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Candida albicans. As células foram tratadas na presenca ou auséncia (controle) de 400 e 800
ug.mLt. Acima das barras de teste sio mostradas a porcentagem de inibicdo em comparagdo
com o controle. (***) indica p<0,001. (C): Perda da viabilidade celular demonstrada pela
incapacidade das células tratadas de formar col6nias. UFC, unidade formadora de colénia
(calculada com base em 100 pL da diluicdo do controle e dos ensaios de amostra). (D):
Fotografia das placas de Petri mostrando a viabilidade celular em C. albicans ap6s 24 h de
tratamento com FARP (400 € 800 pg.mL™).......cocoiiiiiiiiiieieeeecce e, 70

Figura 11: Fracionamento da FARP e atividade antimicrobiana de fracfes da DEAE-
Sepharose. (A) Cromatograma de FARP de sementes de Adenanthera pavonina em troca
ibnica DEAE-Sepharose. D1, fracdo ndo retida eluida em 0,1 M Tris HCI, pH 9,0 e D2 fragéo
retida eluida usando 1 M NaCl no mesmo tampé&o, e 4 mL foram coletados em cada tubo. (B)
Visualizacdo eletroforética em gel de tricina SDS-PAGE contendo 40 pg de cada fragédo
(fracbes FARP, D1 e D2). M — Marcadores de massa molecular (kDa); Fracdes D1 e D2
conforme descrito acima. (C) Efeito inibitério de D1 e D2 no crescimento da levedura
Candida albicans. As células foram tratadas na presenca ou auséncia (controle) de 100
ug.mL* de cada fragcdo. Acima das barras de teste sio mostradas a porcentagem de inibicio
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em comparacdo com o controle. O asterisco (***) indica p<0,001. (D): Perda da viabilidade
celular demonstrada pela incapacidade das células tratadas de formar colénias. UFC, unidade
formadora de colonia (calculada com base em 100 pL da dilui¢do dos ensaios de controle e
amostra). (E) Fotografia das placas de Petri mostrando a viabilidade celular em C. albicans

apos 24 h de tratamento com as fracbes D1 e D2 (100 pg.mL’

Figura 12: Atividade antimicobacteriana das fracdes DEAE-Sepharose. (A) Ensaio de
inibicdo do crescimento da cepa laboratorial Mycobacterium tuberculosis H37Rv na presenca
de diferentes concentracdes das fracdes D1 e D2, obtido apds cromatografia de troca i6nica
em coluna DEAE-Sepharose. Acima das barras de teste séo mostradas as porcentagens de
inibicdo. (B) Ensaio de inibicdo do crescimento do isolado clinico M. tuberculosis M299 na
presenca de diferentes concentracdes das fracdes D1 e D2, obtido ap6s cromatografia de troca
ibnica em coluna DEAE-Sepharose. Acima das barras de teste s&o mostradas as porcentagens
(o[ 10T o] [oF: o TSP TP PP PR 74

Figura 13. Perfil de citotoxicidade celular em macréfagos RAW 264.7. Avaliacdo da
citotoxicidade das fracdes D1 e D2 de sementes de Adenanthera pavonina em culturas de
macrofagos RAW 264.7 pelo método MTT. As células foram tratadas apds 24 h com as
fracbes em diferentes concentragdes. Células RAW 264.7 ndo tratadas foram usadas como
controle (citotoxicidade — 0%) e 1% de detergente Triton X-100 foi adicionado como
tratamento no controle positivo (citotoxicidade — 100%). Média aritmética = desvio padrédo (n
= 3). P<0,05 (*) em comparacdo com células ndo tratadas. Acima das barras de teste é

mostrada a porcentagem de INIDIGAD. .........couiiiiiiiiie s 75

Figura 14. Separacao da fracdo D1 e atividade antifingica de amostras de HPLC. (A)
Etapa intermediaria de purificacdo dos peptideos da fracdo D1 das sementes de Adenanthera
pavonina. Cromatograma da fracdo D1 ap06s cromatografia de fase reversa em coluna C18. A
linha obliqua representa o gradiente de 2-propanol que se estende de 0 a 50%. O perfil de
eluicdo das amostras foi monitorado a 220 nm. O fluxo utilizado foi de 0,4 mL.min%. P1 a
P10, fracOes retidas na coluna C18 e separadas por 2-propanol. (B e C) Visualizacdo
eletroforética das fracGes obtidas apds D1 ser cromatografado em coluna C18 por gel tricina

SDS-PAGE. M, marcador de massa molecular (kDa). (D) Efeito antifingico das fragdes P1 a
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P10 a 25 pg.mL* sobre o crescimento de Candida albicans. A porcentagem de inibigdo do
crescimento fungico é mostrada acima das barras de teste. Os ensaios foram realizados em
triplicata. Os asteriscos indicam significancia pela anélise de varidncia (ANOVA) de um fator
(0 1 USSP 77

Figura 15. Atividade da fracéo P4 sobre espécies de Candida e Saccharomyces cerevisiae:
Crescimento de leveduras na auséncia (controle) e na presenca da fragdo P4 em diferentes
concentragdes (100 - 25 pg.mL™t) por 24 h. A porcentagem de inibicdo do crescimento
fangico é mostrada acima das barras de teste. As experiéncias foram realizadas em triplicata.
Os asteriscos indicam significadncia pela andlise de varidncia (ANOVA) de um fator
(p<0,001). (A) Candida albicans (B) Saccharomyces cerevisiae (C) Candida buinensis (D)

Candida PAraPSTIOSIS. .....c.viiiieiie ettt e e e a e e e arreeree s 78

Figura 16. Purificacdo, identificacdo e caracterizacdo de peptideo bioativo. (A)
Cromatograma da fragdo P4 recromatografada na coluna de fase reversa C18. A linha obliqua
representa o gradiente de 2-propanol que se estende de 0 a 25%. O perfil de eluicdo das
amostras foi monitorado em 220 nm e foram obtidas duas fracdes denominadas P4rl e P4r2.
(B) Visualizacdo eletroforética das fracdes P4rl e P4r2 em gel de tricina SDS-PAGE. M,
marcador de massa molecular (Da). (C): Visualizacdo grafica do ensaio de inibicdo do
crescimento de Candida albicans incubada com as fragdes P4rl e P4r2 a 25 pgmL™ A
porcentagem de inibicdo do crescimento fingico é mostrada acima das barras de teste. As
experiéncias foram realizadas em triplicata. Os asteriscos indicam significancia pela analise
de variancia (ANOVA) de um fator (P<0,001)........c.ccceeieiiieiieieiicieese e 80

Figura 17: Avaliacdo da atividade inibitoria sobre proteases das fragdes FARP (400
pg.mLY), D1 (100 pg.mL™?), D2 (100 pg.mL?) e ApPI (25 pg.mL1), obtidas a partir das
sementes de Adenanthera pavonina. (A) Efeito inibitorio da atividade de tripsina na
auséncia e presenca das diferentes frac6es. (B) Efeito inibitorio da atividade de quimotripsina
na auséncia e presenca das diferentes fragdes. (C) Efeito inibitério sobre a atividade da
tripsina em condicOes experimentais de purificagdo de ApPI (38 °C, na presenca of 25 % de
solugéo B (100% 2-propanol + 0.1% TFA) a 90 min de incubacdo. (D) Efeito inibitério na
atividade de quimotripsina em condicGes experimentais de HPLC. Asteriscos indicam

significancia pelo teste ANOVA, e os valores de diferenca foram considerados significativos
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se p < 0,05. A porcentagem de inibicdo da enzima é mostrada acima das barras de teste. Os

experimentos foram realizados em tripliCata.............cccoeiiiiieicic i 82

Figura 18: Avaliacdo da atividade inibitoria de proteases a partir de fracfes obtidas de
sementes Adenanthera pavonina. (A): Visualizagdo eletroforética em gel de tricina (12,5%)
SDS-PAGE dos sobrenadantes de lisados de células de leveduras cultivadas na presenca ou
auséncia de BSA. Vinte microgramas de cada lisado de células foram aplicados. (M)
Marcador de massa molecular em kDa. (B) Deteccao de atividades proteoliticas a partir de
extratos celulares de C. albicans e S. cerevisiae por zimografia na auséncia ou presenca de
BSA. Os géis foram corados com Coomassie Brilliant Blue R 250. (Controle): Trip (Tripsina
de pancreas suino). (C) Zimograma mostrando bandas de atividade proteolitica a partir do
lisado de células de S. cerevisiae e (D) C. albicans na presenca de diferentes fracdes FARP
(400 pg.mL™?). D1 (100 pg.mL™Y), D2 (100 pg.mL™?), ApPI (25 ug.mL™), suplementadas com
BSA a 30 °C por 1 hora. (E) Zimograma mostrando bandas de atividade proteolitica a partir
do lisado de células de S. cerevisiae na presenca de diferentes classes de inibidores
comerciais. (PMSF) - fenilmetilsulfonilfluorido. (Pepstatina) — Pepstatina A. (EDTA) — acido
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Figura 19: ApPI é capaz de inibir a atividade da a-amilase. (A) Atividade da a-amilase de
Tenebrio molitor na presenca e auséncia de diferentes fragdes: FARP (400 pg.mL™), D1 (100
ug.mL?), D2 (100 pg.mL?), D2 (100 pg.mL?), ApPI (25 pg.mL?). (B) Atividade de a-
amilase salivar humana na presenca e auséncia de FARP (400 pg.mL?), D1 (100 pg.mL™Y),
D2 (100 pg.mL?), D2 (100 pg.mL™?), ApPI (25 pg.mL™). Acima das barras de teste sdo
mostrados o0s percentuais de inibigdo. Os valores sdo a média £ DP de triplicatas. O asterisco
indica significancia por ANOVA (p < 0,05). EDTA (Controle positivo). BSA (Controle
ELT0 T LUV ) SRS 85

Figura 20: Ensaio de termo estabilidade. Efeito do aumento da temperatura em ApPl (25
ug.mL™) sob a inibicdo do crescimento de C. albicans por 24 h. A porcentagem de inibicdo
do crescimento fungico é mostrada acima das barras de teste. Os ensaios foram realizadas em

triplicata. Os asteriscos indicam significancia pela analise de variancia (ANOVA) de um fator
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Figura 21: Determinacdo da Concentracdo minima inibitoria de ApPI sobre S. cerevisiae
(A), C. buinensis (B), C. albicans e C. tropicalis (C). Em cima das barras estd indicada a
percentagem de inibicdo do tratamento em relacdo ao seus respectivos controle. Abaixo das
barras mostram a fotografia do fundo do poco e padrdo de crescimento das leveduras. Os
asteriscos indicam o grau de significincia (p < 0.001) em relacdo ao
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Figura 22: Ensaio de viabilidade celular. Determinacdo da viabilidade celular das leveduras
S. cerevisiae, C. albicans, C. buinensis e C. tropicalis tratada com ApPI, ap6s 12 h. CFU =
Médias com desvio padrdo das unidades formadoras de col6nias. (-) Nimero excessivo de
col6bnias crescidas que impediu a contagem. Note que ndo ha desenvolvimento de coldnias nas
placas tratadas de S. cerevisiae e C. buinensis, indicando que 12, 5 e 50 s&o os valores da
DL1oo de ApPI dessas leveduras, respectivamente. A DLioo € a representativa de um ensaio
realizado apenas uma vez em
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Figura 23: Permeabilizacdo de membrana plasmatica das células de leveduras tratadas
com ApPIl. (A) A fluorescéncia verde indica a permeabilizacdo de membrana. As células
foram visualizadas em DIC e por fluorescéncia, todas no mesmo tempo de exposicao.
Aumento de 630x. Barras 20 um. (B) Namero de células permeabilizadas determinadas apds
contagem de células observadas em trés campos aleatérios em DIC e fluorescéncia. Controle
positivo representa células de leveduras tratadas com aquecimento e controle negativo apenas
as celulas de leveduras com a sonda Sytox Green. Asteriscos (*) indicam diferenca estatistica
significativa (p < 0.001), pelo One-Way ANOVA. As imagens mostradas séo representativas
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Figura 24: Ensaio de inducdo de ROS. (A) Imagens de células de leveduras S. cerevisiae,
C. buinensis, C. albicans e C. tropicalis ap06s ensaio de inducdo de ROS por microscopia de
fluorescéncia através da sonda H2DCFDA. Células foram tratadas com ApPI, a partir dos
valores de MICi00 de cada levedura e depois analisado por estresse oxidativo. Células
controle tratados somente com H.DCFDA. Controle positivo realizado com acido acético 200
mM. Barras = 20 um. (B) A porcentagem de inducdo de ROS foi quantificada pelo nimero de

células em trés campos aleatorios em DIC e fluorescéncia das amostras visualizadas, sendo o
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numero de células em DIC de cada amostra considerada como 100%. Asterisco (*) indica
diferenca significativa (p < 0,001) pelo One-way ANOVA ... iieieeie e 95

Figura 25: Ensaio de funcionalidade mitocondrial. Imagens de células de S. cerevisiae, C.
buinensis, C. albicans e C. tropicalis tratados com ApPl apds 12 h de exposicdo. A
fluorescéncia vermelha indica o potencial de membrana mitocondrial. As células foram
visualizadas por DIC e por fluorescéncia, todas no mesmo tempo de exposi¢do. Imagem com

ampliaGao 630 X. BArras: 10 [UM......couiieiiiieiie it b e s 96

Figura 26: Deteccdo de condensacdo de cromatina em leveduras do género Candida e
Saccharomyces cerevisisae tratadas com ApPl. Marcacdo com DAPI das células controle e
tratadas durante 12 h com os valores da MIC100 de ApPI. Note brilho mais intenso e aumento

do nacleo nas amostras tratadas. Barras: 10 [N ........cccveeeieeieiie e 98

Figura 27: Deteccdo da atividade de metacaspases. Imagens das células de S. cerevisiae e
C. buinensis apés o ensaio de atividade de caspase, visualizadas por microscopia de
fluorescéncia usando a sonda fluorescente CaspACE FITC-VAD-FMK. As células foram
tratadas com os valores da MIC100 por 12 h. As células controle foram tratadas apenas com
CaspACE FITC-VAD-FMK. Barras = 10 [M. ....cccooviuiiiiiiiiiiee e 100

Figura 28: Alteracdes morfologicas em células de leveduras induzidas por ApPl. Imagem
de MEV mostrando alteragcdes em S. cerevisiae, C. buinensis, C. albicans e C. tropicalis na
superifice celular ap6s incubagdo com ApPl. Células de leveduras foram tratadas com MICioo
por 12 h em relagdo ao controle (células ndo incubas com o peptideo). Setas brancas indicam
debris celular, asteriscos brancos indicam perda de contetdo citoplasmatico e asterisco preto

indica formacdo de pseudohifas e espessamento de parede. Barras 2

Figura 29: Imagem de MET mostrando alteracfes ultraestruturais nas células de
leveduras induzidas por ApPIl apds 12 h. Células de leveduras S. cerevisiae, C. buinensis,
C. albicans e C. tropicalis na presenca ou auséncia (controle) do peptideo. Durante a

exposicao com ApPl, nlcleos apresentam areas de coloragdo escura, o que indica condensacao
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de cromatina (setas), alteracdo do espessamento de parede (triangulo) e cicatriz de brotamento
(asteriscos). PC = parede celular. M = mitocondria. N= ndcleo. V=
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Figura 30: Toxicidade sobre células de macrofagos murinos RAW 264.7, ap6s 24 h de
tratamento com ApPIl. Acima das barras é mostrada a porcentagem de citotoxicidade pelo
método de MTT. ICso — 50% para concentragdo citotdxica requerida para metade da reducédo
da viabiliade celular, calculada por andlise de regressao. (***) p < 0.001 comparado com 0

grupo nao tratado e determinado por teste de TUKEY........ccceivereiieii e 105

Figura 31: Avaliacdo da capacidade inibitéria de ApPl na producdo de NO em
macréfagos RAW 264.7 estimulados por LPS. Macréfagos RAW 264.7 foram estimulados
com LPS [1ug.mL™] e tratados com o peptideo purificado nas concentrac@es de 25, 50, 100 e
200 pg.mL™t Apés 24 h o sobrenadante da cultura foi avaliado. A concentragdo de NO em
ng.mL foi obtida por uma curva padrdo de nitrito e comparada aos controles positivos de
producdo de NO (macrofagos somente estimulados por LPS) e negativo (macréfagos néo
estimulados). Valores s&o reportados como média + desvio padrdo, e grupos diferentes foram
considerados significantes de acordo com p < 0,001 (***). Acima da barra mostra a
porcentagem de inibicdo e na parte superior do grafico encontra-se a concentracdo minima

inibitoria 50% obtida nas atividades avaliadas. (N=3)........ccccccveiieieiieieeieee e 106

Figura 32: Efeito inibitdrio de ApPl na produgdo de TNF-a e IL-1§ em macrofagos
estimulados por LPS. (A) Macrofagos RAW 264.7. (B) Macréfagos J774A foram tratados
com LPS na presenca ou na auséncia de amostra, (25 — 200 pug.mL™?). A quantificacdo dos
mediadores inflamatorios nos sobrenadantes de cultura foi realizado por ELISA sanduiche. As
barras para cada derivado referem-se as concentragfes testadas em ordem crescente.
Macrofagos estimulados por LPS foram usados como controle positivo (C+) e macréfagos
ndo tratados como controle negativo (C-). Os valores foram apresentados como média *
desvio padrdo e as diferencas estatisticas entre cada grupo e C+ foram indicadas de acordo
com p < 0,001 (***), p < 0,01 (**) € P < 0,05 (¥). rovverieieiieiee e 108
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Figura 33: Atividade antimicobacteriana do inibidor de protease ApPl. (A) Ensaio de
inibicdo do crescimento da cepa laboratorial Mycobacterium tuberculosis H37Rv na presenca
de diferentes concentracBes do peptideo ApPl, obtido apds cromatografia de fase reversa em
coluna C18. Acima das barras de teste sdo mostradas a porcentagem de inibigcdo. Asteriscos
indicam grau de significancia, sendo p <0,001. (B) Ensaio de inibicdo do crescimento do
isolado clinico M. tuberculosis M299 na presenca de ApPI, obtido apds cromatografia de fase
reversa em coluna C18. Acima das barras de teste sdo mostradas a porcentagem de inibigéo.

Asteriscos indicam grau de significancia, sendo p <0,001. .......cccoovrerininninnienie e 109

Tabela 1: Propriedades fisico-quimicas dos inibidores de protease de Adenanthera pavonina
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LISTA DE ABREVIATURAS

AMPs — Peptideos antimicrobianos (do inglés, antimicrobial peptides);

APD - Banco de dados de peptideos antimicrobianos (do inglés, Antimicrobial Peptide
Database);

ApDef; — Defensina-1 de Adenanthera pavonina (do inglés, A. pavonina defensin one);

ApPI — Inibidor de protease de Adenanthera pavonina ((do inglés, A. pavonina protease
inhibitor)

BAPNA - N-benzoil-DL-arginina-p-nitroanilida;

BSA —Albumina sérica bovina (do inglés, Bovine Serum Albumin);

BTPNA - N-benzoil-L-tirosil-p-nitroanilida;

CAMP- Peptideo antimicrobiano catelicidina (do inglés, cathelicidin antimicrobial peptide)
CTPS- Catepsinas;

d-LAK- Peptideos antimicrobianos d-enantioméricos;

DAPI - 4',6-diamidino-2-fenil-indol (do inglés, 4',6-diamidino-2-phenylindole);
DEAE - Dietilaminoetil (do inglés, diethylaminoethyl);

DIC — Contraste de interferéncia (do inglés, differential interference contrast);
DL — Dose letal;

DO - Densidade Optica;

DMEM - Meio de aguas de Eagle modificadas por Dulbeco (do inglés, Dulbecco’s modified
medium);

DNA — &cido desoxirribonucleico;

DNS - &cido 3,5-dinitrosalicilico ;

EDTA - &cido etilenodiaminotetracético;

FARP — fracdo aquecida rica em peptideos;

FBS - do inglés, fetal bovine serum;

FITC — Isotiocianato de fluresceina;

GNLY- granulisina;

HBD - B-defensina humana;

Hepc - hepcidina;

HIV - virus da imunodeficiéncia humana (do inglés human immudeficiency virus)
HNPs- proteinas de neutr6filos humanos;

HPLC - do inglés, high performance liquid chromatography;

HsAFP1- peptideo de Heuchera sanguinea

H.DCFDA - 2°,7’ diclorofluoresceina diacetato;

ICso - do inglés inhibitory concentration that diminishes a specified response to 50%;



IL-1p — Interleucina 1 beta;

IL- 6 — Interleucina 6;

kDa - quilodaltons;

LF- lactoferrina;

LLAP- peptideo antimicrobiano derivado da LL-37;

LPS — lipopolissacarideo;

LTPs - do inglés, lipid transfer proteins;

MDR - do inglés, multiple drug resistance;

MET- Microscopia eletronica de transmissao;

MEV- Microscopia eletrdnica de varredura;

MIAP- peptideo antimicrobiano derivado da magainina-I;
MIC - do inglés, minimal inhibitory concentration;
MRSA - Staphylococcus aureus resistente a meticilina
Mtb - Micobacterium tuberculosis;

MtDef4 — defensina de planta obtida de Medicago truncatula
MTT - 3-(4,5 dimetiltiazol-2-il)-2,5-difenil tetrazol,

MW — do inglés, molecular weight;

NaD1 — peptideo antifingico de Nicotiana alata;

NE- elastase de neutrofilo;

NO - oxido nitrico;

OMS — Organizac¢do Mundial da Saude;

PAF — Proteina antifangica de Penicilium chrysogenum
PBS — Salina fosfatada tamponada;

PDB — do inglés, protein data bank

Pls —do inglés, protease inhibitors;

PMSF — fluoreto de fenilmeltilsulfonil;

PR — Proteinas relacionadas a patogénese;

P4r1 — fragdo purificada em HPLC que deu origem & fracdo ApPI
RIPE — Rifampicina; Isoniazida; Pirazinamida; Etambutol;
ROS — do inglés, reactive oxygen species;

RNA — &cido ribonucleico;

RsSAFP2 — peptideo de Raphanus sativus;

SAMPs- peptideos antimicrobianos sintéticos;

SDS - dodecil sulfato de sodio;

TB - Tuberculose;
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TEMED - N, N°, N>, N*”’, N”*”’- tetrametiletilenodiamino;

TFA - do inglés, trifluoroacetic acid;

TNF o — fator de necrose tumoral

Tris - Tris (hidroximetil) amino etano;

U — Atividade unitaria;

UFC — Unidade Formadora de Coldnia

UTI — Unidade de Terapia Intensiva

VuDef1- defensina de Vigna unguiculata (L.)

Z-VAD-FMK- Carbobenzoxi-Valil-Alanil-aspartil-[O-metil]-Fluorometilcetona
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RESUMO

Nos ultimos anos, o uso prolongado e indiscriminado de antibioticos favoreceu o surgimento
de patdgenos resistentes em todo o mundo. Avancgos cientificos ndo acompanham o
desenvolvimento da resisténcia microbiana. Nesse sentido, um namero crescente de peptideos
antimicrobianos de plantas tem sido purificado e caracterizado para combater essa
problemética. No presente estudo, descrevemos a obtencdo de fracBes enriquecidas de
peptideos, a partir de sementes de Adenanthera pavonina e avaliamos suas atividades
antifangicas e antimicobacterianas, bem como o seu mecanismo de acdo em leveduras do
género Candida e Saccharomyes cerevisiae. Em primeira andlise, a fracdo aquecida rica em
peptideos foi escolhida para a purificagdo inicial e caracterizacdo de seus constituintes
proteicos. A fracdo basica obtida pela cromatografia de troca i6nica foi separada por
cromatografia de fase reversa em coluna C18 em dez frag6es (P1-P10), nas quais a atividade
antifungica foi analisada sobre C. albicans. A fracdo P4 apresentou atividade de inibicdo de
80% no crescimento dessa espécie de levedura na concentragio de 50 pg.mL™. Portanto, essa
fracdo foi posteriormente separada por coluna de fase reversa C18 em duas novas fracoes,
P4rl e P4r2, sendo que o peptideo de aproximadamente 6 kDa da fracdo P4rl mostrou-se ser
0 peptideo biologicamente ativo em um ensaio antifungico. Além disso, P4rl demonstrou
inibir a atividade proteolitica de extratos de S. cerevisiae e C. albicans por zimografia, que
sdo compostos principalmente por serino proteases, como demonstrado por inibidores
especificos para essa classe de protease. Por esse motivo, denominamos de ApPI (Inibidor de
Protease de Adenanthera pavonina). Em sintese, isolamos um novo peptideo da familia
Fabaceae, que apresenta capacidade de resisténcia a altas temperaturas, inibe o crescimento de
leveduras e diferentes cepas de M. tuberculosis, sem efeito toxico em células de mamiferos
nas concentragles testadas, bem como apresentam atividade inibitdria para diferentes o-
amilases. Este Ultimo resultado sugere que o ApPl é um inibidor bifuncional e com
propriedades anti-inflamatorias in vitro. Além disso, € capaz de induzir alteracdes
morfoldgicas, ultra estruturais, permeabilizacdo de membrana, aumento de ROS, perda de
atividade mitocondrial e ativacdo de caspases em C. buinensis e S. cerevisiae. Os dados
compilados aqui apontam para estabelecer a multiplicidade de usos potenciais do ApPI para

controle de doencas infecciosas.

