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RESUMO

Peptideos antimicrobianos (AMPs, do inglés antimicrobial peptides) fazem parte do
mecanismo de defesa contra patégenos em diferentes organismos, incluindo
plantas. Eles apresentam ampla atividade inibitéria sobre diferentes microrganismos
e por este motivo eles tém sido considerados como possiveis principios ativos de
novos terapéuticos para doencas infecciosas. Entre estas doencas estdo as
causadas por protozoarios parasitas como a leishmaniose. O objetivo deste trabalho
foi a purificacdo e caracterizacdo de peptideos biologicamente ativos de sementes
de B. excelsa e o estudo do mecanismo de acédo destes sobre L. amazonensis. Em
um trabalho prévio, foi obtida uma fracdo peptidica, chamada R2, de sementes de B.
excelsa com forte atividade inibitéria sobre L. amazonensis. A fragdo R2 foi
parcialmente purificada em duas outras fracdes denominadas de H3 e H4. No
entanto, a atividade sobre o protozoario destas fracbes foi mais fraca do que a
obtida para a fracdo R2. O atual trabalho se inicia a partir das fracbes H3 e H4
obtidas previamente (FARDIN, 2013). Devido a atividade mais fraca destas fracdes,
comparando-se com a fragdo R2, foi feito inicialmente um teste de sinergismo. Este
resultado indica que a porcentagem de toxicidade das fracbes H3 e H4 aumentaram
de 44 e 58%, respectivamente (FARDIN, 2013), para 97,7% com as fracdes
reunidas, indicando que estas fracbes agem em sinergismo. Por este motivo
retornamos a utilizar da fracdo de origem R2 para os demais ensaios. Para a fracao
R2 foi feita a determinacdo da minima concentracdo inibitéria (MIC, do
inglés minimal inhibitory concentration) sobre L. amazonensis, avaliacdo da
viabilidade celular e a inicial caracterizacdo do mecanismo de acéo da fracdo R2. A
MIC da desta fragdo sobre L. amazonensis foi de 150 pg/mL e seu efeito inibitério
caracterizado como leishmanicida. Sobre o mecanismo de acdo, nossos resultados
indicam que a fracdo R2 permeabiliza a membrana, estimula a fungdo mitocondrial e
induz a producdo de espécies reativas de oxigénio e nitrogénio. Adicionalmente
foram feitos experimentos para caracterizacdo da fracdo R2. Para isso nos
obtivemos a fracdo H3 e esta foi submetida ao processo de sequenciamento por
degradacédo de Edman. Para a fracdo R2, foi feito um ensaio de inibicdo da enzima
a-amilase salivar humana, um gel de poliacrilamida unidimensional com a fragdo R2
em condicao redutora e ndo redutora e um gel bidimensional. A sequéncia obtida de

H3 apresentou baixa similaridade com albumina 2S. A fracdo R2 foi capaz de inibir
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100% da atividade da a-amilase a 37,5 pg/mL, em gel sem o tratamento de [3-
mercaptoetanol a fragdo R2 se apresentou com uma Unica banda protéica de
aproximadamente 12 kDa e o gel bidimensional mostrou que esta fracdo tem varias
proteinas com massa molecular variando de 6 e 10 kDa e com ponto isoelétrico
variando aproximadamente de 5,0 a 8,0. Com relacdo a caracterizacdo da fragdo R2
inferiu-se, a partir da capacidade de inibir a-amilase, em gel sem -mercaptoetanol
apresentar uma unica banda e a presenca de varias isoformas no gel bidimensional,

gue possivelmente esta fracdo apresenta proteinas da familia da albumina 2S.

Palavras chave: Castanha-do-para, Peptideos Antimicrobianos, Leishmania

amazonensis.
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ABSTRACT

Antimicrobial peptides (AMPs) are part of defense mechanism against pathogens in
different organisms. In plants they can be obtained from various organs, particularly
seeds. They are widely inhibitory activity on various microorganisms and for this
reason they have been suggested as possible active principles of new therapeutic for
infectious diseases. Among these diseases are those caused by parasitic protozoa
such as leishmaniasis. This work aims purification and characterization of biologically
active peptides from B. excelsa seeds on Leishmania amazonensis, and to study the
mechanism of action of these on L. amazonensis In a previous study (FARDIN,
2013) was obtained the peptide fraction, denominated R2, from B. excels seeds with
strong activity about L. amazonenis. This fraction R2 was partially purified in two
other fractions denominated to as H3 and H4. However, the activity about protozoa of
these fractions was weaker than that obtained for the R2 fraction. The current work
begin from H3 and H4 fractions previously obtained (FARDIN, 2013). Due to weaker
activity of these fractions, compared with the R2 fraction, it was initially made a
synergism test. This result indicates that the percentage of toxicity of the H3 and H4
fractions increased 44 and 58%, respectively (FARDIN, 2013) to 97.7% with the
pooled fractions, indicating that these fractions act in synergy. For this reason we
returned to use the R2 fraction for the other tests. For the R2 fraction was taken to
determine the minimum inhibitory concentration (MIC, minimal inhibitory
concentration of the English) on L. amazonensis, assessment of cell viability and
initial characterization of R2 fraction of mechanism of action. The MIC for L.
amazonensis this fraction was 150 ug/mL and characterized its inhibitory effect as
leishmanicidal. About the mechanism of action, our results indicate that the R2
fraction permeates the membrane, stimulates mitochondrial function and induces the
production of reactive species of oxygen and nitrogen. Additionally experiments were
done to characterize the R2 fraction. For this we obtained a fraction H3 and this was
subjected to sequencing by Edman degradation procedure. For the R2 fraction was
done a inhibition assay of human salivary a-amylase enzyme, a polyacrylamide gel
with the R2 fraction in a normal and reduced condition and bidiomensional gel.
Initially the H3 fraction was reduced and alkylated and subjected to sequencing by
Edman degradation procedure. The sequence obtained from H3 showed low

similarity with 2S albumin. The R2 fraction was able to inhibit 100% of the a-amylase
XX



activity at 37.5 mg / mL, in a gel without B-mercaptoethanol treatment showed a
single band of approximately 12 kDa and two dimensional gel showed several
proteins with molecular mass between 6 and 10 kDa with an isoelectric point ranging
approximately from 5.0 to 8.0. Regarding the characterization of R2 fraction, it is

concluded that possibly this fraction has the 2S albumin protein.

Keywords: Brazil nut, Antimicrobial peptides, Leishmania amazonensis.
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1. INTRODUCAO

1.1. A castanheira e a castanha-do-para

A castanheira, também conhecida como castanha-do-pard (Bertholletia
excelsa Humb. e Bonpl.), é classificada na botanica como uma angiosperma, da
classe dicotiledénea, da ordem Myrtiflorae, pertencente a familia Lecythidae, género
Bertholletia e espécie Bertholletia excelsa. Esta é considerada a mais famosa
espécie de arvore nativa Amazobnica. Representantes desta espécie sao
consideradas entre as arvores mais antigas do mundo, algumas tiveram a idade
calculada em mais de 1.100 anos (FAO, 1995; ENRIQUEZ et al., 2003). A semente
é vendida internacionalmente, mas sO € coletada em florestas nativas da Amazonia
brasileira, peruana e boliviana (PERES et al., 2003; KAINER et al., 2007; WWF,
2013).

Morfologicamente, € uma arvore de grande porte (Figura 1A e 1B) que chega
a atingir até 60 metros de altura (com essa altura estima-se que a arvore esteja com
idade variando entre 800 e 1.200 anos), e possuir até quatro metros de diametro na
base. Apresenta um tronco reto, muito regular, desde a base da arvore até sua copa.
A castanheira é encontrada em matas de terra firme, muitas vezes formando
agrupamentos, conhecidos como castanhais, onde se encontram associadas a
outras espécies de arvores de grande porte (FERNANDES e ALENCAR, 1993;
LORENZI, 2000).

Os frutos (Figura 1C), conhecidos como ouricos, sdo lenhosos, esféricos,
possuem casca escura, dura e espessa, atingindo entre 10 e 15 centimetros de
diametro, pesando até 1,5 kg e podem conter até 25 castanhas ou sementes (parte
comestivel do fruto e a que utilizamos no nosso trabalho) (Figura 1D). Essa espécie
tem crescimento lento, tendo aos 12 anos a maturacdo de producdo de frutos
(ENRIQUEZ et al., 2003; YANG, 2009).

A castanheira é considerada vulneravel pela Unido Mundial para a Natureza
e no Brasil aparece na lista de espécies ameacadas do Ministério do Meio Ambiente.
A principal causa para o risco de extincdo € o desmatamento. No Brasil, estas
arvores sado derrubadas para a construcdo de estradas e barragens, para
assentamentos de reforma agraria e para a criacdo de gado (LORENZI, 2000). A

madeira desta arvore é moderadamente pesada e com superficie sem brilho e lisa
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ao tato. Por estas qualidades foi usada na construcéo civil, servindo de base para a
construcdo de vigas, ripas, rodapés e molduras. Porém, hoje a sua extracdo é
proibida no Brasil (LORENZI, 2000; LOCATELLI et al., 2006).

A importancia econbmica da castanheira encontra-se na sua semente que
pode ser utilizada na confeccdo de objetos (comércio local), em industrias de
cosmeéticos e € amplamente utilizada na alimentacado (LORENZI, 2000; LOCATELLI
et al., 2006; LIMA et al., 2013). Esta semente oleoginosa € um dos produtos do

agronegogio brasileiro e um dos principais na regio norte (AMAZONIA, 2015).

Figura 1 - Fotos da castanheira Bertholletia excelsa (castanha-do-para) (A e B) e de seus
ouricos abertos e com as sementes em seu interior ainda com casca (C) e sementes
descascadas e semidescascadas (D) (Google imagens).

Nutricionalmente, as sementes da castanheira sdo consideradas uma grande
fonte de nutrientes, onde s&o encontradas proteinas, fibras, vitaminas (B2, B5, A e
C) e minerais como: calcio, magnésio, fosforo, ferro e potassio, e dentre estes se
destaca o selénio. Estas sementes sdo as Unicas com altissima fonte de selénio,
sendo este mineral necessario para o equilibrio da tiredide, fortalecimento do
sistema imunologico e prevencdo de tumores (prostata, figado e pulmdes). A

semente tem sido associada a muitos beneficios para a saude, como por exemplo,
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exibe atividade antioxidante, auxilia a reducéo de colesterol, protecéo contra radicais
livres e possui efeitos antiproliferativos. As castanhas tém alto valor nutritivo
possuindo cerca de 60 - 70% de Oleo e 17% de proteina (YANG, 2009).

