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RESUMO

Introducdo: A malaria, causada por protozoarios do género Plasmodium,
continua sendo uma das doengas infecciosas mais importantes no mundo.
Entre as espécies, a P. falciparum se destaca pela maior gravidade clinica e
capacidade de promover complicagcbes severas. Diante da crescente
resisténcia aos antimalaricos, é crucial explorar novos compostos terapéuticos
igualmente eficazes. As dermaseptinas sdo peptideos antimicrobianos
capazes de formar a-hélices quando associadas a bicamadas lipidicas, sendo
capazes de permear e romper a membrana celular, possuindo atividade
tripanocida e leishmanicida descrita. Diante disso, buscou-se avaliar os efeitos
da dermaseptina 01 sobre mondcitos estimulados com hemacias infectadas
pelo P. falciparum. Metodologia: Para tal, os monécitos da linhagem THP1
foram estimulados in vitro com hemacias infectadas com a cepa selvagem
3D7, sendo 5% delas parasitadas, e com hemacias normais nao parasitadas.
A viabilidade foi avaliada através dos métodos de MTT e DHL. A atividade
hemolitica foi medida pela dosagem de hemoglobina e a capacidade
antioxidativa foi averiguada pela producdo de ERO e ERN. Também foi
estudada a resposta anti-inflamatoéria por meio da avaliagdo das moléculas da
via do NF-kB, bem como analisadas as citocinas envolvidas no perfil
inflamatério por meio de citometria de fluxo. Resultados: Ensaios de
viabilidade celular mostraram que a dermaseptina 01 reduziu
significativamente a viabilidade celular, mas sem induzir lise celular. Em
monaocitos expostos as hemacias parasitadas ou normais, o peptideo
apresentou efeito protetor parcial, aumentando a viabilidade em relacdo aos
controles sem tratamento. Além disso, a dermaseptina 01 aumentou a
producdo de espécies reativas de nitrogénio e diminuiu as de oxigénio,
indicando uma possivel interferéncia no estresse oxidativo associado a
resposta inflamatoria. A andlise dos fatores RelA/RelB revelou que nenhuma
molécula do NF-kB foi significativamente ativada. Ainda, houve um aumento
na producdo de IL-8 no grupo de mondcitos incubados somente com o
peptideo; porém, diminuicdo das citocinas IL-6 e IL-12. Consideracdes
finais: Os resultados sugerem que a dermaseptina 01 pode atuar como
moduladora da resposta imune em mondcitos expostos a P. falciparum,
principalmente no que diz respeito a atividade antioxidante e anti-inflamatoéria;
porém, apresenta certo grau de toxicidade. Esses achados indicam que a
DRS-01 possui caracteristicas que a torna uma molécula com potencial de
aplicacdo em uma futura terapia antimaléarica, desde que seja modificada para
nao exibir efeito citotoxico.
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Palavras-chave: Plasmodium falciparum, dermaseptina, mondcitos, estresse
oxidativo e citocinas inflamatorias.
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ABSTRACT

Introduction: Malaria, caused by protozoa of the genus Plasmodium,
continues to be one of the most important infectious diseases in the world.
Among the species, P. falciparum stands out for its greater clinical severity and
ability to cause severe complications. Faced with growing resistance to
antimalarials, it is crucial to explore new therapeutic compounds that are
equally effective. Dermaseptins are antimicrobial peptides capable of forming
a-helixes when associated with lipid bilayers, being able to permeate and
rupture the cell membrane, with described trypanocidal and leishmanicidal
activity. We therefore sought to evaluate the effects of dermaseptin 01 on
monocytes stimulated with red blood cells infected with P. falciparum.
Methodology: To this end, THP1 monocytes were stimulated in vitro with
RBCs infected with the wild-type 3D7 strain, 5% of which were parasitized, and
with normal, non-parasitized RBCs. Viability was assessed using the MTT and
DHL methods. Hemolytic activity was measured by hemoglobin and
antioxidative capacity by ROS and ERN production. The anti-inflammatory
response was also studied by evaluating the molecules of the NF-kB pathway,
and the cytokines involved in the inflammatory profile were analyzed using flow
cytometry. Results: Cell viability tests showed that dermaseptin 01
significantly reduced cell viability, but without inducing cell lysis. In monocytes
exposed to parasitized or normal red blood cells, the peptide showed a partial
protective effect, increasing viability compared to untreated controls. In
addition, dermaseptin 01 increased the production of reactive nitrogen species
and decreased oxygen species, indicating a possible interference in the
oxidative stress associated with the inflammatory response. Analysis of the
RelA/RelB factors revealed that no NF-kB molecules were significantly
activated. In addition, there was an increase in IL-8 production in the group of
monocytes incubated only with the peptide, but a decrease in the cytokines IL-
6 and IL-12. Final considerations: The results indicate that dermaseptin 01
can act as a modulator of the immune response in monocytes exposed to P.
falciparum, especially with regard to antioxidant and anti-inflammatory activity;
however, it does present a certain degree of toxicity. These findings indicate
that DRS-01 has characteristics that make it a molecule with potential
application in future antimalarial therapy, provided it is modified so that it does
not exhibit a cytotoxic effect.

Keywords: Plasmodium falciparum, dermaseptin, monocytes, oxidative
stress and inflammatory cytokines.
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INTRODUCAO



1.1. Epidemiologia

A malaria € uma doenca febril causada por protozoarios do género
Plasmodium. E uma das principais doencas infecciosas que acometem paises
tropicais, sendo considerada um sério problema de saude publica (GOMES et
al., 2011; WHO, 2024). Em 2023, ocorreram cerca de 263 milhdes de casos e
597 mil 6bitos de malaria no mundo, sobretudo em paises do continente
Africano e em menor propor¢cdo na regiao amazoénica da América do Sul e no
sudeste Asiatico. No mesmo ano, 83 paises foram considerados endémicos
(WHO, 2024). O Plasmodium possui mais de 200 espécies descritas capazes
de infectar diversos tipos de animais vertebrados, entre répteis, aves e
mamiferos. No entanto, 4 espécies principais sdo capazes de infectar e
adoecer humanos: o P. falciparum, P. vivax, P. ovale e o P. malariae
(DZIKOWSKI; TEMPLETON; DEITSCH, 2006; FRANCA; SANTOS;
FIGUEROA-VILLAR, 2008; GOZALO et al., 2024). A malaria provocada em
primatas ndo humanos, como a P. knowlesi e P. simium, também se
mostraram capazes de gerar doencas humanas, apesar da sustentacdo da
sua transmissao ser improvavel (FORNACE et al., 2023).

No Brasil, cerca de 99,9% dos casos se concentram na regiao
amazobnica, composta pelos estados do Acre, Amapa, Amazonas, Maranhao,
Mato Grosso, Par4, Rondbnia, Roraima e Tocantins. A espécie parasitaria
predominante € a P. vivax, que provocou mais de 101 mil casos em 2023. No
entanto, a espécie P. falciparum, que ainda provoca cerca de 21 mil casos
anuais, preocupa pela sua maior gravidade e rapidez de expansédo (BRASIL,
2024) e afeta principalmente criancas, gravidas, primo-infectados e pessoas
imunossuprimidas (BEESON; BROWN, 2002; FRANGCA; SANTOS;
FIGUEROA-VILLAR, 2008).

Em 2022, o Programa Nacional de Prevencao, Controle e Eliminagéo
da Malaria (PNCEM), do Ministério da Saude do Brasil, ratificou seu
compromisso com o desafio global de eliminar a doenca, e langcou o entédo

“Plano Nacional de Eliminacéo da Maléria: Elimina Malaria Brasil”, no qual



define as metas de: (a) menos de 68 mil casos de malaria até 2025, (b)
auséncia de transmisséo de maléria por Plasmodium falciparum, menos de 14
mil casos autdctones de maléria (total) e zero 6bitos até 2030; e (c) eliminagéo
da doenca até 2035 (BRASIL, 2022).

A doenca é transmitida por mosquitos do género Anopheles, sendo a
espécie An. darlingi, considerada o vetor primario no Brasil. Os complexos An.
albitarsis e An. oswaldoi sdo considerados vetores secundarios, uma vez que
sd0 menos susceptiveis ao Plasmodium e possuem comportamentos menos
associativos com humanos, ao contrario da principal espécie vetora. Em areas
endémicas, a fémea do mosquito Anopheles (também conhecido
popularmente como mosquito-prego, muri¢coca, carapand) se infecta ao se
alimentar do sangue de uma pessoa infectada (ZUNIGA; RUBIO-PALIS;
BROCHERO, 2021; BASTOS et al., 2023).

1.2. Ciclo parasitario

Os gametdcitos femininos (macrogametécito) e masculino
(microgametocito) sao ingeridos durante o repasto sanguineo. Varias etapas
do ciclo biolégico do protozoario ocorrem no mosquito até que um novo
repasto sanguineo perpetua o ciclo da doenca, quando ocorre a invasao de
esporozoitos na corrente sanguinea de um novo hospedeiro suscetivel. Os
esporozoitos sdo organismos alongados e um pouco arqueados que,
rapidamente, migram da derme para 0s vasos sanguineos. Na circulacao
sanguinea, 0s esporozoitos alcangam o sinusoide hepatico, onde atravessam
uma série de células residentes, como as células Kupffer, até encontrar um
hepatdcito adequado para a invasdo, onde irdo se multiplicar até formar
estruturas chamadas de esquizontes. Os esquizontes, rompem as células
hepaticas e liberam novos merozoitos, que voltam para a corrente sanguinea
e invadem novas hemacias, iniciando o ciclo eritrocitico (VALENCIANO et al.,
2022).



As formas invasivas sdo chamadas de “zoitos” e podem atravessar ou
circundar as células por um movimento chamado gliding motility (motilidade
de deslizamento, traduzido para o portugués) semelhante a um saca-rolhas,
através de uma vigorosa motilidade provocada pela proteina
circunsporozoitica (CSP). Geralmente, os merozoitos de P. falciparum (~85%)
invadem a primeira célula que encontrarem (YAHATA et al., 2021), diferente
da espécie P. vivax, capazes de invadir somente hemacias jovens, chamadas
de reticuldcitos (~1-2% das hemacias circulantes) (FERREIRA et al., 2023).
Nas hemacias, os trofozoitos se auto encapsulam na membrana do vacuolo
parasitéforo, se multiplicam e amadurecem em esquizontes até levar a sua
ruptura, liberando merozoitos na corrente sanguinea que invadem novos
eritrocitos. Esse ciclo se repete varias vezes e € chamado de esquizogonia
eritrocitica. Ao final de cada ciclo, cada esporozoito desenvolve dezenas de
milhares de formas de merozoitos (MOLINA-FRANKY et al., 2022).

Mais a frente, uma minoria de merozoitos se diferenciam em
gametocitos masculinos e femininos, que amadurecem principalmente na
medula O6ssea e no baco, até que sejam liberados entre 8-12 dias na
circulacao periférica. Estes ficam disponiveis para que um novo mosquito, ao
se alimentar, se infecte e perpetue o ciclo da doenca (ANDOLINA et al., 2023).
E importante notar que ndo ha um consenso sobre os fatores que influenciam
na producdo de gametdcitos, mas alguns componentes como fatores
hematoldgicos, genéticos e imunitarios sado considerados (BLANKEN et al.,
2024). Detalhes do ciclo parasitario do P. falciparum podem ser observados
na Figura 1.
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Figura 1. (A) Inoculagdo dos esporozoitos (Spz) P. falciparum em um hospedeiro humano
por uma fémea do mosquito Anopheles. (B) Entrada do Spz nos hepatdcitos, maturacdo do
Spz em esquizontes e liberacdo dos merozoitos (Mrz). (C) Entrada do Mrz das hemacias
(RBC). (D) Multiplicacéo assexuada dentro das heméacias. (E) Alguns parasitas se diferenciam
em estagios sexuais; os gametécitos sdo ingeridos por um mosquito Anopheles durante o
repasto sanguineo. (F) Ciclo esporog6nico. (G) “Rosetas”, sequestro e obstrucao vascular.
Fonte: traduzido de Molina-Franky et al. 2022.

1.3. Respostaimune contra a malaria

Patdgenos intracelulares geralmente alertam o sistema imunolégico
por Padrdes Moleculares Associados a Patdgenos (PMAPSs). Embora, ocorra
resposta imune contra antigenos das formas esporozoiticas e formas
hepéticas, é justamente no ciclo eritrocitico que sdo desencadeadas as
respostas mais robustas contra os plasmodios, durante o qual irdo se
estabelecer as principais alteracdes fisiopatoldgicas da malaria.

Ao sair dos hepatdcitos, uma parte dos merozoitos que circulam no

sangue periférico podem entrar em contato com células imunitarias, como



mondcitos e neutrofilos, ou invadir novas hemacias. Durante a invasao das
hemacias, o P. falciparum se insere na membrana através de uma série de
etapas bem orquestradas. A ligacdo inicial envolve interagbes néo
especificas, reversiveis e de pouca afinidade, que sdo mediadas pelas
proteinas de superficie de merozoitos (MSP-1 a MSP-10). Ja a reorientacéo
apical estabelece interagfes especificas e com alta afinidade por ligantes de
proteinas homologas de ligacdo aos eritrocitos (EBL) ou aos reticuldcitos
(PfRh), induzindo uma intensa deformacdo da membrana eritrocitaria. A
juncdo estreita torna-se a ligacdo irreversivel, suportado por uma série
complexa de interagdes que envolvem Rhoptry neck proteins (RON-2, -4 and
-5) e o antigeno de membrana apical 1 (AMA-1) do parasito. E por fim, a
invasédo ativa ocorre quando o parasito invade efetivamente a célula, isolando-
se no vacuolo parasitéforo, um ambiente propicio para seu desenvolvimento
(MOLINA-FRANKY et al., 2022).

Algumas hemacias infectadas podem ser alvo de opsonizacéo, o que
facilita o seu reconhecimento, possibilita a ativacao do sistema complemento
e promove a citotoxicidade mediada por células dependente de anticorpos
(CCDA), além de propiciar o clearance de hemécias infectadas no baco
(MUNIZ-JUNQUEIRA; TOSTA, 2009; ZHOU et al., 2012; SEKAR et al., 2023).
A producéo de IgG especifico para merozoitos e hemacias infectadas, por
exemplo, sdo capazes de bloquear a invasdo de eritrocitos, ativar
componentes do sistema complemento e utilizar receptores Fcy para induzir
a fagocitose, além de desencadear a citotoxicidade mediada por célula
dependente de anticorpos (CCDA) por células Natural Killers (NK) através do
receptor CD16. Esses mecanismos estdo relacionados a diminuicdo da
parasitemia e imunidade clinica (infeccéo assintomatica ou oligossintomatica)
de pessoas expostas cronicamente a infeccéo (SEKAR et al., 2023).

As hemacias, por serem células anucleadas e desprovidas de muitas
funcbes celulares, como a expresséo do Complexo Principal de
Histocompatibilidade (MHC), ndo conseguem mostrar 0S antigenos
intracelulares dos plasmaodios. Isso permite que o parasito permaneca oculto

do reconhecimento pelo sistema imunoldgico, contribuindo para sua evaséo



imune (FRASER; MATUSCHEWSKI; MAIER, 2021; MOLINA-FRANKY et al.,
2022). Apesar disso, as alteragbes provocadas pela insercdo da proteina de
membrana do eritrocito 1 de P. falciparum (PfEMP1) nas heméacias, além de
aumentar sua rigidez, promove 0 reconhecimento imunoldgico,
particularmente através da exposi¢cdo da aminofosfolipidios fosfatidilserina
(PS) de membrana e outros antigenos durante a infeccdo, o que permite o
reconhecimento pelo receptor scavenger CD36 dos fagocitos, atuando como
um sinal de “coma-me” (FRASER; MATUSCHEWSKI; MAIER, 2021), além,
do proprio reconhecimento de antigenos plasmodiais na membrana da
hemécia.

Ainda, durante o desenvolvimento do estagio sanguineo, o parasito
digere a maior parte da hemoglobina disponivel, o que resulta em uma grande
liberacdo de heme, altamente toxica em certas condi¢des, sendo capazes de
danificar proteinas e lipidios por meio de varios mecanismos, incluindo a
formacao de radicais livres. Isso desafia os parasitos da malaria a lidar com
uma grande quantidade de heme, na qual eles as sequestram em cristais
conhecidos como hemozoinas em seus vacuolos alimentares (CORONADO;
NADOVICH; SPADAFORA, 2014; MATZ et al., 2020).

Com o aumento da parasitemia, os monécitos (MO) e outras células
presentes no sangue podem identificar os antigenos do patégeno e
desencadear diversos mecanismos de defesa (DOBBS; CRABTREE; DENT,
2019). O reconhecimento dos PAMPs por essas células ocorre através de
Receptores de Reconhecimento Padréo (RRPs). Alguns dos principais
antigenos plasmodiais, como glicosilfosfatidilinositol plasmodial (GPI) podem
ser reconhecidos pelos receptores de membrana pelos heterodimeros de
receptores Toll-like (TLR) TLR2-TLR6 ou TLR1-TLR2 e, em menor extensao,
pelos homodimeros TLR4, enquanto a hemozoina e o DNA plasmodial s&o
reconhecidos principalmente por TLR9 (KALANTARI, 2018). Adicionalmente,
estudos mostram que os inflamassomos, complexos multiproteicos
citoplasmaticos, também sdo capazes de auxiliar no reconhecimento
imunologico de PAMPs (BORGES, 2013; KALANTARI, 2018; WANG et al.,
2024).



Apo6s o reconhecimento do plasmaédio, segue-se sinais intracelulares
decorrentes do RRPs que podem ativar vias intracelulares como a do NF-kB
para a producgéo de citocinas. As vias de sinalizag&o dos fatores de transcri¢cao
NF-kB resultam na regulagdo génica de diversos mediadores pro-
inflamatorios na malaria, tais como IL-1j3, IL-6, IL-8, IL-12(p70), IFN-y e TNF
(SAMPAIO; ERIKSSON; SCHOFIELD, 2017; DOBBS; CRABTREE; DENT,
2019). Na maléria, a alteracado nestas vias foi descrita por Borges (2013),
estudando modelos murinos de maléaria cerebral. Ainda, altos niveis de IFN-y,
produzidos como parte da resposta Thl, estdo relacionados ao
desenvolvimento de uma progressao favoravel da doenca (em modelos
murinos para a maléria), e esse fator € atribuido a capacidade dessa citocina
em ativar macréfagos e mondcitos, que rapidamente matam o parasito através
da producdo de espécies reativas de oxigénio e nitrogénio (TORRE et al.,
2002).

A familia do fator de transcricdo do NF-kB & composto por cinco
proteinas, RelA (p65), RelB, RelC, p105/p50 (NF-kB1) e p100/52 (NF-kB2),
capazes de formar complexos homo e heterodiméricos. Em células em
repouso, o NF-kB fica retido no citoplasma por proteinas IkB. Quando a célula
€ estimulada por sinais por sinais advindos dos RRPs e de receptores de
citocinas inflamatérias, o IkB é fosforilado pelo complexo IkB quinase (IKK),
permitindo a translocacdo do NF-kB para o nucleo e possibilitando a
transcricdo de genes alvos (OECKINGHAUS; GHOSH, 2009; MSWELI,
PAKALA; SYED, 2024).

Além da ativagdo da via do NF-kB, o reconhecimento dos antigenos
plasmodiais da inicio ao mecanismo de fagocitose. A fagocitose tem inicio
pela internalizacdo do patdgeno pelos fagocitos, o qual, entdo, é internalizado
em vesiculas chamadas fagossomos. No citoplasma celular, os fagossomos
unem-se aos lisossomos, resultando na formacao do fagolisossomo, cujo
conteldo é rico em espécies reativas de nitrogénio (ERN) e espécies reativas
de oxigénio (ERO), capazes de matar os patégenos fagocitados (CRUVINEL
et al.,, 2010). Semelhante aos macrofagos, os MO sédo células fagociticas

essenciais para a regulacdo da resposta imune inata, sendo uma das



principais fontes de citocinas na infeccdo por malaria, uma vez que 0s
plasmoédios circulam no sangue periférico (DOBBS; CRABTREE; DENT,
2019).

Estudos mostram a importancia das espécie reativas de oxigénio e
nitrogénio na gravidade da maléria, seja contribuindo com a regulacdo das
respostas inflamatorias por meio da ativacéo da via do NF-kB e producéo de
citocinas inflamatoérias, como também atuando como primeiro sinal para
ativacao do inflamossomos e provocando a exploséo respiratéria durante o
processo de fagocitose, caracterizando a malaria como uma doenca
altamente inflamatoria e oxidativa (CRUVINEL et al., 2010; VASQUEZ;
ZUNIGA; RODRIGUEZ, 2021).

