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Resumo

O aumento no numero de casos de aquisi¢do de resisténcia de fungos e bactérias contra
farmacos atuais, em associa¢do com a diminui¢do no nimero de medicamentos aprovados que
apresentem novos mecanismos de acdo, vem estimulando a procura por tratamentos alternativos
para doencas infecciosas. Os avangos tecnoldgicos na sintese de peptideos, reduzindo os seus
custos, renovaram o interesse da industria farmacéutica sobre essas moléculas. Peptideos
antimicrobianos (AMP) sdo pequenas moléculas evolutivamente conservadas, presentes no
sistema imune de todos os grupos de organismos, com atividade microbicida e
imunomodulatoria. Acredita-se que a regulacdo das respostas inflamatorias seja a principal
funcdo dessas moléculas em organismos vertebrados. Neste trabalho, foram avaliadas as
propriedades imunomodulatorias de ToAP-2, um AMP catibnico sem pontes dissulfeto
derivado da peconha do escorpido Tityus obscurus, sobre macréfagos tipo M1 (BMM) e células
dendriticas (BMDC) derivados da medula 6ssea de camundongos C57BL/6. Os ensaios
realizados mostraram que ToAP-2 ndo alterou a fagocitose de leveduras de Cryptococcus
neoformans por BMMs e BMDCs apds 30 min ou 2 h de infec¢do. Da mesma maneira, TOAP-
2 também ndo afetou a atividade fungicida de BMMs, determinada em ensaios de contagem de
unidades formadoras de colonia. Tambem analisamos a secre¢do de MCP-1, IL-6 e TNF-a no
sobrenadante de BMMs e BMDCs estimulados com apenas ToAP-2, ou com 0 peptideo e o
lipopolissacarideo (LPS) de Escherichia coli por 6 h ou 24 h. ToAP-2 reduziu
significativamente a secrecdo dessas citocinas, indicando uma possivel interacdo, direta ou
indiretamente, com LPS. Para investigar essa hipotese, células de E. coli e C. neoformans foram
expostas a suas respectivas concentracGes inibitérias minimas de ToAP-2 na presenca de
diferentes concentragbes de LPS em diluicdo seriada variando de 100 a 0,78 pg/mL.
Observamos que ToAP-2 perdeu sua atividade antifungica e antimicrobiana na presenca de LPS
(2100 e 12.5 pg/mL, respectivamente), corroborando a hipotese de que ToAP-2 possa interagir

diretamente com LPS.



Abstract

The rise in antimicrobial resistance by fungi and bacteria against current drugs, as well
as the diminishing numbers of drugs with novel mechanisms being approved, has encouraged
the search for alternative treatment options. The technological improvements on peptide
synthesis reduced its costs and renewed the interest of pharmaceutical companies in these
molecules. Antimicrobial peptides (AMP) are evolutionary conserved molecules in the immune
system of all groups of organisms with both antimicrobial and immunomodulatory activities. It
is thought that the primary role of AMPs in vertebrates is the regulation of inflammation. In
this study, we evaluated the immunomodulatory properties of TOAP-2, a cationic non-disulfide-
bridged peptide derived from the scorpion Tityus obscurus’ venom, on bone marrow derived
M1-like macrophages/dendritic cells (BMM/BMDC) from C57BL/6 mice. The experiments
revealed that TOAP-2 had no effect on the phagocytosis of the yeast Cryptococcus neoformans
by neither BMM or BMDC after 30 min or 2 h of infection. Similarly, TOAP-2 had no effect
on yeast killing by BMM, as determined by colony formation units experiments. We also
evaluated the production of MCP-1, IL-6 and TNF-a by BMMs or BMDC:s after stimulation
with ToAP-2 alone, or in combination with Escherichia coli lipopolysaccharide (LPS) for 6 h
or 24 h. ToAP-2 significantly reduced these cytokine levels, suggesting a possible direct or
indirect interaction with LPS. To address this hypothesis, we performed experiments where E.
coli and C. neoformans were exposed to their respective minimum inhibitory concentration of
ToAP-2 in presence of different concentrations of LPS (100 to 0,78 pug/mL). We observed that
ToAP-2 lost its antifungal and antibacterial properties in the presence of LPS concentrations of
100 and 12,5 pg/mL, respectively. These results corroborate a possible physical interaction
between both molecules.
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1. Introducéo

1.1 Peptideos como agentes antimicrobianos

O uso indiscriminado de antimicrobianos e de antifungicos (tanto na medicina, quanto
na agricultura) contribuiram para a selecdo de linhagens resistentes de diversas espécies de
bactérias e fungos aos farmacos disponiveis. A aquisicao de resisténcia deve-se principalmente
ao mecanismo de acao sitio-dirigido desses farmacos que, apesar da eficécia inicial, os tornam
susceptiveis a ela por diferentes mecanismos, abordados na Figura 1 (WATKINS e BONOMO,
2016; WIEDERHOLD, N. P, 2017; FISHER et al., 2018; REYGAERT, W. 2018). O resultado
sdo linhagens multirresistentes que representam uma grande ameaca para a populacéo,
principalmente em ambientes hospitalares. Apesar do perigo que elas representam e da urgéncia
para novos medicamentos, o nimero de novos farmacos aprovados reduziu nos ultimos anos
(WATKINS e BONOMO, 2016; FISHER et al., 2018).

A diminui¢do no nimero de antimicrobianos e antifungicos aprovados pelos 6rgéaos de
regulamentacdo deu-se pelos elevados custos de pesquisa e desenvolvimento, incrementados
pelas exigéncias dos mesmos quanto a sua eficiéncia e ao seu mecanismo de acdo (se é
semelhante ou novo), em comparagdo com farmacos ja comercializados (KATZ et al., 2006).
Em adicdo, a aquisigédo de resisténcia pelos microrganismos afeta diretamente no retorno do
investimento de pesquisa e desenvolvimento de um novo farmaco, influenciando na decisdo da
empresa farmacéutica em dar continuidade, ou ndo, ao desenvolvimento do medicamento
(WATKINS e BONOMO, 2016).

Em 2012, a agéncia federal do Departamento de Saude e Servigos Humanos dos Estados
Unidos (FDA, do inglés: Food and Drug Administration), diminuiu alguns de seus
requerimentos para a aprovagéo de novos antimicrobianos; concomitantemente, na Europa, fora
lancado o projeto COMBACTE (do inglés: Combating Bacterial Resistance in Europe) para
incentivar e acelerar o desenvolvimento de novos farmacos. Em meio a este cenéario de
diminuicdo de exigéncias para novas moléculas e o fomento a pesquisa voltado ao
desenvolvimento de novos medicamentos, o interesse pelos peptideos antimicrobianos
ressurgiu (FOX, J. L. 2013).
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Desenvolvimento de novos

Alteragio ou destruigdo dos Bloqueio do acesso do
processos celulares que . . i

farmacos por enzimas e farmaco pela mudanca das
evitam o uso do alvo do . )

proteinas vias de entrada ou

farmaco

diminuigdo do nimero delas

Alteragdo estrutural do alvo do farmaco, Expulsido do farmaco por bombas

inibindo sua atividade membranares

Figura 1 — Mecanismos de inibicéo da acio dos farmacos em bactérias e fungos. Retirado e adaptado
do site https://www.cdc.gov/drugresistance/about/how-resistance-happens.html (acessado no dia 06/12/2019, as

21 h e 26 min).



https://www.cdc.gov/drugresistance/about/how-resistance-happens.html
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Peptideos antimicrobianos (AMP, do inglés antimicrobial peptide) sdo pequenas
moléculas presentes no sistema imune inato de todos os organismos complexos (HANCOCK e
DIAMOND, 2000; JENSSEN et al. 2006; revisado por GUILHELMELLI et al. 2013;
MANSOUR et al., 2014). Esses peptideos também podem ser encontrados em secrec¢des de
anfibios (LADRAM e NICOLAS, 2016) e nas glandulas de veneno e de pegonha de animais
(PRIMON-BARROS e JOSE MACEDO, 2017). Os AMPs provém da clivagem de peptideos
precursores (ZASLOFF M. 2002) e sua forma ativa, em sua maioria, varia entre 10 e 50 residuos
de aminoacidos (LAl e GALLO, 2009; NAKATSUJI e GALLO, 2012), podendo ter atividade
antibacteriana, antiflngica, antiviral e antiparasitaria, dentre outras (revisado por
GUILHELMELLI et al. 2013; MANSOUR et al., 2014).

Essas moléculas sdo agrupadas com base na sua composic¢do de aminodcidos, tamanho
e em sua estrutura, podendo ser classificadas em 5 grandes grupos: (1) peptideos aniénicos; (2)
peptideos cationicos lineares que adotam uma estrutura secundaria a-hélice em ambientes que
mimetizam membranas bioldgicas; (3) peptideos catidnicos ricos em aminoacidos especificos
(Triptofano, Histidina, Prolina e ou Glicina); (4) peptideos anidnicos e catibnicos que possuem
Cisteina e formam pontes dissulfeto e (5) peptideos catidnicos e aniénicos que sdo fragmentos
de proteinas maiores (BROGDEN K. A. 2005). H& também outros grupos menores, como
peptideos aromaticos e peptideos derivados de proteinas ligantes de oxigénio, que também sao
importantes no sistema imune de vertebrados, invertebrados e plantas, porém com baixa
atividade antimicrobiana (HARRIS et al., 2009).

Os AMPs anfipéaticos e catidnicos enddgenos sdo classificados como peptideos de
defesa do hospedeiro (HDP, do inglés host defense peptides) e foram inicialmente
caracterizados por suas atividades antibacteriana e antifingica. Os HDPs podem ser
encontrados na mucosa intestinal, fagolisossomos, granulos de neutrofilos e em sitios de
infeccdo (VANDAMME et al., 2012; MANSOUR et al., 2014). Sdo produzidos e secretados
por queratindcitos, neutréfilos, células dendriticas (DC) e demais células do sistema imune
(LAI e GALLO, 2009). A classificacdo dos HDPs, assim como sua participacdo no sistema

imune, serdo abordadas na proxima secao.
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Existem trés modelos que descrevem o mecanismo de acdo dos AMPs com atividade
antibacteriana, que apresentam como um alvo a membrana e causam sua permeabilizacdo: o
modelo carpete (Carpet model), o modelo toroidal (Toroidal model) e 0 modelo barril (Barrel-
stave model). Pelo modelo carpete (Figura 2a), os peptideos se depositam paralelamente na
membrana, cobrindo-a. Quando a area coberta se expande, 0s peptideos conseguem atravessar
a membrana e sequestrar partes dela, formando o poro. Pelo modelo toroidal, (Figura 2b) os
peptideos agregam-se e posicionam-se verticalmente dentro da membrana, dobrando-a e
formando os poros, mas sem quebrar a continuidade da regido hidrofilica dos grupos polares.
Pelo modelo barril (Figura 2c), os peptideos inserem-se verticalmente na membrana, tal como
pelo modelo toroidal, mas os poros formados quebram a continuidade da regido hidrofilica
(BROGDEN, K. A. 2005).

A polaridade da membrana esta diretamente relacionada com a capacidade de atuacao
dos AMPs catibnicos sobre ela. Quanto maior a carga negativa no exterior da membrana, maior
a probabilidade de os peptideos aproximarem-se por atracdo eletrostatica. Nao obstante, a
permeabilizacdo da membrana ndo é Unica maneira pela qual AMPs so bactericidas. Uma vez
no citoplasma, AMPs podem: (1) se ligar ao DNA diretamente; (2) inibir a sintese de mMRNA,
DNA e proteinas; (3) inibir a acdo enzimatica; e (4) inibir a sintese da parede celular
(ZASLOFF, M. 2002; BROGDEN, K. A. 2005).



18

o
(LR
QLT
RS i
QOO0 =
CAICIOOOOCS
uuouoo.v.....o....
Feouese >

S ol
< abentets
S8 retetete!
(RCELRIK
&
S
630t

<

¢S
L0
yolst

Sty
&8

&
oS

Sives
Sesote!
20055
st
eses!
ooy
gets
&

Ov

o,
o0

(a) Modelo

1as

ér

Modelos do mecanismo de acdo de AMPs sobre membranas de bact

igura 2 —

F

das em vermelho,

lori

do peptideo estdo co
daptada de BROGDEN et al

icas

il

idrof
igura a

h

ides

(c) Modelo barril. Reg

idal.

(b) Modelo toro
drof

carpete

2005.

Fi

das em azul.

lor

tao co

ICas es

ob

h

ides

enquanto as reg



19

Os AMPs possuem uma vantagem relevante contra os antimicrobianos atuais: a baixa
aquisicdo de resisténcia pelos patégenos. Como o principal alvo da maioria dos AMPs é a
membrana plasmatica dos microrganismos, ndo uma proteina ou um metabdlito especifico, um
microrganismo teria que realizar mudancas estruturais nos componentes de sua membrana
plasmaética para tornar-se completamente resistente aos peptideos (ZASLOFF, M. 2002; LAI e
GALLO, 2009). Corroborando essa ideia, o grupo de YU et al. (2018) sugere, pela elaboracdo
de modelos matematicos para a farmacocinética de AMPs, que a sele¢cdo de microrganismos
resistentes em tratamentos com doses sub-letais € muito menor quando comparados a

antimicrobianos convencionais.

Menor, mas ndo inexistente. Por exemplo, dados da literatura relatam que bactérias
gram-negativas comensais na nossa microbiota removem um grupo fosfato presente no
lipopolissacarideo (LPS) de sua membrana externa, diminuindo a carga negativa resultante e,
consequentemente, limitando a atuacdo dos peptideos sobre ela (ZASLOFF, M. 2002;
BROGDEN, K. A. 2005; LAl e GALLO, 2009; CULLEN etal., 2015).

Em uma revisdo, MORAVEJ et al. (2018) aglutina diversos mecanismos ja descritos na
literatura, pelos quais bactérias inibem a acdo de AMPs: a neutralizagdo da carga da membrana,
mudando sua composicao lipidica e, assim, alterando sua fluidez, e a producéo e secrecéo de
proteases, sao dois exemplos. Entretanto, 0 mesmo artigo destaca que as vantagens do amplo
espectro de acao desses peptideos, da possibilidade das terapias combinatdrias e da modificacédo
da sua sequéncia de aminodcidos, mantém a posicdo de AMPs catidbnicos como moléculas de

grande valor para a pesquisa voltada ao desenvolvimento de farmacos mais eficazes.
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1.2 Peptideos como agentes Imunomoduladores
Peptideos de defesa do hospedeiro

Em contrapartida ao que inicialmente se pensava, em condic¢des biologicas, 0s HDPs
encontravam-se em concentragfes muito abaixo das necessarias para matar qualquer
microrganismo invasor. Salvo em alguns locais como a mucosa intestinal (MANSOUR et al.,
2014) e granulos de neutrofilos (VANDAMME et al., 2012), onde hd um maior acimulo dos
peptideos. Em um experimento feito por BOWDISH et al. (2005) o0 HDP humano LL-37, um
peptideo catibnico a-helicoidal, ndo foi capaz de reduzir o crescimento de Staphylococcus
aureus ou Salmonella typhimurium a 100 pg/mL, em meio de cultura DMEM. Para fins
comparativos, o CIM deste peptideo para uma variedade de bactérias varia de 1 a 30 pg/mL em
meios de cultura para bactérias. A justificativa dada para este exemplo, e para outros citados no
artigo, € que a alta concentragdo de fons catiénicos, monovalentes e bivalentes (Na*, Mg* e
Ca?"), nas condicdes fisioldgicas e nos meios de cultura de células de mamifero, interferem com

as propriedades antimicrobianas dos HDPs cati6nicos.