Em relacédo a estudos de proteinas e peptideos desta espécie, com excecao
de proteinas de reserva, como as proteinas pertencentes as classes das leguminas
11S, vicilinas 7S e albuminas 2S, informacfes sobre peptideos antimicrobianos
(AMPs, do inglés antimicrobial peptides) desta espécie sao limitadas (YANG, 2009;
SHARMA et al., 2010; ALCOCER et al., 2012).

1.2. Peptideos antimicrobianos

Os AMPs sao encontrados tanto em organismos procariontes quanto em
eucariontes, incluindo microrganismos, artropodes, nematéides, plantas, anfibios,
aves, peixes, mamiferos e humanos (WANG e WANG, 2004; GUANI-GUERRA et
al., 2010; ODINTSOVA e EGOROV, 2012). Estes sao geralmente definidos como
moléculas constituidas por menos de 100 residuos de aminoacidos (massa
molecular inferior a 10 kDa) (PETERS et al., 2010; PASUPULETI et al., 2012),
possuem carga liquida positiva em pH fisiolégico, em parte pela presenca de
multiplos residuos de lisinas e argininas e também apresentam uma parcela de
residuos hidrofobicos o que Ihes conferem carater anfipatico (GIULIANI et al., 2007;
ADADE et al., 2013). Os AMPs séao codificados por genes, formados por pequenos
ribossomos e apresentam L-aminoacidos com configuracao ciclica ou linear (GANZ
e LEHRER, 1999; GIULIANI et al., 2007); diferem de outros AMPs como
garamicinas, streptomicinas e polimixinas, pois estes séo sintetizados por grandes
complexos enzimaticos e apresentam aminoacidos incomuns, em alguns casos na
conformacdo D, e também por terem diferentes tipos de modificagbes, como a
incorporacdo de &cidos graxos, aminoacidos glicosilados e de anéis heterociclicos
(SIEBER e MARAHIEL, 2005; HANCOCK e SAHL, 2006; CHOI et al., 2009).

Como a diversidade dos AMPs é vasta, a classificagdo & complexa. Eles
podem ser caracterizados com base na sua estrutura secundaria em quatro classes
principais: a-hélice (como exemplo: magainina, cecropina e catelicidina), folhas 8
(como exemplo: hepcidina, B-defensina humana), ciclicos (como exemplo: kalata B2)

e peptideos de estrutura estendida (como exemplo: indolicidina), sendo que as duas
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primeiras classes sdo as mais comuns na natureza (HANCOCK e SAHL, 2006;
PETERS et al., 2010) (Figura 2).

A B -
ks
{(Sv
£ '>Q

{ ¥
Catelicidina humana B-defensina 1
LL-37 humana

D
\ =
Kalata B2 Indolicidina

Figura 2 - Representacdo estrutural das principais classes de peptideos de acordo com a
estrutura secundaria, incluindo peptideos com estrutura tridimensional em a-hélice (A), folha-B
(B), ciclicos (C) e estruturas estendidas (D). As pontes dissulfeto estdo representadas por bolas e
0 bastdes (Adaptado de SILVA et al. (2011).

Os AMPs formam um importante e antigo mecanismo de resisténcia inata
fornecendo uma linha rapida e metabolicamente barata de defesa contra patégenos
(EGOROV et al., 2005). A diversidade dos AMPs que vem sendo descrita realga a
importancia destes na imunidade inata (HANCOCK e SAHL, 2006). Em relacdo a
sua expressao, os AMPs podem ser expressos de maneira constitutiva ou induzida
através de infeccdes e/ou estimulos inflamatorios, como por exemplo, injarias e
citocinas pro-inflamatérias (CUNLIFFE e MAHIDA, 2004; HANCOCK e SAHL, 2006).
AMPs sédo denominados antimicrobianos por apresentarem atividade sobre diversos
microrganismos, como virus envelopados, bactérias Gram-positivas e Gram-
negativas, fungos, protozoarios e até mesmo sobre células cancerigenas (THOMAS
et al.,, 2009; YEUNG et al., 2011; AOKI et al., 2012; KHAMIS et al., 2014). Pelos
motivos expostos acima, nos ultimos anos, os AMPs tém sido utilizados como

modelo de estudo, visto que podem servir como modelos para o desenvolvimento de
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nova geracao de drogas e possuem um elevado potencial de aumentar a resisténcia
ao patégeno em culturas (PADOVAN et al., 2010; ODINTSOVA e EGOROV, 2012).

1.2.1. AMPs de plantas

Constantemente as plantas sofrem a acao de fatores fisicos do ambiente, tais
como temperatura, umidade, radiacdo ultravioleta e fatores mecéanicos. Elas também
sdo expostas a uma grande variedade de organismos fitopatogénicos. Ao
analisarmos a interacdo entre planta e patdgeno, enquanto o parasita utiliza uma
série de compostos quimicos para ataque, tais como toxinas e enzimas hidroliticas,
as plantas utilizam como forma de defesa a presenca de barreiras fisicas, como
camadas epiculares, suberizadas, cutinizadas, tecidos epidérmicos lignificados e a
producdo de substancias, como metabdlitos secundarios pertencentes a diversas
classes quimicas como terpenos, alcaldides, compostos fendlicos e proteinas de
defesa como quitinases, lectinas, B-glucanases, inibidores de proteases e AMPs
(YIKE et al., 1999; CASTRO e FONTES, 2005; FRANCO et al., 2006; MORENO e
CLEMENTE, 2008; BENKO-ISEPPON et al., 2010).

Os AMPs de plantas compartiiham uma série de caracteristicas comuns e
gerais dos AMPs descritos no item anterior, tais como um pequeno tamanho (30-100
residuos), carga liquida positiva em pH fisiolégico, uma porcdo elevada de residuos
hidrofébicos (cerca de 30%) e em geral contém um consideravel nimero de residuos
de cisteinas que estabilizam a estrutura proteica através da formacdo de pontes
dissulfeto (HANCOCK e SAHL, 2006; BENKO-ISEPPON et al., 2010).

De acordo com a estrutura primaria dessas moléculas e também com a sua
organizacao tridimensional, estes sdo classificados em varias familias, tais como
tioninas, defensinas, proteinas transportadoras de lipideos (LTPs do inglés, lipid
transfer proteins), esnakinas, peptideos similares a heveina, peptideos similares a
knotina, sheferdinas, MBP-1, Ib-AMP e ciclotideos. Seguem na tabela 1 as principais
caracteristicas dessas familias (GARCIA OLMEDO et al., 2001; ODINTSOVA e
EGOROQV, 2012).
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Tabela 1 — Listagem das familias de AMPs de plantas mostrando suas
caracteristicas principais (tamanho em aminoacidos, numero de pontes

dissulfeto e atividade bioldgica descrita).

Familia Aminoécidos | V. Jd€ pontes Atividade bioldgica
dissulfeto
LTPs 90-95 3-4 Antlbgc,terl_ana e
antifungica
Antibacteriana,
Defensinas 45-54 4 antifangica e inibe a-
amilase
Tioninas 45-47 3-4 Antibacteriana e
antifungica
Snakinas 61-70 4 Antibacteriana e
antifungica
Heveinas 43 4 Antibacteriana (Gram +)
e antifungica
Sheferdinas 28-38 0 Ant|bgc,ter|.ana €
antifungica
Knotina 36-37 3 Antlbacter!apa (_Gram +)
e antifungica
MBP-1 33 5 Antlch,terllana e
antifungica
Ib-AMPS 30 5 Antlbacter!apa (_Gram +)
e antifiungica

Fonte: Adaptado de GARCIA-OLMEDO et al. (2001).

O papel dos AMPs de plantas na defesa tem sido confirmado pela i)
observacdo do aumento da resisténcia de plantas transgénicas que expressam
constitutivamente os AMPs; ii) regulacéo positiva de genes de AMPs em resposta a
infeccdo; iii) localizacdo predominante em camadas de células periféricas e em
tecidos especialmente sensiveis a infecgdo e iv) atividade direta antimicrobiana
observada in vitro (ODINTSOVA e EGOROQV, 2012).

Sabe-se que os AMPs sao produzidos em todos os orgaos (folhas, sementes,
raizes e frutos) de forma constitutiva ou de forma induzida em resposta a infec¢éao

por microrganismos em tecidos vegetativos quando comparamos com o sistema de
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defesa dos animais, os AMPs fornecem uma resposta relativamente rapida contra os
patbgenos e com um custo energético mais baixo comparado com o sistema imune
adaptativo da maioria dos vertebrados (BENKO-ISEPPON et al., 2010).

Dentre as familias citadas, as que mais apresentam trabalhos descritos séo
as tioninas, as defensinas e as LTPs. As tioninas foram inicialmente descritas em
sementes de trigo (Tritticum turgidum) (BALLS et al., 1942). Constituem uma familia
de peptideos basicos (pl> 8,0), ricos em argininas e lisinas, possuem peso molecular
em torno de 5 kDa e possuem muitos residuos contendo enxofre (cisteinas). Sua
estrutura tridimensional é caracterizada por duas cadeias antiparalelas de folhas-p e
duas de a-hélices (BROEKAERT et al., 1997; CASTRO e FONTES, 2005; KIDO et
al., 2010). Estas estdo predominantemente localizadas nos espagos intracelulares,
mas também se encontram no espaco extracelular. Dentre as suas principais
caracteristicas, com excecdo da crambina que nao apresenta atividade
antimicrobiana, destaca-se o seu efeito toxico sobre diferentes organismos, como
bactérias, fungos, leveduras, animais e células vegetais (CASTRO e FONTES, 2005;
BENKO-ISEPPON et al.,, 2010). O mecanismo de acdo estd relacionado a
permeabilizacdo de membrana através da formacdo de poros (ODINTSOVA e
EGOROQV, 2012).

As defensinas sdo a maior familia dos AMPs e a mais estudada (PELEGRINI
e FRANCO, 2005; CARVALHO e GOMES, 2009; STOTZ et al.,, 2009; SUAREZ-
CARMONA et al., 2014). Estas foram primeiramente isoladas de endosperma de
trigo e cevada (Hordeum vulgare) (COLILLA et al., 1990; MENDEZ et al., 1990).
Constituem uma familia identificada por apresentar oito residuos de cisteinas que
formam quatro pontes dissulfeto, as quais ajudam a estabilizar a estrutura
tridimensional. Esses peptideos sao basicos, ricos em residuos de cisteina e
apresentam massa molecular de 5 kDa. A sua estrutura terciaria compreende uma
tripla cadeia antiparalela de folhas-g e uma cadeia de a-hélice (THEVISSEN et al.,
2007; BENKO-ISEPPON et al.,, 2010; CARVALHO e GOMES, 2011). Estas se
localizam principalmente no meio extracelular (CARVALHO e GOMES, 2009). Em
relacdo a atividade antimicrobiana, sdo ativos principalmente contra fungos e em
alguns casos bactérias (YE e NG, 2001) Seu mecanismo de acéo esta relacionado a
interagcbes com a membrana, incluindo, por exemplo, permeabilizacdo da membrana

celular, aumento do efluxo de potassio, do influxo de calcio, alcalinizacdo do meio e
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mudanca no potencial de membranas (AERTS et al., 2007; CARVALHO e GOMES,
2009).

