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Summary
Insects peptides with antiviral and antitumoral actions

Antimicrobial peptides (AMPs) are among the main effector molecules in host innate
immunity and act as a broad spectrum of microbes (bacteria, fungi, protozoa, enveloped viruses)
as well as on a variety of tumor cells. The cationic antimicrobial peptides (AMPSs), which are
toxic to bacteria but not to normal mammalian cells, exhibit a broad spectrum of cytotoxic
activity against viral-infecteded and cancer cells. In the relatively near future, AMPs that have
been optimized for antiviral and anticancer activity may be an economically viable and
therapeutically superior alternative to the current generation of chemotherapeutic drugs.

Rezumat

Peptidele antimicrobiene (PAM) sunt unele dim multiplele celule ale imunitatii innascute
ce afecteazd un larg spectru de microbi (bacterii, fungi, protozoare si virusuri cu membrana),
preum si un sir de celule tumorale. Peptidele cationice, care sunt toxice pentru bacterii, dar nu si
pentru celulele vertebratelor, exercitd o activitate citotoxica variata fatd de celulele infectate cu
virus si tumorale. In viitorul apropiat, PAM cu o activitate antivirald si antitumorald optimizata,
vor fi o alternativa economica si terapeutica pentru obtinerea unor chimioterapice noi.

Insectele constituie 55% din biodiversitatile totale a vietatilor si circa 85% din lumea
animalelor. Se considerd ca insectele au aparut in epoca Devoniam, 350 mln ani in urma, si
colonizeaza toate nisele terestre si acvatice, toate climatele de la poli la deserturi. Din cele mai
vechi timpuri sunt cunoscute proprietitile curative ale produselor din albine, furnici etc.. In
ultimii ani un interes tot mai mare prezintd studiul substantelor biologic active si al sistemului
imun al insectelor.

Sistemul imun al insectelor, la contactul cu microorganismele, sintetizeaza si elibereaza
un sir de molecule ale raspunsului imun — peptide cu actiune antimicrobiand si
imunomodulatoare. Descifrarea structurii acestora va permite sinteza chimica si biologica a lor,
iar ulterior va servi ca bazd pentru obtinerea unor medicamente noi de origine entomologica.
Actualmente sunt descrise circa 1200 de astfel de peptide de origine naturald, dintre care 50%
sunt din insecte. Acestea s-au format pe parcirsul evolutiei si pretind la rolul de o generatie noa
de preparate antibacteriene, antivirale si antifungice. Mecanismele celulare de protectie ale
insectelor reprezinta un obiect de studiu in imunologie. Astfel, la insecte s-au depistat chemokine
citotoxice (analogi ai kilerilor naturali), care apar inainte de metamorfoza si distruc tesuturile
larvelor. Studiile in vitro au demonstrat ca aceste chemokine manifesta actiune antitumorala.

Omniprezenta insectelor in toate sistemele ecologice stimuleaza cercetarile stiintifice in
vederea obtinerii unor agenti terapeutici noi. Printre peptidele/polipeptidele biologic active din
insecte au fost caracterizate peptidele cu actiune antimicrobiand, ce constituie descoperiri
stiintifice fascinante de utilizare in terapeutici. In orice caz relativ putine date au fost gisite
despre moleculele din insecte cu activitate antivirald si antitumorala. Din aceste considerente
acest domeniu de cercetari reprezinta o sursa importantd de obtinere a preparatelor antivirale si
antitumorale.

