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Resumo

Estudos sobre relagdes estrutura-atividade de peptideos antimicrobianos mostraram que
0s peptideos sdo estabilizados por ligacBes dissulfeto e tém um elemento estrutural
chamado y-core, repositério da atividade antimicrobiana dos peptideos. Nas defensinas
das plantas, este elemento engloba a regido de volta que liga a segunda folha B (B2) &
terceira folha 3 (B3). Com base nessa informagéo, associada ao fato de que Vu-Defr, uma
defensina de Vigna unguiculata, mostrou atividade contra Leishmania amazonensis, 0
objetivo deste trabalho foi realizar a sintese quimica da regido do y-core da Vu-Defr e
usé-la para desvendar o mecanismo de acdo das defensinas das plantas sobre micro-
organismos, usando o protozodrio L. amazonensis como nosso alvo de estudo. Nossos
resultados demonstraram que o peptideo sintético baseado y-core da Vu-Def, também
chamado ,32-46Vu-Def, mostrou atividade biologica semelhante a defensina Vu-Defr e a
uma concentra¢do de 74 uM foi capaz de eliminar 97% de células de promastigotas de
L. amazonensis na cultura. O efeito do peptideo sobre o crescimento da cultura
parasitaria foi irreversivel. Através de analises ultraestruturais, foi possivel observar
que, apos 8 h de exposicdo ao peptideo, ocorreram varias alteracBes ultraestruturais nas
células parasitarias, como alteracfes de forma, tornando as células mais arredondadas,
granulacdo do citoplasma, nicleos com cromatina desorganizada, nucléolo reduzido e
distorcido e condensacéo de cromatina na periferia nuclear. As células tratadas também
apresentaram mitocdndrias inchadas e cinetoplasto fragmentado, que também era mais
eletrondenso. A marcacgéo fluorescente com laranja de acridina, rodamina 123 e brometo
de etidio corroborou os dados sobre a alteragéo de organelas observada por microscopia
eletronica. Mostramos ainda que a atividade do y3246Vu-Def foi independente de sua

conformacdo estrutural e que a 4 ° C o parasita se torna mais suscetivel a agcdo peptidica.
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Esses recursos sugerem que a interagdo ,32-46Vu-Def-L. amazonensis resulta na

eliminacdo do parasita através da ativacdo de uma via de morte celular apoptotica.
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Abstract

Studies on structure-activity relationships of antimicrobial peptides have shown that
peptides these are stabilized by disulfide bonds and have a structural motif called y-core,
repository of the peptide antimicrobial activity. In plant defensins this motif
encompasses the loop region connecting the second B sheet (B2) to the third B sheet
(B3). Based on this piece of information, associated by the fact that Vu-Defr, a defensin
from Vigna unguiculata, has shown activity against Leishmania amazonensis, the
purpose of this work was to perform the chemical synthesis of the Vu-Defr y-core region
and use it in order to unravel the mechanism of action of plant defensins over
microorganisms, using the protozoan L. amazonensis as our target. Our results
demonstrated that the synthetic peptide based on the Vu-Def y-core, also called y32-46VU-
Def, showed biological activity similar to the defensin Vu-Defr and at concentration of
74 UM was capable of eliminating 97% of L. amazonensis promastigote in cell culture.
The effect of the peptide on parasite culture growth was irreversible. By ultrastructural
analyses, it was possible to observe that after 8 h of exposure to the peptide several
ultrastructural changes occurred in the parasite cells, such as shape alterations rendering
rounded cells, cytoplasm granulation, nuclei with disorganized chromatin, reduced and
distorted nucleolus and condensation of chromatin in the nuclear periphery. Treated
cells also presented swollen mitochondria and splited kinetoplast which was also more
electro dense. Fluorescent labeling with acridine orange, rhodamine 123 and ethidium
bromide corroborated the data on the organelles alteration observed by electron
microscopy. We further show that the activity of the y32.46Vu-Def was independent of its
structural conformation and that at 4 °C the parasite become more susceptible to the

peptide action. These features altogether suggest that yz2.s6Vu-Def-L. amazonensis
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interaction results in parasite elimination through activation of an apoptotic-like cell

death pathway.
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Introdugdo 1

1. Introducéo
1.1. Defesa de plantas

Virus, bactérias, fungos, e protozoarios estdo entre os agentes biologicos
causadores de vérias doencas em plantas e animais, podendo ser letais. (Pennisi, 2010;
Scorza et al., 2017). Em contrapartida, ao longo da evolucdo dos hospedeiros foram
selecionadas estratégias de defesa para revidar o ataque desses agentes patogénicos. As
plantas, por exemplo, utilizam um mecanismo de protegdo que inclui barreiras
constitutivas e respostas induzidas (Nurnberger e Lipka, 2005). As barreiras
constitutivas, ditas pré-formadas, podem ser fisicas como as camadas de cera e as
paredes celulares rigidas, ou quimicas, como o0s metabolitos secundarios
antimicrobianos, como exemplo, as fitoanticipinas. Essas barreiras pré-formadas servem
como uma primeira camada de prote¢do da planta, podendo bloquear a invasédo do
patdgeno (Nurnberger e Lipka, 2005; Miller et al., 2017).

A primeira linha de defesa do sistema imune inato das plantas ocorre quando os
receptores de reconhecimento de padrbes (PRRs, do inglés pattern recognition
receptors) da superficie transmembranar reconhecem os padrfes moleculares dos
patdgenos. Tais padrdes geralmente sdo exclusivos dos patdgenos ou estdo inacessiveis
nos hospedeiros. Ha também moléculas que sdo produtos de degradacdo geradas em
ferimentos ou infecgdes, denominadas de padrdes moleculares associadas ao dano e
portanto, estes padrdes quando sdo reconhecidas pelos PRRs desencadeiam uma série
de respostas fisiologicas e celulares que contribuem para a defesa contra um amplo
espectro de agentes patogénicos, coletivamente denominada de imunidade
desencadeada por padrdo (PTI, do inglés pattern-triggered immunity) (Miller et al.,
2017; Musidlak et al., 2017; Yu et al., 2017). Nesta linha de defesa do sistema imune
inato a ativacdo dos PRRs resulta em uma sinalizacdo intracelular e modulacdo da
expressdao de genes do hospedeiro que desencadeiam em respostas de defesa que
restringem a acdo microbiana no hospedeiro. Portanto, PTI é considerada responsavel

pela resisténcia nao especifica do hospedeiro (Miller et al., 2017).

A segunda linha de defesa do sistema imune, denominada imunidade
desencadeada por efetores (ETI, do inglés effector-triggered immunity), € baseada na
utilizacdo de proteinas de resisténcias da planta (R, do inglés resistance) contra

proteinas de aviruléncia do patégenos (Avr, do inglés avirulence). Os patdgenos
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carregam diferentes tipos de efetores Avr e durante a infec¢do estes sdo liberados nas
células das plantas. As plantas se defendem dos patdgenos através dasproteinas R, as
quais podem detectar as Avr e induzir respostas de defesa. As s Avr agem como
eliciadores especificos da defesa de plantas. (Miller et al., 2017; Musidlak et al., 2017).
As respostas de defesa induzidas por PTI e ETI sdo semelhantes, no entanto, a ETI gera
uma resposta mais rapida e acelerada e geralmente leva a uma morte celular programada
localizada, a qual estd ligada a resposta de hipersensibilidade que em poucas horas
levam as plantas a produzirem diferentes proteinas relacionadas a patogénese (PR, do
inglés pathogenesis-related) (Musidlak et al., 2017). Essas proteinas sao divididas em
17 familias e podem dar resisténcias as plantas a varios agentes patogénicos incluindo
virus, bactérias, oomicetos, fungos e insetos. Por definicdo, proteinas PRs séo proteinas
codificas pelas plantas, mas que sdo induzidas especificamente em situacdes patoldgicas
ou relacionadas a patogénese. Portanto, para uma proteina ser incluida como uma nova
familia de PR ela deve possuir alguns critérios como ser induzida por um agente
patogénico em tecidos que normalmente ndo as expressam e a expressdo da inducao
deve ocorrer em pelo menos duas combinac@es diferentes de patdgenos vegetais, ou a
expressao da proteina mediante a interacdo de uma Unica combinacgdo de patdgeno deve
ser confirmada em diferentes laboratérios (van Loon, 1997; van Loon e van Strien,
1999).

Entre as proteinas classificadas como PRs, as PR-12, PR-13 e PR-14,
compreendem as familias das defensinas de plantas, tioninas e proteinas transportadoras
de lipideos, respectivamente. Estas familias de PRs pertencem a um grupo especifico de
moléculas de defesa de plantas denominados de peptideos antimicrobianos (AMPs, do
inglés antimicrobial peptides). Estes AMPs sdo proteinas pequenas com massa
molecular abaixo de 10 kDa, codificadas por um Unico gene, ricas em residuos de
amino&cidos carregados positivamente, o que os conferem carga liquida positiva em pH
neutro, e em geral, sdo ricas em residuos de cisteinas que se ligam em pares formando
pontes dissulfeto. Estas pontes dissulfeto conferem estabilidade estrutural aos AMPs
tornando-os resistentes a solventes acidos e organicos e a altas temperaturas. Uma outra
caracteristica comum apresentada pelos AMPs é uma ampla variedade de atividades

biolégicas com destaque para a atividade antimicrobiana (Benko-Iseppon et al., 2010).

Os AMPs de plantas de acordo com similaridade da sequéncia, nimero de
residuos de cisteinas, padréo de ligacdo das pontes dissulfeto e o arranjo da estrutura
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terciaria s@o divididos em familias sendo as principais: proteinas transportadoras de
lipidios, esnaquinas, peptideos semelhantes a heveina, tioninas, peptideos semelhantes a
kinotina, a-hairpinin e defensinas de plantas (Tam et al., 2015).

1.2. Defensinas de plantas
1.2.1. Surperfamilia das defensinas

A familia das defensinas de plantas pertence a superfamilia das defensinas que
além das plantas estdo presentes em invertebrados e vertebrados fazendo parte dos seus
mecanismos de defesa. Entre as familias das defensinas algumas caracteristicas sdo bem
conservadas, como pequeno tamanho (menos de 10 kDa), catiénicas, com carga liquida
variando de +1 a +5 e ricas em residuos de cisteinas o0 que permite a formacéo de trés a
seis pontes dissulfeto (Cools et al., 2017; Parisi et al., 2017; Shafee et al., 2017). De
uma maneira geral, as defensinas compartilham estrutura terciaria semelhante,
apresentando como elementos da estrutura secundéaria, duas ou trés folhas J3
antiparalelas e nenhuma ou uma a-hélice, e estes elementos da estrutura secundaria sdo
ligados entre si por pontes dissulfeto (Shafee et al., 2017). Apesar das defensinas
inicialmente serem classificadas em uma superfamilia, Shafee et al. (2016), através de
andlise das estruturas primarias, secundarias e terciarias da superfamilia das defensinas,
revelaram a existéncia de duas superfamilias independentes, as cis-defensinas e as
trans-defensinas. Apesar de uma similaridade estrutural entre as duas superfamilias, ndo
é possivel fazer o alinhamento estrutural devido a diferenca na ordem e orientacdo dos
elementos da estrutura secundaria (Shafee et al., 2016). A organizacdo das pontes
dissulfeto das cis-defensinas ocorrem no mesmo sentido, um par de cisteinas presente
na folha B3 interage com um outro par de cisteina presente na a-hélice, formando um
arranjo estrutural conservado entre as cis-defensinas (Figura 1). Ja as trans-defensinas
possuem uma organizacdo em sentido diferente, uma das cisteinas do par presente na
folha B3 interage com uma cisteina da a-hélice e a outra interage com uma cisteina
presente em uma regido de volta (Figura 1). Portanto, formando um arranjo estrutural
com padréo de pontes dissulfeto diferente das cis-defensinas. As trans-defensinas estéo
presentes em vertebrados e em crustaceosnas grandes defensinas de insetos. Enquanto
as cis-defensinas estdo presentes na maioria dos invertebrasos, fungos e plantas (Shafee
etal., 2016, 2017; Parisi et al., 2017).
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cis-defensinas trans-defensinas

Bl Bl

Figura 1. Arranjo estrutural das cis-defensinas e das trans-defensinas sendo destacado
em azul, amarelo e vermelho o arcabouco central conservado que caracteriza as
defensinas em cis e trans (Adaptado de Parisi et al. 2017). (o) a-hélice; (B1) folha B1;
(B2) folha B2; (B3) folha B3; em amarelo as pontes dissulfeto mais conservada entre as
superfamilias das defensinas; em azul e vermelho os elementos estruturais que formam
0 arcabouco central conservado; em cinza elemento estrutural de volta que conecta a 1
a B2; linhas cinzas correspondem a pontes dissulfeto menos conservadas; linhas cinzas

tracejadas correspondem a pontes dissulfeto ndo conservadas.

1.2.2. Aspectos gerais das defensinas de plantas

As defensinas de plantas sdo peptideos basicos com massa molecular de
aproximadamente 6 kDa que fazem parte do sistema imune inato das plantas e que
apresentam varias atividades bioldgicas (Cools et al., 2017; Parisi et al., 2017) entre
elas a atividade antimicrobiana em concentragdes micromolares (Carvalho e Gomes,
2011).

Inicialmente as defensinas de plantas foram isoladas do endosperma de cevada
(Hordeum vulgare) (Mendez et al., 1990) e de trigo (Tritticum turgidum) (Colilla et al.,
1990). Baseados na similaridade da massa molecular, na sequéncia de aminoacidos e no
seu numero de residuos de cisteina elas foram caracterizadas como um novo membro da
familia das tioninas, sendo classificadas como y-tioninas (Carrasco et al., 1981;
Thomma et al.,, 2002). Mas sua conformacdo estrutural disposta em trés fitas 3
antiparalelas e uma oa-hélice estabilizada por quatro pontes dissulfeto, as diferenciavam
estruturalmente das tioninas, assim como o pareamento dos residuos de cisteinas (Bruix

et al., 1993). Alguns anos depois, devido a sua similaridade estrutural com defensinas
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de mamiferos (Ganz et al., 1985) e insetos (Lambert et al., 1989), as y-tioninas foram
renomeadas como defensinas de plantas (Terras et al., 1995). Além das sementes de
trigo e cevada, as defensinas de plantas j& foram isoladas de diversas espécies e de
diferentes Orgédos, sendo encontradas principalmente na camada periférica dos tecidos
vegetais, reforcando o papel destes peptideos na defesa hospedeira, por ser este o local
de primeiro contato do patégeno com a planta. Nas sementes, por exemplo, sdo
encontradas na parede celular e no espaco extracelular (Terras et al., 1995; Almeida et
al., 2002; Chen et al., 2002; Carvalho e Moreira Gomes, 2011).