As LTPs foram primeiramente descobertas em batata, a partir da ideia de que
os fosfolipidios eram transportados no meio aquoso celular por alguma molécula
facilitadora devido a sua natureza hidrofébica (CARVALHO e GOMES, 2009). A
atividade antimicrobiana destes peptideos foi descrita em espinafre (KADER, 1997).
As LTPs sao peptideos divididos em duas familias, uma com massa molecular entre
7 kDa (familia dois) e outra com 10 kDa (familia um). Ambas sdo catidnicas e
possuem padrdes conservados de oito residuos de cisteina, formando quatro pontes
dissulfeto. Suas estruturas terciarias compreendem estruturas globulares compactas
formadas por quatro a-hélices (para a familia um) e quatro a-hélices (para a familia
dois) e estabilizadas pelas quatro pontes dissulfeto (CARVALHO e GOMES, 2007,
BENKO-ISEPPON et al., 2010). As LTPs foram, portanto, assim denominadas
devido a sua capacidade para se ligar reversivelmente e transportar as moléculas
hidrofébicas in vitro. Esta caracteristica € dada pela presenca em ambas as familias
de uma cavidade hidrofébica (CARVALHO e GOMES, 2009). Estas se localizam
principalmente no ambiente extracelular (CARVALHO e GOMES, 2007). As LTPs
exibem atividade principalmente contra fungos e bactérias, sendo que em fungos é
reconhecida uma maior atividade biolégica (MOLINA et al., 1993; ZOTTICH et al.,
2011). Seu mecanismo de acdo tem sido relacionado com a permeabilizacdo da
membrana plasméatica (CARVALHO e GOMES, 2007; ODINTSOVA e EGOROV,
2012).

1.2.2. Mecanismo de agéo

O mecanismo exato pelo qual AMPs exercem suas propriedades
antimicrobianas ainda ndo é completamente conhecido, mas sabe-se que devido a
sua natureza cationica e anfipatica, estes podem interagir, por forcas eletrostaticas,
com cargas negativas da parede e/ou das cabecas polares dos fosfolipidios na
membrana (GUANI-GUERRA et al., 2010; BAHAR e REN, 2013). Assim podem
causar em alguns organismos a ruptura da membrana, ja em outros a membrana
ndo se rompe e o AMP pode atravessar a membrana e interagir com alvos
intracelulares (POWERS e HANCOCK, 2003; BROGDEN, 2005; NGUYEN et al.,
2011; AOKI et al., 2012).



1.2.2.1. Agao sobre a membrana

Sabe-se que, mesmo que o alvo dos AMPs seja intracelular, é necessaria
uma interacdo inicial com a membrana celular para o desencadeamento de suas
atividades antimicrobianas (HE et al., 1996; BAHAR e REN, 2013).

Em relagdo ao mecanismo de ruptura da membrana, sabe-se que existem
trés modelos principais: aduela de barril, modelo “tapete” e poro toroidal
(BROGDEN, 2005; GIULIANI et al., 2007; YEUNG et al., 2011; BAHAR e REN,
2013).

¢ No modelo da aduela de barril, o poro na membrana é formado apenas pelos
peptideos, que ficam com suas partes hidrofilicas voltadas para o interior do
poro enquanto suas partes hidrofobicas ficam alinhadas com as caudas dos
fosfolipidios localizados na regido periférica do poro (Figura 3A);

¢ No modelo tapete ocorre a desestruturacdo da membrana plasmética, onde
0s peptideos ficam orientados paralelamente a bicamada lipidica formando
uma camada continua ou “tapete” que pode levar a formacdo de micelas

(Figura 3B);

e No modelo poro toroidal, o interior do poro na membrana € formado pelos
peptideos e pela cabeca polar dos fosfolipidios da membrana que foram
induzidos a formar uma curvatura mais positiva, ambos estdo com a parte

hidrofilica voltada para o poro (Figura 3C);
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Figura 3 - Representacdo esquematica de alguns mecanismos de acdo dos AMPs em relagédo a
interacdo com membranas. (A). Modelo da aduela de barril (B) modelo tapete e (C) poro toroidal
(BAHAR e REN, 2013).

Vale ressaltar que os modelos citados sdo caracteristicos de AMPs com
conformacdo em a-hélice e estabelecidos para interacbes com membranas de
bactérias, porém sao modelos que podem ser utilizados para os demais AMPs por
suas caracteristicas gerais (GIULIANI et al., 2007; TORRENT et al., 2012).

1.2.2.2. Acao sobre alvos intracelulares

Inicialmente acreditava-se que os AMPs causavam a morte celular somente
através da interacdo com a membrana. Porém estudos tém demonstrado que eles
podem matar suas células-alvo sem provocar permeabilizagdo de membrana,
sugerindo a existéncia de outros mecanismos de morte celular (CUDIC e OTVOS
JR, 2002; OTVOS, 2005; MOOKHERJEE et al., 2009; BAHAR e REN, 2013).

Em relacdo aos alvos intracelulares, sabe-se que AMPs se translocam pela
membrana e bloqueiam processos celulares, como inibicdo da sintese de &cidos

nucléicos, da sintese e enovelamento proteico, da atividade enzimética e podem
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causar dano mitocondrial (POWERS e HANCOCK, 2003; BROGDEN, 2005;
NGUYEN et al., 2011; AOKI et al., 2012). Podem inibir a sintese de parede celular
(BRUMFITT et al., 2002) e também aumentar os efeitos no metabolismo e nas vias
bioenergéticas (sintese de adenosina trifosfato [ATP, do inglés adenosine
triphosphate] e potencial eletroquimico) (LUQUE-ORTEGA et al., 2008; WIMLEY,
2010). Por fim, este modo de acdo tem sugerido que os AMPs possuem
mecanismos de captura pela célula alvo, seja por penetracdo local ou endocitose
(MADANI et al., 2011).

1.2.3. Possiveis alternativas terapéuticas

Nos ultimos anos os antibidticos tém sido amplamente utilizados no combate
a doencas, entretanto o uso excessivo destes tem provocado resisténcia por parte
dos microrganismos (BALTZER e BROWN, 2011). O desenvolvimento de novos
antibiéticos € um campo caro e longo, com poucos investimentos das grandes
indastrias farmacéuticas (UPTON et al., 2012). Por isso varios estudos tém sido
feitos em busca de novas fontes terapéuticas, dentre as quais os AMPs tem
recebido destaque consideravel (REDDY et al., 2004; AOKI et al., 2012).

Os AMPs séo considerados uma promissora classe de terapéuticos devido a
uma série de fatores: amplo espectro antimicrobiano; possuem atividade em baixas
doses, matando rapidamente os microrganismos; muitos possuem baixa toxicidade
em células eucaribticas, neutralizam endotoxinas (prevenindo choque séptico),
atuam na inducdo de angiogénese, possuem propriedades imunomoduladoras
(alertam o hospedeiro da acdo do patdégeno e estimulam o sistema de defesa) e
podem atuar sinergisticamente com as classes de antibidticos ja existentes
(ZASLOFF, 2002; GIULIANI et al., 2007; UPTON et al., 2012).

Apesar das diversas caracteristicas citadas acima, as quais tornam os AMPs
atrativos para o desenvolvimento de drogas, ha diversos desafios para a aplicacédo
clinica que precisam ser ultrapassados com base em algumas desvantagens que 0s
AMPs possuem, como por exemplo: o alto custo para producdo sintética
(BOMMARIUS et al., 2010); inativagdo dependente de sal, o que inviabilizaria o uso
em condi¢cdes fisiologicas (soro); susceptibilidade a degradacdo por protedlise
(GIULIANI et al., 2007; SEO et al., 2012); precariedade de estudos feitos sobre
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farmacocinética (MARR et al., 2006) e em relacdo a falta de informacdo sobre
citotoxicidade sobre células de mamiferos (PACOR et al., 2002; MATSUZAKI, 2009).

Acredita-se que devido ao modo de acdo mais comum dos AMPs (aumento
da permeabilidade da membrana), o aparecimento de resisténcia é praticamente
improvavel (HANCOCK e SAHL, 2006; ROSSI et al., 2008). Entretanto, alguns
estudos estdo sendo feitos em relacdo a possivel aquisi¢do de resisténcia dos AMPs
por parte dos microrganismos, como descrito por GIULIANI et al. (2007). Estudos
feitos com bactérias mostraram que estas podem adquirir resisténcia quando
expostas a elevados niveis de AMPs (BADER et al., 2005; MARR et al., 2006;
MARR et al., 2012).

Com o crescente interesse em AMPs, muitas empresas tém demonstrado
interesse em introduzi-los no mercado. Varios deles ja estdo em estudos clinicos. O
primeiro composto desenvolvido foi o acetato de pexigana produzido a partir de
mangainina (um AMP inicialmente isolado da pele do sapo Xenopus laevis), o qual
mostrou 6tima atividade. Porém o sucesso foi limitado e neste caso a agéncia que
regulamenta a liberagdo nos Estados Unidos, Food and Drug Administration, nao
aceitou a aprovacao, alegando que o peptideo ndo é tao eficaz quanto os outros
antibioticos para o tratamento de Ulceras dos pés (KANG et al., 2012).

Varios trabalhos tém descrito a atividade de AMPs sobre protozoéarios
parasitas. Porém ha poucos relatos sobre a atividade biolégica dos AMPs em
relagdo a Leishmania, sendo os poucos AMPs relatados com esta atividade as
dermaseptinas, mangaininas e temporinas (AMPs isolados da pele de sapos),
cecropinas (AMPs isolados de insetos) e gomesinas (AMPs isolados de aranhas)
(ALBEROLA et al., 2004; MANGONI et al., 2005; KULKARNI et al., 2009; PEREZ-
CORDERO et al., 2011).