Sabe-se, hoje, que HDPs possuem multiplos efeitos em diferentes tipos celulares,
incluindo efeitos pré- e anti-inflamatérios em células do sistema imune (Figura 3). O efeito
resultante do HDP dependera (1) da presenca de outros HDPs e/ou citocinas no microambiente;
(2) da sua concentracdo e (3) da célula alvo. Esses peptideos sdo considerados membros
essenciais do sistema imune, servindo como uma ponte entre 0 sistema imune inato e 0
adaptativo (MANSOUR et al., 2014; HANCOCK et al., 2016).
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Figura 3 — Multiplos efeitos de HDPs no organismo. DC: Célula dendritica; pDC: Células dendritica
plasmocitoide; PMN: células polimorfonucleares. Adaptada de LAl e GALLO, 2009.

As duas classes principais de HDPs séo as defensinas e as catelecidinas. Ambas
abrangem peptideos anfipaticos e catidnicos, mas diferem quanto a suas estruturas secundarias
(HANCOCK et al., 2016).

Defensinas sdo peptideos ricos em residuos de Cisteina, o que permite a formacao de
pontes dissulfeto e, consequentemente, de estrutura secundéaria folha-p, além de a-hélice. As
defensinas de mamiferos podem ser subdivididas em duas familias: o- e PB-defensinas,
baseando-se no padréo de conexdes entre os residuos de Cisteina. A familia das a-defensinas
abrange os peptideos de neutrofilos humanos 1 a 4 (HNP, do inglés human neutrophil peptide)
e as a-defensinas humanas 5 e 6 (HD, do inglés human o-defensin). Ja a familia das B-defensinas
sdo denominadas B-defensinas humanas (HDB, do inglés Auman S-defensins). H& também uma
terceira familia de defensinas que adotam uma estrutura ciclica: as 0-defensinas, mas néo ha
representantes dessa familia em seres humanos (HAZLETT e WU, 2011; HANCOCK et al.,
2016).
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As funcdes das defensinas variam de uma para a outra a depender de seu alvo, da sua
concentracdo e da presenca de citocinas ou de outros HDPs: quimiotaxica, pro- e anti-
inflamatoria, pro- e anti-angiogénica, ativacdo de DCs, supressdo de tumores e antiviral. Em
sua revisdo, HANCOCK et al. (2016) traz mais afundo essa multiplicidade de funcdo que as
diferentes defensinas possuem.

As catelecidinas ndo possuem pontes dissulfeto e adotam uma estrutura secundaria de
a-hélice. Os seres humanos possuem apenas 1 representante dessa classe: a LL-37. Seu nome
se deve aos dois residuos de Lisina presentes no inicio da sequéncia do peptideo funcional, e
pelo seu tamanho (37 aa), apds a clivagem do peptideo precursor hCAP-18 (170 aa). Sua forma
ativa possui carga resultante +6, essencial para sua atividade antimicrobiana e para suas
propriedades imunomoduladoras. Apesar e ser 0 Unico representante de seu grupo em humanos,
este peptideo é o que foi mais estudado na literatura (VANDAMME et al., 2012).

LL-37 é produzida e secretada por células epiteliais e por células do sistema imune,
como neutréfilos, mondcitos e células dendriticas. Ela é capaz de reduzir a produgdo de
mediadores pro-inflamatorios, como TNF-a, ao ser adicionada antes, concomitantemente ou
apos o estimulo de macréfagos com LPS e acido lipoteicéico (MANSOUR et al., 2014). Essa
atividade foi atribuida a capacidade de LL-37 de ligar-se a LPS e impedir sua interagcdo com o
receptor tipo toll 4 (TLR4, do inglés Toll Like Receptor) (SCOTT et al., 2000). Ao passar dos
anos, uma miriade de efeitos de LL-37 foram descritos, dentre eles, lista-se: (1) o balango das
respostas pré e anti-inflamatérias (LAl e GALLO, 2009; VANDAMME et al., 2012); (2) a
quimiotaxia de células efetoras (DE YANG et al., 2000); (3) a promocédo de diferenciacao
celular (DAVIDSON et al., 2004); (4) o efeito direto sobre a imunidade adaptativa (DE YANG
etal., 2000; HURTADO e AU PEH, 2010); (5) o estimulo a regeneracéo celular (CARRETERO
et al., 2008); (6) a promocao de autofagia (YUK et al., 2009) e de apoptose (BARLOW et al.,
2010); e (7) angiogénese (KOCZULLA et al., 2003; PFOSSER et al., 2010). Assim como para
as defensinas, o efeito resultante de LL-37 vai depender de sua concentracao, do tipo celular
com o qual interage e do cenario de citocinas e outros HDPs naquela regido (VANDAMME et
al., 2012; MANSOUR et al., 2014; HANCOCK et al., 2016). A Tabela 1 traz o padrdo de

expressdo de HDPs humano, assim como seus alvos e suas fungoes.
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Tabela 1- Atividades, alvos e células produtoras de HDPs. Tabela adaptada de HANCOCK et al., 2016.

Células produtoras Alvo Atividade
Catelecidina LL-37
- Celul:f\s Epiteliais Neutr6filos - QU|_rn|otaX|,c§ via FPRs
- Macrofagos - Anti-apoptdtica
- Mondcitos - Expressao de quimiocinas (CXCLS,
- DCs MCP-1 e CCL2) e citocinas anti-
- Neutrofilos Mondcitos inflamatorias
- Células NK - Diferenciacdo para macréfagos pro-
- Mastocitos inflamatdrios
Células B Expressdo de quimiocinas
Células T Expressdo de quimiocinas
Eosinofilos Quimiotaxica via FPRs
Macroéfagos Suprime a resposta TNF

Epitélio das vias aéreas

Pro-apoptdtica

DC plasmocitoide (pDC)

- Deteccdo de ilhas CpG
- Expressao de citocinas anti-
inflamatdrias

DCs maduras (mDC)

Expressdo de quimiocinas e de
citocinas anti-inflamatorias

Queratindcitos

- Producéo de quimiocinas, migracéo
celular e reparo de tecido
- Anti-apoptética

Mastécitos

Quimiotaxica e liberacdo de
histamina

Células cancerigenas

- Fator de crescimento
- Supressdo tumoral

Bactérias Antimicrobiana
Biofilme Antimicrobiana
Fungos Antifungica

Parasitas Antiparasitaria

a-defensinas — HPN1, 2,3 e 4

- Neutrofilos

- Mondcitos

- Linfocitos

- Epitélio
gastrointestinal

DCs imaturas Quimiotaxica
Macrdfagos Quimiotaxica
Mastocitos Quimiotaxica

Células epiteliais do pulméo

- Producéo de citocinas (CXCLS,
MCP-1 e GM-CSF)
- Proliferacdo celular

Fibroblastos

- Expressao de colageno e reparo de
tecido
- Reduz a producdo de colagenase
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Células produtoras Alvo Atividade
Células endoteliais - Anti-angiogenica
- Apoptdtica
- Ativacéo
Plaquetas - Ar

Células cancerigenas

Antitumoral (HNP1)

Bactérias Antimicrobiana
Candida Antifangica
Virus Antiviral

a-defensinas — HD5 e 6

- Células de Paneth

- Epitélio

reprodutivo feminino

- Epitélio das vias
aereas

Macroéfagos

Quimiotaxica (HD5)

Mastocitos

Quimiotaxica (HD5)

Epitélio intestinal

- Ativacdo de NF-kB
- Producéo de quimiocina
- Mantem homeostase intestinal

Células TCD* Producéo de citocinas e quimiocinas
Bactérias Antimicrobiana (HD5)
Virus Aumenta a infectividade de, ou inibe

a infeccdo por, HIV (HD5)

p-defensinas — HDBL1, 2,3 e 4

- Células epiteliais
- Mondcitos

- Macrofagos

- DCs

Aumenta a producdo de citocinas

Células PMB (HDB2)

DCs imaturas Quimiotaxica

Células T Quimiotaxica
Neutrofilos Quimiotaxica (HBD2)

Macrofagos e mDCs

Expressdo de CD80, CD86 e CD40

Epitélio intestinal

Migracdo células e reparo do tecido

Queratindcitos epidermais

- Producéo de citocinas (IL-6. IL-10,
MCP-1 e CCL20)
- Migracdo e proliferacdo

Células cancerigenas

- Supresséo tumoral (HDB1)

- Quimiotaxia para macréfagos
associados a tumores (HDB3)

- Promove a replicacdo (HDB4)

Células endoteliais linfaticas

Quimiotaxica

Epitélio oral

Reduz a infectividade de HIV

Tecido vascular

Angiogénica

Bactérias

Antimicrobiana

Virus

Antiviral, inibe a replicacdo de HIV




25

Peptideos reguladores da defesa imune inata

Inspirado por essa grande variedade de efeitos que HDPs podem induzir a depender do
contexto de seu micro-ambiente (Figura 3 e Tabela 1), foi criada uma classe de peptideos
sintéticos: reguladores de defesa inata (IDR, do inglés Innate Defense Regulators). Essa
classificacdo acomoda peptideos miméticos de defensinas e catelecidinas do sistema imune
inato de diferentes organismos (HANCOCK et al., 2012).

HANCOCK et al. (2012) traz em seu artigo uma estratégia para a producdo de novos
IDRs, resumida a seguir. Inicialmente, ha uma sele¢do dos candidatos, combinando sequéncias
de HDPs conhecidos ou a partir de sequéncias aleatdrias e com a ajuda de ferramentas de
bioinformatica correlacionando estrutura e funcéo, sdo propostos IDRs candidatos. Em seguida,
0s peptideos passam por um processo de selecdo in vitro que busca por atividades
imunomodulatérias. Os melhores candidatos passam para uma nova fase de testes in vivo.
Confirmada sua eficacia, procura-se determinar o mecanismo de acdo desses miméticos
sintéticos. Esta Ultima etapa é essencial para alimentar o algoritmo utilizado in silico na selecéo

inicial e melhora-lo.

Um exemplo desses peptideos sintéticos é o IDR-1018, um peptideo cationico derivado
da bactenecina, um HDP bovino de 12 aa. Selecionado a partir de sua capacidade de estimular
a producdo da proteina quimiotatica de mondcitos 1 e 3 (MCP-1 e -3) por células sanguineas
mononucleadas periféricas humanas (PBMC do inglés peripheral blood mononuclear cell) ex
vivo. IDR-1018 e capaz de influenciar a diferenciacdo de macrofagos para um perfil
intermediario M1-M2 e de estimular a producdo de citocinas anti-inflamatérias, como a
interleucina 10 (IL-10). Este peptideo também provou ter propriedades cicatrizantes dose
dependentes superiores as de LL-37. Apesar de possuir baixa atividade antimicrobiana direta,
IDR-1018 interfere com a formacdo de biofilmes e, atrelando essa caracteristica as suas
propriedades imunomodulatdrias, torna-se um candidato para o tratamento de infec¢des
complexas (DE LA FUENTE-NUNEZ et al., 2014; MANSOUR et al., 2015).

Diversos autores advogam que o uso de peptideos imunomoduladores seria mais eficaz
em terapias combinatdrias (1) com outros agentes anti-infectivos, como antimicrobianos ja
disponiveis (MANSOUR et al., 2014; CZAPLEWSKI et al., 2016; HANCOCK et al., 2016;
KOSIKOWSKA e LESNER, 2016; KANG et al., 2017; SILVA e GOMES, 2017); (2) com
peptideos capazes de inibir a formagéo de biofilme (DE LA FUENTE-NUNEZ et al., 2014;
MANSOUR et al.,, 2015; SHAHROUR et al.,, 2019); (3) como adjuvantes para 0
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desenvolvimento de vacinas (MANSOUR etal., 2014; UHLIG et al., 2014; KANG et al., 2017);
e (4) em associacdo a membranas e/ou tecidos sintéticos para ajudar no processo de cicatrizacdo
de ferimentos (CARRETERO et al., 2008; MANGONI et al., 2016; LIU et al., 2019).

Problemas em modular o sistema imune

Duas revisdes recentes por KANG et al. (2017) e KOSIKOWSKA et al (2016) trazem
um numero de patentes referentes a peptideos que, em conjunto, cobrem um periodo de 11 anos
(2003-2015). O objetivo de ambos os artigos € destacar a variedade de IDRs e de AMPs no
mercado. O processo de caracterizacdo dos AMPs inicia com a determinagdo das propriedades
antimicrobianas, seguido por possiveis modificagdes estruturais para melhorar sua atividade
antimicrobiana e/ou diminuir sua toxicidade. Em alguns casos, como 0s das oreochromicinas,
peptideos obtidos da tilapia (Oreochromis niloticus), também fora caracterizado a atividade
imunomodulatéria. Esses peptideos se ligam a LPS e apresentam atividade adjuvante em
vacinas ao estimular a polarizacdo de linfécitos T auxiliares células efetoras do tipo Thsy (do
inglés: t helper type 1), caracterizadas pela producdo de interferon-gama e TNF-a, que resulta
na ativacao de macrofagos, células NK e linfocitos T citotoxicos, alem de estimular a producéo
de imunoglobulina 1gG (RAUTAJOKI, K. J. et al., 2008). Ambos os artigos concluem de
maneira semelhante, enaltecendo a importancia das pesquisas de AMPs como antimicrobianos
e como moduladores da resposta imune. Entretanto, ha a ressalva de que a terapia

imunomodulatdria ainda esta na sua infancia.

Ao trabalhar com moduladores da resposta imune, dificultar-se-ia a aquisicdo de
resisténcia por bactérias, uma vez que eles atuariam de maneira indireta, utilizando o sistema
imune do hospedeiro ao invés de ter um alvo especifico no microrganismo (HANCOCK et al.,
2016). Como dito anteriormente, a aquisicdo de resisténcia contra AMPs ainda € possivel
(ZASLOFF et al., 2002; BROGDEN, K. A. 2005; LAl e GALLO 2009; CULLEN et al., 2015;
MORAVEJ et al., 2018), por conseguinte, investigar suas propriedades imunomodulatorias e
usa-las para terapias anti-infectivas, locais ou sistémicas, pode ser uma alternativa interessante
(HANCOCK e SAHL, 2006; EASTON et al., 2009; LAI e GALLO, 2009; MANSOUR et al.,
2014; CZAPLEWSKI et al., 2016; KOSIKOWSKA e LESNER, 2016; KANG et al., 2017,
SILVA e GOMES, 2017).

N&o obstante, modular o sistema imune € uma tarefa de extrema dificuldade, em virtude
da complexidade inerente desse sistema, onde uma Unica molécula (citocina, HDP, agonista

etc.) pode atuar de maneira oposta a depender do contexto micro-ambiental. Para evitar reagoes
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adversas, modulando o sistema imune inato de maneira segura e eficaz, € necessario um amplo
estudo sobre os efeitos do HDP, IDR ou AMP a ser utilizado. E de suma importancia a
caracterizacdo precisa do mecanismo de acéo desses peptideos para o desenvolvimento de um
farmaco de qualidade (LAl e GALLO, 2009; VANDAMME et al., 2012; MANSOUR et al.,
2014; NEUMANN et al., 2014; HANCOCK et al., 2016).