Os mondcitos, além de serem importantes na resposta inata contra o
plasmaodio, também séo células apresentadoras de antigenos para a resposta
adaptativa. No entanto, a rapidez com que 0s merozoitos invadem novas
hemacias, prejudica o desenvolvimento de uma resposta adaptativa
adequada (CAO; VICKERS, 2021), tornando a resposta inata responsavel por
grande parte da solucdo ou progressao da doenca (POHL; COCKBURN,
2022).

Para o desenvolvimento da resposta adaptativa, a ativacao de células
T e B é mediada pela expressdo do MHC Il e da molécula coestimuladora
CD86 de células apresentadoras de antigenos. Algumas moléculas, como a
CSP, RON2L e AMA-1, sdo amplamente estudadas em relacdo a imunidade
adaptativa. Tanto que as duas vacinas atualmente aprovadas pela OMS séo
projetadas a partir de epitopos conservados da CSP e sao capazes de
fornecer uma protecao parcial a malaria (SU et al., 2025).

As células T CD4 sao de extrema importancia na resposta imune na
fase de esquizogonia eritrocitica, enquanto a T CD8 mostra-se citoliticas aos
estagios hepaticos (TORRE et al., 2002). Acredita-se que o desenvolvimento
da imunidade adquirida seja regulado para priorizar a aptiddo do hospedeiro,
ao invés da eliminacdo do patégeno. Explorando infec¢des provocadas pelo
Plasmodium chabaudi, uma espécie de malaria murina, foi observado o

desenvolvimento de tolerancia imunoldgica apds um unico episédio de malaria



(NAHRENDORF; IVENS; SPENCE, 2021). De fato, em areas de alta
transmissdo, pessoas infectadas com frequéncia podem permanecer por
meses ou anos com parasitemia em baixas densidades, causando pouco ou
nenhum sintoma (WHITE, 2017).

Como descrito, o reconhecimento dos antigenos plasmodiais pela
resposta imune requer varios mecanismos inatos e adaptativos. A
exacerbacdo desta resposta promove a malaria com seus diversos aspectos

fisiopatologicos a serem descritos na proxima sessao.

1.4. Fisiopatologia

A malaria é uma doenca que cursa de forma assintomatica até casos
graves. No Brasil, estimou-se que em algumas areas endémicas, as infec¢des
assintomaticas podem ser 4-5 vezes mais prevalentes que as infeccbes
sintométicas (ALVES et al., 2002). Segundo Andrade et al. (2020), a presenca
de individuos assintomaticos em estacfes secas na Africa Ocidental, esta
relacionado com alteracBes nos padrées de transcricdo do plasmaédio, que
reduzem sua aderéncia as células endoteliais, permitindo a maior depuracéo
esplénica e mantendo a parasitemia abaixo do radar clinico e imunoldgico.

Os principais sintomas da malaria iniciam durante ciclo eritrocitico,
produzindo sintomas como febre, calafrios, cefaléia e astenia, enquanto sua
multiplicac@o anterior no figado € normalmente assintomatica (GOMES et al.,
2011; SCHEINER; BURDA; INGMUNDSON, 2024). Como descrito
anteriormente, a resposta imune ao P. falciparum é complexa, e inclui tanto
mecanismos celulares quanto humorais. Dessa forma, se por um lado a
resposta imune confere protecéo contra as formas graves, o exacerbamento
desse mecanismo esta envolvido na gravidade das infec¢des (GOMES et al.,
2011).

Por tras das formas graves, esta a resposta exacerbada do sistema
imune aos antigenos plasmodiais e a capacidade do P. falciparum de fazer

citoaderéncia na microvasculatura de érgédos vitais, levando a obstrucéao e
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oxigenacao prejudicada dos tecidos, afetando, particularmente, o cérebro,
rins, intestinos e pulmdes (MER et al., 2020).

Esse processo envolve a expressdo de proteinas plasmodiais na
superficie do parasita, sendo a proteina 1 da membrana eritrocitaria do
Plasmodium falciparum (PfEMP1) o principal mediador apontado desse
processo. Ele é incorporado em protrusfes eletrodensas, formadas na
superficie das hemécias parasitadas, e chamadas de knobs, atuando como
locais de citoaderéncia ao endotélio (WISER, 2023). Apesar dessa proteina
em particular, outras inUmeras proteinas de superficie sdo expressas pelo
plasmaodio e sustentam a citoaderéncia por meio de mecanismos moleculares
ainda pouco compreendidos (KUSTER et al., 2025). A adesdo as células
endoteliais € mediada por receptores como o CD36, molécula de adesao
intercelular-1 (ICAM-1) e o receptor da proteina C endotelial (EPCR),
(JABBARZARE et al., 2020).

O PfEMP1 também ¢é apontado como mediador na formacdo de
‘rosetas”, um fendmeno onde as hemacias infectadas e nao infectadas se
aderem umas as outras, formando um aglomerado de células capazes de
obstruir os vasos sanguineos. Esse € um dos principais eventos patologicos
na maléria falciparum grave e diversas moléculas presentes em eritrocitos ndo
infectados, como aclcares dos grupos sanguineos A e B, moléculas
semelhantes ao sulfato de heparina (HS) e o receptor de complemento 1
(CR1) sao sugeridos como receptores, apesar de serem necessarias mais
pesquisas (MCQUAID; ROWE, 2020).

A obstru¢cdo microvascular leva a danos na integridade endotelial e
induz vias pro-inflamatérias, pré-adesivas e de coagulacdo. Ainda, a
hemozoina liberada na corrente sanguinea ap6s a lise das heméacias
parasitadas, € capaz de ativar respostas imunes inatas por macréfagos
teciduais, além de parte ser lentamente degradadas pela heme oxidase do
hospedeiro. Isso resulta na inducdo da producgdo de citocinas inflamatérias,
como o IFN-y, que esta relacionado com danos a integridade endotelial na
malaria cerebral (MAHITTIKORN et al., 2022).
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A maléaria cerebral é a forma grave mais comum de malaria e sua
ocorréncia varia de acordo com a idade do hospedeiro e distribuicdo
geografica. Em &reas de intensa transmissao, como no continente Africano,
sua ocorréncia é mais prevalente em criancas menores de 5 anos. A morte
por malaria cerebral pediatrica mostrou estar associada a acumulacdo de MO
intravascular cerebral, que respondem com a producéo citocinas inflamatérias
como TNF, IL-6, IL-18 (DOBBS; CRABTREE; DENT, 2019). Couto et al.
(2021), que estudou os mecanismos imunopatogénicos da malaria em trés
modelos de camundongos suscetiveis ou ndo a malaria cerebral, observou
que perfis de respostas de citocinas e de moléculas da via do NF-kB foram
diferentes de acordo cada modelo, e que provavelmente o desenvolvimento
dessa forma estaria relacionado com a suscetibilidade individual.

Na gravidez, a malaria pode ter consequéncias graves, Como anemia,
abortos e baixo peso ao nascer (DOBBS; CRABTREE; DENT, 2019). Essas
complicagBes estdo relacionadas a adesado de hemécias infectadas ao sulfato
de condroitina A (CSA) expresso no sinciciotrofoblasto placentario, mediada
pelo antigeno VAR2CSA, um membro da familia do PfEMP1. Apesar da
resposta na gravidez normal ser suprimida, na malaria gestacional pode
ocorrer a elevacao placentaria de TNF-a, IFN-y e IL-8 (JABBARZARE et al.,
2020).

Outra forma comum tanto de infeccbes cronicas ou agudas é a
anemia. As causas da anemia sao diversas e incluem o préprio ciclo
eritrocitario do parasito, deficiéncia de ferro e baixos niveis de IL-10 e IL-12.
Essas e outras causas isoladas ou em conjunto provocam a perda substancial
de hemécias. Por um outro lado, a infec¢do de sujeitos com deficiéncia de
glicose-6-fosfato  desidrogenase (G6PD) podem produzir hemdlise
intravascular aguda por medicamentos de quinino e 8-aminoquinolina,
provocando anemia grave e insuficiéncia renal (GHOSH; GHOSH, 2007).

Embora o conhecimento sobre a fisiopatologia da maléaria seja vasta,
pouco se sabe sobre o porqué néo existir memaoria imunoldgica permanente,
o que dificulta o conhecimento das bases imunolégicas para producdo de uma

vacina eficaz contra o plasmaodio. Além disso, os parasitos podem se tornar
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resistentes, 0 que necessita 0 desenvolvimento constante de novas

possibilidades terapéuticas, conforme sera discutido na préxima secao.

1.5. Terapia antimalarica e resisténcia

No Brasil, o tratamento atual da maléria consiste na utilizacdo de
antimalaricos como primaquina, derivados de artemisinina (ACT) e, em alguns
casos, como em infec¢cdes provocadas por P. vivax, cloroquina. Em 2015, a
Organizacdo Mundial da Saude (OMS) publicou a Estratégia Técnica Global
para a Malaria, estabelecendo trés pilares fundamentais para os programas
nacionais: (1) garantir o acesso universal a prevencdo, diagndstico e
tratamento da malaria; (2) intensificar os esforcos para eliminacdo da doenca
e obtencédo do status de pais livre de malaria; e (3) fortalecer a vigilancia da
malaria como uma intervencao central (BRASIL, 2022). Contudo, mesmo com
o tratamento correto e suporte adequado, em &reas endémicas alguns
individuos podem sucumbir a doenca. Isso € influenciado por varios fatores
do parasita, do hospedeiro e do ambiente (SU et al., 2025).

Ainda, o surgimento de parasitas resistentes aos antimalaricos de
primeira linha atuais, ou seja, as terapias combinadas de artemisinina,
descritas no Sudeste Asiatico e no continente Africano, vem acendendo uma
grande preocupacéo mundial para a busca de compostos igualmente eficazes
contra a infeccdo (SCHAFER et al., 2024). Hoje, a depender da localidade,
sabe-se que o P. falciparum pode ser resistente a cloroquina, sulfadoxina,
amodiaquina, mefloquina e parcialmente a artemisinina, por mecanismos
complexos e ainda nao totalmente compreendidos (ZHENG et al., 2024).

A resisténcia do P. falciparum aos medicamentos é antiga. A primeira
descricédo de resisténcia a cloroquina ocorre desde meados de 1961, sendo
esse 0 principal medicamento disponivel na época para o tratamento da
malaria (ALENCAR; FERRARONI; SHRIMPTON, 1982). Na corrida mundial
na busca de novos antimalaricos, derivados de plantas nativas chinesas,

Artemisia annua L. foram apontados como principais fontes de artemisinina,
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uma molécula promissora com potente acao inibitéria no metabolismo do
parasito. Apos o isolamento pelos chineses e publicacdo do relatério da OMS
em 1982, véarios derivados da molécula foram criados para o tratamento da
malaria e sao utilizados até hoje no Brasil como alternativa de tratamento da
malaria falciparum (SA, 2011; ZHENG et al., 2024).

Ainda que terapia antimalarica combinada, preconizada pelo
Ministério da Saude do Brasil, seja capaz de prolongar o tempo para o
surgimento e a disseminacdo de parasitos resistentes (ANTONY; PARIJA,
2016), o risco de resisténcia aos antimalaricos atuais continua um seério risco
para a saude publica.

E relevante notar que o Brasil sempre focou em moléculas
antimaléricas desenvolvidas por outros paises, sem considerar a vasta
quantidade de plantas e animais nativos (SA, 2011). A exemplo de moléculas
nativas brasileiras, temos as dermaseptinas (DRS), um grupo de peptideos
microbianos extraidos da pele de diferentes espécies ras sul-americanas
Phyllomedusa que apresentam caracteristicas intrigantes. Sao peptideos
lineares, anfipaticos e apresentam uma grande diversidade em seu
comprimento, variando entre 21 e 33 residuos de aminoacidos que séo
capazes de interagir com bicamadas lipidicas, desencadeando uma estrutura
a-helicoidal, permeando a membrana citoplasmatica das células-alvo
(AMMAR et al., 1998; BRAND et al., 2002; LORIN et al., 2005; NICOLAS;
AMICHE, 2006). Essa extensa familia de peptideos antimicrobianos (AMPS)
foram primeiramente identificadas em 1991 na pele do sapo Phyllomedusa
sauvagii (MOR et al., 1991). Atualmente, sdo conhecidas diversas variantes
de dermaseptinas, cada uma com uma sequéncia Unica de aminoacidos e um
padrdo especifico de seletividade contra microrganismos. Além disso,
compartilham varias similaridades farmacolégicas (BARTELS; DEKKER,;
AMICHE, 2019)

A dermaseptina 1, demonstrou in vitro possuir atividade tripanocida
(BRAND et al., 2002), leishmanicida (HERNANDEZ et al., 1992; ZAMPA et al.,
2009; OLIVEIRA, 2015) e até mesmo antiviral, interferindo na replicacéo do

virus da dengue (CARDOSO et al., 2013), fatos esses que permitem investigar
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seu potencial para regular a resposta imune de mondécitos, que sdo uma das
principais células responsaveis pelo clearence e inducdo da resposta imune

contra os plasmadios.
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HIPOTESES



2.1. A infeccao pelo P. falciparum promove aumento da expressao de
RelA e RelB, fatores de transcricdo associados a via do NF-kB, resultando em
um aumento na producgdo de citocinas inflamatorias e espécies reativas de
oxigénio e nitrogénio em mondcitos. A dermasseptina 01, por sua vez, € capaz
de modificar esses fatores pré inflamatorios, regulando a expressao de RelA
e RelB e diminuindo a producéo de citocinas inflamatdrias e espécies reativas

de oxigénio e/ou nitrogénio em monacitos.

2.2. A infeccao pelo P. falciparum promove aumento da expressao de
RelA e RelB, fatores de transcri¢cdo associados a via do NF-kB, resultando em
um aumento na producgdo de citocinas inflamatorias e espécies reativas de
oxigénio e nitrogénio em monacitos. A dermasseptina 01, por sua vez, ndo é

capaz de modificar os fatores pro inflamatérios. (hipétese nula).
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OBJETIVOS



3.1. Objetivo principal

Avaliar se a dermasseptina 01 tem capacidade de modular a resposta
inflamatéria de mondcitos estimulados por hemacias infectadas pelo

Plasmodium falciparum.

3.2. Objetivos especificos

Avaliar o efeito da dermaseptina 01 (DRS-01) por meio de:

A. Determinacdo da dose oOtima do tratamento experimental dos
monaqcitos;

B. Avaliagéo da toxicidade da DRS-01 e do P. falciparum nos mondcitos
e hemécias;

C. Avaliacdo da producao de espécies reativas de oxigénio e nitrogénio
pelos mondcitos tratados ou néo;

D. Avaliacdo da producado de moléculas envolvidas na via do NF-kB
pelos mondcitos tratados ou néo;

E. Quantificacdo de citocinas no sobrenadante da cultura de mondcitos

tratados ou nao;
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METODOLOGIA



4.1. Delineamento experimental

Neste trabalho, a influéncia da dermaseptina 01 (DRS-01) foi avaliada
in vitro utilizando monécitos humanos da linhagem THP1 estimulados com a
cepa 3D7 de P. falciparum. Para aferir o efeito sobre as células e realizar as

avaliacdes comparativas, 0s seguintes grupos foram estudados:

Células THP1 (grupo basal);

Células THP1 e hemécias néo parasitadas;
Células THP1 e heméacias parasitadas;
Células THP1 tratadas com DRS-01;

Células THP1 e hemécias néo parasitadas tratadas com DRS-01;

mmoow»

Células THP1 e hemécias parasitadas tratadas com DRS-01;

Inicialmente, foi averiguado por espectrofotometria a toxicidade da
DRS-01 nos mondcitos utilizando os métodos de MTT (item 4.7) e DHL (item
4.8) e a atividade hemolitica pela dosagem de hemoglobina (item 4.5). Nestes
experimentos, foram testadas as concentracdes de 0,25, 0,5, 1 e 2 pl/mL de
DRS-01.

Para avaliar a capacidade antioxidativa, os testes para aferir a
producdo de ERO e ERN (item 4.9) foram avaliados nos grupos de estudo.
Também foi estudada a resposta anti-inflamatéria por meio da avaliagdo das
moléculas da via do NF-kB (item 4.10), bem como analisadas as citocinas
envolvidas no perfil inflamatério atraveés de citometria de fluxo (item 4.11).
Nestes experimentos, as concentracdes utilizadas foram de 0,5 e 1 pl/mL de
DRS-01.

Os experimentos foram realizados em tempos de incubagéo
diferentes (24, 48 e 72h), mais de uma vez, utilizando cinco monoplicatas para
cada grupo e com a adicdo de grupos de controles positivos. Todas as

manutencdes de células e experimentos de estimulo e tratamentos foram
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realizadas em ambiente estéril. O diagrama do estudo pode ser observado na

Figura 2.
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Figura 2. Delineamento experimental do estudo
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4.2. Cultivo de Plasmodium falciparum

O Plasmodium falciparum utilizado nos experimentos pertence a cepa
selvagem 3D7, gentilmente cedida pelo Prof. Dr. Sébastien Olivier Charneau,
professor do Instituto de Ciéncias Bioldgicas/Departamento de Biologia
Celular da Universidade de Brasilia (UnB).

O protozoario foi mantido congelado em meio de congelamento com
0,9% NaCL, 4,2% sorbitol e 28,0% glicerina. As sementes celulares foram
mantidas em nitrogénio liquido a -80°C, no Laboratério de Imunologia Celular
(LIC) da Faculdade de Medicina da Universidade de Brasilia (UnB) até o inicio
dos experimentos.

Para a cultura do plasmaddio, foi coletado sangue de voluntarios com
tipo sanguineo O+. A coleta foi aprovada pelo Comité de ética em Pesquisa
com Seres Humanos da Faculdade de Medicina/UnB sob o numero
66943222.9.0000.5558 (parecer 5.898.353) e realizada por um profissional
habilitado de acordo com o protocolo de coleta de sangue desenvolvido pela
Sociedade Brasileira de Patologia Clinica (SBPC, 2010). O sangue foi entdo
centrifugado a 200 G por 10 minutos e todo o plasma sanguineo foi retirado.
As hemacias foram lavadas de trés a cinco vezes com solucéo salina 0,9%
para garantir que todos os glébulos brancos fossem removidos.

O pool de soro humano utilizado nos meios foi obtido de doadores
voluntarios, mediante a assinatura do Termo de Consentimento Livre e
Esclarecido, e submetido a inativacdo em banho-maria a 56°C por 30 minutos
para desativar o sistema complemento.

O microtubo contendo P. falciparum criocongelado foi descongelado
em banho maria a 37°C, centrifugado a 400 G por 10 minutos e o
sobrenadante foi descartado. Foi realizada uma nova lavagem com meio de
cultura e as hemacias parasitadas foram ressuspensas em meio RPMI 1640
tamponado para o pH 7,2 com 7,5% de NaHCOs, suplementado com 10% de
soro humano inativado, 0,25 mg/dL de hipoxantina (Sigma) e 1% de

penicilina/estreptomicina e transferido para garrafas de cultivo junto com as
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hemacias saudaveis dos voluntarios, conforme protocolo de Muniz-Junqueira
e Tosta, 2009. As culturas foram mantidas em estufa com temperatura estavel
de 37°C e com 5% de CO2. A substituicdo do meio de cultura foi feita
diariamente. O acompanhamento da parasitemia foi realizada por meio de
esfregaco sanguineo e gota espessa corados com solugcdo giemsa a 10%
diluido em solucdo tampéo fosfato potassio (PBS), pH 7,2 conforme
metodologia do Manual de Diagnéstico Laboratorial da Maléria do Ministério
da Saude (BRASIL, 2005). As culturas foram utilizadas quando atingiam

parasitemia acima de 5%.