Actualmente biologii au constatat ca insectele sunt capabile sa producd o multime de
substante biologic active (peptide, hormoni, feromoni etc.) ce pot servi ca un model de imitare
sau, ce e §i mai important, ca o sursd noud pentru obtinerea preparatelor medicamentoase. Putem
mentiona ca aceste intentii deja au dat primele rezultate soldate prin introducerea in practica
medicald a unor suplimente alimentare sau medicamente entomologice cu proprietdtfi antivirale,
imunomodulatoare, antibacteriene, hepatoprotectoare, antitumorale etc. (1, 2, 3, 4, 5, 9, 14, 19,
20, 21).
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Protectia organismului de infectia virala se realizeaza prin factorii nespecifici
(omoard/blocheaza virusurile, bacteriile, celulele infectate) si specifici (formeaza raspunsul imun
fata de virusul concret, inclusiv celulele memorie). Factorii de protectie specifica sunt limfocitele
T citotoxice (CD8") si limfocitele B (produc anticorpii specifici), iar cei nespecifici sunt
reprezentati prin sistemul Kkilerilor naturali, fagocitele mononucleare (monocite, macrofage
tisulare), granulocite (neutrofile, eozinofile, bazofile), interferonii alfa, beta, gamma, unele
interleuchine (TNFalfa, IL-6 etc.) si unele proteine plasmatice (sistemul complementului).

Sistemul kilerilor naturali este grupa factorilor celulari cu rol important in mecanismul
imunitatii naturale (inascute) reprezentat prin celulele: NK — celulele kiler naturali; K — celulele
kiler; LAK — celulele kiler limfochin activate; NK/T-limfocite — veriga intermediard intre
imunitatea indscuta si dobandita.

Celulele NK sunt o populatie a limfocitelor ce provin din celula stem hemopoietica si se
maturizeaza in maduva osoasd. Acestea au o functie de supreveghere imuna prin: liza celulelor
infectate de virusuri §i alte microorganisme intracelulare, precum si a unor celule tumorale;
producerea si secretia unor citokine imunoreglatoare (INF alfa, gamma, IL-1, limfotoxina).

In infectia virali NK-celulele migreazi in tesutul infectat sub influenta INF tip I,
recunosc si lizeaza celulele-tintd pe care lipsesc sau sunt modificati markerii caracteristici
celulelor sanatoase. Pe suprafata NK-celulelor sunt receptorii kiling activatori si kiling inhibitori.
Celulele infectate sunt recunoscute de receptorii kiling activatori, expresia carora creste sub
actiunea citokinelor. In rezultatul recunoasterii NK-celulele secreti perforine si gransime.
Perforinele se infiltreazd in membrana celulei-tinta cu formarea porilor, iar gransimele
penetreaza in celula-tinta cu liza acesteia. Celulele NK pentru realizarea efectului nu au nevoie
de proliferare, transcriptie sau sinteza proteinelor (nu necesitd timp pentru maturare) si nic
participarea anticorpilor si complementului. Astfel de citoliza se numeste citotoxicitate mediata
celular. Activitatea NK-celulelor nu are specificitate imunologica si se manifesta pana la
includerea factorilor specifici de protectie imuna.

Limfocitele NK/T sunt o veriga intermediara intre imunitatea Tnascuti si dobandita si se
caracterizeaza prin prezenta markerilor NK-celulelor (CD56 si CD16) si celui a limfocitelor T —
un receptor ce recunoaste antigenul, receptor natural format pentru identificarea antigenilor
lipidici. Aceste celule au nu numai functie de kiler, dar si transmit semnalul pentru Th1 si Th2 cu
producerea de citokine. Astfel amplifica reglarea raspunsului imun cu includerea mecanismelor
imunitatii specifice (protectia contra virusurilor, bacteriilor, parazitilor, imunitatea antitumorala,
preintampinarea dezvoltdrii patologiei autoimune). Limfocitele NK/T sunt rezistente la apoptoza
ce permite de a supravetui dupa activare si de a mentine cantitatea lor la un nivel normal.

Celulele LAK reprezinta limfocite obisnuite care au fost activate de IL-2 si au capatat
capacitatea de a realiza efectul kiling.

Celulele K au pe suprafata sa receptor catre Fc-fragmentul IgG si sunt capabile catre
citotoxicitatea mediata celular dependenta de anticorpi. Interactiunea dintre aceste elemente este
un mecanism cheie al procesului citolitic, in care o celuld K poate liza cateva celule-tinta.