Endotoxinas também podem ter mais de um efeito no organismo. O LPS, por exemplo,
é tipicamente associado a ativacao de receptores TLR4 e a subsequente translocacdo nuclear do
fator nuclear kB (NF-xB), seguida da producdo e secrecdo de citocinas pro-inflamatérias (SUN
e SHANG, 2015; TANDON et al., 2018). Sabe-se, entretanto, que existem mdultiplas vias
sinalizadoras que sao ativadas por esta mesma endotoxina, como a Rho GTPase Rac, envolvida

na producdo de espécies reativas de oxigénio (BROWN et al., 2007).

Pela via de sinalizacdo de NF-kB ser mais estudada, até 0 momento, e por possuir papel
central em respostas pro-inflamatorias, diferentes autores argumentam que, apesar da sua
complexidade, é um dos melhores alvos para a modulacdo do sistema imune (O’NEILL, L. A.
J. 2006; BROWN et al., 2007; HANCOCK et al., 2012).
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1.3 Sintese de peptideos

Uma vez determinada sua atividade e comprovada sua eficacia como um farmaco, a
empresa farmacéutica deve escolher o melhor método para a sua sintese e subsequente
purificacdo. Essas etapas sdo essenciais para o processo de fabricacdo em larga escala, pois
correspondem a maior parte dos gastos. Atualmente, existem quatro maneiras de se obter um
peptideo: (1) sintese quimica em solucdo ou (2) em fase sélida, (3) microrganismos

recombinantes e (4) extracdo da fonte natural, se existente (Figura 4) (UHLIG et al., 2014).

a) b)
e 00 ®
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® o e 5 ’
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s

Cultura Recombinante Fonte natural

Figura 4 — Métodos de obtencao de peptideos. Sintese quimica em fase solucdo (a) e em fase sélida
(b). Expressdo em microrganismos recombinantes (c). Obtencéo a partir de fontes naturais (d). Adaptada de
UHLIG et al., 2014.

A primeira forma de producéo de peptideos sintéticos foi a sintese em solugdo, em 1920,
pela pesquisadora Emily Fischer, onde dois aminoacidos, um com a regido N-terminal
bloqueada e o outro com a regido C-terminal bloqueada eram postos em solucdo. Por ativacao
da regido C-terminal livre do primeiro aminoacido, um dipeptideo era sintetizado. Entretanto,
esse processo é extremamente demorado e inviavel para peptideos com sequéncias maiores
(SACHDEVA, S. 2017). A segunda forma de sintese desenvolvida foi a fase solida sequencial,
inicialmente por MERRIFIELD R. B. (1963), que foi aprimorada no decorrer dos anos.
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Resumidamente, o primeiro residuo de aminoacido é fixado pela sua regido N-terminal em um
polimero. Os demais residuos sdo adicionados, em ciclos, a regido C-terminal do dltimo
aminoacido da sequéncia fixada. Cada ciclo corresponde a uma sequéncia de tratamentos
quimicos que culmina na adi¢do de apenas um residuo. Este processo de sintese é caro, mas
com o melhoramento da tecnologia e a automatizagdo, houve uma diminuicao significativa nos
gastos (VLIEGHE et al., 2010).

Quando um peptideo-farmaco chega as fases finais de pesquisa e/ou as prateleiras, a
demanda por ele pode aumentar consideravelmente. O nimero de doses para o tratamento e a
quantidade de pacientes impactam diretamente no custo de producdo. A necessidade de
producdo em larga escala pode tornar o peptideo economicamente inviavel para a empresa,
devido ao aumento expressivo no custo de producgdo. A sintese em fase sélida, apesar de ideal
para as fases iniciais de pesquisa, dificilmente é capaz de manter uma producdo
economicamente viavel em larga escala, principalmente para sequéncias maiores que 35
residuos de aminoéacidos (WIBOWO e ZHAO, 2019). O aumento no nimero de ciclos aumenta
a probabilidade de erros na sequéncia, além aumentar a quantidade de reagentes quimicos, que,
oferecem risco ao meio ambiente (LATHAM, P. W. 1999; WIBOWO e ZHAO, 2019). Nao
obstante, a criatividade das empresas para aprimorar as técnicas de sintese para seus produtos
ajuda a contornar as limitacdes da sintese quimica, como fizera a empresa Timeris para o seu
peptideo T-20 (Fuzeon, com 36 aa), aprovado em 2003 pela FDA para o tratamento de HIV.
Para diminuir os custos de producdo, foi utilizada uma estratégia ja conhecida de sintese
“hibrida”. Nela, fragmentos diferentes do peptideo s&o sintetizados por sintese em fase sélida,
isolados e purificados. Em seguida, esses fragmentos sdo ligados por técnicas de sintese em
solucdo (LATHAM, P. W. 1999; SACHDEVA, S. 2017).

Os recentes avangos nas técnicas de expressdo recombinante e no escalonamento da
producdo, tornaram a producdo de peptideos em microrganismos recombinantes mais atraentes
para peptideos cuja sintese quimica é desafiadora. A revisdo de WIBOWO e ZHAO (2019) traz
as estratégias abordadas para melhorar o rendimento das producdes em bateladas e a
subsequente purificacdo de AMPs: (1) fusdo de marcadores de afinidade aos peptideos, como
glutationa S-transferase (tag GST), polipeptideo tipo elastina (tag ELP do inglés elastin-like
polipeptide), cauda de histidina e proteina de liga¢do a maltose (tag MBP — do inglés maltose-
binding protein); e a (2) adicdo sitios de clivagem. Em varios casos, observa-se a combinacéo
dessas duas estratégias, uma vez que os marcadores de afinidade muitas vezes alteram a

estrutura do peptideo para facilitar sua purificacdo, comprometendo, desta maneira, sua
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atividade e tornando necesséria a clivagem desse marcador. A remoc¢do do marcador pode ser
feita quimicamente ou enzimaticamente. Devido a diversidade estrutural dos peptideos, nao
existe uma metodologia universal. A empresa ou o0 grupo de pesquisa deve procurar pela melhor

estratégia de acordo com as caracteristicas de seu peptideo.

1.4 O mercado de peptideos

Vivemos um momento no qual a rigidez dos érgdos de regulamentacgdo sobre a eficacia,
qualidade e seguranca de farmacos baseados em formulagdes ja conhecidas prejudicaram a
aprovacao de novos medicamentos. O aumento nas exigéncias, apesar de transmitir confianca
para a populagdo, aumenta drasticamente o tempo de pesquisa e, consequentemente, o custo de
pesquisa e desenvolvimento. Nesse cenario a industria farmacéutica se v em um momento de
urgente necessidade de inovacdo e acredita-se que a pesquisa com peptideos seja a saida
(VLIEGHE et al., 2010; FOX, J. L. 2013; UHLIG et al., 2014; FOSGERAU e HOFFMANN
2015; SACHDEVA, S. 2017).

E importante mencionar que apesar de uma area de grande interesse, a pesquisa com
peptideos ainda é desafiadora, uma vez que o caminho que um peptideo-farmaco precisa
percorrer para a sua aprovacdo é fastidioso e muitas vezes envolve modificar sua estrutura
original para melhorar suas propriedades fisico-quimicas (VLIEGHE et al., 2010; UHLIG et
al., 2014; FOSGERAU e HOFFMANN, 2015). O trabalho de FOSGERAU e HOFFMAN

(2015) traz uma andlise FOFA sobre peptideos como agentes terapéuticos (Figura 5).

Em 2016, 24 cientistas da academia e da industria se juntaram e escreveram uma revisao
sobre as alternativas aos antimicrobianos, com o objetivo de construir um portfélio com as areas
que julgaram serem as melhores para investimentos pelo setor de saude de por empresas
farmacéuticas. 19 alternativas foram selecionadas e as 10 melhores foram analisadas mais
afundo, dentre elas, encontram-se os AMPs (para efeito antimicrobiano direto), HDPs (para
efeitos antimicrobianos indiretos) e peptideos anti-biofilme. Entretanto, mais pesquisas basicas
s80 necessarias para essas trés areas (CZAPLEWSKI et al., 2016).
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Forcas

Boa eficacia, seguranca e tolerancia
Alta seletividade e poténcia

Menos tempo de pesquisa até atingir o
mercado

Menores taxas de atrito

Protocolos sintéticos bem estabelecidos
Baixa aquisi¢do de resisténcia por

microrganismos (AMP e HDP)

Oportunidades

Descoberta de novos peptideos, incluindo a
fragmentacdo de proteinas

Bibliotecas especializadas e sequéncias
otimizadas

Desenvolvimento da formula

Rotas de entrega do farmaco diferentes da
parenteral

Peptideos multifuncionais e conjugados

Fraquezas

Instabilidade fisico-quimica
Tendéncia a hidrolise e oxidagao
Agregacdo

Baixa meia-vida e rapida eliminacao

Normalmente ndo é um medicamento oral

Ameagcas

Imunogenicidade

Novas descobertas na gendmica,
protedmica e medicina personalizada
Expiracéo de patentes

Custo de producéo e retorno de

investimento
e Aumento na eficacia e na estabilidade de

novos farmacos

Figura 5 — Andlise das forcas, oportunidades, fraquezas e ameacas (FOFA) de peptideos naturais.
Adaptada de FOSGERAU e HOFFMAN, 2015.

As propriedades antimicrobianas ainda possuem prioridade nos testes farmacoldgicos
iniciais. A busca por alternativas a antimicrobianos, como exemplificada acima pelo trabalho
de CZAPLEWSKI et al. (2016), € o foco da industria farmacéutica, apesar de ela estar se
diversificando. Como os autores comentam, a dificuldade da diversificagéo do alvo (no caso, o
microrganismo) dos farmacos € o risco econdmico atrelado a ela. Portanto, observa-se que as
empresas focam no tratamento de infec¢Ges populares, aumentando a probabilidade de retorno
do investimento, 0 que estagna o processo de inovacdo. Esta linha de raciocinio é também
abordada por KOLA e LANDIS (2004). Ambos discutem sobre a necessidade de se melhorar
as etapas iniciais do desenvolvimento, inovando com seguranca. CZAPLEWSKI et al. (2016)
vai além, sugerindo a criacdo de times multidisciplinares, juntando profissionais da industria e

da academia, assim como parcerias entre grandes e pequenas empresas durante os desenhos
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experimentais e 0s primeiros resultados, quando ainda se sabe pouco do produto e sobre seu

futuro no mercado.

Com uma boa estratégia de desenvolvimento, uma empresa pode reduzir
significativamente seus gastos, gracas as diferentes metodologias para a modificacéo estrutural,
producéo e purificacdo desenvolvidas por grupos ao redor do mundo (LATHAM, P. W. 1999;
VLIEGHE et al., 2010; WIBOWO e ZHAO, 2019). A cada ano temos novos peptideos sendo
catalogados e estudados quanto as suas propriedades farmacoldgicas, demonstrando ndo
somente viabilidade, como também o potencial desta area (UHLIG et al., 2014; LAU e DUNN,
2018). A Tabela 2 traz alguns exemplos encontrados em revisGes sobre o cenario de pesquisa e

desenvolvimento dessas moléculas.

Existe uma grande variedade de bancos de dados com acesso livre para o estudo de

peptideos, como o PeptideAtlas, LAMP2 e PepBank. Estes sdo apenas alguns exemplos que

estdo presentes no dominio SATBdb, um banco de dados com links para 24 servidores de
predicdo de peptideos e 48 bancos de dados diferentes (em funcionamento), com énfase em

peptideos terapéuticos.


http://www.peptideatlas.org/
http://biotechlab.fudan.edu.cn/database/lamp/index.php
http://pepbank.mgh.harvard.edu/
http://crdd.osdd.net/raghava/satpdb/links.php
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Tabela 2 — Peptideos terapéuticos e suas indicag¢des. Baseada nos trabalhos de FOX J. K. 2013, CZAPLEWSKI et
al., 2016 e KASPAR e REICHERT, 2018.

FOXJ. L. 2013

Dipexium Pharma

Pexiganan

AMP linear de 22 aa
acetato

Ulcera de pé diabético

Lytix Biopharma

LTX-109 Tripeptideo sintético

Colonizacgéo nazal por S.
aureus multiresistente

Infeccdo com batérias

Iminex IMX924 IDR de 5 aa gram-positivas e
negativas
CZAPLEWSKI et al., 2016
. s Infec¢Bes com
Peptideo sintético
Roche POL7080 ciclico de 14 aa Pseudo_monas
aeruginosa
Novacta Biosystems NVB302 Lantibidtico tipo B IEEEES €0l

Clostridium difficile

KASPAR e REICHERT, 2018

Squibb

Merck Serono Cilengitide F"er.ltape_ptlldc_ao Glioblastoma
ciclico sintético
Novartis Pasireotide Hexape_ptlgle_zo ciclice Doenca de Cushing
sintético
. . Peptideo linear de 37 . .
Novo Nordisk Semaglutide aa similar 3 GLP-1 Diabetes Tipo 2
Bristol-Myers Exenatide Peptideo mimético Diabetes Tipo 2

de incretina de 39 aa
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1.5 Bioprospeccao de peptideos em peconha

H& uma urgéncia para a descoberta de alternativas aos antimicrobianos, devido ao
aumento de casos de infecgbes por superbactérias (WATKINS e BONOMO, 2016).
Concomitantemente, tivemos 0s avancos nas técnicas de producédo de peptideos sintéticos e o
aumento no numero de peptideos sendo testados como farmacos pelas empresas farmacéuticas
(VLIEGHE et al., 2010; UHLIG et al., 2014). Este cenario contribuiu para um aumento na

bioprospeccao de AMPSs na natureza.

A peconha de animais sdo fontes ricas em moléculas bioativas. O processo de evolugdo
desses animais contribuiu para a construcdo de uma biblioteca de potentes toxinas, enzimas e
peptideos que, muitas vezes, possuem uma alta seletividade (PRIMON-BARROS e JOSE
MACEDO, 2017; CHEN et al., 2018). Entretanto, quando isoladas e administradas em baixas
doses, algumas dessas moléculas perdem sua toxicidade e atuam de maneira terapéutica
(PERUMAL SAMY, R. 2017; PRIMON-BARROS e JOSE MACEDO, 2017; CHEN et al.,
2018). Como exemplo, a toxina CaTx-Il da cascavel Crotalus adamanteus, além de um potente
antimicrobiano, ela também promove a recuperacdo de tecidos em camundongos, quando
aplicada topicamente (SAMY et al., 2014). Dentre alguns dos efeitos observados de peptideos
na peconha, lista-se: antimicrobiano, antifdngico, antiviral, anticancerigeno, analgésico e
imunomodulador (HMED et al., 2013; ALMAAYTAH e ALBALAS, 2014; ORTIZ et al.,
2015; CHEN et al., 2018). Dessa maneira, AMPs da peconha de cobras, caracéis-cone, aranhas
e escorpides, dentre outros animais, tém sido cada vez mais procurados e caracterizados
(PRIMON-BARROS e JOSE MACEDO, 2017; CHEN et al., 2018).