1.3. Leishmania e leishmaniose

Leishmania é um protozoario parasita intracelular que infecta diversas
espécies de mamiferos, incluindo humanos. Esta espécie pertence a ordem
Kinetoplastida e familia Trypanosomatidae. A transmissdo natural ocorre
principalmente através da picada da fémea do inseto vetor, do género Phlebotomous
no Velho Mundo e Lutzomyia no Novo Mundo (ELMAHALLAWY et al., 2014). E o

parasita também pode ser transmitido através do compartilhamento de seringas no
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uso de drogas (CRUZ et al., 2002), transmissdo congénita (ROSYPAL e LINDSAY,
2005) e por transfusédo sanguinea (OWENS et al., 2001). A caracteristica especifica
desta familia € que possui uma mitocéndria Unica que contém uma regido densa de
DNA chamada cinetoplasto (PASSOS-SILVA et al., 2010; DA SILVA et al., 2013).

1.3.1. Biologia celular da Leishmania

Estes protozodarios sdo parasitas que apresentam duas formas evolutivas
fundamentais: amastigota no hospedeiro vertebrado e promastigota no vetor
(flebétomo). As formas promastigotas sao alongadas, medindode 5a20x 1 a4 um
de comprimento, ja as amastigotas sdo arredondadas e medem entre 2 e 4 ym de
diametro. O formato celular é determinado por um arranjo de microtabulos
subpeliculares, dispostos abaixo da membrana plasmatica de forma longitudinal ao
corpo do parasita. O flagelo esta inserido na bolsa flagelar e obedece a configuracédo
9+2, ou seja, consiste de nove pares de microtubulos na periferia circundando um
par de microtubulos centrais. Além das organelas presentes em todas as células
eucaridticas convencionais, 0s protozoarios do género Leishmania possuem ainda
algumas organelas caracteristicas, como megassomos, acidocalcissomos,
glicossomos e cinetoplasto (VANNIER-SANTOS et al., 2002) (Figura 4A e B).
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Figura 4 - Representacédo estrutural da Leishmania. A — Fotomicrografia por microscopia eletrdnica
de transmissé@o das formas promastigota e amastigota de Leishmania sp. As principais organelas
podem ser observadas, tais como (N) — ndcleo, (K) — cinetoplasto, (P) — bolsa flagelar, (F) — flagelo e
(M) — megassomos (em amastigotas) (VANNIER-SANTOS et al., 2002). B — Representagéo
esquematica das caracteristicas estruturais das formas promastigotas e amastigotas de Leishmania
sp. (adaptada de BESTEIRO et al., 2007).
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1.3.2. Ciclo de vida do parasita

A Leishmania apresenta um ciclo de vida complexo, pois esta adaptada a
viver em dois hospedeiros diferentes (vertebrado e invertebrado) e encontra-se
exposta a diversas condicdes ambientais, como mudancas de temperatura, pH e
disponibilidade do oxigénio (BANULS et al., 2007; BESTEIRO et al., 2007; GOMES
et al., 2011). Apresenta um ciclo digenético, apresentando dois estagios principais:
promastigota extracelular flagelado e amastigota intracelular aflagelado (Figura 4A e
B).

O ciclo celular de Leishmania inicia-se quando os promastigotas pro-ciclicos,
que estdo no intestino médio do mosquito vetor, sofrem diferenciacéo para a forma
infectante metaciclica (Figura 5a); estas sdo injetadas no hospedeiro mamifero
durante a picada do inseto vetor (Figura 5b). Na derme, os promastigotas sdo
rapidamente reconhecidos pelos receptores dos macréfagos do hospedeiro e assim
capturados para o interior da célula hospedeira (Figura 5c). Um vacuolo parasitéforo
é formado em torno do parasita recentemente internalizado, ocorrendo entdo a
diferenciacdo em amastigotas aflagelados (Figura 5d) e estes se unem a lisossomos
dando origem ao fagolisossoma (Figura 5e). A lise dos macréfagos infectados da
origem a formas amastigotas flageladas que infectam outros macréfagos (Figura 5f).
Por fim, os amastigotas podem ser ingeridos pelo inseto (Figura 5g), onde ocorrera a

diferenciacdo em promastigotas proé-ciclicos (Figura 5a) e o ciclo é reiniciado.
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Figura 5 - Representacdo esquemética do ciclo de vida da Leishmania sp. no hospedeiro
vertebrado e no hospedeiro invertebrado (adaptada de VANNIER-SANTOS et al. 2002).

O controle da infeccdo pelo hospedeiro envolve uma série de eventos do
sistema inato e adaptativo que ainda ndo sao bem conhecidos (CHANG et al., 2003;
LIESE et al., 2008; MCGWIRE e SATOSKAR, 2013). As duas formas também se
diferenciam pelas mudancas nas superficies das moléculas, como GP63 e o0s
lipofosfoglicanos (LPG, do ingLés lipophosphoglycan), promovendo uma diferenca na
suscetibilidade das drogas utilizadas para o tratamento de cada tipo de forma do
parasita (MARR et al., 2012). Além disso, a complexidade do ciclo e as diferentes
formas de desenvolvimento sdo determinantes para o sucesso da adaptacéo e do
movimento destes parasitas entre o vetor e hospedeiro vertebrado. Assim, o ciclo de
vida desses protozoarios é caracterizado principalmente por alteracdes na forma da
célula, ciclo celular, metabolismo, revestimento de superficie e replicagédo do DNA e a
expressdo génica (BARRETT et al., 2003; SIMPSON et al., 2004; DA SILVA et al.,
2013).

E importante ressaltar que o homem participa do ciclo de vida da Leishmania
como um hospedeiro acidental, visto que os hospedeiros naturais e reservatorios
deste protozoario sdo os caes e alguns animais silvestres como roedores, marsupiais

e preguicas. Assim as leishmanioses sédo zoonoses, adquiridas eventualmente



17

guando o homem frquenta o ecossistema em que esses organismos vivem (REY,
1992; BANULS et al., 2007).

1.3.3. Leishmaniose

As leishmanioses sdo doencas tropicais consideradas negligenciadas pela
Organizacdo Mundial de Saude. Esta doenca é considerada endémica em 98 paises
que estdo distribuidos nos continentes da Africa, Asia, América do Sul e Central e
sudeste da Europa (CHADBOURNE et al., 2011; ALVAR et al., 2012; BARRETT e
CROFT, 2012; MARR et al.,, 2012). Esta possui diferentes formas clinicas e
apresenta cerca de dois milhdes de casos por ano mundialmente, sendo que 350
milhdes de pessoas vivem em situacao de risco de infeccdo (STUART et al., 2008;
ALVAR et al.,, 2012; MCGWIRE e SATOSKAR, 2013). Assim essa doenca é
considerada uma doenca reemergente e segunda causa de morte entre as infecgbes
parasitarias (CECILIO et al., 2014).

1.3.3.1. Sintomas clinicos

A leishmaniose pode ser causada por 21 espécies de protozodarios sendo
estas responsaveis por trés principais manifestacdes clinicas: cutanea, mucocutanea
e visceral. Cada uma das formas € determinada pela espécie causadora da doenca
e pela susceptibilidade genética do hospedeiro (CUERVO et al., 2010; MCGWIRE e
SATOSKAR, 2013). O protozoéario que escolhemos como padrdo para 0S NOSS0S
estudos é a espécie L. amazonensis, principal causadora da leishmaniose cutanea
difusa da Ameérica do Sul (REITHINGER et al., 2007; SILVEIRA et al., 2009).

A forma cutanea da doenca é uma infeccdo provocada por varias espécies,
sendo as mais conhecidas no Brasil a Leishmania guyanensi, Leishmania braziliense
e Leishmania amazonensis. Esta doenca comeca com Ulceras cutdneas que se
espalham causando uma enorme destruicdo no corpo, especialmente no nariz e na
boca e em cerca de 90% dos casos se curam espontaneamente dentro de 3 a 18
meses. A Ulcera tipica é indolor e costuma localizar-se em areas expostas da pele,
com formato arredondado ou ovalado. As bordas sao bem delimitadas e elevadas
com fundo avermelhado e granulacdes grosseiras. A infeccdo bacteriana associada
pode causar dor local e produzir exsudato seropurulento, que pode recobrir total ou
parcialmente o fundo da ulcera. Na forma difusa da doenca, ocasionada pela L.
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amazonensis, as lesfes nodulares entram em erupcao em varios locais distantes do
local de picada do inseto (DAVID e CRAFT, 2009; MCGWIRE e SATOSKAR, 2013).

1.3.3.2. Tratamento

Tem sido descrito que a eficacia das drogas utilizadas para o tratamento de
leishmaniose é limitada por uma série de fatores, mas especificamente existem quatro
fatores caracteristicos do género Leishmania: a localizacao intracelular do protozoério
(no caso de amastigotas), os diferentes requisitos da farmacocinética que direcionam
a droga para o figado, baco, medula 6ssea, em casos de leishmaniose visceral ou
direcionam para a pele em casos de leishmaniose cutanea, diferengas intrinsecas de
cada espécie de Leishmania em relacdo a sensibilidade as drogas e a influéncia da
supressdo imunoldgica associada a leishmaniose (NATERA et al., 2007; BARRETT e
CROFT, 2012).

O tratamento da leishmaniose, como para as outras patologias causadas por
protozoarios da ordem Kinetoplastida, é baseado em drogas. Estas apresentam, em
alguns casos, sérios efeitos colaterais e estdo se tornando cada vez mais ineficazes
devido ao desenvolvimento de resisténcia (BARRETT e CROFT, 2012;
MOHAPATRA, 2014). O desenvolvimento de uma vacina continua sendo um
propdsito importante, porém ainda é necessaria uma melhor compreensdo da
patogénese e de melhores modelos animais (ALVAR et al., 2012). Existe uma busca
exaustiva por novos medicamentos eficazes para substituir ou complementar
agueles usuais, como antimoniais pentavalentes, anfotericina B e pentamidinas
(ROCHA et al., 2005; MCGWIRE e SATOSKAR, 2013). Nos ultimos anos um dos
compostos que tem sido estudado como agente leishmanicida sdo os AMPs (COBB
e DENNY, 2010; MCGWIRE e KULKARNI, 2010; CHADBOURNE et al., 2011).

Dentre os quesitos que despertam a atencdo dos pesquisadores para 0 uso
de AMPS como agente antileishmania, podem-se destacar a baixa toxicidade nas
células de mamiferos em concentracdes necessarias para a morte do parasita e o
mecanismo de acédo dos AMPs, os quais rompem a membrana, mecanismo diferente
das outras drogas usadas e assim tornando-se uma possivel alternativa terapéutica
para o tratamento da leishmaniose (COBB e DENNY, 2010). Dentre os AMPS ja
descritos com atividade antileishmania podem-se citar. dermaseptinas (AMPs

isolados da pele de sapos), cecropinas (AMPs isolados de insetos), gomesinas
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(AMPs isolados de aranha) e defensinas (AMP isolados de plantas) (ALBEROLA et
al., 2004; PEREZ-CORDERO et al., 2011; SOUZA et al., 2013).