1.2.3. Aspectos estruturais das defensinas

Defensinas de plantas abrangem de 45 a 54 residuos de aminoécidos e séo
caracterizadas por possuirem uma estrutura terciaria globular composta por trés fitas 8
antiparalelas e uma a-hélice (Fant et al., 1999; Song et al., 2011) (Figura 2). Esta
estrutura terciaria é estabilizada por quatro pontes dissulfeto com o seguinte padrao de
formacdo de pares de cisteinas (C1-Cg, C2-Cs, C3-Cs, Cs4-C7) (Wilmes et al., 2011,
Shafee et al., 2016) que conferem a molécula uma alta estabilidade na presenca de
proteases e em pH e temperatura extremos (Wong e Ng, 2005a; b; de Beer e Vivier,
2008). Duas destas pontes dissulfeto contribuem para a formacdo do dominio
conservado das cis-defensinas, denominado dominio of3 estabilizado por cisteinas
(CSap, do inglés cysteine-stabilized a-helix f-sheet). Esse dominio é formado por um
par de cisteinas localizado na a-hélice que se liga a um segundo par de cisteinas
localizado na folha 33 (C3-Ce € C4-C7) (Figura 2) (Thomma, 2002).
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p1 a p2 B3
NaD;: REC'KTESNTFPGIC*ITKPPC*RKAC*ISEKFTDGHCSKILRRCLC'TKPCS

i |

Figura 2. Estruturas tercidria e primaria da defensina NaD1 de Nicotiana alata
(Adaptado de Shafee et al., 2016). Para as duas estruturas sdo mostrados em vermelho a
a-hélice, em azul as folhas B, em amarelo as pontes dissulfeto onde os numeros indicam
os residuos de cisteinas que as formam e em cinza as voltas. As linhas abaixo dos
residuos de cisteinas (destacados em negrito) na estrutura primaria indicam as pontes
dissulfeto. As linhas destacadas em amarelo escuro indicam o dominio CSaf. C ¢ N

indicam o C-terminal e o N- terminal, respectivamente.

Outros dois elementos formados sdo o elemento estrutural a-core e o y-core. O a-
core é formado pela regido de volta que conecta a primeira folha B (B1) a a-hélice. E o
y-core ¢ formado pela regido de volta que conecta a segunda folha  (32) a terceira folha
B (B3) (Figura 3) (Yount e Yeaman, 2004; Lacerda et al., 2014), sendo este ultimo
descrito como responsavel pela atividade antimicrobiana de algumas defensinas
(Schaaper et al., 2001; Sagaram et al., 2011).
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B-1 a B-2 B-3
MsDef,: RTCENLADKYRGPCFS—GCDTHCTTKENAVS RCWCTKRC
Figura 3. Visualizacdo das estruturas terciaria e primaria da defensina MsDef: de
Meticago sativa (Adaptado de Sagaram et al., 2011). Mostrados em roxo o elemento
estrutural o-core, em laranja o elemento estrutural y-core, em amarelo as pontes
dissulfeto. (o) a-hélice; (B-1) folha B1; (B-2) folha B2; (B-3) folha B3; C e N indicam o

C-terminal e o N-terminal, respectivamente.

Apesar das estruturas terciarias serem bem conservadas, quando um alinhamento
das estruturas primérias de diversas defensinas de plantas é realizado, € possivel
observar que entre os residuos de cisteinas existe uma grande varia¢do na sequéncia de
aminoacidos (Shafee et al., 2016), conferindo regifes de volta como 0 y-core com uma
grande variedade de aminoacidos dando origem a varias funcGes biologicas e
mecanismos de agdo para os diferentes membros da familia das defensinas (Sagaram et
al., 2011; van der Weerden e Anderson, 2013; Parisi et al., 2017).

As defensinas de plantas ainda podem ser divididas em duas -classes,
denominadas de I e 1, de acordo com a estrutura das proteinas precursoras (Figura 4). A
classe | é a maior classe e consiste de defensinas que possuem precursores com uma
sequéncia sinal de reticulo endoplasmatico seguida pelo dominio da defensina madura.
Essas defensinas séo direcionadas para a via secretora e por auséncia de sinais para
modifica¢bes pos-traducionais ou alvos subcelulares elas se acumulam nas paredes

celulares e no espaco extracelular. Ja as defensinas da classe 11, sdo produzidas atraves
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de precursores maiores, que além da sequéncia sinal do reticulo endoplasmatico e da
defensina madura também possui um propeptideo C-terminal &cido (CTPP, do inglés C-
terminal pro-peptide) que apds o direcionamento para o vactolo é proteoliticamente
removido durante a maturacdo. E a maioria das defensinas classe Il séo encontradas em
tecidos florais e frutas de espécies de solanaceas (Lay e Anderson, 2005; Cools et al.,
2017; Parisi et al., 2017).

Peptideo sinal RE Dominio da defensina

A |
+ Defensina madura

| —
il

B Peptideo sinal RE Dominio da defensina Propetideo C-terminal

|+|

Defensina madura +

T

Figura 4. Classes de defensinas de plantas, classe |1 (A) e classe Il (B), com seus
precursores (Adaptado de Lay e Anderson, 2005). As linhas abaixo das defensinas

maduras indicam as pontes dissulfeto entre os residuos de cisteinas.

1.2.4. Atividade biologica das defensinas de plantas

Como j& descrito anteriormente a grande variacdo nas sequéncias de
aminoacidos entre as cisteinas conservadas confere diferentes atividades bioldgicas as
diferentes defensinas de plantas. Entre as atividades biologicas ja descritas estdo: a

inibicdo da sintese de proteina através da interacdo com &cidos nucleicos (Colilla et al.,
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1990; Mendez et al., 1990; Terras et al., 1995), a inibigdo de a-amilase e tripsina a qual
interfere na digestdo dos insetos (Wijaya et al., 2000; Pelegrini et al., 2008; Santos et
al., 2010), papel na tolerancia a metais pesados (Mirouze et al., 2006), a inibigéo do
crescimento da raiz de plantas (Allen et al., 2008), na reproducdo sexual (Stotz et al.,
2009) e na inibicdo dos canais de ions em células de mamiferos e plantas (Spelbrink,
2004), atividade mitogénica (Ye e Ng, 2001; Wong et al., 2006), atividade contra
células cancerigenas (Poon et al., 2014; Figueira et al., 2017), atividade inibitéria sobre
Leishmania (Berrocal-Lobo et al., 2009; Souza et al., 2013; do Nascimento et al.,
2015), atividade antibacteriana descrita por algumas poucas defensinas de plantas
(Osborn et al., 1995; Franco et al., 2006) e atividade antifingica que é descrita para
maioria das defensinas de plantas (Terras et al., 1995; Ye e Ng, 2001; Wong e Ng,
2005b; de Beer e Vivier, 2008). Segue no quadro 1 as atividades que ja foram descritas

para algumas defensinas.

As defensinas de plantas também séo conhecidas por seu papel na defesa de
plantas, trabalhos como Terras et al. (1995) e Kanzaki et al. (2002) corroboram essa
ideia. Terras et al. (1995) demonstraram que as defensinas podem contribuir na protecao
das sementes durante a germinagdo. Colocando uma semente de rabanete (Raphanus
sativa) para germinar em um meio de cultura contendo o fungo Pyrenophora tritici-
repentis eles observaram a liberacdo da defenina RsAFP, (Raphanus sativa antifungal
peptide two) no meio o que gera a inibicdo do fungo. Também demonstraram que as
defensinas podem ser induzidas em resposta a presenca do patégeno. Folhas de rabanete
que foram infectadas com o fungo Alternaria brassicola passaram a expressar duas
defensinas, RSAFP3 e RsAFP4, com homologia a defensina RsAPP,. E para validar o
papel da defensina RSAFP. na defesa de plantas eles expressaram constitutivamente a
defensina em plantas de tabaco sendo constatado que as plantas transgénicas eram mais
resistentes ao fungo foliar Alternaria longipes. Kanzaki et al. (2002) também
comprovam esse papel de defesa da defensina de plantas. Através da superexpressdo do
gene da defensina de wasabi (Wasabi japonica) em arroz (Oryza sativa cv. Sasanishiki)
Kanzaki et al. (2002) demonstraram que a planta transgénica era mais resistente ao
fungo Maganaporthe grisea, causador da brunose em arroz, do que a planta selvagem.
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Quadro 1. Atividades bioldgicas de algumas defensinas de plantas com a indicacéo das

espécies de onde as defensinas foram isoladas (Adaptada de Carvalho e Gomes, 2011).

Atividade Bioldgica

Nome da defensina e espécies de planta

Referéncias

Atividade inibitéria da | RBAFP (Adzuckia angularia); y-hordotionina e - Méndez et al.,
traducdo protéica hordotionina (Hordeum vulgare); PBAFP ¢ WCBAFP 1996; Ye and
(Phaselus vulgaris) Ng, 2001; Wong
etal., 2006
Efeito inibitoério sobre | RBAFP (Adzuckia angularia); gymnima (Gymnocladus Ye and Ng,

transcriptase reversa do
HIV

chinensis); PBAFP e WCBAFP (Phaselus vulgaris)

2001; Wong and
Ng, 2003; Wong

et al., 2006
Atividade mitogénica RBAFP (Adzuckia angularia); PBAFP e WCBAFP Ye and Ng,
(Phaselus vulgaris) 2001; Wong et
al., 2006
Antibacteriana Ah-AMP1(Aesculus hippocastanum); Br-AMP, Terras et al.,

(Brassica rapa); Ct-AMP: (Clitoria ternatae); Dm-
AMP; (Dhalia merckii); SPD; (Ipomoea batatas)

1993; Osborn et
al., 1995; Huang

etal., 2008
Tolerancia a metal pesado | Ah-PDF1.1 (Arabidopsis halleri) Mirouze et al.,
2006
Antiflngica RBAFP (Adzuckia angularia); Ah-AMP; (Aesculus Terras et al.,
hippocastanum); Ah-PDF1.1 (Arabidopsis halleri) PDF 1992, 1993;
1.1 (Arabidopsis thaliana); AX; e AX; (Beta vulgaris); Oshorn et al.,

BSD1 (Brassica campestris); Bn-AMP: e Bn-AMP;
(Brassica napus); Br-AMP; e Br-AMP; (Brassica rapa);
CADEF; e J1 (Capsicum annuum); y-tionina (Capsicum
chinense); Ct-AMP; (Clitoria ternatae); Dm-AMP; e
Dm-AMP; (Dhalia merckii); Ec-AMP-D; e Ec-AMP-D;

crusgalli); (Gymnocladus
Hs-AMP; SPD;
(Ipomoea batatas); MsDEF; (Medicago sativa); NaD;
(Nicotiana alata); PhD1 e PhD, (Petunia hybrida); PvD;
(Phaselus vulgaris); PsD; e PsD, (Pisum sativum); Rs-
AFP; e Rs-AFP; (Raphanus sativus); Vu-Def (Vigna

unguiculata); ApDef; (Adenonthera pavonina)

(Echinocloa gymnima

chinensis); (Heuchera sanguinea);

1995; Kragh et
al., 1995; Meyer
et al., 1996;
Penninckx et al.,
1996; Almeida et
al., 2000; Gao et
al., 2000; Ye and
Ng, 2001; Park et
al., 2002; Wong
and Ng, 2003;
Lay et al., 2003;
Do et al., 2004;
Anaya-L0pez et
al., 2006;

Carvalho et al.,
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2006; Odintsova
et al., 2008;
Games et al.,

2008; Huang et

al., 2008;
Marqueés et al.,
2009; Li and Li,
2009; Soares et

al., 2017

Auto incompatibilidade

PCP-A; (Brassica oleracea)

Doughty et al.,
1998

Atividade inibit6ria sobre

tripsina

5459 (Cassia fistula); SPD; (Ipomoea batatas)

Wijaya et al.,
2000; Huang et
al., 2008

Atividade inibitoria sobre

células cancerigenas

Ct-AMP; (Capsicum chinense); gymnima (Gymnocladus
chinensis); NaD; (Nicotiana alata), PvD: (Phaselus

vulgaris)

Wong and Ng,
2003; Anaya-
Lépez et al.,
2006; Poon et
al., 2014; Baxter

et al., 2015;
Figueira et al.,
2017
Atividade inibitéria sobre | o-hordotionina (Hordeum vulgare); Vu-Def (Vigna | Mendezetal.,
a-amilase unguiculata) 1990; Santos et
al., 2010
Atividade redutase | SPD; (Ipomoea batatas) Huang et al.,
dehidro-e 2008

monodehidroascorbato

Atividade inibit6ria sobre

oomiceto

Lm-def (Lepidium meyenii)

Solis et al., 2007

Bloqueios de canais de
calcio tipo-L de

mamiferos

MsDef1 (Medicago sativa)

Spelbrink, 2004

Atividade inibitoria sobre
0 crescimento de raiz de

planta

MsDef; (Medicago sativa)

Gao et al., 2000;
Allen et al., 2008

Atividade inibitoria sobre

Leishmania

PTH: Vu-Def

unguiculata); PvD1 (Phaselus vulgaris)

(Solanum  tuberosum); (Vigna

Berrocal-Lobo et
al., 2009; Souza
etal., 2013; do

Nascimento et
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al., 2015
Bloqueio de canal de | yi-zeationina e y,-zeationina (Zea mays) Kushmerick et
sodio al., 1998; Kant et
al., 2009

1.2.5. Mecanismo de acéo sobre a inibicdo de micro-organismos

Apesar das defensinas de plantas apresentarem mdltiplas atividades bioldgicas
pouco se sabe quanto ao seu mecanismo de a¢do. O mecanismo mais estudado € o da
sua agdo antifngica, no entanto até esse mecanismo ndo foi totalmente elucidado
(Lacerda et al., 2014; Vriens et al., 2014; Cools et al., 2017; Parisi et al., 2017). Muitos
esforcos tém sido realizados para desvendar o mecanismo de acdo, com enfoque na
identificacdo de seus alvos microbianos, na elucidagéo da interacdo defensina-alvo em
um nivel molecular, e na caracterizacao das vias e processos de sinalizacdo que levam a
morte das células microbianas ou inibicdo do crescimento celular (Thevissen et al.,
2000, 2003a; Wilmes et al., 2011; Poon et al., 2014). O que tem sido demonstrado é que
as defensinas fazem ligacdes lipidicas com componentes da membrana de fungos, e que
a especificidade dessa ligagdo é muitas vezes mediada pela regido do y-core (Sagaram et
al., 2011; Wilmes et al., 2011; Parisi et al., 2017). Alguns dos componentes lipidicos
descritos sdo: os esfigolipideos manosildiinositol fosforilceramida (M(IP)2C, do inglés
mannosyldiinositol phosphorylceramide) (Thevissen et al., 2003a) e glicosilceramida
(GlcCer, do inglés glucosylceramide) (Thevissen et al., 2003b) de fungos, o acido
fosfatidico (PA, do inglés phosphatidic acid) (Payne et al., 2016) e o fosfatidilinositol
4.5 bifosfafato (P1(4,5)P2, do inglés phosphatidylinositol 4,5 bisphosphate) (Poon et al.,
2014; Baxter et al., 2015).