Palavras-chave: Resisténcia microbiana, Moléculas bioativas, Tuberculose, Candidiase.
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ABSTRACT

In recent years, the prolonged and indiscriminate use of antibiotics has facilitated the
emergence of resistant pathogens worldwide. Scientific advancements have not kept pace
with microbial resistance. Additionally, co-infections caused by Mycobacterium tuberculosis
and species of Candida spp. can occur in the same patient, complicating the underlying
infection process. In this context, an increasing number of antimicrobial peptides from plants
have been purified and characterized to combat this issue. In the present study, we describe
the isolation of peptide-enriched fractions from Adenanthera pavonina seeds and evaluate
their antifungal and antimycobacterial activities, as well as their mechanism of action against
Candida and Saccharomyces cerevisiae yeasts. In the initial analysis, the heated fraction rich
in peptides was chosen for final purification and characterization of its protein constituents.
Basic fraction obtained from ion exchange chromatography was separated through C18
reversed-phase chromatography into ten subfractions (P1-P10), wherein antifungal activity
was analyzed against C. albicans. Subfraction P4 exhibited 80% inhibition activity against the
growth of this yeast species at a concentration of 50 ug.mL™. Therefore, this fraction was
subsequently purified by C18 reversed-phase column chromatography into two new
subfractions, P4rl and P4r2, with the approximately 6 kDa peptide proving to be biologically
active in an antifungal assay. Moreover, P4rl demonstrated the inhibition of proteolytic
activity in extracts from S. cerevisiae and C. albicans on zymography, predominantly
composed of serine proteases, as demonstrated by specific inhibitors for this class of protease.
Hence, we named it ApPl (Adenanthera pavonina Protease Inhibitor). In conclusion, we have
isolated a new peptide from the Fabaceae family, demonstrating resistance to high
temperatures, inhibiting the growth of yeasts and different strains of M. tuberculosis, without
toxic effects on mammalian cells at tested concentrations. Additionally, they exhibit catalytic
activity towards various a-amylases. This latter result suggests that ApPI is a bifunctional
inhibitor with in vitro anti-inflammatory properties. Moreover, it can induce morphological
and ultrastructural alterations, membrane permeabilization, increased ROS, mitochondrial
activity loss, and caspase activation in C. buinensis and S. cerevisiae. The compiled data here
aim to contribute to establishing the multiplicity of potential uses for ApPI in controlling

infectious diseases.

Key- words: Microbial resistance, bioactive molecules, tuberculosis, candidiasis
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1. INTRODUCAO

Uma ameaca global a satde publica é o surgimento de bactérias, fungos e leveduras
patogénicas multirresistentes aos agentes antimicrobianos. A pressdo seletiva continua de
residuos de antibioticos no ambiente e 0 uso indiscriminado destes na medicina humana e
agropecudria acarretou na geracao de cepas resistentes a multidrogas, sendo reportadas cepas
resistentes a todos os antibidticos comercializados, construindo um cenario alarmante sobre
uma era sem opg¢Oes de tratamento para as doengas infecciosas (BROWN et al., 2012;
PFALZGRAFF; BRANDENBURG; WEINDL, 2018).

As estimativas indicam que em 2050 cerca de 10 milhdes de pessoas em todo 0 mundo
morrerdo anualmente de infecgdes causadas por bactérias resistentes a antibioticoterapia.
Segundo a Organizacdo Mundial da Saude (OMS), esse evento é classificado como uma das
maiores ameacas a salde humana constituindo um grave problema de satde publica. Outro
fator agravante deste cenario € o fato do desenvolvimento de novos farmacos estar estagnado
nas ultimas décadas, limitando ou deixando sem opcBes de tratamento algumas destas
infeccGes (CORDES et al., 2014; MCEWEN; COLLIGNON, 2018).

Esses problemas ja podem ser perceptiveis nos casos de infecgbes flngicas
disseminadas e invasivas, 0 que demonstra que um numero limitado de agentes antifingicos,
que é ainda mais reduzido do que os agentes antibacterianos, as tornam uma séria ameaca a
salde publica (CARRILLO-MUNOZ et al., 2014;: PERLIN; RAUTEMAA-RICHARDSON:
ALASTRUEY-1ZQUIERDO, 2017). Novas estimativas indicam que as doencas flngicas sdo
responsaveis por aproximadamente 2 milhdes de mortes a cada ano em todo o mundo,
superando trés vezes a mortalidade causada pela malaria e sendo ainda maior do que a
mortalidade causada pela tuberculose, até entdo a principal causa de morte entre as doencas
infecciosas (BANERJEE; DENNING; CHAKRABARTI, 2021). Diante do exposto, 0
surgimento de novas estratégias terapéuticas se faz necessario para combater esta
problematica.

Paralelamente, temos relevantes fatores econdmicos inseridos nesse contexto, em
decorréncia ao prolongamento da duragéo e intensidade dos tratamentos, exigindo a utilizacédo
simultanea de varios medicamentos, aumentando também o tempo de permanéncia de
pacientes internados e consequentemente os custos de manutencdo da internacdo (FAIR;
TOR, 2014; RODRIGUES; NOSANCHUK, 2020).
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Entre os patdgenos fungicos oportunistas mais comuns estdo aqueles do género
Candida, juntamente com Aspergillus, Cryptococcus e Pneumocystis (MCCARTY; WHITE;
PAPPAS, 2021). Candida albicans é uma espécie comensal que em certas situacdes se torna
um patogeno oportunista. Historicamente, tem sido considerada a espécie mais patogénica do
género e continua sendo uma das causas mais comuns de infecgbes fungicas cutaneas ou
sistémicas. As doencas causadas por esta espécie estdo associadas a alta mortalidade sendo
mais habitual em pacientes imunossuprimidos, ou quando associada ao uso de dispositivos
invasivos, como o cateter venoso central, nutricdo parenteral, cirurgias abdominais, tempo de
internacdo prolongada em Unidades de Terapia Intensiva (UTI), além do consumo
indiscriminado de agentes antimicrobianos (ARENDRUP et al., 2011; DADAR et al., 2018;
KATO et al., 2018).

Apesar do progresso da precisdo do diagnostico e do inicio precoce da terapia
farmacoldgica antiflngica, a candidiase ainda é responsavel pela quarta maior causa de morte
por sepse hospitalar, apresentando uma taxa de mortalidade entre 35-75%, tanto em UTI,
guanto na assisténcia de baixa complexidade ou comunitaria, correspondendo até 11% do
indice de mortalidade ocasionada pela infeccdo (MURRI et al., 2018).

Nos ultimos anos, observou-se uma mudanca epidemioldgica e outras espécies de
Candida emergiram, como C. glabrata, C. tropicalis, C. krusei e C. parapsilosis (GILES et
al., 2018). A espécie de levedura mais preocupante e também emergente é a C. auris, relatada
pela primeira vez em 2009 (CHAKRABARTI; SOOD, 2021). Adicionalmente, a OMS emitiu
uma lista de patdgenos flngicos que representam uma grande ameacga a salude humana,
considerando a questdo da resisténcia antifingica e, consequentemente, a possibilidade de
tratamento das doengas causadas por eles, e entre os patdgenos considerados de prioridade
critica estdo a C. auris e C. albicans (OMS, 2022).

Outro patégeno que tem causado preocupacdo € a bactéria Mycobacterium
tuberculosis, o0 agente etioldgico da tuberculose que atingiu uma taxa de mortalidade de 1,3
milhdo de pessoas em 2020. Os relatos de cepas de M. tuberculosis resistentes as substancias
terapéuticas disponiveis constituem uma grande ameaca ao tratamento e controle da doenca
(KHAWBUNG; NATH; CHAKRABORTY, 2021). E importante destacar que coinfeccdes
causadas por M. tuberculosis e espécies de Candida podem ocorrer nos mesmos pacientes,
especialmente naqueles imunocomprometidos, o que pode complicar o tratamento e piorar 0
estado de salde do paciente (AMALA; HANSON; WOKEM, 2020). Além disso, foi
demonstrado que as coinfecgdes de COVID-19 e tuberculose aumentam o risco de uma
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doenca grave e de morte (SONG et al., 2021; DANESHVAR et al., 2023). Todos esses casos
representam um desafio no diagnostico, pioram o progndstico da doenca e a rapidez do
diagnostico, bem como a escolha certa do medicamento, todos fatores importantes para a
recuperacdo dos pacientes.

Portanto, ha uma necessidade urgente de se desenvolverem substancias terapéuticas
que sejam eficazes para o tratamento dessas patologias. Sob este prisma, os peptideos
antimicrobianos de plantas (AMPs, do inglés antimicrobial peptides) ou seus derivados
sintéticos, devido ao amplo espectro de atividade sobre microrganismos, propriedades
imunomoduladoras e seus multiplos alvos de acdo sobre patdgenos surgem como moléculas
promissoras e seu estudo tem crescido ao longo das ultimas décadas (MAHLAPUU et al.,
2016).

Sendo assim, este trabalho teve como premissa avaliar a atividade antimicrobiana de
peptideos extraidos de sementes de Adenanthera pavonina sobre o crescimento de leveduras e
cepas de M. tuberculosis de diferentes niveis de viruléncia. Desta forma, a partir dos
resultados que foram obtidos, pretendemos propor uma estratégia mais promissora no ramo da
biotecnologia, uma vez que esta possibilitara a prospeccdo de novas classes de moléculas
naturais e ou sintéticas, com possibilidade de contornar o problema da resisténcia a multiplas

drogas.
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1  Peptideos antimicrobianos

Os AMPs pertencem a um grupo heterogéneo e abundante de moléculas que sdo
produzidas tanto em organismos procariotos quanto em eucariotos, atuando contra
competidores e como constituintes importantes da imunidade inata, respectivamente
(BROEKAERT et al., 1997; SILVA et al., 2011). Estes sdo ativos contra uma diversidade de
microrganismos como: virus, bactérias, leveduras, fungos filamentosos e protozoarios, ao
mesmo tempo em que geralmente apresentam baixa ou nenhuma toxicidade para células de
mamiferos (ZASLOFF, 2002; HOSKIN; RAMAMOORTHY, 2008; ZHANG; XU; DONG,
2022; ERDEM BUYUKKIRAZ; KESMEN, 2022).

Aléem disso, compartilham de caracteristicas gerais comuns, como: baixa massa
molecular (inferior a 10 kDa), propriedades anfipaticas, possuindo tanto uma regido
hidrofobica que interage com lipideos, quanto uma regido hidrofilica carregada positivamente
(+1 a + 13) capaz de interagir com estruturas anionicas de membranas celulares, por meio de
interacGes eletroestaticas, resultando em ruptura ou na formacdo de poros. Também sdo ricos
em residuos de cisteina os quais se conectam aos pares (2, 3 ou 4), formando pontes dissulfeto
gue conferem a eles alta estabilidade fisico-quimica tornando-os bastante resistentes as
proteases presentes no soro/plasma (BROEKAERT et al., 1997; GENNARO; ZANETTI,
2000; HANCOCK; SCOTT, 2000; BOMAN, 2003; MARSHALL; ARENAS, 2003;
PESCHEL; SAHL, 2006; BENKO-ISEPPON et al., 2010; WANG et al., 2019; ZHANG; XU;
DONG, 2022).

De acordo com a composicdo de aminoécidos, tamanho e estruturas conformacionais,
0s AMPs podem ser agrupados em quatro familias principais. A familia a é composta por
peptideos lineares que exibem uma estrutura em forma de a-hélice (Figura 1 A). A familia 3
inclui peptideos que possuem pelo menos um par de folhas P, estabilizadas por pontes
dissulfeto (Figura 1 B). Ja a familia aff é composta por peptideos que apresentam tanto o-
hélices quanto folhas B, estabilizados por pontes dissulfeto (Figura 1 C). Por fim, a familia
ndo aff consiste em peptideos que ndo possuem a-hélices nem folhas B, mas exibem uma

estrutura estendida ou em forma de loop (RONCEVIC; PUIZINA; TOSSI, 2019).
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(A) Familia a- hélice (B) Familia folha - B

Catelicidina humana LL-37

(C) Familia op (D) Familia ndo ap
oy &
&
3] ; B-defensina-2 humana Indolicidina

Figura 1: Representacdo esquematica das principais classes estruturais de AMPs. As
estruturas usadas como exemplo foram resolvidas por espectroscopia de Ressonancia
Magnética Nuclear (RMN) ou difracdo de raio-X. Os amino&cidos foram coloridos de acordo
com a escala de hidrofobicidade de Eisenberg (cinza claro — hidrofilico; vermelho —
hidrofdbico). Adaptado de RONCEVIC et al. (2019).

Diversos modelos de acdo de permeabilizacdo de membrana por AMPs ja foram
descritos, sendo os trés mais aceitos e amplamente postulados: o modelo aduela de barril,
modelo tapete e 0 modelo poro toroidal. Esses modelos foram originalmente propostos para
peptideos em a-hélice e para interagdo com membranas de bactérias (CORREA et al., 2019). No
passado, 0 modo de acdo era geralmente considerado como ndo especifico, resultando em répida
desordem fisica das membranas celulares microbianas, causando extravasamento e morte celular.
No entanto, AMPs podem exercer um mecanismo de acdo mais complexo, interagindo
especificamente com a parede celular e ou membrana de microrganismos, sendo Varios
esfingolipidios e fosfolipidios identificados como alvos de AMPs com acéo antifungica. Apos a
interacdo com o alvo, os peptideos podem ser internalizados ou podem permanecer do lado
externo da célula (STRUYFS; CAMMUE; THEVISSEN, 2021).



34

Evidéncias indicam que, além da permeabilidade e formacéo de poros de membrana de
microrganismos, alguns AMPs também possuem alvos intracelulares, podendo inibir a sintese
de &cidos nucleicos, proteinas e de componentes da parede celular. Além disso, alguns AMPs
sdo capazes de inibir as atividades enziméticas essenciais (Figura 2) (NGUYEN; HANEY;
VOGEL, 2011; LE; FANG; SEKARAN, 2017; CORREA et al., 2019; WANG et al., 2019).
Devido a capacidade que os AMPs possuem de interagir com determinadas membranas
celulares e, dessa forma, conferir a eles uma eficiente atividade antimicrobiana sobre
determinados agentes patogénicos com destaque aos fungos, é que se tém observado nos
Gltimos anos, um grande interesse biolégico em estudar esse grupo de proteinas (TEIXEIRA,;
FEIO; BASTOS, 2012).
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Figura 2: Mecanismo de agdo dos peptideos antimicrobianos e modelos de interacdo em
membrana citoplasmatica de fungos. Diferentes peptideos sdo conhecidos por interagirem
com diferentes esfingofosfolipidios. (A) Proteina antifingica PAF de Penicilium
chrysogenum, (B) Cecropina A de X, (C) NaD1 de Nicotiana alata (D) HsAFP1 de Heuchera
sanguinea, (E) RsAFP2 de Raphanus sativus e (F) Histatina 5 da saliva de Homo sapiens.

Adaptado de STRUYFS; CAMMUE; THEVISSEN (2021).
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KANG et al. (2017) revelaram em seu estudo que alguns AMPSs possuem uma
excelente atividade antimicrobiana, anti-inflamatoria e imunomoduladora. Estudos
demonstraram que alguns aminoacidos sulfurados e aromaticos presentes em proteinas
também podem interagir com radicais livres, resultando numa atividade antioxidante. A
Figura 3 mostra as principais atividades bioldgicas dessas moléculas registradas em banco de
dados. Além disso, os AMPs podem ter um efeito sinérgico quando administrado com
antibiéticos comumente utilizados (KIM; RAJASEKARAN; SHIN, 2017). Por estas razoes,
tornaram-se alvos para desenvolvimento de farmacos para tratar pacientes acometidos por
patdgenos resistentes a multiplas drogas (MARQUETTE; BECHINGER, 2018).

Atividades biologicas dos 3639 AMPs registrados no APD
(2023)
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Figura 3: Classificacdo de AMPs depositados no banco de dados Antimicrobial Peptide
Database (APD, 2023) por suas atividades biologicas. HIV = virus da imunodeficiéncia
humana (do inglés human immudeficiency virus); MRSA = Staphylococcus aureus resistente
a meticilina (do inglés methicilin resistent Staphylococcus aureus), TB = tuberculosis.
Analise expressa em porcentagem em cada classe considerando o total de AMPs depositados.

Paralelamente, a sintese quimica de peptideos baseados em AMPs naturais tem
ganhado destaque nos ultimos anos. A partir de modificagdes quimicas direcionadas por

trocas de residuos de aminoécidos, incorporacdo de moléculas ndo proteicas, D-aminoécidos,
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ciclizacdo, acetilacdo ou amidacdo da molécula, é possivel aumentar a especificidade e a
estabilidade do peptideo, diminuindo a toxicidade para células de mamiferos, bem como
protege-lo de degradagdo no organismo alvo por meio de processos proteoliticos (KUMAR,;
KIZHAKKEDATHU; STRAUS, 2018; GHOSH et al., 2019).

A fim de avaliar a importancia tematica, utilizamos a bibliometria para observar e
analisar o numero de producBes cientificas, impacto de periodicos, autores e principais
tendéncias na area de AMPs. A estratégia de busca utilizada, onde para o filtro (“AMPs”
(mundo)), foram encontradas 238.313 publicacdes na base de dados Scopus (Figura 4). E
evidente o crescimento de publicacBes a partir do ano de 1965 até o ano de 2023, desde o
primeiro trabalho disponivel nessa base de dados. Entretanto, no Brasil observamos um
crescente nimero de publicactes a partir 1996, totalizando 27 artigos publicados, num total de

2980 documentos entre 1963-2023 (Figura 5).
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Figura 4: Numero de publica¢cbes mundiais relacionadas ao tema AMPs de 1920-2023.
Para esta analise bibliométrica, adotou-se como parametro o periodo analisado (anos) por
palavra-chave (AMPs) e aplicando filtros de acordo com o territério (mundo), obtendo desta
forma, o resultado de 238.313 documentos analisados ao longo de cem anos. Fonte:

Elaborado pelo autor a partir dos dados extraidos da Plataforma Scopus (2023).
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Figura 5: Numero de publicacdes relacionadas ao tema AMPs de 1963-2023, no Brasil.
Para esta anélise bibliométrica, adotou-se como parametro o periodo analisado (representado
em anos) por palavra-chave (AMPs) e aplicando filtros de acordo com o territério (limitado
ao Brasil), obtendo desta forma, o resultado de 2980 documentos analisados nesse intervalo
de tempo. Fonte: Elaborado pelo autor a partir dos dados extraidos da Plataforma Scopus
(2023).

A partir da bibliometria, podemos observar que 0s cientistas estdo interessados nos
AMPs por varias razfGes elucidadas acima. Avaliando-se a atividade desses peptideos
presentes em eucariotos, os de origem vegetal desempenham um papel importante na
imunidade inata e na defesa contra pragas e patdgenos (LI et al., 2021). As propriedades e

caracteristicas bioquimicas de AMPs de plantas serdo abordados no topico seguinte.
2.2  Peptideos antimicrobianos de plantas
As plantas sdo organismos sesseis, expostos a condi¢des climaticas adversas, ataques

de patégenos e pragas e apresentam nenhuma capacidade de escapar de ataques de insetos e
patogenos (FRANCISCO GARCIA-OLMEDO et al., 1998). Sob este prisma, elas
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desenvolveram diversos mecanismos evolutivos de defesa, os quais incluem espessamento da
parede celular, mudanca na composicdo lipidica das membranas celulares, aumento na
concentragcdo de fitohormdénios, acumulagdo de metabodlitos secundarios e compostos
bioativos, bem como a producdo de proteinas e peptideos em resposta ao estresse
(NURNBERGER et al., 2004; HAKIM et al., 2018; SRIVASTAVA et al., 2021).

Visando defesa contra fitopatdgenos, as plantas selecionaram AMPs como uma defesa
guimica que concede resisténcia direta e duravel a uma ampla variedade de microrganismos,
0s quais também tém demonstrado atividade contra patdgenos humanos (NAWROT et al.,
2014). Tais AMPs podem ser extraidos e isolados de diversos 6rgaos vegetais, tais como: raiz,
caule, folha, flor e especialmente de sementes, local onde podemos encontra-los em nivel
elevado em comparacgdo com outras partes das plantas (BROEKAERT et al., 1997).

Além disso, AMPs de plantas possuem uma estrutura tridimensional bastante
diversificada e exibem um amplo espectro de atividades biol6gicas, como propriedades
antimicrobiana, antiviral, antitumoral, inseticida, anti-inflamatéria e analgésica
(SKALICKOVA et al., 2015; KANG et al., 2017). Alguns deles participam do transporte de
lipidios, enquanto outros exibem propriedades bloqueadoras de canais idnicos ou inibidores
de proteases e a-amilases, além de, em geral, ndo apresentarem efeito toxico sobre células de
mamiferos (BENKO-ISEPPON et al., 2010).

Os AMPs de plantas sdo divididos em familias de acordo com a similaridade na
sequéncia de aminoacidos, espacamento entre cisteinas e diferentes arranjos de pontes
dissulfeto, os quais estabilizam sua conformacdo tridimensional. Com base nesses critérios 0s
AMPs de plantas sdo classificados em: tioninas, peptideos similares a heveina, peptideos
similares a knotina (linear e ciclico), proteinas transportadoras de lipideos (LTPs, do inglés
lipid transfer proteins), as snakinas, as a-hairpininas, as defensinas e inibidores (Figura 6)
(TAM et al., 2015).

Curiosamente, existe uma topologia conservada entre familias de AMPs de planta,
sugerindo que tais propriedades defensivas desses peptideos ndo sdo apenas determinadas por
suas sequéncias primérias, mas também por sua estrutura tridimensional (BARBOSA
PELEGRINI et al., 2011; TAM et al., 2015). Algumas propriedades como comprimento,
carga, hidrofobicidade, angulo de ligacao e conformacao estrutural sdo essenciais para alguns
AMPs desempenharem suas atividades e agirem como um escudo quimico contra o ataque de
patégenos (CAMPOS et al., 2018).
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Figura 6: Representacdo esquematica da estrutura tridimensional de algumas familias
de AMPs de plantas. (a) tionina de Cramble hispanica subsp. Abyssinica (PDB: 3U7T). (b)
defensina de Aesculus hippocastanum (PDB: 1BKS8). (c) peptideo semelhante a heveina de
Gypsophila vaccaria (PDB: 5XDI). (d) peptideo semelhante a knotina de Hibiscus sabdariffa
(PDB:5GSF). (e) peptideo da familia a-hairpina de Nigella sativa (PDB:2NB2). (f) proteina
transportadora de lipidios de Hordeum vulgare (PDB:3GSH). (g) Snakina de Solanum
tuberosum. (h) ciclotideo de Clitoria ternatea (PDB:2LAM). O N-terminal e o C-terminal do

ciclotideo estdo conectados e indicados em vermelho e azul, respectivamente. Verde
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representa o esqueleto de aminoacidos. Amarelo representa cisteinas e pontes dissulfeto entre
elas. Adaptado de LI et al. (2021).

O conhecimento da estrutura tridimensional de AMPs esta facilitando o isolamento, a
classificagdo e até mesmo o desenho estrutural de novos peptideos com multiplas funcgdes.
Estes aspectos os tornam alvos atraentes de estudo, permitindo que os cientistas desenvolvam
substancias com diversas aplicacdes biotecnologicas, como a capacidade de inibir a atividade
de proteases de mamiferos e insetos (CAMPOS et al., 2018). Isso tem despertado a atencdo de
muitos pesquisadores e diversos trabalhos vém relatando as propriedades dos AMPs para a
classe dos inibidores de protease (Pls, do inglés Protease Inhibitors) que sera mais detalhada
no topico seguinte. (R. CECI, 2011).