1.3.4. Interacdes entre AMPs-Leishmania

O principal modo de interacdo dos AMPs com a Leishmania é a ruptura da
superficie das membranas dos parasitas. Os AMPs catiénicos sdo atraidos e se
inserem dentro da membrana carregada negativamente do parasita. A
permeabilizacdo provoca lesdes pequenas e grandes na membrana que conduz a
alteracdo do pH intracelular e extracelular, ao descontrole do fluxo de ions dentro e
fora da célula, bem como o transito de moléculas maiores. Alguns AMPs podem
penetrar nas células e provocar um aumento da concentracéo intracelular de Ca®* a
partir de armazenamentos intracelulares dentro do acidocalcissomas, glicossomos e
no reticulo endoplasmaético. Alguns AMPs podem provocar um colapso no potencial
mitocondrial e parar a producdo de ATP, possivelmente, na totalidade ou em parte,
pelo efeito toxico de Ca?" intracelular livie. O ATP também pode ser perdido através
da membrana celular permeabilizada (MCGWIRE e KULKARNI, 2010) (Figura 6).
Adicionalmente, em alguns casos, a interacdo pode estar relacionada com o0s
eventos de sinalizagédo celular intracelular com algum tipo de interagéo alvo-ligante
ou ruptura da membrana (MCGWIRE e KULKARNI, 2010). Outros AMPs podem
penetrar nas células sem disturbios detectaveis na superficie celular (ALBEROLA et
al., 2004; LUQUE-ORTEGA et al., 2008; KULKARNI et al., 2009; PEREZ-CORDERO
et al., 2011; SOUZA et al., 2013). Ainda ndo estd claro com quais estruturas
subcelulares os AMPs podem interagir. Foram relatados exemplos de interagdo com
a mitocondria (FOUND, 2002; LUQUE-ORTEGA et al., 2008; KULKARNI et al.,
2009) e com glicossomos e reticulo endoplasmatico (MORENO e DOCAMPO, 2003).
Em alguns casos os AMPs podem causar a morte do parasita por necrose, apoptose
e autofagia (BERA et al., 2003; KULKARNI et al., 2006; KULKARNI et al., 2009)
(Figura 6).
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Figura 6 - Representacdo esquematica da interacdo do AMP com os parasitas da ordem
Kinetoplastidae . Mostraram 0s possiveis alvos e efeitos como dano na membrana plasmética,
liberacdo de Ca™ de estoques intracelulares, alteragdo do pH intracelular, fluxo de ions pela
membrana, colapso do potencial de membrana, colapso do potencial mitocondrial e paralisacdo da
producdo de ATP (X laranja). AMPs— bolinhas laranja; AC— acidocalcissomas; GLY- glicossomas;
reticulo endoplasmatico— estruturas em camada de roxo; M— mitocondria; cinetoplasto— multiplos
circulos empilhados; N — Nucleo ; adaptado de MCGWIRE e KULKARNI (2010).

Tem sido demonstrado na literatura que a Leishmania apresenta mecanismos
de evasdo do sistema de defesa do hospedeiro, 0os quais tém sido reconhecidos
como potenciais fatores de viruléncia para impedir o sistema de defesa de
macréfagos e consequentemente permitir a sua sobrevivéncia e progressdo no
ambiente hostil do fagolisossomo. Além disso, Leishmania também utiliza esses
mecanismos para impedir a acdo dos AMPS. Dentre esses mecanismos pode-se
citar as proteinas de superficie como o fosfolipidio glicosilinositol, o lipofosfoglicano
e a protease cisteinica GP63 (leishmanolisina), a qual € a mais estudada em relacao
ao mecanismo de evasao dos AMPs (CHANG e MCGWIRE, 2002; KULKARNI et al.,
2006; ISNARD et al., 2012; SOUZA et al., 2013).

1.3.5. Perspectivas do uso terapéutico do AMP sobre Leishmania

A maioria dos estudos feitos com AMPs atuando sobre Leishmania séo
através da utilizacdo das formas promastigotas ao invés da forma amastigota (forma

mais relevante clinicamente). Isso acontece devido ao fato de que os experimentos
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realizados em testes com a forma promastigota sdo muito mais simples de se
realizar. Apesar de serem estudos basicos e essenciais, 0 sucesso terapéutico €
adquirido através dos avancos nos estudos intracelulares e com experimentos in
vivo (MARR et al., 2012).

A compreensdo do modo de acdo do AMP é essencial para o
desenvolvimento de novas drogas, o que pode ser feita uma combinacdo dos
diferentes modos de acdo de AMPs, para a sintese de uma nova droga com
caracteristicas mais desejaveis para provocar a ativacdo do sistema imune do
hospedeiro. Uma das idéias seria realizar a alteracdo estrutural para evitar a
degradacédo pela leishmanolisina ou para aumentar a atragdo com a membrana,
assim aumentando a atividade leishmanicida do AMP sintético (MARR et al., 2012).

Como exposto, a busca por novos agentes com possibilidade de uso
terapéutico para leishmaniose € urgente. Neste cenario se destacam os AMPs.
Adicionalmente por estudos de AMPs em B. excelsa ainda ndo terem sido relatados,
iniciamos este estudo onde em um trabalho prévio (FARDIN, 2013), foram obtidas
fracbes ricas em peptideos extraidos da semente de B. excelsa através da
maceracdo destas em tampéao fosfato. Este extrato bruto foi fracionado em uma
cromatografia de troca ionica DEAE-Sepharose. As fracdes obtidas, R1, R2 e R3
apresentaram peptideos variando de 6 a 10 KDa. Todas estas fragcbes foram
testadas sobre o protozoario L. amazonensis e a fracdo R2 apresentou forte
atividade inibitéria sobre o mesmo. Devido a forte atividade desta fracdo, ela foi
selecionada para outra etapa cromatogréafica (em coluna de fase reversa C18 por
cromatografia liquida de alto desempenho) onde foram obtidas as fracdes H3 e H4,
que também apresentaram peptidoes e atividade inibitéria sobre células de L.
amazonensis (Figura 7). Neste trabalho demos continuidade a purificacdo e a
caracterizacdo dos peptideos contidos na fracdo R2 e também o estudo da sua

atividade biolégica e mecanismo de acdo sobre L. amazonensis.
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Figura 7 - Representacdo esquematica do resumo dos resultados obtidos previamente
(FARDIN, 2013). Os resultados mostrados abrangeram desde a extragdo proteica da semente de
Bertholletia excelsa (castanha-do-para) até a obtencdo de fracBes proteicas e teste delas sobre

células de Leishmania amazonensis.
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2. OBJETIVOS

2.1. Objetivo Geral

O objetivo deste trabalho foi purificar e caracterizar peptideos biologicamente ativos
de sementes de Bertholletia excelsa (castanha-do-para) sobre a forma promastigota

de Leishmania amazonensis, e estudar o seu mecanismo de acao.

2.2. Objetivos Especificos

e Extrair, purificar peptideos biologicamente ativos de sementes de B. excelsa

(castanha-do-para) e analisa-los por eletroforese;

e Caracterizar os peptideos através de sequenciamento de proteinas;

e Monitorar a curva de crescimento de L. amazonensis com determinacdo da
minima concentragdo inibitéria (MIC, do inglés minimal inhibitory concentration) na
presenca dos peptideos obtidos e diferenciar se o efeito inibitério determinado na

MIC sobre L. amazonensis foi microbioestatico ou microbicida;

e |dentificar o possivel mecanismo de acdo dos peptideos com relagdo a
integridade da membrana de células de L. amazonensis, alteracdo nha
funcionalidade mitocondrial, indugdo da producdo enddgena de espécies reativas
de oxigénio e producdo endogena de Oxido nitrico através de estudos de cinética e

microscopia de fluorescéncia;
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3. MATERIAL E METODOS

3.1. Material bioldgico
3.1.1. Obtencédo e manutencdo das sementes

As sementes de Bertholletia excelsa Humboldt e Bonpland (castanha-do-para)
foram obtidas no comércio da cidade de Campos do Goytacazes-RJ, originadas da
Indastria Frutifique e Com. Ltda (Cariacica, ES) e foram mantidas em frascos

fechados a temperatura ambiente até o uso para extracao proteica.

3.1.2. Manutencao da Leishmania amazonensis

A linhagem LV79 de L. amazonensis (no estagio promastigota) utilizada foi
cedida pelo Laboratério de Biologia Celular e Tecidual, da Universidade Estadual do
Norte Fluminense Darcy Ribeiro, em colaboracdo com o prof. Edésio José Tenorio
de Melo. O cultivo foi feito no mesmo laboratério em meio Warren’s suplementado
com 10% de soro fetal bovino e 0,4% de hemina, sendo as células incubadas a 28
°C (estufa DBO, ELETROLAB) com repiques semanais ap6s quatro dias do inicio do

crescimento das células.

3.2. Obtencdo dos peptideos

A extracdo e a purificacdo até a obtencdo das fracdes proteicas foram feitas
como descrito anteriormente em FARDIN (2013). Abaixo segue uma breve descricao

destes procedimentos.

3.2.1. Extracéo proteica em tampao fosfato

O método de extracdo consistiu na trituracdo do cotilédone da semente de B.
excelsa em um processador de alimentos (Mix 3x1, Philips) juntamente com o
tampdao de extracao fosfato (10 mM de Na,HPO4, 15 mM de NaH,PO4-2H,0, 1,5%
de acido etilenodiamino tetra-acético (EDTA, do inglés ethylenediamine tetraacetic
acid), 100 mM de cloreto de potassio, 200 mM de PMSF (do inglés

phenylmethanesulfonyl fluoride) e inibidores de proteases (2 mM de Fluoreto de 4-



25

(2-aminoetil)-benzenosulfonila, 0,3 uM de aprotinina, 130 uM de bestatina, 1 mM de
EDTA, 14 uM de E-64 e 1 uM leupeptina (Protease inhibitor cocktail for general use,
Sigma) e a extracdo ficou sob agitacdo por 2 h a temperatura de 4 °C. Apoés este
processo, a extracdo foi dividida em tubos de centrifuga e colocadas para
centrifugacéo por 15.440 x g a 4 °C por 10 min. O sobrenadante foi aquecido em
banho-maria a 80 °C por 10 min e ap0s 0 aquecimento o sobrenadante foi
novamente centrifugado, nas mesmas condi¢des. Por fim, o sobrenadante foi filtrado
em papel de filtro e liofilizado para entdo ser utilizado em cromatografia de troca
ibnica em DEAE-Sepharose. O método foi adaptado de TERRAS et al. (1992).