Escorpides sdo artropodes que vivem na terra ha quase 400 milhGes de anos. Durante
esse tempo a peconha de suas glandulas se tornou altamente especializado para a sobrevivéncia
de cada uma das mais de 1700 espécies descritas, em seus respectivos habitats. A pegonha
desses animais é uma mistura complexa de peptideos, enzimas, metaloproteinases,
mucoproteinas, aminoacidos, nucleotideos, lipideos, aminas biogénicas, sais inorganicos e,
provavelmente, substancias ainda desconhecidas (HMED et al., 2013; ORTIZ et al., 2015;
PRIMON-BARROS e JOSE MACEDO, 2017). Estima-se que ha cerca de 100 mil peptideos
disponiveis através das espécies de escorpides e, desses peptideos, estima-se que conhegamos
apenas 1% (HMED et al., 2013).

Os peptideos encontrados na peconha de escorpides sdo classificados em dois grupos:

peptideos com pontes dissulfeto (DBP, do inglés disulfide-bridged peptides) e peptideos sem
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pontes dissulfeto (NDBP, do inglés non-disulfide-bridged peptides). Os DBPs sdo compostos
que costumam ter afinidade por canais ibnicos da membrana de eucariotos e sdo subdivididos
em 4 familias de acordo com o canal i6nico com o qual interage. As neurotoxinas da pegonha
de escorpides encontram-se nessa classificacdo (REMIJSEN et al., 2010; ALMAAYTAH e
ALBALAS, 2014; HARRISON et al., 2014; ORTIZ et al., 2015). Como formam pontes
dissulfeto, eles podem adotar a estrutura secundaria folha-p, além de o-hélice, ademais de
apresentar uma relagéo estrutura-funcdo mais conservada que a de NDBPs. Por sua vez, NDBPs
s80 mais versateis quanto aos seus alvos e possuem maior variedade estrutural. A maioria desses
peptideos sdo cationicos, anfifilicos e adotam uma estrutura secundaria de a-hélice
(ALMAAYTAH e ALBALAS, 2014). Curiosamente, 0s peptideos dessa classe ndo possuem
estrutura definida em solu¢des aquosas, adotando a conformac¢do de a-hélice apenas em
solugdes que mimetizam membranas (ALMAAYTAH e ALBALAS, 2014; HARRISON et al.,
2014; ORTIZ et al., 2015).

O inicio das pesquisas com componentes da peconha de escorpido foi marcado pela
identificacdo de peptideos com maior massa molecular (toxinas — DBPs). Entretanto, com 0s
avancos nas técnicas de biologia molecular como a confeccdo de bibliotecas de cDNA,
expressao heterdloga e RNA-Seq, percebeu-se que NDBPs representam mais de 1 terco de todas
as moléculas presentes na peconha (ALMAAYTAH e ALBALAS, 2014; ORTIZ et al., 2015).
Os AMPs presentes na peconha possuem representantes da classe DBP, com estruturas
homologas a defensinas do sistema imune de insetos. Porém, a maioria deles sao classificados
como NDBPs. Sugere-se que esses AMPs possuem papel protetor na glandula da peconha e de

facilitador na atuacdo de outras neurotoxinas (HARRISON et al., 2014).

Como mencionado acima, a versatilidade estrutural de NDBPs contribui para sua
multiplicidade de efeitos. ALMAAYTAH e ALBALAS (2014) e ORTIZ et al. (2015) fazem
um o6timo trabalho em aglutinar diversos NDBPs e classificd-los com base em seus efeitos,
dentre eles: antimicrobianos, antifingicos, potenciadores dos efeitos de bradicinina,
anticancerigenos, antivirais e imunomoduladores. Dentre os peptideos abordados, estdo a
Parabutoporina (PP — 45 aa, carga +7) e a Opistoporina 1 (OP1 — 44 aa, carga +4). Ambos séo
AMPs com maior eficiéncia contra bactérias Gram negativas (MOERMAN et al., 2002), mas

gue também possuem propriedades imunomodulatorias.

No trabalho de MOERMAN et al. (2003), foi avaliada os efeitos de PP e OP-1 nos niveis
de Ca?* intracelular de células HL-60. Essa ¢ uma linhagem celular de leucemia mieldide

humana cuja diferenciacdo em granulécitos pode ser induzida em cultura. Estudos prévios desse
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grupo mostraram que PP e OP-1 estimulavam a degranulacdo de granul6citos humanos, um
evento mediado pela mobilizacdo de Ca?*. De fato, esses peptideos aumentaram a concentracio
de Ca?" intracelular, sendo PP 0 mais potente. O mesmo grupo, em um estudo subsequente,
observou que PP possuia atividade sobre neutrofilos, estimulando a quimiotaxia e reduzindo a
producéo de superdxidos (WILLEMS et al., 2004). Intrigados por essa atuagéo, o grupo decidiu
por analisar os efeitos de PP sobre a familia Rho de proteinas G, envolvida com a quimiotaxia
e a atividade enzimatica do complexo proteico NADPH oxidase, responsavel pela producéo de
superoxidos. Os resultados obtidos mostraram que, em doses submicromolares néo liticas, PP
ativava a proteina Rac (da familia Rho), promovendo a quimiotaxia. Foi concluido que, devido
a sua estrutura linear em a-hélice, PP inseria-se na membrana plasmatica e ativava diretamente
proteinas G, que ativavam Rac em sequéncia. Entretanto, a ativacdo de Rac deveria levar a
producdo de superoxidos pelo complexo NADPH oxidase, mas contraditoriamente foi
observado a reducdo de tais radicais. A hipotese levantada sugeria que a inser¢do de PP na

membrana provavelmente comprometia a formacao do complexo.

Em 2018, KIM et al. analisou 0os mecanismos a base da atividade antibacteriana e
antibiofilme do NDBP Hp1404 (14 aa, carga +1) e de seus analogos (12 aa, cargas variadas).
Isolado da peconha do escorpido Heterometrus petersii, Hpl404 possui atividade
antimicrobacteriana (< 25 pg/mL) contra diferentes bactérias gram-positivas, mas nao contra
gram-negativas (LI et al., 2014). Visando reduzir a citotoxicidade desse peptideo, peptideos
analogos truncados foram sintetizados, substituindo residuos de Glicina e Fenilalanina por
residuos de Lisina e Leucina. Dos analogos sintetizados, Hp1404-T1e (carga +6) foi o que
apresentou melhor atividade antibacteriana. Eles também investigaram se os peptideos eram
capazes de se ligar a LPS. Para tanto, depois de determinar a CIM de todos os peptideos contra
P. aeruginosa, eles desafiaram a bactéria com os peptideos em suas respectivas CIMs e 2x
CIMs, concomitante a adicdo de LPS em diluicdo seriada em fator de 2 (100 a 0,39 pg/mL).
Todos os peptideos analogos testados tiveram sua atividade antibacteriana significativamente
reduzida na presenca de LPS, enquanto o peptideo original ndo. Como todos os analogos eram
mais carregados positivamente que o original, concluiu-se que o aumento da carga positiva de
NDBPs aumenta a sua afinidade pela superficie bacteriana. Em adicéo, sugere-se que NDBPs

podem ser efetivos contra inflamacdes induzidas por LPS.
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1.6 O peptideo ToAP-2 — trabalhos prévios do grupo

Nosso grupo, em parceria com outros colaboradores, caracterizou a atividade
antifingica de diferentes peptideos, sintetizados quimicamente a partir de provaveis sequéncias
de cDNA das glandulas da peconha de escorpides. Destes, destaca-se TOAP-2 (UniProtkKB #
AOA1D3IXJ5), do escorpido Tityus obscurus, um NDBP membro da subfamilia 3
(GUILHELMELLI et al., 2016).

O peptideo ToAP-2 é um peptideo anfipatico e catidnico (carga +6) de 26 aa
(FFGTLFKLGSKLIPGVMKLFSKKKER). Sua estrutura secundéaria putativa (a-hélice) foi
determinada por dicroismo circular em concentracdes crescentes de trifluoroetanol (TFE), um
solvente indutor de estrutura secundaria que cria um ambiente que mimetiza membranas
celulares (Figura 6). Dos peptideos sintetizados, ele apresentou a melhor atividade antifingica,
com a CIM para Candida albicans (SC5314) e C. neoformans (H99, sorotipo A) em 12.5 uM.
Em concentracdes abaixo de 6.25 UM, ToAP-2 apresenta tanto uma baixa atividade hemolitica
guanto uma baixa citotoxicidade contra macrofagos peritoneais e outros tipos celulares
(GUILHELMELLI et al., 2016).


https://www.uniprot.org/uniprot/A0A1D3IXJ5
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Figura 6 — Estrutura do peptideo ToAP-2. (a) Projecdo da estrutura a-hélice do peptideo ToAP-2.
Diamantes: residuos hidrofébicos; circulos: residuos hidrofilicos ndo carregados; pentadgonos: residuos
positivamente carregados; tridngulos: residuos negativamente carregados. (b) Dicroismo circular, espectro FAR-
UV, do peptideo TOAP-2. O pico positivo em ~190 nm e os dois negativos em 208 e 222 nm sdo caracteristicos
de estrutura a-hélice. Imagens adaptadas de GUILHELMELLI et al., 2016.

Outro interesse do grupo foi explorar a possivel atividade imunomoduladora de alguns
desses peptideos (dados ndo publicados). Desse trabalho preliminar, foram selecionados os
melhores candidatos para testes de imunomodulacdo em macréfagos tipo M1 (BMM) e células
dendriticas (BMDC) derivados da medula 6ssea de camundongos C57BL/6. Para tanto,
inicialmente foi determinada a citotoxicidade de ToAP-2 sobre esses tipos celulares, medindo
a liberacdo da enzima lactato desidrogenase (LDH), de acordo com protocolo padréo seguindo-
se as instrucgdes do fabricante (CytoTox 96® Non-Radioactive Cytotoxocity Assay - Promega).
Observou-se que ToAP-2 ndo apresentava citotoxicidade para BMMs e BMDCs quando em
concentragOes abaixo de 2.5 e 1.5 uM, respectivamente (Figura 7).
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Figura 7 — Citotoxicidade de ToAP-2. (a) BMDCs e (b) BMMs. Os grupos controles empregados foram: C-
(controle negativo — células ndo tratadas) e C+ (controle positivo — células tratadas com solucdo de lise celular
fornecida pelo fabricante). Dados néo publicados.

Em seguida, a possivel atividade imunomodulatéria de ToAP-2 foi avaliada pela
dosagem de citocinas e quimiocinas por ensaio Luminex® de BMMs e BMDCs néo tratadas,
ou expostas ao peptideo em uma concentracdo proxima a citotdxica (2.5 uM), ou em uma
concentracdo intermediaria (0.625 uM). Como mostrado na Figura 8, foi observado um
aumento na secrecdo de IL-1a, IL-6, IP-10, MCP-1, MIP-1a, MIP-1p3, MIP-2 e TNF-a. por
BMDCs e uma reducdo na secrecdo de IP-10, MCP-1 e MIP-1p por BMM, indicando perfis

tanto pro- quanto anti-inflamatério, respectivamente (dados ndo publicados).
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2. Justificativa

Atualmente, o cendrio para a pesquisa com AMPs e HDPs para a caracterizacao de suas

atividades imunomodulatoérias e antimicrobianas ndao poderia ser melhor. Ao longo do texto,

foram abordados tépicos, que alicercam a importancia do trabalho com peptideos, tais como:

1)

2)

3)

4)

5)

6)

7)

A necessidade de inovacdo pelas empresas farmacéuticas para a geracdo de novos
antimicrobianos (VLIEGHE et al., 2010; UHLIG et al., 2014; CZAPLEWSKI et al.,
2016).

A flexibilizacdo das exigéncias dos 6rgaos governamentais para novas moléculas (FOX,
J. L. 2013).

Os avancos nas técnicas de producdo, reduzindo gastos e oferecendo alternativas para
as empresas (VLIEGHE et al., 2010; UHLIG et al., 2014; SACHDEVA, S. 2017;
WIBOWO e ZHAO, 2019).

O aumento do numero de peptideo-farmacos no mercado e o reconhecimento do
potencial dessa area (VLIEGHE et al., 2010; UHLIG et al., 2014; FOSGERAU e
HOFFMANN, 2015; SACHDEVA, S. 2017).

A multiplicidade de alvos dos AMPs em microrganismos, além de sua baixa
probabilidade de selecionar organismos resistentes (ZASLOFF, M. 2002; BROGDEN,
K. A. 2005; LAl e GALLO, 2009; YU et al., 2018).

A importancia de HDPs no balanco de estimulos pro-inflamatorios e anti-inflamatorios
na resposta imune (LAl e GALLO, 2009; VANDAMME et al., 2012; MANSOUR et
al., 2014; HANCOCK et al., 2016).

A necessidade de se ampliar o conhecimento sobre os efeitos de AMPs e HDPs tendo a
modulacdo do sistema imune como alvo em terapias contra agentes patogénicos
(BROWN et al., 2007; HANCOCK et al., 2012).

Adicionalmente, algumas caracteristicas descritas para o0 AMP ToAP-2 podem ser

mencionadas como de interesse para seu estudo em nosso grupo de pesquisa:

1) Estrutura catibnica alfa-helicoidal de ToAP-2, caracteristica compartilnada com a
catelecidina LL-37 (VANDAMME et al., 2012).

2) As pesquisas envolvendo outros NDBPs catidnicos a-helicoidais, como OP1, PP
(MOERMAN et al., 2003; REMIJSEN et al., 2010) e Hp1404 (KIM et al., 2018), e a

descricdo de seus mecanismos antimicrobianos e potencial imunomodulatério.
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3) Os dados preliminares que sugerem uma atividade imunomoduatéria em BMMs e

BMDCs, motivam a caracterizacdo dessa atividade de ToOAP-2.
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3. Objetivos

3.1 Objetivo Geral

Caracterizar o perfil imunomodulatério de ToAP-2 em BMMs e BMDC de
camundongos da linhagem C57BL/6

3.2 Objetivos Especificos

e Avaliar os efeitos de TOAP-2 sobre a fagocitose de C. neoformans por BMMs e BMDCs

e Avaliar os efeitos de ToAP-2 sobre a capacidade fungicida de BMMs infectados com
C. neoformans

e Avaliar os efeitos de TOAP-2 no perfil de secrecdo de citocinas de BMMs e BMDCs
estimulados com LPS ou LPS ULT

e Avaliar os efeitos de LPS ULT na CIM de ToAP-2 contra E. coli e C. neoformans
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4. Materiais e Métodos

4.1 Solucdes e meios de cultura
Para os experimentos, foram utilizados os seguintes meios e solugdes:

1) RPMI-1640 (Gibco), pH 7,2 a 7,4. Para meio RPMI-1640 + MOPS, foi
adicionado MOPS para uma concentragéo final de 165 puM.

2) Soro fetal bovino (SFB; Gibco).

3) Tampado fosfato-salino (PBS, do inglés Phosphate Buffered Saline) pH 7,2 ~
7,4: NaCl 0,13 M, KClI 2,68 pM, KH2PO4 0,273 uM, NazHPO4 12,53 pM.