Nessa perspectiva, o grupo vem ha alguns anos isolando, caracterizando, desenhando
estruturas para a sintese quimica, bem como vem elucidando o mecanismo de acdo de
diferentes AMPs (Figura 7), pertencentes a diversas espécies como Vigna unguiculata
(feijao-de-corda) (CARVALHO et al.,, 2001), Passiflora edulis f. flavicarpa (maracuja
amarelo) (AGIZZIO et al., 2003; AGIZZIO et al., 2006), Phaseolus vulgaris (feijdo comum)
(MELLO et al., 2011), Coffea canephora (café) (ZOTTICH et al., 2013; BARD et al., 2016),
Capsicum annuum (pimentdo) (TAVEIRA et al., 2014), Capsicum chinense (pimenta
malagueta) (DIAS et al., 2013), Capsicum baccatum (pimenta dedo de moca) (VIEIRA
BARD et al., 2014) e Adenanthera pavonina (carolina) (RIBEIRO SOARES et al., 2012).
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LTPLe LTP2
Inibidor bifuncional
Vicilina Inibidor de proteinase R1 Inibidor de protease
1996 2001 2004 2006 2008 201 2013 Tionina 2015 2018 2020 Defensina 2022 Defensina
Defensina Lectina LTe Defensina Resende et al., 2021 LTP
Inibidor de protease (Cati) LTP Bard et al., 2014 Albumina 25 LTP Da Silva et al, 2021 Inibidor de tripsina
Vicilina Albumina 25 Quitinase vicilina Santos et al., 2010 Defensina Taveira et al., 2014 Bard et al_, 2016 Inibidor de protease Pereira et al., 2021 Cherene etal., 2023
Kavier filho et al., 1996 Agizzio et al., 2003 Nobrega el al., 2004 Ribeira et al., 2007 Cruz et al,, 2010 Soares et al., 2012 Regente et al., 2014 Fadim et al., 2016 Maracahipes et al., 2019 Aguieres et al., 2021 Silva et al., 2023
Quitinase Defensina Quitinase LTP Defensina LTP Proteina nca em glicina Defensina Proteina U-Lim Defensina Defensina
B-1,2 Glucanase LTP Santas et al., 2004 Diz et al., 2006 Games et al., 2008 Albumina 25 Inibider de protease Inibidor de tripsina Pereira et al., 2018 LTP Ribeiro et al., 2022
Gomes et al., 1995 Carvalho et al., 2001 Zottich et al,, 2011 Zatich el al, 2013 Inibidar de protease Gebara et al., 2020
Ribeiro et al, 2011 Dias et al., 2013 Vieira et al,, 2015 Santos el al. 2020
Oliveira et al., 2015 -
1997 2003 2004 2007 2010 2012 2014 Bard Vieira et al, 2015 2016 2019 2021 2023

Figura 7: Linha do tempo dos peptideos antimicrobianos (AMPSs) de plantas identificados pelo grupo entre 1996-2023. Espécies vegetais
envolvidas: Vigna unguiculata, Passiflora edulis f. flavicarpa, Phaseolus vulgaris, Coffea canephora, Capsicum annuum, Capsicum chinense,
Capsicum  baccatum e Adenanthera pavonina. Fonte: Elaboracdo propria a partir da andlise de documentos.
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2.3 Inibidores de Proteases

Pls sdo moléculas capazes de inibir a atividade enzimatica de proteases. Esses
inibidores formam um complexo estavel com a proteina-alvo, bloqueando ou alterando o sitio
conformacional. Tais moléculas estdo presentes na maior parte dos organismos Vivos,
desempenhando diversas funcBes, como: regulacdo de protedlise de enzimas digestivas,
armazenamento de proteinas, mecanismos apoptéticos e respostas ao estresse (SILVA-
LOPEZ, 2018). Nas plantas, eles estdo presentes em 0Orgaos vegetativos e reprodutivos,
podendo ser encontrados em maior nivel em sementes e 6rgdos de reserva (COTABARREN
etal., 2020; ESCANDON et al., 2022).

Atualmente, a busca por Pls vem ganhando destaque na tentativa de elucidar questfes
relacionadas a estrutura, acdo fisioldgica, mecanismos de acdo e evolutivos, principalmente a
defesa de plantas e mobilizacdo de proteinas de reserva (CARBONARO; NUCARA, 2022).
Além disso, o interesse por essas moléculas se intensificou desde o surgimento da pandemia
do HIV e, mais recentemente, da COVID-19, devido ao seu potencial inibitorio contra
proteases virais (ADHIKARI et al., 2021).

O alto teor dos Pls nas sementes de muitas espécies de plantas, especialmente os da
familia Fabaceae, tem despertado interesse quanto ao potencial fisiol6gico, pois sdo 0os mais
bem elucidados. Diversos estudos citam trabalhos de inibidores de proteases extraidos e
purificados de leguminosas, devido ao interesse nas possiveis aplicacGes dessas moléculas
que apresentam atividades anti-inflamatérias e antitumorais, como as cistatinas
(RODRIGUEZ-SIFUENTES et al., 2020; SULTANA et al., 2022).

Baseado em evidéncias de similaridade da estrutura primaria, localizacdo de pontes
dissulfeto e posicao dos sitios cataliticos, os Pls de plantas tém sido agrupados em familias
distintas, diferindo-se em massa molecular, padrdo de pontes dissulfeto, estrutura
tridimensional e agentes desnaturantes. Cabe ressaltar que a maioria desses inibidores
apresentam estabilidade a variacdo de temperatura e de pH; além de suas propriedades
bioldgicas poderem ser utilizadas no tratamento de diversas patologias (YOSHIZAKI et al.,
2007).

Além disso, essas moléculas formam complexo estavel com proteases do patdégeno
alvo, bloqueando ou impedindo o acesso ao sitio ativo da enzima. De acordo com o
mecanismo de agdo das enzimas proteoliticas e dependendo do aminoacido ativo em seu sitio
catalitico, os inibidores de proteases podem ser classificados em serinoproteases,
cisteinoproteases, proteases asparticas e metaloproteases (FARADY; CRAIK, 2010).
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Entre os inibidores, ainda existem aqueles bifuncionais que inibem diferentes enzimas,
podendo, por exemplo, inibir tanto a enzima tripsina quanto a enzima a-amilase. No reino
Plantae so relatados seis subtipos de inibidores de a-amilase (AAI, do inglés a-amylase
inhibitors); inibidores tipo defensina, tipo cereal, tipo knotina, tipo Kunitz, tipo taumatina e
tipo lectina (SVENSSON et al., 2004). Os inibidores de a-amilase bifuncionais tém baixa
massa molecular, geralmente entre 10 e 15 kDa e foram descobertos em plantas ricas em
amido, como cevada, amaranto, trigo e milho. Geralmente, tém especificidade para amilases
de insetos, portanto, sdo importantes na defesa contra herbivoros (TAM et al., 2015).

E importante chamar atencdo sobre o fato das serino-proteases serem as mais
abundantes e mais bem estudadas enzimas proteoliticas da natureza, consequentemente seus
inibidores também os sd@o. De uma maneira geral, as plantas expressam quantidades muito
maiores de Pls desse tipo, comparado aos demais inibidores (KIM et al., 2009).

Nas plantas, os Pls que inibem serino proteases podem ser expressos em resposta ao
ataque de insetos e patdgenos inibindo a acdo de proteases digestivas presentes,
principalmente, nos mamiferos e insetos, assim como enzimas presentes nas bactérias e
fungos (CLEMENTE et al., 2019). Essas moléculas sdo expressas em resposta a diferentes
agressdes e fazem parte do grupo de proteinas relacionadas a patogénese chamadas de PR.
Estas podem estar presentes em menores concentracfes nos tecidos saudaveis durante o
desenvolvimento normal da planta, mas podem ter seu nivel de expressdao aumentado sob
vérias condicdes de estresse (SALVAUDON; HERAUDET; SHYKOFF, 2005; (BARTOVA;
BARTA; JAROSOVA, 2019).

2.4 Adenanthera pavonina L.

Adenanthera pavonina L., conhecida popularmente como olho de dragdo, olho de
pavao, carolina e tento vermelho € uma arvore tipica do continente asiatico, pertencente a
familia Fabaceae, podendo alcancar entre 12 a 15 metros de altura (ROCAS, 2003). E
caracterizada por ter sementes vermelho-brilhantes, utilizada para fins artesanais na confecgéo
de colares e pulseiras, bem como fins comerciais (Figura 8) (JAROMIN; KORYCINSKA;
KOZUBEK, 2011). Suas sementes apresentam dorméncia e contém propriedades
farmacoldgicas relevantes, sendo a atividade antifingica, anti-inflamatéria e sua capacidade
de interromper ou diminuir a atividade enzimética as de maior interesse bioldgico (ARA et
al., 2010); (WICKRAMARATNE; PUNCHIHEWA; WICKRAMARATNE, 2016);
(RAMALHO et al., 2018).
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Nosso grupo previamente identificou nas sementes de A. pavonina uma defensina que
foi denominada de ApDefi (do inglés A. pavonina defensin one) (RIBEIRO SOARES et al.,
2012). Naquele estudo foi visto que ApDef: apresentava atividade fungicida para S. cerevisiae
e fungistatica para C. albicans. Além disso, sua identificacdo e caracterizagdo nos permitiu
explorar novos conhecimentos a respeito do mecanismo de acdo, atividade antiflngica e os
mecanismos envolvidos que acarretam morte celular da levedura modelo S. cerevisiae
(SOARES et al., 2017).

O presente estudo visou a identificacdo e purificacdo de peptideos presentes nessas
sementes, dando énfase na busca de substancias ainda ndo exploradas, através de adaptacGes
na metodologia de extracdo, a fim de encontrar AMPs que desempenham outras atividades

bioldgicas, além das propriedades antifungicas.



Figura 8: Imagens mostrando aspectos botanicos e artesanais de sementes de
Adenanthera pavonina. Planta adulta (A) e alguns dos seus 6rgdos vegetais (B) e pulseira
confeccionada com sementes da espécie (C). Fonte A: https://br.pinterest.com. Foto tirada por

Bartolozita Brigida. Fonte B: https://www.theplantattraction.com/products/adenanthera-

pavonina-10-seeds-red-sandalwood-saga-seed-coral-tree. Fonte C:

https://www.elo7.com.br/pulseira-de-sementes-adenanthera-pavonina-1/dp/10B6BFD.



https://br.pinterest.com/
https://www.theplantattraction.com/products/adenanthera-pavonina-10-seeds-red-sandalwood-saga-seed-coral-tree
https://www.theplantattraction.com/products/adenanthera-pavonina-10-seeds-red-sandalwood-saga-seed-coral-tree
https://www.elo7.com.br/pulseira-de-sementes-adenanthera-pavonina-1/dp/10B6BFD
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2.5 Candida spp

O género Candida é constituido por aproximadamente 200 diferentes espécies de
leveduras, algumas delas normalmente encontradas como parte da flora normal do corpo
humano podendo ser isoladas de superficies de mucosas sadias da cavidade oral, vaginal, trato
gastrintestinal e regido retal (KAUFFMAN, 2006; PAPPAS, 2006).

As espeécies do género Candida se apresentam na forma de levedura, momento no qual
ndo sdo, em sua maioria invasivas. Mas ao serem expostas a condi¢fes adversas ou se
estiverem em um ambiente propicio ao seu desenvolvimento, produzem pseudo-hifas ou hifas
septadas, tornando-se patogénicas (BERMAN; SUDBERY, 2002; SPIERING et al., 2010).
Essa capacidade de transicdo, bem como a formacdo de biofilmes em Candida spp. sdo
principalmente associadas ao fendtipo altamente resistente as condicdes adversas
(ZARNOWSKI et al., 2018).

Nos ultimos anos, varios autores ao redor do mundo mostraram que as doencas
fangicas tém atingido frequéncias maiores do que o esperado. Estima-se que mais de 11
milhGes de pessoas no mundo sejam acometidas por infec¢Ges fungicas com cerca de 1,6
milhdes de mortes por ano, mais que o total de 6ébitos decorrentes da maléria e tuberculose
(COLE et al., 2017). Dentro desses numeros, as espécies do género Candida tem sido as
causadoras da maioria dos casos (STANISZEWSKA, 2020).

Diversas espécies do género Candida estdo envolvidas nas infeccdes humanas. No
passado, a espécie C. albicans representava a maior causa de infec¢fes dentro do género,
sendo que outras espécies eram descritas apenas como causadoras de infeccBes hospitalares
ou em pacientes imunocomprometidos. Porém, essa realidade mudou nas duas Ultimas
décadas e atualmente tem-se relatado uma propor¢do consideravel de pacientes fora dos
fatores de risco infectados com espécies “ndo-albicans”, dentre estas a C. glabrata, C. krusei,
C. tropicalis e C. parapsilosis (COLOMBO et al., 2017).

A Candida auris emergiu globalmente como um patdgeno fangico multirresistente
associado aos procedimentos invasivos e cuidados de salde no paciente gravemente enfermo.
Relatos recentes destacam desafios continuos devido a identificacdo equivocada do
microrganismo, altas taxas de resisténcias a medicamentos antifingicos e mortalidade
significativa dos pacientes acometidos (SPIVAK; HANSON, 2018). Adicionalmente, o
género Candida pode estar associada a coinfecgdes em pacientes com acometimento grave
por COVID-19 (SENOK et al., 2021) ou como infeccdo secundéria & tuberculose ativa,
resultando em lesBes pulmonares severas (BHATT et al., 2022).
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Expandir o arsenal de medicamentos antiflngicos para o tratamento de candidiase é
crucial nesta era de aumento da expectativa de vida de pacientes com imunossupressao e
comorbidades. As infeccdes causadas por espécies resistentes a multidrogas, e a lista de
antifungicos aprovados para o tratamento da doenca € limitado, o que contribui para o
insucesso terapéutico. Sob esse viés, 0s AMPs tém se tornado alvos farmacoldgicos, uma vez
que atuam interagindo com componentes da parede celular, como mananos, -1,3 — glucanos
e quitina (RODRIGUEZ-CASTANO et al., 2023).

2.6 Mycobacterium tuberculosis

Apesar do progresso cientifico, o agente etiolégico da tuberculose (TB) humana,
Mycobacterium tuberculosis (Mtb), mantém muitas estratégias bem-sucedidas para contornar
as defesas do sistema imune do hospedeiro, permitindo o desenvolvimento de resisténcia,
resultando em um regime de tratamento extremamente longo e ineficiente (CHEVALIER et
al., 2014). Além disso, ha evidéncias de que funcdes adicionais foram adquiridas durante a
evolucdo inicial da micobactéria sugerindo que o organismo adaptou (e aumentou) as vias
metabolicas para a persisténcia e propagacdo em seu hospedeiro humano obrigatorio
(MASHABELA; DE WET; WARNER, 2019) .

A TB tem uma historia evolutiva longa e varios estudos indicam que a primeira
infeccdo humana ocorreu ha aproximadamente 70.000 anos (COMAS et al., 2013). Estima-se
que um quarto da populacdo mundial estd infectada por Mtb, destes apenas 10% dos
infectados desenvolverdo a doenca ativa, enquanto o restante ndo apresentara os sintomas ao
longo da vida (FURIN; COX; PAI, 2019).

Alguns fatores sdo responsaveis por influenciar no aumento do numero de casos de
TB, destacando-se 0 aparecimento de cepas resistentes aos farmacos de primeira linha RIPE
(Rifampicina, Isoniazida, Pirazinamida e Etambutol), infec¢do ocasionada pelo HIV, fatores
ambientais, condi¢bes socioecondmicas e situacdes que desencadeiam imunossupressao
(LYON; ROSSMAN, 2017).

Nos casos de MDR-TB (do inglés, multi drug resistant-TB), apresentando resisténcia
a qualquer farmaco descritos anteriormente e de resisténcia adicional a qualquer medicamento
de segunda linha (fluoroguinolonas, aminoglicosidios, lincomicinas) a taxa de cura é muito
baixa, exigindo a internacdo para administragdo de antimicrobianos injetaveis, de elevado
custo e de uso restrito hospitalar (MOODLEY; GODEC, 2016; GUPTA; JORWAL, 2018).
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Os AMPs sdo considerados candidatos a moléculas para o desenvolvimento de novos
agentes anti-TB, tanto na prevencdo quanto no tratamento devido a sua atividade
antimicrobiana de amplo espectro e rapida eficiéncia (ABEDINZADEH; GAEINI;
SARDARI, 2015). Estudos apontam que AMPs exibem atividade bactericida através da
inibicdo da sintese da parede celular de micobactérias, rica em &cido teicoico, que é
responsavel pela patogenicidade e resisténcia a entrada de medicamentos (MENDEZ-
SAMPERIO, 2008). Entretanto, estudos recentes demonstram que 0 mecanismo de acdo dos
AMPs nas micobactérias envolve diversos processos que afetam a membrana celular e o
funcionamento interno das bactérias, conforme visualizados na figura 9 (ARRANZ-
TRULLEN et al., 2017).

Fosfolipidio Glicolipidio Protefna Porina  LiPoarabino
-mannano

Cépsula

A e~ )

/) .‘. — Acido mic6lico s==s===
’. oo oale
< < ‘ Arabinogalactano «ssesg—&— o @@
o A NGNS \ B-5-5-8
Linfocito T = = 28 TV /. = Peptideoglicano sssss '
e [ WS PPl ‘ -4
Linfdcito g f"‘"{ 73 </)A g | Espago Periplasmatico

L ¥

Fibroblasto =

Membrana Celular

e
=

macréfago

~—r"

( oo
_ ‘ a\. '
2 ( / _ LL-37, HBD, GNLY, Hepc, LF, NE,RNases
2. HNP1, LL-37 analogues, CAMP, SAMPs
3. MIAP, LLAP
4. (a) HNPs, SAMPs;

(b) D-LAK, Apidaecin analogues
5. NE, CTS

Figura 9: llustracdo esquemética do mecanismo de acdo de AMPs contra micobactéria.
Apobs a inducdo da resposta imune pelas micobactérias, os peptideos antimicrobianos séo
direcionados para area de infeccdo, onde podem ser recrutados para o granuloma. Em nivel
celular, a destruicdo dos patdégenos ocorre dentro dos fagolisossomos dos macrofagos. A
composicdo da parede celular das micobactérias e os principais mecanismos de acdo dos
AMPs contra micobactérias sdo mostrados: (1) ruptura da parede celular e da membrana
plasmatica, (2) formacdo de poros na membrana, (3) inibicdo da ATPase, (4) alvos

intracelulares dos AMPs: (a) ligacdo a acidos nucléicos, inibicdo da replicacdo e transcricéo;
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(b) inibicdo da traducdo, e (5) degradacdo de proteinas. Os AMPs selecionados para cada
atividade estdo destacados. Abreviagdes: LL-37, extremidade C-terminal da catelicidina;
HBD, B-defensina humana; GNLY, granulisina; Hepc, hepcidina; LF, lactoferrina; NE,
elastase de neutréfilo; HNPs, proteinas de neutréfilos humanos; CAMP, peptideos
antimicrobianos catiénicos; SAMPs, peptideos antimicrobianos sintéticos; MIAP, peptideo
antimicrobiano derivado da magainina-1; LLAP, peptideo antimicrobiano derivado da LL-37;
d-LAK, peptideos antimicrobianos d- enantioméricos; CTPS, catepsinas. Adaptado de
ARRANZ-TRULLEN et al. (2017).

2.7 Saccharomyces cerevisiae como organismo modelo

H& muitos anos, o homem tem conhecimento e utilizado a levedura Saccharomyces
cerevisiae em diversas areas biotecnoldgicas, especialmente na inddstria alimenticia, onde o
microrganismo é amplamente reconhecido por suas caracteristicas fermentativas (NIELSEN,
2019). Além disso, é um dos organismos modelo mais amplamente utilizados para pesquisar
outros organismos, interacBes de proteinas e para descobrir a estrutura e funcdo de proteinas,
entre outras abordagens (RESNICK; COX, 2000; HIETER, 2008). Isso ocorre porque este
microrganismo € facilmente manipulavel em laboratério, cresce rapidamente, ndo €
patogénico, permite a integracdo de sequéncias exogenas de DNA em seu genoma atraves de
recombinacdo homologa e compartilha semelhancas em diversos processos celulares com
outros eucariotos, devido a conservacdo de muitos processos intracelulares ao longo da
evolugédo (BARR, 2003; VANDERWAEREN et al., 2022).

O sequenciamento completo do seu genoma e a sua bioquimica bem estabelecida e
facilidade de manipulacdo genética tornaram S. cerevisiae um excelente modelo para estudar
diversas vias biologicas (GOFFEAU et al., 1996; SUTER; AUERBACH; STAGLJAR, 2006;
BOLOTIN-FUKUHARA; DUMAS; GAILLARDIN, 2010). Essa levedura apresenta estagios
haploide e diploide bastante estaveis, o que facilita o isolamento de mutacGes recessivas em
linhagens haploides, e estudos de complementacdo podem ser efetuados em linhagens
dipléides (SHERMAN, 2002).

As possibilidades oferecidas por este organismo sao numerosas, sendo uma ferramenta
pratica para explorar e estudar outros organismos. Por exemplo, a sua similaridade com
processos bem estudados tem permitido avancos significativos no entendimento de muitos
processos bioldgicos basicos em C. albicans. Além disso, muitos genes de C. albicans tém

sido identificados e ou analisados usando S. cerevisiae como um “substituto”, incluindo genes
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envolvidos na adesdo as células humanas (GAUR; KLOTZ, 1997; FU et al., 1998);
(BERMAN; SUDBERY, 2002). Dois desses genes codificam diretamente proteinas de parede
celular que sdo importantes para a adesdo em C. albicans, enquanto um terceiro afeta a adesédo
das células de S. cerevisiae através de um mecanismo indireto.

Mecanismos moleculares envolvidos em uma variedade de distdrbios
neurodegenerativos, como Alzheimer, Huntington e Taupatia causados por mau enovelamento
e deposicéo de proteinas, incluindo doencas causadas por prions, tém sido decifrados, a partir
de S. cerevisiae como modelo (NIELSEN, 2019; VANDERWAEREN et al., 2022). Além
disso, essa levedura j& vem sendo utilizada ha décadas para a producdo de medicamentos,
como insulina, hirudina e vacina contra hepatite B (ARDIANI; HIGGINS; HODGE, 2010).
Mais recentemente, gracas a biologia sintética e molecular, novas cepas foram desenvolvidas
para a producdo de moléculas terapéuticas e candidatos a farmacos e vacinas anticancer por
meio de células recombinantes. Portanto, estudos tém demonstrado que essa levedura € uma
ferramenta valiosa para identificar novos farmacos e seus alvos, destacando-se por sua
utilidade, poténcia e versatilidade (BIDOU; ROUSSET; NAMY, 2010).

Nesse trabalho, usaremos este microrganismo modelo para avaliar a atividade
antiproteolitica de peptideos presentes em sementes de A. pavonina, além de elucidar o
mecanismo de toxicidade que culmina na morte desta e de outras leveduras do género
Candida.
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3. OBJETIVOS

3.1 Objetivo Geral

Extrair, purificar e caracterizar peptideos de sementes de Adenanthera pavonina L.,
avaliando a atividade antifingica e antimicobacteriana e eventual citotoxicidade a célula de
mamiferos, elucidando diversos mecanismos de agdo sobre leveduras do género Candida e

Saccharomyces cerevisiae.

3.2 Objetivos Especificos

o Extrair, e purificar peptideos de sementes de A. pavonina;

o Avaliar o perfil antifingico de peptideos obtidos de sementes de A. pavonina, sobre
Candida albicans, C. tropicalis, C. buinensis, C. parapsilosis e S. cerevisiae e selecionar o
peptideo biologicamente mais ativo;

o Caracterizar bioquimicamente, os peptideos obtidos de fracbes com atividade
antimicrobiana de sementes de A. pavonina;

o Analisar o efeito das fracdes e do peptideo mais ativo sobre a atividade das enzimas
tripsina, quimiotripsina e a-amilases;

o Avaliar o perfil proteolitico em extratos das leveduras na presenga e auséncia de
fracOes e do peptideo mais ativo;

o Avaliar a viabilidade celular das leveduras citadas na presenca do peptideo mais ativo;
o Verificar o potencial do peptideo mais ativo em permeabilizar membranas das
leveduras citadas;

o Identificar a ocorréncia da inducdo de estresse oxidativo nas leveduras tratadas com o
peptideo mais ativo;

o Avaliar a atividade de caspases e a funcionalidade mitocondrial das leveduras
supracitadas tratadas com o peptideo mais ativo;

o Analisar o efeito ultraestrutural das células de leveduras por microscopia eletrénica de
transmissao tratadas com o peptideo mais ativo;

o Avaliar a toxidade celular das fracdes e do peptideo mais ativo por analise da atividade

mitocondrial das culturas de macr6fagos RAW 264.7;
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I

o Examinar o efeito do peptideo mais ativo quanto a inibicdo da producdo de NO (do
inglés nitric oxide), TNF-a (do inglés, tumoral necrosis factor alpha) e IL-1f (do inglés,
interleukin-1-beta) em cultura de macréfagos RAW 264.7 e J774A estimulados por
lipopolissacarideo;

o Avaliar o perfil antimicobacteriano de fracGes e do peptideo mais ativo sobre cepas de
Mycobacterium tuberculosis H37Rv e M229;
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4. MATERIAL E METODOS

4.1 Material Bioldgico

4.1.1 Sementes

As sementes de Adenanthera pavonina L. foram coletadas no municipio de Sao
Francisco do Itabapoana, localizada no interior do Estado do Rio de Janeiro, Brasil
(21°28°12"’ latitude sul, 41°07°08 longitude oeste), durante o més de Mar¢o de 2019. Em
seguida, estas foram lavadas em agua corrente, posteriormente enxaguadas em agua destilada
com auxilio de peneiras limpas e secas sobre papel toalha, armazenadas em recipiente fechado
e protegidas da luz, de variacdo de temperatura e umidade no Laboratério de Fisiologia e
Bioquimica de Microrganismos (LFBM), do Centro de Biociéncias e Biotecnologia (CBB),
Universidade Estadual do Norte Fluminense Darcy Ribeiro (UENF), Campos dos Goytacazes,
Rio de Janeiro, Brasil.