Rolul citokinelor in organism se reduce la: inhibarea transcriptiei genomului viral si
translatiei ARNm viral cu micsorarea viremiei si cresterea procesului de eliminare; contribuie la
raspunsul imun adecvat la infiltrarea agentului infectios in organism (initiaza cascada reactiilor
imunologice).

In anii 80 ai secolului XX savantii rusi cerceteaza substansele biologic active din insecte,
inclusiv peptidele antibacteriene izolate din mai multe specii. Studiile s-au axat pe larvele
chirurgicale, utilizate de I.Pirogov inca in secolul XIX in razboiul ruso-turc in vindecarea
plagilor si ulcerelor. In cele din urma din hemolimfa insectelor s-au separat cateva familii de
compusi proteici capabile sd 1indrepte sistemul imun la lupta cu infctiile virale. Cercetarile
experimentale ale imunitatii celulare si umorale la larvele Callophora vicina au elucidat
prezenta a trei grupe de substante farmacologic active de perspectivd pentru medicind —
aloferoni, alostatine si peptide antimicrobiene (21).
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Peptidele izolate din larvele chirurgicale (ce lezeaza bacteriile) sau din hemolimfa mustei
Calliphora vicina au o lunga istorie de utilizare in medicina. Calliphora vicina este cunoscuta,
de asemenea, prin capacitatea de a produce, dupa o modelare experimentala, o serie de substante
cu efect potential antimicrobian cu o structura primara similara a celor descrise din alte insecte
precum defensine, cecropine, diptericine si proteine bogaste in prolind. Experimentele, ce au
precedat descoperirea alloferonilor, au notat ca hemolimfa primara (prospata) de Calliphora
contine un factor capabil si stimuleze rezistenta antivirala si antitumorala la soricei. In acest caz
s-a constatat o majorarea in splind a NK-celulelor, elemente cheie in imunitatea inascuta
antivirald si antitumorald la vertebrate §i unele nevertebrate. S-a presupus cd hemolimfa din
Calliphora poate contine material asemanator citokinelor, care interactioneaza cu NK-celulele
soriceilor ce protezeazd de infectarea virald sau modificarea tumorald. Dupd extragerea si
purificarea hemolimfei s-au obtinut 2 peptide cu 13 si 12 reziduri de aminoacizi. Peptida cu 13
reziduri a fost numitd alloferon 1, care ulterior a fost sintetizata si studiata activitatea biologica.
Ulterior s-au sitetizat alloferon 2 (rezid de 12 aminoacizi) si alloferon 3 si 4 cu un lant mai scurt
de aminoacizi dar care manifestau o actiune biologica similara, determinata de secventa Ser-Gly-
His-Gly-GIn-His-Gly-Val ~ ce  corespunde  alloferon 4.  Structura  alloferon 1
(HGVSGHQHGVHG) si alloferon 2 (GVSGHGQHGVHG) au secvente comune cu cele din
hemaglutinina virusului gripei B, proteinei antifungice din Sarcophaga peregrina (musca de
carne), kininogenul din bovine si colagenului endotelial uman.