3.2.2. Cromatografia de troca ibnica em DEAE-Sepharose

A coluna (3 x 20 cm), preenchida com 30 mL da resina de troca ibnica,
especificamente a de DEAE-Sepharose (troca anidnica), foi empacotada com fluxo
constante de 60 mL/h, e para sua ativacéo foi lavada (sempre com o volume trés
vezes 0 da resina) sequencialmente com &agua destilada, 0,1 M de NaOH,
novamente com agua destilada, 0,1 M de HCI, e por fim equilibrada com tampéao 20
mM de Tris (hydroxymethyl)aminomethane)-HCI, pH 8,0 (tamp&o de equilibrio da
coluna).

A amostra que foi aplicada na coluna foi preparada da seguinte forma: 30 mL
de Tris-HCI 20 mM pH 8,0, foram adicionados para ressuspenséo de 0,5 g do p6 da
amostra liofilizada. Esta solucéo foi centrifugada a 15.440 x g por 10 mina 4 °Ce o
sobrenadante foi aplicado na coluna. Foram coletadas fracdes de 3 mL a um fluxo
constante de 60 mL/h. A amostra foi eluida inicialmente em 20 mM de Tris-HCI, pH
8,0, e a eluicdo da fracdo retida foi feita com um gradiente descontinuo de
molaridade salina, 0,1, 0,2 e 1 M, diluidos em 20 mM de Tris-HCI, pH 8,0. A andlise
da eluicdo das fracbes da cromatografia de troca i6nica foi feita em
espectrofotometro (LGS 53, Bel Photonics) a 220 nm. As fracfes resultantes foram
liofilizadas para analise em gel.

A fragéo eluida com 0,2 M de NaCl corresponde a fracdo R2, fragdo que foi

usada nas demais etapas do trabalho.
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3.2.3. Cromatografia de fase-reversa em sistema de cromatografia liquida de

alta performace (HPLC, do inglés high performance liquid chromatography)

A fracado R2 foi filtrada em filtro de 0,2 ym (Millex-GV, Millipore) e diretamente
injetada na coluna C18 (Shim-pack VP-ODS, Shimadzu), acoplada a uma coluna
guarda C8 (Pelligard, Sigma). A coluna foi inicialmente equilibrada em solugcdo A
(0,1% de TFA [do inglés, trifluoroacetic acid] em agua ultra pura). A corrida foi
desenvolvida com gradiente, onde de 0 a 8 min passou a solucdo A, de 8 a 16 min
passou a concentracao da solucao B (0,1% TFA em 100% de 2-propanol) a 12%, de
16 a 90 min, elevou-se a concentracdo de B a 47%, de 90 a 95 min, elevou a
concentragéo de B a 60% e de 95 min a 100 min, retornou-se a concentragédo de B
para 0%. A eluicdo dos picos foi acompanhada a 220 nm. As fracdes resultantes

foram liofilizadas para anélise em gel.

3.2.4. Eletroforese em gel de poliacrilamida

O processo de purificacdo dos peptideos foi monitorado por eletroforese em
gel de poliacrilamida segundo a metodologia descrita por SCHAGGER e VON
JAGOW (1987) . Foram usadas placas de vidro de 8x10 cm e 7x10 cm e
espacadores de 0,75 mm (Mini protean tetra cell, Bio-Rad). As determinacdes
quantitativas de proteinas foram feitas pelo método de BRADFORD (1976) e acido
bicinconinico, sendo usada a albumina de ovo de galinha (Sigma) como padrdo
proteico. As fracbes proteicas obtidas das cromatografias foram concentradas por
liofilizacdo, ressuspensas em um pequeno volume de agua destilada e submetidas a
eletroforese sob condi¢cdes desnaturantes. A uma aliquota de 10 uL de cada fragéo,
correspondendo a 10 pg/uL de proteina, foram adicionados 4 yL de tampao de
amostra duas vezes concentrado (0,125 M de Tris-HCI pH 8,0, 2,5% de SDS, 0,25%
de azul de bromofenol e 15% de sacarose) e 5% de (3-mercaptoetanol. As amostras
foram entdo aquecidas por 5 min a 90 °C e posteriormente centrifugadas por 15.000
X g por 3 min a temperatura ambiente.

Apbs este procedimento, 15 pL das amostras preparadas foram aplicadas no
gel de concentracdo. A corrida foi feita a uma voltagem constante de 20 V por um
periodo de aproximadamente 16 h. Ap0s o término da corrida, o gel foi

cuidadosamente retirado das placas de vidro e colocado em uma solugéo corante
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(0,1% de Coomassie Brillant Blue R 250, 50% de metanol, 10% de acido acético
glacial em agua destilada) por 2h. Apés esse periodo, o gel foi transferido para uma
solucdo descorante (10% de éacido acético glacial e 30% de metanol em agua
destilada) e mantido até a visualizacdo das bandas de proteina. Foi usado o
marcador de baixa massa molecular composto das seguintes massas moleculares
de proteinas em Da 19.950, 14.440, 10.600, 8.160, 6.210, 3.480 e 2.510 (MW-SDS-
17S, Sigma®).

3.3. Andlise da atividade bioldgica das fracdes proteicas sobre L. amazonensis
3.3.1. Ensaio de toxicidade dos protozodrios - sinergismo

Para verificar uma provavel acéo sinérgiva das fracdes H3 e H4, foi feito um
ensaio utilizando as concentragdes de 45 pg/mL de cada, estas foram liofilizadas e
dissolvidas em 3 uL de dimetil sulféxido (DMSO do inglés dimethyl sulfoxide)
(equivalente a concentracéao final de 1,5%). A esta mistura foram adicionados 97 pL
de meio Warren’s perfazendo 100 pL e este foi esterilizado por filtragem em filtro de
0,22 ym (Millex-GV, Millipore). As células do protozoario foram preparadas do
seguinte modo: uma cultura do protozoario no segundo dia de crescimento teve as
células contadas em cadmara de Neubauer e em microscopio 6ptico (Axioplan, Zeiss)
e ajustadas para 1,5 x 10° células/mL em 100 uL de meio Warren’s. A uma placa de
cultura de células de 96 pocos (NUNC, Nunclein Surface) foram adicionados os 100
ML de meio contendo as fragcbes proteicas e 100 yL de meio contendo o0s
protozoarios, sendo o volume final do ensaio de inibicdo de 200 pL e a placa
incubada a 28 °C. O controle foi feito com meio contendo DMSO na mesma
concentracéo que foi usada para ressuspender as fracdes proteicas. A toxicidade foi
avaliada fazendo contagens em 24 e 48 h das células dos parasitas em camara de
Neubauer e em microscopio optico. Foi feito um grafico em funcédo do nimero de
células e do tempo. Para os demais ensaios de toxicidade utilizou-se a mesma
metodologia, porém cada ensaio foi feito com sua respectiva concentragéo da fragéo

proteica utilizada.
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3.3.2. Determinacéo da concentragcdo minima inibitoria

Este procedimento foi feito com a fracdo R2 e nas mesmas condi¢bes
descritas no item 3.3.1. A menor concentracdo da fracdo R2 que provoca a inibicédo
de mais de 100% das células de Leishmania (RA et al., 2015), determinada pela
contagem de células em camara de Neubauer, foi definida como a minima
concentracdo inibitoria (MIC, do inglés minimal inhibitory concentration). Para isso
células de L. amazonensis foram crescidas na presenca de uma diluicdo seriada das
fracbes proteicas tomando como base a concentracdo de 150 até 37,5 ug/mL
(WIEGAND et al., 2008).

3.3.3. Avaliacdo do mecanismo de acao
3.3.3.1. Andlise da viabilidade celular

Apés a determinacdo da MIC, para avaliar se a fracdo R2, na concentracao
definida como sendo a MIC, foi capaz de eliminar as células de L. amazonensis
(microbicida) ou se foi capaz de inibir a multiplicacdo desses protozoarios
(microbiostatico), as células tratadas com a fracdo R2 foram lavadas em meio
Warren’s e colocadas novamente para crescer no meio Warren’'s a 28 °C. A
quantificacdo das células foi realizada apds o tempo de 24 e 48h e foi realizada com
0 auxilio de uma camara de Neubauer. Este ensaio foi feito do mesmo modo

descrito no item 3.3.1.

3.3.3.2. Cinética e microscopia de fluorescéncia da permeabilizacdo da
membrana plasméatica de L. amazonensis pela fracdo R2

A cinética de permeabilizacdo da membrana de células de L. amazonensis
tratadas com a fracdo R2 foi avaliada através da utilizacdo do corante fluorescente
Sytox green (Molecular Probes, Life Technologies- 900 Da). Este corante possui alta
afinidade por acidos nucléicos, penetrando nas células cuja membrana se encontra
comprometida e ndo atravessando membranas integra. Ao se ligar a &cidos
nucléicos, se torna fluorescente (THEVISSEN et al., 1999; MAKOVITZKI et al.,
2008).
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O ensaio de cinética foi preparado como no item 3.3.1, sendo que junto a
fracdo R2 (na MIC) e nos 200 pL de volume final do ensaio também foram
adicionados 7 pL (concentragéo final de 0,2 uyM) de Sytox Green, em placa de
cultura de células de 96 pocos (Special Optics Plate black with ultra thin clear botton,
Corninng). O intervalo entre a adicdo do corante e a leitura do ensaio foi de
aproximadamente de 5 min e o experimento foi feito em abrigo de luz. A captacdo do
corante foi medida através de fluorescéncia das células marcadas na placa usando
um leitor de microplacas (Chameleon, Hidex) equipado com filtros de emisséo e
excitacdo com comprimentos de onda de 485 e 535, respectivamente. As leituras
foram feitas a cada 2 min por 2 h (VAN DER WEERDEN et al., 2010), utilizando um
filtro com variacdo de 465-535 de emissdo e 405-564 de excitacdo. O controle foi
feito com a adicdo do corante e DMSo, porém sem a fracdo R2.

Para andlises dessas células por microscopia, apos este periodo de 2 h, uma
aliquota da cultura de 30 pL foi adicionada sobre uma laminula tratada com 0,1% de
poli-L-lisina (preparada com a poli-L-lisina 24 h antes do teste), e deixada incubada
por 10 min para a fixacdo das células. ApdGs este periodo a laminula foi vertida sobre
a lamina e observada no microscépio Optico equipado com filtros de excitacdo e
emissdo maxima de 490 e 500 nm, respectivamente.