4.1.2 Microrganismos

As espécies de leveduras Candida albicans (CE022), Candida tropicalis (CE017),
Candida parapsilosis (CE002) e Saccharomyces cerevisiae (1038) foram cultivadas e
conservadas no LFBM. A espécie Candida buinensis (3982) foi obtida da Micoteca URM da
Universidade Federal de Pernambuco, Recife, Brasil. As leveduras foram crescidas em agar
Sabouraud (1% peptona, 2% glicose, 1,7% 4agar) (Kasvi, SP, Brasil) a 30 °C por 24-36 h.
Apds o crescimento estas foram armazenadas a 4 °C, com repiques periddicos a cada 3 meses.

A cepa laboratorial de referéncia Mycobacterium tuberculosis (Mtb) H37Rv foi obtida
comercialmente da American Type Culture Collection (ATCC 27294), enquanto a cepa da
familia Beijing, Mtb M299, proveniente de um isolado clinico de pacientes com TB em
Mocambique foi cedida pelo Dr. Philip Suffys (Instituto Oswaldo Cruz/RJ). Ambas as cepas
foram cultivadas em meio Middlebrook 7H9 (DIFCO, Detroit, MlI), suplementado com 0,05%
Tween 80 e 10% de ADC (albumina, dextrose, catalase, Difco Laboratories) durante 7 dias
até metade da fase logaritmica, em estufa bacterioldgica a 37 °C e 5% de CO2. O
monitoramento do crescimento micobacteriano foi efetuado através da medida de densidade

optica (DO 600 nm), por espectrofotometria (Biochrom, modelo Libra S6). As aliquotas de 1
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mL (107 a 108 bactérias) foram retiradas para estoque e mantidas em acondicionamento a
-70 °C, no Laboratério de Biologia do Reconhecer (LBR), do CBB da UENF. Toda a
manipulacdo e cultivo das cepas de M. tuberculosis obedeceram as normas de laboratoério de

biosseguranca de nivel 3 do LBR.

4.1.3 Linhagens celulares de macréfagos murino

As linhagens celulares de macrofago RAW 264.7 (ATCC TIB-71, Manassas, VA,
EUA) e J774A.1 (ATCC TIB-67, Manassas, VA, EUA) foram cultivadas em DMEM-F12 (do
inglés, Dulbecco’s modified Eagle’s medium), suplementadas com 10% de soro fetal bovino
(FBS, do inglés fetal bovine serun), numa atmosfera de 5% de CO2 a 37 °C, no LBR.

4.2  Extracdo, purificacdo e caracterizacao de peptideos de Adenanthera pavonina

4.2.1 Extracdo e fracionamento de peptideos em sementes de Adenanthera pavonina

A extracdo proteica das sementes de A. pavonina foi realizada como descrito em
SOARES et al. (2012), na qual foi incluida uma nova etapa de aquecimento a metodologia.
As sementes foram descascadas e, apds a retirada dos tegumentos, os cotilédones foram
triturados em um multiprocessador de alimentos (TruFlowSpeed 400 W, Eletrolux) até uma
obtencdo de farinha com granulacdo fina, da qual 20 g foram combinadas a 200 mL de
tampéo fosfato (NazHPOs 10 mM; NaH2POs 15 mM; KCI 0,1M; EDTA 1,5% e pH 5,4)
(Sigma-Aldrich Co., St. Louis, MO, EUA) até a completa homogeneiza¢do. Em seguida, esse
homogenato foi submetido a agitacdo constante por 2 h a 4 °C. O homogeneizado obtido foi
submetido a uma centrifugacdo (16.000 x g por 30 min a 4 °C) (Sorvall ST40 R, Thermo
Scientific), o precipitado insoltvel foi descartado e o sobrenadante foi filtrado (papel de filtro
qualitativo) e entdo aquecido a 90 °C por 10 min em banho maria (Quimis LTDA, SP, Brasil).
ApOs esta Ultima etapa, submeteu-se novamente a uma centrifugacéo a 16.000 x g por 10 min
a 4 °C, na qual o precipitado foi descartado e o sobrenadante obtido, denominado de fragédo
aquecida rica em peptideos (FARP), da qual os peptideos foram submetidos a purificacdo por

métodos cromatograficos.
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4.2.2 Cromatografia de troca ibnica em DEAE Sepharose

Uma coluna de troca idnica foi preparada utilizando-se a resina DEAE-Sepharose (GE
HealthCare) e empacotada sob a agéo da gravidade. Posteriormente, a coluna foi recarregada
com agua destilada, NaOH 0,1M, agua destilada, HCI 0,1M, novamente com agua destilada e
todas as solugbes com trés vezes o volume da resina e, por fim, equilibrada com tampé&o Tris-
HCI 100 mM (pH 9,0), a uma taxa de fluxo de 1 mL.min™.

Apbs a sua ativacdo, cerca de 10 mL da FARP foi adicionado a 5 mL de volume de
tampé&o Tris-HCI 100 mM (pH 9,0). Posteriormente, esta solucdo foi centrifugada a 16.000 x
g por 3 min a temperatura ambiente, e 0 sobrenadante aplicado na coluna. Foram coletadas
fraces de 4 mL a um fluxo constante de 60 mL.h*, sendo estas denominadas de D1 (fragdo
ndo retida). A fracdo D2 (fracdo retida) foi eluida com tampdo Tris-HCI 100 mM, pH 9,0,
acrescido de NaCl 1 M. As absorbancias das fracbes foram lidas em espectrofotdmetro
(LGS53, BEL Photonics) a 280 nm e posteriormente armazenadas a — 20 °C até o uso. A

fracdo D1 proveniente desta cromatografia foi submetida a metodologia de HPLC.

4.2.3 Purificacdo de peptideos através da cromatografia de fase reversa em coluna C18

em sistema HPLC

Os peptideos da fracdo D1 de sementes de A. pavonina foram purificados por
cromatografia de fase reversa em HPLC (Promenence, Shimadzu), utilizando uma coluna C18
(Shim-pak VP-ODS, 250 x 4,6 mm, Sigma-Aldrich) acoplada a uma pré-coluna C8 (Pelliguard,
20 x 4,6 mm, Sigma-Aldrich), equilibrada com TFA 0,1% (Sigma-Aldrich). Antes da injecéo, a
fracdo D1 da DEAE-Sepharose foi filtrada através de um filtro em membrana de polivinilideno
difluoreto (Millex- GV 0.22 um, Millipore) e em seguida, um volume de 5 mL da amostra foi
injetada na coluna a temperatura de 38 °C. A eluicédo foi realizada com o solvente A durante os
primeiros 15 min, seguida por um gradiente de 0 a 30% (v/v) do solvente B (100% de 2-propanol
(Sigma-Aldrich) em 0.1% de TFA) dos 15 aos 130 min, depois a concentracdo do solvente B foi
aumentada para 50% dos 130 aos 136 min, e em seguida, a concentracdo do solvente B foi
aumentada para 50% e mantida nessa concentracdo por 1 min. Em seguida, a concentracdo do
solvente B foi reduzida para 0% e mantida nessa concentragdo até o final da corrida aos 140 min.
O fluxo utilizado foi de 0,4 mL.min* e a eluicdo foi acompanhada pela absorbancia a 220 + 4

nm.



56

4.2.4 Eletroforese de proteinas

O processo de extracdo e purificacao foi monitorado por eletroforese em gel de tricina-
SDS-PAGE, usando placas de vidro 8 x 10 cm e 7 x 10 cm e espagadores de 0,75 mm,
conforme metodologia descrita por SCHAGGER; VON JAGOW (1987). O gel de separacéo
foi preparado numa concentracdo de 16,4% de acrilamida/bisacrilamida e o gel de

concentracdo numa concentracéo de 3,9%, montados no Mini Protean Tetra System (Biorad).

4.2.4.1 Preparo da amostra e condicdes de corrida

Antes da eletroforese, as amostras extraidas e obtidas por diferentes métodos
cromatograficos foram tratadas com uma solucdo fria (1:10, V/V) composta por acido
tricloroacético 10% e 0,07% de B-mercaptoetanol, diluido em acetona, mantido a -20 °C por 2
h e depois centrifugado a 13.000 x g por 15 min a 4 °C. Os precipitados foram lavados trés
vezes em uma solucdo de acetona contendo 0,07% B-mercaptoetanol. Os precipitados foram
secos em um incubador de banho seco (Boekel Scientific) a 40 °C e depois ressuspendidos em
8 M de ureia e acrescentadas ao tampdo de amostra (Tris 0,125 M, SDS 2,5%, azul de
bromofenol 0,25% e sacarose 15%). As amostras foram aquecidas a 100 °C por 5 min e
posteriormente centrifugadas a 16.000 x g por 3 min. Apos esse procedimento, as amostras
foram aplicadas no gel de concentracdo e submetidas a eletroforese sob condigdes
desnaturantes. A corrida foi realizada a uma voltagem constante de 20 V, por
aproximadamente 16 h. Para estimar a massa molecular dos peptideos foi usado o marcador
de baixa massa molecular (M.W. 1.060-26.600, Sigma-Aldrich) composto de proteinas de
diferentes massas 26.600 Da (Isomerase triosefosfato de musculo de coelho); 17.000 Da
(Mioglobina de coragdo de cavalo); 14.200 Da (o-Lactoalbumina bovina); 6.500 Da
(Aprotinina de pulmdo bovino); 3.496 Da (Insulina bovina [-oxidada); 1.060 Da

(Bradicinina).

4.2.4.2 Coloracéo e descoloracgéo do gel

Ap0s a finalizagdo da corrida, o gel foi cuidadosamente retirado das placas de vidro e
colocado numa solucéo fixadora (&cido acético 10% e metanol 40%) por 30 min. Em seguida,
o0 gel foi corado com Coomassie Coloidal G-250 (sulfato de aménio 8%, &cido fosfdrico
0.8%, Coomassie Blue G-250 0,08% e metanol 20%) em agitacdo constante por
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aproximadamente 24 h. Depois de corado, o gel foi enxaguado repetidamente com agua
quente para remover a coloracdo residual e posteriormente fotodocumentado (camera

principal do Samsung Galaxy S22).

4.2.5 Ensaio de inibi¢&o do crescimento de leveduras

Para a preparacdo das culturas de células de levedura, um indculo do estoque de cada
espécie de levedura foi transferido para placas de Petri contendo dgar Sabouraud e permitido
crescer nas placas a 30 °C por 24 h. Em seguida, as células foram transferidas para caldo
Sabouraud estéril (10 mL). As suspensdes de células de levedura foram quantificadas em uma
camara de Neubauer (LaborOptik) para calculos posteriores de dilui¢cbes apropriadas. Um
ensaio de inibicdo de crescimento foi realizado de acordo com BROEKAERT et al., (1990)
com algumas modificagGes. O ensaio consistiu em 10.000 células.mL?, caldo Sabouraud com
amostras (FARP e as fracOes peptidicas das diferentes etapas cromatograficas) em diferentes
concentracdes, e um volume final de 100 pL. O ensaio foi incubado a 30 °C por 24 h, e entéo
as densidades opticas (DO) foram medidas em 620 nm (EZ Read 400, BIOCHROM).
Amostras de controle foram feitas sem a adicdo da FARP ou das demais frac6es peptidicas e
foram consideradas como 100% de crescimento.

4.2.6 Andlise da atividade citotdxica das fracdes DEAE-Sepharose

As células RAW 264.7 foram semeadas em placas de 96 pogos (100.000 células.mL™)
e incubadas por 24 h a 37 °C. Em seguida, as células foram incubadas na presenca ou
auséncia das fracdes de DEAE-Sepharose (6,25, 12,5, 25, 50 e 100 pg.mL™) por 24 h a 37 °C.
A citotoxicidade das fracdes de DEAE-Sepharose na viabilidade das macréfagas RAW 264.7
foi determinada usando o ensaio MTT. A capacidade das células de reduzir o sal MTT ([3-
(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difenil-tetrazolio brometo]) para cristais de formazan pela
atividade das desidrogenases mitocondriais é usada como indicador de toxicidade. Apds 24 h
de incubag&o com as fragdes, uma solucdo de MTT (5 mg.mL™) em solucéo salina tamponada
com fosfato (PBS)) foi adicionada (10% V/V) e as células foram incubadas por 2 h a 37 °C.
Em seguida, o sobrenadante das células RAW 264.7 foi removido, e os cristais de formazan
gerados foram dissolvidos com 100 uL de isopropanol acidificado. As placas foram lidas a
570 nm usando um leitor de microplacas (MOSMANN, 1983). A citotoxicidade foi calculada
subtraindo a razéo do valor médio de absorbancia das células tratadas do valor méedio de



58

absorbancia das células ndo tratadas (controle). Células tratadas com detergente Triton X-100
(1%) foram usadas como controle positivo (100% de citotoxicidade). Os valores da

concentracdo inibitoria média (1Cso) foram calculados por regressdo néo linear."

4.2.7 Avaliacédo das fragGes de DEAE-Sepharose no crescimento micobacteriano

Apos 7 dias de cultivo, as suspensGes micobacterianas foram sonicadas (MaxiClean
800) com trés pulsos de um min, agitadas no vortex e mantidas em repouso por 10 min para
sedimentacdo de eventuais aglomerados. As densidades dpticas (DO) das suspensdes foram
medidas espectrofotometricamente a 600 nm (Elisa Epoch Biotek) e ajustadas para DO 0,1.
As suspensdes micobacterianas (1 x 10° UFC/poco em placa de 96 pogos) foram incubadas
com ou sem as fracdes de DEAE-Sepharose (200, 100, 50 e 25 pg.mL™) tanto para as cepas
Mtb H37Rv quanto para a cepa clinica Mtbh M299. Apds incubagédo por 5 dias a 37 °C, 10 uL
de solucdo MTT (5 mg.mL™, Sigma-Aldrich) foram adicionados a cada poco e incubados por
3 ha37°C. Oensaio MTT foi usado para quantificacao indireta do crescimento bacteriano
em meio liquido, servindo como um método alternativo de avaliacdo da concentracdo
inibitéria minima (MOODLEY et al., 2014). As suspensdes micobacterianas e 0
procedimento do MTT foram descritos anteriormente. Posteriormente, 100 pL de tampao de
lise (20% p/v de SDS, 50% de dimetilformamida em agua destilada, pH 4,7) foram
adicionados aos pocos e incubados por 18 h a 37 °C. As amostras resultantes foram medidas
por DO a 570 nm. Suspensdes micobacterianas ndo tratadas foram usadas como controle

negativo (crescimento micobacteriano espontaneo).

4.2.8 Etapa de purificagdo em HPLC com coluna C18 de fase reversa

A fracdo que promoveu maior inibigdo contra C. albicans da coluna de fase reversa
C18 foi escolhida para purificacao final. Essa amostra foi aplicada & mesma coluna C18 com
um gradiente recém-desenvolvido e estendido baseado na porcentagem do gradiente de 2-
propanol da primeira etapa cromatografica na qual a fracdo foi inicialmente eluida. O
gradiente foi o seguinte: de 0 a 15 min, 0% de solugdo B (100% de 2-propanol e 0,1% de
TFA); de 15 a 50 min, de 0 a 22% de solucdo B; de 50 a 115 min, de 22 a 25% de solucédo B e
a partir de 115 min, a concentragdo de solugdo B foi diminuida para 0% e mantida até o final
da corrida (120 min). O fluxo utilizado foi de 0,4 mL.min? e a eluicdo foi acompanhada pela
absorbancia a 220 = 4 nm.
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4.2.9 Determinacdo da atividade inibitoria de proteases

Inicialmente, as atividades das enzimas tripsina e quimotripsina foram determinadas
utilizando a tripsina de péncreas suino (Sigma-Aldrich) e a a-quimotripsina de péancreas
bovino (Sigma-Aldrich) em relagdo aos substratos N-benzoil-DL-arginina-p-nitroanilida
(BAPNA) e N-benzoil-L-tirosil-p-nitroanilida (BTPNA), respectivamente, em um tampao
Tris-HCI 50 mM, pH 8,0, a 37 °C, em um volume final de 200 uL. A reagao foi interrompida
apo6s 30 min pela adi¢ao de 100 uL de &cido acético 30% (v/v) e os volumes medidos a 405
nm usando um espectrofotometro (EZ Read 400, BIOCHROM) (MACEDO et al., 2007).
Uma unidade (U) de atividade de protease foi definida como um aumento de 0,01 unidades de
absorbancia a 405 nm por 200 pL, de acordo com KAKADE; RACKIS; MCGHEE (1974).
Para a determinacdo da atividade das fracbes peptidicas, 86 U de tripsina e 100 U de
quimotripsina foram incubadas previamente com as frages obtidas (400 ug.mL? de FARP,
100 pg.mL* das fragGes obtidas de DEAE-Sepharose e 25 pg.mL™? de peptideo purificado da
coluna C18, conforme descrito acima com as modificacdes de que as enzimas foram pré-
incubadas com as fracbes peptidicas e o peptideo purificado. Também determinamos a
atividade proteolitica e a atividade inibitoria das fracGes peptidicas conforme descrito
anteriormente, mas nas condi¢cdes de HPLC utilizadas para obter o peptideo purificado, ou
seja, incubacdo a 38 °C, com concentracdes de 25% de 2-propanol e 0,01% de TFA por 90

min.

4.2.10 Zimografia

C. albicans e S. cerevisiae foram cultivadas em frascos Erlenmeyer de 50 mL
contendo 5 mL de caldo Sabouraud, suplementado com 10% de soro de albumina bovina
(BSA) esterilizado por filtragdo (Millex-GV 0.22 um, Millipore). As leveduras (1 x 10°
células.mLt) foram incubadas em um agitador orbital (712, Novatecnica) por 24 h a 30 °C e
150 rpm. Ap0s esse periodo, a suspensdo de células obtida foi submetida a uma centrifugacéo
a 7.000 x g por 5 min a 4 °C (5415R, Eppendorf). O sedimento de células foi ressuspenso em
500 uL de PBS 100 mM (pH 5,6) e misturado (Vortex Mixer K45-2820, KASVI) antes do
tratamento ultrassénico em um sonicador de sonda (Sonifier 150, Branson). O tempo total de
ciclo do tratamento ultrassonico foi de 30 min, o que corresponde a cinco pulsos de 1 min e
cinco intervalos de 5 min entre os pulsos (LIU et al., 2013). A temperatura do lisado celular
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durante a sonicacgéo foi verificada e mantida aproximadamente a 4 °C por meio de banho de
gelo. Em seguida, foi submetido a uma centrifugacao adicional a 10.000 x g por 15 min a 4
°C. O extrato bruto resultante, obtido por este método mecanico, foi submetido a eletroforese
e zimografia.

Para a eletroforese, os extratos brutos de levedura foram diluidos na proporcéao de 5:1
(m/v) em um tampdo de amostra (0,125 M Tris, 2,5% SDS, 0,25% azul de bromofenol e 15%
sacarose), analisados e caracterizados em SDS-PAGE a 12% de acordo com LAEMMLI
(1970). Para a zimografia, a eletroforese em gel foi realizada conforme descrito acima, com a
seguinte modificacdo: o gel foi copolimerizado com 0,5% de gelatina. As amostras foram
separadas em condicdes ndo desnaturantes a 4 °C com voltagem constante (120 V). Apds a
corrida, o gel foi lavado duas vezes com um tampdo Tris-HCI (0,05 M, pH 8,0) contendo
2,5% de Triton X-100 a 30 °C por 40 min cada. Em seguida, o gel de gelatina foi incubado
com Tris-HCI (0,05 M, pH 8,0) contendo 0,01 M de CaClz a 30 °C por 120 min. Finalmente,
o gel foi fixado por 30 min com uma solucdo de fixacdo (50% de metanol e 10% de acido
acetico) e entdo corado com Azul de Coomassie R-250. As faixas brancas no zimograma
indicam a presenca de atividade proteolitica. A tripsina (86 U) foi usada como uma protease
de controle. Marcadores de proteina (66.000 - albumina, soro bovino; 45.000 - ovoalbumina,
ovo de galinha; 36.000 - gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase, musculo de coelho; 29.000 -
anidrase carbonica, eritrécitos de bovino; 24.000 - tripsinogénio, pancreas bovino; 20.000 -
inibidor de tripsina, soja; 14.200 - a-lactoalbumina, 6.500 - aprotinina, pulmdo bovino) do
marcador de peso molecular de baixo alcance (M.W. 6.500 - 66.000 Da) (Sigma-Aldrich)
foram usados como padrdes de acordo com o manual de instrucdes. Para determinacdo da
atividade inibitoria das amostras (400 pg.mL™' de FARP, 100 ng.mL? das fragdes DEAE-
Sepharose e 25 pg.mL? de peptideo purificado da coluna C18), estas foram pré-incubadas
por 1 h a 30 °C com os extratos brutos de levedura antes da zimografia, realizada conforme
descrito acima. Para a determinacdo do tipo de protease fungica por zimografia, 0s extratos
brutos de levedura foram pré-incubados por 1 h a 30 °C com o0s seguintes inibidores: para
proteases serina, 1 mM de fluoreto de fenilmeltilsulfonil (PMSF); para proteases asparticas, 1
mM de pepstatina A; e para metaloproteases, 1 mM de &cido etilenodiaminotetracético
(EDTA), e a zimografia foi repetida como antes (FELICIOLI et al., 1997).
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4.2.11 Ensaio inibitério de a-amilase

A hidrélise do amido pelas a-amilases intestinais de Tenebrio molitor e pela amilase
salivar humana foi determinada conforme descrito por DA SILVA et al. (2018), utilizando a
liberacdo de agucares redutores pelo ensaio colorimétrico com &cido 3,5-dinitrosalicilico (DNS).
A unidade de atividade (U) foi determinada incubando trés volumes diferentes de enzimas com
amido soltvel a 1% (Sigma-Aldrich) a 37 °C para a amilase salivar humana ¢ a 30 °C para as a-
amilases intestinais de T. molitor, por 15 min em 50 pL de 4gua (volume final). Apo6s o tempo de
reacdo, 400 pL de solucdo DNS foram adicionados as amostras, que foram aquecidas a 100 °C
por 5 min, resfriadas a temperatura ambiente e lidas a 540 nm (Leitor de Placas
CHAMALEONTM V, Hidex). Uma U foi considerada a quantidade de enzima que aumentou a
absorbancia a 540 nm em 0,1 unidade de absorbancia a 37 °C por 15 min para a amilase salivar
humana, e a 30 °C para as a-amilases intestinais de T. molitor. Para a atividade inibitoria das a-
amilases, 10 U de cada enzima foram incubados previamente com as fracGes obtidas (400
pug.mL? de FARP, 100 pg.mL? das fracbes DEAE-Sepharose e 25 pg.mL? de peptideo
purificado da coluna C18) por 30 min a 37 °C para a amilase salivar humana, ¢ a 30 °C para as a-
amilases intestinais de T. molitor, e entdo o ensaio inibitorio foi determinado conforme descrito
para a determinacdo de U. BSA (1 mg.mL™) foi usado como controle negativo e EDTA 5 mM

foi usado como controle positivo.

4.2.12 Resisténcia térmica

Para testar a resisténcia térmica do peptideo bioativo isolado de aproximadamente 6 kDa,
trés solucdes de 30 pL contendo 25 pg.mL? do peptideo foram aquecidas separadamente a 90,
100 e 130 °C em um banho seco (Boekel Scientific) por 30 min. Ap6s o aquecimento, as
amostras tratadas pelo calor foram submetidas a um ensaio antimicrobiano conforme descrito no

item 4.2.5 para determinar a atividade antimicrobiana residual.
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4.3  Mecanismo de acao sobre leveduras oportunista do peptideo mais ativo das

fracdes de Adenanthera pavonina

4.3.1 Determinacéo da concentracdo inibitoria minima

C. albicans, C. tropicalis, C. buinensis e S. cerevisiae foram incubadas em caldo
Sabouraud contendo diferentes concentrages (200 — 12,5 pg.mL™) do peptideo purificado
(P4rl) para determinacdo da concentracdo inibitéria minima (MIC, do inglés minimal
inhibitory concentration), a fim de se ter 100% de inibi¢&o do crescimento sobre as leveduras,
sendo o volume final do ensaio ajustado para 100 pL. O ensaio foi realizado em placas de
cultura de células (96 pogos) (Nunc) a 30 °C, totalizando um periodo de 24 h.

O crescimento celular foi determinado pela densidade O&ptica com amostras
ressuspendidas até a formacdo de uma solugdo homogénea e foi representado graficamente
apos 24 h de ensaio em funcdo do tempo em um leitor de microplacas, num comprimento de
onda de 620 nm. Todo ensaio foi realizado em triplicata e sob condi¢bes de assepsia, em
capela de fluxo laminar, segundo metodologia adaptada descrita por BROEKAERT et al.
(1990).