Aloferonii — peptide ale sistemului imun, similare citokinelor, ce regleaza imunitatea
specifica antivirald si antitumoralad. Acestea sunt peptide liniare din 12-13 L-aminoacizi ce
interactioneaza cu celulele imunocompetente umane (neutrofile, limfocite si monocite) cu
cresterea activitatii citotoxice si stimularea producerii interferoniilor. Aloferonii sunt peptide ce
selectiv stimuleaza activitatea citotoxica a kilerilor naturali cu rol important in imunitatea
antivirald si antitumorald a vertebratelor. Datoritd dimensiunilor mici a fost posibild sinteza
aloferonilor fara impurititi. In baza aloferonilor s-au sintetzat un sir de substante, printer care si
aloferonul alfa, inregiatrat in Rusia in 2003 in calitate de preparat antiviral. Aloferonul alfa
reprezintd o oligopeptida liniara din 13 L-aminoacizi (His—Gly—Val-Ser—Gly—His-Gly-GIn—
His-Gly-Val- His—Gly), reprezentatul unei clase noi de stimulatori selectivi ai factorilor
imunitatii indscute cu propretati antivirale si antitumorale (1, 19, 20). Preparatul este
reprezentantul unei noi grupe de antivirale (numite — preparate ce preitampina evitarea
citokinelor), bazate pe capacitatea oligopeptidelor sistemului imun al insectelor de a include
citokinele in lupta cu virusurile.  S-a demonstrat eficacitatea inaltd in tratamentul infectiilor
virale (hepatite, herpes, infectii cu papilomavirus) si posibilitatea de a le utiliza ca monoterapie.

Studiul aloferonilor a permis de a modifica tintit sinteza si de a obtine alostatine —
oligopeptide din 10-15 aminoacizi. Alostatinele sunt peptide sintetice ce imbind caracteristici
structurale pentru aloferoni si unele proteine imunologic active ale vertebratelor. Acestea, ca si
aloferonii, manifestd efect stimulator asupra activitatii citotoxice ale kilerilor naturali si
producerea interferonilor, iar unele din ele au proprietati adjuvante — abilitatea de a creste
recunoasterea imund a antigenelor. Aceste peptide poseda efect antiviral si antitumoral. Ultimul
se bazeaza pe inhibarea directd a proliferarii celulelor canceroase si activarea mecanismelor
imunologice de respingere a tumorii. Alostatinele intrunesc proprietatile de imunomodulator
(mobilizarea limfocitelor citotoxice, interferonilor si, posibil, altor mecanisme ale imunitatii
antitumorale si antivirale) si cele de citostatic (inhibarea nemijlocitd a proliferarii celulelor
canceroase). Actualmente aceste substante sunt efective in cresterea rezistentei pielii si
mucoaselor la infectiile virale, iar in viitorul apropiat isi vor gasi utilizarea in imunoterapia
cancerului si altor maladii. (21).

Studiile experimentale au demonstrat ca aloferonii nu sunt toxici (in cadrul toxicitatii
acute si cronice) si nu manifesta actiune sensibilizanta, alergizanta, embriotoxica, teratogena si
mutagend. Se supune rapid si complet biodegradarii prin proteazele extra si intracelulare.

Alloferonul este o peptidd asemdnatoare citokinelor si se poate considera ca un
interferonomimetic deoarece activitatea farmacologica este similara cu cea a interferonului alfa
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referitoare la influenta asupra sistemului kilerilor naturali si rezistentei la infectia virala.
Actiunea alloferonului se realizeaza in concentratii foarte mici — 0,05-0,5 ng/ml. Alloferonul se
considera un inductor al sintezei interferonilor, efect caracterizat prin 2 picuri (6 si 24 ore), In
deosebi la 24 ore spre deosebire de alti interferonoinductori (cicloferon). Proprietatile de
interferonomimetic si interferonoinductor sunt importante pentru tratamentul deficientelor
sistemului kilerilor naturali si interferonului intalnite in maladiile virale, micotice si oncologice.

Alloferonul (intranazal i subcutan) s-a dovedit efectiv in tratamentul infectiilor virale la
soricei cauzate de virusul gripei A si B in doze cu mult mai mici in comparatie cu preparatele de
referintd, remantadina si ribavirina respectiv.