Um dos primeiros sitios lipidicos de ligacdo em fungos foi demonstrado na
interacdo da defensina de semente de dalia, DmAMP: (Dahlia merckii antimicrobial
peptide one,) com a levedura Saccharomyces cerevisiae, onde a DmAMP:1 marcada com
enxofre radioativo foi incubada com fungos geneticamente modificados. Dessa forma
foi possivel identificar que o sitio de ligacdo para DmAMP1 na membrana da levedura
S. cerevisiae é o esfingolipideo M(IP).C e observou-se a importancia desse alvo,
guando avaliado o crescimento de uma cepa mutante da levedura, deficiente em
M(IP).C. Viu-se que essa levedura mutante, quando incubada com a defensina,

apresentou resisténcia a defensina, diferentemente da cepa selvagem que era suscetivel
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(Thevissen et al., 2003a, 2004). Esfingolipideos como o M(IP).C e GlcCer, combinado
a esterois, formam rafts de membrana (rafts lipidicos) que estdo presentes em dominios
especificos da camada externa das membranas plasmaticas flangicas. Portanto,
DmAMP: pode interagir com esfingolipideos que estdo concentrados nesses rafts
lipidicos (Thevissen et al., 2003a; b). A interacdo entre DmAMP1 e M(IP)2C leva ao
aumento do ndmero de respostas rapidas na membrana fangica, como o aumento do
efluxo de K* e do influxo de Ca®*, a mudanca no potencial de membrana e a
permeabilizacdo da membrana (Thevissen et al., 1996, 1999). Com a acdo de compostos
antifangicos os fungos induzem mecanismos para ajuda-los a lidar com efeitos causados
pelo composto antifingico (Cools et al., 2017). Os fungos na presengca de DmAMP1, por
exemplo, resistem aos efeitos causados pela defensina ativando a via de integridade da
parede celular (CWI, do inglés cell wall integrity) (Figura 5A).

A defensina de semente de rabanete RSAFP, assim como a DmAMP;: produz
respostas rapidas na membrana flingica como a captacio de Ca®" e efluxo de K* e
alteracdes no potencial de membrana (Thevissen et al., 1996). Essas respostas séo
induzidas a partir da interacdo de RsAFP2 com o esfingolipideo GlcCer presente na
membrana dos fungos, esse estudo foi realizado em Candida albicans, Pichia pastoris e
Neurospora crassa (Thevissen et al., 2003b). O sitio de ligacdo exato da RsAFP2 com a
GlcCer ainda ndo ¢é conhecido, mas sugere-se que a regido que engloba a volta da folha
B2 e B3 desempenhe um papel na ligagdo a membrana antifingica visto que peptideos
derivados dessa sequéncia mantiveram sua atividade antifungica (De Samblanx et al.,
1997; Schaaper et al., 2001). Essa interacdo entre RSAFP2 e GlcCer também induz
espécies reativas de oxigénio (ROS, do inglés reactive oxygen species) em C. albicans e
ativa como forma de defesa para o fungo cascatas de sinaliza¢do da proteina quinase
ativada por mitdgenos (MAPK, do inglés mitogen activated protein kinase) via CWI em
Fusarium graminearum a qual ¢ ativada por dano da parede celular (Aerts et al., 2007;
Ramamoorthy et al., 2007). Em leveduras as cascatas de MAPK estdo envolvidas na
resposta do crescimento filamentoso, na CWI e na resposta de alta osmolaridade do
glicerol (HOG, do inglés high osmolarity/glycerol). Também ja foi descrito que RsSAFP;
induz a morte celular programada ou apoptose em C. albicans envolvendo
metacaspases, mas independente da metacaspase CaMcalp (Aerts et al., 2009) (Figura
5B).
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Figura 5. Mecanismos de acdo da DmAMP: (A) e da RsAFP, (B) em células fungicas
(Adaptado de Parisi et al., 2017). (A) DmAMP; interage com esfingolipideo na parede
celular e da camada externa da membrana plasmatica. Essa interacdo resulta na
permeabilizacdo da membrana plasmética e no efluxo de potassio e influxo de célcio.
Em resposta a DmAMP; a via CWI € ativada no fungo. (B) RsAFP: interage com o
esfingolipideo GlcCer na parede celular e na membrana plasmatica que leva ao efluxo
do potassio e ao influxo de célcio assim como a permeabilizacdo da membrana. A
interacdo entre RsAFP, e GlcCer também leva ao aumento da producdo de ROS,

ativacdo da CWI e da via de caspase que contribuem para a morte celular.

Assim como observado em DmAMP; e RSAFP; as defensinas de plantas MsDef;
(Medicago sativa defensin one) e PsD1 (Pisum sativum defensin one) também se ligam a
esfingolipideos da membrana de fungos (Ramamoorthy et al., 2007; Gongalves et al.,
2012). MsDef1, uma defensina de semente de alfafa, interage com o esfingolipideo
GlcCer e age no fungo interrompendo a sinalizacéo e o gradiente de Ca?* nas pontas das
hifas levando a uma hiper-ramificagdo caracteristica de defensinas morfogénicas
(Spelbrink, 2004). Assim como descrito para RsSAFP. acredita-se que a regido que

engloba a-helice até folha B3 seja importante para a atividade antifungica de MsDef:
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(Spelbrink, 2004; Sagaram et al., 2011). Em resposta a presenca da defensina o fungo F.

graminearum ativa a via de MAPK (Figura 6B).

A defensina PsD: apesar de se ligar também ao esfingolipideo GlcCer difere
quanto a regido de ligagdo com a membrana fungica e de importancia para atividade
antifungica, essa regido corresponde a sequéncia de aminoacidos que engloba a folha 1
e a a-hélice (de Medeiros et al., 2010). Além disso foi visto que essa defensina tem
ligacGes bem especificas sendo capaz de interagir com GlcCer e ergosterol produzida
pelo Fusarium solani, mas ndo ao GlcCer produzida por plantas e animais (de Medeiros
et al., 2010; Gongalves et al., 2012). Também j& foi visto que essa defensina possui um
alvo intracelular que foi identificado através de um sistema duplo hibrido para estudar
interacOes proteina-proteina entre o peptideo PsDs e as proteinas flngicas. A proteina
alvo foi analisada dentro de uma biblioteca de cDNA do fungo Neurospora crassa
(Lobo et al., 2007). Um clone apresentou sequéncia similar a ciclina F, que é uma
proteina que esta envolvida no ciclo celular. Analises por microscopia de fluorescéncia
de PsD:i conjugado com isotiocianato de fluoresceina (FITC, fluorescein
isothiocyanate) e da colora¢do do fungo com 4,6-diamidino-2-fenilindol (DAPI, 4,6-
diamidino-2-phenylindole), mostraram a colocalizac¢do, in vitro, de Psd1 no nucleo.
Indicando, portanto, que o mecanismo de acdo de defensina envolve alvos nucleares
(Lobo et al., 2007) (Figura 6A).
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Figura 6. Mecanismos de acdo de PsD: (A), MsDef; (B) e MtDefs (C) em células
fangicas (Adaptado de Parisi et al., 2017). (A) PsD; interage com o esfingolipideo
GlcCer e com ergosterol, posteriormente se move para o citoplasma e interage com a
ciclina F presente no nucleo levando o fungo a morte. (B) MsDef: interage com GlcCer
e interrompe a sinalizacdo e a homeostase de calcio, e ativa a via de MAPK
contribuindo para a morte do fungo. (C) MtDefs interage com PA e interrompe a
sinalizacdo e a homeostase de célcio. Apds a interacdo a MtDefs entra no fungo e

acredita-se que interaja com um alvo intracelular.

As defensinas de planta NaD: (Nicotiana alata defensin one) e MtDef,
(Medicago trunculata defensin four) também apresentam sitios de ligacdo descritos, no
entanto elas diferem das outras defensinas citadas acima, pois NaD1 e MtDef4 tem a
capacidade de interagir com fosfolipidios (Sagaram et al., 2013; Poon et al., 2014). A
NaDj, por exemplo, se liga preferencialmente ao PI(4,5)P2 localizado na camada interna
da membrana plasmética, mas também ¢é capaz de se ligar ao fosfatidilinositol
monofosfato e outros bifosfatos (Payne et al., 2016). Enquanto a MtDefs se liga
preferencialmente ao PA (Sagaram et al., 2013). O mecanismo de acdo da NaD: passa
pela formacdo de oligdmeros. Inicialmente a defensina NaD: forma dimeros que se

ligam fortemente ao PI(4,5)P2 que posteriormente se ligam a outros dimeros ligados ao
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P1(4,5)P2 e formam uma oligbmero com 14 NaD:. Essa oligomeriza¢do € importante
para permeabilizacdo da membrana e lise das celulas fangicas e células tumorais (Poon
et al., 2014). Também j& foi descrito que NaD: é capaz de entrar no citoplasma do
fungo Fusarium oxysporum onde a interagdo com alvos intracelulares leva a producéo
de ROS e oOxido nitrico (NO do inglés nitric oxide), permeabilizacdo da membrana
plasmatica, granulagdo do citoplasma e morte celular (van der Weerden et al., 2008,
2010) (Figura 7). Acredita-se que um dos possiveis alvos internos seja a mitocondria,
visto que em um trabalho de Hayes et al. (2013) eles inativaram a atividade respiratdria
mitocondrial em leveduras S. cerevisiae e viram que essas leveduras eram mais
resistentes a acdo da NaDi. Posteriormente, Bleackley et al. (2014) realizaram um
ensaio com leveduras S. cerevisiae com delecdo de genes mitocondriais ndo esséncias e
viram novamente que as leveduras mutantes possuiam resisténcia a NaD1. No entanto,
ainda nao esta bem definido como a NaD; se move através da parede celular e entra na
célula. Um trabalho recente mostra que a NaD1 chega ao citoplasma do fungo através de
endocitose. Através de microscdpio confocal e de inibidores Hayes et al. (2018) viram
que o processo de entrada da defensina no citoplasma era dependente de energia e para
confirmar se a entrada era via endocitose eles trataram a levedura com latrunculina A,
um bloqueador de polimerizagdo de actina em filamentos o qual € um passo essencial
para a endocitose em levedura. Apos este tratamento estes autores mostraram que a
defensina continuava se aglomerando na superficie das células, mas a sua entrada era
comprometida (Hayes et al., 2018). Portanto, Hayes et al. (2018) propdem que apds
NaD: atravessar a parede celular, a mesma se acumula na superficie celular e em
seguida € endocitada para o citoplasma através da membrana plasmatica. Em resposta a
acdo da defensina NaD1 um mecanismo utilizado para a protecdo da C. albicans é a
ativacdo da via HOG, diferente do que é observado em RsAFP, e DmAMP1, a NaD; ndo
ativa a via CWI (Hayes et al., 2013).
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Figura 7. Mecanismo de acdo da defensina NaD: (Adaptado de Parisi et al., 2017).
NaD; interage com a parede celular onde pode formar dimeros que apos a entrada no
citoplasma se ligaram ao PI(4,5)P, formando oligbmeros na camada interna da
membrana plasmatica. A presenca da NaD1 no citoplasma leva a producgdo de ROS, NO,
permeabilizacdo da membrana plasmatica, granulacéo do citoplasma e morte celular. Na

presenca da defensina a via HOG também é ativada.

A defensina MtDefs assim com MsDef1 também interrompe a sinalizacdo e a
homeostase de Ca?* levando a inibicdo do crescimento e da fusdo das hifas, mas ndo se
sabe se 0 mecanismo utilizado pelas duas defensinas é o mesmo (Spelbrink, 2004;
Mufioz et al., 2014). Assim como NaDi, a MtDefs também é capaz de permeabilizar a
membrana plasmatica e de chegar ao citoplasma (Sagaram et al., 2011, 2013) (Figura
6C). No entanto, sugere-se que a MtDefs possua mecanismo diferentes entre os fungos.
El-Mounadi et al. (2016) mostraram as diferencas no mecanismo de acdo da MtDef,
entre os fungos Neurospora crassa e F. graminearum. Em N. crassa a MtDefs em

concentragfes minimas inibitorias (MIC, do inglés minimal inhibitory concentration)
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ndo permeabiliza membrana plasmatica do fungo. A defensina € internalizada pelo
fungo atraves de corpos vesiculares e sua internalizacao é dependente de energia. J& em
F. graminearum, a MIC da MtDefs permeabiliza a membrana plasmética, a sua
internalizacdo ndo € realizada por corpos vesiculares e a sua internalizacdo é
parcialmente dependente de energia (Sagaram et al., 2013; EI-Mounadi et al., 2016).
Assim como RsAFP, e MsDef;, MtDefs também possui a regido y-core como a
responsavel pela atividade antifingica e também é responsavel pela interacdo da MtDefs
com PA e pela entrada da defensina no fungo (Sagaram et al., 2011, 2013).