4.3. Cultivo de moné6citos THP1

As células THP1, utilizadas nos experimentos sdo originadas de uma
linhagem imortalizada obtida do sangue periférico de um menino de 1 ano de
idade portador de leucemia monocitica aguda (TSUCHIYA et al., 1980). As
células foram mantidas criopreservadas em meio de congelamento contendo
10% de DMSO, 30% soro fetal bovino (SFB) e 60% de meio RPMI 1640
suplementado, no nitrogénio liquido a -80°C. Para os experimentos, as células
foram descongeladas em banho-maria a 37°C, centrifugadas a 200 G por 10
minutos, o sobrenadante foi desprezado e as células foram adicionadas em
garrafas de cultivo contendo meio RPMI 1640 suplementado com 10% de soro
humano e 1% de penicilina/estreptomicina e o pH ajustado para 7,4 (meio
completo) utilizando NaHCOs 7,5%. Para as manutenc¢des, as culturas foram
centrifugadas a 200 G por 10 minutos, entdo o meio de cultura antigo foi
retirado e substituido por um novo meio de manutencdo. Esse processo foi
repetido a cada dois dias. Os experimentos ou subculturas celulares foram
realizados quando a confluéncia celular chegava a 80%, sendo avaliada

também a morfologia celular através de um microscépio éptico invertido.
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4.4. Avaliacdo da parasitemia

Antes dos experimentos, foi realizado um distendido delgado das
culturas de P. falciparum corados com giemsa 10% diluida em solucdo PBS
para estabelecer a parasitemia das culturas. Ap6s a determinagcdo da
parasitemia e do numero de hemacias por contagem em camara de
Neubauer, foi realizado o ajuste para 5% de parasitemia. Entdo, para os
experimentos de MTT, DHL e hemoglobina, a cultura foi sincronizada com D-
sorbitol a 5% para obtencdo apenas das formas de anéis, conforme
metodologia de Lambros e Vanderberg (1979). As hemacias entdo foram
ressuspendidas em meio RPMI 1640 com 7,5% de NaHCOs3s, suplementado
com 10% de soro humano inativado, 0,25 mg/dL de hipoxantina (Sigma) e 1%

de penicilina/estreptomicina para contagem em camara de Neubauer.

4.5. Dosagem de hemoglobina

Para o ensaio de hemoglobina, foi utilizado o protocolo adaptado de
Magno et. al. (2017). O principio do ensaio se baseia na medicdo da
absorbancia de amostras utilizando espectrofotometria. Para este
experimento, 15x10° hemacias, sendo 5% parasitadas e suspendidas em
meio RPMI 1640 sem vermelho de fenol suplementado/po¢co foram
acondicionadas em placas de 96 pocos de fundo chato e avaliadas por 24h,
48h e 72h. Os experimentos foram realizados em quintuplicata em grupos de:
A. hemacias nédo parasitadas; B. hemacias ndo parasitadas com DRS-01; C.
hemacias parasitadas; e D. hemacias parasitadas com DRS-01. O controle
utilizado foi de hemacias com 0,25 pug/mL de cloroquina. Apos os periodos de
estimulo, a placa foi centrifugada e 50ul do sobrenadante foi retirado e
acondicionado em outra placa contendo 150ul de NaCl 0,9 %. A placa foi lida
no espectrofotdbmetro em comprimento de onda de 540 nm. O valor obtido foi

multiplicado por 3,9 para obter os resultados em g/dL.
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4.6. Tratamento com DRS-01 e estimulo com hemacias parasitadas

A dermaseptina 01 foi gentilmente cedida pelo Instituto de Quimica
em parceria com o grupo Nucleo de Pesquisa em Morfologia e Imunologia
Aplicada (NuPMIA) da Universidade de Brasilia (UnB). Uma (1) mg de
dermaseptina foi suspensa em 1mL de RPMI 1640, pH 7,2, suplementado e
acondicionado em temperatura de -18°C. Para a diluicdo seriada, 8.8ul da
solucéo criada foi acrescida em 1.091,2ul de RPMI, sendo essa solucéo
equivalente a 8ug/mL. A partir desse valor, metade do volume foi transferido
para um tubo falcon contendo a mesma quantidade de meio de cultura, num
fator de diluicdo 1:2. A cada passagem, a solucdo era homogeneizada e
passada no vortex para total homogeneizacao. A preparacao do peptideo foi
realizada no dia dos experimentos.

Para os ensaios de viabilidade (MTT e DHL), 50 mil mondcitos foram
plagueados em pocos de placas de 96 pocos com fundo chato e avaliados
durante 24h, 48h e 72h. Foram entdo utilizadas 15x10® hemacias por poco,
sendo 5% parasitadas. As células foram mantidas em meio de cultura RPMI
1640 sem vermelho de fenol com 7,5% de NaHCOg3s, suplementado com 10%
de soro humano inativado, 0,25 mg/dL de hipoxantina (Sigma) e 1% de
penicilina/estreptomicina. As concentracdes de 0,25, 0,5, 1 e 2uL/mL de DRS-
01 foram utilizadas e distribuidas conforme os grupos descritos no item 4.1.

Para o0s ensaios que avaliaram a producdo de mediadores
inflamatorios por citometria (ERO/ERN, RelA/RelB e citocinas), 100 mil
monaocitos foram plaqueados em placas de 96 pocos com fundo chato e
15x108 heméacias por poco, sendo 5% parasitadas, durante 24h. As células
foram mantidas em RPMI 1640 com 7,5% de NaHCOs, suplementado com
10% de soro humano inativado e 1% de penicilina/estreptomicina. As
concentracbes de 0,5 e 1uL/mL de DRS-01 foram utilizadas e distribuidas

conforme os grupos descritos no item 4.1.
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47. Ensaiode MTT

Para verificar se a dermaseptina 01 (DSR-01) afeta a atividade
metabodlica ou causa toxicidade nos mondcitos estimulados ou ndo com
hemécias infectadas com Plasmodium falciparum, foram realizados ensaios
de reducao do brometo de 3-4,5-dimetiltiazol-2-il-2,5-difeniltetrazélio (MTT). O
principio deste teste se baseia ha incorporacdo do MTT pelas células vivas e
metabolizadas para formar um produto insolavel (sais formazan) de cor azul
escura. A quantidade de produto formado é proporcional a atividade
metabdlica das células e, portanto, esse teste € usado para medir a viabilidade
ou metabolismo celular. Neste ensaio, 0s grupos de células estimuladas ou
nao com hemacias ndo parasitadas ou hemacias com 5% de parasitemia e
tratadas ou ndo com DRS-01 foram incubadas durante 24, 48 e 72 horas em
estufa com temperatura de 37°C e 5% de CO2. Para controle positivo, foram
adicionados pocos extras contendo sulféxido de dimetilo (DMSO, Sigma,
D5879-1L).

Apbs os periodos de estimulo, as placas foram centrifugadas por 10
minutos a 200 G para retirada do sobrenadante. Foi entdo adicionado solugéo
de MTT (5mg/mL) e homogeneizado. Apo6s 4 horas de incubacao a 37°C no
escuro, foi adicionado DMSO para dissolver os cristais de formazan. A placa
entdo foi lida no espectrofotdmetro (Spectra Max® Plus 384) no comprimento

de onda de 570nm. Os resultados foram apresentados em porcentagem.

4.8. Ensaio de DHL

Para avaliar se a DRS-01 provoca a ruptura da membrana de
mondcitos, diminuindo sua viabilidade na presenca ou ndo de hemécias
parasitadas ou néo parasitadas, foi realizada a dosagem de lactato
desidrogenase (DHL). O kit comercial Roche Diagnostic Gmbh -

11644793001 (reagente 1 e 2) foi utilizado. O principio deste teste se baseia
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na reducdo do NAD+ para NADH+ H+ pela oxidacdo do lactato em piruvato.
Entdo, em uma segunda reacdo enzimatica, o catalisador transfere H/H+ de
NADH/H+ para o sal de tetrazdlio cloreto de 2-p-iodofenil-3-p-nitrofenil-5-fenil
tetrazolio (INT) que é reduzido a formazan. O aumento na quantidade de
células mortas ou com membrana plasméatica danificada resulta em um
aumento da quantidade de DHL no sobrenadante da cultura celular.

Os grupos de células foram incubados conforme descrito no item 4.1
e mantidos durante o periodo de andlise em estufa com temperatura de 37°C
e 5% de CO2. Para controle positivo, foram adicionados pocos contendo
DMSO. Apds os periodos de estimulo, o sobrenadante dos pocos foi coletado
e misturado em partes iguais (1:1) com a solugdo contendo o catalisador
(Diaphorase/NAD+) e solucdo corante (INT e lactato de sodio). Passado o
periodo de 30 minutos, a placa foi lida no espectrofotometro (Spectra Max®
Plus 384) nos comprimentos de onda em 450 nm e 600 nm. Os numeros
dados na leitura das duas ondas foram subtraidos conforme manual de uso
do kit da Roche Diagnostic. Os resultados foram apresentados em densidade
Optica (D.O.).

4.9. Producédo de espécies reativas de oxigénio e nitrogénio

As espécies reativas produzidas dentro das células foram avaliadas
utilizando sondas fluorescentes com sinal adquirido por citometria apos 24
horas de estimulo. Para tal, as células distribuidas conforme os grupos
descritos no item 4.1 foram incubadas em duas placas distintas de 96
escavacoes e mantidas por 24 horas em estufa com temperatura de 37°C e
5% de CO2. Apos este periodo, cada placa foi centrifugada, o sobrenadante
foi desprezado e o tampéao de lise (cloreto de amdnio (0,891g), bicarbonato
de potassio (0,1001g) e EDTA 0,2M pH 7,4) foi adicionado por 10 minutos em
temperatura ambiente (TA) para evitar a interferéncia das hemacias durante
a aquisicao pela citometria. Em seguida, as placas foram lavadas duas vezes

com PBS pH 7,2 por 5 minutos a 200 G para retirada do tampéao de lise.
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Para avaliar a producdo de ERO, foi adicionada aos pocos a sonda
2',7'-diclorodihidrofluoresceina diacetate (DCFH-DA, Sigma USA, n° D6883)
(10 pM) diluida em solugdo salina tamponada com fosfato (PBS) pH 7,2 e a
placa foi mantida em estufa com temperatura de 37°C e 5% de CO:2 por 30
minutos. O DCFH-DA é uma sonda nao fluorescente permeéavel as células.
Este composto quando hidrolisado por esterases intracelulares, é convertido
em DCFC, que forma a 2',7'-diclorofluoresceina (DCF), um composto
altamente fluorescente quando oxidado por espécies reativas de oxigénio
intracelular. Como controle positivo, foi adicionado pocos contendo 800 nM de
Phorbol 12-miristato 13-acetato (PMA, Sigma cat n°® P8139).

Para a avaliacdo da producéo de o ERN, foi utilizada a sonda 4-
Amino-5-Methylamino-2',7'-Difluorofluorescein diacetate (DAF-FM, Invitrogen,
USA, cat n° D23842) (2mM) diluida em PBS pH 7,2. Os pocos foram
homogeneizados e acondicionados por 1 hora na estufa 37°C com 5% de
CO2. Essa sonda também permeavel a membrana celular, sofrem
desacetilagdo por esterases intracelulares para 4,5-diaminofluoresceina
(DAF-2), essencialmente ndo fluorescente até que sejam nitrosadas por
produtos da oxidacao do 6xido nitrico. Como controle positivo, foi utilizado 50
ng/mL de lipopolissacarideo (LPS, Sigma O55:B5 cat n° L2880) em pocos
extras.

O sinal fluorescente das placas de ERO e ERN foi adquirido por
citometria de fluxo e os resultados foram apresentados com média de

intensidade de fluorescéncia (MFI).

4.10. Ensaio de RelA e RelB

Para quantificar a expresséo das moléculas de RelA (p 65) e RelB (p
68) da via do NF-kB, as células distribuidas conforme os grupos descritos no
item 4.1 foram incubadas em duas placas distintas com 96 pocos e mantidas

por 24 horas em estufa com temperatura de 37°C e 5% de CO2. Apés 24 horas
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de estimulo, o sobrenadante foi removido e adicionado o tampéao de lise
conforme descrito anteriormente no item 3.9.

As células entédo foram fixadas com paraformaldeido a 2% durante 20
minutos a 4°C e centrifugadas a 200 G por 5 minutos. Apés duas lavagens,
foi adicionado Tween 20 0,2% para permeabilizacdo da membrana e entdo as
placas foram mantidas por 30 minutos em T.A. Em seguida, 0s poc¢os foram
lavados novamente com PBS pH 7,2. Os sitios inespecificos foram
bloqueados com uma solucéo de 1% de albumina bovina (BSA) (cat n°. 158,
Prothemo) por 30 minutos em temperatura ambiente. Em seguida, as placas
foram duplamente lavadas com PBS pH 7,2 por centrifugacéo a 200 G durante
5 minutos.

Para marcacao do RelA, o anticorpo policlonal de coelho NF-kB p65
(H-286), marcado com o fluorocromo Alexa Fluor 488 (Santa Cruz, SC7151)
diluido em PBS pH 7,2 foi adicionado as placas de cultura na proporcdo de
0,25uL de anticorpo para cada 100 mil de células; para marcacéo de RelB, o
anticorpo primério anti-RelB (C19) (Santa Cruz, SC226) foi adicionado nas
placas na proporcao 0,25uL de anticorpo/poco para cada 100 mil de células.
As placas foram entdo mantidas durante 24 horas no escuro a 4°C.

Apbs esse periodo, para a marcacéao final no experimento de RelB
(C19), o anti-lgGl de camundongo conjugado com isotiocianato de
fluoresceina (FITC) (SC55616, BD Pharmingen) diluido em PBS pH 7,2 foi
adicionado a placa. A incubag¢do com o anticorpo secundario durou 1 (uma)
hora no escuro.

Ao final dos experimentos de RelA e RelB, apds seus respectivos
periodos de incubacéo, as placas foram lavadas duas vezes com PBS pH 7,2
a 100G por 5 minutos e as células foram ressuspendidas em 200uL de azida
sbdica para leitura por citometria de fluxo.

O sinal fluorescente das placas de RelA e RelB foi adquirido e os

resultados foram apresentados em MFI.
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4.11. Ensaio de quantificacdo de citocinas

Para a quantificacdo de citocinas, o sobrenadante dos grupos
descritos no item 4.1 foram obtidos ap6s 24 horas de tratamento com 0,5 e 1
puL/mL de DRS-01 e estimulo com as hemécias. A quantificacéo foi realizada
utilizando um kit multiplex comercial com esferas de captura fluorescente
(Human Inflammatory Cytokine CBA Kit, BD™, 551811). Brevemente, ao
sobrenadante das culturas tratadas, foi adicionado esferas de captura com
anticorpos especificos para citocinas humanas. O reagente de deteccao
consiste em uma mistura de anticorpos conjugados a ficoeritrina (PE),
gerando um sinal fluorescente proporcional a quantidade de citocinas ligadas,
para formando complexos sanduiche (bead de captura + amostra + reagente
de deteccao) que emite diferentes intensidades de fluorescéncia. Cada esfera
de captura é revestida com anticorpo especifico capaz de capturar as
seguintes citocinas: interleucina-8 (IL-8), interleucina-1 (IL-1B), interleucina-6
(IL-6), interleucina 10 (IL-10), fator de necrose tumoral (TNF) e interleucina
12p70 (IL-12p70).

O sinal fluorescente dos complexos formados foi adquirido e os
resultados foram apresentados em pg/mL, conforme curva de calibracdo

realizada simultaneamente ao experimento.

4.12. Estratégia de aquisicdo na citometria de fluxo

Para avaliar a expressdo de RelA, RelB, das citocinas e espécies
reativas de oxigénio e nitrogénio, os sinais fluorescentes foram adquiridos no
citbmetro de fluxo BD LSR Il FORTESA, utilizando o software DIVA (BD
Biosciences, EUA). O software FlowJo (Tree Star Inc, Ashland, EUA) foi
utilizado na sequéncia para o tratamento dos dados.

A excitacdo dos fluorocromo marcados com Alexa Fluor 488, FITC,

DCF e DAF respectivamente marcando os experimentos de RelA, RelB, ERO
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e ERN foi realizada com o laser azul de 488 nm. A configuracéo e calibragem
do citdmetro utilizou um espelho de passagem longa de 505 nm e um espelho
de passagem de banda de 530/30 nm. Nos experimentos foram avaliados
10.000 eventos dentro do gate do grafico “dot plot” de FSC/SSC setado em
log. Para cada fluorocromo foi produzido um histograma para ajuste da
fluorescéncia. Os ajustes dos canais FSC, SSC e fluorocromos foram
realizados com amostras de células sem marcacao e utilizando um threshold
de 1.000 no canal de FSC.

Os arquivos .fcs dos dados coletados no citdbmetro foram tratados no
programa FlowJo™ versdo 10 (BD Biosciences). Os resultados foram
apresentados em intensidade média de fluorescéncia (MFI).

Para a avaliagdo das citocinas, o0 SSC e o FSC foram configurados
para o modo de log e o limite do SSC estabelecido em 650. Utilizando esferas
de configuracdo multiplex do kit comercial, foi delimitado a populacdo de
interesse em um gate P1, e a partir dos eventos dentro do gate foram
configurados os histogramas de FITC, PE e APC. Para cada tipo de esfera de
citocina, foram avaliados 300 eventos. Os arquivos .fcs dos dados coletados
no citbmetro foram tratados no programa FCAP Array versdao 3 (BD
Biosciences) e os resultados de MFI foram avaliados contra uma curva de
calibracéo seriada de 10 pontos a partir do padrédo fornecido pelo kit com

concentracdo de 5.000 pg/mL.

4.13. Andlise estatistica

Os dados resultantes foram analisados quanto a sua normalidade de
distribuicdo utilizando o teste Kolmogorov e Shapiro-Wilk. Para avaliar a
homogeneidade de variancias foram utilizados os testes Brown-Forsythe test
Bartlett's test. A analise estatistica utilizou os seguintes testes aplicado ao

estudo com dados nao pareados:
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Quadro 1. Testes estatisticos utilizados para a analise de dados:

Quantidade | Teste de Teste de Teste Teste de
de grupos normalidade homogeneidade | aplicado multiplas
de variancias comparacdes
2 grupos Paramétrico | Nao realizado |t de Student | N&o realizado
Nao N&o realizado | Mann- N&o realizado
paramétrico Whitney
3 ou mais Paramétrico | Variancia ANOVA Brown-
grupos diferente Forsythe
Paramétrico | Variancia ANOVA Tukey,
homogénea Sidak’s ou
Fisher's LSD
Nao Kruskal- Dunn’s
paramétrico Wallis

Foi considerada diferencga significativa quando o valor de “p

resultou

menor que 0,05 (p < 0,05). Os dados foram apresentados nos graficos como

mediana, quartis e valores superior e inferior e no texto como mediana. O

programa Graphpad Prism 5 (GraphPad Software, Inc., San Diego, CA, USA;

2005) foi utilizado para realizar as andlises estatisticas.
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RESULTADOS



5.1. A DRS-01 reduz a viabilidade das células THP1

Para avaliar se a DRS-01 causa perda de viabilidade celular em
monadcitos, independentemente da infecgcdo por P. falciparum, foram
comparados os grupos de THP1 com e sem DRS-01 através do ensaio de
MTT.

De maneira geral, nota-se que a DRS-01 reduziu significativamente a
viabilidade celular dos grupos tratados em relacdo as células ndo tratadas
(basais) para valores proximos ao do controle positivo (DMSO). Nas primeiras
24 horas, a viabilidade foi reduzida para as medianas de 48,6% na
concentracéo de 0,25 puL/mL (p < 0001); 80,5% em 0,5 pL/mL (p = 0,0239);
68,6% em 1 uL/mL (p = 0,0025); e 62,7% em 2 uL/mL (p = 0,0005) (p < 0,0001;
ANOVA, seguido do teste de Tukey para multiplas comparacdes).

De forma semelhante, ap6s 48 horas, o tratamento reduziu a
viabilidade aferida pelo MTT (p < 0,0001; ANOVA, seguido de Tukey) para
59,4% na concentracdo de 0,25 pL/mL (p = 0,0032); para 59,8% nha
concentracéo de 0,5 pL/mL (p = 0,006); para 80,3% na concentragéo de 1
pL/mL (t de Student, p = 0,0351); e 74,5% na concentracéo de 2 pl/mL (p =
0,0246). Embora a DRS-01 tenha causado reducéo significativa em todas as
concentracfes nas 24 e 48 horas, essa diminuicdo nao foi dose-dependente,
ja que ndo houve diferencas estatisticas entre as concentracbes de
tratamento (Figura 2).

Ja apds 72 horas, a reducéo da viabilidade celular foi observada em
todas as concentracfes do tratamento (p < 0,0001; ANOVA). Segundo o teste
de multiplas comparacdes de Tukey, os efeitos foram os seguintes: 0,25
puL/mL reduziu a viabilidade para 31,9% (p < 0,0001); 0,5 pL/mL, para 36,7%
(p =0,0002); 1 pL/mL, para 69,7% (t de Student, p = 0,0016); e 2 pL/mL, para
79,4% (t de Student, p = 0,0187). Porém, essa diminuicdo foi dose-
dependente, com as concentracdes mais elevadas mostrando capacidade de

manter melhor a viabilidade (Figura 2).
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Figura 2. Percentual de células THP1 viaveis incubadas ou ndo com 0,25 pL/mL, 0,5 pL/mL, 1 pL/mL e
2 pL/mL DRS-01 durante 24, 48 e 72 horas (n=5). Um valor de p entre 0,05 e 0,01 é indicado por um
asterisco (*), um valor de p entre 0,01 e 0,001 é indicado por dois asteriscos (**), um valor de p entre
0,001 e 0,0001 € indicado por trés asteriscos (***) e um valor de p menor que 0,0001 é indicado por
quatro asteriscos (****). ANOVA, seguido por teste Tukey.

