao
hemolitica cerca de 20 % se comparado ao controle positivo do teste (Figura 35). Essas

moléculas possuem um grande potencial biologico, pois ha concentracéo considerada o
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MIC dos peptideos RP1 e Fc-RP1 respectivamente (9,3 e 2,3 pg.mL1) a taxa de hemolise

foi baixa (menos de 20%). Também foi calculado o indice de seletividade desses

peptideos, para o peptideo RP1 e o Fc-RP1 o IS foi respectivamente de 15,48 e 61,94,

mostrando que estdo mais eficazes e sem tanta citoxicidade.

Outro dado importante € que o IS evidenciou para todos ensaios antimicrobianos

€ gue o peptideo Fc-RP1 foi mais seletivo que o RP1 e o seu indice de seletividade &

maior, mostrando o grande potencial dessa molécula.

Figura 36: Atividade citotoxica e hemolitica dos peptideos em hemacias de tilapia do Nilo

(Oreochromis niloticus). Testados em diferentes concentracdes e as os resultados ex-

pressos em médias (n= 3) com respectivo desvio padrao, letras diferentes os valores se

diferem pelo método de Tukey (p<0.05).
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A sintese de peptideos em fase sélida possibilitou o desenvolvimento dos
peptideos com a presenca da molécula organometalica de ferroceno.

Apesar das dificuldades encontradas durante a sintese do peptideo contendo o
ferroceno, essa mostrou ser possivel. A caracterizacado das moléculas prosseguiu-se de
forma eficiente obtendo-se o material puro.

Os testes de permeabilizacdo mostraram que o peptideo RP1 foi menos ativo que
0 peptideo contendo o ferroceno. Os dados obtidos também indicaram que um dos
mecanismos de acao dessa molécula € acdo na membrana - bicamada lipidica.

Os peptideos foram ativos em linhagens fungicas de C. neoformans e em P.
falciparaum e mostraram baixo indice de toxicidade em queratindcitos, o potencial do
bioconjugado Fc-RP1 em aplicacéo topica. A acdo hemolitica encontrada, no entanto,
necessita ser melhor avaliada e impede que este peptideo seja utilizado de forma oral.
Os testes biolégicos também comprovaram acéo antibacteriana dos peptideos RP1 e Fc-
RP1 contra a espécie gram positiva S. agalactiae.
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