4) Sabouraud Dextrose (KASVI) pH 5,0: dextrose 20 g/L, peptona 5 g/L, caseina 5
g/L. Para meio sdlido, foi adicionado agar (1.5%).

5) Mueller Hinton: Extrato de carne bovina 2 g/L, hidrolisado acido de caseina

17,5 g/L, amido 1,5 g/L. Para meio s6lido, foi adicionado agar (1,7%).

4.2 Sintese quimica de ToAP-2

ToAP-2 (FFGTLFKLGSKLIPGVMKLFSKKKER) foi quimicamente sintetizado pela
Biomatik utilizando a metodologia FMOC-Butila e subsequentemente purificado por
cromatografia liquida de alta eficiéncia de fase reversa, conforme descrito por
GUILHELMELLLI et al. (2016). O peptideo em estoque (liofilizado) foi diluido em agua Milli-
Q (3330 uM =~ 10 mg/mL) de e armazenado a -20 °C. Foram feitas dilui¢cdes intermediarias (200
UM = 600 ug/mL) em &gua Milli-Q, as quais também foram armazenadas a -20 °C, para a
execucdo dos experimentos. As diluicdes dos peptideos, a depender do ensaio, foram feitas em
meio RPMI-1640 ou RMPI-1640 + MOPS ou MH.

A anélise para confirmacédo da sequéncia e do grau de pureza do peptideo ToAP-2 apds
a sintese foi feita de acordo com o escrito por GUILHELMELLI F. (2019). Resumidamente,
uma aliquota do peptideo apds ressuspensao foi analisada em espectrémetro de massa (MALDI-
TOF/TOF UltraFlex 111 Bruker Daltonics®, Alemanha) para a confirmacao da massa molecular
do peptideo e avaliacdo da pureza da sintese. O peptideo foi misturado a uma matriz de acido
a-cyano-4-hidroxi-cinamico, volume/volume (1:1), sendo posteriormente aplicado em
triplicada em uma placa Bruker MTP Massive 384. Apoés a cristalizagdo, as amostras foram

analisadas. Os espectros de massa foram obtidos com o equipamento sendo operado no modo
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refletido positivo. A interpretacdo dos espectros obtidos foi realizada manualmente e com o
auxilio do software FlexAnalysis 3.0 (Bruker Daltonics®, Alemanha) por colaboradores

participantes do projeto.

4.3 Condig0es de cultivo de microrganismos

4.3.1 Cryptococcus neoformans

A cepa H99 de C. neoformans foi obtida a partir de estoques de cultura em glicerol 35%,
mantidos a -80 °C. Para realizar os ensaios, uma pequena por¢ao do estoque foi coletada, com
o0 auxilio de uma alga bacterioldgica descartavel, e semeada pelo método de esgotamento em
uma placa de Petri (60 x 10 mm, JProlab) contendo meio Sabouraud Dextrose agar. A placa
era incubada em uma estufa a 30 °C e mantida por 48 h. Em seguida, a placa era mantida sob

refrigeracdo (4 °C) e usada para o preparo do indculo por até 2 semanas.

O inoculo para a infeccdo foi feito a partir de uma colonia isolada, em 5 mL de meio
Sabouraud Dextrose (pH 5,0), e incubado por 24 h a 30 °C sob agitacédo (200 rpm). Em seguida,
a cultura foi centrifugada (1300 x g, por 5 min, a temperatura ambiente), o sobrenadante
descartado e o pellet foi resuspendido em PBS (lavagem). Esse procedimento foi repetido trés
vezes. Apos a terceira lavagem, as células foram ressuspendidas em meio RPMI-1640 ou PBS

e a concentracdo foi determinada utilizando-se uma camara de Neubauer.

4.3.2 Escherichia coli

A cepa ATCC® 700336 de E. coli foi obtida a partir de estoques de cultura em glicerol
25% mantidos a -80 °C. Para realizar os ensaios, uma pequena porc¢do do estoque foi coletada,
com o auxilio de uma alc¢a bacteriologica descartavel, mergulhada em 5 mL de meio Mueller-
Hinton (pH 7,2 a 7,4) e incubada por 12 a 18 h a 37 °C sob agitacdo (200 rpm). Em seguida,
uma alca bacterioldgica descartavel foi mergulhada no pré-indculo e as células obtidas foram
semeadas por esgotamento em uma placa de Petri (60 x 10 mm, JProlab) contendo meio
Mueller-Hinton agar. A placa foi incubada em uma estufa a 37 °C por 12 a 18 h e mantida sob

refrigeracéo (4 °C) para preparo do pré-inoculo por até 4 semanas.
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O pré-in6culo para os ensaios foi feito a partir de uma col6nia isolada, em 5 mL de meio
Mueller-Hinton e incubado por 12 a 18 h a 37 °C sob agitacdo (200 rpm). O inoculo na placa
de Petri foi feito igualmente como descrito acima. As coldnias geradas foram coletadas e
adicionadas a PBS até atingirem a turbidez de uma solugdo de McFarland de 0,5 (valores de
densidade dptica entre 0,1 e 0,08), medidas pelo SpectraMax® M2e (Molecular devices), e

foram utilizadas nos ensaios da concentracao inibitéria minima (CIM) do peptideo ToAP-2.

4.4 Animais

Camundongos (Mus musculus) isogénicos da linhagem C57BL/6 de oito a doze semanas
foram utilizados para a obtencdo de células dendriticas e macrofagos derivados e medula. Os
animais eram mantidos em condic¢des sanitarias apropriadas, com fornecimento de comida e
agua ad libitum. Todos foram mantidos no biotério do Instituto de Ciéncias Bioldgicas (IB) da
Universidade de Brasilia (UnB).

Todos os procedimentos experimentais executados e o alojamento dos animais esta de
acordo com as diretrizes do Conselho Nacional de Controle de Experimentacdo Animal
(CONCEA) e foram previamente avaliados e aprovados pelo Comité de Etica no Uso Animal
(CEUA) do IB da UnB (UnB DOC n° 52657/2011), conforme o Anexo 1

4.5 Obtencéo de células dendriticas e macrofagos derivados

de medula dssea

As células da medula 6ssea foram obtidas a partir da lavagem dos fémures e tibias de
camundongos C57BL/6, de acordo com o protocolo descrito por LUTZ et al. (1999), com
modificacdes. Resumidamente, apds a coleta e limpeza dos 0ssos, estes eram transportados para
um fluxo laminar em condicGes estéreis. Em seguida, os 0ssos foram cortados e as células foram
recuperadas da cavidade medular por meio de uma lavagem com meio RPMI-1640, utilizando
uma seringa com agulha de didametro 0,45 x 13 mm, a qual era inserida no ponto de corte. As
células obtidas foram filtradas por um cell strainer de 40 um e, em seguida, centrifugadas (300
X g, por 5 min, a temperatura ambiente). Apds o descarte do sobrenadante, as células foram
lisadas pela adicdo de 1 mL da solucdo de lise de hemécias (Red Blood Cell Lysing Buffer;
Sigma-Aldrich) por 1 min, conforme recomendado pelo protocolo do kit. A neutralizagdo dessa

solucdo ocorria pela adi¢do de 5 mL de meio RPMI-1640. Apds um novo ciclo de centrifugacao
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e descarte de sobrenadante, o pellet foi resuspendido em meio RPMI-1640 e a concentragéo de
células determinada utilizando camara de Neubauer. A viabilidade celular era avaliada pela
coloracdo com Azul de Tripano 0,2% (Sigma-Aldrich), onde células coradas eram consideradas
mortas. Em placas de Petri de poliestireno, ndo tratadas e ndo pirogénicas (100 x 20 mm,
Coring), foram adicionadas 2 x 10° células, em 10 mL de meio completo para diferenciacéo:
RPMI-1640 suplementado com 10% de SFB, 20 ng/mL de fator estimulador de col6nias de
macrdfagos e granulécitos (GM-CSF) e 50 uM de B-mercaptoetanol (Sigma-Aldrich). As placas

foram mantidas em uma estufa a 37 °C sob atmosfera de 5% de COs.

Nos terceiros e sextos dias de incubacdo, as células foram suplementadas com o meio
nas condigcOes acima, para estimular a diferenciacdo. Entretanto, antes da suplementacdo no
sexto dia, devido ao limite de volume da placa, 10 mL do meio de cada uma foram coletados e
centrifugados (a 300 x g, por 5 min, a temperatura ambiente). O precipitado era resuspendido

em 10 mL de meio completo recéem preparado e as celulas devolvidas a placa de origem.

No oitavo dia de diferenciagdo, as populac6es de células foram separadas. Células ndo
aderidas, ou fracamente aderidas, foram consideradas BMDCs, j& as aderidas foram
consideradas BMMs. Todo o volume de meio das placas foi coletado e foi feita uma lavagem
da placa, com uma micropipeta, apenas adicionando 1 mL meio RPMI-1640, deixando-o
escorrer pela superficie para coletar as células fracamente aderidas. Para soltar os BMMs
aderidos a placa, foram acrescentados 2 mL do reagente TrypLE (Gibco) por placa, cobrindo
toda a superficie, as quais foram incubadas por 20 min na estufa a 37 °C sob atmosfera de 5%
de CO.. Logo depois, com o auxilio de um cell scraper, BMMs foram soltos e coletados. BMMs
e BMDCs recem coletados foram centrifugados (a 300 x g, por 5 min, a temperatura ambiente)
e o0 pellet resuspendido em meio RPMI-1640, seguido da contagem em camara de Neubauer.

Em seguida, as células foram semeadas de acordo com o experimento a ser executado.
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4.6 Avaliacdo dos efeitos de ToAP-2 na capacidade de
fagocitose de leveduras de C. neoformans por BMMs e
BMDCs

Em microplacas de poliestireno de 96 pogos (KASVI), foram semeados em cada pogo,
5 x 10* BMMs ou BMDCs em 200 pL de meio RPMI-1640 suplementado e as microplacas de
cultura incubadas overnight na estufa a 37 °C sob atmosfera de 5% de CO>. No dia do ensaio,

0 sobrenadante fora descartado imediatamente antes dos tratamentos.

Para determinar os efeitos de ToOAP-2 na atividade fagocitica de BMMs e BMDCs, as
células foram incubadas com leveduras de C. neoformans (H99) opsonizadas com o anticorpo
monoclonal 18b7 (10 pug/mL, como descrito por CASADEVALL et al. (1998)). A proporcao
fagdcito:fungo foi definida por uma multiplicidade de infecgdo (MOI, do inglés multiplicity of
infection) de 2 (2 leveduras por BMM ou BMDC). O meio RPMI-1640 suplementado contendo

a levedura opsonizada (MOI = 2) foi denominado de meio de infeccdo (Ml).

Duas concentracGes diferentes de ToAP-2 foram utilizadas: 0,5 e 1 uM. As placas foram
mantidas a 37 °C sob atmosfera de 5% de CO2 por 30 min e 2 h. Foram testados duas formas
de tratamento com o peptideo: (1) pré-tratamento das células, seguido da infeccdo e (2) o
tratamento simultaneo das células & infeccdo. Cada um desses desenhos experimentais foi
detalhado na pagina seguinte. O grupo experimental controle foi constituido por células nao
tratadas com ToAP2.

Independente do tratamento, ap6s o periodo de infecgdo, as placas foram retiradas da
estufa e todos os pocos tratados foram lavados duas vezes com PBS, para a retirada de leveduras
ndo internalizadas. Em seguida, as células foram coradas com o kit Panotico Instant Prov
(Newprov), seguindo as instrugdes do fabricante, com algumas modificagdes. Resumidamente,
foi adicionado cada uma das solucdes por um tempo determinado e, no final deste, esta era
removida. As solucdes foram adicionadas na sequéncia numérica, conforme descrito a seguir:
solucéo I (ciclohexadienos a 0,1 % - 15 s); solucdo Il (azobenzensulfénico a 0,1 %; estabilizante
| &3 % e conservante a 0,26 % - 17 s); solucéo I11 (fenoltiazinas a 0,1 %); estabilizante a 1,5 %;

conservante a 0,26 % - 10 s).

As celulas coradas foram fotografadas pelo software ZEN 2.0 (blue edition; Carl Zeiss

Microscopy), utilizando a cdmera ZEISS Axiocam ERc 5s acoplada ao microscépio ZEISS
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Primovert. Para a contagem das células e de leveduras, foi utilizado o software gratuito ImageJ
1.8. A partir das contagens, foi calculado o indice de fagocitose (IF) (Equacdo 1) e a
porcentagem de células que fagocitaram. Foram considerados “ativados” BMMs e BMDCs que
possuiam ao menos 1 levedura fagocitada. Para cada pogo foram tiradas 4 fotografias de campos
diferentes. Por campo, foram contadas 50 células, totalizando 200 células por poco, 600 por

grupo. Todos os experimentos foram feitos em triplicada bioldgica.

(equacéo 1)

Numero de fungos internalizados

Indice de Fagocitose = — - : ,
g Numero de células com fungos internalizados

Pré-tratamento de BMMs e BMDCs com ToAP-2 seguido de infeccéo

Para avaliar se a exposicdo prévia ao peptideo ToAP-2 influenciaria na capacidade de
fagocitose dos tipos celulares testados, foi adicionado 100 pL de meio RPMI-1640
suplementado (10 % SFB) e ToAP-2 nas concentracdes de 0,5 e 1 uM. Ao grupo controle foi
adicionado apenas meio RPMI-1640 suplementado. Em seguida, as placas foram mantidas a 37
°C sob atmosfera de 5 % de CO2 por 1 h. Apéds o periodo de exposi¢do ao peptideo, o meio foi
retirado e, em cada poco, foi adicionado 100 puL do MI. As placas foram entédo mantidas a 37
°C sob atmosfera de 5 % de CO- por 30 min e 2 h. Todos os grupos foram preparados em

triplicata.
Tratamento de BMMs e BMDCs com ToAP-2 simultaneo a infeccéo

Para avaliar os efeitos do peptideo ToAP-2 na capacidade de fagocitose de BMMs e
BMDCs durante a infeccdo, o peptideo foi diluido nos 100 puL do MI, para as concentracdes
finais de 0,5 e 1 uM. Este volume foi, em seguida, colocado nos pogos contendo as células. Ao
grupo controle, foi adicionado 100 uL de Ml (sem o peptideo). As placas foram mantidas a 37
°C sob atmosfera de 5 % de CO- por 30 min e 2 h. Todos os grupos foram preparados em

triplicata.
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4.7 Avaliacdo do possivel efeito de ToAP-2 na capacidade
fungicida de BMMs

Em microplacas de poliestireno de 96 pocos (KASVI), foram semeados 5 x 10* BMMs
em 200 pL de meio RPMI-1640 suplementado e incubados overnight na estufa a 37 °C sob
atmosfera de 5% de CO». No dia do ensaio, 0 sobrenadante foi descartado imediatamente antes

da adicdo do meio para os tratamentos.