MICioo de P4rl para o tempo de 24 h de incubacdo foi determinada partir dos dados
das curvas de dose-resposta (usando parametros da porcentagem de inibicdo de crescimento
em funcdo da concentracdo de proteina). Todos 0s demais ensaios de mecanismo de acdo

foram realizados com estes parametros.

4.3.2 Analise da viabilidade celular

Ap0s a determinacdo da MICi00 do peptideo purificado bioativo, todo conteido dos
pocos foi lavado em meio liquido Saboraud e, com uma alca de Drigalski, foi uniformemente
espalhado em placa de Petri contendo agar Saboraud e incubado a 30 °C, durante 48 h,
permitindo que células viaveis se dividissem e formassem coldnias. O desenvolvimento de
coldnias indicaria a acdo fungistética e o ndo desenvolvimento de coldnias indicaria a agao
fungicida do peptideo. A menor concentracdo em pg.mL?*, com acdo fungicida foi
considerada como DLioo, cuja interpretacdo foi feita a partir do ndo crescimento de coldnias
apos o plagueamento. Este experimento foi realizado, segundo SOARES et al. (2017). A
DLioo do peptideo purificado foi utilizada como pardmetro para os ensaios de mecanismo de

acao.
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4.3.3 Ensaio de permeabilizacdo de membranas de leveduras

As células das leveduras C. albicans, C. tropicalis, C. buinensis e S. cerevisiae (1 X
10* cel.mL"1) foram incubadas em caldo Sabouraud contendo as respectivas concentragdes de
MIC100 do peptideo ativo, sendo o volume final foi ajustado para 100 pL. O ensaio foi
realizado em placas de cultura de células (96 poc¢os) a 30 °C por um periodo de 12 h.

A permeabilizacdo da membrana das células de leveduras tratadas com a fracao
purificada, obtida do HPLC, foi avaliada através da utilizacdo do corante fluorescente Sytox
green, de acordo com a metodologia proposta por THEVISSEN; TERRAS; BROEKAERT
(1999). Logo apds as 12h de incubacdo com peptideo purificado, aliquotas de 96 uL das
culturas foram incubadas, ao abrigo da luz e sob agitacdo constante de 200 rpm por 15 min,
com o corante fluorescente Sytox green a uma concentracéo final de 0,2 puM. Este corante se
torna fluorescente apés interagir com acidos nucléicos e penetra apenas em células com
membranas comprometidas. As células do controle negativo somente foram incubadas com o
corante Sytox green, nas mesmas condicdes. Para o controle positivo, as leveduras foram
aquecidas por 2 min a 100 °C. Posteriormente, as células foram analisadas em microscopio
optico (Axio Imager.A2, Zeiss), acoplado a uma cadmera AxXioCAM MRc5 (Zeiss) e as
imagens foram analisadas pelo software Axiovision, versao 4.0 (Zeiss). O microscépio esta
equipado com um conjunto de filtros fluorescentes para deteccdo da fluoresceina (excitacdo
com comprimento de onda entre 450-490 nm e emissao de 500 nm).

A anélise estatistica foi feita sobre a média do nimero de células fluorescentes. A
percentagem de células fluorescentes, usada como indicacdo de estresse oxidativo, foi
calculada sobre a média do nimero de células presentes em DIC dos ensaios do controle e
testes, em que foram assumidos como 100%. Para o célculo da percentagem de células
fluorescentes, foi usada a seguinte férmula: [(nimero de células fluorescentes x 100)/nimero

de células observadas em DIC].

4.3.4 Ensaio de determinacdo da inducdo de espécies reativas de oxigénio intracelular

Para avaliar se 0 mecanismo de acdo dos peptideos isolados envolve a inducdo de
estresse oxidativo, foi realizado um experimento como descrito no item 4.3.3, com algumas
modificagdes: a sonda fluorescente 2’7’- diclorofluoresceina diacetato (H2DFCDA) foi
utilizada para medir espécies reativas de oxigénio (ROS) intracelular, segundo metodologia
descrita por MELLO et al. (2011). Este corante entra passivamente nas células e, quando
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desacetilado por esterases intracelulares, é oxidado por ROS, tornando-se fluorescente. Ap6s
12 h de incubacéo das células de leveduras com peptideos nas concentracfes dos respectivos
MIC1o0 serdo novamente incubadas, agora com 20 uM da sonda H2DCFDA, ao abrigo da luz,
por 2 h a temperatura ambiente e com agitacdo constante de 200 rpm. Um controle positivo
também foi feito, incubando com 200 mM de &cido acético por 30 min. Em seguida, as
células foram analisadas no microscépio éptico equipado com um conjunto de filtros
fluorescentes para deteccdo da fluoresceina (excitacdo com comprimento de onda entre 450-

490 nm e emissao de 500 nm).

4.3.5 Ensaio de determinagéo da funcionalidade mitocondrial

A funcionalidade mitocondrial foi avaliada atraves do corante fluorescente Mitotracker
red (Sigma-Aldrich). O Mitotracker red é uma sonda fluorescente catidnica que tem alta
afinidade ao potencial elétrico de membranas, assim, ele marca mitocondrias ativas em
células vivas. ApGs o ensaio de inibicdo, os peptideos, através dos valores da MI1C1o0 € com 12
h de tempo de incubacdo, junto as leveduras do género Candida e S. cerevisiae que foram
ressuspensas e incubadas com 100 nM de Mitotracker red, sob agitacdo constante a 200 rpm e
ao abrigo da luz por 30 min. As células do controle positivo foram tratadas com Triton X-100
2%) (v/v) por 17 min.

Em seguida foram analisadas por contraste de interferéncia diferencial (DIC) no
microscopio optico equipado com um filtro de fluorescéncia (comprimento de onda de

excitacdo de 506 nm, comprimento de onda de emisséo de 530 nm).

4.3.6 Ensaio de condensacao de cromatina

Para a marcacdo do nucleo, ap0s o ensaio para a determinacdo da MIC, descrita no
item 4.3.1 e para o tempo de 12 h de incubacdo com o peptideo, as células de S. cerevisiae e
do género Candida foram lavadas com PBS incubadas com 1 pg.mL? de DAPI (4'6-
diamidino-2-fenilindol, Sigma-Aldrich) em PBS durante 10 min, seguida de trés lavagens
com 0 mesmo tampdo e entdo visualizadas com um microscopio DIC (Axio Imager, A2,
Zeiss) equipado com filtros de fluorescéncia (excitagdo 365 nm; emissdo de 397 nm) de
acordo com a metodologia descrita por MADEO; FROHLICH; FROHLICH (1997). O DAPI
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€ um composto quimico que possui afinidade pelo DNA, ligando-se especificamente a regides
ricas em adenina e timina na molécula de DNA, emitindo uma fluorescéncia azul sob
excitacdo por luz ultravioleta. Para que a sonda se ligasse ao DNA e marcasse 0 grupo
controle, foi realizado o aquecimento a 100 °C por 5 min, a fim de detectar alteragfes na

estrutura nuclear.

4.3.7 Deteccdo da atividade de caspases induzidas pelo peptideo em células de leveduras

A detecgdo de atividade de caspases foi realizada utilizando o marcador in situ
CaspACE FITC-VAD-FMK (Promega), como descrito pelo fabricante. O marcador FITC-
VAD-FMK é um analogo do inibidor de caspases Z-VAD-FMK (carbobenzoxi-valil-alanil-
aspartil-[O-metil]-fluorometilcetona). O N-terminal carbobenzoxi (Z) é substituido pelo
isotiocianato de fluoresceina (FITC) criando uma marcacdo fluorescente para apoptose. Esse
complexo entra na célula onde atua como um pseudo-substrato que inibe de modo irreversivel
as caspases através da ligacdo ao residuo de cisteina no seu sitio ativo e torna-se fluorescente.

Apds a incubacdo com os peptideos por 12 h nas concentracdes da MIC, as células de
leveduras C. buinensis e S. cerevisiae foram centrifugadas a 6000 x g e as células
ressuspensas foram lavadas uma vez em 500 pL de PBS (10 mM NaH2POs, 150 mM NacCl)
pH 7,4 e novamente ressuspensas em 50 pL da solucdo de coloracdo (fornecida pelo Kkit)
contendo 50 uM do marcador FITC-VAD-FMK. Apds incubacdo de 20 min a 30 °C, sob
agitacdo constante a 200 rpm, as células foram mais uma vez lavadas em 500 pL de PBS e
ressuspensas em 20 pL de PBS. As células do controle negativo (na auséncia dos peptideos) e
positivo (incubadas com 200 mM de &cido acético) tiveram o mesmo tratamento das células
tratadas como peptideo purificado. As células foram analisadas por DIC no microscopio
Optico equipado com um filtro de fluorescéncia para detec¢cdo da fluoresceina (comprimento
de onda de excita¢do, 450-490 nm, comprimento de onda de emissdo de 500 nm) (TAVEIRA
etal., 2018).

4.3.8 Anélise ultraestrutural por microscopia eletrénica de varredura

Células de leveduras tratadas com o peptideo de interesse ap0os a determinagdo da MIC
para o tempo de 12 h de incubacdo, foram submetidas a trés lavagens com solugdo salina
NaCl 0,9% e fixadas em uma solucdo aquosa contendo 2,5% de glutaraldeido, 4% de
formaldeido e 0,1 M de tampé&o fosfato por 24 h e pos fixadas em tetroxido de 6smio 1% e
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tampao fosfato 0,1 M por 1 h. Ap6s lavagem novamente no mesmo tampao, as células foram
desidratadas em uma série crescente de acetona (20%, 50%, 70%, 90% e 3 vezes 100%
superseca), com duracdo de 1 h em cada etapa. Apds a desidratacdo, as células foram
submetidas a um ponto critico para substituir toda acetona por CO2 liquido sob condi¢des de
alta pressdo (Secador de Ponto Critico Bal-Tec — CPD 030). As imagens foram obtidas com
um microscépio eletrdnico de varredura (Zeiss — EVO 40) com uma aceleracdo de tensdo de
15 kV.

4.3.9 Anédlise ultraestrutural por microscopia eletrénica de transmissao

Células das leveduras tratadas com o peptideo ativo, ap0s o ensaio descrito no item
4.3.1 apés 12 h de incubacdo foram fixadas em uma solucdo de glutaraldeido 2,5%,
formaldeido 4,0% e solugdo NaCl 0.9% por 2 h, em seguidas foram feitas trés lavagens de 30
min no mesmo tamp&o. As amostras foram fixadas em uma solugdo de tetroxido de 6smio 1%
e tampéo fosfato 0,1 M (pH 7,2), a temperatura ambiente por 1 h. Apdés trés lavagens de 30
min no mesmo tampdo, as amostras foram desidratadas em uma série crescente de acetona
(30, 50, 70, 90% e trés vezes 100%). Posteriormente, os fragmentos foram infiltrados com
resina epdxi (Epon®), utilizando-se série crescente de resina em acetona (3:1). A
polimerizacédo da resina foi realizada em estufa a 60 °C.

Foram realizados cortes ultrafinos (aproximadamente 70 nm de espessura) com 0
auxilio do ultramicrétomo (Reichert Ultracuts Leica Instruments®) e faca de diamante
(Diatome®). Estes foram coletados em grades de cobre de 300 mesh. Em seguida, os cortes
foram contrastados com acetato de uranila 5%, por 1 min, e citrato de chumbo, por 40 s a
temperatura ambiente e, posteriormente, observados no microscopio eletrdnico de transmissdo

(TEM 900 Zeiss), a uma aceleragéo de voltagem de 90 KV.

4.4  Estudo do efeito imunomodulatério e antimicobacteriano do peptideo mais ativo

de sementes de Adenanthera pavonina

4.4.1 Efeito do peptideo de interesse na viabilidade de macro6fago murino

Quando em experimentacgdo, 0os macréfagos RAW 264.7 (5x10° células.mL™) foram
plagueados, conforme metodologia descrita no item 4.1.3 na presenca e na auséncia do
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peptideo de interesse (nas concentracBes determinadas que inibem 0s microrganismos) e/ ou
LPS (1 pg.mL1, Escherichia coli 055:B5; Sigma-Aldrich).

O teste de citotoxicidade celular das amostras foi efetuado através da avaliacdo do
potencial mitocondrial em metabolizar o 3-(4,5dimetillitiazol-2-il)-2,5- difenil tetrazol (MTT)

a um cristal de formazan, conforme metodologia descrita no item 4.2.8.

4.4.2 Quantificacdo da producéo de 6xido nitrico

A producéo de NO pelos macréfagos RAW 264.7 foi estimada indiretamente, medindo-se
a concentracdo de nitrito. Cinquenta microlitros de cada sobrenadante, obtido conforme item
4.4.1) foram acrescentados a 50 pL de reagente de Griess (p-aminobenzenosulfonamida 1% +
diidrocloreto de naftilenodiamino 0,1% em 5% de acido fosférico, Sigma- Aldrich). Apods 10
min, a absorbancia foi mensurada a 570 nm em espectrofotdmetro de placa (Dinatech MR5000).
A concentragdo de nitrito no sobrenadante foi determinada em pM utilizando como referéncia

uma curva de nitrito de sédio decrescida do valor obtido.

4.4.3 Quantificagdo da producéo das citocinas TNF-a e IL-1p

As linhagens murinas de macréfagos RAW 264.7 (ATCC TIB-71) e J774A.1 (ATCC
TIB-67) foram cultivadas em meio de cultura DMEM-F12 suplementado com 10 % soro fetal
bovino (SFB) (Gibco/Invitrogen, NY, USA) e acrescido de 50 pg.mL™' de gentamicina
(GibcoBRL) e 25 pg.mL* de anfotericina B (Sigma-Aldrich), sendo mantidas em estufa a 37 °C
e 5% de COz. Para cultivo de J774A.1, 5 x 10° células.mL™ foram plaqueadas em placa de 96
pocos com 100 uL.pocot de meio DMEM-F12 suplementado com 2% de SFB (sem acréscimo
de antibidtico), ou presenca da amostra (25, 50, 100 ou 200 pg.mL™?) e/ou LPS (1 pg.mL-%,
Escherichia coli 055:B5; Sigma-Aldrich, USA). A placa foi mantida em estufa a 37 °C e 5% de
CO2 e apo6s 24 h, o sobrenadante da cultura foi coletado para avaliagdo dos pardmetros
inflamatorios.

As citocinas pré-inflamatérias TNF-o e IL-1B no sobrenadante da cultura de macréfagos
estimulada e tratada foram quantificadas separadamente utilizando kits comerciais de ELISA
(ensaio de imunoadsorcdo ligado a enzima) tipo sanduiche (R&D Systems, MN, USA) e a
execucdo experimental ocorreu segundo o protocolo do fabricante. Como controle positivo da

produgdo de ambos os mediadores, foi utilizado o sobrenadante da cultura de macréfagos
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estimulada e ndo tratada; como controle negativo, o sobrenadante da cultura celular ndo

estimulada e ndo tratada.

4.4.4 Avaliacdo da atividade antimicobacteriana do peptideo de interesse

Durante a fase logaritmica de crescimento das cepas de Mtb H37Rv e M299, 50 uL da
suspensdo de cada cepa foram separadamente plaqueados em placa de 96 pogos (1x10’
UFC.mL™) e acrescidos dos peptideos de interesse nas concentrages de pré-determinadas
para ambas as cepas de Mtb. A placa foi entdo incubada a 37 °C por 5 dias. Apds este periodo,
foram adicionados 10 pL.pogo™ de brometo de metiltiazolildifenil-tetrazolio (MTT, do inglés
methylthiazolyldiphenyl-tetrazolium bromide) e 3 h depois, 100 pL de tampao de lise (20%
(p/v) de SDS, 50% (v/v) de dimetilformamida (DMF, do inglés dimethylformamide, Sigma-
Aldrich) (MOODLEY et al., 2014). A leitura foi realizada em espectrofotometro de placa a
570 nm (CAVIEDES; DELGADO; GILMAN, 2002). Como controle positivo de crescimento
sera utilizado meio de cultura 7H9 suplementado e acrescido de bactérias e ndo tratado e
como controle-negativo, somente meio de cultura suplementado. A capacidade das células
para reduzir o sal MTT em cristal de formazan pela atividade da desidrogenase sera utilizada

como um indicador da viabilidade celular.
4.5 Quantificacdo de proteinas

As determinacBes quantitativas de proteinas foram realizadas pelo método do acido
bicinconinico, metodologia descrita por Smith et al. (1985) e pelo fabricante, Sigma-Aldrich)
sendo a albumina da clara de ovo (Sigma-Aldrich) utilizada como padrao.
4.6  Analise estatisticas

Os dados foram avaliados pela One-way ANOVA test Tukey’s e as diferencas das

médias de p <0,05 foram consideradas significativas. Todas as analises estatisticas foram

realizadas utilizando o software GraphPad Prism (versdo 8.0 para Windows).
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S. RESULTADOS

5.1. Extracéo, purificacdo e caracterizacdo dos peptideos de Adenanthera pavonina

5.1.1 Avaliacdo da FARP da semente de A. pavonina sobre leveduras de importancia

médica

A FARP, obtida ap0s a extracdo de proteinas das sementes de A. pavonina pelo novo
método utilizado, ap6s aquecimento critico e sequéncias de centrifugacdes foi submetida ao
gel de tricina SDS-PAGE para verificacdo da presenca de peptideos (Figura 10 A). A
visualizagdo das bandas proteicas nessa fracdo mostrou a presenca de vérias bandas acima de
26 kDa, trés bandas de proteinas principais entre 26 e 17 kDa, uma proteina majoritaria de
aproximadamente 14 kDa e uma banda proteica de interesse de aproximadamente 6 kDa, 0
que indica a presenca de peptideos (Figura 10 A). A FARP foi submetida a um ensaio
antifungico inicial. Verificou-se que a FARP apresentou capacidade inibitdria de crescimento
em C. albicans de 97,69 e 99,10% para 400 e 800 pug.mL™ respectivamente (Figura 10 B).
Analisamos ainda a viabilidade da levedura. A FARP em 400 e 800 ng.mL induziu perda de
viabilidade celular de 93,57 e 100% de C. albicans, respectivamente (Figura 10 C e 10 D).

Este resultado indicou que o efeito inibitorio da FARP sobre C. albicans foi fungicida.
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Figura 10: Caracterizagdo da fragdo aquecida rica em peptideos (FARP). (A):

Visualizacdo eletroforética da FARP em gel de tricina SDS-PAGE obtida de sementes

maduras de Adenanthera pavonina. (M) Marcadores de massa molecular (kDa). (B): Efeito

inibitério da FARP no crescimento da levedura Candida albicans. As células foram tratadas

na presenga ou auséncia (controle) de 400 e 800 ug.mL?. Acima das barras de teste so

mostradas a porcentagem de inibicdo em comparacdo com o controle. (***) indica p<0,001.

(C): Perda da viabilidade celular demonstrada pela incapacidade das células tratadas de

formar coldnias. UFC, unidade formadora de colonia (calculada com base em 100 pL da

diluicdo do controle e dos ensaios de amostra). (D): Fotografia das placas de Petri mostrando

a viabilidade celular em C. albicans apds 24 h de tratamento com FARP (400 e 800 pg.mL™).
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5.1.2 Etapa de purificacdo por DEAE-Sepharose de peptideos de A. pavonina com

atividade antimicrobiana

A FARP foi separada em duas fracbes diferentes ap0s cromatografia em DEAE-
Sepharose, D1 (fracdo ndo retida, eluida no tampé&o de equilibrio) e D2 (fracdo retida, eluida
no tampao de equilibrio contendo NaCl 1 M) (Figura 11 A). A anélise por gel de tricina SDS-
PAGE mostrou para a fracdo D1 a presenca de bandas de proteinas com massa molecular de
aproximadamente 6 kDa, uma banda de proteina principal de aproximadamente 17 kDa e
muitas bandas de proteinas acima do marcador de 26,6 kDa. A fracdo D2 ap6s dessanilizacao
também apresentou bandas proteicas de aproximadamente 6 kDa, duas bandas proteicas
principais com 17 e acima de 26 kDa e muitas bandas proteicas acima do marcador de 26,6
kDa (Figura 11 B). O ensaio antifingico demonstrou que as fragdes D1 e D2 na concentracao
de 100 ug.mL* foram capazes de inibir significativamente o crescimento de C. albicans em
97,98 e 98,19%, respectivamente (Figura 11 C). O ensaio de viabilidade apontou efeito
fungicida na fracdo D1 com 100% de perda da viabilidade celular, enquanto a fragdo D2
demonstrou efeito fungicida com dose letal (DL) = 98,57% a 100 ug.mL™ e nas condices
testadas (Figura 11 D e 11 E).
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Figura 11: Fracionamento da FARP e atividade antimicrobiana de frac6es da DEAE-
Sepharose. (A) Cromatograma de FARP de sementes de Adenanthera pavonina em troca
ibnica DEAE-Sepharose. D1, fragdo ndo retida eluida em 0,1 M Tris HCI, pH 9,0 e D2 fracédo
retida eluida usando 1 M NaCl no mesmo tampao, e 4 mL foram coletados em cada tubo. (B)
Visualizacdo eletroforética em gel de tricina SDS-PAGE contendo 40 pg de cada fragdo
(fracbes FARP, D1 e D2). M — Marcadores de massa molecular (kDa); Fracdes D1 e D2
conforme descrito acima. (C) Efeito inibitorio de D1 e D2 no crescimento da levedura
Candida albicans. As celulas foram tratadas na presenca ou auséncia (controle) de 100
ng.mL* de cada fracdo. Acima das barras de teste sdo mostradas a porcentagem de inibicdo
em comparacdo com o controle. O asterisco (***) indica p<0,001. (D): Perda da viabilidade
celular demonstrada pela incapacidade das células tratadas de formar colénias. UFC, unidade
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formadora de colonia (calculada com base em 100 puL da dilui¢do dos ensaios de controle e
amostra). (E) Fotografia das placas de Petri mostrando a viabilidade celular em C. albicans

ap6s 24 h de tratamento com as fragdes D1 e D2 (100 pg.mL™).

5.1.3 Efeito tdxico das fragdes D1 e D2 no crescimento de micobactérias

Devido a atividade antifingica demonstrada pelas fraces D1 e D2, a inibicdo do
crescimento micobacteriano também foi avaliada nas cepas de M. tuberculosis H37Rv e
M299 (Figura 12 A e 12 B, respectivamente). A fracdo D1 inibiu o crescimento de M.
tuberculosis H37Rv em 76,19, 75,60, 72,20 e 14,28% a 200, 100, 50 e 25 pg.mL?,
respectivamente. Da mesma forma, a fracdo D2 também inibiu o crescimento da mesma cepa
de M. tuberculosis em 34,76, 32,30, 27,72 e 19,73%, nas mesmas concentracdes testadas.
Além disso, a fracdo D1 foi capaz de inibir o crescimento de M. tuberculosis M299, a cepa de
alta viruléncia, mas apenas nas duas maiores concentragdes de 200 e 100 ug.mL™* em 43,29%
e 24,95%, respectivamente. Para a fracdo D2, observou-se uma inibicdo do crescimento de
22,60% e 19,60% também nas duas maiores concentragdes de 200 e 100 pg.mL?,

respectivamente.
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Figura 12: Atividade antimicobacteriana das fracdes DEAE-Sepharose. (A) Ensaio de
inibicdo do crescimento da cepa laboratorial Mycobacterium tuberculosis H37Rv na presenca
de diferentes concentragbes (200 — 25 pg.mL?t) das fracdes D1 e D2, obtido apds
cromatografia de troca ionica em coluna DEAE-Sepharose. Acima das barras de teste sdo
mostradas as porcentagens de inibicdo. (B) Ensaio de inibicdo do crescimento do isolado
clinico M. tuberculosis M299 na presenca de diferentes concentracdes das fragdes D1 e D2,
obtido apds cromatografia de troca i6bnica em coluna DEAE-Sepharose. Acima das barras de

teste sdo mostradas as porcentagens de inibicé&o.

5.1.4 Efeitos toxicos das fracGes D1 e D2 contra células de mamiferos

Monitoramos a viabilidade de macréfagos RAW 264.7 murinos por meio da

capacidade desse tipo de célula de metabolizar MTT em formazan (Figura 13). A fragdo D1
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apresentou citotoxicidade moderada para macréfagos RAW 264.7 murinos dependentes da
concentragéo testada, e apresentou ICso > 50 pg.mL™? (p>0,05, comparado ao controle néo
tratado). A fracdo D2 foi tdxica ao macrofago RAW 264.7 em todas as concentracOes testadas
(6,25 a 100 pg.mL1) e apresentou maior citotoxicidade em relagdo a fracdo D1, apresentando
ICs0 < 6,25 pg.mL™,

1
ICs > 50 pg.mL™* ICsp < 6.25 pg.mL
100%
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Figura 13. Perfil de citotoxicidade celular em macréfagos RAW 264.7. Avaliacdo da
citotoxicidade das fragdes D1 e D2 de sementes de Adenanthera pavonina em culturas de
macrofagos RAW 264.7 pelo método MTT. As células foram tratadas apds 24 h com as
fracbes em diferentes concentragfes. Células RAW 264.7 ndo tratadas foram usadas como
controle negativo (citotoxicidade — 0%) e 1% de detergente Triton X-100 foi adicionado como
tratamento no controle positivo (citotoxicidade — 100%). Média aritmética = desvio padréo (n
= 3). P <0,05 (*) em comparagdo com células ndo tratadas. Acima das barras de teste é

mostrada a porcentagem de inibicao.