Como descrito acima, ja se conhece parte do mecanismo de acdo de algumas
defensinas de plantas sobre fungos. Mas pouco se sabe sobre esse mecanismo em outros
micro-organismos como protozoarios. Até o presente estudo o que se conhece é que a
defensina de semente de feijdo-comum PvD1 (Phaseolus vulgaris defensin one) é capaz
de entrar no protozoario Leishmania amazonensis e de causar a fragmentacdo do
citoplasma, perda do material citoplasméatico e permeabilizagdo da membrana
plasméatica (do Nascimento et al., 2015). Além disso também ja foi visto que a
defensina recombinante de semente de feijdo-de-corda Vu-Defr (Vigna unguiculata
defensin recombinant) causa permeabilizacdo da membrana, perda do potencial de
membrana mitocondrial e estimula a produgéo de ROS em L. amazonensis (Souza et al.,

2018). Dessa forma h& necessidade de se desenvolver mais estudos nessa area.

1.3. Leishmaniose

A leishmaniose é uma doenca causada quando um mamifero é infectado pelos
protozoarios Leishmania spp., espécies pertencentes a ordem Kinetoplastida e a familia
Trypanosomatidae (Rodrigues et al., 2014). Essa familia possui algumas caracteristicas
como a presenca de um Uunico flagelo, a existéncia de uma estrutura denominada
cinetoplasto, contido em uma mitocondria Unica que se estende ao longo da célula,
presenca de um citoesqueleto e a alternancia de diferentes estagios evolutivos durante o
seu ciclo de vida (Barros, 2013; Rodrigues et al., 2014).

O ciclo de vida das Leishmania spp. contém duas formas distintas, a promastigota
e a amastigota. Promastigota é a forma flagelada do protozoario, que reside
extracelularmente no vetor do género Phlebotomus ou Lutzomyia que ¢é passado para o
macrofago de mamiferos ap6s a picada do inseto. A forma amastigota é uma fase
intracelular, aflagelada que ocorre dentro do hospedeiro vertebrado (Lynn et al., 2011;

Singh et al., 2012). A diferenciagdo entre essas duas formas inclui mudangas nas
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moléculas de superficies tais como na lipofosfoglicana (LPG) e na metaloprotease
glicoproteina 63 (GP63) refletindo em diferentes suscetibilidades & drogas dependendo
do estdgio de vida do protozoario. A doenca leishmaniose ocorre quando acontece a
replicacdo e a disseminacdo incontrolada do parasita dentro de macrofagos cutaneos e
viscerais, gerando a leishmaniose cutanea, visceral e mucocutanea (Marr et al., 2012).

A leishmaniose cutdnea, que é a forma mais comum, resulta da infeccdo de
macrofagos dérmicos causando ulceragdes Unicas ou multiplas de desenvolvimento
lento, que podem ser difundidas de forma metastatica em alguns casos. E os agentes
causadores sdo: as Leishmania (Viannia) braziliensis, Leishmania (Leishmania)
amazonensis, Leishmania (L.) major e Leishmania (L.) tropica (Scorza et al., 2017).

Algumas espécies de Leishmania causam a doenga visceral sistémica, por meio da
infeccdo de macrdfagos reticuloendoteliais e da medula dssea, sendo a mais prevalente e
grave entre individuos e criangas imunocomprometidos, e é fatal se ndo for tratada. A
leishmaniose mucocutanea é resultado da infeccdo de macrdfagos na mucosa nasal e
oral levando a lesGes agressivas e desfigurativas (Marr et al., 2012; Scorza et al., 2017).

Por décadas, antimoniais pentavalente, como Pentostan (estibogluconato de sédio)
e Glucantime (antimoniato de N-metil glucamina) tem feito parte da primeira linha de
drogas para o tratamento de leishmaniose cutanea e visceral. Quando ndo ocorre uma
resposta satisfatoria com o tratamento com os antimoniais, sdo utilizados antibiéticos
como a anfotericina B e suas formulacGes lipossomais (anfotericina-B-lipossomal e
anfotericina-B-dispersdo coloidal), e as pentamidinas (sulfato de pentamidina e mesilato
de pentamidina) (Pérez-Cordero et al., 2011; Sardar et al., 2015; Ponte-Sucre et al.,
2017).

Apesar da existéncia de tratamentos contra leishmaniose, as drogas utilizadas sao
toxicas, requerem cuidados com o monitoramento de pacientes por causarem efeitos
adversos, e sua ineficicia estd aumentando devido a resisténcia dos parasitas (Marr et
al., 2012; Sardar et al., 2015; Ponte-Sucre et al., 2017). Além disso, a existéncia de
parasitas resistentes tem feito com que se utilizem drogas mais téxicas (Cobb e Denny,
2010). Com esse cenario had uma necessidade do desenvolvimento de novas drogas com
menos efeitos colaterais e de baixo custo.

Os AMPs possuem atividade inibitéria sobre virus envelopados, fungos, bactérias
Gram negativas e positivas (Guani-Guerra et al., 2010). Também ja foi visto que AMPs
de anfibios, mamiferos, crusticeos, insetos e plantas possuem acdo inibitdria sobre
protozoarios (McGwire e Kulkarni, 2010; Marr et al., 2012; Sardar et al., 2015). Ja foi
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relatado que para alguns AMPs o0 mecanismo de acdo utilizado para levar a morte de
protozoarios, como Leishmania, através da ruptura da membrana plasmaética, interacdo
com alvos intracelulares depois da interacdo com o parasita, inducdo de apoptose e/ou
através da imunomodulacéo do hospedeiro infectado (Marr et al., 2012).

Apesar de se conhecer que alguns peptideos possuem atividade inibitoria sobre
protozoarios, poucos estudos foram feitos nessa area. Dentre as familias de AMPs ja
descrita em plantas, por exemplo, apenas seis AMPs foram testados e quatro deles
apresentaram atividade sendo eles a tionina de trigo, a defensina de batata (PTH-1)
(Berrocal-Lobo et al.,, 2009; McGwire e Kulkarni, 2010), defensina PvD; (do
Nascimento et al., 2015) e Vu-Defr (Souza et al., 2013, 2018). Portanto, hd& uma
necessidade de mais estudos nessa area para que seja possivel um melhor entendimento
do mecanismo de acdo desses peptideos, pois ndo se sabe quais sdo 0s seus alvos

celulares e nem todos os efeitos que o peptideo pode causar na célula do protozoario.
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2. Objetivos
2.1. Objetivos Gerais

Obijetivo geral deste trabalho foi desenhar um peptideo baseado na defensina de

feijdo-de-corda (Vigna unguiculata L. Walp.), avaliar sua atividade antimicrobiana e

analisar seu mecanismo de acdo sobre o protozoario Leishmania amazonensis na forma

promastigota.

2.2. Objetivos Especificos

Desenhar e fazer a sintese quimica de um peptideo baseado no y-core da Vu-Def;
Analisar se o peptideo sintetizado é biologicamente ativo como a defensina Vu-
Def;

Determinar a concentracdo toxica do peptideo sintético sobre promastigotas de
L. amazonensis;

Determinar o tempo em que o0 peptideo sintético causa a morte de promastigotas
de L. amazonensis;

Determinar parte do mecanismo de toxicidade do peptideo sintético sobre
promastigotas de L. amazonensis através de analises da ultraestrutura celular,
integridade nuclear, potencial da membrana mitocondrial e acidificagdo
vacuolar;

Determinar os efeitos da temperatura na acdo do peptideo sintético sobre

promastigotas de L. amazonensis.
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3. Material e Métodos
3.1. Cultura de células

Células da cepa LV 79 de Leishmania amazonesis, na forma promastigota, foram
mantidas em 5 mL de meio Warren’s (90% de caldo infusdo cérebro coracgdo, Fluka,
enriquecido com 10% de soro bovino fetal (FBS, do inglés foetal bovine serum, Gibco),
0,4% de hemina (Sigma-Aldrich) e 0,001% de &cido folico (Sigma-Aldrich) a 28 °C por
trés dias. A cada trés dias uma nova cultura foi estabelecida. As células da cepa LV 79
de L. amazonensis foram fornecidas pelo Laboratério de Biologia Tecidual, Centro de
Biociéncias e Biotecnologia, Universidade Estadual do Norte Fluminense Darcy

Ribeiro, Campos dos Goytacazes, Rio de Janeiro, Brasil.

3.2. Obtencéo da Vu-Defr
A defensina recombinante de Vigna unguiculata (Vu-Defr) foi obtida como

previamente descrito por Souza et al., (2013).

3.3. Modelagem da Vu-Defr

Para a modelagem da estrutura tridimensional da Vu-Defr foi utilizado o
programa Modeller. Para 0 uso desse programa é necessario ter uma proteina molde
(uma proteina com estrutura conhecida) para predizer a estrutura terciaria da proteina
desejada. Para obter a proteina molde a sequéncia de aminoacidos da Vu-Defr foi
utilizada para realizar uma pesquisa no banco de dados de sequéncia de proteinas
(Blastp) (Altschul et al., 1990). E a sequéncia com a maior similaridade com a Vu-Defr
e com estrutura tridimensional descrita foi utilizada como molde. Apo6s a obtencdo da
estrutura terciaria da Vu-Defr, sua qualidade estereoquimica foi checada através do
programa Procheck e Profile 3D disponivel na PARMODEL web server (Laskowski et
al., 1993; Uchba et al., 2004).

3.4. Peptideo Sintético

As defensinas de planta possuem uma regido que tem sido associada com sua
atividade bioldgica denominada de y-core (Schaaper et al., 2001; Yount e Yeaman,
2004; Sagaram et al., 2011). Baseado nesses conhecimentos e na estrutura terciaria da
Vu-Defr, como determinado no item 3.3. Modelagem da Vu-Defr, uma sequéncia de

aminoacidos que abrange o y-core e parte das folhas B2 e 3 foi selecionado para ser
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sintetizado. O peptideo sintetizado compreende uma sequéncia de 15 aminoacidos
contendo trés residuos de cisteina os quais foram substituidos por residuos de alanina. O
peptideo sintético foi diluido em &gua ultrapura na concentracdo de 1,1 M. A massa
molecular e ponto isoelétrico do peptideo sintético foi determinado pelo Expasy
Compute pl/Mw tool (Bjellgvist et al., 1993, 1994; Gasteiger et al., 2005). A sintese foi
realizada pela empresa GenOne Biotechnologies.

3.5. Determinacao da atividade bioldgica do peptideo sintético através do ensaio de
inibicdo do crescimento da cultura de promastigota de L. amazonensis

Para o ensaio de inibicdo do crescimento, uma aliquota da cultura de L.
amazonensis foi contada em uma cdmara de Neubauer e o nimero de células do
protozoario foi ajustado para 1,5 x 10°/mL. Inicialmente, a cultura de células foi
incubada com o peptideo sintético na concentragdo de 18,5 uM ¢ com a mesma
concentracdo de Vu-Defr por 24 h. Os peptideos foram diluidos em agua ultrapura e
esterilizados por filtragdo (Millex-GV 0,22 um, Millipore), depois foram diluidos em
meio RPMI 1640 (enriquecido com 10% FBS) com 1,5% de dimetil sulféxido (DMSO,
do inglés dimethyl sulfoxide). No ensaio, o controle consiste de 4,5 uL de DMSO (1,5%
do volume final do ensaio) com 145,5 pL de meio e 150 puL de meio com parasitas. As
amostras tratadas consistem de 4,5 uL de DMSO, peptideos na concentracdo de 18,5
UM com meio em um volume maximo de 150 pL e 150 pL de meio com parasitas. O
volume final do ensaio foi de 300 uL e foi incubado a 28 °C. O nimero de parasitas foi

contado em camara de Neubauer apds 24 h de incubacéo.

3.6. Ensaio de inibic&o do crescimento da cultura de L. amazonensis em diferentes
concentracdes do peptideo sintético

O ensaio foi realizado como descrito no item 3.5. com as seguintes diferencas: a
concentracdo do peptideo sintético utilizada foi de 18,5 e 74 UM, o meio foi Warren’s e

0 numero de parasitas foi contado em 24 e 48 h.

3.7. Ensaio de reversibilidade

Apos o tempo de 48 h do ensaio de inibi¢cdo do crescimento da cultura como
descrito no item 3.6. as células de L. amazonensis do controle e tratado foram coletadas
por centrifugacdo (10 min, 1.700 rpm, 21 °C). Em seguida, essas células foram lavadas

em meio Warren e incubadas com um novo meio Warren a 28 °C por 24 h, sem a
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presenca do peptideo. O numero de parasitas foi determinado como descrito no item
3.5.

3.8. Ensaio de inibicdo do crescimento da cultura de promastigota de L.
amazonensis com o peptideo sintético em diferentes tempos

O ensaio foi realizado como descrito no item 3.6. com as seguintes diferengas: a
concentracgéo utilizada foi 74 uM e os tempos de contagem foram 0, 4, 8, 16, 24, 32 e 48
h.

3.9. Sincronizagdo de células de L. amazonensis através de 1 mM de hidroxiureia

Para esse ensaio, inicialmente foi determinada a concentragéo de hidroxiureia
(HU) necessaria para a sincronizacdo celular. A HU bloqueia a sintese de
desoxinucleotideos, que inibe a sintese de DNA e induz a sincronizacdo ou a morte
celular na fase S. Para determinar a concentra¢do de HU, uma aliquota da cultura celular
de L. amazonensis foi contada em cdmara de Neubauer e o numero de células do
protozoario foi ajustada para 1,5 x 108/mL. Posteriormente, a cultura celular foi
incubada com HU nas concentracfes de 0,5, 1,0 e 2,0 mM por 12 h. A HU foi diluida
em meio Warren e esterilizada por filtragdo (Millex-GV 0,22 um, Millipore). Em
seguida, as células tratadas com HU foram lavadas e incubadas com meio Warren novo
por 48 h a 28 °C. O controle consiste de meio Warren com parasita. O volume final do
ensaio foi de 300 pL.