Para determinar os efeitos de ToOAP-2 na capacidade fungicida de BMMs, as células
foram infectadas com leveduras de C. neoformans (H99, MOI = 2). Foram empregadas trés
estratégias de tratamento, abordadas em detalhe a seguir (grupos experimentais A — G). Todos

o0s grupos foram preparados em triplicata. Foram realizados trés ensaios em dias diferentes.
BMM na auséncia de ToAP-2 no momento da infeccdo

Aos grupos A, C e F (Tabela 3) foi adicionado 100 pL de MI. As placas contendo
BMMs e leveduras foram mantidas a 37 °C sob atmosfera de 5% de CO- por 2 h. Em seguida,
as placas foram retiradas da estufa e todos os pocos foram lavados trés vezes com 200 uL de
PBS, para a retirada de leveduras ndo fagocitadas. Apos descartar o PBS da ultima lavagem, foi
adicionado 200 uL de meio RPMI-1640 suplementado aos grupos C e F com o peptideo ToAP-
2, nas concentracdes de 0,5 e 1 UM, respectivamente. Ao grupo A (controle) foi adicionado
apenas 200 pL de meio RPMI-1640 suplementado. As placas foram mantidas a 37 °C sob
atmosfera de 5 % de CO por 22 h.

Tratamento de BMM com ToAP-2 no momento da infec¢ao

Aos grupos B, D, E e G, foram adicionados 100 pL do MI com o peptideo ToAP-2
(concentracdes indicadas na Tabela 3). As placas foram mantidas em uma estufa a 37 °C sob
atmosfera de 5% de CO2 por 2 h. As placas ent&o foram retiradas e os pocos lavados com PBS
como descrito acima. Apds descartar o PBS da ultima lavagem, foi adicionado 200 pL de meio
RPMI-1640 suplementado aos grupos D e G com o peptideo ToAP-2 nas concentragdes de 0,5
e 1 UM, respectivamente. Aos grupos B e E, foi apenas adicionado 200 pL de meio RPMI-1640

suplementado. As placas foram mantidas a 37 °C sob atmosfera de 5 % de CO> por 22 h.
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Tabela 3. Descricdo da composi¢do dos grupos experimentais para a avaliacdo influéncia de ToAP-2 na
capacidade fungicida de BMMs.

ToAP-2 durante a ToAP-2 apds a

Grupo TOAP-2 (nM) infeccdo infeccdo
A ) ) )
B 0,5 * )
C 0,5 - -
D 0,5 * +
E 1 + i
F 1 - ¥
G 1 + "

Preparo das placas para contagem de células fungicas viaveis (UFC)

Ao final das 22h, as placas foram retiradas da estufa e o sobrenadante de cada pogo foi
transferido para microtubos (Eppendorfs), cada um correspondendo a cada um dos pocos
relativos a cada uma das estratégias de tratamento descritas acima. Em seguida, os pocos foram
lavados trés vezes com 200 pL de PBS esteril e, ao final de cada lavagem, o PBS removido foi
recuperado e transferido ao microtubos correspondente. Por fim, foi adicionado 200 pL de H.O
destilada estéril a 4 °C aos pogos por 30 minutos, com o objetivo de provocar a lise osmética
dos BMMs e de liberar as leveduras fagocitadas. Ao final do tempo de lise dos fagocitos, o
volume de H>O de cada pogo foi transferido ao seu microtubos correspondente. Para melhor

visualizagdo desse processo, ver esquema mostrado na Figura 8.
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Poco

200 uL do
Sobrenadante

»

3 lavagens com 200uL % 1
de PBS L2

—— | Volume final
3x 200 uLde PBS o d8Tmb

>

Interacdo com 200 ul de
Agua destilada a 4 °C

200 uL de
Agua destilada

Figura 8. Esquema representativo para a coleta de toda a carga fangica presente em cada pogo. Apés a
interagdo de 22 h o sobrenadante ¢ coletado. Em seguida, trés etapas de lavagem com 200 puL de PBS ocorrem,
com o volume sendo coletado apds cada lavagem. Por fim, os fagécitos sdo lisados osmoticamente com a adi¢do
de 200 pL de H,0 destilada estéril a 4 °C, por 30 minutos. Ao final desse tempo de lise, 0 volume do pogo também
é recuperado e adicionado ao mesmo microtubos, totalizando um volume final de 1,0 mL.

O contetdo de cada microtubos foi diluido 2,5, 25 e 125 vezes. Foram semeados 50 pL
de cada diluicdo em uma sec¢do de uma placa de Petri tripartida (90 x 15 mm, JProlab), contendo
Sabouraud Dextrose agar (1,5 %). As placas foram incubadas a 30 °C por 48 h. Posteriormente,

a viabilidade fangica foi determinada pela contagem das unidades formadoras de col6nia

(UFC).
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4.8 Avaliacdo da atividade de ToAP-2 na modulacdo da

producdo de citocinas e quimiocinas por BMMs e BMDCs

Em microplacas de poliestireno de 24 pogos (KASVI), para o tempo de 24 h, 2 x 10°
BMMs ou BMDCs foram semeadas com 500 puL de meio RPMI-1640 suplementado, seguido
de incubacdo overnight a 37 °C em estufa sob atmosfera de 5 % de CO». Para o tempo de 12 h,
foram utilizadas o dobro de BMDCs (4 x 10°), uma vez ter sido observado que a producéo de
citocinas pelo controle positivo (2 x 10° BMDCs expostas a LPS) foi relativamente baixa.
Assim, para o tempo de 12 h, 2 x 10° BMMs ou 4 x 10° BMDCs foram semeadas, como descrito
acima para o tempo de 24 h, e a seguir empregadas no ensaio para determinacdo da influéncia

de ToAP-2 na producéo de citocinas, conforme detalhado a seguir.

Para quantificacdo da secrecdo de citocinas e quimiocinas produzidas por BMMs e
BMDCs, os grupos de tratamento foram incubados por 12 h ou 24 h a 37 °C, em estufa sob
atmosfera de 5 % de CO». Ao final do tempo de interagcdo, as placas de 24 pocos foram
centrifugadas (300 x g por 5 min, a temperatura ambiente) e o sobrenadante de cada poco foi
coletado e armazenado a -20 °C. Todas as condi¢bes foram feitas em triplicata técnica e

biologica.
Producao de citocinas em 24 horas

Ap0s o descarte do meio colocado no dia anterior, foi adicionado, em cada pogo, 500
pL de meio RPMI-1640 suplementado, com o respectivo tratamento. Como controle positivo
para inducdo da producdo de citocinas pro-inflamatorias, as células foram expostas por 24 h ao
LPS de E. coli (Agonista TLR2/TLR4, LPS do sorotipo 055:B5, Invivogen) a 100 ng/mL. Como
controle negativo, foi coletado o sobrenadante de BMMs e BMDCs sem nenhum estimulo. Em
dois grupos, foi adicionado apenas ToAP-2 nas concentracdes de 0,5 e 1 uM. Em outros dois
grupos, a exposic¢do ao indutor de inflamagéo, LPS, foi feito concomitantemente a exposicao

ao peptideo nas concentracdes de 0,5e 1 uM (Tabela 4).
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Tabela 4. Descricdo detalhada dos grupos de tratamento para a quantificacdo de citocinas secretadas por BMMs e
BMDCs ap6s 24 h. A concentragdo de LPS nos grupos estimulados ¢ de 100 ng/mL. A quantificacdo de citocinas e quimiocinas
foi realizada por ELISA.

Grupos C- 0,5 1 LPS+0,5  LPS+1 LPS
ToAP2 (UM) - 0,5 1 0,5 1 -
ToAP-2 - + + + + -
LPS - - - + + +

Producéo de citocinas em 12 horas

Apos o descarte do meio colocado no dia anterior, foi adicionado, em cada poco, 500
uL de meio RPMI-1640 suplementado e com o respectivo tratamento. Como controle positivo
para inducéo da producéo de citocinas pro-inflamatorias as células foram expostas por 6 h ao
LPS ultrapuro (LPS ULT) de E. coli, especifico para TLR4 (Agonista TLR4, LPS ultrapuro do
sorotipo 055:B5, Invivogen) a 100 ng/mL. Como controle negativo, foi coletado o sobrenadante
de BMMs e BMDCs sem nenhum estimulo. Em dois grupos, foi adicionado ToAP-2 para uma
concentracdo final de 0,5 ou 1 uM, 6 h antes do indutor pré-inflamatorio (LPS ULT - 100
ng/mL). Em outros dois grupos, foram adicionados LPS ULT e ToAP-2, concomitantemente,
para uma concentragao final de 100 ng/mL e 0,5 ou 1 uM, respectivamente (Tabela 5).

Tabela 5 - Descricdo detalhada dos grupos de tratamento para a quantificacdo de citocinas secretadas por BMMs e
BMDCs ap6s 12 h. A concentragdo de LPS ULT nos grupos estimulados é de 100 ng/mL. A quantificagdo de citocinas e

quimiocinas foi realizada por ELISA.

0,52LPS 1->LPS 05+LPS 1+LPS LPS

Grupos C- ULT ULT ULT ULT  ULT
ToAP-2 (uM) . 0,5 1 0,5 1 -
ToAP-2 (6h antes de + + - - -
LPS ULT)
ToAP-2 ¢ LPS ULT ) _ ) N N _

simultaneamente
LPS ULT - + + + + +
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Quantificacdo da producéo de citocinas e quimiocinas por ELISA

As dosagens das citocinas TNF-a, IL-1p, IL-6 e IL-10; e da quimiocina MCP-1, foram
realizadas pela técnica ELISA (do inglés, Enzyme-linked immunosorbent assay) tipo sandwich,
seguindo o protocolo estabelecido pelos fabricantes (R&D Systems). Resumidamente,
microplacas de 96 pocos de poliestireno com meia-area e de alta ligagdo (MICROLON®) foram
sensibilizadas com os respectivos anticorpos de captura para cada citocina e quimiocina,
diluidos em PBS, e mantidas a 4 °C overnight. Em seguida, as placas passaram por uma etapa
de lavagem: trés lavagens, em sequéncia, com o tampdo de lavagem (PBS com 0,05 % Tween
20, pH 7,2-7,4; R&D Systems). Ap0s a etapa de lavagem, foi realizado o bloqueio de sitios de
ligacdo inespecificos com o reagente diluente (1 % BSA em PBS pH 7,2-7,4, filtrado a 0,2 um)
fornecido pelo fabricante (DuoSet Ancilliary Reagent kit 2; R&D Systems), por 1 h a
temperatura ambiente. Ap6s uma nova etapa de lavagem, os sobrenadantes das culturas foram
adicionados aos pocos. Diluicdes foram feitas quando necessarias. A0 mesmo tempo, em
duplicata, foram pipetadas as citocinas murinas recombinantes (standards) em dilui¢éo seriada
de sete pontos, para determinar a curva padrdo. As placas foram mantidas a 4 °C overnight.
Escolheu-se TNF-a, IL-1p e IL-6 por serem estimuladas quando da ativagdo do receptor TRL4
por LPS (LU et al., 2008; DEMON et al., 2014); IL-10 para averiguar potencial papel anti-

inflamatorio de ToAP-2; e MCP-1 por sua secre¢do aumentar na presenca de LPS.

No terceiro dia, as placas passaram por uma nova etapa de lavagem, seguida da adi¢ao
dos respectivos anticorpos biotinilados, diluidos com reagente diluente e incubadas por 2 h a
temperatura ambiente. Apds a incubacdo e uma nova etapa de lavagem, foi adicionado a enzima
estreptavidina-peroxidase e as placas foram incubadas por 20 min, abrigadas da luz. Uma nova
etapa de lavagem foi realizada e entdo foram adicionados o0s substratos H.O, e
tetrametilbenzidina para a reacdo enzimatica (sempre abrigada da luz). Para interromper a
reacdo, foi utilizado a solugdo Stop (2 N H2SOs; R&D Systems). A densidade optica (DO) foi
determinada pelo leitor de placas do aparelho SpectraMax® M2e (Molecular devices), a 450
nm. Com a DO da curva padrdo como referéncia, foi determinada a concentracdo das amostras,
utilizando o software SoftMax Pro 5.2 (Molecular Devices, LLC, San Jose, EUA).
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4.9 Determinacdo da concentracao inibitoria minima de
ToAP-2 contra E.coli

A avaliacdo da CIM in vitro de ToAP-2 contra E. coli foi feita pelo método de
microdiluicdo em caldo segundo a norma aprovada do Institudo Norte-Americano de Padrdes
Clinicos e Laboratoriais (CLSI — do inglés Clinical and Laboratory Standards Institute), com
algumas modificacdes. Resumidamente, em microplacas de poliestireno de 96 pocos, foram
feitas diluicdes seriadas em fator de 2 de ToAP-2 e Polimixina B (PMB, Sigma Aldrich), um
peptideo-antimicrobiano muito utilizado em tratamentos contra bactérias gram-negativas, para
um volume de 50 pL em meio Mueller-Hinton (MH). Em seguida, 50 pL do in6culo (em meio
MH) foi adicionado em cada pogo. Para o volume final de 100 pL a concentracéo de E. coli era
de 5x 10° UFC/mL. As concentracdes finais de TOAP-2 e PMB variaram de, aproximadamente,
30 a 0,12 pg/mL e 20 a 0,08 pg/mL, respectivamente. Como controle positivo para o
crescimento bacteriano, foram adicionados 50 pL do in6culo a 50 pL de meio MH. Como
controle de contaminacéo, pogos contendo apenas 100 puL de meio MH foram preparados. Os
grupos controles foram feitos em triplicata técnica e as demais condi¢Ges em duplicata. Todos

os experimentos foram realizados trés vezes, em dias diferentes.

O periodo de incubacao das bactérias com os peptideos foi de 24 h, a 37 °C. Ao fim da
incubacdo, foi observado se houve crescimento em todas as condi¢6es e foi adicionado 10 pL
de alamarBlue® (Invitrogen) para avaliar a viabilidade das bactérias (Laranja: vivo; Roxo:
morto). Para confirmar os resultados ap6s a adi¢do do corante, foram semeados 3 pL dos po¢os
em placas de Petri (60 x 10 mm, JProlab) com meio MH &gar (1,7 %) e incubados por 12 a 18
ha 37 °C.

4.10 Avaliacdo dos efeitos de LPS ULT sobre a concentracéo

inibitéria minima de ToAP-2 contra E.coli e C. neoformans

Para avaliar a capacidade de ToAP-2 se ligar a LPS, foi adicionado LPS ULT em
diluicdo seriada em fator de 2 (concentracdo final em 100 pL: 100 a 0,39 pg/mL) a CIM de
ToAP-2 contra E. coli e C. neoformans (definida previamente por GUILHEIMELLI et al.
(2016)). Foi utilizado o método de microdiluicdo em caldo como feito na determinagédo da CIM

contra E. coli, com modificagdes, conforme abordado abaixo.
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Impacto de LPS ULT na CIM de ToAP-2 contra E. coli

Nestes ensaios foram utilizadas a CIM de ToAP-2, de PMB e 2x CIM de ToAP-2. Em
microplacas de poliestireno de 96 pocos, foram adicionados 25 L dos peptideos, em meio MH,
nos pog¢os, com suas concentracdes ajustadas para 100 pL de volume final. Em seguida, foram
adicionados 25 pL das diluicdes de LPS ULT, também ajustadas. Por fim, foi adicionado 50
UL do indculo para a concentragdo final de 5 x 10° UFC/mL, em 100 pL. Para avaliar se LPS
ULT sozinho n&o afetaria no crescimento bacteriano, foram adicionados 25 pL das diluigOes
em 25 pL de meio MH, seguido da adicdo do indculo. Como controle da atividade
antimicrobiana dos peptideos, foram preparados po¢os sem a adicdo de LPS ULT. Como
controle positivo para o crescimento bacteriano, foram adicionados 50 pL do in6culo a 50 pL
de meio MH. Como controle de contaminagdo, pocos contendo apenas 100 pL de meio MH
foram preparados. Os grupos controles foram feitos em triplicata técnica e as demais condicdes

em duplicata. Todos os experimentos foram realizados trés vezes, em dias diferentes.