5.1.5 Purificacdo em cromatografia de fase reversa de peptideos antimicrobianos de A.

pavonina e atividade antimicrobiana

Definimos alguns critérios para nos ajudar a escolher qual fragdo serd analisada
posteriormente, foram eles: homogeneidade da fragdo (Figura 11 A), presenca de peptideos
(Figura 11B), efeito fungicida (Figura 11 D e 11 E), efeito antimicobacteriano (Figura 12 A e

12 B), e menor toxicidade para células de mamiferos (Figura 13). Usando esses critérios, a
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fracdo D1 foi selecionada. Primeiramente, a fracdo D1 foi submetida a cromatografia de fase
reversa em coluna C18 e separada em dez fracdes com o gradiente de 2-propanol. Eles foram
nomeados P1 a P10 (Figura 14 A). Todas essas fracfes foram visualizadas por gel de tricina
SDS-PAGE e a maioria delas continha peptideos de aproximadamente 6 kDa (Figura 14 B e
14 C). A fracdo P1 apresentou duas bandas proteicas de aproximadamente 6 e 17 kDa; P2
apresentou uma forte banda de proteina de aproximadamente 14 kDa; P3 apresentou uma
banda abaixo do marcador de 6,5 kDa, uma de aproximadamente 6,5 kDa, uma acima do
marcador de 6,5 kDa, duas bandas fracas de aproximadamente 14,2 e 17 kDa e trés bandas
fracas de proteina acima do marcador de 26 kDa; P4 apresentou duas bandas proteicas
principais de aproximadamente 14 e 6 kDa; P5 apresentou duas bandas fracas de proteinas de
aproximadamente 14 e 6 kDa. P6 apresentou trés bandas principais de proteinas de
aproximadamente 6, 14 e 17 6 kDa, P7 apresentou varias bandas principais de proteinas entre
6 e 26 kDa e acima da banda de 26 kDa. P8 e P9 apresentaram trés bandas proteicas entre 6 e
14 kDa; P10 mostrou varias bandas de proteinas principais entre 6 e 26 kDa e acima do
marcador de 26 kDa. O ensaio antifungico indicou que das dez fracdes de HPLC (P1 a P10)
apenas as fracbes P1, P4, P5, P6, P7 e P10 inibiram o crescimento de C. albicans (Figura 13
D), exibindo 68,42, 80,32, 50,11, 29,75, 47,14 e 73,23% de inibicdo, respectivamente. As
fracdes P2, P3, P8 e P9 néo inibiram significativamente C. albicans. Os resultados indicaram
que a fragdo P4 possui a maior atividade antifiingica, 80,32% a 25 pg.mL™. Em seguida,
expandimos as espécies de levedura e testamos em diferentes concentracbes de P4 para
avaliar o efeito da fracdo P4 em seu crescimento. As concentraces de 100, 50, 25 e 12,5
ug.mLt inibiram 90,45, 89,29, 83,25 e 79,41% de C. albicans, respectivamente. Nas mesmas
concentracdes, inibiu 96,29, 96,21, 96,21 e 72,58% de S. cerevisiae, respectivamente, e 93,47,
93,32, 89,63 e 77,13% de C. buinensis, respectivamente. Apenas a maior concentracao testada

(100 ng.mLY) foi capaz de inibir 28,24% do crescimento de C. parapsilosis.
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Figura 14. Separacdo da fracdo D1 e atividade antifingica de amostras obtidas por
cromatografia de fase reversa em HPLC. (A) Etapa intermediaria de purificacdo dos
peptideos da fracdo D1 das sementes de Adenanthera pavonina. Cromatograma da fragdo D1
apos cromatografia de fase reversa em coluna C18. A linha representa o gradiente de 2-
propanol que se estende de 0 a 50% (v/v). O perfil de eluigdo das amostras foi monitorado a
220 nm. O fluxo utilizado foi de 0,4 mL.min. P1 a P10, fragcBes retidas na coluna C18 e
separadas por 2-propanol. (B e C) Visualizacao eletroforética das fracdes obtidas apos D1 ser
cromatografado em coluna C18 por gel de tricina SDS-PAGE. M, marcador de massa

molecular (kDa). (D) Efeito antifingico das fragdes P1 a P10 a 25 pg.mL? sobre o



78

crescimento de Candida albicans. A porcentagem de inibicdo do crescimento fungico é
mostrada acima das barras de teste. Os ensaios foram realizadas em triplicata. Os asteriscos

indicam significancia pela andlise de variancia (ANOVA) de um fator (p<0,001).
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Figura 15. Atividade da fracdo P4 sobre espécies de Candida e Saccharomyces cerevisiae:
Crescimento de leveduras na auséncia (controle) e na presenca da fracdo P4 em diferentes
concentragdes (100 - 25 ug.mL™Y) por 24 h. A porcentagem de inibicio do crescimento
fangico é mostrada acima das barras de teste. Os experimentos foram realizados em
triplicado. Os asteriscos indicam significancia pela analise de variancia (ANOVA) de um
fator (p<0,001). (A) Candida albicans (B) Saccharomyces cerevisiae (C) Candida buinensis

(D) Candida parapsilosis.
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5.1.6 Etapa de purificacdo em coluna C18 de fase reversa de peptideos de sementes de A.

pavonina

A fracdo P4 foi escolhida para prosseguir com o processo de purificacdo porque esta
fracdo apresentou a maior atividade inibitdria entre as dez fracGes testadas e também porque o
padrédo proteico observado na eletroforese mostrou-se de menor complexidade, em relacéo as
outras fracGes mais complexas e, portanto, mais faceis de purificar. Nosso novo método de
eluicdo resultou em duas fracbes, denominadas P4rl e P4r2 (Figura 16 A). Sob o gel de
tricina SDS-PAGE, a fragdo P4rl continha uma banda de proteina de aproximadamente 6 kDa
e P4r2 mostrou uma banda de proteina de maior massa molecular de aproximadamente 14
kDa (Figura 16 B). A fracdo P4rl apresentou atividade inibitoria significativa contra C.
albicans (84,56%) a 25 pg.mL?. Enquanto a fragdo P4r2 apresentou menor atividade
inibitoria (13,63%) contra esta levedura na mesma concentragdo (Figura 16 C). Este resultado
confirma que a banda de aproximadamente 6 kDa foi responsavel pela atividade bioldgica da
fracdo P4.
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Figura 16. Purificacdo, identificacdo e caracterizacdo de peptideo bioativo. (A)

Cromatograma da fragdo P4 recromatografada na coluna de fase reversa C18. A linha obliqua

representa o gradiente de 2-propanol que se estende de 0 a 25%. O perfil de eluicdo das

amostras foi monitorado em 220 nm e foram obtidas duas fracdes denominadas P4rl e P4r2.

Figura (B) Visualizacdo eletroforética das fraces P4rl e P4r2 em gel de tricina SDS-PAGE.

M, marcador de massa molecular (Da). (C): Visualizacdo grafica do ensaio de inibi¢do do

crescimento de Candida albicans incubada com as fragdes P4rl e P4r2 a 25 ug.mL?™. A

porcentagem de inibicdo do crescimento fungico € mostrada acima das barras de teste. Os

experimentos foram realizados em triplicata. Os asteriscos indicam significancia pela analise

de variancia (ANOVA) de um fator (p<0,001).
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5.1.7 Atividade inibitoria das fragdes de A. pavonina L. sobre enzimas serinicas

Nos testamos se a fragdo P4rl e as demais fragcdes anteriores apresentavam atividades
inibitorias sobre proteases. Para a tripsina, observou-se que a FARP a 400 pg.mL™ inibiu
99,03% da atividade catalitica da enzima, e as fragdes D1 e D2 a 100 pug.mL™ inibiram
84,41% e 99,49% de sua atividade catalitica, respectivamente. O P4rl a 25 pg.mL*
apresentou atividade inibitoria fraca sobre a tripsina, com 17,34% (Figura 17 A). Para a
quimotripsina, as fracdes FARP, D1 e D2 foram menos eficientes na inibi¢éo de sua atividade
catalitica em comparagdo com a tripsina, mostrando inibi¢6es de 79,85%, 22,64% e 73,51%,
respectivamente, nas mesmas concentragbes mencionadas anteriormente. Da mesma forma, o
P4rl ndo demonstrou atividade inibitdria significativa em relacdo a quimotripsina (Figura 17
B). Para descartar a possibilidade de que as condi¢gdes de cromatografia de fase reversa
interferissem negativamente na atividade inibitoria enziméatica do P4rl, os ensaios inibitorios
enzimaticos foram repetidos com as fracdes que foram tratadas com as condicGes de fase
reversa, ou seja, a 38 °C, na presenca de 25% da solucéo B (100% de 2-propanol e 0,1% de
TFA), e tempo de incubacdo de 90 min. Esses resultados mostram que a FARP, D1 e D2
mantiveram suas atividades inibitorias sobre a tripsina (Figura 17 C) e quimotripsina (Figura
17 D), o que comprova que as condi¢fes da cromatografia de fase reversa utilizadas para a

obtencdo do P4rl ndo afetaram sua atividade inibitdria sobre as proteases de serina utilizadas.
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Figura 17: Avaliacdo da atividade inibitoria sobre tripsina e quimiotripsina das fracdes
FARP (400 pg.mL'), D1 (100 pg.mL™Y), D2 (100 pg.mL?) e P4rl (25 pg.mL™?), obtidas a
partir das sementes de Adenanthera pavonina. (A) Efeito inibitdrio da atividade de tripsina

na auséncia e presenca das diferentes fracGes. (B) Efeito inibitério da atividade de

quimotripsina na auséncia e presenca das diferentes fracdes. (C) Efeito inibitorio sobre a

atividade da tripsina em condigdes experimentais de purificagdo de P4rl (38 °C, na presenca
of 25 % de solugdo B (100% 2-propanol + 0.1% TFA) a 90 min de incubagdo. (D) Efeito
inibitorio na atividade de quimotripsina em condigdes experimentais de HPLC. Asteriscos

indicam significancia pelo teste ANOVA, e os valores de diferenca foram considerados

significativos se p<0,05. A porcentagem de inibicdo da enzima é mostrada acima das barras

de teste. Os experimentos foram realizados em triplicata.
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5.1.8 Obtencéo dos extratos de leveduras e ensaio de inibicdo da atividade enzimética

por zimografia

Para comprovar a atividade inibitdria sobre proteases da fracdo P4rl, realizamos
ensaios de zimografia através de extratos de leveduras. A Figura 18 B demonstra as atividades
proteoliticas dos extratos brutos de C. albicans e S. cerevisiae. Para C. albicans, apenas a
cultura suplementada com BSA apresentou uma banda fraca, compativel com uma baixa
atividade proteolitica de bandas de 36 e 45 kDa, de acordo com os marcadores. Para S.
cerevisiae, em ambos os extratos, com e sem adicdo de BSA, foram evidentes trés bandas
proteoliticas principais de aproximadamente 36, 45 e acima de 45 kDa. A tripsina foi utilizada
como controle para a zimografia e apresentou uma unica banda de aproximadamente 20 kDa,
0 que confirmou o sucesso do experimento (Figura 18 B). No gel corado com Coomassie, as
culturas de ambas as espécies de leveduras suplementadas com BSA mostraram maior
expressdo da proteina, evidenciada pelo aumento da densidade e do nimero de bandas
proteicas. Bandas intensas com massa molecular variando de 14 a 66 kDa foram detectadas
nos extratos celulares de C. albicans. Para S. cerevisiae, observou-se 0 aumento da
intensidade das bandas de proteinas entre 45 e 66 kDa (Figura 18 A). Uma vez confirmada a
presenca de proteases nos extratos de leveduras, incubamos o lisado celular de S. cerevisiae
suplementado com BSA na presenca de diferentes fracfes de A. pavonina a 30 °C por 1 h
antes da zimografia. Para S. cerevisiae, observamos que FARP (400 pug.mL?), D1 (100
ug.mL?) e D2 (100 ug.mL™) eliminaram a atividade proteolitica de 36 e 45 kDa, e para a
banda proteolitica acima de 45 kDa, na qual uma atividade residual permaneceu. Da mesma
forma. Para P4rl (25 pg.mL™?), todas as bandas proteoliticas foram completamente inibidas
(Figura 18 C). Da mesma forma, para C. albicans, FARP (400 pg.mL™?), D1 (100 ug.mL?) e
D2 (100 pg.mL™) ndo inibiram a atividade proteolitica, enquanto P4rl (25 pg.mL™) inibiu
completamente a atividade proteolitica (Figura 18 D). Esses resultados mostram que P4rl
possui capacidade inibitdria proteolitica e demonstraram que o peptideo de aproximadamente

6 kDa é um inibidor de protease.
5.1.9 Classificacao de proteases nos lisados de células de levedura por zimografia
Para determinar a classe de proteases detectadas na zimografia, utilizamos o extrato de

S. cerevisiae e repetimos a zimografia na presenca de inibidores comerciais de protease. A
Figura 18 E mostra a eliminacdo completa da atividade proteolitica ap6s a exposicdo do
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extrato a 1 mM de PMSF por 1 h antes da zimografia, ao passo que a atividade proteolitica foi
preservada apds exposicdo de 1 mM de Pepstatina A e 1 mM de EDTA. Esses resultados
demonstram que as enzimas detectadas nos lisados de células de leveduras, nas condicdes
testadas, pertencem principalmente a classe de serino proteases. Por essa razdo, renomeamo-

lo para ApPI, sigla para Inibidor de Protease de A. pavonina.

G \Qs NS > qh‘\

Figura 18: Avaliacdo da atividade inibitoria de proteases a partir de fracfes obtidas de
sementes Adenanthera pavonina. (A): Visualizagdo eletroforética em gel de tricina SDS
PAGE (12,5%) dos sobrenadantes de lisados de celulas de leveduras cultivadas na presenca
ou auséncia de BSA. Vinte microgramas de cada lisado de células foram aplicados. (M)
Marcador de massa molecular em kDa. (B) Deteccdo de atividades proteoliticas a partir de
extratos celulares de C. albicans e S. cerevisiae por zimografia na auséncia ou presenga de
BSA. Os géis foram corados com Coomassie Brilliant Blue R 250. (Controle): Trip (Tripsina
de pancreas suino). (C) Zimograma mostrando bandas de atividade proteolitica a partir do
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lisado de células de S. cerevisiae e (D) C. albicans na presenca de diferentes fraces FARP
(400 pg.mL?). D1 (100 pg.mL?), D2 (100 pg.mL?), P4rl (25 ng.mL?), suplementadas com
BSA a 30 °C por 1 hora. (E) Zimograma mostrando bandas de atividade proteolitica a partir
do lisado de celulas de S. cerevisiae na presenca de diferentes classes de inibidores
comerciais. (PMSF) - fenilmetilsulfonilfluorido. (Pepstatina) — Pepstatina A. (EDTA) — acido

etilenodiaminotetracético.

5.1.10 Atividade Inibitoria de a-amilase

Também testamos a capacidade do ApPl de inibir, além das proteases, a-amilases,
assim como as outras fragdes obtidas durante o processo de purificacdo. A fracdo D2 (100
ug.mL™Y) e o ApPI (25 pg.mL™) foram capazes de inibir, respectivamente, 42,98% e 94,76% a
atividade de a-amilase intestinal das larvas de inseto T. molitor (Figura 19 A), enquanto as
fragdes FARP e D1 ndo inibiram a enzima nas condigdes testadas. Em relacdo a a-amilase
salivar humana, apenas o ApPl, na mesma concentracdo, inibiu 100% da atividade catalitica
da enzima, assim como o controle positivo EDTA (Figura 19 B). Esses dados sugerem

fortemente que o ApPI é um inibidor de protease bifuncional.
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Figura 19: ApPI é capaz de inibir a atividade da a-amilase. (A) Atividade da a-amilase de
Tenebrio molitor na presenca e auséncia de diferentes fragdes: FARP (400 pg.mL™t), D1 (100
pug.mL?), D2 (100 pg.mL?), D2 (100 pg.mL?Y), ApPI (25 pg.mL™?). (B) Atividade de a-
amilase salivar humana na presenca e auséncia de FARP (400 ug.mL™?), D1 (100 pg.mL™),
D2 (100 pug.mL?), D2 (100 pug.mL™?), ApPI (25 pg.mL?). Acima das barras de teste sido
mostrados os percentuais de inibicdo. Os valores sdo a média £ DP de triplicatas. O asterisco
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indica significancia por ANOVA (p<0,05). EDTA (Controle positivo). BSA (Controle

negativo).

5.1.11 Avaliacéo da estabilidade térmica do ApPI

Durante a extracdo de peptideos a partir de sementes de A. pavonina, uma etapa de
aquecimento foi utilizada para eliminar proteinas indesejadas e enriquecer a amostra com
peptideos termoestaveis. Nesse sentido, o peptideo purificado foi capaz de suportar 90 °C por
10 min, as condi¢Ges utilizadas na extracdo. Agora, para ter uma melhor ideia da
termorresisténcia do ApPI, aguecemos 0 mesmo a 90, 100 e 130 °C por 30 min e testamos sua
atividade antimicrobiana residual. Na primeira condicdo térmica testada, o ApPI mostrou uma
inibicdo de crescimento de 81,16% em C. albicans, o que indica que o ApPl ndo perdeu
atividade bioldgica com o aumento do tempo de incubacéo a 90 °C. Para as temperaturas de
100 °C e 130 °C, observou-se uma inibicdo de crescimento de 69,57% e 59,78%,
respectivamente. Considerando a porcentagem de inibicdo a 90 °C por 30 min como
parametro de comparacéo, a 100 °C houve uma perda de 11,59% da atividade antimicrobiana,
e a 130 °C, essa perda foi de 21,38%. Esses resultados indicam que o ApPIl é um peptideo
termorresistente (Figura 20).
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Figura 20: Ensaio de termo estabilidade. Efeito do aumento da temperatura sobre a acéo
inibitoria de ApPI (25 pg.mL™?) na inibicdo do crescimento de C. albicans por 24 h. A
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porcentagem de inibicdo do crescimento fungico é mostrada acima das barras de teste. Os
ensaios foram realizadas em triplicata. Os asteriscos indicam significancia pela analise de
variancia (ANOVA) de um fator (p<0,001).

5.2 Mecanismo de acdo do ApPI sobre leveduras oportunistas

5.2.1 Determinagdo da concentragdo minima inibitoria

Para determinarmos a menor concentracdo do ApPI capaz de inibir completamente o
crescimento de leveduras foi feito o ensaio de MICio0, @ partir das espécies mais sensiveis
para a fracdo P4 (S. cerevisiae, C. buinensis, C. albicans) (Figura 15) e C. tropicalis (ainda
ndo avaliada experimentalmente). Nesse ensaio, foi possivel observar que ApPI inibiu
completamente o crescimento dessas leveduras a partir da concentragéo de 12,5 pg.mL™ para
S. cerevisiae, 50 pg.mL* para C. buinensis, 75 pg.mL™ para C. albicans e 200 pug.mL™ para
C. tropicalis (Figura 21).
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Figura 21: Determinacdo da concentracdo minima inibitéria de ApPI sobre S. cerevisiae

100 (pg.mL™?)

(A), C. buinensis (B), C. albicans e C. tropicalis (C). Em cima das barras esta indicado a
percentagem de inibicdo do crescimento fangico em relagdo aos controles. Abaixo das barras
mostram-se as fotografias do fundo dos pocos e padrdo de crescimento das leveduras. Os

asteriscos indicam o grau de significancia (p < 0.001) em relacao ao controle.

5.2.2 Determinacao da viabilidade celular

Para determinarmos se a agdo do peptideo purificado é fungicida ou fungistatica,
plagueamos todo o contetdo dos pogos (100 pL) apds o ensaio da MICi0 com 12 h de
incubacéo.

Quando tratamos S. cerevisiae e C. buinensis com o peptideo ApPl, na concentragdo
da MIC100, ndo houve crescimento de colénias, indicando que 12,5 pg.mL?* e 50 pg.mL™

correspondem as concentracdes da DLioo respectivamente (Figura 22). No entanto, quando C.
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albicans foi tratada com ApPI, na concentragdo da MICioo, houve um crescimento de coldnias
(resultado ndo mostrado), logo decidimos plaquear a concentragdo seguinte (100 pg.mL™),
com a qual foi possivel observar o crescimento de colénias apds o plagueamento. Esse Gltimo
processo também foi observado em C. tropicalis na concentracdo da MICaoo, evidenciando a
acdo fungistatica do peptideo para as leveduras C. albicans e C. tropicalis.

Apos a determinagdo da MICioo € DL1oo, decidimos estudar os mecanismos de agéo
que resultam na perda de viabilidade celular. Sendo assim, 0s ensaios seguintes foram feitos
com os pardmetros de MICio0 € com 12 h de incubacdo para as seguintes combinagfes de
peptideo purificado- levedura: S. cerevisiae + ApPl 12,5 ug.mL?, C. albicans + ApPl 100
ug.mL™?, C. buinensis + ApPI 50 pg.mL™ e C. tropicalis + ApPI 200 pg.mL™.
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Figura 22: Ensaio de viabilidade celular. Determinagdo da viabilidade celular das leveduras
S. cerevisiae, C. albicans, C. buinensis e C. tropicalis tratada com ApPI, ap6s 12 h. UFC =

Médias com desvio padrdo das unidades formadoras de col6nias. (-) Ndmero excessivo de
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coldnias crescidas que impediu a contagem. Note que ndo ha desenvolvimento de colnias nas
placas tratadas de S. cerevisiae e C. buinensis, indicando que 12,5 e 50 € a DL1oo de ApPI
dessas leveduras, respectivamente. A DLioo é a representativa de um ensaio realizado apenas

uma vez em triplicata.

5.2.3 Analise da acao de ApPI sobre a permeabilizacdo de membranas plasmaticas

Para verificarmos se ApPl causa a permeabilizacdo de membrana plasmatica de S.
cerevisiae, C. albicans, C. buinensis e C. tropicalis, respectivamente, usamos a sonda
fluorescente Sytox Green (Figura 23 A). O sinal fluorescente emtido pelas células de S.
cerevisiae, C. buinensis e C. tropicalis tratadas com ApPI, indicou que houve permeabilizacédo
de 78,74, 58,96 e 80,78% das células respectivamente (Figura 23 B). Também foi possivel
observar em DIC, a reducdo de células de S. cerevisiae, C. albicans, C. buinensis e C.
tropicalis por campos quando comparamos 0 controle com o tratado e alteragdes
morfologicas, ap6s 12 h de incubagdo com ApPI.

Também foi visto o encolhimento das células de S. cerevisiae e C. buinensis em
relacdo ao controle, bem como formacdo de aglomerado celular e alteracdo no processo de
brotamento, também presente em C. albicans. Além disso, é interessante notar que quando as
células de C. tropicalis sdo tratadas com ApPI ocorre a formacdo de pseudo-hifas.
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B
Espécies de Levedura Amostras /Nl]mero de Namero de C(Aélul_as em pe(r(ztw)gziei:ssgas
célulasem DIC Fluorescéncia (Sytox Green +)
controle 216,66 + 32,15 3,66 + 2,08 1,69
S. cerevisiae controle + 151,66 + 15,94 150, 33 + 15.18 99,12
ApPI 15.66 + 1,52 12,33+2,51 78,74*
controle 137,00 + 21,00 0,33+0,58 0,24
C. albicans controle + 219,00 £+ 29,20 214,33 £28,74 97,85
ApPI 51,66 + 25,48 2,00+ 1,00 3,87
controle 123,66 + 1,53 2,00 +0,00 1.62
C. buinensis controle + 176,00 + 30,63 174.33+ 3557 99,05
ApPI 26,00 + 9,53 15,33 +3,21 58.96*
controle 109.66 + 15,63 1,00 + 1,00 0,91
C. tropicalis controle + 52,00 + 8,18 49,00 £5,57 94,23
ApPI 17.33+2,30 14,00 + 2,00 80,78*

Figura 23: Permeabilizacdo de membrana plasmatica das células de leveduras tratadas
com ApPl. (A) A fluorescéncia verde indica a permeabilizacdo de membrana. As células
foram visualizadas em DIC e por fluorescéncia, todas no mesmo tempo de exposigéo.
Aumento de 630x. Barras 20 um. (B) Namero de células permeabilizadas determinadas apds
contagem de células observadas em trés campos aleatdrios em DIC e fluorescéncia. Controle
positivo representa células de leveduras tratadas com aquecimento e controle negativo apenas
as células de leveduras com a sonda Sytox Green. Asteriscos (*) indicam diferenca estatistica
significativa (p < 0.001), pelo One-Way ANOVA. As imagens mostradas sdo representativas

de um experimento de trés.