Para todas as andlises de microscopia de fluorescéncia foi usado o
microscopio Axioplan (Zeiss) acoplado a camera Olympus DP72 e para visualizagao
das imagens foi utilizado o programa Soft Imaging System Cell. Todas as imagens

de fluorescéncia foram captadas com o mesmo tempo de exposi¢ao.

3.3.3.3. Cinética e microscopia de fluorescéncia da alteracdo na funcéao

mitocondrial de L. amazonensis pela fragdo R2

A funcionalidade mitocondrial em células de L. amazonensis tratadas com a
fragcdo R2 foi feito como descrito no item 3.3.3.2, com a seguinte diferenga: foi
avaliada através da utilizacdo do corante fluorescente Rodamina 123 (Sigma®). A
Rodamina € um fluorocromo com carga positiva em pH fisiolégico que marca
seletivamente mitocondrias de células com atividade funcional normal (O'CONNOR
et al., 1988). Utilizou-se 10 yL de solugédo de uso da Rodamina 123 (estoque: 50
mg/mL, diluida em etanol e de uso: 10 yg/mL diluida em meio Warren’s). Os filtros
de excitacdo e emissao de 506 e 530 nm, respectivamente.
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3.3.3.4. Cinética e microscopia de fluorescéncia da inducdo da producédo

endégena de ROS em L. amazonensis pela fracdo R2

A inducdo da producdo enddgena de ROS em células de L. amazonensis
tratadas com a fracdo R2 foi analisada como descrito no item 3.3.3.2, com a
seguinte diferenca: foi utilizado o corante fluorescente 2,7 diclorofluoresceina
diacetato na concentracdo final de 200 uM, segundo metodologia descrita por Aerts
et al., (2007) com algumas modificacbes. Este corante € um composto estavel, ndo
fluorescente, lipofilico que facilmente atravessa a membrana das células. As ROS

produzidas oxidam este corante, o qual emite fluorescéncia.

3.3.3.5. Cinética e microscopia de fluorescéncia da inducdo da producéo

enddgena de 6xido nitrico em células de L. amazonensis

A inducdo da producdo enddgena de NO em células de L. amazonensis
tratadas com a fracdo R2 foi analisada como descrito no item 3.3.3.2, com a
seguinte diferenca: foi usado o corante fluorescente 3-amino, 4 aminometil-2’,7’-
difluorofluoresceina diacetato a concentragdo final de 8 uM, segundo metodologia

descrita por AERTS et al. (2007) com algumas modificagdes.

3.4. Caracterizacdo dos peptideos
3.4.1. Sequenciamento de proteinas

3.4.1.1. Preparo de amostras e condi¢cdes de corrida

Para o sequenciamento, as proteinas da fragdo H3, obtidas da cromatografia
de fase reversa, foram primeiramente desnaturadas com 6 M de cloreto de
guanidina contendo tampéo 0,1 M de Tris-HCI pH 8,0. Depois da redu¢do com 5 mM
de dithiothreitol (GE Healthcare, Life Sciences) por 1h a 50 °C, a amostra foi
incubada com 10 pL de iodoacetamida por 1h a 50 °C e os produtos foram
separados por HPLC (coluna C18) como descrito no item 3.2.3. Como padréo da
desnaturacao, foi inicialmente cromatografada a mesma fragdo sem passar pelo
processo de reducdo e alquilacdo, nas mesmas condicbes em que foi

cromatografada a amostra reduzida e alquilada. Apés a cromatografia, as amostras
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foram submetidas a eletroforese descontinua em gel de tricina (item 3.3.1) com as
seguintes diferencas. O gel precisou ser montado 24h antes do uso. Antes da
amostra ter sido aplicada no gel foi feita uma pré-corrida, de 45 min a 8 mA, sendo
gue neste caso o tampao catodo continha 5 UM de glutationa reduzida. Apos a pré-
corrida o tampdao catodo foi trocado por um novo, desta vez, além de conter 5 uM de
glutationa reduzida, continha também 0,1 mM de tioglicolato de sodio; e assim a

amostra foi aplicada. Foi feito um gel espelho para ser corado com Coomassie.

3.4.1.2. Eletrotransferéncia para membrana de polivinilidenodifluoreto

A eletrotransferéncia foi realizada segundo metodologia descrita por TOWBIN
et al. (1979). Ao término da corrida, o gel foi retirado das placas e imerso em tampéao
de transferéncia (glicina 182 mM, Tris 25 mM e metanol 20%) por 20 min. De forma
semelhante, a membrana de polivinilidenofluoreto (PVDF, do inglés polyvinylidene
difluoride, IMMOBILON) (cortada nas mesmas dimensdes do gel) foi imersa por 3
segundos em metanol 100%, imersa em agua para retirar o excesso de metanol e,
entdo, imersa no tampdo de transferéncia por 20 min. Passado este tempo, as
proteinas do gel foram eletrotransferidas para a membrana de PVDF. Para a
eletrotransferéncia foi utilizada a seguinte metodologia: sobre a célula de
transferéncia foi montado um “sanduiche” composto respectivamente de oito folhas
de papel de filtro (previamente embebidas em tampado de transferéncia), a
membrana, o gel e mais uma camada de oito folhas, embebidas em tampédo de
transferéncia. Uma vez montado o “sanduiche”, a célula de transferéncia foi fechada,
e sobre ela aplicada uma corrente constante de 1 mA/cm? de membrana por 2h, no
sentido gel-membrana. Apds a transferéncia, o “sanduiche” foi cuidadosamente
desfeito, a membrana submetida a coloragéo reversivel com Ponceau S (0,1%), para
determinacdo do sucesso da transferéncia e a banda de interesse recortada da
membrana. Em seguida, esta foi lavada em agua destilada (para que fosse retirado
0 excesso de corante), seca a temperatura ambiente e submetida ao

seguenciamento.
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3.4.1.3. Determinacédo da sequéncia de aminoacidos

Foi empregada a metodologia introduzida e desenvolvida por feito em um
sequenciador automatico de proteinas (PPSQ-23A, Shimadzu). Este é um processo
ciclico de trés etapas, onde residuos de aminoacidos séo clivados um a um, a cada
ciclo, a partir do N-terminal da proteina como derivados feniltioidantoina. A primeira
etapa do ciclo é o acoplamento do fenilisotiocianato com residuos N-terminal; a
segunda, a clivagem do residuo N-terminal via ciclizacdo em meio acido; a terceira,
a conversdo do derivativo tiozolinona formando um derivativo mais estavel, a
tioidantoina, a qual pode ser identificada por cromatografia (ALLEN JR, 1987).

Acidos de PTH-aminoéacidos foram detectados a 269 nm apds separacio
numa coluna C18 de fase inversa (4,6 x 2,5 mm) em condi¢cdes isocraticas, de
acordo com as instru¢cdes do fabricante. As sequéncias foram comparadas com
sequéncias em bancos de dados relatados de aminoacidos e foram apresentados
para o alinhamento automatico utilizando o sistema de busca NCBI-BLAST.

3.4.2. Ensaio de inibigao da atividade da enzima a-amilase salivar humana

O ensaio de atividade enzimatica da a-amilase foi realizado de acordo com o
método de BERNFELD (1955). A mistura de reacdo para a determinacdo da
atividade enzimatica foi feita em agua a 37 °C por 15 min usando 1% de amido
(Sigma) como substrato e a a-amilase salivar humana. As amostras foram retiradas
do banho e apdés o resfriamento foram adicionados 200 pL da solu¢cdo DNS (4,5% de
hidréxido de sddio, 1% de 3,5-acido dinitrosalicilico, 45 g de tartarato duplo de sédio
e potassio, 2g de fenol cristalino). As amostras do ensaio foram entédo fervidas por 5
min e 200 pL de a&gua foram adicionas a cada amostra. A hidrélise do substrato pela
enzima foi determinada apos leitura da absorbancia a 540 nm no espectrofotdmetro
(LGSS53, BEL Photonic). Apds o ensaio, uma unidade de a-amilase foi definida como
uma variacao de 0,1 de ABS a 540 nm por 15 min de reacéo.

Para o ensaio de inibicdo da atividade a-amiladsica foi feito o mesmo
procedimento, sendo que foi feito um pré tratamento de a-amilase por 15 min a 37
°C com diferentes concentragbes da fracdo R2 (150, 75 e 37,5 pg/mL) em um
volume final de 50 pL. Apdés esse periodo foram adicionados 12,5 L de solucéo de

amido 1% e novamente as amostras foram incubadas em banho-maria a 37 °C por
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15 min. Os experimentos foram realizados em triplicata e foi calculado o desvio

padrao para cada experimento.

3.4.3. Eletroforese em gel de poliacrilamida na auséncia de B-mercaptotanol

Para determinar se as proteinas da fracdo R2 eram subunidades de proteina
maior, foi feito um gel de eletroforese como descrito no item 3.2.4, sendo que no
preparo de amostra, esta foi misturada ao tampéo de amostra no qual foi omitido o
uso de B-mercaptoetanol e adicionalmente esta amostra ndo foi aquecida. Como
controle foi adicionado no gel uma amostra da fracdo R2 tratada com @3-

mercaptoetanol e aquecida. Este experimento foi feito trés vezes com n=1 cada.

3.4.4. Eletroforese bidimensional (2D-PAGE)

O perfil proteico foi avaliado por eletroforese bidimensional seguindo as
recomendacdes do fabricante e de acordo com as metodologias descritas por
O'FARRELL (1975), e BJELLQVIST et al. (1982) e GORG et al. (1999).