Apos a determinacdo da concentracdo de HU, o ensaio foi repetido com a
concentracdo de HU escolhida com as seguintes modificacfes: as células tratadas com
HU apos lavadas foram incubadas com 74 uM do peptideo sintético por 48 h. O nimero

de parasitas foi contado através da cdmara de Neubauer nos tempos de 0, 8, 24 e 48 h.

3.10. Andlise ultraestrutural de promastigota de L. amazonsensis na presenca do
peptideo sintético

A cultura celular de promastigota de L. amazonensis foi tratada como descrita no
item 3.6. com as seguintes diferencas: as células foram incubadas por 8 h a 28 °C na
auséncia (controle) e presenca (tratado) de 74 pM do peptideo sintético. Apos a
incubacéo, as células foram lavadas com PBS e fixadas com solucéo contendo 1% de
glutaraldeido, 4% de paraformaldeido, 5 mM de cloreto de célcio (CaClz) e 5% de

sacarose em 0,1 M de tampdao cacodilato pH 7. Posteriormente as amostras foram pos-
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fixadas por 1h em 2% de solucéo de tetroxido de ésmio (OsOs), 0,8% de ferrocianeto de
potéssio e 5 mM de CaCl, em 0,1 M de tampdo cacodilato pH 7. Em seguida as
amostras foram lavadas em 0,1 M de tampé&o cacodilato pH 7,2, desidratas em acetona e
infiltradas em resina (PolyBed). Apds o corte das amostras, estes foram contrastados
com acetato de uracila e citrato de chumbo e observados no Microscépio Eletrénico de
Transmissdo (JEOL 1400) com aceleracdo de 60 kV (Carvalho et al., 2010).

3.11. Determinacdo da fragmentacéo nuclear de células de L. amazonensis tratado
com peptideo sintético através do corante brometo de etidio

A cultura celular de promastigota de L. amazonensis foi tratada como descrito no
item 3.6. com as seguintes diferencas: as células foram incubadas por 8 h a 28 °C na
auséncia (controle) e presenca (tratado) de 74 pM do peptideo sintético. Apds a
incubacdo as células foram tratadas com 100 UM do corante brometo de etidio por 20
min. Esse corante intercala fitas duplas de DNA e RNA se tornando fluorescente. As
celulas foram observadas no microscopio optico Axioplan (Zeiss) acoplado com uma
camera digital DP72 (Olympus) usando o filtro de deteccdo de 546 nm (Baskic¢ et al.,
2006).

3.12. Determinacgdo do potencial de membrana da mitocondria em células de L.
amazonensis tratado com peptideo sintético através do marcador rodamina 123

A cultura celular de promastigota de L. amazonensis foi tratado como descrito no
item 3.6. com as seguintes diferengas: L. amazonensis foram incubadas por 4 h a 28 °C
na auséncia (controle) e presenca (tratado) de 74 uM do peptideo sintético. Com o
intuito de observar se o peptideo sintético causa algum efeito no potencial de membrana
mitocondrial, apés o tempo de incubacdo foi adicionado 20 UM de rodamina 123 as
células como descrito por Souza et al. (2018). Para esse ensaio, as células foram
observadas no microscépio optico Axioplan (Zeiss) acoplada a uma camera digital

DP72 (Olympus) usando filtros de detecgéo (excitagdo: 503 nm; emissdo: 527 nm).

3.13. Determinacdo de acidificacdo vesicular de células de L. amazonensis tratada
com peptideo sintético através do corante laranja de acridina

A cultura celular de promastigota de L. amazonensis foi tratado como descrito no
item 3.6. com as seguintes diferengas: L. amazonensis foram incubadas por 4 h a 28 °C

na auséncia (controle) e presenca (tratado) de 74 pM do peptideo sintético. Apds o
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tratamento as celulas foram incubadas com a solucéo de laranja de acridina a 5 pg/mL
(Sigma-Aldrich) por 20 min na auséncia da luz. Laranja de acridina é um corante
permeével que emite fluorescéncia verde quando se liga a DNA (excitagdo: 502 nm;
emissido: 525 nm). Esse corante também entra em compartimentos &cidos tais como
lisossomos, onde se torna protonado e sequestrado, e em condi¢Ges como pH baixo, o
corante laranja de acridina emite fluorescéncia laranja (emissédo: 590 nm) quando
excitado com luz azul (475 nm) (manual quimico da Caynam). Para esse ensaio, as
células foram observadas no microscopio Optico Axioplan (Zeiss) acoplada a uma
camera digital DP72 (Olympus) usando filtros de deteccdo (excitacdo: 450-490 nm;
emissdo: 500 nm) (Carvalho et al., 2010).

3.14. Estudo da temperatura sobre a acdo bioldgica do peptideo sintético em
promastigotas de L. amazonensis
3.14.1. Ensaio de inibicdo do crescimento da cultura de L. amazonensis com o
peptideo sintético aquecido a 100 °C

O ensaio foi realizado como descrito no item 3.6. com as seguintes diferengas:
antes das células serem incubadas com o peptideo sintético, o peptideo foi aquecido a
100 °C por 1 h. A cultura celular foi incubada com peptideo sintético na concentracao
de 74 uM por 4 h.

3.14.2. Ensaio de inibi¢édo do crescimento da cultura de L. amazonensis a 4 °C

O ensaio foi realizado como descrito no item 3.6. com as seguintes diferencas: a
cultura celular foi incubada por 4 h a 4 °C e posteriormente essa mesma cultura foi
incubado por mais 4 h a 28 °C. O nimero de parasitas foi contado através da camara de

Neubauer nos tempos de 4 e 8 h.
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4. Resultados
4.1. Desenho do peptideo sintético y32-46Vu-Def

Para a sintese do peptideo, inicialmente foi necessario obter a estrutura terciaria
da Vu-Defr e, para isso, a defensina de Vigna radiata 2 (VrD2, PDB: 2GL1) foi
selecionada pelo Blast como a defensina de maior similaridade com Vu-Defr e com
estrutura conhecida para ser utilizada como molde. As duas defensinas possuem 92% de
similaridade entre os seus 47 residuos de aminoacidos, sendo diferente em apenas
quatro posicdes, sendo estas diferencas na posicdo 8 (Alavu-per para Asnvrpz), 9 (Aspwu-
pefr para Alavpz), 32 (Leuwu-perr para Argvwpz) e 40 (Valw.per para Phevwrpz), sendo a
contagem feita a partir da Vu-Defr. N6s usamos a sequéncia da Vu-Def recombinante e
por este motivo a sequéncia apresenta 48 residuos de aminodcidos, e este residuo
adicional € uma metionina acrescentada no inicio da sequéncia da Vu-Defr como um
requerimento para a clonagem no vetor de expressdo pET-32 EK/LIC (Figura 8A). Na
Figura 8A podemos visualizar a sequéncia de aminoacidos completa de Vu-Defr, sendo
destacado em negrito os residuos de cisteina e as linhas abaixo destas indicam os
arranjos das pontes dissulfeto. Também na sequéncia da Vu-Defr destacado em azul se
encontra os residuos de aminoacidos da regido do y-core e destacados em uma caixa 0s
residuos da regido de volta que conecta a folha B2 com a folha B3. A partir da selegéo de
VrD2 como molde, foi feita a determinacdo da estrutura tridimensional da Vu-Defr. Na
Figura 8B se encontra a representacdo esquematica da estrutura terciaria de Vu-Defr
com uma o-hélice e trés folhas B antiparalelas. E destacado em azul escuro a regido do
y-core. Essa regido, junto aos residuos de Leus. e Serss da regido N-terminal e com 0s
residuos Trpas, Cysas, Thras e Argas da regido C-terminal, foi selecionada para a sintese
quimica dando origem ao peptideo sintético (Figura 8C). Portanto, a regido selecionada
para sintese compreende a Leus2 a Argss englobando a regido do y-core, parte da folha
B2 e parte da folha B3. Na sequéncia selecionada, as trés cisteinas foram substituidos por
alaninas, dando origem ao peptideo LSGRARDDVRAWATR (Figura 8C) que foi
sintetizado. Na figura 8D é possivel observar, destacado em roxo, a regido selecionada
para sintese dentro da estrutura da Vu-Defr, no entanto, em solucéo essa conformacao
ndo se mantém. Este peptideo sintético foi chamado ,32-46Vu-Def e suas caracteristicas
bioquimicas sdo mostradas na Figura 8E.

As analises dos valores do Ramachandran validam a estrutura da Vu-Defr. O

modelo apresentava 85,7% de aminoacidos em regides favoraveis, 11,9% de
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aminoacidos em regibes permitidas, 2,4% aminoacidos em regides menos favoraveis e
nenhum aminoécido na regido ndo permitida (Figura 9).
Apos a sintese ensaios bioldgicos foram realizados para confirmar a atividade de

y32-46VU-Def sobre Leishmania amazonensis.
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10 20 30 40
VD, KTCENLNATYRGPCFTTGSCDDHCKNEKEHLRSGRCRDDFRCWCTRNDC
VuDefr MKTCENLADTYRGPCFTTGSCDDHCKNEKEHLLSGRCR[DDVRCWCTRNC
B
D

» LSGRCRDDVRCWCTR

Regido selecionada

contendo o y-core Substituicao da

cisteina por alanina

v

LSGRARDDVRAWATR

Sintese quimica do
peptideo sintético
denominado y32-46Vu-

Def
Vu-Defr
Vu-Defr com peptideo sintético
y32-46VU-Def indicado em roxo
E
Nome do peptideo Quantidade de amino&cidos Carga (pH 7.0) Peso molecular (Da)
32-46VU-Def 15 +2 1.729,92

Figura 8. A. Alinhamento da estrutura primaria da Vu-Defr e da defensina Vigna radiata 2 (PDB ID: 2GL1). As linhas abaixo dos residuos de
Cys (destacado em negrito) em Vu-Defr indica as pontes dissulfeto entre os residuos. Os quatro residuos de aminoacidos que diferem entre as
duas estruturas primérias estdo marcados em verde na sequéncia da VrD2 e também um residuo de metionina adicional incluido na estrutura
priméria de Vu-Defr como requisito da clonagem é marcada em vermelho. Os residuos de aminoécidos marcados em azul correspondem a regido
do y-core como determinado por Yount and Yeaman (2004). Os residuos de aminoacidos indicados na caixa correspondem a regido de loop. Os
numeros acima da sequéncia indicam o tamanho do peptideo em aminoacidos. B. Estrutura tridimensional da Vu-Defr modelada com Modeller
com base na estrutura de VrD2. Em cinza estdo representados os elementos ndo estruturais, em vermelho representada o-hélice, azul claro
representam folhas [, € em azul escuro representa a regido do y-core. C. Passos do design do peptideo sintético. D. O mesmo que descrito em B)

com o peptideo sintético ys2-46Vu-Def indicado em roxo. E. Caracteristicas bioquimicas do peptideo sintético yz2-a6Vu-Def.
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Parcela estatistica do Ramachandran
Residuos na regido mais 36 87,7%
favoravel (A,B,L)
Residuos na regido permitida (a, 5 11,9%
b, 1, p)
Residuos na regido menos 1 2,4%
favoravel (~a,~b,~l,~p)
Residuos na regido ndo 0 0%
permitida
NUmero de residuos que ndo sdo 42 100%
prolina e nem glicina
Namero de residuos finais (excl.. 2
glicina e prolina)
Numero de residuos de glicina 3
(triangulo)
Numero de residuos de prolina 1
Numero total de residuos 48

Figura 9. A. Visualizacdo gréfica do plot de Ramachandran mostrando a posi¢cdo dos

aminoéacidos do modelo da Vu-Defr em regides favoraveis, permitidas e desfavoraveis.

B. Tabela com a descricdo estatistica do Ramachandran.
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4.2. Bioatividade do peptideo y32-46Vu-Def

Inicialmente, um ensaio de inibicdo do crescimento da cultura de L. amazonensis
foi realizado comparando a atividade de 18,5 uM de y3246VU-Def e 18,5 uM da
defensina recombinante Vu-Defr em 24 h (Figura 10). A Vu-Defr foi utilizada como
controle, resultados anteriores mostraram que 18,5 uM deste peptideo possui atividade
bioldgica sobre L. amazonensis (Souza et al., 2013). O peptideo sintético y32-46Vu-Def
foi capaz de inibir 41% da cultura de L. amazonensis em relagdo ao controle e Vu-Defr
foi capaz de inibir 51%. A diferencga observada entre a inibicdo do y3»-46Vu-Def e Vu-
Defr ndo é estatisticamente significativa de acordo com o teste de Tukey. Portanto, ,3»-
46VU-Def detém atividade bioldgica como a Vu-Defr. Depois de confirmar a atividade
biologica, todos os outros experimentos foram realizados apenas com o peptideo

sintético y32-46Vu-Def.
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Controle Vu-Defr y32-26VU-Def
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24 h

Figura 10. Inibicdo do crescimento da cultura de Leishmania amazonensis na auséncia
(controle) e presenca de Vu-Defr e do peptideo sintético yz..s6Vu-Def. A porcentagem de
eliminacdo do protozoario em relagdo ao controle &€ mostrado acima da barra. Letras
mailsculas diferentes indicam que as diferencas entre experimentos e controle sao
significativas através do teste de Tukey (P < 0.05). Letras mindsculas iguais indicam
que as diferencas entre Vu-Defr e y32.46Vu-Def ndo séo significativas através do teste de

Tukey (P < 0.05). Esse resultado indica que y32-26Vu-Def é biologicamente ativo.

Para descobrir a concentragdo toxica de y32-46Vu-Def para as células de L.

amazonensis, foi realizado um novo ensaio de inibi¢cdo com concentragdes de 18,5 e 74
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uM por 48 h (Figura 11). Apo6s 24 h de incubagdo observou-se que as concentracdes de
18,5 e 74 uM de y32-46Vu-Def conseguiram inibir 40 e 80% da cultura de L. amazonensis,
respectivamente, em relagdo ao controle. Além disso, ap6s 48 h de incubagao y32-46VU-

Def, nas mesmas concentracfes, conseguiu inibir 65 e 93%, respectivamente.