5.2.4 Analise da acdo de ApPI sobre a producéo endogena de ROS

A presenca de ROS pode ser uma consequéncia da acdo do inibidor de protease e
quando geradas nas células de leveduras, podem acarretar em lesdes irreversiveis. Sendo
assim, para identificarmos a presenca dessas moléculas de forma intracelular, foi feita a
analise por microscopia de fluorescéncia usando a sonda H.DCFDA (Figura 24 A). Nossa
intencdo foi identificar se ha producdo de ROS apds 12 h de contato com as células de
leveduras com o peptideo. Quando as células de S. cerevisiae, C. buinensis e C. tropicalis

foram incubadas com ApPI, 96,25%, 85,49% e 37,16% da populacdo estava fluorescente,
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indicando que essas células apresentavam estresse oxidativo (Figura 24 B). Além disso, pode-
se observar em DIC, que houve uma reducdo de células por campo para todas as leveduras
testadas, corroborando com os resultados do ensaio de inibicdo (Figura 21) e permeabilizacdo

de membrana (Figura 23 A).
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B
o ;
Espécies de Levedura Amostras cém?;zirrg %el c Numpﬁzoo?:sggﬂi? em f(l lf))rg:silelﬂ?:s
(H2DCFDA +)
controle 165,33 +£11,93 1,33+1,52 0,80
S. cerevisiae controle + | 106, 33 +21,20 105,00 + 19,67 98,75
ApPI 26,67 +£7,64 25,67 + 6,66 96,25*
controle 235,33 +8,50 1,00 + 1,00 0,42
C. albicans controle + 124,66 £ 8,74 121,67 +8,08 97,60
ApPI 42,67 +7,50 3,33+1,53 7,80
controle 127,00 £ 7,55 1,00 + 1,00 0,79
C. buinensis controle + 86,00 + 7,94 83,33+ 7,64 96,86
ApPI 18,33 + 14,43 15,67 £ 12,50 85,49*
controle 125+9,17 0,33 +0,58 0,26
C. tropicalis controle + 71£8,19 54,33 2,52 76,52
ApPI 37,67 £6,03 14,00 £2,65 37,16*

Figura 24: Ensaio de inducéo de ROS. (A) Imagens de células de leveduras S. cerevisiae, C.
buinensis, C. albicans e C. tropicalis ap6s ensaio de inducdo de ROS por microscopia de
fluorescéncia através da sonda H2DCFDA. Células foram tratadas com ApPI, a partir dos
valores de MICi00 de cada levedura e depois analisado por estresse oxidativo. Células
controle tratados somente com H2DCFDA. Controle positivo realizado com &cido acético 200
mM. Barras = 20 um. (B) A porcentagem de inducdo de ROS foi quantificada pelo nimero de
células em trés campos aleatorios em DIC e fluorescéncia das amostras visualizadas, sendo o
namero de células em DIC de cada amostra considerada como 100%. Asterisco (*) indica

diferenca significativa (p < 0.001) pelo One-way ANOVA.

5.2.5 Andlise da funcionalidade mitocondrial

A producdo de ROS identificada nas leveduras ap0s o tratamento com o peptideo
extraido e purificado a partir de sementes de A. pavonina, nos levou a investigar sobre
possiveis danos que possam comprometer a funcionalidade mitocondrial. Como a matriz
mitocondrial é a principal fonte de ROS intracelular, decidimos analisar esta organela e para
isso usamos a sonda de potencial de membrana Mitotracker red. Este ensaio foi feito levando
em consideragdo o tempo de morte de 12 h.

No primeiro momento, pode ser observado uma marcagdo fluorescente mais forte e

mais difusa nas células controle. Entretanto, quando tratamos as leveduras por 12 h com ApPI,
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observamos uma menor intensidade de fluorescéncia entre as células do controle e do tratado,
exceto em C. tropicalis (Figura 25), indicando uma diminuicdo da atividade mitocondrial em

S. cerevisiae, C. buinensis e C. albicans.

Saccharomyces cerevisiae Candida buinensis
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Figura 25: Ensaio de funcionalidade mitocondrial. Imagens de células de S. cerevisiae, C.
buinensis, C. albicans e C. tropicalis tratados com ApPl apds 12 h de exposicdo. A
fluorescéncia vermelha indica o potencial de membrana mitocondrial. As células foram
visualizadas por DIC e por fluorescéncia, todas no mesmo tempo de exposi¢do. Imagem com

ampliagdo 630 x. Barras: 10 pm.

5.2.6 Analise de condensacdo de cromatina

ROS sdo formadas em qualquer organismo exposto ao oxigénio molecular e
apresentam papel crucial no evento de apoptose. Sob esse viés, analisamos o efeito de ApPI
na inducao de marcadores apoptoticos. O nucleo das células de S. cerevisiae, C. buinensis, C.
albicans e C. tropicalis foi analisado através da marcacdo com DAPI, um composto que
atravessa membranas quando permeabilizadas e se liga especificamente ao DNA, tornando-se
fluorescente. Células de leveduras tratadas com ApPl nas concentragbes da MICioo
apresentaram (exceto em C. tropicalis) uma fluorescéncia nuclear concentrada e intensa,

tipica de células apoptéticas, o que indica condensacao de cromatina (Figura 26).
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Figura 26: Deteccdo de condensac¢do de cromatina em leveduras do género Candida e
Saccharomyces cerevisisae tratadas com ApPIl. Marcacdo com DAPI das células controle e
tratadas durante 12 h com os valores da MICio0 de ApPI. Note brilho mais intenso e aumento

do nucleo nas amostras tratadas. Barras: 10 uM.

5.2.7 Andlise da relacdo da atividade de caspase na morte de S. cerevisisae e C. buinensis

induzida por ApPlI

Para confirmar se as caracteristicas encontradas, como estresse oxidativo e
condensacdo de cromatina nas leveduras de S. cerevisiae e C. buinensis semelhante a
alteracGes também observadas em processos apoptoticos, estariam relacionados a eventos de
morte celular, avaliamos o envolvimento de caspases induzidas pela presenga de ApPI (Figura
27 A). Nossos resultados mostraram que a exposicdo das células de S. cerevisiae e C.
buinensis a ApPI resultou em 83,30 e 44,42%, respectivamente, de células com sinal positivo
para a ativacdo de caspases (Figura 27 B). Isso corrobora fortemente com os resultados
anteriores e indica que, pelo menos para essas células, o processo de morte celular pode

depender de caspases com caracteristicas compativeis com a morte celular programada.
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(FITCVAD-FMK +)
controle 134,33 £9,29 0+0 0,00
S. cerevisiae controle + 118,33+ 4,16 113,00+ 2,64 95,50
ApPI 10,00 + 3,60 8,33+2,08 83,30*
controle 186,33 £ 7,02 0+0 0,00
C. buinensis controle + 166,33 £ 10,26 163,33 £ 9,61 98,20
ApPI 12,00 + 3,00 533+1,53 44,42*

Figura 27: Detecgdo da atividade de caspases. Imagens das células de S. cerevisiae e C.

buinensis ap6s o ensaio de atividade de caspase, visualizadas por microscopia de

fluorescéncia usando a sonda fluorescente CaspACE FITC-VAD-FMK. As células foram

tratadas com os valores da MICioo por 12 h. As células controle foram tratadas apenas com
CaspACE FITC-VAD-FMK. Barras = 10 um. (B) Porcentagem da atividade de caspase foi

quantificada por numero de células fluorescentes em trés campos aleatérios e visualizados por

DIC e fluorescéncia das amostras visualizadas, sendo o nimero de células em DIC de cada
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amostra considerada como 100%. Asterisco (*) indica diferenca significativa (p < 0.001) pelo
One-way ANOVA.

5.2.8 Analise da acdo de ApPI sobre leveduras em microscopia eletronica de varredura

Devido a alteracBes morfoldgicas apresentadas em microscopia éptica (Figura 23 A),
analisamos o efeito de ApPI sobre a estrutura e morfologia das leveduras S. cerevisiae, C.
buinensis, C. albicans e C. tropicalis através da Microscopia Eletrénica de Varredura (MEV).

Ao comparar as células controle com as quatro leveduras, estas ultimas apresentaram
uma superficie lisa e uniforme, sem rupturas aparentes. Entretanto, quando estas sdo tratadas
com ApPl (Figura 28) apresentam uma série de alteracbes como: perda de contetido
citoplasmatico e encolhimento celular, evidenciando, danos severos nas células (asteriscos
branco), resultando em debris celulares (seta branca), permeabilizacdo de membrana e
formacdo de pseudohifas com enrugamento de parede, especialmente em C. tropicalis

(asterisco preto).
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Controle ApPl

S.cerevisiae

C.albicans C.buinensis

C.tropicalis

Figura 28: Alteracdes morfoldgicas em células de leveduras induzidas por ApPI. Imagem de
MEV mostrando alteracbes em S. cerevisiae, C. buinensis , C. albicans e C. tropicalis na
superifice celular apds incubacdo com ApPI. Células de leveduras foram tratadas com MICioo
por 12 h em relacdo ao controle (células ndo incubas com o peptideo). Setas brancas indicam
debris celular, asteriscos brancos indicam perda de conteudo citoplasmatico e asterisco preto

indica formacao de pseudohifas e espessamento de parede. Barras: 2 um.
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5.2.9 Analise das alteracOes ultraestruturais nas células de leveduras induzidas por ApPI

Devido ao efeito do ApPl em alterar a atividade mitocondrial (Figura 25) e indicar
condensacdo de cromatina (Figura 26) nas leveduras testadas, decidimos verificar o
comportamento de algumas organelas que pudessem corroborar com os resultados obtidos
anteriormente. Logo, analisamos aspectos ultraestruturias de S. cerevisiae, C. buinensis, C.
albicans e C. tropicalis por MET, ap06s 12 h de incubacdo com o peptideos na concentracdo da
MIC1oo (Figura 29). O resultado mostrou que o ndcleo das células tratadas, quando comparadas
com as do controle, apresentou pontos de colora¢do mais escuros, 0s quais sugerem fortemente a
condensacdo de cromatina. As mitocondrias mostraram uma diminui¢cdo no tamanho e suas
cristas ndo puderam ser visualizadas internamente. Além disso, observamos uma menor
guantidade de mitocondrias ativas em relacdo ao controle, o que corrobora com 0s ensaios
obtidos de aumento de ROS e diminuicéo da funcionalidade mitocondrial. Também foi possivel
observar cicatriz de brotamento e alteracdo no espessamento da parede celular, bem como
possivel ruptura, o que estaria provocando a liberacdo do material citoplasmatico, como foi

observado nas imagens de MEV (Figura 28).
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Controle ApPI

.Cerevisiae
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Figura 29: Imagem de MET mostrando alteracfes ultraestruturais nas células de leveduras
induzidas por ApPIl ap6s 12 h. Células de leveduras S. cerevisiae, C. buinensis, C. albicans e C.
tropicalis na presenca ou auséncia (controle) do peptideo. Durante a exposicdo com ApPI,
nucleos apresentam &reas de coloracdo escura, o que indica condensagdo de cromatina (setas),
alteracdo do espessamento de parede (tridngulo) e cicatriz de brotamento (asteriscos). PC =

parede celular. M = mitocdndria. N= nucleo. V= vacuolo.
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5.3 Avaliacdo da citotoxidade, atividade imunomodulatéria e antimicobacteriana do

peptideo purificado
5.3.1 Avaliacéo da toxicidade de ApPI sobre macréfagos RAW 264.7

Com base nos resultados obtidos na Figura 30, podemos observar que o peptideo
ApPl, obtido por sementes de A. pavonina através da cromatografia de fase reversa e testado
em uma linhagem celular de macréfago murino (RAW 264.7), demonstrou baixa toxicidade
em todas as concentracdes avaliadas no ensaio de citotoxicidade por MTT. Vale a pena
destacar que, mesmo na maior concentracdo utilizada (200 pg.mL™) nos ensaios antiflingicos
e antimicobacterianos, a toxicidade foi de apenas 33,81% para RAW 264.7, sendo 1Cso > 200
ug.mL™t. Além disso, na menor concentracdo utilizada nos experimentos (25 pg.mL™), o
peptideo é ainda menos toxico, apresentando 12,65% de toxicidade para essa linhagem de

macrofagos murino.

RAW 264.7 - macréfago
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Figura 30: Toxicidade sobre células de macrofagos murinos RAW 264.7, ap6s 24 h de
tratamento com ApPIl. Acima das barras é mostrada a porcentagem de citotoxicidade pelo
método de MTT. ICso — 50% para concentragdo citotdxica requerida para metade da reducéo
da viabiliade celular, calculada por analise de regressdo. (***) p < 0.001 comparado com 0

grupo nao tratado e determinado por teste de Tukey.



106

5.3.2 Avaliacdo da ApPI quanto a inibicao da producéo de NO

Nesse estudo verificamos a atividade anti-inflamatéria do inibidor bifuncional ApPI,
quanto a capacidade de inibir a producdo de NO em cultura de macréfagos estimulados com
LPS, a partir da producéo de nitrito, através de experimentos in vitro (Figura 31). Diante do
contexto, foi possivel observar que ApPl conseguiu inibir os niveis de NO em 37,89 e
84,77%, respectivamente, em suas maiores concentragdes (100 e 200 pg.mL™) e ICso = 111,6

+ 0,1 ng.mL?, desmonstrando uma possivel atividade anti-inflamatoria.

60— ICgo = 111,6 £ 0,1 pg.mL*
22,60% 17,9396
S 404 37,89%
1 ***%
~N
z
— 20
84,77%
0= | |

|
C+ C- 25 50 100 200 (rg.mL1)

Figura 31: Avaliacdo da capacidade inibitéria de ApPl a producdo de NO por
macrofagos RAW 264.7 estimulados por LPS. Macréfagos RAW 264.7 foram estimulados
com LPS [1ug.mL™] e tratados com ApPI nas concentraces de 25, 50, 100 e 200 pug.mL*?
Apds 24 h o sobrenadante da cultura foi avaliado. A concentragdo de NO em pg.mL* foi
obtida por uma curva padréo de nitrito e comparada aos controles positivos de producdo de
NO (macrofagos somente estimulados por LPS) e negativo (macrofagos ndo estimulados).
Valores sdo reportados como média + desvio padrédo, e grupos diferentes foram considerados
significantes de acordo com p < 0,001 (***). Acima da barra mostra a porcentagem de
inibicdo e na parte superior do grafico encontra-se a concentragdo minima inibitoria 50%

obtida nas atividades avaliadas. (n=3).
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5.3.3 Avaliacdo da atividade inibitoria de ApPI sob mediadores inflamatérios TNF-a e

IL-1p em macréfagos estimulados por LPS

Devido ao potencial do peptideo purificado de inibir a producdo de NO (Figura 31),
decidimos investigar a capacidade de ApPI de inibir outros mediadores inflamatérios, como o
TNF-a e IL-1B (Figura 32 A e 32 B). Ao avaliar o potencial do inibidor de protease obervou-se
que ele apresentou capacidade inibitéria significativa para TNF-a, sendo MICso = 120,2 + 0,1
ug.mL. Ademais, a capacidade de inibigdo de IL-1B foi elevada para todas as concentracdes
testadas, apresentando MICso = 30 + 0,1 pg.mL? (Figura 32B). O potencial de inibicio
verificado na maior concentragdo (200 pg.mL™) ndo mostrou interferéncia do efeito citotoxico,
pelo método do MTT, corroborando com a hipétese de que esse peptideo teria uma atividade

anti-inflamatoria intrinseca e aplicacGes biotecnoldgicas relevantes.
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Figura 32: Efeito inibitério de ApPl na produgdo de TNF-o e IL-1p em macréfagos
estimulados por LPS. (A) Macrofagos RAW 264.7 e (B) Macréfagos J774A foram tratados
com LPS na presenca ou na auséncia de amostra, (25 — 200 pg.mL?). A quantificagdo dos
mediadores inflamatorios nos sobrenadantes de cultura foi realizado por ELISA sanduiche. As
barras para cada derivado referem-se as concentracoes testadas em ordem crescente. Macréfagos
estimulados por LPS foram usados como controle positivo (C+) e macréfagos nédo tratados como
controle negativo (C-). Os valores foram apresentados como média + desvio padrdo e as
diferengas estatisticas entre cada grupo e C+ foram indicadas de acordo com p < 0,001 (***), p <
0,01 (**) e p < 0,05 (*).
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5.3.4 Avaliacdo da atividade inibitéria de ApPI1 sobre M. tuberculosis H37Rv e M299

Devido ao potencial inibitério presente na fracdo D1 contra as cepas de diferentes
viruléncias de M. tuberculosis, decidimos verificar se o peptideo biologicamente ativo e com
massa molecular de 6 kDa purificado, seria capaz de inibir as linhagens H37Rv e M299
(Figura 33). Observou-se que para a cepa de menor viruléncia (H37Rv), ApPI inibiu
respectivamente em 16,97, 51,14, 56,48 e 55,98% nas concentragdes de 25, 50, 100 e 200
ug.mLt. J& para a cepa de maior viruléncia (M299), ApPI foi capaz de inibir em 25,83, 28,69,

28,82 e 38,84%, respectivamente nas mesmas concentragoes.
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Figura 33: Atividade antimicobacteriana do inibidor de protease ApPl. (A) Ensaio de
inibicdo do crescimento da cepa laboratorial Mycobacterium tuberculosis H37Rv na presenca

de diferentes concentracBes do peptideo ApPl, obtido apds cromatografia de fase reversa em
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coluna C18. Acima das barras de teste sdo mostradas a porcentagem de inibigdo. Asteriscos
indicam grau de significancia, sendo p <0,001. (B) Ensaio de inibicdo do crescimento do
isolado clinico M. tuberculosis M299 na presenca de ApPIl, obtido ap6és RP-HPLC-C18.
Acima das barras de teste sdo mostradas a porcentagem de inibi¢do. Asteriscos indicam grau

de significancia, sendo p <0,001.
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6. DISCUSSAO

AMPs tém sido considerados uma fonte promissora de novos farmacos devidos as
vantagens de apresentarem amplo espectro de atividade antimicrobiana, capacidade rapida de
eliminacdo de micrdbios, efeito microbicida em baixas concentracdes e baixa probabilidade
de induzir resisténcia. Além disso, eles sdo seguros para uso clinico devido a auséncia ou
baixa toxicidade em relacdo as células de mamiferos, e também possuem uma vantagem
adicional de promoverem efeitos sinérgicos com farmacos convencionais, criando novas
possibilidades terapéuticas (COSTA et al., 2019).

Nesse esudo decidimos desenvolver uma estratégia para extrair e isolar AMPs a partir
de sementes de A. pavonina, tendo como base o trabalho realizado por RIBEIRO SOARES et
al. (2012), com algumas modifica¢es no processo de extracdo de proteinas. Além disso, essa
tese se trata de um estudo biomonitorado no qual as fracdes obtidas foram correlacionadas
com a atividade antimicrobiana. Entre as etapas comumente usadas na purificacdo de
peptideos e proteinas, a precipitacdo usando sais é regularmente explorada, pois tem as
vantagens de ser econdmica e de concentrar a amostra de interesse (BURGESS, 2009). O
sulfato de amonio é frequentemente usado para precipitacdo por salting out, pois apresenta
uma forca ibnica muito alta, na qual a solubilidade de proteinas diminui, ocorrendo a
formacéo do precipitado (DUONG-LY; GABELLI, 2014). Assim, o sulfato de aménio pode
ser usado para separar pequenas proteinas com base em sua solubilidade na presenca de alta
concentracdo de sal (WINGFIELD, 2016). Uma vez utilizado esse método, é necessario
remover o sal da amostra e 0 método de dialise é uma opcdo em relagdo aos métodos
cromatograficos (HARCUM, 2008). A precipitacdo por salting out € inserida como uma etapa
inicial entre a centrifugacdo e a purificacdo inicial usando cromatografia (GRANT; LOUIS,
2016). Em nosso processo de extragdo, eliminamos a etapa de precipitagdo com sulfato de
amonio e, consequentemente, eliminamos a etapa de dialise. Alem disso, adicionamos uma
etapa critica de aguecimento para selecionar proteinas termorresistentes. Nesta etapa, também
fizemos uma modificagdo, aumentando a temperatura de 80 °C por 15 min do método anterior
(RIBEIRO SOARES et al., 2012) para 90 °C por 10 min. Com base nessas duas modificacoes,
ganhamos tempo e recursos financeiros ao tornar o processo mais rapido e eficiente, pois
enriguecemos o0 extrato com peptideos e, ao mesmo tempo, eliminamos proteinas
indesejaveis.

Essas modificagcOes, principalmente a etapa de aquecimento, foram previstas porque

0s AMPs geralmente sdo termoestaveis devido ao seu tamanho pequeno e a presenga de
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residuos de cisteina que se agregam formando pontes dissulfeto em pares (SRIVASTAVA et
al., 2020). Comparado com outros métodos de extracao e etapas iniciais de fracionamento do
conteddo proteico do extrato, nossos resultados, apoiados pela conhecida resisténcia térmica
dos AMPs, representam uma estratégia rapida e eficiente que pode ser explorada para
enriquecer a amostra com peptideos, e com vantagem adicional de economizar o tempo
necessario nas técnicas de precipitacéo e dialise.

Apols confirmar a presenca de peptideos na FARP, avaliamos sua atividade
antimicrobiana contra o patdgeno oportunista C. albicans. Nossos resultados indicaram que,
de modo geral, o efeito das proteinas e peptideos que compdem a FARP contra C. albicans é
fungicida, sendo que a dose de 400 pg.mL™*, causou uma perda de viabilidade de 93,57% e a
dose de 800 pug.mL*? causou a perda de viabilidade de 100% (Figura 10 C e 10 D). Esse
resultado foi interessante, porque o efeito fungicida é uma caracteristica desejavel para uma
substancia terapéutica, devido a estudos que demonstram que essa caracteristica ndo favorece
0 desenvolvimento de cepas resistentes (LEWIS; GRAYBILL, 2008). Nessa perspectiva,
avancamos ainda mais no processo de purificacdo dos peptideos presentes na FARP,
combinando técnicas cromatograficas. Mais uma vez, com base nas caracteristicas gerais dos
AMPs, desta vez a anfipaticidade e cationicidade, escolnemos como primeira etapa uma
cromatografia de troca idnica e depois uma cromatografia de fase reversa (WALLS;
WALKER, 2017; BOYSEN; HEARN, 2001). Os aminoacidos em proteinas sdo afetados pelo
pH do meio (MALIK et al., 2016), portanto, ao alterar o pH da fase mdvel, a proteina de
interesse assume diferentes cargas liquidas na superficie (PABST et al., 2008) e pode se
tornar ndo carregada ou opostamente carregada em relacdo ao grupo funcional da resina. No
presente estudo, escolhemos usar o tampdao Tris-HCI em sua capacidade de tamponamento no
extremo mais distante, pH 9,0, a fim de modificar o ponto isoelétrico de proteinas e peptideos
que irdo compor a fracdo ndo retida e diferenciar o pH 8,0 do método anterior (RIBEIRO
SOARES et al., 2012) (Figura 11 A). O gel de tricina SDS-PAGE revelou que a fragdo ndo
retida da cromatografia de troca ibnica apresentava uma menor complexidade proteica em
comparacdo com a fracdo retida (Figura 11 B). GAMES et al. (2008) revelaram que uma
fracdo ndo retida do extrato de Phaseolus vulgaris (familia Fabaceae), em uma cromatografia
em DEAE-Sepharose era composta por uma Unica banda de proteina com massa molecular de
aproximadamente 6 kDa, caracterizada como uma defensina de planta, denominada de PvD1,
a qual revelou propriedades antifingicas contra Candida parapsilosis, C. guilliermondii, C.
tropicalis, C. albicans, Kluyveromyces marxiannus e fungos fitopatogénicos Fusarium

oxysporum, Fusarium solani, Fusarium laterithium e Rizoctonia solani.
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Investigamos ainda o efeito antimicrobiano das fracbes D1 e D2 quanto a sua
capacidade de inibicdo do crescimento de duas cepas com viruléncias diferentes de M.
tuberculosis e, também, inibicdo do crescimento de C. albicans. Diversos estudos tém
demonstrado o potencial de AMPs de plantas contra uma variedade de patogenos (TANG et
al., 2018). Mais recentemente, DA SILVA GEBARA et al. (2020) identificaram duas
defensinas, denominadas de CaDef2.1 e CaDef2.2, presentes na Fragdo F2, obtida em HPLC, a
partir de frutos de Capsicum annuum (familia Solanaceae), os quais demonstraram atividade
inibitéria contra C. albicans, C. buinensis, C. tropicalis, C. parapsilosis, M. tuberculosis
H37Rv e M. tuberculosis M299. Curiosamente, a fracdo D1 desse estudo apresentou
resultados promissores nas maiores concentracdes testadas (200 pg.mL? e 100 pg.mL™)
contra o isolado clinico M. tuberculosis M299, sendo capaz de inibir 43,29% e 24,95%
(Figura 12 A e 12 B), respectivamente, ao passo que no trabalho de DA SILVA GEBARA et
al. (2020) demonstraram que a fragdo F2 inibiu aproximadamente 30% da cepa de maior
viruléncia (M299) na maior concentragdo testada (100 pg.mL™?). Essa diferenca é
especialmente relevante, uma vez que a fragdo F2 contém apenas duas defensinas que tém
capacidade de atuar em sinergia entre si. Além disso, é importante ressaltar que as fracdes
foram obtidas por diferentes métodos cromatogréaficos e pertencem a diferentes familias de
plantas, resultando na diferenca da atividade inibitdria observada.