Studiul activitafii antitumorale a remarcat proprietatea alloferonului de a potenta
capacitatea limfocitelor din sangele periferic a persoanelor sanatoase de a liza celulele tumorale,
actiune ce nu ceda interferonului alfa. Concomitent preparatul a stimulat liza celulelor tumorale
de limfocitele citotoxice al bolnavilor oncologici. Efectul era mai manifest asupra NK-celulelor
si mai marcat la bolnavii cu leucoza acuta si cronica, dar mai mica la cei cu limfoame. Actiunea
stimulatoare a alloferonului si interferonului alfa corela cu citotoxicitatea redusd sau nula a
limfocitelor. Alloferon 1 si analogii lui 3 si 4, similar cu interferonul alfa, stimulau activitatea
citotoxica a limfocitelor persoanelor sanatoase si pacientilor cu maladii oncologice. (1).

Allochin alfa este un preparat antiviral ce simuleaza selectiv factorii imunitatii naturale.
Substanta activa a preparatului este alloferonul, oligopeptid sintetic in baza peptidului insectelor,
veriga principald a protectiei antivirale (1, 20).

Mecanismul de actiune al preparatului constd din: a) stimularea recunoasterii antigenelor
virale si celulelor afectate de kilerii naturali (NK), neutrofile si alte sisteme efectoare ale
imunitatii naturale (indscute); b) stimularea sintezei interferonilor (1, 8, 11, 16, 20).

Activarea sistemului Kilerilor naturali (NK-celulelor si NK/T-limfocitelor). Allochin
alfa este un stimulator selectiv al activitatii functionale a NK-celulelor si NK/T-limfocitelor,
limfocite citotoxice ce recunosc si lizeaza celulele afectate de virus. Aceasta se realizeaza prin
amplificarea expresiei receptorilor activati kiler al NK-celulelor si activarii lor functionale
(recunoasterii celulelor infectate de virus), precum si majorarea producerii de catre acestea a
citokinelor (interferon alfa si gamma, interleukinelor 1 si 2 (IL-1, IL-2), limfotoxinei). Celulele
NK in rezultatul recunoasterii celulelor-tintd si contactului cu ele elibereazd din granule
perforine i gransime. Perforimele se infiltreaza in membrana celulelor afectate si formeaza pori
prin care permit gransimelor sd patrundd in celuld ca in cele din urma sa duca la liza celulelor
afectate. Preparatul contribuia la restabilirea activitatii functionale a imunitatii celulare relevata
prin expresia genelor citokinelor cu cresterea productiei IL-6, 1L-10, 1L-12, IL-18. E necesar de
mentionat cd Allochinul alfa selectiv stimuleazad activitatea functionalda a NK-celulelor prin
cresterea citotoxicitatii lor, dar nu a numarului lor. Tot odatd preparatul actioneaza in focarul
infectiei fara o activare a cascadei reactiilor imune ale organismului, deoarece pentru realizarea
efectului este necesara prezenta antigenului viral sau a celulei afectate. Acest mecanism este
important in tratamentul infectiilor virale (herpetice etc.) deoarece virusurile protejeaa celulele
infectate ale gazdei de actiunea limfocitelor citotoxice prin blocarea activitatii T si NK-celulelor
(1, 8, 20).

Inducerea sintezei interferonilor. Allochin alfa manifesta proprietati imunotrope in
calitate de cofactor al cresterii producerii INF-gamma de NK-celule, INF-alfa de leucocite in
focarul infectiei datorita reactiei la antigenul viral. Astfel, inductia sintezei INF este rezultatul
actiunii virusului si nu a allochinului alfa. Aceasta este o particularitate specifica a preparatului
cu localizarea actiunii si reducerea efectelor sistemice nedorite cauzate de raspunsul nespecific
generalizat, constatat la utilizarea preparatelor imunomodulatoare (1, 8, 20).

Studiile clinice au demonstrat eficacitate allochinului alfa in tratamentul si profilaxia
infectiilor herpetice (8, 10, 12, 18), infectiilor cu papilomavirusuri (7, 8, 11, 16, 17, 20),
hepatitelor virale B si C ( 6, 8, 15, 22 ), gripei A si B (1, 8, 20).