T 3

% 2,5

2 A

C

e

S 2

% B

g 13 40%

S B

e 1 T 0

5 C 65%

3 C

g 0,5 80%
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8 Controle 185 uM 74 pM Controle 18.5 pM 74 pM
y32-46VU-Def y32-46VU-Def
24 h 48 h

Figura 11. Inibicdo do crescimento da cultura de Leishmania amazonensis na auséncia
(controle) e presenca do peptideo sintético ys2-46Vu-Def, apds 24 e 48 h de incubacdo. A
porcentagem de eliminacdo em relacdo aos seus respectivos controles sdo mostradas
acima das barras. Letras mailsculas diferentes indicam que as diferencas entre
experimentos e seus respectivos controles sdo significativas de acordo com teste de
Tukey (P < 0.05).

Apos o0 ensaio de inibicdo do crescimento da cultura, um ensaio de
reversibilidade do crescimento da cultura também foi realizado. Na Figura 12 é possivel
observar que as células restantes do tratamento com 18,5 pM do ,32-46VuU-Def
conseguiram restabelecer o crescimento da cultura, saindo de uma inibig&do de 65% em

48 h (Figura 10) para 12% (crescimento de 87,5%) quando transferidas para um novo
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meio sem y3246VU-Def (Figura 12). As células restantes do tratamento com 74 uM do y3»-
46VU-Def, saindo de uma inibicdo de 93% em 48 h (Figura 11), ndo sdo capazes de
retomar o crescimento da cultura quando transferidas para um novo meio sem o
peptideo (Figura 12). Portanto, nas condigdes testadas, 74 uM é uma concentracéo letal
para 0 parasita e a inibicdo do crescimento da cultura é devido a eliminacdo da
populacdo de células do protozoario presente no ensaio. A partir desses resultados, 0s
proximos experimentos foram realizados com a concentracdo mais toxica para entender

0s mecanismos envolvidos na morte celular do parasita.
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Figura 12. Reversibilidade da cultura de Leishmania amazonensis oriundas do ensaio
de inibicdo depois de 48 h de incubacdo na presenca do peptideo sintético ys»-46Vu-Def.
A porcentagem de eliminagdo do protozoario em relagdo ao controle estd demonstrado

acima das barras.

Para entender melhor o processo de eliminacdo de L. amazonensis na presenca
de 74 uM de ,32-46Vu-Def foi realizado um ensaio em que o crescimento da cultura foi
avaliado em diferentes tempos (Figura 13A). O ensaio mostrou que, no tempo zero, ndo

houve eliminacdo dos protozoarios, mas nos tempos de 4, 8, 16, 32 40 e 48 h do
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tratamento com ,32.46Vu-Def levaram a uma inibicéo da cultura de 30, 45, 70, 73, 79,7,
80 e 97%, respectivamente, quando comparados ao controle. Este ensaio mostra que a
inibicdo da cultura é devido a uma eliminacao dos protozoarios, ja que no tempo de 4 h
em diante, é possivel observar uma queda de 30% do nimero de protozoarios na cultura.
O mesmo € observado para os outros tempos. E este dado corrobora com o dado de
perda total da viabilidade (Figura 12). Por estes motivos sera feita referéncia ao efeito
de y32-46VU-Def como eliminacdo dos protozoarios da cultura. Com este ensaio foi
possivel observar que a eliminacdo do parasita ocorre principalmente de forma gradual,
ocorrendo no ponto de 8-16 h uma eliminacdo do numero de parasitas 2,3 vezes maior,
comparado a eliminacdo observada em 4 h. Nas nossas condi¢Ges de ensaio, L.
amazonensis leva aproximadamente 8 h para fazer a divisdo celular. Estes dados nos
indicam que a eliminacdo do parasita pode estar relacionada a algum alvo celular que é
exposto apenas em uma determinada fase do ciclo celular.

Para verificar se o ciclo celular estava relacionado ou ndo a eliminacdo do
protozoario foi realizado a sincronizagdo da cultura de L. amazonensis com 1 mM de
HU (Figura 13B). Foi possivel observar que apds 8 h de incubagdo, o peptideo,
comparado ao controle, conseguiu inibir 19% do crescimento da cultura. Em 24 e 48 h,
0 peptideo eliminou 58 e 97%, respectivamente. Para a cultura ndo sincronizada estes
dados foram: 8 h, 45.71%, para 24 h, 73% e para 48 h, 97% Estes resultados sugerem
que a acdo do peptideo nas primeiras 24 h € 2,3 vezes menos expressiva na cultura
sincronizada, no entanto, no tempo de 48 h, as células protozoarias sincronizadas sdo
eliminadas na mesma proporcédo das células da cultura ndo sincronizada. Esta diferenca
da taxa de inibicdo da cultura entre os protozoarios sincronizados e ndo sincronizados
indica que alguma etapa do processo de eliminacdo do protozoario pode estar
relacionada com o ciclo celular, no entanto, outros ensaios precisam ser feitos para

confirmar esta relagdo do ciclo celular com a morte do protozoario.
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Figura 13. A. Inibicdo do crescimento da cultura de Leishmania amazonensis em

diferentes tempos. B. Inibicdo do crescimento da cultura Leishmania amazonensis com

células sincronizadas com 1 mM de hidroxiureia. O controle (auséncia do ys2-46Vu-Def )

é indicado pelo marcador (-e-) e a presenca de 74 UM do peptideo sintético yz2-46Vu-Def

(-4-). A porcentagem de eliminacdo em relagdo aos seus respectivos controles é

demonstrada acima do -4-. Letras maiusculas diferentes indicam que as diferencas
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entre experimentos e seus respectivos controles sdo significativas de acordo com o teste
de Sidak (P < 0.05).

4.3. AlteragOes ultraestruturais dos promastigotas de Leishmania amazonensis na
presenca do y32-46Vu-Def

Para avaliar o efeito toxico do y32-46Vu-Def sobre a célula de L. amazonensis foi
feita a analise das estruturas celulares do parasita através de MET (Figura 14) apos 8 h
de incubagéo a 28 °C na presenga de 74 uM (tratado) e na auséncia (controle) do y32-
46VU-Def. No controle, as células sdo levemente delgadas e apresentam um citoplasma
organizado com organelas como ndcleo (N), mitocdndria (M), cinetoplasto (C) e bolsa
flagelar (BF) bem caracterizados. Os nucleos apresentam um nucléolo (n) grande
localizado centralmente e a cromatina (CMC) uniformemente distribuida ao longo da
membrana nuclear. Analisando as células tratadas é possivel observar uma alteracéo na
forma do parasita, que se torna mais arredondado, o citoplasma se torna granulado,
menos eletrondenso (%) e vacuolizado (VC). Os nlcleos passam a apresentar uma
cromatina desorganizada, nucléolos reduzidos e distorcidos e condensacdo da cromatina
na periferia nuclear. Outras organelas celulares também apresentaram alteraces
ultraestruturais como as mitocondrias e cinetoplastos. As mitocondrias tornam-se
inchadas e fragmentadas e os cinetoplastos tornam-se mais eletrondensos e em alguns
parasitas apresentam-se divididos. No entanto, a membrana plasmatica parece

permanecer intacta (Figura 14).
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Figura 14. Imagens de microscopia eletrénica de transmissdo de promastigotas de
Leishmania amazonensis tratados com 74 uM de y32-46Vu-Def por 8 h. Os protozoarios
tratados mostram uma morfologia ultraestrutural alterada com alteracdo na forma em
que as células se tornam mais arredondadas, o citoplasma € granulado, menos
eletrondenso e vacuolado. Os ndcleos apresentam uma cromatina desorganizada,
nucléolos reduzidos e distorcidos e condensacdo de cromatina na periferia nuclear. A
mitocondria é inchada e o cinetoplasto mais eletrondenso e ambos o0s casos,
fragmentado. A membrana plasmatica parece estar intacta. N, ndcleo; n, nucléolos, M,
mitocondria; C, cinetoplasto; F, flagelo; BF, bolso flagelar; CMC, cromatina
condensada na periferia do nucleo; %, citoplasma menos eletrondenso; =, cinetoplasto

fragmentado; VC, citoplasma vacuolado.

4.4. Fragmentacdo do DNA de células tratadas com y32-46Vu-Def

Apds observar os efeitos causados no nucleo e no cinetoplasto das células de L.
amazonensis por .3246Vu-Def apos 8 h de incubagcdo por MET, um ensaio de
microscopia optica de fluorescéncia na presenca de brometo de etidio foi realizado
(Figura 15). As amostras do controle mostram uma marcagdo pontual em relacdo ao
nacleo e cinetoplasto, diferente do observado no tratamento para alguns parasitas, que
apresenta uma marcacao difusa. Este padrdo de marcacdo sugere fragmentacdo do DNA

e desorganizagdo do ndcleo e corroboram com as imagens vistas por MET.
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Campo claro Fluorescéncia

Figura 15. Imagem das células de Leishmania amazonensis tratadas com 74 uM de ys»-
46VU-Def por 8 h e incubadas com o corante brometo de etidio. Note a marcagdo difusa

das amostras tratadas. Barras = 20 pm.

4.5. Despolarizagdo da membrana mitocondrial de células de Leishmania
amazonensis

Um ensaio de microscopia Optica de fluorescéncia na presenca do marcador
rodamina 123 foi realizado com intuito de se observar se ja& em 4 h ocorria alguma
alteracdo na funcionalidade mitocondrial. Na Figura 16 é possivel observar que as
células de controle apresentaram marcacdes pontuais do corante ao longo do citoplasma
celular indicando que a mitocéndria esta funcional. Na presenca do ,32-46Vu-Def essas
marcagdes pontuais ndo sao observadas e, em vez disso, observa-se uma marcacgao

difusa ao longo do citoplasma celular. Este resultado indica que as mitocéndrias foram
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despolarizadas e que o potencial de membrana de outras organelas ou vesiculas pode
estar estimulado, j& que este corante se acumula em locais que o potencial eletroquimico
é alto. E possivel observar também a presenca de vesiculas nas células tratadas

corroborando com as observacoes feitas no MET.

Campo claro Fluorescéncia

Controle

y32-46VU-Def

Figura 16. Imagem de células de Leishmania amazonensis tratadas com 74 uM de ys»-
46VU-Def por 4 h e incubadas com o marcador fluorescente rodamina 123. Barras = 20
pm.

Souza, G. S.



Resultados 42

4.6. Acidificacao vesicular de células de Leishmania amazonensis

Diante da despolarizagdo da membrana mitocondrial e uma possivel
compensacdo deste efeito no citoplasma pode estar ocorrendo, se tornando mais acido,
ja que a marcacdo da rodamina 123 foi mais forte no citoplasma das células tratadas.
Para verificarmos se o citoplasma das células tratadas esta acidificado, um ensaio de
microscopia optica de fluorescéncia foi realizado apds 4 h de incubacdo com y32-46VU-
Def na presenca do corante laranja de acridina (Figura 17). Quando excitado a 475 nm o
corante laranja de acridina emite florescéncia vermelho-alaranjado na presenca de
compartimentos acidos o que foi possivel observar nas células tratadas com ,32-46Vu-Def.
Diferentemente do que é observado no controle que apresenta fluorescéncia vermelha e
marcacdo pontual no nicleo e marca¢do difusa no citoplasma com algumas regides ndo
marcadas. Este resultado indica que o citoplasma e/ou vesiculas citoplasmaticas
estavam acidificadas dando suporte ao resultado vista da marcacdo com rodamina 123.
Esse corante também emite fluorescéncia verde quando excitado a 546 nm quando se
liga a DNA fita dupla, nessas condigdes as celulas do controle apresentam uma
marcacdo onde € possivel visualizar claramente o nucleo e o cinetoplasto inteiros, no
entanto, as células tratadas apresentam uma marcacdo do nucleo e cinetoplasto com
alterac6es morfoldgicas, e alteracdo na marcagdo do citoplasma que se tornou difusa e
mais intensa. Esses resultados sdo compativeis com os resultados observados pela

marcacdo do brometo de etidio.
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Controle y32-46VU-Def
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Figura 17. Imagem de células de Leishmania amazonensis tratadas com 74 uM de ys»-
46VU-Def por 4 h e incubadas com o marcador fluorescente laranja de acridina. Barras =

20 pm.
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4.7. Efeito da temperatura na bioatividade do y32-46Vu-Def em promastigota de
Leishmania amazonensis

Como mostrado na figura 8D, ,32-46Vu-Def compreende na estrutura da Vu-Def a
folha B2, a volta entre as folhas B2 e B3 e parte da folha Bs e que em solucdo esta
estrutura ndo se mantém e, portanto, sua atividade bioldgica ndo dependente de
conformagdo. Para confirmar se o peptideo y32-46Vu-Def possui uma conformagéo
estrutural e se a sua atividade bioldgica é dependente desta conformacéo, ,32-46Vu-Def
foi aquecido por 1 h a 100 °C com intuito de desnatura-lo. O ensaio de inibicdo do
crescimento da cultura realizado com o peptideo aquecido demostrou um indice de
inibicdo, 37 %, semelhante ao apresentado pelo peptideo ndo aquecido, 30% (Figura
18). O teste estatistico indica que a diferenca da inibicdo entre o peptideo aquecido e
ndo aquecido ndo é significativa. Esses resultados sdo um indicativo de que a acdo do

peptideo ,32-46Vu-Def é independente da sua conformagéo.
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Figura 18. Inibig&o do crescimento da cultura de Leishmania amazonensis na auséncia
(controle) e presenca de 74 UM do peptideo sintético ys2-46Vu-Def previamente aquecido
a 100 °C por 1 h. A porcentagem de eliminacdo do protozodrio em relacdo ao seu
controle é demonstrado acima das barras. Letras maiusculas iguais indicam que as
diferencas entre tratado e controle ndo s&o significativas de acordo com o teste de Tukey

(P < 0.05). Letras minasculas iguais indicam que as diferengas entre 0 y32.46Vu-Def ndo
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aquecido e 0 y32-46VU-Def aquecido ndo séo significativas atraves do teste de Tukey (P <

0.05). Os dados do y32-46Vu-Def ndo aquecido foram retirados da Figura 11.