Os ensaios de toxicidade sdo importantes na avaliagdo da seguranca do
desenvolvimento de um farmaco terapéutico, pois medem a capacidade de uma molécula
causar danos ou morte as células hospedeiras (MCGREGOR, 2008). Portanto, as
caracteristicas estruturais necessarias para atividades antimicobacterianas ou candidicidas
devem ser eficazes e ndo conferir atividade citotoxica as células hospedeiras
(ABEDINZADEH; GAEINI; SARDARI, 2015). Com base nessa premissa, escolnemos a
fracdo que apresentava menor toxicidade em células de mamifero para analises adicionais
(Figura 13). A fracdo D1 foi selecionada e separada em dez fragOes apds cromatografia de
fase reversa em coluna C18, e dentre elas, a fracdo P4 apresentou maior atividade antifungica
contra C. albicans (Figura 14 A-D) e, portanto, foi selecionada para analises posteriores.

Determinar a sequéncia primaria de uma proteina é um passo crucial para
compreender sua estrutura e funcdo (JISNA; JAYARAJ, 2021). O peptideo de
aproximadamente 6 kDa (Figura 16 A-C), que correspondia ao peptideo biologicamente ativo
da fracdo P4, foi submetido a identificagdo de aminoécidos por espectrometria de massas
(resultado ndo demonstrado). A sequéncia resultante identificou aminoéacidos com

similaridade para Pls da familia Solanaceae, ndo compativeis com proteinas da espécie ou
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familia estudada. Além disso, os fragmentos dos peptideos gerados diferem da massa do
peptideo bioativo e por esta razéo, sua sequéncia nao pode ser deduzida.

Curiosamente, varios inibidores de proteases ja foram identificados nas sementes de A.
pavonina, cujas principais caracteristicas estdo listadas na Tabela 1. RICHARDSON et al.
(1986) identificaram oito isoformas de inibidores de tripsina de A. pavonina e 0S
caracterizaram como proteinas de aproximadamente 21 kDa. A isoforma DE5 foi
caracterizada pelos autores como sendo composta por duas subunidades, uma maior com
aproximadamente 16 kDa e uma menor com 5 kDa, ligadas por pontes dissulfeto. A
comparacgdo de sequéncia revelou clara similaridade com inibidores de proteases do tipo
Kunitz (ApKTI) de aproximadamente 22 kDa em A. pavonina, que mostrou atividade
inibitoria contra proteases tripsina e papaina. DA SILVA et al. (2014) demonstraram o efeito
inibitério de ApTI (inibidor de tripsina de Adenanthera pavonina) para proteases do intestino
meédio e seu impacto no crescimento larval de Diatraea saccharalis (broca da cana-de-
acucar). Nosso inibidor tem aproximadamente 6 kDa, ndo inibe tripsina ou quimotripsina, mas
inibe proteases serinicas de S. cerevisiae e C. albicans, inibe microrganismos (leveduras
oportunistas, S. cerevisiae e Mycobacterium tuberculosis), inibe o-amilases e mantém
atividade antiflngica ap6s o aquecimento a 130 °C por 30 min (Figura 20). Portanto, com
base nessas caracteristicas distintivas, acreditamos que nosso peptideo purificado,
denominado ApPlI, é um inibidor bifuncional proveniente das sementes de A. pavonina.

E importante destacar que de acordo com nossos resultados mostrados na Figura 17 A
e Figura 17 B, as fragdes FARP, D1 e D2 obtidas de sementes de A. pavonina exibiram
atividade inibitoria especifica contra tripsina e quimotripsina, corroborando com a existéncia
de inibidores distintos nessa espécie (RICHARDSON et al., 1986; MACEDO et al., 2010);
(KRISHNAN et al., 2022). Inesperadamente, o ApPI ndo foi capaz de inibir a atividade dessas
enzimas, especialmente quimotripsina. Essa diferenca na capacidade inibitéria da
quimotripsina é provavelmente devida ao teste ter sido realizado com 100 U e para a tripsina
com 86 U. A incapacidade do ApPI de inibir tripsina e quimotripsina pode estar relacionada
as condicdes as quais foi exposto durante a purificacdo na cromatografia de fase reversa, por
exemplo, 1 h em 25% de propanol a 38 °C. Para testar essa hipdtese, expusemos as fracGes
das quais o ApPI foi purificado nas condigdes descritas. Assim, tratamos FARP, D1 e D2 sob
as mesmas condicGes em que o ApPI é eluido na cromatografia de fase reversa e testamos
novamente sua capacidade de inibir tripsina e quimotripsina. Os dados obtidos revelaram que
todas as fracBes mantiveram atividade inibitéria contra essas proteases serinicas nessas

condigdes (Figura 17 C Figura 17 D). Esses resultados indicam uma baixa afinidade do ApPI
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em relacgdo a tripsina e quimotripsina (Figura 17 A e 17 B). Isso pode ser explicado pelo fato
de que a especificidade e afinidade por uma enzima especifica dependem de varios fatores,
como a posicdo de seus grupos funcionais e sua interacdo com a enzima alvo (SRUTHI;
PRAKASH, 2018; JOSHI et al., 2013). Corroborando com essa ideia, foi demonstrado que o
ApTI apresenta diferentes afinidades por diferentes proteases (MACEDO et al., 2004) e,

embora o ApPl ndo iniba as proteases tripsina e quimotripsina, ele foi capaz de inibir

proteases serinicas de S. cerevisiae e C. albicans (Figura 18).

Tabela 1: Propriedades fisico-quimicas dos inibidores de protease de Adenanthera pavonina

- Massa Estrutura Hab|-I|Qafje Habilidade To!erapma
Familia de - . em inibir . térmica .
Nome A molecular | polipeptidica - em inibir a- Referéncia
inibidores . tripsina/ - (Temperatura
(kDa) (cadeia) . amilase o
papaina maxima’C)
ApPI nd 6 simples néo/nd sim sim (130) tese
. . Prabhu and.
nd nd 24 nd sim/nd nd nao Pattabiraman, 1980
DE5 Kunitz 21 dupla sim/nd nd nd Richardson et al., 1986
. . . Macedo et al., 2004
ApTI Kunitz 19 simples sim/sim nd nd Macedo et al. 2010
nd nd 14.1 simples sim/nd nd sim (100) Souza et al. 2016
ApKTI Knitz 22 dupla sim/sim nd nd Migliolo et al., 2010
APPI-1 nd 7-8 nd sim/nd nd sim (65) | Chandrashekharaiah et
al. 2017
APPI-2 nd 11-12 nd sim/nd nd sim (65) | Chandrashekharaia et
al. 2017
APPI-3 nd 13-14 nd sim/nd nd sim (65) | Chandrashekharaiah et
al. 2017
DEe'5BZ A Kunitz 15e17 nd sim/nd nd nao Krishnan et al., 2022
DEe-SDZ c nd 17e19 nd sim/nd nd nao Krishnan et al., 2022

nd — ndo detectado

Os ensaios antifungicos realizados nesse trabalho mostraram que a fracdo P4 néo
possuiu atividade antifingica significativa para a especie C. parapsilosis, nas concentraces
testadas (Figura 15 D). Sendo assim, decidimos testar a sensibilidade da levedura C. tropicalis
para determinacdo da MIC 100 (Figura 26). Com base nos resultados obtidos, as leveduras S.

cerevisiae e C. buinensis apresentaram maior sensibilidade a ApPl, o que resultou em uma
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menor concentragdo inibitéria minima (12,5 pg.mL? e 50 pg.mL, respectivamente), ao passo
que as leveduras C. albicans e C. tropicais exigiram maior concentracdo do peptideo (100
ug.mL? e 200 pg.mL?, respectivamente), para a inibicdo completa do crescimento das
leveduras, sendo ApPl fungo-especifica. Diante desse contexto, podemos observar que as
diferentes espécies de leveduras podem ter papel relevante para o processo de inibicao
gerados por AMPs. EL-MOUNADI et al. (2016) revelaram que a concentracdo diferencial de
esfingolipideos nesses fungos, poderia explicar as diferentes formas de acdo da defensina
MtDef4 sobre Neurospora crassa e Fusarium graminearum. Além disso, o trabalho realizado
por RAMAMOORTHY et al. (2007) demonstrou que a inibicdo dependia do esfingolipidio
glicosilceramida (GlcCer), e néo a inibicdo causada pela MtDef4.

Com base nos ensaios antifungicos, a exposicdo das leveduras S. cerevisiae, C.
buinensis, C. albicans e C. tropicalis com a MICioo através de um plagueamento nestas
concentragBes (ensaio de viabilidade), vimos que com 12,5 pg.mL™? e 50 pg.mL? foram
capazes de inibir a formacdo de coldnias de S. cerevisiae e C. buinensis, respectivamente
(considerada DL10o), ao passo que 100 pg.mL™? e 200 ug.mL™ ndo inibiram a formacdo de
colbnias (Figura 22). Esse resultado demonstra que o efeito fungicida observado na fracdo D1
(Figura 10 D e Figura 10 E) é proveniente da acdo de outros peptideos presentes nessas
fracOes e que quando separados em P4 (Figura 14) e purificados em P4rl (Figura 16) perdem
essa propriedade. Adicionalmente, ha outras fracGes obtidas em HPLC, como a P10, que
merecem destaque devido a sua atividade anti-Candida (Figura 14 D), abrindo perspectivas
futuras para novos estudos.

Apos a determinagdo da viabilidade celular, passamos a estudar a caracterizacdo dos
possiveis mecanismos de acdo envolvidos na interacdo entre o peptideo purificado e as
leveduras, sendo a permeabilizacdo de membrana o primeiro ensaio realizado. Este resultado
mostrou que ApPI é capaz de permeabilizar membranas de S. cerevisiae, C. buinensis e C.
tropicalis, mostrando 78,74% , 58,96% e 80,78% de células permeabilizadas apos 12 h,
corroborando com diversos trabalhos que demonstram na acdo de AMPs de interagir com as
membranas plasmaticas (THEVISSEN; TERRAS; BROEKAERT, 1999; MELLO et al.,
2011; RIBEIRO et al., 2012). Recentemente, DA SILVA et al. (2021) identificaram dois
inibidores bifuncionais PEF2 e PEF3, isolados de Capsicum chinense, capazes de
permeabilizar membranas de Fusarium solani. Outro exemplo é o inibidor de protease IETI,
isolado de semente de Inga edulis, o qual demonstrou atividade anti-Candida, alterando a
permeabilidade da membrana e a viabilidade celular (DIB et al., 2019). E importante notar

que a permeabilizacdo de membrana e a inibi¢cdo do crescimento de microrganismos ndo estdo
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necessariamente relacionados. Peptideos capazes de induzir a permeabilizacdo de membrana,
podem ndo ser eficazes na inibicdo do crescimento fungico e vice-versa (TEIXEIRA; FEIO;
BASTOS, 2012). Esse paradoxo pode explicar a auséncia de permeabilizacdo nas células de
C. albicans, apesar da sua inibicéo (Figura 23).

Ainda nesse contexto, € amplamente aceito por muitos cientistas que o principal
mecanismo de acdo pelos quais os AMPs exercem sua acdo contra 0s patdgenos é na
formacdo de poros transmembranares, causando vazamentos de ions e metabdlitos,
despolarizacdo do potencial de membrana e comprometimento das células levando a morte
celular (CORREA et al., 2019). Essas caracteristicas foram observadas indiretamente pelas
imagens de MEV nas células de S. cerevisiae, C. buinensis e C. albicans nas alteracdes
morfologicas ocasionadas por ApPl no fenémeno de debris celulares (Figura 28).

Todavia, alguns microorganismos produzem respostas para a acdo de AMPs, por
exemplo, as bactérias, desenvolveram mecanismos de defesa que alteram a carga negativa de
moléculas de superficie, como &cido teicoico ou lipopolissacarideo, modificando também a
fluidez da membrana para evitar a interagdo do peptideo (PESCHEL, 2002), secretam
proteases, ativam bombas de efluxo e formacéo de biofilmes (MORAVEJ et al., 2018). Nesse
prisma, os fungos podem fortalecer suas paredes por meio do aumento de sintese de quitina e
B-(1,3)- glucanos (PAEGE et al., 2019). Em nosso estudo sobre mecanismo de agéo,
observamos que a levedura C. albicans alterou o espessamento da parede celular (Figura 29) e
C. tropicalis cresceu em formato de hifa (Figura 23, Figura 24, Figura 25 e Figura 28) quando
tratada com ApPl. O desenvolvimento de hifas esta relacionado com o processo de viruléncia
que causa infeccBes flngicas graves, e também, em respostas ao estresse, como privagdo de
nitrogénio, mudancas de pH e temperatura (GANCEDO, 2001; CHEN et al., 2020). Um
estudo realizado por CHEN et al., (2014) demonstraram que a calcineurina e o Crz1 de C.
tropicalis sdo essenciais para o crescimento de hifas, tolerancia a farmacos e a viruléncia em
um modelo de infeccdo sistémica in vivo, embora ela também seja responsavel pela
integridade da parede celular. Isso sugere que a ativacdo desta via pode interferir diretamente
na atividade antifungica desempenhada por ApPI para esta espécie de Candida.

Atualmente, existem consistentes evidéncias de que AMPs possuem mecanismos
intracelulares adicionais e que séo responsaveis pela morte celular do patdgeno, junto com a
permeabilizacdo da membrana. Para que os peptideos possam atuar em alvos intracelulares, é
fundamental atravessar a membrana e se translocar para o citoplasma. Uma vez dentro do
citoplasma, AMPs tendem a se concentrar e desencadear diversos processos, como alteragoes

em vias metabdlicas, inibi¢do da sintese de proteinas, bem como inibigdo de acidos nucléicos.
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Isso leva a interrupcdo de processos que envolvem DNA e RNA, especialmente replicacdo,
transcricdo e traducdo, processos cruciais para o crescimento e multiplicacdo celular. Além
disso, os AMPs também podem inibir a atividade enzimatica, interferindo principalmente na
sintese da parede celular (SCOCCHI et al., 2015; BECHINGER; GORR, 2017; CASTILLO
etal., 2018);

Nosso grupo através do trabalno de SOARES et al. (2017) propés que a
permeabilizacdo de membranas é um evento indireto da interacdo de ApDefl — S. cerevisiae e
que o efeito toxico causado pelo peptideo nas células ocorre via estresse oxidativo, devido ao
acumulo de ROS no interior da célula. Essas moléculas geralmente se mantém em equilibrio
com antioxidantes dentro das células, e quando esse equilibrio é perturbado, ocorre uma
producdo excessiva de ROS, resultando em danos ao DNA, oxidacdo de proteinas,
carboidratos e lipidios, além de desencadear ativacdo de vias apoptdicas. Portanto, neste
estudo, verificou-se se ApPI poderia aumentar a producdo enddgena de ROS, o que foi de fato
observado em S. cerevisiae e C. buinensis, quando tratados com o peptideo purificado (Figura
29). Acreditamos que a inducdo de ROS nessas células podem ocorrer como uma
consequéncia do efeito primario da permeabilizacdo de membrana e, em conjunto, esses
danos celulares podem ser responsaveis pela atividade fungicida. Em contrapartida, o estresse
oxidativo demonstrou ser responsavel pela atividade antifungica de C. albicans e C. tropicalis
nas condicdes testadas.

Diversos AMPs de plantas também tém a capacidade de aumentar os niveis de ROS
nas células fungicas. A tionina CaThi, isolada de frutos C. annuum, demonstrou induzir um
aumento de ROS em C. tropicalis (TAVEIRA et al., 2016). Para a familia dos inibidores de
protease em especifico, (RESENDE et al., 2023) demonstraram que a fracdo G3 de
aproximadamente 6.5 kDa induziu o aumento de ROS em F. oxysporum. DA SILVA et al.
(2023) identificaram que o inibidor PEF3 induziu aumento de ROS em Colletotrichum
lindemuthianum e F. oxysporum.

Nos organismos eucariéticos, as mitocondrias desempenham um papel fundamental no
estresse oxidativo, na formacgdo do radical superoxido, peréxido de hidrogénio e radical
hidroxila, subprodutos do metabolismo da cadeia transportadora de elétrons. Sendo assim,
avaliamos a dissipacdo do potencial de membrana pelo corante Mitotracker red apds 12 h de
exposicdo ao peptideo purificado, e foi possivel observar que a fluorescéncia emitida por S.
cerevisiae, C. buinensis e C. albicans diminuiu em relagdo ao controle, quando tratadas com
ApPI, demonstrando que esse inibidor de protease acarreta colapso de potencial de membrana
mitocondrial. (Figura 25). Em consonancia com esse ensaio, o resultado obtido por MET
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reducdo do tamanho na mitocondria e diminui¢do do seu nimero nas leveduras S. cerevisiae,
C. buinensis e C. albicans, confirmando os achados experimentais acima e sugerindo que as
mitocondrias podem ser um alvo direto de degradacdo desse peptideo e ativar uma via de
inducdo de apoptose em leveduras.

Em organismos superiores, a condensacdo e a fragmentacdo do DNA cromossémico
frequentemente estdo associadas a morte celular programada em estagio tardio (MADEO;
FROHLICH; FROHLICH, 1997); (RIBEIRO; CORTE-REAL; JOHANSSON, 2006) e
caspases sdo proteases aspartato especificas contendo residuos de cisteinas em seu sitio ativo
e fazem parte da rede de sinalizacdo apoptética (ROCHA et al., 2017). Neste estudo, além da
demonstracdo do acumulo de ROS, ApPI foi capaz de induzir esses marcadores de células
apoptoticas. Apds o tratamento com o peptideo, o nucleo das células apresentava uma intensa
e concentrada fluorescéncia, indicando condensacdo de cromatina, exceto em C. tropicalis
(Figura 26), o que também foi confirmado por MET (Figura 29). Paralelamente, observamos
que ApPIl aumentou o nivel de caspases nas leveduras S. cerevisiae e C. buinensis (Figura 27),
ao passo que para C. tropicalis o peptideo ndo exerceu suas propriedades antifingicas por
inducéo de apoptose e para C. albicans, indica que a via de morte celular pode ter sido ativada
e avaliada tardiamente, conforme visto no ensaio feito por DAPI e MET ou ativada por uma
da via de caspase independente. No caso da tionina CaThi, foi demonstrado que este AMP
causa colapso do potencial de membrana mitocondrial e também aumenta a atividade de
caspase em C. tropicalis (TAVEIRA et al., 2018). Outros AMPs, derivados sintéticos da
defensina isolada de V. unguiculata (VuDef) apresentaram um padrdo de acdo semelhante na
ativagéo de caspases, diferindo na dissipagdo do potencial de membrana mitocondrial que teve
a fluorescéncia aumentada nas primeiras horas de morte celular, em relacdo ao controle.
(LUCAS et al., 2023).

Os inibidores de proteases serinicas sdo moléculas que possuem propriedades
imunomoduladoras importantes e com grande potencial biotecnoldgico, os quais possibilitam
a prospeccdo de novos farmacos (XU; HUANG, 2020). Essa familia de AMPs ganhou
destaque no cenario da COVID-19 por atuar em desordens inflamatérias intrinsecas (EL
AMRI, 2021). De maneira anéloga, decidimos testar se 0 nosso inibidor ApPl possui
toxicidade para células de mamiferos, bem como a capacidade de inibir mediadores
inflamatdrios, como NO, TNF-a ¢ IL-1B. Em consonancia com os achados bibliograficos, o
peptideo ndo demonstrou toxicidade para células de RAW 264.7 nas concentracOes testadas,
sendo 1Cso > 200 pg.mLt, mesmo na maior concentragdo utilizada para os ensaios bioldgicos
e determinacdo do mecanismo de acdo (Figura 30). Ademais, podemos perceber que o
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peptideo purificado apresentou propriedades anti-inflamatérias importantes nas linhagens
celulares RAW 264.7 e J774A estimuladas por LPS (Figura 31 e Figura 32).

Sabe-se que os AMPs em geral possuem habilidade de neutralizar diretamente o LPS,
impedindo o seu reconhecimento pelas células do sistema imunoldgico e a liberacdo de
citocinas pro-inflamatérias, tendo um papel crucial na resposta ao processo infeccioso.
Recentemente, (RAJEGOWDA; HONNAGIRIGOWDA, 2023) caracterizaram e purificaram
um inibidor de protease serinico com aproximadamente 25 kDA (CsTl), obtido de sementes
de Cassia siamea (Fabaceae), sendo capaz de inibir IL-6, TNF-a, nitrito e elastase,
confirmando a presenca das mesmas propriedades dos inibidores de diferentes massas
moleculares.

Diante desse mosaico analitico, podemos observar o ineditismo das atividades
bioldgicas de um novo inibidor de protease bifuncional com massa molecular de 6 kDa,
obtida de sementes de Adenanthera pavonina (Fabaceae) com multiplas atividades inibitorias
antimicrobianas, antiproteoliticas e anti-inflamatorias in vitro, bem como baixa citotoxicidade
para células de mamiferos. Esses resultados servirdo de modelo para a clonagem e design de
peptideos sintéticos, apds a sua caracterizacdo molecular, a partir do sequenciamento primario
de proteinas obtido, visando melhorar a atividade bioldgica, embora ApPI tenha se mostrado
um possivel candidato a farmaco para o controle de infeccdes causadas por fungos e

micobactérias.
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7. CONCLUSOES

As andlises realizadas no desenvolvimento do trabalho permitem concluir que:

e A metodologia de extracdo padronizada foi eficiente no processo de concentragdo de
proteinas de baixo peso molecular para sementes de A. pavonina L, com massa molecular
variando de 6-26 kDa;

e A fracdo FARP foi capaz de inibir a levedura C. albicans em 97.69 % e 99.10% nas
concentragdes testadas;

e A fracdo FARP apresentou caracteristicas fungicidas, ocasionando 100% de perda de
viabilidade celular na maior concentracéo testada;

e As fracdes D1 e D2 apresentaram atividade contra C. albicans e para duas cepas de M.
tuberculosis com diferentes tipos de viruléncia;

e A fracdo D1 foi selecionada para purificagdo em HPLC, devido a0 menor numero de
bandas proteicas, melhor potencial antifingico e antimicobacteriano, bem como menor
citotoxicidade para células de mamiferos;

e A fracdo D1 foi subdividida em 10 fragbes em HPLC (P1-P10), sendo a fragcéo P4 a
que apresentou melhor atividade para C. albicans com duas bandas de baixo peso molecular
(6 e 14 kDa);

e A fragdo P4 foi recromatografada em duas fracOes, sendo a fracdo P4rl (6 kDa)
biologicamente ativa;

e A sequéncia de aminoéacidos da fracdo P4rl apresentou similaridade com inibidores de
protease da familia Solanacea;

e A fracdo P4rl foi capaz de inibir extratos de leveduras contendo proteases serinicas;

e A fragdo P4rl, denominada de ApPI, foi capaz de inibir a enzima a-amilase salivar
humana e do intestino das larvas do inseto T. molitor, sendo um inibidor bifuncional;

e O ApPI demonstrou estabilidade a alta temperatura (130 °C), mantendo atividade
bioldgica contra C. albicans;

e O ApPlI apresentou atividade antifingica sobre as leveduras S. cerevisiae, C. buinensis,
C. albicans e C. tropicalis, sendo dose dependente.

e O ApPI foi capaz de causar permeabilizacdo de membranas das leveduras S.
cerevisiae, C. buinensis e C. tropicalis;

e O ApPI causou alteracdes estruturais e morfoldgicas nas leveduras S. cerevisiae, C.

buinensis, C. albicans e C. tropicalis;
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e O tratamento com ApPI induz o aumento da producdo de ROS pelas células de S.
cerevisiae e C. buinensis respectivamente;

e O ApPI causou um colapso no potencial de membrana mitocondrial nas leveduras S.
cerevisiae, C. buinensis e C. albicans;

e O ApPI induz a condensacdo de cromatina nas células de leveduras, exceto em C.
tropicalis;

e O ApPI induz alterag@es ultraestruturais no nucleo, mitocéndria e na parede celular das
leveduras S. cerevisiae, C. buinensis, C. albicans e C. tropicalis;

e A exposicdo das células de S. cerevisiae e C. buinensis ao ApPI resulta na ativacéo de
caspases;

e O ApPI causa morte por apoptose nas células de S. cerevisiae, C. buinensis e C.
albicans;

e O ApPI apresentou baixa citotoxicidade para células de mamiferos (RAW 264.7),
sendo 1Cso > 200 pg.mL?;

e O ApPI apresentou propriedades anti-inflamatdrias ao inibir NO, TNF-o e IL-1;

e O ApPI demonstrou atividade antimicobacteriana para Mtb H37Rv e M299;
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