Para verificar se a perda de viabilidade celular foi decorrente de lise
celular, realizou-se a andlise da liberacdo de DHL. Os resultados indicaram
gue o peptideo ndo provocou lise nas células nas 24 horas (p=0,0720) e nas
48 horas (p=0,5160). Ja nas 72 horas, houve reducéo na liberacdo de DHL
nas concentragdes de 1 pL/mL e 2 pL/mL (respectivamente p=0,0211 e

p=0,0499; Kruskal-Wallis seguido de uncorrected Dunn’s test; Figura 3).
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Figura 3. Absorvancia de DHL em células THP1 incubadas ou ndo com 0,25 pL/mL, 0,5 pL/mL, 1 pL/mL
e 2 pL/mL DRS-01 durante 24, 48 e 72 horas (n=5). N&o foram observadas diferencas estatisticamente
significativas em comparacao com o grupo basal, com excec¢do do grupo controle em 24 horas. Um valor
de p entre 0,05 e 0,01 é indicado por um asterisco (*), um valor de p entre 0,01 e 0,001 € indicado por
dois asteriscos (**), um valor de p entre 0,001 e 0,0001 é indicado por trés asteriscos (***) e um valor
de p menor que 0,0001 é indicado por quatro asteriscos (****). Kruskal-Wallis, seguido de uncorrected
Dunn’s test

5.2. A DRS-01 néo interfere na lise das hemacias promovida pelo

Plasmodium falciparum apés 24 horas

Para avaliar se a DRS-01 influencia a lise das hemécias, a dosagem
de hemoglobina foi realizada apés 24 horas.

Quando incubadas com DRS-01, nos grupos de hemacias néo
parasitadas, houve redugcdo da hemoglobina livre para 0,1770 g/dL (p =
0,0261) na concentracdo de 0,5 pL/mL, 0,1770 g/dL (p = 0,0299) na de 1
puL/mL e 0,1730 g/dL (p = 0,0029) na de 2 uL/mL. Isso também foi observado
no grupo de hemacias parasitadas, com menor liberagdo de hemoglobina livre
nas concentracoes de 0,5 uL/mL (p=0,0019), 1 pL/mL (p=0,0023) e 2 pL/ mL
(p=0,0001) (Kruskal-Wallis, seguido de uncorrected Dunn’s test; Figura 4).

Logo, independente da presencga ou auséncia de plasmadio, a DRS-
01 reduz a liberacdo de hemoglobina livre apos 24 horas (p = 0,0002, Kruskal-

Walllis, uncorrected Dunn’s test), ficando proximas aos valores dos grupos
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tratados com cloroquina. Esse efeito ndo foi observado na concentracdo de
0,25 puL/mL (Figura 4).
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Figura 4. Hemoglobina liberada (g/dL) no
sobrenadante de hemaécias incubadas
com 0,25 uL/mL, 0,5 pL/mL, 1 pL/mL e 2
uL/mL DRS-01 durante 24 horas (n=5). A)
Grupo de hemacias néo parasitadas. B)
Grupo de hemécias parasitadas. Um valor
de p entre 0,05 e 0,01 é indicado por um
asterisco (*), um valor de p entre 0,01 e
0,001 é indicado por dois asteriscos (**),
um valor de p entre 0,001 e 0,0001 é
indicado por trés asteriscos (***) e um
valor de p menor que 0,0001 é indicado
por quatro asteriscos (****). Kruskal-
Wallis, seguido de uncorrected Dunn’s
test.

Os resultados da anélise de hemoglobina para os periodos de 48 e 72

horas ndo foram utilizados devido a problemas metodoldgicos. Assim, néo foi

possivel averiguar diretamente a lise das hemacias provocada pela replicagéo

do plasmadio nesses periodos.

No entanto, os resultados de DLH mostraram que houve um aumento

gradual dessa enzima no grupo de hemacias ndo parasitadas ao longo do

tempo. Em comparac¢do com o periodo inicial, a liberacdo aumentou 5,8% em
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48 horas (p =0,7417) e 31,3% nas 72 horas (p = 0,0321) (p = 0,0026; Kruskal-
Wallis, uncorrected Dunn’s test; Figura 5). Neste grupo, a viabilidade dos
mondcitos também sofreu queda gradual, reduzindo 42,8% em 48 horas (p <
0,0001) e 69,9% nas 72 horas (p < 0,0001) (p < 0,0001; ANOVA, seguido por
teste Sidak’s; Figura 6).

J& no grupo de hemacias parasitadas, houve um aumento acentuado
na liberacdo de DLH apenas apds 72 horas. Em comparacdo com o periodo
de 48 horas, a liberacdo aumentou 31,0% (p = 0,0469) (Kruskal-Wallis,
uncorrected Dunn’s test; Figura 5). Neste grupo, a viabilidade dos mondcitos
também sofreu queda expressiva, reduzindo 65,3% ap6s 72 horas (p <

0,0001) (ANOVA, seguido por teste Sidak’s; Figura 6).

0.5
| 1
0.4 T
—_
©
o B 24hrs
=
§ 039 I 48hrs
g 1 72hrs
el
< 0.2
I
a
-
0.1
1 1 1 1
3 F

Figura 5. Absorvancia de LDH em células THP1 incubadas com hemacias ndo parasitadas (HN) ou
hemécias parasitadas (HP) durante 24, 48 e 72 horas (n=5). Um valor de p entre 0,05 e 0,01 é indicado
por um asterisco (*), um valor de p entre 0,01 e 0,001 é indicado por dois asteriscos (**), um valor de p
entre 0,001 e 0,0001 é indicado por trés asteriscos (***) e um valor de p menor que 0,0001 é indicado
por quatro asteriscos (****). Kruskal-Wallis, seguido de uncorrected Dunn’s test.
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Figura 6. Percentual de células THP1 vidveis incubadas com hemacias ndo parasitadas (HN) ou
hemaécias parasitadas (HP) durante 24, 48 e 72 horas. Um valor de p entre 0,05 e 0,01 é indicado por
um asterisco (*), um valor de p entre 0,01 e 0,001 é indicado por dois asteriscos (**), um valor de p entre
0,001 e 0,0001 é indicado por trés asteriscos (***) e um valor de p menor que 0,0001 é indicado por
quatro asteriscos (****). ANOVA, seguido por teste Sidak’s.

5.3. A DRS-01 reverte o efeito citotéxico de hemacias saudaveis apos

48 e 72 horas de estimulagéao.

Para conduzir os ensaios entre células, hemacias e tratamento,
inicialmente, avaliou-se o efeito das hemacias ndo parasitadas (saudaveis)
sobre os mondcitos THP1 utilizando o teste de MTT e DHL. Segundo o teste
ANOVA, seguido do teste de Tukey para multiplas comparacdes, a viabilidade
dos mondécitos reduziu para 52,8% (p < 0,0001) apés 48 horas e para 26,8%
(p < 0,0001) apds 72 horas quando eles estavam na presenca de hemacias
normais (Figura 7).

Pelo ensaio de MTT, na cultura de células estimuladas com heméacias
nao parasitadas, o tratamento com DRS-01 reduziu 22,4% da viabilidade das
THP1 na concentragéao 0,25 pL/mL (p = 0,0103) nas primeiras 24 horas (p <
0,0001, ANOVA uncorrected Fisher's LSD). Ja o tratamento apos 48 e 72
horas mostra que foi capaz de reverter o efeito citotoxico das hemacias

normais sobre os mondécitos, aumentando a viabilidade das células.
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Nas 48 horas, a viabilidade melhorou na presenca de DRS-01,
passando da viabilidade de 52,8% (mediana) para do grupo de hemacias sem
DRS-01 para 70,8% na concentracdo de 0,25 pL/mL (p = 0,0195), para 77,5%
na concentracéo de 0,5 pL/mL (p = 0,0004), para 78,0% na concentracao de
1 uL/mL (p = 0,0002) e 92,0% na concentracéo de 2 pL/mL (p < 0,0001) (p <
0,0001, ANOVA uncorrected Fisher's LSD; Figura 7).

J& nas 72 horas (p < 0,0001, ANOVA e teste Sidak’s para multiplas
comparacoes), a viabilidade passou de 26,8% para 74,6% na concentragao
de 0,25 uL/mL (p = 0,0050), para 55,4% na concentracdo de 0,5 uL/mL (p =
0,0189), 84,2% na concentracdo de 1 pyL/mL (p = 0,0005) e 83,6% na
concentracéo de 2 uL/mL (p = 0,0024) (p < 0,0001, ANOVA seguido por teste

Sidak’s para multiplas comparacgdes; Figura 7).
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Figura 7. Percentual de células THP1 viaveis incubadas com hemacias ndo parasitadas (HN) e 0,25
pL/mL, 0,5 uL/mL, 1 uL/mL e 2 pL/mL DRS-01 durante 241, 48! e 722 horas (n=5). Um valor de p entre
0,05 e 0,01 é indicado por um asterisco (*), um valor de p entre 0,01 e 0,001 é indicado por dois
asteriscos (**). Um valor de p entre 0,001 e 0,0001 ¢ indicado por trés asteriscos (***) e um valor de p
menor que 0,0001 é indicado por quatro asteriscos (****). LANOVA uncorrected Fisher's LSD; 2ANOVA
seguido por Sidak’s.

Na andlise da liberacdo de DHL, nas culturas de células estimuladas
com hemacias saudaveis, o tratamento com DRS-01 n&o teve influéncia sobre

a liberacéo de conteudo celular em nenhuma concentracdo entre 24 horas (p
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= 0,0717, ANOVA) e 48 horas (p = 0,5617, ANOVA). Nas 72 horas, a
concentracédo de 0,5 pL/mL mostrou um efeito protetor, reduzindo 21,4% a
liberacdo de DHL em relagdo ao grupo sem tratamento (p = 0,0359, Kruskal-

Wallis, seguido de teste Dunn’s; Figura 8).
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Figura 8. Absorvancia de DHL em células THP1 incubadas com hemécias néo parasitadas (HN) durante
241, 48! e 722 horas (n=5). Ndo foram observadas diferengas estatisticamente significativas em
comparagdo com o grupo basal. Um valor de p entre 0,05 e 0,01 é indicado por um asterisco (*), um
valor de p entre 0,01 e 0,001 é indicado por dois asteriscos (**). Um valor de p entre 0,001 e 0,0001 é
indicado por trés asteriscos (***) e um valor de p menor que 0,0001 é indicado por quatro asteriscos
(****). LANOVA, 2Kruskal-Wallis, seguido de teste Dunn'’s.

5.4. A DRS-01 melhora parcialmente e tardiamente o efeito negativo
promovido pelas hemécias parasitadas no metabolismo celular dos

monoécitos

Considerando que a DRS-01 foi capaz de reverter o efeito citotoxico
de hemacias normais, em consequéncia, foi aferido se as hemacias
parasitadas foram citotoxicas para as células THP1 sozinhas e se o peptideo
era capaz de reverter esse efeito.

No teste de MTT, as hemacias parasitadas promoveram uma queda
importante na viabilidade das células THP1 somente ap6s 72 horas de

estimulo em comparacdo ao grupo basal (reducdo de 66,8%; p < 0,0001,
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ANOVA e teste Sidak’'s para multiplas comparacdes). Esse efeito foi
parcialmente revertido pelo tratamento com a DRS1 em todas as
concentracdes, exceto para a concentracao 0,5 pL/mL (p = 0,1110), que
reduziu excessivamente (mediana = 12,9%), abaixo do controle com DMSO
(mediana = 24,45%), podendo indicar uma possivel falha metodolégica
(Figura 9).

A viabilidade de hemécias parasitadas melhorou de 33,8% para
66,8% na concentracdo 0,25 pL/mL (p < 0,0001), para 71,9% na concentragéo
1 pL/mL (p < 0,0001) e para 50,8% na concentracdo 2 pL/mL (p = 0,0084;
Figura 9).
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Figura 9. Percentual de células THP1 viaveis incubadas com hemécias parasitadas (HP) e 0,25 pL/mL,
0,5 pL/mL, 1 pL/mL e 2 pL/mL DRS-01 durante 24, 48 e 72 horas (n=5). Um valor de p entre 0,05 e
0,01 é indicado por um asterisco (*), um valor de p entre 0,01 e 0,001 é indicado por dois asteriscos (**).
Um valor de p entre 0,001 e 0,0001 ¢é indicado por trés asteriscos (***) e um valor de p menor que 0,0001
é indicado por quatro asteriscos (****). ANOVA e teste Sidak’s para multiplas comparagdes.

Para averiguar se a reducéo observada foi provocada por lise celular,
foi realizado avaliacdo do DLH, mostrando que o tratamento com DRS-01 néo
teve influéncia sobre a liberacdo de conteudo celular em nenhuma

concentracédo e em nenhum dos periodos testados (nas 24 horas, p = 0,0975;
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48 horas, p = 0,5016; e 72 horas, p = 0,0827; Kruskal-Wallis, seguido de teste
Dunn’s; Figura 10).
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Figura 10. Absorvancia de DHL em células THP1 viaveis incubadas com hemécias parasitadas (HP)
durante 24, 48 e 72 horas (n=5). N&do foram observadas diferencas estatisticamente significativas em
comparagdo com o grupo basal. Um valor de p entre 0,05 e 0,01 é indicado por um asterisco (*), um
valor de p entre 0,01 e 0,001 é indicado por dois asteriscos (**). Um valor de p entre 0,001 e 0,0001 é
indicado por trés asteriscos (***) e um valor de p menor que 0,0001 ¢é indicado por quatro asteriscos
(****). Kruskal-Wallis, seguido de teste Dunn’s.

5.5. A DRS-01 aumenta a producéo de espécies reativas de nitrogénio

(ERN) pelos mondcitos.

Uma vez que a DRS-01 influéncia na atividade metabdlica e/ou
viabilidade das células THP1, bem como € capaz de ter um pequeno efeito
tardio, melhorando a viabilidade de células estimuladas com hemacias
parasitadas, procurou-se avaliar sua influéncia na funcdo de producdo de
espécies reativas pelos monocitos THP1. Com base nos resultados de
viabilidade, as concentra¢cbes de 0,5 e 1 pL/mL foram escolhidas para as
proximas avaliagdes.

Apbs 24 horas, os resultados indicam um aumento na produgéo de
espécies reativas de nitrogénio (ERN) pelas células THP1 de tratamento com
DRS-01 na concentracdo de 0,5 puL/mL (aumento de 75,3%; p = 0,00129,
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ANOVA e teste Sidak’s para multiplas comparagées) e 1 pL/mL (aumento de
117,1%; p = 0,0003, ANOVA e teste Sidak’s para multiplas comparag¢des) em
comparacao com o basal (Figura 11A).

Observou-se diferenca estatisticamente significativa entre os grupos
de células incubadas apenas com heméacias (parasitadas ou ndo) em
comparacao ao basal. A produgcdo de ERNS pelas THP1 aumentou 57,6%
quanto incubadas com hemacias normais (p = 0,0073, teste t) e 33,5% quanto
incubadas com hemé@cias parasitadas (p = 0,0039, test t) (Figura 11B e 11C).

Por sua vez, o tratamento com DRS-01 dos grupos de células
estimulados com as hemacias normais ou parasitadas ndo promoveu
aumento da producdo de ERN em relagcdo ao grupo de hemacias saudaveis
sem tratamento (Figura 11B e 11C). Conforme esperado, o controle positivo
(LPS) do experimento aumentou 1,66 vezes a producdo de ERN em relagéo

ao grupo basal.
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Figura 11. Producao de ERNS apresentada por intensidade média de fluorescéncia (MFI) por monécitos
incubados ou ndo com 0,5 pL/mL e 1 uL/mL DRS-01 durante 24 horas (n=5). A) grupo tratado com DRS-
01. B) grupo incubado com hemécias ndo parasitadas (HN). C) grupo incubado com hemacias
parasitadas (HP). Um valor de p entre 0,05 e 0,01 é indicado por um asterisco (*), um valor de p entre
0,01 e 0,001 é indicado por dois asteriscos (**). Um valor de p entre 0,001 e 0,0001 ¢é indicado por trés
asteriscos (***) e um valor de p menor que 0,0001 é indicado por quatro asteriscos (****). ANOVA e teste
Sidak’s para multiplas comparacoes.
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5.6. A DRS-01 é eficaz na diminuicdo da producdo de ERO pelos

monaocitos estimulados por hemécias parasitadas.

Quanto a producdo de espécies reativas de oxigénio (ERO), o
tratamento com DRS-01 ndo apresentou impacto significativo nos monadcitos
em comparac¢do ao basal (p = 0,1374; ANOVA e teste de Sidak para multiplas
comparacoes; Figura 12A).

N&o se observou um aumento de ERO quando os mondcitos foram
incubados junto com hemacias normais. No entanto, na concentracdo 1
puL/mL, a producdo dessas espécies em relacdo ao grupo de hemacias sem
tratamento aumentou 29,9 vezes (p = 0,0067, Kruskal-Wallis, seguido de teste
Dunn’s; Figura 12B).

JA4 quando os mondcitos foram incubados junto as hemacias
parasitadas, a producéo de ERO elevou 42,2 vezes em comparagéo ao basal
(p = 0,0176). Este grupo, quando tratado com DRS-01, diminuiu a producgéo
de ERO de forma drastica, ficando mais proxima dos niveis basais. Na
concentracdo de 0,5 pL/mL, a producéo reduziu 92,1% (p = 0,0222) e na
concentracéo de 1 pL/mL 93,7% (p = 0,0202) quando comparado ao grupo de
hemécias parasitadas sem tratamento (p = 0,0134; Brown-Forsythe and
Welch ANOVA,; Figura 12C).

Conforme esperado, a producédo de ERO do controle positivo (PMA)

foi 7,2 vezes maior em relagdo a producéo basal.
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Figura 12. Producao de EROS apresentada por intensidade média de fluorescéncia (MFI) por mondcitos
incubados ou ndo com 0,5 pL/mL e 1 uL/mL DRS-01 durante 24 horas (n=5). A) grupo incubado apenas
com o tratamento®. B) grupo incubado com hemacias néo parasitadas (HN) e tratamento?. C) grupo
incubado com hemacias parasitadas (HP) e tratamento®. Um valor de p entre 0,05 e 0,01 é indicado por
um asterisco (*), um valor de p entre 0,01 e 0,001 é indicado por dois asteriscos (**). Um valor de p entre
0,001 e 0,0001 é indicado por trés asteriscos (***) e um valor de p menor que 0,0001 é indicado por
quatro asteriscos (****). Kruskal-Wallis, seguido de teste Dunn’s, ?Kruskal-Wallis, seguido de teste
Dunn’s, *Brown-Forsythe and Welch ANOVA.

5.7. A DRS-01 interfere na producdo de algumas citocinas
inflamatérias, mas ndo € capaz de modificar a resposta de mondcitos

estimulados com hemacias

Ainda avaliando a funcionalidade das células THP1 durante a
exposicdo as hemacias e sob tratamento com DRS-01, as citocinas
produzidas nestas interagcdes foram quantificadas no sobrenadante das
culturas apoés 24h.

Em relacéo ao tratamento com DRS-01, os resultados mostram que
houve aumento na producdo de IL-8 pelos mondcitos tratados. A
concentragéo dessa citocina aumentou 108,8% e 100% respectivamente, com
os tratamentos 0,5 pL/mL (mediana = 119,2 pg/mL; p=0,0113) e 1 pL/mL
(114,2 pg/mL; p=0,0139) em relagcdo ao basal (57,1 pg/mL) (p = 0,0130,
ANOVA uncorrected Fisher's LSD; Figura 13).

Além disso, nota-se um leve aumento dessa citocina no grupo de
hemacias néo parasitadas, passando para 103,9 pg/mL, 181,9% a mais em
relacdo ao grupo basal (p = 0,0627, ANOVA uncorrected Fisher's LSD). No
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entanto, quando os mondcitos estimulados com as hemacias normais séo
tratados com DRS-01 esse incremento é perdido. A concentracdo de 0,5
pL/mL resultou em uma producao de 45,7 pg/mL (p = 0,0161), enquanto a
concentracdo de 1 pL/mL levou a uma producéo de 56,25 pg/mL (p = 0,0428).
Por outro lado, ndo se observa aumento semelhante quando as células séao
incubadas com hemé@cias parasitadas (45,48 pg/mL), ficando todos os grupos,
independente da presenca ou ndo de DRS-01, proximos ao basal (Figura 13).