Ap0s o preparo das placas, estas foram incubadas por 24 h a 37 °C. Ao fim da incubacao,
foi observado se houve crescimento em todas as condi¢cdes e foi adicionado 10 pL de
alamarBlue® (Invitrogen) para avaliar a viabilidade bacteriana (Laranja: vivo; Roxo: morto).
Para confirmar os resultados apds a adicdo do corante, foram semeados 3 pL dos pocos em
placas de Petri (60 x 10 mm, JProlab) com meio MH &gar (1,7 %) e incubados por 12 a 18 h,
a37°C.

Impacto de LPS ULT na CIM de ToAP-2 contra C. neoformans

Para estes ensaios, foi utilizado o meio RPMI-1640 + MOPS, nas dilui¢es de LPS ULT,
ToAP-2 e Anfotericina B (AMB, Sigma Aldrich). Em microplacas de poliestireno de 96 pocos
ToAP-2 foi adicionado da maneira descrita acima, assim como as dilui¢gdes de LPS ULT. Foram
adicionados 50 pL do indculo para a concentragdo final de 10* UFC/mL, em 100 pL. Para
avaliar se LPS ULT sozinho néo afetaria no crescimento da levedura, foram adicionados 25 pL
das diluicdes em 25 pL de meio de cultura, seguido da adicdo do indculo. Como controle da
atividade antifungica de ToAP-2 e AMB, foram preparados pocos sem a adi¢éo de LPS ULT.
Como controle positivo para o crescimento da levedura, foram adicionados 50 pL do inéculo a
50 pL de meio de cultura. Como controle de contaminacéo, pocos contendo apenas 100 pL de
meio de cultura foram preparados. Os grupos controles foram feitos em triplicata técnica e as
demais condi¢Ges em duplicata. Todos os experimentos foram realizados trés vezes, em dias

diferentes.
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Apos o preparo das placas, estas foram incubadas por 48 h a 37 °C. Ao fim da incubacéo,
foi observado se houve crescimento em todas as condicdes e foi adicionado 10 pL de
alamarBlue® (Invitrogen), para avaliar a viabilidade das leveduras (Rosa: vivo; Azul: morto).
Diferente de E. coli, cuja marcacdo foi instantanea, apo6s a adicdo do corante as placas
retornaram para a estufa (37° C) e foram incubadas por 24 h. Para confirmar a marcacgao do
corante, foram semeados 3 pL dos pocos em placas de Petri tripartidas (90 x 15 mm, JProlab),

contendo Sabouraud Dextrose agar (1,5 %). As placas foram incubadas por 24 h a 30 °C.

4.11 Analise Estatistica

A confecgdo dos graficos e as analises estatisticas foram feitos utilizando o software
GraphPad Prism 6.0 (GraphPad Software, Inc., San Diego, EUA). A depender do experimento,
os dados foram submetidos a analise de variancia (one-way ANOVA) com teste post hoc de
Tukey ou Dunnet, ou teste qui-quadrado com com intervalo de confianca (IC) de 95%. Apenas

valores de p < 0,05 foram considerados estatisticamente significantes.
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5. Resultados e Discussao

5.1. ToAP-2 ndo altera o indice de fagocitose de leveduras de
C. neoformans por BMMs e BMDCs

Ensaios preliminares realizados por nosso grupo com o peptideo ToAP-2 apontaram
para a producdo de marcadores pro-inflamatérios em BMDCs e para uma reducao na producao
de quimiocinas por BMMs (dados ndo publicados). Esses efeitos foram observados nas
concentracdes de 0,625 e 2,5 UM de ToAP-2.

Devido ao baixo CIM (12.5 uM) contra a cepa H99, sorotipo A, de C. neoformans
(GUILHELMELLLI et al., 2016) e a essa aparente imunomodulacdo de BMMs e BMDCs, foi
decidido avaliar se o tratamento dessas células com ToAP-2 influenciaria na fagocitose de
leveduras de C. neoformans (H99). Entretanto, devido a citotoxicidade observada para esse
peptideo em concentracdes acima de 1,25 pM para BMDCs e 2,5 UM para BMMs, foram
avaliados os efeitos de ToOAP-2 na fagocitose nas concentracdes de 0,5e 1 uM, em 30 mine 2
h.

Figura 9 — Fotografia de BMMs em 30 min de infeccdo com C. neoformans, coradas com o kit Panético.
Leveduras de C. neoformans fagocitadas sdo indicadas por uma seta. Imagem capturada pela camera ZEISS
Axiocam ERc 5s acoplada ao microscopio ZEISS Primover, utilizando o software ZEN 2.0 (blue edition; Carl
Zeiss Microscopy). Aumento 10X.
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Em BMMs, obteve-se que, em 30 min, tanto para o grupo pré-tratado com ToAP-2 por
1 h (Figura 10-a), quanto para 0 grupo cujo tratamento ocorreu simultaneo a infeccdo (Figura
10-b), ndo houve diferenca significativa (p < 0,05, ANOVA) entre os indices de fagocitose (IFs)
das condic@es avaliadas, quando comparados com o grupo controle (sem peptideo). Da mesma
maneira, no tempo de 2 h, ndo houve diferenca entre as diferentes condigdes em ambas as
estratégias de tratamento. Entre os tempos de 30 min e 2 h houve um aumento no IF, como o
esperado, porém foi um aumento discreto que ndo apresentava diferenca estatistica entre as
varias condic@es. Os resultados indicam que o peptideo ndo altera a capacidade de BMMs de
fagocitar leveduras nas concentragdes de 0,5 e 1 pM, tanto em 30 min quanto em 2 h de

infeccéo.

Semelhante ao ensaio com BMMs, a exposicdo de BMDCs a ToAP-2 ndo alterou a
capacidade das células de fagocitar as leveduras de C. neoformans, independente da estratégia
de tratamento, da concentracdo do peptideo e do tempo de interacdo com a levedura, quando
comparados ao grupo controle (Figura 10-c e d). Observou-se que os IFs de BMDCs eram, em
todos os grupos, condigdes e tratamentos, maiores que os de BMMs. Porém, apds comparar
cada grupo individualmente, ndo foi encontrado diferenca estatistica entre eles (p < 0,05, teste

t ndo pareado).
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Figura 10 - ToAP-2 ndo modula a atividade de internaliza¢do de leveduras de C. neoformans por
BMMs ou BMDCs. O tratamento de BMMs ou BMDCs com ToAP-2 em diferentes tempos. (a, ¢) 1 hora antes
da infeccdo com leveduras de C. neoformans, previamente opsonizadas (MOl = 2), ou (b, d) simultaneamente a
infeccdo. O indice de fagocitose dessas células ndo foi alterado por qualquer dos tratamentos, considerando o
periodo de interagdo de 30 min ou 2 h. Controles representam células sem tratamento. Barras de erro representam
a média = SD de trés réplicas bioldgicas. A analise estatistica para comparar 0s grupos controle aos grupos
expostos a ToAP-2 foi feita por one-way ANOVA com o teste post hoc de Dunnett.

Também foi feita, para cada tratamento, a comparagdo da porcentagem de fagocitose
entre as condi¢Oes, analisando a atuacdo de ToAP-2 sobre a ativacdo de BMMs e BMDCs. Em
ambos os tratamentos e em todos 0s grupos, a porcentagem de BMMs ativadas manteve-se entre
50 e 60% (Figura 11-a e b). Em concordancia com BMMs, a comparagdo da porcentagem de
BMDCs (Figura 11-c e d) ativados ndo apontou nenhuma diferenca estatistica (p < 0,05, teste

qui-quadrado) entre os tratamentos e 0s grupos avaliados.
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Figura 11 - ToAP-2 néo afetou a porcentagem de BMMs ou BMDC com leveduras internalizadas.
O tratamento de BMMs ou BMDCs com ToAP2 em diferentes tempos. (a, ¢) 1 hora antes da infeccdo com
leveduras de C. neoformans (MOI = 2) previamente opsonizadas ou (b, d) simultaneamente a infeccdo. Os tempos
de interacdo foram de 30 min e 2 h. Controles representam células sem tratamento. Os dados estdo apresentados
como a média da porcentagem da fagocitose + o IC de 95%. Para a andlise estatistica foi feito o teste qui-quadrado.
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5.2 ToAP-2 nédo interfere com a atividade fungicida de
BMMs

Apdbs observar que ToAP-2 ndo modulava o IF de C. neoformans por BMMs, foi
avaliado se o peptideo afetaria a capacidade microbicida dos macrofagos contra as leveduras
fagocitadas. Para abordar essa questao, foram empregadas trés estratégias de exposicao a TOAP-
2: (1) Expor as células a TOAP-2 apenas durante a etapa da fagocitose (grupos B e E); (2) expor
as células a ToOAP-2 apds a etapa de fagocitose (grupos C e F) e (3) expor as células a TOAP-2

durante, e ap0s, a fagocitose (grupos D e G) (Figura 12).

A andlise da viabilidade fungica feita pela determinacéo das UFCs apds 24 h de infeccao
mostrou que nenhum dos grupos apresentou diferenca estatistica significativa (p < 0,05,
ANOVA) quando comparados ao grupo controle. Foi concluido que ToAP-2 ndo modula a

atividade fungicida de BMMs contra leveduras de C. neoformans nas condiges testadas.
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- - -+ + - + +
infeccdo
ToAP-2 (uM) - 0,5 0,5 0,5 1 1 1

Figura 12 - O tratamento com ToAP-2 ndo afeta a atividade fungicida de BMMs. As células foram
tratadas com ToAP-2 concomitantemente e/ou apds 2 h de infeccio com leveduras de C. neoformans (MOI = 2)
previamente opsonizadas. Em seguida, leveduras ndo internalizadas foram removidas por lavagem com PBS e as
células foram incubadas em meio RPMI-1640 suplementado, por 22 h. Ao fim do periodo de interagao, as células
foram lavadas e lisadas com H,O destilada & 4 °C. As leveduras obtidas foram semeadas em meio Sabouraud
Dextrose agar e incubadas a 30 °C por 48 h. Controle (grupo A) representa células ndo tratadas com ToAP-2.
Barras de erro representam a média + SD de trés réplicas bioldgicas realizadas em triplicata técnica. Analise
estatistica feita por one-way ANOVA com teste post hoc de Tukey.
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5.3 ToOAP-2 interfere com a secrecéo de citocinas por BMMs e
BMDCs estimulados com LPS

O sobrenadante de BMMs e BMDCs, ap06s 24 h de tratamento com peptideo, LPS, ou
os dois; foi utilizado para a dosagem das citocinas IL-6, IL-10, IL-1B e TNF-a ¢ da quimiocina
MCP-1, por ELISA.

Conforme mostrado na Figura 13, o tratamento dos tipos celulares com ToAP-2 sozinho
ndo afetou a secrecdo das citocinas analisadas. Entretanto, no tratamento conjunto com LPS,
uma redugéo na secrecéo de IL-6, de TNF-a e de MCP-1 foi observada. Para IL-6 e TNF-a a
reducdo foi mais expressiva, apresentando diferenca significativa (p < 0,0001, ANOVA) com
ToAP-2 na concentracdo de 0,5 uM (grupo LPS+0,5). Quando na concentracdo de 1 UM (grupo
LPS+1) a resposta inflamatoria foi abolida, quando comparados ao grupo estimulado com LPS
(p < 0,0001, ANOVA). Para MCP-1, todos os grupos estimulados com LPS tiveram maior
secrec¢do (p < 0,0001, ANOVA) da quimiocina, quando comparados aos grupos sem estimulo.
Dos grupos estimulados, LPS+1 teve a menor secre¢do de MCP-1 em ambos os tipos celulares
(p < 0,05, ANOVA). Néo foi possivel detectar a secrecdo de IL-10 e IL-1p no sobrenadante de

cultura.

De acordo com os resultados, foi concluido que 0 aumento da concentragdo do peptideo
reduz, proporcionalmente, a secrecdo de IL-6, TNF-a ¢ MCP-1 por BMMs e BMDCs

estimulados com LPS.
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Figura 13 — ToAP-2 reduz a secre¢do de MCP-1, IL-6 e TNF-a por BMMs ¢ BMDCs estimuladas
com LPS por 24 h. (a) Representagao esquematica do desenho experimental. Niveis de secrecdo de TNF-a, IL-
6 e MCP-1 (b, c e d, respectivamente) por BMMs e BMDCs, foram medidos no tempo de 24 h de ensaio. Como
controles (C-), foram utilizadas células sem nenhum tratamento. Anélise estatistica feita por one-way ANOVA
com o teste post hoc de Tukey. Asteriscos indicam valor de p < 0,05 (*, ** e ***) e p < 0,0001 (****).
Quantificacdo feita por ELISA.
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O LPS é parte da membrana externa de bactérias gram-negativas e um 6timo indutor de
respostas pro-inflamatorias. Por ser um padrdo molecular associado a patégenos (PAMP), este
PAMP ¢ reconhecido por receptores de reconhecimento padrdo (PRR), como os da familia Toll
(TLR4, principalmente, e TLR2). Entretanto, sua ligacdo a TLR4 depende de proteinas
acessorias (LU et al., 2008). Os agregados de LPS ligam-se, primeiramente, a proteinas ligantes
de LPS (LBP, do inglés LPS binding protein), convertendo sua estrutura agregada em uma
monomérica. O mondmero de LPS é transportado a uma proteina de membrana chamada CD14
que, por sua vez, promove a ligacdo do LPS com a proteina MD2 no complexo MD2/TLR4. A
ligacdo de LPS a MD2 resulta na dimerizacdo de receptores TLR4 e a ativacdo do receptor,
transmitindo o sinal através de seu dominio transmembranico, que inicia uma cascata de
sinalizacdo intracelular e leva a translocacao nuclear do fator de transcricdo NF-«B e a producéo
de TNF-a, IL-6, IL-1P, IL-8 e de espécies reativas de oxigénio (SUN e SHANG, 2015;
TANDON et al., 2018).

Pelo fato de LPS ser uma molécula anidnica, a cationicidade de peptideos pode levar a
uma atracdo eletrostatica entre essas moléculas (SUN e SHANG, 2015; KIM et al., 2018). Na
literatura, é possivel encontrar exemplos de peptideos com essa propriedade, como o HDP LL-
37 (LAl e GALLO, 2009; VANDAMME et al., 2012; LEE et al., 2019), 0 AMP Hp1404-T1le
e suas variantes (KIM et al., 2018), o tetradecapeptideo Mastoparan-1 (YIBIN et al., 2005) e 0
peptideo Cecropin DH (WANG et al., 2018).

Levando essas informagdes em consideragdo, os resultados observados geraram trés
hipdteses: (1) ToAP-2 atua em alguma proteina da via de ativacdo do TLR-4, ou até mesmo no

receptor; (2) ToAP-2 interage com LPS ou (3) ToAP-2 atua sobre a via e interage com LPS.