Com intuito de determinar se a atividade biol6gica do 3.-26Vu-Def seria afetada a
baixa temperatura um novo ensaio de inibicdo foi realizado incubando o parasita
durante 4 h a 4 °C na presenca de ,32-46Vu-Def (Figura 19). E possivel observar que
quando as células sdo incubadas a 4 °C, y32-46Vu-Def é capaz de eliminar 48% dos
parasitas em 4 h e quando as células foram transferidas para 28 °C por mais 4 h (tempo
total de incubacdo 8 h), 0 y32-46VU-Def é capaz de eliminar 100% do crescimento da
cultura do protozoério. Portanto, a 4 °C os parasitas sao mais suscetiveis a acdo do y32-

46VU-Def sendo eliminados por completo em 8 h.
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Figura 19. Inibicdo do crescimento da cultura de Leishmania amazonensis a 4 °C na
auséncia (controle) e presenca de 74 uM de peptideo sintético ys2.46Vu-Def. O
crescimento foi observado ap6s 4 h de incubacdo a 4 °C e ap0s outras 4 h a 28 °C. A
porcentagem de inibicdo do protozoario em relagdo aos seus respectivos controles é

demonstrado acima das barras de testes. Letras mailsculas diferentes indicam que as
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diferencas entre tratado e seu respectivo controle sdo significativas de acordo com o
teste de Tukey (P < 0.05).
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5. Discussao

5.1. Peptideo sintético

A estratégia de identificar e usar peptideos cada vez menores que retém
atividade bioldgica dos peptideos inteiros originais tem algumas vantagens. Uma delas é
a identificacdo do préprio peptideo o qual estd correlacionado com a menor estrutura
responsavel pela atividade biolégica e a outra é que sequéncias menores ativas
biologicamente tem um menor custo para sintese quimica e menor probabilidade de
reacdo imune em comparacdo com 0s peptideos inteiros 0 que os permitiria serem
usados com fins farmacéuticos (Schaaper et al., 2001).

Diante desses dados, alguns trabalhos sobre estrutura-atividade biologica foram
realizados com defensinas de plantas e eles determinaram que a atividade
antimicrobiana desses peptideos esta relacionada a uma sequéncia de aminoacido
localizada entre as folhas B2 ¢ B3 (Schaaper et al., 2001; Sagaram et al., 2011). Esta
regido também foi identificada em outros peptideos da familia das defensinas, como por
exemplo, na defensina MGD1 (Mytilus galloprovincialis defensin one) do mexilhdo do
mediterraneo (M. galloprovincialis) (Romestand et al., 2003). Posteriormente Yount e
Yeaman (2004) identificaram um elemento estrutural comum, compreendido entre duas
folhas B ¢ a volta que as conectas, em AMPs de diferentes familias e demonstraram que
este elemento estrutural era responsavel pela atividade bioldgica destes AMPs. Este
elemento estrutural conservado entre os peptideos com atividades antimicrobianas foi
denominado de y-core, e é a mesma regido previamente determinada nas defensinas de
plantas. Diante disso neste trabalho realizamos a sintese dessa regido da defensina de V.
unguiculata (Figura 8C).

No entanto, para sintetizar a regido de interesse inicialmente foi necessario obter
a estrutura terciaria de Vu-Defr e para isso a proteina molde selecionada foi VrD>, por
possuir 92% de similaridade com Vu-Defr (Figura 9A). Todavia, este resultado difere do
que ja tinha sido descrito por Santos et al. (2010). Aqueles autores também utilizaram a
VrD2 como proteina molde para modelagem da Vu-Defr, entretanto, obtiveram 93% de
similaridade entre VrD2 e Vu-Defr. Acreditamos que essa diferenga aconteca porque no
trabalho de Santos et al. (2010) eles ndo levam em consideracdo a Met; no inicio da
sequéncia. Esta Met: foi incluida na estrutura priméaria de Vu-Defr como um requisito
para a clonagem utilizando o vetor pET-32 EK/LIC como descrito na se¢do de material

e metodo. Por essa mesma razdo também observamos diferencas nos valores do
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Ramachandran, Santos et al. (2010) apresentam valores como 92,7% de aminoacidos
em regides favoraveis, 7,3% de aminoacidos em regides permitidas e nenhum
aminoacido em regides menos favoraveis enquanto nossa anélise apresenta 85,7% de
aminoacidos em regides favoraveis, 11,9% de aminoacidos em regides permitidas, 2,4%
aminoacidos em regides menos favoraveis e nenhum aminoacido na regido ndo
permitida (Figura 9). Apesar de valores diferentes, nossa analise também valida a
estrutura da Vu-Defr. E a sua estrutura também apresenta uma a-hélice e trés folhas [
antiparalelas assim como observadas em outras defensinas de planta (Figura 8B e 8D)
(Thomma et al., 2002; Carvalho e Gomes, 2011).

ApOs a obtencdo da estrutura terciaria de Vu-Defr a regido de sintese foi
selecionada compreendendo a Leus2 a Argss (Figura 8C). Na sequéncia selecionada, 0s
trés residuos de cisteinas foram substituidos por alaninas, dando origem ao peptideo
LSGRARDDVRAWATR denominado y32-46Vu-Def. A troca dos residuos de Cys por Ala
foi feito para evitar que as cisteinas interajam entre si para formar pontes dissulfeto que
ndo existem no peptideo natural e para evitar ter residuos livres de cisteinas. Outros
autores para resolver este mesmo problema substituiram os residuos de cisteinas por
acido a-aminobutirico, um aminoacido ndo proteico (Schaaper et al., 2001). O peptideo
v32-46VU-Def abrange o y-core (Glyss a Alasz) assim definido por Yount e Yeaman (2004),
0s residuos Leus2 e Serss da folha B2 e 0s residuos Trpas, Cysas, Thras € Argss da folha
B3. NOs optamos por sintetizar esses seis residuos a mais que o y-core, pois trabalhos
como os de Schaaper et al. (2001) demonstram que o tamanho do peptideo influencia
sua atividade antifingica. Esses autores demonstraram através da sintese de varios
peptideos de tamanhos diferentes, abrangendo de 13 a 20 residuos de aminoacidos, com
base na estrutura primaria da defensina RSAFP2 que diminuindo o tamanho do peptideo
também diminuiu a sua atividade antifungica e que os peptideos que apresentavam
maior atividade antifingica abrangiam, além da regido do y-core, alguns aminoacidos
das folhas B2 e P3. Sagaram et al. (2011) também demonstraram que a sintese de
peptideos maiores do que y-core melhora a atividade antifingica, eles demonstram
através da sintese de alguns peptideos com base na sequéncia dos y-core das defenisnas
MsDef; e MtDefs.

5.2. Bioatividade do peptideo y32-46Vu-Def
Alguns peptideos de plantas como tioninas de trigo, defensina PTH1, defensina

PvD: mostraram atividade contra parasitas (Berrocal-Lobo et al., 2009; McGwire e
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Kulkarni, 2010; Torrent et al., 2012; do Nascimento et al., 2015) e entre eles a defensina
Vu-Defr que com 18,5 uM ¢é capaz de inibir o crescimento da cultura de promastigota de
L. amazonensis em 54% apds 24 h de incubacdo (Souza et al., 2013). Neste trabalho
observamos 51% de inibicao do crescimento da cultura em 24 h na presenca da Vu-Defr,
essa diferenca ndo e estatisticamente significativa. A atividade de Vu-Defr foi usada
como padrdo para determinar se o peptideo ,32-46Vu-Def (Figura 10) possuia atividade
bioldgica e se essa atividade era semelhante ao peptideo inteiro. Como descrito nos
resultados, ,32-46Vu-Def possui atividade semelhante a defensina inteira. Este resultado
difere do que foi observado por Sagaram et al. (2011) onde eles mostram que 0s
peptideos GMA1-C e GMA4-C derivados do yp-core da MsDefl e MtDef4,
respectivamente, ndo exibem a mesma atividade que os peptideos inteiros. GMA1-C
precisa de 14 uM para atingir inibi¢do do crescimento de 50% (ICso, do inglés inhibition
concentration to obtain the half maximum inhibition) de F. graminearum enquanto
MsDef1 necessita de 2 a 4 uM, GMA4-C precisa de 3 uM para atingir o ICso, enquanto o
MtDefs necessita de 0,75 a 1 uM. Acreditamos que essa perda de atividade descrita por
Sagaram et al. (2011) aconteca porgue os peptideos GMA1-C e GMA4-C nédo abrangem
os residuos de aminoacidos da regido N-terminal presentes na folha 2, que de acordo
com Schaaper et al. (2001) estes residuos tem importancia para a manutencdo da
atividade.

Posteriormente realizamos ensaios para determinar a concentracdo toxica de y32-
46VU-Def para os protozoarios. Observamos que as concentragdes de 18,5 e 74 uM
quando incubadas por 48 h eliminam 60 e 93% dos promastigotas de L. amazonensis,
respectivamente (Figura 11). A viabilidade das células restantes desse ensaio foi
avaliada através do ensaio de reversibilidade (Figura 12). Os 40% da populacdo que
sobraram da concentragdao 18,5 pM se mantiveram viaveis ao ponto de conseguir
restabelecer o crescimento da cultura, 0 que sugere que essa concentragdo nao é
suficiente para interagir com toda a populacdo de células da cultura, dessa forma
eliminando apenas as células que interagiram com ,32-46Vu-Def. J& 0s 7% de células
restantes da concentragédo de 74 pM perdem a viabilidade, sugerindo um efeito letal
dessa concentracdo e indicando que apesar de ndo se observar uma total eliminagéo
apos 48 h as células restantes ja haviam sido completamente afetadas ao ponto do efeito
toxico ser irreversivel. A utilizacdo da concentracdo do peptideo antimicrobiano que é
letal para 0 micro-organismo € de grande importancia para estudos que buscam entender

0s sinais de resposta que levam a morte do micro-organismo, pois dessa forma evitam
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que os sinais de morte se misturem com 0s sinais de resposta que ainda permitem a
recuperacdo dos mesmos (Soares et al., 2017). Esses autores trabalharam com S.
cerevisiae e ApDef: (Adenanthera pavonina defensin one) e sugeriram que, na
concentragdo mais baixa de ApDefy, as células de levedura podem montar uma resposta
de defesa que reverte a via que leva a morte celular induzida por ApDef; (Soares et al.,
2017). Alem disso, o uso da concentragdo letal do agente antimicrobiano é mais
desejavel porque reduz o risco de desenvolvimento de micro-organismos resistentes em
sua utilizacdo como substancia terapéutica (Levy e Bonnie, 2004; Vieira et al., 2015).
Um novo ensaio foi realizado na presenga de 74 uM do y3246Vu-Def com o
crescimento da cultura sendo avaliado em diferentes tempos (Figura 13). O ensaio
mostrou que apesar da eliminacdo do parasita ocorrer de forma gradual ao longo de 48 h
existem pontos com taxa de eliminacdo mais acentuada, como em 16 h (eliminacéo 2,3
vezes maior que o a eliminacdo de 4 h) e 48 h (eliminacdo 1,3 vezes maior que a
eliminacdo de 24 h). Analisando a curva também podemos observar que a maior parte
da populacdo (70%) foi eliminada nas primeiras 16 h ap6s esse periodo demorou mais
24 h para eliminar o restante da populacdo (27%). Nessas 32 h restantes (tempo de 16 a
48 h) a curva de crescimento se mantém quase linear do tempo de 16 h a 40 h (total de
24 h) indicando a eliminacdo de poucos parasitas (10%) nesse periodo. Somente a partir
do tempo de 40 h que a curva apresenta um novo declinio acentuado indicando a
eliminacdo de 15% dos parasitas nesse periodo. Juntando estes dados da forma de
eliminacdo dos protozoarios, com o dado de que nestas condicBes de cultivo, L.
amazonensis leve 8 h para se dividir, nos sugere que o ciclo celular pode estar envolvido
na eliminacdo dos protozodarios, neste sentido y3:-46VU-Def pode estar interagindo com
algum alvo celular que é exposto apenas em uma determinada fase do ciclo celular.
Alguns autores relatam que defensinas de planta podem interagir com alvos
intracelulares como é o caso da NaDi: (van der Weerden et al., 2008), a MtDefs (EI-
Mounadi et al., 2016) e a PsD: (Lobo et al., 2007) que conseguem acessar ao
citoplasma dos fungos e interagir com alvos intracelulares. E entre os alvos
intracelulares que sdo afetados estd o ciclo celular. PsD;1 por exemplo, entra no
citoplasma do fungo N. crassa e se liga a ciclina F que é relacionada ao controle do
ciclo celular (Lobo et al., 2007). Outra defensina de planta para qual mecanismo de
acao esta relacionada ao ciclo celular € ApDefi como observado em um trabalho com

levedura S. cerevisiae (Soares et al., 2017).
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Para verificar o envolvimento do ciclo celular na eliminagcdo do protozoario um
ensaio com a cultura sincronizada foi realizado (Figura 13). Neste resultado foi
observado que ambas as culturas, sincronizadas e ndo sincronizadas, levam o mesmo
tempo para eliminar 97% das células. E nos tempos intermediarios, 8 e 24 h, a taxa de
eliminacdo difere da cultura ndo sincronizada. A sincronizada apresenta 19 e 58% em 8
e 24 h respectivamente, enquanto a ndo sincronizada apresenta 45,7 e 73% nos mesmos
tempos. No entanto, esse resultado ndo era esperado. Acreditdvamos que no tempo de
dobra do parasita, em torno de 8 h, a maior parte da cultura sincronizada ja estaria
eliminada, assim como é observado no trabalho de Soares et al. (2017) onde eles
descrevem que a completa eliminacdo das células de S. cerevisiae com a defensina
ApDef; que levava 18 h para ocorrer na cultura ndo sincronizada, passa a acontecer com
3 h na cultura sincronizada. Este tempo de 3 h € o tempo de dobra da levedura nas
condicdes em que foram feitas o ensaio. Dessa forma ligando fortemente a acao toxica
da ApDef; ao ciclo celular. Como ndo observarmos uma completa eliminagdo nos
tempos iniciais de contagem como observado por Soares et al. (2017), mas observamos
uma alteracdo no tempo de eliminacdo dos parasitas entre as culturas sincronizadas e
ndo sincronizadas o que ainda indica um envolvimento do ciclo celular, ndo podemos
afirmar que a acdo do peptideo esté relacionada ao ciclo celular, para isso mais estudos

precisam ser realizados.