Chama-se atencdo para o tratamento dos mondcitos com 1pL/mL,
onde os grupos estimulados com hemacias parasitadas (67,40 pg/mL) ou ndo
(56,25 pg/mL) e tratados com 1 pL/mL apresentaram uma quantidade
significativamente menor de IL-8 em relacdo ao grupo tratado com a mesma
concentracéo (114,7 pg/mL), mas sem o estimulo das hemacias (p = 0,0334
vs. hemécias parasitadas; p = 0,0092 vs. hemécias ndo parasitadas). Um
resultado semelhante foi observado entre o grupo tratado com 0,5 pL/mL sem
hemacias e o grupo tratado com heméacias normais (p = 0,0033, ANOVA
uncorrected Fisher's LSD; Figura 13).

Em relacdo a IL-12p70, tanto no grupo estimulado com as hemacias
normais (1,900 pg/mL) quanto os estimulados com as hemacias parasitadas
(1,140 pg/mL), a producéo de citocinas pelos mondcitos diminuiu em relagéo
ao basal (2,785 pg/mL). Quando a DRS-01 foi adicionada no tratamento na
concentracdo 0,5 e 1 pL/mL (mediana = 0,5900 pg/mL e 1,680 pg/mL
respectivamente), a producéo da IL-12p70 pelos mondcitos ndo estimulados
(2,785 pg/mL) caiu. Nos grupos estimulados com as hemacias, o tratamento,
independente da concentragdo, manteve o0s niveis da citocina baixa em
relacdo ao basal e praticamente na mesma quantidade em relacdo aos grupos
com hemacias sem tratamento (p = 0,1461, ANOVA uncorrected Fisher's
LSD; Figura 14).
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Figura 13. Producéo de IL-8 (pg/mL) por monécitos incubados ou ndo com 0,5 pL/mL e 1 pL/mL DRS-
01 durante 24 horas (n=5). Um valor de p entre 0,05 e 0,01 é indicado por um asterisco (*), um valor de
p entre 0,01 e 0,001 é indicado por dois asteriscos (**), um valor de p entre 0,001 e 0,0001 é indicado
por trés asteriscos (***) e um valor de p menor que 0,0001 é indicado por quatro asteriscos (****). ANOVA

uncorrected Fisher's LSD.
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Figura 14. Producéo de IL-12p70 (pg/mL) por mondcitos incubados ou ndo com 0,5 pL/mL e 1 pL/mL
DRS-01 durante 24 horas (n=5). Um valor de p entre 0,05 e 0,01 é indicado por um asterisco (*), um
valor de p entre 0,01 e 0,001 é indicado por dois asteriscos (**), um valor de p entre 0,001 e 0,0001 é
indicado por trés asteriscos (***) e um valor de p menor que 0,0001 é indicado por quatro asteriscos
(****). ANOVA uncorrected Fisher's LSD.
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Um padrao semelhante foi observado na producao de IL-6 (Figura 15).
Percebe-se que essa citocina apresentou reducdo significativa com o
tratamento de 0,5 pL/mL DRS-01, passando do basal 1,8 pg/mL para 0,5
pg/mL. Isso também foi observado quando estimuladas com hemacias
parasitadas, passando para 0,8 pg/mL (p < 0,0001, ANOVA, seguido por teste
Tukey).
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Figura 15. Producgéo de IL-6 (pg/mL) por monécitos incubados ou ndo com 0,5 pL/mL e 1 pL/mL DRS-
01 durante 24 horas (n=5). Um valor de p entre 0,05 e 0,01 é indicado por um asterisco (*), um valor de
p entre 0,01 e 0,001 ¢é indicado por dois asteriscos (**), um valor de p entre 0,001 e 0,0001 é indicado
por trés asteriscos (***) e um valor de p menor que 0,0001 é indicado por quatro asteriscos (****).
ANOVA, seguido por teste Tukey.

Nos resultados de TNF (p = 0,8020; Brown-Forsythe and Welch
ANOVA; Figura 16), IL-10 (p = 1,1024, Ordinary one-way ANOVA; Figura 17)
e IL-18 (p = 0,2190, Brown-Forsythe and Welch ANOVA; Figura 18), nem as
hemacias normais, nem as parasitadas, alteraram a producao de citocinas em
relacdo ao basal. Da mesma forma, a DRS-01 nao teve impacto na producéo

de citocinas dos mondcitos estimulados ou ndo com hemacias.
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Figura 16. Producdo de TNF (pg/mL) por mondcitos incubados ou ndo com 0,5 pL/mL e 1 pL/mL DRS-
01 durante 24 horas (n=5). Um valor de p entre 0,05 e 0,01 € indicado por um asterisco (*), um valor de
p entre 0,01 e 0,001 é indicado por dois asteriscos (**), um valor de p entre 0,001 e 0,0001 é indicado
por trés asteriscos (***) e um valor de p menor que 0,0001 € indicado por quatro asteriscos (****). Brown-
Forsythe and Welch ANOVA.
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Figura 17. Producéao de IL-10 (pg/mL) por mondcitos incubados ou ndo com 0,5 uL/mL e 1 uL/mL DRS-
01 durante 24 horas (n=5). Um valor de p entre 0,05 e 0,01 é indicado por um asterisco (*), um valor de
p entre 0,01 e 0,001 é indicado por dois asteriscos (**), um valor de p entre 0,001 e 0,0001 é indicado
por trés asteriscos (***) e um valor de p menor que 0,0001 é indicado por quatro asteriscos (****).
Ordinary one-way ANOVA.
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Figura 18. Producéo de IL-1 (pg/mL) por mondcitos incubados ou ndo com 0,5 pL/mL e 1 pL/mL DRS-
01 durante 24 horas (n=5). Um valor de p entre 0,05 e 0,01 € indicado por um asterisco (*), um valor de
p entre 0,01 e 0,001 é indicado por dois asteriscos (**), um valor de p entre 0,001 e 0,0001 é indicado
por trés asteriscos (***) e um valor de p menor que 0,0001 ¢ indicado por quatro asteriscos (****). Brown-
Forsythe and Welch ANOVA.

Para garantir que o experimento para dosar citocinas foi realizado
adequadamente, 5 monoplicatas de LPS foram adicionadas como controle
positivo. Os resultados mostraram que as células foram capazes de responder
ao estimulo de LPS (exceto IL-10 e IL-12p70) em relagédo aos grupos basais.
Os seguintes resultados em % foram maiores que o valor de pg/mL basal:
22.983% (IL-8), 218,7% (IL-6), 2.895,8% (TNF), 1.034,8% (IL-1B).

5.8. Efeito do tratamento com DRS-01 sobre a expressao dos
promotores génicos RelA e RelB da via do NF-kB, em mondcitos

estimulados ou ndo com hemacias parasitadas

Considerando que a DRS-01 teve influéncia na producéao de espécies
reativas e citocinas pré-inflamatérias, a expressdo dos promotores génicos
RelA e RelB da via do NF-kB que regula os mediadores citados foi avaliada

apos 24 horas nos grupos de estudo.
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Nos resultados obtidos, de forma geral, ndo houve aumento

significativo desses promotores. No caso do promotor RelA houve um

aumento de 13,39% de RelA (p = 0,0192) quando o grupo de hemécias

parasitadas foram tratadas com 1 pL/mL de DRS-01 em comparac¢&o ao grupo

de hemacias parasitadas sem tratamento (p = 0,0842 para RelA e p = 0,4413

para RelB; Kruskal-Wallis, seguido de teste Dunn’s; Figura 19A).

A) B)
300 300+
250 250
@
2 200 S 200- T
o o= —
150 i 150 .l
100 100

Q"b

.
]
& o B

DRS-01

I\ I I 1 I | I I T
N N N
DRS-01 DRS-01 DRS-01

Figura 19. Producéo de A) RelA (p65) e B) RelB apresentada por intensidade média de fluorescéncia
(MFI) por monécitos incubados ou nao com 0,5 pL/mL e 1 pyL/mL DRS-01 durante 24 horas (n=5). Nao
foram observadas diferencas estatisticamente significativas em compara¢do com o grupo basal. Um
valor de p entre 0,05 e 0,01 é indicado por um asterisco (*), um valor de p entre 0,01 e 0,001 é indicado
por dois asteriscos (**). Um valor de p entre 0,001 e 0,0001 é indicado por trés asteriscos (***) e um
valor de p menor que 0,0001 é indicado por quatro asteriscos (****). Kruskal-Wallis, seguido de teste

Dunn’s.
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5.9. Resumo dos resultados obtidos

Tabela 01: Resumo de resultados das avaliacdes em relacéo ao grupo basal

em 24 horas.
- DRS-01 DRS-01 DRS-01 DRS-01

Analise HN HP (0,.25) (0.5) ) @)
MTT NA NA ! ! ! !
DLH NA NA NA NA NA NA
EROS NA T SR NA NA SR
ERNS T T SR T T SR
RelA NA NA SR NA NA SR
RelB NA NA SR NA NA SR
IL-8 NA NA SR 0 0 SR
IL-1B NA NA SR NA NA SR
IL-6 NA l SR l NA SR
IL-10 NA NA SR NA NA SR
TNF NA NA SR NA NA SR
IL-12p70 l l SR l l SR

1: aumento, |: diminuigdo, NA: ndo alterou; SR: ndo avaliado/ sem resultado

Tabela 02: Resumo de resultados das avaliagBes em relagédo as
hemdcias normais em 24 horas.

Hemé&cia ndo parasitada (HN)
Analise . DRS-01 | DRS-01 | DRS-01 | DRS-01

(0,25) (0,5) 1) )
MTT NA ! NA NA NA
DLH NA NA NA NA NA
Hemoglobina NA NA l l l
EROS 1 SR NA ) SR
ERNS NA SR NA NA SR
RelA NA SR NA NA SR
RelB NA SR NA NA SR
IL-8 NA SR ! ! SR
IL-1B NA SR NA NA SR
IL-6 NA SR NA NA SR
IL-10 NA SR NA NA SR
TNF NA SR NA NA SR
IL-12p70 NA SR NA NA SR

1: aumento, |: diminuigdo, NA: ndo alterou; SR: ndo avaliado/ sem resultado



Tabela 03: Resumo de resultados das avaliacbes em relagdo as
hemdacias parasitadas em 24 horas.

Heméacia parasitada (HP)
Analise HN DRS-01 | DRS-01 | DRS-01 | DRS-01

(0,25) (0,5) (1) (2)
MTT NA NA NA NA NA
DLH NA NA NA NA NA
Hemoglobina NA NA l l l
EROS l SR l l SR
ERNS NA SR NA NA SR
RelA NA SR NA T SR
RelB NA SR NA NA SR
IL-8 NA SR NA NA SR
IL-18 NA SR NA NA SR
IL-6 NA SR NA NA SR
IL-10 NA SR NA NA SR
TNF NA SR NA NA SR
IL-12p70 NA SR NA NA SR

1: aumento, |: diminui¢cdo, NA: ndo alterou; SR: ndo avaliado/ sem resultado

Tabela 04: Resumo de resultados das avaliacbes em relagdo ao grupo
basal em 48 horas.

- DRS-01 | DRS-01 | DRS-01 | DRS-01
Andlise HN HP
(0,25) (0,5) (2) (2)
MTT ! NA l l l l
DLH NA NA NA NA NA NA

1: aumento, |: diminuigcdo, NA: ndo alterou; SR: ndo avaliado/ sem resultado

Tabela 05: Resumo de resultados das avaliagbes em relagdo as
hemacias normais em 48 horas.

Hemécia ndo parasitada (HN)
Analise . DRS-01 | DRS-01 | DRS-01 | DRS-01
(0,25) (0,5 €)) 2
MTT 1 1 1 1 1
DLH NA NA NA NA NA

1: aumento, |: diminuigdo, NA: ndo alterou; SR: ndo avaliado/ sem resultado



Tabela 06: Resumo de resultados das avaliacdes em relacdo as
hemdacias parasitadas em 48 horas.

Hemacia parasitada (HP)
Andlise N DRS-01 | DRS-01 | DRS-01 | DRS-01
(0,25) (0,5) (1) (2)
MTT l NA NA NA NA
DLH NA NA NA NA NA

1: aumento, |: diminuigdo, NA: ndo alterou; SR: ndo avaliado/ sem resultado

Tabela 07: Resumo de resultados das avaliacbes em relagcdo ao grupo
basal em 72 horas.

- DRS-01 | DRS-01 | DRS-01 | DRS-01
Andlise HN HP (0,25) (0,5) 1) @)
MTT ! ! ! ! !
DLH NA NA NA NA l l

1: aumento, |: diminuigdo, NA: ndo alterou; SR: ndo avaliado/ sem resultado

Tabela 08: Resumo de resultados das avaliagfes em relacédo as

heméacias normais em 72 horas.

Hemé&cia ndo parasitada (HN)
Analise - DRS-01 | DRS-01 | DRS-01 | DRS-01
(0,25) (0,5) €] )
MTT NA T T T T
DLH NA NA NA l NA

1: aumento, |: diminuigdo, NA: ndo alterou; SR: ndo avaliado/ sem resultado

Tabela 09: Resumo de resultados das avaliagfes em relacédo as
hemacias parasitadas em 72 horas.

Hemacia parasitada (HP)
Anélise N DRS-01 | DRS-01 | DRS-01 | DRS-01
(0,25) (0,5) (1) (2)
MTT NA 1 NA 7 i
DLH NA NA NA NA NA

1: aumento, |: diminuigdo, NA: ndo alterou; SR: ndo avaliado/ sem resultado
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DISCUSSAO



Sendo a malaria uma doenca que afeta uma parte significativa da
populacdo mundial, especialmente nas regides endémicas, estando
associada a altas taxas de morbimortalidade e impactos econémicos, o estudo
dos mecanismos da resposta imune ao plasmaodio, bem como a identificacéo
de possiveis moléculas capazes de aprimorar a resposta imunoldgica e
eliminar a parasitemia, é fundamental. Isso € amplificado pelo risco de
resisténcia aos antimalaricos. Assim, esse trabalho apresentou pela primeira
vez a acdo da dermasseptina 1 na resposta de mondcitos humanos contra
Plasmodium falciparum, o principal agente causador da maléria grave.

Em conjunto, nossos dados mostraram que a dermosseptina 01
sozinha influéncia em aspectos importantes do metabolismo fisiolégico do
mondcito e na resposta celular as hemacias parasitadas. Esse conjunto de

resultados sera, portanto, discutido nesta secao.

7

6.1. A DRS-01 é capaz de causar citotoxicidade em mondcitos,

independente da presenca de plasmadio.

Nossos resultados mostram que a dermosseptina promoveu perda de
viabilidade dos mondcitos em 24, 48 e 72 horas em todas as concentracdes
testadas. Embora existam estudos mostrando que as dermosseptina sdo
pouco citotéxicas para células saudaveis, esse efeito € dependente do tipo
celular, do tipo de DRS, tempo e concentracdes de tratamento (NICOLAS;
AMICHE, 2006; ZHU et al., 2018).

No estudo de Oliveira (2015), diferentes concentragdes de DRS-01 (1
e 16 pg/mL) provocaram reducao na viabilidade de macréfagos peritoneais de
camundongos Swiss. De forma semelhante, outros estudos com células de
linhagem monociticas demonstram morte celular provocada pela DRS. Como
exemplo, o estudo de Cano (2012), que demonstrou que a dermosseptina S1
foi capaz de gerar uma queda na viabilidade de células das linhagens de

macréfagos murinos J774 e de monécitos humanos U937 em concentragdes
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que variaram entre 6,25 e 50,0 ug/mL. No entanto, esse efeito foi geralmente
restrito a concentragbes muito altas, diferente do presente estudo, que avaliou
a viabilidade de mondécitos em concentracdes bem menores de DRS-01.
Certamente, essas diferencas podem ser atribuidas a variacdes
metodoldgicas entre os estudos.

Por exemplo, o tempo de tratamento varia consideravelmente entre
0s estudos: enquanto uns avaliaram a viabilidade celular ap6s 1 a 2 horas de
exposicdo, nosso estudo analisou periodos mais longos, de 24, 48 e 72 horas.
Além disso, os métodos de analise também diferem, visto que a viabilidade
celular foi determinada por contagem direta de células viaveis usando
coloragdo com nigrosina ou azul de tripano em outros estudos, enquanto
neste estudo foi principalmente empregada a técnica de MTT, que avalia o
metabolismo celular mitocondrial e ndo refletem necessariamente morte
celular, como ocorre nos ensaios diretos (VAN TONDER; JOUBERT;
CROMARTY, 2015).

E importante considerar, que o mecanismo de acio das DRS decorre
principalmente da sua interagéo direta nas membranas lipidicas, promovendo
sua permeabilizacdo e ruptura (AMICHE; GALANTH, 2011). Diante disso,
buscamos entender se a perda de viabilidade das THP1 foi decorrente da lise
celular por meio da dosagem de DLH no sobrenadante das culturas.
Curiosamente, nossos resultados sugerem fortemente que a interacdo do
peptideo em baixas concentracdbes ndo promoveu morte celular por
rompimento da membrana, e que provavelmente os resultados do MTT se
devem a alterac6es metabdlicas ocasionadas pela interacdo do peptideo na
membrana celular, o que poderia ter provocado uma morte celular apoptética,
sem liberacdo do seu conteudo intracelular.

De forma semelhante, Long et al. (2019) observou que a
dermosseptina PS1 foi capaz de induzir proteinas marcadoras da cascata
apoptética intrinseca de células de glioblastoma humano. Utilizando técnicas
de MTT e DLH, o estudo também mostrou a capacidade do peptideo de

reduzir a viabilidade sem apresentar indicios de dano mecanico a membrana.
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Apesar da perda de viabilidade observada, nota-se que em 72 horas,
conforme a concentragdo aumenta, ocorre uma perda parcial na capacidade
da DRS-01 em influenciar na viabilidade celular dos mondcitos. Isso pode ter
ocorrido pela perda de eficacia do peptideo ou pela adaptacdo dos mondcitos
em regular a apoptose nas concentracdes mais altas, porém estudos diretos

s8o necessarios para investigar essas hipoéteses.

6.2. Ciclo parasitario e citotoxicidade provocada pelas hemacias

parasitadas e nao parasitadas

Ao longo dos periodos propostos neste trabalho, houve uma perda
gradual na viabilidade dos mondcitos incubados somente com hemécias ndo
parasitadas. Acreditamos que isso ocorra porque, ao longo do tempo, o
contato com as células THP1 possibilita a fagocitose de hemacias saudaveis
e envelhecidas presentes na cultura. Ainda, ressaltamos que utilizamos em
nossas culturas meio suplementado com pool de soro humano, o que pode
ter favorecido a opsonizacao e fagocitose das hemacias (MEINDERTS et al.,
2017). Assim, a fagocitose das hemacias pode provocar a ativacéo celular que
altera o balanco energético, aumenta a necessidade nutricional e regulacédo
da resposta imune; e no meio, as condi¢cdes de suplementacéo sao finitas. De
fato, diariamente, hemacias envelhecidas séo fagocitadas via CD47-SIRPa
por mondcitos, 0 que ativa o inflamassoma como resposta; em contrapartida,
ocorre aumento de autofagia (LI et al., 2022) que pode levar os mondcitos a
morte. Esse tipo de morte pode responder pela perda de viabilidade no ensaio
do MTT sem liberacédo evidente de conteudo intracelular para o meio, como
demonstrado pelo DLH.

Soma-se ao entendimento acima, o fato de que as hemacias podem
ter se rompido naturalmente ao longo do tempo, explicando em parte o
resultado do DLH que evidenciou a liberacdo desta enzima no grupo

estimulado com hemacias normais apés 72 horas quando comparado com o
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periodo de 24 horas. Sabe-se que as isoenzimas lactato desidrogenase (DLH)
do tipo 1 e do tipo 2 estdo amplamente distribuidas no citoplasma das
hemécias (MENDES et al., 2019) que quando rompidas pode ser detectada
pela dosagem de DLH no meio.

Uma vez rompida, a hemacia também pode liberar produtos que sao
reconhecidos pelos mondcitos como um padrdo molecular de dano. E o caso
da hemoglobina, que quando livre, forma um complexo com a haptoglobina,
capaz de ser reconhecido através do receptor CD163 de mondcitos,
promovendo sua endocitose. Apds da endocitose, o complexo hemoglobina-
haptoglobina é degradada nos lisossomos liberando moléculas de heme, que
entdo sdo degradadas pela heme oxigenase-1 (HO-1), que resulta na
liberacdo de ferro, biliverdina e monoxido de carbono (DE OLIVEIRA;
DENADAI; COSTA, 2022; NIMZ et al., 2023).