No ensaio a seguir, 0 objetivo era comparar a secrecdo de citocinas pré-inflamatorias
dos grupos cujo tratamento com ToAP-2 foi simultaneo ao estimulo com LPS ULT, especifico
para o receptor TLR4 (LPS ULT+0,5 e LPS ULT+1), com os grupos que foram expostos ao
peptideo por 6 h antes do estimulo (0,5->LPS ULT e 1->LPS ULT) (Figura 14).
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Figura 14 - ToAP-2 reduz a secrecdo de IL-6 e TNF-a por BMMs e BMDCs estimulados com LPS
por 6 h. (a) Representacéo esquematica do desenho experimental. Niveis de secrecdo de TNF-a, IL-6 e MCP-1
(b, c e d, respectivamente) por BMMs e BMDCs, 6 h antes ou concomitante ao estimulo com LPS, foram medidos
no tempo de 12 h de ensaio. Como controles (C-), foram utilizadas células sem nenhum tratamento. Analise
estatistica foi feita usando one-way ANOVA com o teste post hoc de Tukey. Asteriscos indicam valor de p < 0.05
(* e **). Quantificagdo das citocinas e quimiocinas feita por ELISA.
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A quantificacdo de IL-6 e TNF-a por ELISA ndo mostrou nenhuma diferenca entre as
estratégias de tratamento com o peptideo. Tanto para 0,5 puM, quanto para 1 uM, o tratamento
prévio ao estimulo ndo diferiu significativamente do tratamento simultineo em BMMs e
BMDCs. Nao obstante, houve diferenca significativa entre o grupo LPS ULT e 0s grupos
tratados com 1 uM de ToAP-2. Em BMMs e BMDCs, foi observada uma reducéo (p < 0,05,
ANOVA) na secrecdo de TNF-a e IL-6. Também foi quantificado a secre¢do de MCP-1, visto
que em 24 h houve uma reducéo significativa entre os grupos LPS+1 e LPS. Em BMMs, os
grupos LPS ULT—>1 e LPS ULT apresentaram diferenga com o controle negativo (C-). Em
BMDCs, os grupos estimulados com LPS ULT diferiram significativamente (p < 0,05, teste de

Tukey) de C-, mas nao entre si.

Em concluséo, o pré-tratamento ndo potencializou a reducédo na secrecdo de IL-6 e TNF-
o, mas o padrao observado em 24 h se manteve: os tratamentos cuja concentragao de ToAP-2
foi de 1 uM reduziram significativamente a secre¢édo dessas citocinas quando comparados ao
grupo LPS ULT. Esse resultado, porém, ndo invalida a hipdtese de que o peptideo possa atuar
na via de sinalizagdo, apenas evidencia que o pré-tratamento ndo difere do tratamento
simultaneo com LPS ULT e ToAP-2.

Segundo o trabalho de VELOSO JUNIOR et al. (2019), os peptideos ToAP-3 (17aa,
carga +1) e ToAP-4 (17aa, carga +1), apresentaram resultados semelhantes ao TOAP-2, quanto
a reducdo na secregcdo de TNF-a de BMMs e BMDCs devido a exposic¢do prévia ao estimulo
(LPS ou LPS ULT) das células a esses peptideos, apesar das diferencas na sequéncia e na carga
entre os peptideos. No trabalho dos autores citados acima, também foram utilizados macrofagos
peritoneais de camundongos selvagem e nocaute para TLR4. O tratamento por 6 h com os
peptideos, prévio ao estimulo, semelhante ao mostrado na Figura 15 dessa dissertacao, reduziu
significativamente a secrecdo de TNF-o na linhagem selvagem, mas no nocaute, 0s grupos
estimulados com LPS ULT tiveram a resposta abolida. Nos grupos nocaute, estimulados com
LPS, houve uma baixa secrecdo, provavelmente devido a ativacdo de TLR2, mas o tratamento
com os peptideos ndo a reduziu significativamente. Os autores concluiram que os resultados
corroboram a hipétese de que estes peptideos (ToAP-3 e 4) interagem com TLR4. Devido a
semelhanca dos resultados, € possivel que ToAP-2 também tenha uma atividade antagonista de
TLR4, entretanto, mais experimentos sdo necessarios para melhor caracterizar o mecanismo de

acao a base do efeito imunomodulatoério desse peptideo.
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5.4 A presenca de LPS ULT afeta a atividade antimicrobiana

de ToAP-2 contra E. coli e C. neoformans

Uma das hipoteses discutida na sec¢do anterior foi a possivel interacdo do peptideo
ToAP-2 com LPS. De modo similar, o peptideo Hp1404-T1e (KIM et al., 2018) é um NDBP
cationico alfa-helicoidal, que interage com essa molécula. No trabalho descrito por Kim et al.
(2018), foi mostrado que os AMPs utilizados tinham sua atividade antibacteriana contra P.
aeruginosa reduzida, quando expostos a diferentes concentrac6es de LPS. Como mencionado
anteriormente, a cationicidade de AMPs é um fator importante para sua agregacao na membrana
externa de bactérias gram-negativas (SUN e SHANG, 2015; KIM et al., 2018). Devido as
semelhangas entre ToAP-2 e Hpl404-Tle, assim como o seu perfil imunomodulador
evidenciado nos experimentos anteriores, experimentos realizados para Hp1404-Tle foram

adaptados para este trabalho.

Primeiramente, foi determinada a CIM de ToAP-2 (7,5 pg/mL — 2,5 uM) contra E. coli
(ATCC 700336). Também foi determinada a CIM de Polimixina B (PMB, 5 pug/mL), um
peptideo catiénico utilizado para tratar infec¢es causadas por bactérias gram-negativas, cuja
interacdo com LPS j& foi descrita (RYDER et al., 2014; MADHUMANCH I et al., 2019) (Tabela
6).

Tabela 6 — Concentracao inibitoria minima (CIM) de ToAP-2 e PMB contra E. coli. Em microplacas
de poliestireno de 96 pocos, ToOAP-2 e PMB foram adicionados em diluigdo seriada em fator de 2 e incubados com
E. coli por 24 h a 37 °C. As concentrac¢fes abrangeram o intervalo de 30 a 0,12 pg/mL e de 20 a 0,08 pg/mL para
ToAP-2 e PMB, respectivamente. PMB: Polimixina B.

Peptideo Concentracdo Inibitéria Minima (ug/mL)

ToAP-2 7,5
PMB 5
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Uma vez determinada a CIM de ToAP-2 e PMB contra E. coli, foi realizado o ensaio de
inibicdo de crescimento na presenca de LPS, utilizando a CIM e 2x CIM de ToAP-2 (7,5 e 15
pg/mL, respectivamente) e a CIM de PMB (5 pg/mL). Os resultados mostraram que LPS ULT
comprometia a atividade antibacteriana de ambos os peptideos (Tabela 7). Para 0s po¢os
tratados com a CIM de ToAP-2, havia crescimento bacteriano quando LPS ULT era adicionado
em concentracdes acima de 12,5 pg/mL. Para 2x CIM de ToAP-2, foi observado que sempre
havia crescimento em 100 pg/mL de LPS ULT. Entretanto, em alguns experimentos houve
crescimento em 50 pg/mL, mas os resultados variavam de experimento para experimento.
Acredita-se que essa variacdo se deve a proximidade da concentracdo minima de LPS ULT
necessaria para comprometer a atividade antibiotica desse grupo, uma vez que foi o Unico ponto
de diluicdo que apresentou essa inconsisténcia. Para a CIM de PMB, concentracGes acima de

50 pg/mL de LPS ULT permitiam o crescimento bacteriano.

Em vista dos resultados observados contra E. coli, foi decidido realizar este mesmo
experimento contra C. neoformans, com algumas modificacdes abordadas na metodologia. A
CIM de ToAP-2 (37,5 pg/mL) para este organismo j& havia sido descrita por GUILHELMELLI
et al. (2016). De acordo com o observado em E. coli, LPS ULT também interferiu com a
atividade antifangica da CIM de ToAP-2 em 100 pug/mL (Tabela 7).
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Tabela 7 — A adicdo de LPS ULT interfere com as atividades antimicrobiana e antifingica de ToAP-
2. ToAP-2 foi incubado com LPS ULT e E. coli ou C. neoformans por 24 h e 48 h, respectivamente, a 37 °C. Como
controle de crescimento, foi adicionado LPS ULT, nas concentrag@es indicadas, ao meio de cultura MH (E. coli)
ou RPMI-1640 + MOPS (C. neoformans). Como controle de interagdo com LPS ULT, foi utilizado PMB. CIM de
PMB: 5 pug/mL; CIM de ToAP-2 contra E. coli: 7,5 pg/mL; CIM de ToAP-2 contra C. neoformans: 37,5 pg/mL.
“+” indica que houve crescimento, “-*“ que ndo houve e “*” que os resultados foram inconsistentes.

€ _ce

LPS ULT Crescimento
(ng/ml)
E. coli C. neoformans
Meio PMB ToAP-2 ToAP-2 Meio ToAP-2
CciMm CiMm 2x CIM CiMm
100 + + + + + +
50 + + + * + -
25 + - + - + -
12,5 + - + - + -
6,25 + - - - + -
3,12 + - - - + -
1,56 + - - - + -
0,78 + - - - + -

Os resultados desses experimentos mostraram que ToAP-2 tém suas atividades
antibacteriana e antifingica comprometidas na presenga de LPS ULT, sustentando a hipotese
levantada de que ToAP-2 interage com LPS. E possivel que a baixa CIM de ToAP-2 contra E.
coli derive de sua atracdo eletrostatica por LPS, facilitando a agregacdo do peptideo e a
formacdo de poros na membrana externa. Entretanto, ainda sdo necessarios mais estudos
abordando a atividade antibacteriana e a interagdo com LPS de ToAP-2, para confirmar essa
hipotese.
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6. Conclusdes e Perspectivas

Os experimentos realizados neste trabalho mostraram que ToAP-2 ndo altera a resposta
de BMMS e BMDCs a infeccdo de C. neoformans. Nao obstante, houve uma reducao
significativa na secrecdo de TNF-a, IL-6 e MCP-1 por BMMs e BMDCs, quando estes eram
estimulados com LPS ou LPS ULT, na presenca de ToAP-2. Estes resultados nos levaram
a pensar que ToAP-2 prejudicaria a interacdo de LPS com seu receptor (TRL4) ou a cascata
de sinais intracelulares ap06s a sua ativagdo. Ao expor E. coli e C. neoformans as suas
respectivas CIMs de ToAP-2 e, simultaneamente, a diferentes concentrac@es de LPS ULT,
houve uma clara interferéncia nas atividades antibacterianas e antifungicas do peptideo,

corroborando a hipétese de sua interacdo com LPS.

O padrao de reducdo da secrecdo de citocinas por ToAP-2 foi semelhante ao observado
com ToAP-3 e TOAP-4 (VELOSO JUNIOR et al., 2019), o que torna a execucao de alguns
experimentos realizados com estes peptideos de interesse para nosso. Ao expor BMDCs e
BMMs a LPS e os peptideos (ToAP-3 e 4), foi observada uma reducdo nos transcritos de
TNF-a, IL-1P e de NF-xB, quando comparados ao grupo exposto somente a LPS. Baseado
nos resultados obtidos, é possivel que ToAP-2 também interfira com niveis dos transcritos
de TNF-qa, IL-6 e NF-kB.

Também foram observados a expressdo de proteinas de membrana associadas a
apresentacdo de antigenos em BMDCs diferenciadas, essenciais para a ativacdo de
linfécitos T. Para ver o papel dos peptideos na maturacéo e diferenciacdo de BMDCs, essas
celulas foram ativadas com LPS sozinho ou em combinagdo com eles. Ao analisar 0s
marcadores de maturacdo (MCH-II e CD80) e diferenciacdo (CD86), foi observada uma
reducdo de CD80 e CD60 nas células tratadas com ToAP-3, e um aumento de MHC-II nas
células tratadas com ToAP-4. Em um experimento semelhante, PFALZGRAFF et al. (2016)
testou os efeitos de peptideos sintéticos anti-LPS sobre a producdo de marcadores de
maturacdo (CD83 e CD86) em DCs derivadas de mondcitos. Nos peptideos testados, houve
uma reducdo nesses marcadores, reforcando a importancia do mecanismo anti-LPS na
reducdo desses marcadores de maturacdo em DC. Experimentos como estes contribuiriam

para a caracterizacdo das atividades imunomoduladoras de ToOAP-2.

O controle da maturacdo de DCs resulta na diminuicdo de linfécitos T ativados, o que
consequentemente reduz a proliferacdo dessas células, controlando o processo de

inflamacdo. Em quadros de inflamacéo cronica ou de infecgOes sistémicas, a atenuagédo do
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sistema imune é uma alternativa sendo estudada (PFALZGRAFF et al., 2016; GENGA et
al., 2018; VELOSO JUNIOR et al., 2019).

Sepse ou choque séptico, é um quadro de infec¢do causado por qualquer microrganismo
que atinja a corrente sanguinea, provocando uma ativacdo generalizada do sistema imune
inato. O uso de antimicrobianos convencionais ainda é a melhor forma de tratamento para
quadros de sepse, aumentando as chances de sobrevivéncia do paciente quanto mais cedo
forem administrados (GENGA et al., 2018). Entretanto, a atividade antibidtica, do sistema
imune do hospedeiro e a de antimicrobianos administrados, leva a liberagcdo de endotoxinas,
como LPS, na corrente sanguinea, cujas concentragdes de 2 a 4 ng/kg s@o o suficiente para
estimular respostas pro-inflamatérias (RYDER et al., 2014; MADHUMANCHI et al.,
2019). A liberacdo de HDPs no quadro de sepse pode servir como um mecanismo anti-
infectivo e anti-inflamatorio, devido as propriedades antimicrobianas e anti-LPS de alguns
deles (LL-37, por exemplo). A ligacdo de HDPs a LPS previne a ativacdo de células do
sistema imune inato e, portanto, auxiliam no controle da inflamacgéo (GENGA et al., 2018).
Isso torna peptideos com atividade antimicrobiana e anti-LPS alternativas atraentes para o
tratamento de infeccdes bacterianas, especialmente com o surgimento de organismos

multirresistentes a antimicrobianos convencionais (PFALZGRAFF et al., 2016).

Com sua baixa CIM contra E. coli e aparente interacdo com LPS, ToAP-2 pode ser um
bom candidato para o tratamento de sepse e demais infecgdes bacterianas. Entretanto, é
necessario a melhor caracterizacdo de ambas as atividades. Os préximos experimentos a
serem realizados com ToAP-2 buscardo determinar tanto o alcance de, quanto a maneira
como ele exerce sua atividade antibacteriana, utilizando cepas multirresistentes de bactérias
gram-negativas, como de P. aeruginosa e E. coli, e bactérias gram-positivas. Em respeito a
sua interacdo com LPS, serdo feitos ensaios de dicroismo circular e de espalhamento de luz
dindmica na presenca dessa endotoxina, como j& descritos na literatura, com peptideos
semelhantes (RYDER et al., 2014; TANDON, et al., 2018; KIM et al.,, 2018;
MADHUMANCHI et al., 2019).
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