5.3. Alteracgdes ultraestruturais dos promastigotas de Leishmania amazonensis na
presenca do y32-46Vu-Def

A fim entender os efeitos toxicos iniciais de y32-46VU-Def na célula de L.
amazonensis realizamos a analise das estruturas celulares do parasita apés 8 h de
incubacdo (Figura 14). Sendo observado um citoplasma vacuolizado e menos
eletrondenso, ndcleos com cromatina condensada, desorganizada e na periferia nuclear,
nucléolos reduzidos e distorcidos, mitocondrias inchadas e fragmentadas e cinetoplastos
mais eletrondensos e alguns divididos. Rodrigues et al. (2014b) também descreve
alteracdes ultraestruturais como inchago mitocondrial e vacuolizacdo do citoplasma nos
promastigotas de L. infantum quando tratados com a fracdo B2, rica em &cidos graxos e
esterol, do extrato de Arrabidaea chica. Os mesmos autores também conseguiram
observar alteracbes no complexo de Golgi e alguns casos membrana mitocondrial
comprometida. Outros autores descrevem um citoplasma menos eletrondenso apds

incubacdo de espécies de Leishmania com diferentes AMPs de anfibios, mas associam
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essa perda com o comprometimento da membrana plasmatica que leva ao
extravasamento do material citoplasmatico (Guerrero et al., 2004; Mangoni et al.,
2005). No entanto, nosso resultado indica que a membrana plasmatica parece
permanecer intacta. I1sso pode ocorrer porque 0 nosso trabalho busca os efeitos toxicos
iniciais, por isso usamos o tempo de 8 h onde apenas 45% da populacéo foi eliminada,
enquanto os autores citados trabalham com a efeitos finais onde se observa a morte de
mais de 90% da populac¢do. Adicionalmente os AMPs de anfibios utilizados possui um
mecanismo de acdo conhecido em outros organismos por levar a morte através da
formacéo de poros nas membranas (Giuliani et al., 2007).

A partir dos resultados observados no ndcleo e no cinetoplasto, uma analise com
o corante fluorescente brometo de etideo que marca acidos nucleicos (Figura 15) nos
permitiu observar a fragmentacdo do DNA e a desorganizacdo do nucleo. Células
apoptoticas apresentam algumas ou todas as seguintes caracteristicas morfoldgicas:
fragmentacdo de DNA, condensacdo de cromatina, blebbing de membrana, formacéo de
corpos apoptéticos, translocacdo de fosfatidilserina para o exterior da membrana
plasmatica, clivagem de proteinas por caspases, perda do potencial de membrana e
liberacdo de proteinas da mitocondria (Reece et al., 2011; Berghe et al., 2013). Juntando
estes dados de apoptose com 0s nossos resultados das alteragdes estruturais nos nucleos
e 0 da perda de viabilidade das células tratadas (Figura 12), é possivel sugerir que talvez
uma via de morte celular por apoptose seja ativada ap0s interacdo y3»-46Vu-Def-L.

amazonensis.

5.4. Despolarizagdo da membrana mitocondrial de células de Leishmania
amazonensis

Visto as alteragdes causadas nas mitocondrias apos 8 h na presenca do y32-46VU-
Def e com intuito de observar se o efeito toxico ja era observado nas mitocondrias nas
primeiras horas de ensaio, observamos o potencial de membrana mitocondrial apés 4 h
de incubacdo (Figura 16). O resultado esperado era uma diminuicdo da fluorescéncia
nos parasitas tratados com o peptideo assim como observado por Souza et al. (2018),
onde na presenca da Vu-Defr apds 24 h de incubacdo se observava perda do potencial de
membrana através da diminuicdo da fluorescéncia do corante rodamina 123. No entanto,
0 que observamos em nosso trabalho foi a perda da marcacdo pontual nas células
tratadas que passaram a apresentar um citoplasma com marcacgédo difusa (Figura 16).

Fardin et al. (2016) mostra um resultado semelhante ao nosso, inicialmente eles
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observaram a perda da funcionalidade mitocondrial através da diminuicdo da
fluorescéncia do corante rodamina 123 apds incubar as células de L. amazonensis por
24 h com uma fracdo do extrato de Bertholletia excelsa. Em seguida apds 2 h de
incubacdo observaram um aumento da fluorescéncia e sugeriram que iSSo ocorra porque
as mitocondrias combinado a outras organelas ajudam a contrabalancear a desregulacédo
do gradiente eletroquimico gerado pelo comprometimento da membrana plasmatica.
Diante disso, as alteracbes na marcagdo observada nas células tratadas com y32-46Vu-Def
podem indicar a despolarizacdo da membrana mitocondrial, e devido ao corante ter a
propriedade de se acumular em locais que o potencial eletroquimico da célula é alto,
acreditamos que a marcacdo observada nas células tratadas seja devido a uma alteracéo
no potencial de membrana de outras organelas gerando a marcacdo difusa que
observamos no citoplasma. Esses resultados também sdo um indicativo de morte celular
por apoptose Visto que a despolarizacdo da membrana mitocondrial tem sido associada a

morte por apoptose em Leishmania (Mukherjee et al., 2002).

5.5. Acidificacdo vesicular de células de Leishmania amazonensis

Visto o possivel desiquilibrio eletroquimico gerado no citoplasma pela
despolarizagdo da membrana mitocondrial, o acionamento de outras organelas para a
manutencdo das funces fisiologicas na célula e que para a manutencéo do potencial de
membrana as organelas utilizam bombas de H* (Glaser et al., 1988) nés avaliamos
através do corante de laranja de acridina se estava ocorrendo acidificacdo na célula. E o
que observamos é que as células tratadas apresentaram marcacdo vermelho alaranjada
difusa ao longo do citoplasma e forte em duas regibes especificas indicando a
acidificacdo de algumas organelas e do citoplasma (Figura 17 - 475 nm). Esse resultado
reforca a nossa ideia da despolarizacdo da membrana mitocondrial e a marcacdo do
corante rodamina 123 no citoplasma das células tratadas.

Outro resultado observado a partir do corante laranja de acridina, aproveita a
capacidade deste corante para marcar DNA (Figura 17 — 546 nm) e foi possivel observar
que ja em 4 h se visualiza uma reducdo da marcacao nas celulas tratadas indicando uma
alteracdo morfoldgica no nucleo e no cinetoplasto. Neto et al. (2011) também observa
alteracfes na marcacgdo da fluorescéncia verde em L. chagasi e L. amazonensis tratados
com lignana de Ocotea duckei Vattimo e sugere que isso ocorra devido a danos ou a
alteracbes conformacionais nos &cidos nucleicos. Estes resultados combinados ao de

despolarizacdo da membrana (Figura 16) mostram que o nucleo e a mitocéndria séo
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afetados ja em 4 h e que possivelmente sdo as primeiras organelas a serem afetas por y3>-
46VU-Def.

5.6. Efeito da temperatura na bioatividade do y32-46Vu-Def em promastigota de
Leishmania amazonensis

Esse novo ensaio foi realizado com intuito de desnaturar o peptideo e mostrar
que a sua atividade é independente da sua conformacéo (Figura 18). Devido a natureza
linear de ,32.46Vu-Def e sem a presenca de cisteinas, acreditamos que este peptideo em
solucdo ndo apresenta nenhuma conformagéo especifica. Ao contrério, n6s acreditamos
que ele assume uma conformacdo desordenada e ndo estruturada e que, portanto, sua
atividade bioldgica ndo dependente de conformacdo. Nosso resultado indica que ambos
os tratamentos, aquecido e ndo aquecido, possuem a mesma taxa de inibicdo, indicando
que a conformacdo néo interfere na atividade bioldgica do ,32-46Vu-Def. Alguns autores
mostram que as defensinas de planta por terem uma estrutura terciéria rica em pontes
dissulfeto sdo consideradas peptideos estaveis, podendo suportar condicdes fisico-
quimicas extremas, tais como temperaturas variando de 0 a 90 °C por 20 min e pH de 4-
10 sem perder a atividade antifingica (Wong e Ng, 2005a; b; de Beer e Vivier, 2008).
No entanto, a conformacdo do .32-46Vu-Def é desconhecida em condicgdes fisico-
quimicas extremas, uma vez que o peptideo foi baseado na volta da molécula que é
estabilizado por uma ponte dissulfeto formada por dois residuos de cisteina que foram
substituidas por residuos de alanina. Indicando, portanto, que esse peptideo ndo deve ter
uma conformacéo estrutural. O que corrobora com os resultados encontrados (Figura
18).

Visto que a atividade bioldgica de ,32-46Vu-Def se mantém independente da sua
conformacdo um novo ensaio foi realizado, incubando o parasita durante 4ha4°Ca
fim de observar se a atividade de ,3,-46Vu-Def seria afetada a essa temperatura. O que
observamos é que a 4 °C os parasitas sdo mais suscetiveis a acao do y32-46Vu-Def sendo
eliminados por completo em 8 h (Figura 19). No entanto, esses resultados nao eram
esperados, esperavamos que a 4 °C as células de L. amazonensis fossem protegidas da
acdo do y32-46Vu-Def. Visto que alguns autores descrevem que a interacdo peptideo
antimicrobiano-micro-organismo acorre através do potencial elétrico da membrana
plasmética como os peptideos ApDefi e histatina 5 (AMP isolado da saliva humana). As

células dos micro-organismos quando tratados com CCCP, um agente despolarizante de
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membrana, ou incubados a 4 °C tém a sua atividade antimicrobiana inibida (Gyurko et
al., 2000; Soares et al., 2017). Tanto o agente despolarizante como a baixa temperatura
diminuem o metabolismo da célula (Gyurko et al., 2000). Além disso, outros autores
descrevem que a 4 °C o parasita Trypanosoma cruzi, pertencente a ordem
Kinetoplastida assim como as Leishmania spp., possui 0s processos de endocitose
mediada por receptor e pinocitose afetados (de Figueiredo e Soares, 2000). Portanto,
impedindo a entrada de nutrientes ou mesmo de peptideos por essas vias. Estes
resultados sdo indicativos de que o peptideo ndo entra no parasita através de
transportadores i6nicos, que sdo dependentes do potencial da membrana, ou através da
endocitose mediada por receptor e da pinocitose. No entanto, € necessario fazer mais
estudos para afirmarmos se o peptideo entra ou ndao na célula e se entra qual o
mecanismo utilizado para entendermos melhor o resultado observado. Quanto ao efeito
de maior susceptibilidade do parasita a agdo do ,32-46Vu-Def a 4 °C pode estar associado
aos fatores de viruléncia da L. amazonsensis. Lopez-Solanilla et al. (2003) mostraram
que com a bactéria Listeria monocytogenes a expressdo do gene de regulacdo do fator
de viruléncia é dependente da temperatura. Nessa bactéria, a 20 °C 0 gene nao é
expresso tornando a célula mais virulenta e mais resistente a acdo da defensina de
batata, e a 37 °C 0 gene é expresso tornando a célula menos virulenta e mais suscetivel
a defensina. Lopez-Solanilla et al. (2003) também realizaram testes com bactérias
mutantes que expressam constantemente o gene de regulacdo do fator de viruléncia e
demonstra que na auséncia do fator de viruléncia a defensina de batata a 20 °C tem uma
maior taxa de inibicdo da bactéria L. monocytogenes do que a 37 °C. O protozoario L.
amazonensis possui alguns componentes celulares que sdo indicados como possiveis
fatores de viruléncia, entre eles: LPG, glicoinositolfosfolipideos (GIPLs, do inglés
glicoinositolphospholipids), proteofosfoglicano (PPG, do inglés proteophosphoglycan) e
proteinases (Silva-Almeida et al., 2012). E entre eles estd a metaloproteina
leishmanolisina (GP63, glicoproteina 63) que é uma das proteinases bem conhecidas e
encontradas na superficie do promastigota de L. amazonensis (Olivier et al., 2012). A
funcdo bioldgica da GP63 no parasita € agir contra as enzimas do hospedeiro no
intestino do inseto vetor e contra o fagolisossoma do macrofago (Silva-Almeida et al.,
2012). Para confirmar se GP63 também atua protegendo a célula dos parasitas dos
efeitos toxicos causados por AMPs, Kulkarni et al. (2006) realizaram testes com varios
peptideos e observou que na presenca da enzima GP63 o parasita é protegido da acéo do

peptideo pexiganana (derivado sintético do AMP magainina isolado da pele de sapo) e,
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na auséncia, o parasita torna-se mais suscetivel a acdo toxica do peptideo. Em vista
disso, acreditamos que a 4 °C a proteinase GP63 nao é funcional, ndo sendo capaz de
proteger o parasita da acdo do ,32-46Vu-Def (Figura 19), que fica livre para interagir com
as células. No entanto, estudos adicionais precisam ser realizados para entender melhor

0 mecanismo por tras da susceptibilidade da L. amazonensis a ,32-46Vu-Def a 4 °C.
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6. Conclusao

Nas condigdes testadas o peptideo sintético y32-46Vu-Def tem atividade bioldgica

sobre Leismania amazonensis similar a defensina recombinante Vu-Defr;

A concentracdo de 74 uM do peptideo sintético ,32-46Vu-Def, apds 48 h de
incubacgdo, é toxica para as células de L. amazonensis causando a morte da

populacéo de protozoarios da cultura;

O peptideo sintético y32.46VU-Def causa mudangas morfologicas nas células de L.
amazonensis apo6s 8 h de incubacdo principalmente a vacuolizacdo
citoplasmatica, fragmentacdo e inchaco da mitocdndria e condensacdo da
cromatina na periferia nuclear, caracteristicas estas descritas para morte por

apoptose;

Em 4 h de incubacdo ja se observa alteracGes na mitocéndria e no ndcleo, sendo

um indicativo que sdo as primeiras organelas a serem afetadas;

Em conjunto esses dados indicam que y32s6Vu-Def induz morte celular

semelhante a apoptose em promastigotas de L. amazonensis;

O peptideo sintético ya2-46Vu-Def ndo apresenta conformacdo definida em

solucéo;

Incubar as células a 4 °C ndo as protege contra o peptideo sintético y32-46Vu-Def,
pelo contrario aumenta a acdo do peptideo sobre L. amazonensis.
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