Embora esse processo seja necessario para a homeostase, a heme
possui potencial de perturbar processos celulares, tornando-a citotdxica sobre
certas condicdes, particularmente quando ndo é devidamente regulada, sendo
capaz de causar danos ao DNA, peroxidacdo lipidica e desnaturacdo de
proteinas (WIJAYANTI; KATZ; IMMENSCHUH, 2004).

Por sua vez, quando as hemacias parasitadas foram utilizadas no
estudo, houve uma diminuicdo acentuada na viabilidade do MTT e aumento
na liberacdo de DHL somente nas 72hrs. Provavelmente, isso possa ser
explicado pelo ciclo do plasmddio dentro da hemacia, visto que alguns relatos
mostram que o parasito € capaz de prevenir a hemdlise precoce através do
consumo da hemoglobina, reduzindo assim a presséo coloidosmética dentro
das heméacias parasitadas (MAURITZ et al., 2009).

Esse fato pode responder pelo ndo rompimento das hemacias
parasitadas nas 48h, o que refletiu na melhor viabilidade dos mondcitos. Ja
apos este periodo, o rompimento das hemacias apds a esquizogonia, libera,
além do conteudo intracelular, os antigenos parasitarios o que pode ter
impactado na viabilidade dos mondcitos pela alta demanda energética e

ativacao.
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6.3. DRS-01 melhora a viabilidade de mondécitos estimulados por

hemacias parasitadas

De maneira geral, o tratamento com DRS-01 reverteu a perda de
viabilidade das células THP1 que estavam em contato com as hemacias
normais nos periodos de 24 e 48 horas praticamente em todas as
concentracdes, chegando proximos aos basais nas concentra¢cdes mais altas.

A DRS-01 é um peptideo recém-descoberto, pouco ainda se conhece
das suas interacbes celulares, contudo é possivel que a melhora da
viabilidade das células estimuladas com hemacias normais seja reflexo de
uma acao direta em vias celulares na THP1 e/ou porque o peptideo intergiu
com a hemacia mascarando moléculas de superficie utilizadas para
reconhecimento do fagdcito. De fato, Brand et al. (2002) demotrram que a da
DRS-01 tem capacidade de interagir com a bicamada da membrana
eritrocitaria, de uma maneira sem provocar danos. Esse efeito também foi
observado com outras DRS, como descrito por Ghosh et al. (1997) utilizando
DRS-S3. Por outro lado, € possivel que esta interacdo do peptideo com as
hemécias, o indisponibilize para interagir com os mondécitos.

Ja com o grupo de células em contato com as hemacias parasitadas
esse efeito s6 ocorreu apos 72 horas de forma marcante com praticamente
todas as concentracdes, porém, a viabilidade ndo chegou préxima aos valores
basais.

Segundo Salay et al. (2011), a acdo da DRS-01 ocorre pela sua
afinidade por membranas negativamente carregadas, como a membrana da
Leishmania. De forma semelhante, o0 mesmo pode ser presumido para o
plasmaodio, que apresenta carga negativa em grande parte da sua superficie,
com excecdo do complexo apical, importantes na orientacdo e invasao das
hemécias (AKAKI et al., 2002). Portanto, sendo possivel esta interacdo, a
DRS-01 poderia reduzir a quantidade de parasitas presentes, aliviando o

impacto sobre as células imunes e, assim, favorecendo sua viabilidade.
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Estudos prévios corroboram essa ideia; Ghosh et al. (1997)
demonstraram que a DRS-S4 e DRS-S3 foram capazes de interagir
diretamente com a membrana do P. falciparum, embora a DRS-S4 tenha
apresentado citotoxicidade para hemacias saudaveis. JA a DRS-S3 ficou
retida na membrana plasmatica das hemacias saudaveis sem provocar sua
ruptura. Além disso, ambas DRS foram capazes de inibir a incorporacédo da
hipoxantina pelo parasito, sendo ela um importante componente para o
metabolismo energético do plasmddio (GHOSH et al., 1997).

Um resultado semelhante foi observado por Krugliak et al. (2000) e
Dagan et al. (2002), que testaram derivados de DRS-S4 capazes de lisar
seletivamente as hemaéacias infectadas. Proafio-Bolafios (2024) também
observou o efeito antiplasmodial da dermaseptina-SP2 em cepas de
plasmaodio resistentes ou ndo a multiplas drogas.

Ainda, é reconhecido que as dermaseptinas e seus analogos
apresentam atividade litica in vitro, possuindo acdo contra uma ampla gama
de microrganismos de vida livre (NICOLAS; AMICHE, 2006). Brand et al.
(2002) demonstrou a atividade tripanocida da DRS-01 utilizando formas
sanguineas de T. cruzi, incubados durante 2 horas, sendo a populacao de
células reduzida a um nivel indetectavel, sem provocar alteracdo na
populacdo de células sanguineas. Ja Oliveira (2015) observou que o peptideo
foi capaz de destruir formas amastigotas intracelulares de Leishmania
amazonensis a partir de baixas concentracdes e de maneira dose-
dependente. Em seus resultados, o peptideo mostrou capacidade microbicida
sem provocar a morte celular de macréfagos infectados. Zampa et al. (2009)
também observou que a DRS-01 inibiu o crescimento do parasita L. chagasi
e Hernandez et al. (1992) verificou a auséncia de crescimento da L. mexicana
incubada com meio de cultura por 3 dias apos o tratamento com DRS. Diante
desses achados, fica evidente que a DRS-01 e outros analogos apresentam
um potencial microbicida significativo, atuando sobre uma vasta gama de

protozoarios.
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6.4. DRS-01écapazde alterar aproducédo de ERO e ERN em mondcitos

estimulados ou néo por P. falciparum

Como discutido anteriormente, € possivel que o tratamento com DRS-
01 tenha atuado nas vias intracelulares das células THP1. Um dos principais
mecanismos de reposta de mondcitos € sua capacidade microbicida que
neste contexto produz espécies reativas para auxiliar nos mecanismos de
degradacédo de antigenos via fagocitose.

De fato, observamos que a DRS-01 é capaz de promover aumento de
ERN no interior das células tratadas nas concentracdes de 0,5 e 1 uL/mL de
DRS-01. De modo semelhante, a producéo dessas espécies € aumentada na
presenca de hemacias parasitadas ou ndo, sendo que esse aumento nao €
afetado pelo tratamento com DRS-01. Assim como no estudo de Oliveira
(2015), onde a producéao de NO foi avaliada no sobrenadante da cultura de
macréfagos peritoneais de camundongos, infectados ou ndo com L.
amazonensis e incubados por 24 horas, com ou sem DRS-01, e concluiu que
h&a uma maior producédo desses radicais em concentracdes maiores que 4
pg/mL, tanto em macréfagos peritoneais infectados e nao infectados. Porém,
nosso achado descreve pela primeira vez o efeito estimulado da DRS-01,
utiizando a quantificacdo intracelular, em mondcitos THP1 e em
concentracfes mais baixas.

Em contrapartida, no nosso estudo quando o tratamento foi
adicionado ao grupo de hemécias normais e ao grupo de hemécias
parasitadas a produgao de ERN intracelulare ndo aumenta.

E importante mencionar que entre as espécies reativas de nitrogénio,
encontra-se o oOxido nitrico (NO). Nas células, essa espécie reativa €
sintetizada principalmente a partir da L-argina e catalisada por trés enzinas
diferentes, 6xido nitrico sintase neuronal (nNOS), induzivel (iNOS) e endotelial

(eNOS). Ainda, o NO ¢é sintetizado no citoplasma celular e se difunde
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rapidamente através da membrana, podendo apresentar diversos efeitos
citotéxicos. Como exemplo, sdo capazes de interagir rapidamente com outros
radicais, como o Oz gerando uma alta quantidade de peroxinitrito (ONOO"),
no qual é capaz de danificar proteinas, DNA, provocar disfuncao mitrocondrial
e consequentemente a morte celular (PREDONZANI et al., 2015).

Na maléria, a producdo excessiva de NO apresenta um papel
importante na imunopatologia da doenca, no entanto, sua significancia clinica
ainda é alvo de muito debate (NAHREVANIAN, 2006). Se por um lado, a
producdo excessiva de NO pode levar a inflamacao sistémica e disfuncao
celular, potencialmente exacerbando a (gravidade da doenca
(NAHREVANIAN, 2006; DOBBS; CRABTREE; DENT, 2019), a auséncia
desse radical em modelos murinos tem sido associada a inflamacao
exacerbada, dano hepético e aumento da mortalidade (OLIVEIRA-LIMA et al.,
2013; TRIPATHY; ROY, 2015; BARBOSA et al., 2021).

Isso pode ocorrer, pois em condicbes de hemdlise, as células
fagociticas enfrentam grandes desafios ao encontrarem niveis elevados de
hemoglobina ou heme livre. A endocitose dessas moléculas resulta no
acumulo de hemoglobina e heme dentro dos fagocitos, ativando a heme
oxigenase-1 (HO-1), o que aumenta a producdo de monoxido de carbono
(CO). O CO, bem como o NO, possuem efeitos antiinflamatérios e
citoprotetores potentes, capazes de atuar como inibidores reversiveis da
respiragdo mitocondrial, competindo com o O? pela ligacéo a fracdo heme da
enzima citocromo c¢ oxidase (COX). Isso produz um feedback negativo na
producéo de espécies reativas de oxigénio mitocondrial (MtROS), o que inibe
a reacao de Fenton mediada pela NADPH oxidase (NOX), diminuindo a
formacdo de radicais de oxigénio (SCHAER et al., 2006; DUTRA; BOZZA,
2014; MULLEBNER et al., 2018).

De fato, observamos que a producdo de EROs pelas THP1 nao é
afetada pelo tratamento com a DRS-01. Porém, o peptideo apresenta uma
acdo imunomoduladora na presenca das hemécias, aumentado a producéo
de EROs na concentracdo mais alta no grupo de hemacias normais, e

diminuindo a mesma producdo em ambas as concentracdes na infeccao pelo

64



plasmaodio, que reconhecidamente aumenta a producdo de espécies reativas
de oxigénio. Provavelmente isso inclusive responda pela melhora de
viabilidade no grupo de hemacias normais e no grupo com heméacias
parasitadas.

O aumento observado na producédo de espécie reativas de oxigénio
no grupo incubado com hemécias ja era esperado, pois, ja esta bem
estabelecido que a infec¢ao pelo plasmaodio leva ao acumulo de hemozoina
no interior dos fagdcitos e aumenta a producéo de mediadores inflamatérios,
como citocinas e quimiocinas, além de promover a migracao de leucdcitos,
sendo a geracao de radicais hidroxila (OH¢), uma ERO, apontada como
principal razdo pelo estresse oxidativo e ativagdo da caspase-9, levando a
apoptose (DEY et al., 2009; TRIPATHY; ROY, 2015; REDZA-DUTORDOIR;
AVERILL-BATES, 2016).

A producéo de EROS aumentada pode inclusive responder pela perda
de viabilidade no grupo de célula estimuladas com a hemacias parasitadas,
isso porque o “burst” oxidativo em condigcbes patoldgicas provoca a
peroxidacao lipidica, apontada principal mecanismos de dano a membrana
bioldgicas (WEIDINGER; KOZLOV, 2015). Esse mecanismo foi demonstrado
por Nielsen e Theander (1989), que observou um aumento significativo desse
mecanismo em mondcitos de casos nao tratados de maléria por P. falciparum.

De forma interessante, na presenca de DRS-01 ha uma reducéo na
producdo de ERO. Uma possivel explicacdo para esse achado seria a
capacidade da dermaseptina interagir com a proteina C quinase (PKC), uma
enzima importante na formacdo de superdéxido em fagdcitos através da
ativacdo da NOX (AMMAR et al., 1998). A interferéncia nesta via poderia
diminuir o “burst” oxidativo dos mondcitos e conferir uma viabilidade melhor

frente a infeccao por plasmaodio.
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6.5. A DRS-01 interfere na producdo de algumas citocinas
inflamatérias, mas ndo € capaz de modificar a resposta de monaocitos

estimulados com hemacias

Outra caracteristica da resposta imune contra os plasmédios € a
producao de citocinas inflamatdrias em resposta a parasitemia, principalmente
por mond@citos que reconhecem os antigenos plasmodiais. Na maléaria grave,
0 excesso de citocinas inflamatorias (TNF-a, IL-1B, IL-6) e uma resposta Thl
desregulada (IFN-y, IL-12, IL-18) podem causar inflamacéo intensa e danos
aos tecidos. A IL-10, apesar de seu papel anti-inflamatorio, nem sempre
consegue controlar essa resposta. Além disso, quimiocinas como IL-8 e CCL2
atraem células imunes. A inflamacao excessiva esta associada a gravidade e
a morte, particularmente quando a proporcao de citocinas pro-inflamatorias é
maior do que as citocinas reguladoras, como TGF-B e IL-10 (DOBBS;
CRABTREE; DENT, 2019; OBEAGU, 2024)

No entanto, no nosso trabalho ndo observamos a producdo das
citocinas TNF, IL-1p3, IL-6, IL-8, IL-10 e IL-12 por mondcitos apés 24 horas de
estimulacdo com hemacias parasitadas. E valido ressaltar que as hemacias
parasitadas foram inseridas contendo trofozoitos, portanto, somente apds 24
horas, estavam se formando os primeiros esquizontes (SIMPSON et al., 2002;
VENUGOPAL et al., 2020). E justamente na fase trofozoitica do ciclo
parasitario que a proteina de membrana do eritrocito 1 de P. falciparum
(PfEMPL) é transportada para a superficie hemacia (MCMILLAN et al., 2013;
VENUGOPAL et al., 2020). De acordo com Sampaio et al. (2017) a presenca
da PfEMP1 impacta na producdo de citocinas. No estudo deste grupo, os
macrofagos murinos tratados com parasitas que expressam a PfEMP1
liberaram menos TNF, IL-13, IL-6 e IL-10 apds 12 horas em comparagao com
macréfagos expostos a parasitas onde o PfEMP1 n&o foi expresso na
superficie, indicando que essa molécula apresenta caracteristicas

imunomoduladora e tem fung&o importante na evaséo imunoldgica.
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Esses resultados foram corroborados por Romero et al. (2024), que
concluiram que a producéo de IL-6 e TNF era mais robusta quando os
mondcitos humanos eram expostos a hemécias infectadas lisadas do que
hemacias infectadas por P. falciparum vivas apds 24 horas, possivelmente
pela interacdo do PfEMP1. Desta forma, consideramos que seria importante
dosar as citocinas no periodo referente a 72 horas de exposicdo com
hemacias parasitadas, em que muitas merozoitos ja teriam sido liberados no
meio de cultura.

Outro ponto importante de ser destacado, é que a sintese e regulacao
das citocinas na malaria podem variar dependendo do tipo de estimulo, da
célula envolvida e do seu estado de ativacdo. A expressao dos genes que
produzem as citocinas também é controlada por fatores epigenéticos e passa
por regulacdo pos-transcricional, mediada pelo mRNA (MAHANTA et al.,
2018; SEGBEFIA et al., 2024). Esses mecanismos sao fundamentais para a
adaptacao do parasita ao ambiente do hospedeiro.

Por outro lado, o maior estimulo para que os mondcitos produzam
citocinas como o TNF, IL1B, IL-6, IL-8 e IL-12 € a presenca do interferon
gamma produzido pelos linfécitos CD4 Thl, células CD8 e NKs
(SCHOENBORN; WILSON, 2007) que nao estavam presentes na nossa
cultura. Por isso, € bem possivel que mesmo existindo o primeiro sinal de
ativacdo dos mondcitos, representados pelos antigenos, o segundo sinal
necessario a producdo de citocinas, que é mediado pelo INF-y, ndo estava
presente. Isso é diferente para as espécies reativas que sao produzidas em
reposta a ativacao mediada por receptores de PAMPs durante o mecanismo
de fagocitose (CRUVINEL et al., 2010).

Quando tratamos as células estimuladas com as hemacias
parasitadas com a DRS-01, o padréo de producéao de citocinas frente ao grupo
somente estimulado com as hemacias parasitadas ndo modificou; embora, o
tratamento sozinho ser capaz de reduzir os niveis de IL-6 e IL-12 e aumentar
0s niveis de IL-8. Esta resposta sugere que a DRS-01 tenha impacto na
supresséo da resposta Thl estimulada por mondcitos. Nesta resposta, a IL-
12 é necesséria para polarizar o perfil Thl e a IL-6 € uma importante citocina
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pré-inflamatéria durante a resposta de fase aguda (OPAL; DEPALO, 2000).
Por outro lado, a producédo de IL-8, principal quimiocinas para neutréfilos,
pode ser produzida, mesmo sem a presenca de citocina como o TNF e IL1-B8
(KOTEPUI et al., 2023). Em conjunto, os dados sugerem que a DRS-01
poderia regular a reposta intravascular hiperinflamatéria nos estados graves
da malaria, melhorando a reposta de neutrdfilos.

6.6. A DRS-01 pouco afeta a ativacdo da via NF-kB em mondcitos

estimulados por hemécias parasitadas

Tanto a producdo de citocinas, quanto a producdo de enzimas
envolvidas na producdo de espécie reativas de oxigénio e nitrogénio sao
reguladas pela via do NF-kB. A via de sinalizagdo NF-kB pode ser ativada por
meio de duas vias principais: canonica e n&do candnica. A via canonica,
também conhecida como cléssica, resulta na ativacdo do RelA, que induz a
expressdo de citocinas pré-inflamatérias e de sobrevivéncia. Ja a via néo
candnica resulta na ativacdo dos dimero RelB/p52, levando a respostas
tipicamente lentas e sustentadas, associada a resposta imune adaptativa e
também a mecanismos proliferativos (MSWELI; PAKALA; SYED, 2024).

Com base nos resultados, nenhuma molécula do NF-kB foi
significativamente ativada, exceto por um leve aumento de RelA no grupo de
heméacias parasitadas tratadas com 1 pL/mL de DRS-01 em comparacao com
as ndo tratadas apos 24 horas. E possivel que essa pouca expressio se
relacione com a producao de IL-8 e aumento de ERNS, ja que a producao da
citocina, bem como, da enzima NOS é controlada pela via can6nica do NF-
kB. No entanto, € necessario averiguar se apos 48 e 72 horas, como discutido
anteriormente, se a producédo em funcdo do aumento de merozoitos liberados
nao afetaria a expressao de RelA e RelB.

Na maléria, o NF-kB é um regulador central da resposta imune e

influencia tanto a defesa do hospedeiro, quanto a patogénese. Na malaria
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cerebral, a ativacdo do RelA foi observada in vitro em células endoteliais
microvasculares do cérebro humano em cultura, como também demostrado in
vivo em camundongos susceptiveis a maléria cerebral (BORGES, 2013;
BASKA; NORBURY, 2022). Além disso, em mondcitos humanos, a ativacao
e translocacdo do RelA levam ao aumento da producédo das citocinas pro-
inflamatérias TNF e IL-1B3. Por outro lado, para a producdo de mediadores
inflamatérios como é o caso das citocinas supracitadas, existe a necessidade
da proteina RelA se dimerizar com o p50 (LIU et al., 2017) ou outra proteina
da familia. Neste estudo, este promotor ndo foi avaliado. Portanto, embora
tenha ocorrido leve aumento na expresséao de RelA, outros promotores do NF-
kB podem nao ter sido impactados (BASKA; NORBURY, 2022).
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CONSIDERACOES FINAIS
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A corrida mundial para encontrar compostos igualmente eficazes para
o0 tratamento da malaria € um topico fundamental que contribui com os
avancos na eliminacao da doenca no mundo. No Brasil, bem como em grande
parte do mundo, o diagnostico e tratamento sdo utilizados como as principais
estratégias de controle da doenca, tornando a resisténcia aos medicamentos
antimaléricos uma séria ameaca a saude publica.

Compostos com atividade antimicrobianas séo apontados como alvos
terapéuticos. Atualmente, os medicamentos utilizados sao aqueles com
capacidade de interferir no metabolismo ou agir diretamente na integridade da
membrana do protozoario. Neste estudo, focou-se em entender o efeito do
tratamento da DRS-01 sobre mondcitos quando estimulados ou nao por
hemécias parasitadas por P. falciparum.

A partir de nossos resultados, constatamos que a DRS-01 por si s6
causa citotoxicidade nos mondcitos sem promover ruptura celular, mas que
na presenca de heméacias, independente da presenca de parasito, o
tratamento foi capaz de melhorar essa condicdo. O tratamento da DRS-01
também previniu hemoélise em concentracdes acima de 0,5 uL/mL. Em funcdo
destes resultados, observamos que as maiores doses (0,5, 1 e 2 pL/mL)
apresentaram melhores resultados, e por isso, averiguamos a capacidade
antioxidativa e perfil de inflamatério das concentracfes de 0,5 e 1 uL/mL de
DRS-01.