In infectiile herpetice s-a constatat capacitatea virusurilor herpetice de a proteja celulele
infectate ale gazdei de actiunea limfocitelor citotoxice prin blocarea activarii NK-celulelor si

199



limfocitelor T ce determina cronicizarea procesului (8, 10, 18). Utilizarea allochinului alfa a
contribuit la reducerea duratei, frecventei si intensitatii recidivelor cu ameliorarea calitatii vietii,
precum si cresterea numarului si activitatii NK-celulelor. Autorii recomandd preparatul in
calitate de monoterapie sau tratament complex al afectiunilor herpetice (herpesului genital,
herpesului simplex, varicelozosterian, citomegalic si Epstein-Bar).

Virusurile papilomei la om se considera factorul etiologic principal al cancerului ce col
uterin. Tratamentul complex cu alloferon, si anume alloferonul 3 (allostatina sub forma externa
de preparat allomedin), a demonstrat o eficacitate in 70-98% cazuri si poate fi recomandat in
dermatologie, ginecologie si urologie pentru tratamentul infectiilor papilomatoase, displaziilor
intraepiteliale ale mucoaselor de origine virala, candiloamelor etc. (8, 17, 20). S-a demonstrat ca
allomedinul (alloferon 3) spre deosebire de allochin alfa manifesta si un efect antiinflamator
determinat de modificarea reactiei inflamatoare nespecifice irin mecanisme mai fine
caracteristice sistemului imun antiviral.

Allochin alfa la tratamentul pacientilor cu hepatita acutd virala B si C a contribuit la
ameliorarea simptomelor clinice (intoxicatiei, icterului etc.), parametrilor biochimici (AIAT,
AsAT, FA, GGTP etc.) si eliminarea markerilor virali (8, 22). Autorii considerd ca efectul
benefic al preparatului este determinat de activarea sistemului interferonilor si normalizarea: T si
B-imunitatii, expresiei genelor citokinelor (INFalfa, INF gamma, TNF alfa, IL-12, 1L-18, IL-8),
producerii INF-gama cu restabilirea activitatii functionale a limfocitelor T, capacitatii de activare
a sistemului imun §i raspunsului imun dupa tipul Th-1. La pacientii cu hepatitd virala C s-a
constatat cresterea numarului celor cu ARNm, citochinelor INF alfa, IL-1 beta, IL-2, IL-4, IL-6,
IL-8, IL-18 in comparatie cu voluntarii. Concomitent in perioada de acutizare s-a determinat
micsorarea pacientilor cu ARNm la INF-gamma, TNF alfa, 1L-12 fatd de voluntari. Pe fondalul
tratamentului cu allochin alfa se mentinea producerea ARNm, INF alfa, IL-1 beta, IL-2, IL-4, IL-
6, IL-8, IL-18 cu o majorare celui a INF gamma, IL-10. Activitatea limfocitelor B se caracteriza
prin capacitatea lor de a creste sinteza INF alfa, IL-1beta, IL-4, IL-2, IL-10, iar a Th2 de a
produce IL-4 si IL-10, ial allochinul alfa stimula expresia acestor gene.

Allochinul alfa se recomandd de inclus in standardul de tratament al pacientilor cu
hepatita virala B cronica si farmacoterapia complexa a hepatitei virale cronice B si C, inclusiv si
cu INF alfa, datorita faptului ca stimuleaza leucopoieza (15).

Substantele biologic active din insecte au manifestat actiune antivirala fatd de virusurile
hepatitelor, herpesului, HIV/SIDA etc. (4).

Un interes deosebit prezinta cercetarea unor noi medicamente in baza de entovironi,
substante produse de sistemul imun al insectelor ce raspund la infectia virald. Spre deosebire de
aloferoni acestea manifesta actiune antivirala directa, iar varietatea entovironilor depaseste
arsenalul de preparate antivirale.
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