Em conjunto, nossos resultados mostraram que o tratamento apos 24
horas promoveu o aumento de ERN nos mondcitos, semelhante ao observado
na presenca de hemécias, independentemente de estarem parasitadas ou
nao, sendo que o tratamento com DRS-01 ndo modificou esse aumento. Por
outro lado, apesar da auséncia na producdo de ERO pelos mondcitos
incubados apenas com DRS-01, a concentracdo de 1 pL/mL foi capaz de
aumentar a producdo desse radical na presenca de hemacias néo
parasitadas. Além disso, as duas concentragfes do peptideo demostraram
capacidade de modular a producdo de ERO pelos mondcitos expostos as
hemacias parasitadas, indicando uma possivel interferéncia no estresse

oxidativo associado a resposta inflamatoria na malaria.
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Ja em relacao as citocinas, o efeito do tratamento apés 24 horas foi
observado somente na presenca exclusiva da DRS-01, causando a reducgao
dos niveis de IL-6 e IL-12 e aumentando os niveis de IL-8. Essa resposta
sugere que a DRS-01 pode ter um efeito de supressdo da resposta Thl
mediada por mondcitos. As citocinas TNF, IL-10 e IL-18 nao tiveram alteracéo.
Ainda, s6 observamos ativacao de RelA no tratamento de 1 uL/mL de DRS-
01 apds 24 horas nos mondcitos estimulados com hemacias parasitadas.

Concluimos, portanto, que a DRS-01 apresenta a capacidade de
interferir no “burst” oxidativo e conferir uma viabilidade melhor frente a
infeccdo por plasmaodio, além de que sua atividade na membrana plasmatica
das hemacias poderia aliviar seu impacto sobre as células imunes. No
entanto, apresenta citotoxicidade quando incubada exclusivamente com o0s
monaocitos. Portanto, sugere-se que novo estudos que avaliem qual a
interferéncia da DRS-01 em vias de morte celular, para melhor entender o
mecanismo de citotoxicidade.

Ainda, entendemos que a DRS-01 possui efeito modulador na
producdo de espécies reativas e da producdo de citocinas do ramo de
resposta inflamatoria de linfécitos T, o que poderda melhorar a resposta
inflamatoria exacerbada na malaria. Contudo, sugerimos que esse efeito seja
avaliado ap0s 48 horas e 72 horas, inserindo também no estudo a dosagem
de outras proteinas do NF-kB como a p50, p52 e cRel.

Os achados apresentados sdo inéditos e indicam que a DRS-01
possui caracteristicas favoraveis para aplicacdo em uma futura terapia
antimalarica. Sua aplicacdo torna-se ainda mais atrativa devido a sua
aplicabilidade em diversos microrganismos, com atividade litica contra
agentes do género Leishmania e Trypanosoma, além de apresentar potente
atividade antibacteriana, podendo ser considerada um potencial alvo
terapéutico para o tratamento de doencas negligenciadas.
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RESUMO

Introducdo: A maléaria causada pela espécie Plasmodium falciparum se destaca pela
maior gravidade clinica. Diante da crescente resisténcia aos antimalaricos, é crucial
explorar novos compostos terapéuticos. As dermaseptinas sdo peptideos
antimicrobianos capazes de romper a membrana celular, possuindo atividade
tripanocida e leishmanicida descrita. Buscou-se avaliar os efeitos da dermaseptina 01
(DRS-01) sobre mondcitos estimulados com hemacias infectadas pelo P. falciparum.
Metodologia: Mondcitos THP1 foram estimulados in vitro com 5% de hemacias
infectadas com a cepa 3D7 de P. falciparum (HP), com hemécias ndo parasitadas
(HN), tratados ou ndo com DRS-01. A viabilidade foi avaliada por MTT e DHL e a
atividade hemolitica foi medida pela dosagem de hemoglobina. A capacidade
antioxidativa foi averiguada pela producdo de ERO e ERN. Foi avaliada as moléculas
da via do NF-kB, bem como analisadas as citocinas envolvidas no perfil inflamatorio.
Resultados: A DRS-01 reduziu a viabilidade celular, mas sem induzir lise celular. Em
monocitos expostos as HP ou HN, o peptideo apresentou efeito protetor parcial,
aumentando a viabilidade em relagdo aos controles. A DRS-01 mostrou potencial
interferéncia no estresse oxidativo, porém nenhuma molécula do NF-xB foi
significativamente ativada. Apesar disso, houve um aumento na producdo de IL-8 no
grupo de mondcitos incubados somente com o peptideo; porém, diminuicdo das
citocinas IL-6 e IL-12. Conclusédo: A DRS-01 pode atuar como modulador da resposta
imune em monacitos expostos a P. falciparum, principalmente no que diz respeito a
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atividade antioxidante e anti-inflamatoria. Esses achados indicam que a DRS-01
possui potencial de aplicacdo em uma futura terapia antimalarica.

Palavras-chave: Plasmodium falciparum, dermaseptina, mondcitos, estresse
oxidativo e citocinas inflamatorias.

INTRODUCAO

A maléria é uma doenca febril causada por protozoarios do género Plasmodium e é
considerada um sério problema de satide publical?. A infecgdo provocada pela espécie
P. falciparum é frequentemente relacionada com a maior gravidade da doenca devido
a sua maior rapidez do ciclo bioldgico, competéncia de infectar hemacias de todas as
idades e maior parasitemia®®. Além disso, a capacidade do parasito em alterar a
microvascularizacdo e sequestrar hemaécias infectadas para diversos érgdos, como o
cérebro, pulmdes e placenta, aumenta o risco de complicacdes graves®+®.

Durante os ultimos anos, a resisténcia aos antimalaricos atuais tornou-se uma grande
preocupacdo mundial para a busca de compostos igualmente eficazes contra a
infeccdo’. Em termos de controle e eliminacdo da doenca, a resisténcia aos
antimalaricos é uma séria ameaca aos paises que adotaram a Estratégia Técnica Global
para Malaria da OMS, que promove o diagndstico oportuno como principal estratégia
de enfrentamento da doenca®.

Um grupo de peptideos microbianos extraidos da pele de rds sul-americanas
Phyllomedusa, as dermaseptinas (DRS), séo lineares, anfipaticos e capazes de formar
a-hélices quando associadas a bicamadas lipidicas, sendo capazes de permear e romper
a membrana celular®'2, Sua atividade microbicida foi demonstrada in vitro contra
Trypanosoma 1, Leishmania®*-1° e até mesmo contra virus, interferindo na replicacio
do virus da dengue 8. Por pouco se saber sobre seu potencial na infeccdo por P.
falciparum, foi realizada a avaliacdo da interacdo do peptideo antimicrobiano sintético
dermaseptina 01 sobre a resposta imune de mondcitos estimulados por hemacias
infectadas por P. falciparum.

METODOLOGIA
3.1 Delineamento experimental

A influéncia da dermaseptina 01 (DRS-01) foi avaliada in vitro utilizando mondcitos
humanos da linhagem THP1 estimulados com a cepa 3D7 de P. falciparum. Os
seguintes grupos contendo cinco monoplicatas foram estudados em placas de 96 pocos
de fundo chato: a) Células THP1 (grupo basal); b) Células THP1 e hemacias ndo
parasitadas; c¢) Células THP1 e hemécias parasitadas; d) Células THP1 tratadas com
DRS-01; e) Células THP1 e hemécias ndo parasitadas tratadas com DRS-01; f) Células
THP1 e hemécias parasitadas tratadas com DRS-01.

Os periodos analisados nos ensaios de viabilidade (MTT e DHL) foram de 24h, 48h e
72h nas concentragdes de 0,25, 0,5, 1 e 2uL/mL e de ERN/EROS e citocinas de 24h
nas concentracgdes de 0,5 e 1uL/mL de DRS-01.

3.2 Avaliacéo da parasitemia
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Antes dos experimentos, foi realizado um distendido delgado das culturas de P.
falciparum e as laminas coradas com giemsa 10% diluida em solucéo tampéo fosfato
potéssio (PBS), conforme o Manual de Diagndstico Laboratorial da Maléria do
Ministério da Saude’. Apos a determinacio da parasitemia e do nimero de hemécias
por contagem em camara de Neubauer, foi realizado o ajuste para 5% de parasitemia.
Para os experimentos de viabilidade a cultura foi sincronizada com D-sorbitol a 5%
para obtencdo apenas das formas de anéis®e,

3.4 Tratamento com DRS-01 e estimulo com hemé@cias parasitadas

Para os ensaios de viabilidade, 50 mil mondcitos foram plaqueados. Foram utilizadas
15x106 hemacias por pogo, sendo 5% parasitadas. As células foram mantidas em meio
de cultura RPMI 1640 sem vermelho de fenol com 7,5% de NaHCO3, suplementado
com 10% de soro humano inativado, 0,25 mg/dL de hipoxantina (Sigma) e 1% de
penicilina/estreptomicina. As concentragdes de 0,25, 0,5, 1 e 2uL/mL de DRS-01
foram utilizadas e distribuidas conforme os grupos descritos.

Para os ensaios que avaliaram a produ¢do de mediadores inflamatdrios por citometria
(ERO/ERN, RelA/RelB e citocinas), 100 mil mondcitos foram plaqueados com
15x106 hemacias por poco, sendo 5% parasitadas e avaliadas durante 24h. nas
concentracdes de 0,5 e 1uL/mL de DRS-01.

3.5 Ensaiode MTT

Para verificar se a DSR-01 afeta a atividade metabdlica ou causa toxicidade nos
monacitos estimulados ou ndo com hemécias infectadas, foi realizado o ensaio de
reducdo do MTT (brometo de 3-4,5-dimetiltiazol-2-il-2,5-difeniltetrazdlio). Os grupos
de células foram incubadas em estufa com temperatura de 37°C e 5% de CO.. Para
controle positivo, foram adicionados pog¢os extras contendo sulfoxido de dimetilo
(DMSO0).

Apbs os periodos de estimulo e a retirada do meio de cultura dos pocos, foi adicionado
solucdo de MTT (5mg/mL). Ap6s 4 horas de incubacdo a 37°C no escuro, as placas
foram centrifugadas e foi adicionado DMSQO para dissolver os cristais de formazan. A
placa foi lida no espectrofotometro (Spectra Max® Plus 384) em comprimentos de
ondas de 570nm. Os resultados foram apresentados em porcentagem.

3.6 Ensaio de DHL

Para avaliar se a DRS-01 provoca a ruptura de membranas, foi realizada a dosagem de
lactato desidrogenase (DHL) utilizando o kit comercial Roche Diagnostic Gmbh —
11644793001 (reagente 1 e 2). Para controle positivo, foram adicionados pocos
contendo DMSO. Apos os periodos de estimulo, o sobrenadante dos pocos foi coletado
e misturado em partes iguais (1:1) com a solucdo contendo o -catalisador
(Diaphorase/NAD+) e solucéo corante (INT e lactato de sddio). Passado o periodo de
30 minutos, a placa foi lida no espectrofotometro (Spectra Max® Plus 384) nos
comprimentos de onda em 450 nm e 600 nm. Os numeros dados na leitura das duas
ondas foram subtraidos conforme manual de uso do kit da Roche Diagnostic.
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3.7 Producao de espécies reativas de oxigénio e nitrogénio

As especies reativas produzidas dentro das células foram avaliadas por sondas
fluorescentes apos 24 horas de estimulo. As células distribuidas conforme os grupos
descritos foram incubadas em duas placas distintas e mantidas em estufa com
temperatura de 37°C e 5% de CO». Apos este periodo, cada placa foi centrifugada, o
sobrenadante foi desprezado e o tampdo de lise (cloreto de amonio, bicarbonato de
potassio e EDTA 0,2M pH 7,4) foi adicionado por 10 minutos em T.A para lisar as
hemécias. Em seguida, as placas foram lavadas com PBS pH 7,2.

Para avaliar a producdo de ERO, foi adicionada a sonda 2,7'-
diclorodihidrofluoresceina diacetate (DCFH-DA) (10 uM) diluida em solucéo salina
tamponada com fosfato (PBS) pH 7,2 e a placa foi mantida incubada por 30 minutos.
Como controle positivo, foi adicionado pogos contendo 800 nM de Phorbol 12-
miristato 13-acetato (PMA).

Para a avaliagdo da producdo de o ERN, foi utilizada a sonda 4-Amino-5-
Methylamino-2',7'-Difluorofluorescein diacetate (DAF-FM) (2mM) diluida em PBS
pH 7,2 acondicionada por 1 hora. Como controle positivo, foi utilizado 50 ng/mL de
lipopolissacarideo (LPS).

3.8 Ensaio de RelA e RelB

Para quantificar a expressdo das moléculas de RelA (p 65) e RelB (p 68), as celulas
foram incubadas em duas placas distintas. Ap6s o estimulo, o sobrenadante foi
removido e adicionado o tampéo de lise. Em seguida as células foram fixadas com
paraformaldeido a 2% durante 20 minutos a 4°C. Apds duas lavagens, foi adicionado
Tween 20 (concentracdo de 0,2%) para permeabilizacdo da membrana e entdo as
placas foram mantidas por 30 minutos em T.A. Os pocos foram lavados com PBS pH
7,2. Os sitios inespecificos foram blogueados com uma solucdo de 1% de albumina
bovina (Sigma) por 30 minutos em T.A. As placas foram novamente lavadas.

Para marcacdo do RelA, foi utilizado o anticorpo policlonal de coelho NF-kB p65 (H-
286) (Santa Cruz) e para marcacao de RelB, o anticorpo priméario anti-RelB (C19)
(Santa Cruz). A proporcdo utilizada foi de 0,25uL de anticorpo para cada 100 mil
células. As placas foram mantidas durante 24 horas no escuro a 4°C.

Apds esse periodo, na placa de RelB, foi adicionado 50uL de suspensdo do anticorpo
secundario (49,75 de PBS e 0,25uL de anticorpo/pogo) anti-lgG1 de camundongo
fluorescente (BD Pharmingen). A incubacdo com o anticorpo secundario durou uma
hora em ambiente escuro. Apds, as placas foram lavadas duas vezes e foram
ressuspendidas em 200uL de azida sodica a 4°C para leitura por citometria de fluxo.
Como controle positivo do experimento, foi acrescentado pogos de células estimuladas
com 50ng/mL de LPS.

3.9 Ensaio de quantificacao de citocinas
Para a quantificacdo de citocinas, foi utilizado o kit multiplex comercial com esferas

de captura fluorescente Human Inflammatory Cytokine CBA (BD™), capazes de
capturar: interleucina-8 (IL-8), interleucina-1 (IL-1B), interleucina-6 (IL-6),
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interleucina 10 (IL-10), fator de necrose tumoral (TNF) e interleucina 12p70 (IL-
12p70). Os resultados foram apresentados em pg/mL.

3.10 Estratégia de aquisi¢édo na citometria de fluxo

Para avaliar a expressdo das citocinas e espécies reativas de oxigénio e nitrogénio,
foram analisados os sinais fluorescentes adquiridos através do citdmetro de fluxo BD
LSR Il FORTESA, utilizando o software DIVA (BD Biosciences, EUA). O software
FlowJo (Tree Star Inc, Ashland, EUA) foi usado posteriormente para o tratamento dos
dados.

A aquisicdo da fluorescéncia de RelA, RelB, ERO e ERN foi feita através de laser azul
com 488 nm, capaz de excitar os fluorocromos. A configuracdo e calibragem do
citometro foi realizada para utilizar um espelho de passagem longa de 505 nm e um
espelho de passagem de banda de 530/30 nm. Foram avaliados entre 1.000 e 10.000
eventos dentro do gate celular FSC/SSC.

Para a avaliacdo das citocinas, 0 SSC e o FSC foram configurados para 0 modo de log
e o limite do SSC estabelecido em 650. Foi delimitado a populacéo de interesse, e 0s
histogramas de FITC, PE e APC foram empregados para calibrar o citdmetro
utilizando uma configuragéo de esferas e um modelo multiplex BD CBA. Para cada
tipo de esfera, foram avaliados 300 eventos.

3.11 Andlise estatistica

As analises estatisticas foram realizadas no GraphPad Prism 5. A normalidade dos
dados foi testada por Kolmogorov-Smirnov e Shapiro-Wilk, e a homogeneidade de
variancias por Brown-Forsythe e Bartlett. Para comparac6es, foram utilizados os testes
t de Student ou Mann-Whitney (dois grupos) e ANOVA ou Kruskal-Wallis com p6s-
testes apropriados (trés ou mais grupos). Diferencas foram consideradas significativas
para p < 0,05. Os resultados foram expressos como medianas, quartis e valores
extremos nos graficos, e como mediana no texto.

RESULTADOS
4.1 A DRS-01 reduz a viabilidade das células THP1

A DRS-01 reduziu significativamente a viabilidade celular dos grupos tratados em
relacdo as células ndo tratadas. Nas primeiras 24 horas, a viabilidade foi reduzida para
as medianas de 48,6% na concentracdo de 0,25 pL/mL (p < 0001); 80,5% em 0,5
puL/mL (p = 0,0239); 68,6% em 1 uL/mL (p = 0,0025); e 62,7% em 2 pL/mL (p =
0,0005) (p < 0,0001) (Figura 1).

De forma semelhante, ap0s 48 horas, o tratamento reduziu a viabilidade (p < 0,0001)
para 59,4% na concentracédo de 0,25 pL/mL (p = 0,0032); para 59,8% na concentra¢do
de 0,5 pL/mL (p = 0,006); para 80,3% na concentracdo de 1 pL/mL (t de Student, p =
0,0351); e 74,5% na concentragdo de 2 pul/mL (p = 0,0246). Embora a DRS-01 tenha
causado reducdo significativa em todas as concentragdes, essa diminui¢do nao foi
dose-dependente.
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Apo6s 72 horas, a reducdo também foi observada em todas as concentracfes de
tratamento (p < 0,0001; ANOVA), porém, essa diminuicdo foi dose-dependente, com
as concentragdes mais elevadas mostrando capacidade de manter melhor a viabilidade
(Figura 2). Os efeitos foram os seguintes: 0,25 puL/mL reduziu a viabilidade para
31,9% (p < 0,0001); 0,5 pL/mL, para 36,7% (p = 0,0002); 1 uL/mL, para 69,7% (t de
Student, p = 0,0016); e 2 uL/mL, para 79,4% (t de Student, p = 0,0187).

A liberacdo de DHL foi analisada para verificar se a perda de viabilidade celular
devido ao DRS-01 estava relacionada a lise celular. Os resultados indicaram que 0
peptideo ndo provocou lise nas células nas 24 horas (p=0,0720) e nas 48 horas
(p=0,5160). Ja nas 72 horas, houve reducdo na liberacdo de DHL nas concentracdes
de 1 pL/mL e 2 pL/mL (respectivamente p=0,0211 e p=0,0499; Kruskal-Wallis).
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Figura 1. Percentual de células THP1 viaveis incubadas ou ndo com 0,25 pL/mL, 0,5 puL/mL, 1 pL/mL
e 2 uL/mL DRS-01 durante 24, 48 e 72 horas (n=5). Um valor de p entre 0,05 e 0,01 é indicado por um
asterisco (*), um valor de p entre 0,01 e 0,001 é indicado por dois asteriscos (**), um valor de p entre
0,001 e 0,0001 é indicado por trés asteriscos (***) e um valor de p menor que 0,0001 é indicado por
quatro asteriscos (****). ANOVA, seguido por teste Tukey.

4.2 A DRS-01 reverte o efeito citotoxico de hemacias saudaveis e melhora
parcialmente, de forma tardia, o impacto negativo das hemacias parasitadas nos
monacitos.

Para conduzir os ensaios entre células, hemacias e tratamento, inicialmente, avaliou-
se o efeito das hemacias ndo parasitadas (saudaveis) sobre os monacitos. A viabilidade
dos monacitos reduziu gradualmente para 52,8% (p < 0,0001) ap6s 48 horas e para
26,8% (p < 0,0001) ap6s 72 horas quando eles estavam na presenga de hemécias
normais (Figura 2A).

O tratamento com DRS-01 reduziu 22,4% da viabilidade das THP1 na concentragédo
0,25 pL/mL (p = 0,0103) nas primeiras 24 horas (p < 0,0001, ANOVA). Jad o
tratamento apos 48 e 72 horas mostra que foi capaz de reverter parcialmente o efeito
citotoxico das hemécias normais sobre os mondcitos. Nas 48 horas, a viabilidade
celular aumentou de 52,8% no grupo de hemacias normais sem DRS-01 para 70,8%
na concentragdo de 0,25 pL/mL (p = 0,0195), 77,5% em 0,5 pL/mL (p = 0,0004),
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78,0% em 1 pL/mL (p = 0,0002) e 92,0% em 2 pL/mL (p < 0,0001). Nas 72 horas, a
viabilidade aumentou de 26,8% para 74,6% em 0,25 uL/mL (p = 0,0050), 55,4% em
0,5 pL/mL (p = 0,0189), 84,2% em 1 pL/mL (p = 0,0005) e 83,6% em 2 pL/mL (p =
0,0024).

Na andlise da liberagdo de DHL, nas culturas de células estimuladas com hemacias
saudaveis, o tratamento com DRS-01 n&o teve influéncia sobre a liberacao de conteudo
celular em nenhuma concentracdo entre 24 e 48 horas, mas nas 72 horas, a
concentracdo de 0,5 uL/mL mostrou um efeito protetor, reduzindo 21,4% a liberagéo
de DHL em relagdo ao grupo sem tratamento (p = 0,0359, Kruskal Wallis, seguido de
teste Dunn’s).

Considerando que a DRS-01 foi capaz de reverter o efeito citotoxico de hemécias
normais, foi aferido se as hemécias parasitadas foram citotdxicas para as células THP1
sozinhas e se 0 peptideo era capaz de reverter esse efeito. No MTT, as heméacias
parasitadas promoveram uma queda importante na viabilidade das células ap6s 72
horas em comparacdo ao basal (reducédo de 66,8%; p < 0,0001, ANOVA) (Figura 2B).
Esse efeito foi parcialmente revertido pelo tratamento com a DRS1 em todas as
concentragOes, exceto para a concentragdo 0,5 pL/mL (p = 0,1110), que reduziu
excessivamente (mediana = 12,9%), abaixo do controle com DMSO (mediana =
24,45%), podendo indicar uma possivel falha metodoldgica (Figura 2B). A viabilidade
de hemacias parasitadas melhorou de 33,8% para 66,8% na concentracao 0,25 pL/mL
(p < 0,0001), para 71,9% na concentracdo 1 puL/mL (p < 0,0001) e para 50,8% na
concentracdo 2 uL/mL (p = 0,0084; Figura 2B).

Para averiguar se a reducdo observada foi provocada por lise celular, foi realizado
avaliacdo do DLH, mostrando que o tratamento com DRS-01 ndo teve influéncia sobre
a liberacdo de contetdo celular em nenhuma concentragdo e periodos testados.
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Figura 2. A) Percentual de células THP1 viaveis incubadas com hemécias ndo parasitadas (HN) e 0,25
puL/mL, 0,5 pL/mL, 1 yL/mL e 2 pL/mL DRS-01 durante 24%, 48! e 722 horas (n=5). Um valor de p
entre 0,05 e 0,01 é indicado por um asterisco (*), um valor de p entre 0,01 e 0,001 é indicado por dois
asteriscos (**). Um valor de p entre 0,001 e 0,0001 é indicado por trés asteriscos (***) e um valor de p
menor que 0,0001 é indicado por quatro asteriscos (****). LANOVA uncorrected Fisher's LSD;
2ANOVA seguido por Sidak’s. B) Percentual de células THP1 viaveis incubadas com hemacias
parasitadas (HP) e 0,25 pL/mL, 0,5 pL/mL, 1 uL/mL e 2 pL/mL DRS-01 durante 24, 48 e 72 horas
(n=5). Um valor de p entre 0,05 e 0,01 é indicado por um asterisco (*), um valor de p entre 0,01 e 0,001
é indicado por dois asteriscos (**). Um valor de p entre 0,001 e 0,0001 é indicado por trés asteriscos
(***) e um valor de p menor que 0,0001 ¢ indicado por quatro asteriscos (****). ANOVA e teste Sidak’s
para multiplas comparagoes.

4.3 Producdo de radicais livres (ERO e ERN) pelos mondcitos estimulados ou néo
e o efeito da DRS-01

Apbs 24 horas, os resultados indicam um aumento na producéo de espécies reativas de
nitrogénio (ERN) pelas células com DRS-01 na concentracdo de 0,5 pL/mL (aumento
de 75,3%; p = 0,00129, ANOVA) e 1 pL/mL (aumento de 117,1%; p = 0,0003,
ANOVA) em comparagdo com o basal (Figura 3A).
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Observou-se diferenca estatisticamente significativa entre os grupos de células
incubadas apenas com hemacias (parasitadas ou ndo) em comparacdo ao basal. A
produgdo de ERNS pelas THP1 aumentou 57,6% quanto incubadas com hemécias
normais (p = 0,0073, teste t) e 33,5% quanto incubadas com hemacias parasitadas (p
=0,0039, test t) (Figura 3B e 3C).

Por sua vez, o tratamento com DRS-01 dos grupos de células estimulados com as
hemécias normais ou parasitadas ndo promoveu aumento da producdo de ERN em
relacdo ao grupo de hemacias saudaveis sem tratamento (Figura 3B e 3C). Conforme
esperado, o controle positivo (LPS) do experimento aumentou 1,66 vezes a produgéo
de ERN em relacao ao grupo basal.

Quanto a producdo de espécies reativas de oxigénio (ERO), o tratamento com DRS-
01 ndo apresentou impacto significativo nos mondcitos em comparacdo ao basal (p =
0,1374; ANOVA,; Figura 3D). Ndo se observou um aumento de ERO quando os
monacitos foram incubados junto com hemécias normais. No entanto, na concentracao
1 uL/mL, a producdo dessas espécies em relagdo ao grupo de hemécias sem tratamento
aumentou 29,9 vezes (p = 0,0067, Kruskal-Wallis) (Figura 3E).

J& quando os mondcitos foram incubados junto as hemacias parasitadas, a producao
de ERO elevou 42,2 vezes em comparacdo ao basal (p = 0,0176). Este grupo quando
tratado com DRS-01, diminuiu a producdo de ERO de forma drastica, ficando mais
préxima dos niveis basais. Na concentracdo de 0,5 pL/mL, a producdo reduziu 92,1%
(p =0,0222) e na concentracdo de 1 puL/mL 93,7% (p = 0,0202) quando comparado ao
grupo de hemécias parasitadas sem tratamento (p = 0,0134; Brown-Forsythe and
Welch ANOVA,; Figura 3F). Conforme esperado, a producdo de ERO do controle
positivo (PMA) foi 7,2 vezes maior em relacdo a producéo basal.
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Figura 3. Producdo de ERNs e EROs, expressa como MFI, por mondcitos incubados com 0,5 pL/mL
ou 1 pL/mL de DRS-01 por 24 horas (n=5). Os grupos analisados incluem: (A e D) apenas tratamento,
(B e E) hemécias ndo parasitadas (HN) + tratamento e (C e F) hemaécias parasitadas (HP) + tratamento.
A anélise estatistica foi realizada da seguinte forma: A, B e C — ANOVA e teste Sidak’s para multiplas
comparag@es; D — Kruskal-Wallis, seguido de teste Dunn’s; E — Kruskal-Wallis, seguido de teste
Dunn’s; F — Brown-Forsythe e ANOVA de Welch.

4.4 A DRS-01 interfere na producao de algumas citocinas inflamatdérias, mas nao
é capaz de modificar a resposta de mondcitos estimulados com hemacias.

Em relacéo ao tratamento com DRS-01, os resultados mostram que houve aumento na
producédo de IL-8 pelos mondcitos tratados. A concentragdo dessa citocina aumentou
108,8% e 100% respectivamente, com os tratamentos 0,5 pL/mL (mediana = 119,2
pg/mL; p=0,0113) e 1 pL/mL (114,2 pg/mL; p=0,0139) em relagdo ao basal (57,1
pg/mL) (p = 0,0130, ANOVA,; Figura 4). Além disso, nota-se um leve aumento dessa
citocina no grupo de hemécias ndo parasitadas, passando para 103,9 pg/mL, 181,9% a
mais em relacdo ao grupo basal (p = 0,0627, ANOVA).

No entanto, quando os mondcitos estimulados com as hemacias normais séo tratados
com DRS-01 esse incremento é perdido. A concentracdo de 0,5 uL/mL resultou em
uma producdo de 45,7 pg/mL (p = 0,0161), enquanto a concentracdo de 1 uL/mL levou
a uma producdo de 56,25 pg/mL (p = 0,0428). Por outro lado, ndo se observa aumento
semelhante quando as células séo incubadas com hemécias parasitadas (45,48 pg/mL),
ficando todos os grupos, independente da presenca ou ndo de DRS-01, proximos ao
basal (Figura 4).
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Figura 4. Producdo de IL-8 (pg/mL) por mondcitos incubados ou ndo com 0,5 pL/mL e 1 uL/mL DRS-
01 durante 24 horas (n=5). Um valor de p entre 0,05 e 0,01 é indicado por um asterisco (*), um valor
de p entre 0,01 e 0,001 é indicado por dois asteriscos (**), um valor de p entre 0,001 e 0,0001 ¢ indicado
por trés asteriscos (***) e um valor de p menor que 0,0001 é indicado por quatro asteriscos (****).
ANOVA uncorrected Fisher's LSD.

Chama-se atencdo para o tratamento dos mondcitos com 1pL/mL, onde 0s grupos
estimulados com hemacias parasitadas (67,40 pg/mL) ou ndo (56,25 pg/mL) e tratados
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com 1 pL/mL apresentaram uma quantidade significativamente menor de IL-8 em
relacdo ao grupo tratado com a mesma concentracdo (114,7 pg/mL), mas sem o
estimulo das hemacias (p = 0,0334 55 vs. hemacias parasitadas; p = 0,0092 vs.
hemacias ndo parasitadas). Um resultado semelhante foi observado entre o grupo
tratado com 0,5 pL/mL sem hemécias e o grupo tratado com hemécias normais (p =
0,0033, ANOVA).

A producéo de IL-12p70 pelos monacitos foi reduzida tanto na presenga de hemécias
normais (1,900 pg/mL) quanto parasitadas (1,140 pg/mL), em comparacao ao basal
(2,785 pg/mL). O tratamento com DRS-01 (0,5 e 1 pL/mL) também diminuiu a IL-
12p70 nos mondcitos nao estimulados (mediana = 0,5900 pg/mL e 1,680 pg/mL,
respectivamente). Nos grupos estimulados com hemécias, os niveis da citocina
permaneceram reduzidos e semelhantes aos dos grupos sem tratamento (p = 0,1461,
ANOVA uncorrected Fisher's LSD).

A IL-6 seguiu um padrdo semelhante, com reducdo significativa apos o tratamento
com 0,5 pL/mL de DRS-01, diminuindo de 1,8 pg/mL (basal) para 0,5 pg/mL. Nos
monacitos estimulados com hemacias parasitadas, a citocina também foi reduzida para
0,8 pg/mL (p < 0,0001, ANOVA seguido por teste de Tukey).

A producdo de TNF (p = 0,8020; Brown-Forsythe and Welch ANOVA), IL-10 (p =
1,1024; Ordinary one-way ANOVA) e IL-1p (p = 0,2190; Brown-Forsythe and Welch
ANOVA) ndo foi alterada pela presenca de hemacias normais ou parasitadas em
relacdo ao basal. Da mesma forma, o tratamento com DRS-01 n&o teve impacto na
producdo dessas citocinas, independentemente da estimulacdo com hemacias. O
controle positivo com LPS confirmou a responsividade celular.

A expressao dos promotores génicos RelA e RelB da via do NF-kB foi avaliada ap6s
24 horas, mas, de forma geral, ndo apresentou aumento significativo. No entanto, o
promotor RelA teve um aumento de 13,39% (p = 0,0192) no grupo de hemacias
parasitadas tratadas com 1 pL/mL de DRS-01 em comparagdo ao grupo sem
tratamento. Nos demais grupos, ndo houve diferenca significativa (p = 0,0842 para
RelA e p = 0,4413 para RelB; Kruskal-Wallis) (Figura 5).
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Figura 5. Producéo de A) RelA (p65) e B) RelB apresentada por intensidade média de fluorescéncia
(MFI) por monécitos incubados ou ndo com 0,5 uL/mL e 1 pL/mL DRS-01 durante 24 horas (n=5).
N&o foram observadas diferencas estatisticamente significativas em compara¢do com o grupo basal.
Um valor de p entre 0,05 e 0,01 é indicado por um asterisco (*), um valor de p entre 0,01 e 0,001 ¢
indicado por dois asteriscos (**). Um valor de p entre 0,001 e 0,0001 ¢ indicado por trés asteriscos (***)
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e um valor de p menor que 0,0001 é indicado por quatro asteriscos (****). Kruskal-Wallis, seguido de
teste Dunn’s.

DISCUSSAO

As dermaseptinas constituem uma extensa familia de peptideos antimicrobianos
(AMPs) e foram primeiramente identificadas na pele do sapo Phyllomedusa sauvagii
13 A estrutura linear, policatibnica, anfipatica é capaz de interagir com bicamadas
lipidicas, desencadeando uma estrutura a-helicoidal, permeando a membrana
citoplasmatica das células-alvo 14716,

Apesar de serem conhecidas como pouco citotoxicas para células saudaveis 17 a
citotoxicidade da DRS-01 foi demonstrada in vitro para da linhagem J774 (macrofago)
e U937 (linhagem celular de mondcitos ndo aderentes) e in vivo em macrofagos
peritoneais de camundongos Swiss "8, Esse efeito foi semelhante em mondcitos da
linhagem THP1, possivelmente provocando uma morte celular apoptotica.

E reconhecido que as dermaseptinas e seus analogos apresentam atividade litica in
vitro, possuindo acdo contra uma ampla gama de microrganismos 6. Sua acdo foi
demonstrada em formas sanguineas de Trypanosoma cruzi, Leishmania amazonensis,
L. chagasi e L. mexicana ®°

Como a acdo da DRS-01 ocorre pela sua afinidade por membranas negativamente
carregadas, como a membrana da Leishmania, o mesmo pode ser presumido para o
plasmaédio, que apresenta carga negativa em grande parte da sua superficie 1°. Além
disso, outras DRS mostraram-se capazes de lisar seletivamente hemécias infectadas
por P. falciparum 2022,

De acordo com os resultados obtidos, independente da presenca de hemacias e
infeccdo pelo plasmddio, houve uma maior producdo de ERN. Além disso, a producgédo
de ERO, comum na infeccdo por maléria %, foi regulada na presenca de DRS-01. E
plausivel que a auséncia de resposta inflamatoria seja decorrente do sequestro da DRS-
01 pelas hemacias, a niveis ndo tdxicos aos monacitos.

Ainda, entendemos que a DRS-01 possui efeito modulador na producédo de citocinas,
0 que podera melhorar a resposta inflamatdria exacerbada na malaria.

Os achados deste estudo séo inéditos e indicam que a DRS-01 possui caracteristicas
favoraveis para aplicacdo em uma futura terapia antimalarica. Sugere capacidade
microbicida mesmo em baixas concentracbes e provoca pouca ou nenhuma
citotoxicidade as hemdcias. Sua aplicacdo torna-se ainda mais atrativa devido a sua
aplicabilidade em diversos microrganismos, com atividade litica contra agentes do
género Leishmania e Trypanosoma, além de apresentar potente atividade
antibacteriana, podendo ser considerada um potencial alvo terapéutico para o
tratamento de doencas negligenciadas.
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moléculas da via do NFB, sobre a expressdo do PPAR e eicosanoides.

Avaliagao dos Riscos e Beneficios:

Riscos relacionados a coleta do sangue e quebra do sigilo da informacao.

Comentarios e Consideragoes sobre a Pesquisa:

Pendéncias respondidas. Riscos e beneficios incluidos no projeto e TCLE ajustado.

Consideracoes sobre os Termos de apresentagao obrigatoria:

Adequados: O Novo TCLE esta em linguagem proépria e atendeu aos pedidos anteriores.

Recomendacoes:

N&o ha mencéo no projeto completo do nimero de pacientes que terdo o sangue coletado, uma vez que o
projeto &€, em sua maior parte, in vitro. O nimero de 10 amostras de sangue esta indicado nas informacdes

basicas e este numero foi considerado justificavel.

Conclusées ou Pendéncias e Lista de Inadequagoes:

Enderecgo: Universidade de Brasilia, Campus Universitario Darcy Ribeiro - Faculdade de Medicina

Bairro: Asa Norte CEP: 70.910-900
UF: DF Municipio: BRASILIA
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QB

Recomendo aprovagédo com a observagado que o tamanho amostral € de 10 pacientes conforme indicado no

projeto basico.

Consideracoes Finais a critério do CEP:

Apés apreciagdo na reunido extraordinaria dia 05/04/2023 do colegiado CEP/FM o projeto foi

aprovado.OBS: De acordo com a Resolugdo CNS 466/12, nos inciso 11.19 e 11.20, cabe ao pesquisador

elaborar e apresentar ao CEP os relatérios parciais e final do seu projeto de pesquisa. Bem como a

notificagcdo de eventos adversos, de emendas ou modificagdes no protocolo para apreciagdo do CEP.

Este parecer foi elaborado baseado nos documentos abaixo relacionados:

Tipo Documento Arquivo Postagem Autor Situagdo
Informagdes Basicas|PB_INFORMACOES_BASICAS_DO_P | 26/02/2023 Aceito
do Projeto ROJETO 2044178 .pdf 22:01:04
Parecer Anterior PB_PARECER_CONSUBSTANCIADO_| 26/02/2023 | ANDREIA CRISTINA| Aceito

CEP_5898353.pdf 21:59:06 |[GONCALVES
CASCAES GONTIJO
Projeto Detalhado / [4_Projeto_modificado.pdf 26/02/2023 | ANDREIA CRISTINA| Aceito
Brochura 21:58:34 | GONCALVES
Investigador CASCAES GONTIJO
Cronograma Cronograma_atualizado.pdf 26/02/2023 | ANDREIA CRISTINA| Aceito
21:58:15 |[GONCALVES
CASCAES GONTIJO
TCLE / Termos de  [6_TCLE_modificado.pdf 26/02/2023 | ANDREIA CRISTINA| Aceito
Assentimento / 21:57:21 GONCALVES
Justificativa de CASCAES GONTIJO
Auséncia
Outros 02_Carta_de_Encaminhamento_de_proj| 16/01/2023 | ANDREIA CRISTINA| Aceito
etos.docx 11:22:24 | GONCALVES
CASCAES GONTIJO
Qutros 9_Resumo.docx 16/01/2023 | ANDREIA CRISTINA| Aceito
11:20:05 | GONCALVES
CASCAES GONTIJO
Declaragao de 3_Declaracao_de_Responsabilidade.do | 16/01/2023 | ANDREIA CRISTINA| Aceito
Pesquisadores cX 11:13:53 | GONCALVES
CASCAES GONTIJO
Orgamento orcamento.doc 16/01/2023 | ANDREIA CRISTINA| Aceito
11:13:18 | GONCALVES
CASCAES GONTIJO
Endereco: Universidade de Brasilia, Campus Universitario Darcy Ribeiro - Faculdade de Medicina
Bairro: Asa Norte CEP: 70.910-900
UF: DF Municipio: BRASILIA
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Outros Curriculo_Lattes_Mariangela_Souza_de| 10/01/2023 | ANDREIA CRISTINA| Aceito
_Oliveira.pdf 21:49:17 | GONCALVES
CASCAES GONTIJO
Outros Curriculo_Lattes_Tatiana_Karla_dos_Sa| 10/01/2023 | ANDREIA CRISTINA| Aceito
ntos_Borges.pdf 21:42:06 | GONCALVES
CASCAES GONTIJO
Outros Curriculos_Lattes_Shirley_Claudino_Per| 23/11/2022 | ANDREIA CRISTINA| Aceito
eira_Couto.pdf 22:01:47 |GONCALVES
CASCAES GONTIJO
Outros Curriculos_Lattes_Maria_Imaculada_Mu| 23/11/2022 | ANDREIA CRISTINA| Aceito
niz_Barboza_Junqueira.pdf 22:01:14 | GONCALVES
CASCAES GONTIJO
Outros Curriculo_Lattes_Andreia_Cristina_Gond 23/11/2022 | ANDREIA CRISTINA| Aceito
alves_Cascaes_Gontijo.pdf 22:00:28 |[GONCALVES
CASCAES GONTIJO
Folha de Rosto 1_Folha_de_Rosto.pdf 23/11/2022 | ANDREIA CRISTINA| Aceito
21:40:09 |GONCALVES
CASCAES GONTIJO

Situacgao do Parecer:

Aprovado

Necessita Apreciagao da CONEP:

Nao

Endereco:

Bairro: Asa Norte

UF: DF
Telefone:

BRASILIA, 07 de Abril de 2023

Assinado por:

Antonio Carlos Rodrigues da Cunha

(Coordenador(a))

CEP: 70.910-900

Municipio: BRASILIA
(61)31071-7170

E-mail:

cepfm@unb.br
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