No preparo da amostra, a fracdo R2 em pd (concentracdo de 50 ug) foi
ressuspendida em 125 pL de tampao de reidratacdo e adicionou-se 0,7 pL de
tampdo IPG. Esta foi entdo submetida a um processo de focalizagdo isoelétrica.
Primeiramente, as proteinas foram separadas pelo ponto isoelétrico em fitas de 7
cm, com pH variando entre 3 e 10. Para isso, aplicou-se a amostra numa canaleta.
Em seguida, as fitas foram colocadas em contato com as amostras e cobertas com
6leo mineral (1,0 mL). A re-hidratagcao ocorreu junto com o processo de focalizacéo,
feito no sistema focalizador Ettan IPG phor 3 (GE Healthcare) por 24h a temperatura
ambiente. Neste sistema aplicou-se o seguinte programa: (1) 200 V até 200 Vh, (2)
500 V até 1000 Vh, (3) 10000 V até 2000 Vh, (4) 4000 V até 01:00 HH:MM, (5) 8000
V ATE 30000 Vh e 100V até 10:00 HH:mm. No final da execucdo do programa, a
linha de azul de bromofenol tinha atingido o final da fita. Foram acumulados 36.700
Vh no total de 24h. Apos a focalizagdo, as fitas foram equilibradas com 25 mg de
ditiotreitol (DTT, do inglés dithiothreitol) dissolvidas em uma solucdo de equilibrio,
sob leve agitacdo por 15 min e depois usando a mesma solucéo, entretanto o DTT

foi substituido por 62,5 mg de iodoacetamida, também sob agitacéo, durante 15 min.
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Para a separagdo na segunda dimenséo, isto é, por massa molecular, cada
fita foi cuidadosamente inserida sobre um gel de poliacrilamida, onde também foi
inserido um pedaco de papel de filtro contendo 15 pL do marcador de baixa massa
molecular. A seguir, foi aplicada uma solucédo aquecida de agarose para fixar a fita e
0 papel com o padrdo de proteinas e evitar bolhas entre eles e o gel de
poliacrilamida. A segunda separagéao foi realizada aplicando-se 20 V e 400 mA. Por
fim o gel foi corado e descorado como relatado no item 3.2.4. Este experimento foi

feito trés vezes com n=1 cada.
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4. RESULTADOS

Esta dissertacdo é continuacdo do trabalho de FARDIN, 2013. Assim o0s
resultados prévios mostrados na figura 7 indicam o que foi feito anteriormente e de

onde este projeto se inicia.

4.1. Atividade sobre L. amazonensis

Nosso resultado anterior (FARDIN, 2013) mostrou que a fracdo R2, na
concentracédo de 150 pg/mL, inibia completamente a proliferacdo das células de L.
amazonensis in vitro. Adicionalmente as fracdes separadas, derivadas da fracdo R2,
chamadas de H3 e H4, n&o apresentaram este efeito de inibicdo total (FARDIN,
2013). A partir deste resultado, sugerimos que estas fracGes, derivadas da fracao
R2, agiam em conjunto para inibir totalmente a proliferacdo de L. amazonensis in
vitro. Para verificarmos esta hipétese, inicialmente foi feito um ensaio de sinergismo
com as fracdes H3 e H4. Neste ensaio foram usados 45 pg/mL de cada fracéo, o
gue da uma concentracdo final de 90 pg/mL. No trabalho prévio, haviamos usado
150 pg/mL da fracdo R2 e foi obtido 100% de inibicdo da proliferacao do protozoéario.
Na figura 7 observamos que o grau de inibicdo obtido com as fracbes H3 e H4
separadas, passou de 44 e 58%, respectivamente, no tempo de 48h (FARDIN, 2013)
para 97,7% quando as fracbes H3 e H4 encontravam-se reunidas (figura 8), no
mesmo tempo. Apesar de ndo termos usados a mesma concentracdo da fracdo R2
(150 pg/mL), devido a dificuldade de acumular as fracGes separadas, percebemos
que as duas fracbes reunidas quase alcancaram a inibicdo de 100%, portanto

concluimos com este ensaio que as fra¢cdes agiam em sinergismo.
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Figura 8 - Ensaio de sinergismo das fracfes H3 e H4 obtidas a partir da fracdo R2 de sementes
de castanha-do-para em cromatografia de fase reversa em sistema HPLC sobre Leishmania
amazonensis. Acima da barra do teste sdo mostrados os valores percentuais de inibicdo do
crescimento dos protozoarios em relagdo ao seu respectivo controle. Concentragdo de 90 pyg/mL (H3
+ H4), sendo 45 ug/mL de cada fragdo. NUmero de células iniciais: 1,4x10° células/mL. Experimento
feito apenas uma vez.

A partir deste resultado, escolhemos por trabalhar com a fracdo anterior que
provocava 100% de inibicdo da proliferacdo celular, a fragdo R2. Assim foi realizada
a determinacdo da minima concentracdo inibitoria (MIC) da fracdo R2 sobre L.
amazonensis. Para tal foi feito uma curva utilizando as concentracdes de 150, 75 e
37,5 pg/mL. O ponto de 150 pg/mL, como foi visto em FARDIN (2013), apresentou
100% de inibicdo da proliferacao celular e foi o Unico ponto em que obtivemos este
resultado maximo de inibicdo, observado desde o tempo de 24 h. Portanto, foi

adotado como MIC, dentro das condi¢des testadas, o valor de 150 pg/mL (Figura 9).
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Figura 9 - Ensaio de avaliacdo da minima concentracdo inibitéria da fracdo R2 sobre
Leishmania amazonensis. Acima da barra do teste sdo mostrados os valores percentuais de
inibicdo do crescimento dos protozoarios em relacdo ao seu respectivo controle. Namero de células
iniciais: 1,5x10° células/mL. Experimento feito com n=1.

4.2. Mecanismo de acao

Apbés a determinacdo da MIC (150 pg/mL) foi feito um teste para a
determinacdo da viabilidade celular com o intuito de determinarmos se o efeito
inibitorio era causado por morte celular ou pela inibicdo do crescimento celular. Na
figura 10 foi observado que existe um pequeno retorno da viabilidade celular,
caracterizado por 4,7% e 8,7% de retorno do crescimento celular para os tempos de
24 e 48 h, respectivamente.
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Figura 10 - Ensaio de avaliacdo da viabilidade celular de Leishmania amazonensis tratadas
com a fracdo R2 na concentracdo de 150 pg/mL. Acima da barra do teste sdo mostrados os
valores percentuais de inibicdo do crescimento dos protozoarios em relacdo ao seu respectivo
controle. Nimero de células iniciais: 1,5x10° células/mL. Experimento feito com n=1..

A partir da determinacédo da MIC da fracdo R2, comecamos a investigar o seu
possivel mecanismo de acao sobre as células dos protozoarios, sendo analisada a
permeabilidade de membrana, funcionalidade mitocondrial e inducdo enddgena de
espécies reativas de oxigénio e nitrogénio. Inicialmente foi feita uma avaliacdo da
cinética desses mecanismos e posteriormente as células foram analisadas por
microscopia de fluorescéncia.

Na figura 11 observamos o grafico da cinética da permeabilizacdo da
membrana e da funcionalidade mitocondrial. O grafico mostra que a permeabilizagédo
se inicia com aproximadamente 8 min da interacdo das células com a fracdo R2 e a
partir deste momento a fluorescéncia aumenta até, aparentemente, os 60 min onde
parece atingir um platd. A funcionalidade mitocondrial apresenta o mesmo perfil da

permeabilizacdo de membrana, porém ha um estimulo da mitocondria, indicada pelo
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aumento da fluorescéncia, que se inicia um pouco antes, aos 6 min da interacéo
inicial e € mais intenso do que a permeabilizacdo, e também aos 60 min parece
atingir um platé.

Na figura 12 observamos o grafico da cinética da inducdo de ROS e NO.
Ambos apresentam o mesmo perfil da permeabilizacdo de membrana e
funcionalidade mitocondrial. Ambos se iniciam aproximadamente ap6s 9 min de
interacdo e seguem sobrepostos até os 120 min, sendo que aparentemente aos 60

min parecem atingir um plato.
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Figura 11- Ensaio de cinética da permeabilizacdo de membrana e da alteracdo da
funcionalidade mitocondrial em células de Leishmania amazonensis . Estas foram incubadas na
presenca de 150 pg/mL da fragdo R2. A fracdo R2 foi adicionada as células de L. amazonensis e
imediatamente iniciaram as leituras a cada 2 min por um periodo total de 120 min.
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Figura 12 -Ensaio de cinética da producdo de espécies reativas de oxigénio e éxido nitrico em
células de Leishmania amazonensis. Estas foram incubadas na presenca de 150 pg/mL da fracéo
R2. A frac@o R2 foi adicionada as células de L. amazonensis e imediatamente se iniciou as leituras a
cada 2 min por um periodo total de 120 min.

Apés a realizacdo dos testes de cinética, as células provenientes destes
ensaios foram visualizadas por microscopia de fluorescéncia. Corroborando com os
dados mostrados na figura 11 e 12 foi observado que algumas células do tratado
ficaram fluorescentes, indicando que a membrana do parasita sofreu algum dano

permitindo dessa forma a entrada do corante nas células (Figura 13).
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Figura 13 - Fotomicrografia por microscopia de fluorescéncia das células da Leishmania
amazonensis tratadas com Sytox green ao final do ensaio de cinética na presenca de 150 pg/mL

da fracdo R2.

Em relacédo ao teste de funcionalidade mitocondrial (com rodamina 123),
pode-se observar na figura 14 que as células tratadas apresentaram aumento na
marcagao do corante quando comparadas ao controle, corroborando com os dados

obtidos pela cinética e indicando alguma alteracédo na funcionalidade mitocondrial.
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Figura 14 - Fotomicrografia por microscopia de fluorescéncia das células de Leishmania
amazonensis tratadas com Rhodamina 123 ao final do ensaio de cinética na presenca de 150
pg/mL da fracdo R2.

Em relacdo ao teste de inducdo de ROS (com 2,7 diclorofluoresceina
diacetato), pode-se observar na figura 15 que as células tratadas apresentaram
aumento na marcacdo do corante quando comparadas ao controle. Indicando

aumento na producao de ROS.
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Figura 15 - Fotomicrografia em microscopia de fluorescéncia das celulas de Leishmania
amazonensis tratadas com 2,7’ diclorofluoresceina diacetato para detec¢ao de ROS ao final do
ensaio de cinética na presenca de 150 pg/mL da fragdo R2.

Em relacdo ao teste de indugcdo de NO (com 3-amino, 4 aminometil-2’,7’-
difluorofluoresceina diacetato), pode-se observar na figura 16 que as células
tratadas apresentaram marcacdo do corante quando comparadas ao controle.

Indicando producédo de NO.
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Figura 16. Fotomicrografia em microscopia de fluorescéncia das células de Leishmania
amazonensis tratadas com 3-amino, 4 aminometil-2’,7’-difluorofluoresceina diacetato para
detecgcdo de NO ao final do ensaio de cinética na presenga de 150 pg/mL da fracdo R2.

4.3. Caracterizacao peptidica

Paralelamente aos testes de atividade biologica, a partir do resultado de
sinergismo, iniciamos 0s experimentos para caracterizar peptideos que compunham
as fracbes H3 e H4, tal que a fracdo H3 foi escolhida para sequenciamento por ser
recuperada do processo de purificagdo em maior quantidade. Esta foi inicialmente
aplicada em uma coluna C18 acoplada a uma coluna guarda C8 por sistema HPLC,
sem utilizar a metodologia de reducao e alquilagdo (para rompimento das pontes
dissulfeto), para servir de um padrdo da reducdo e da alquilacdo. Na figura 17
observa-se o cromatograma obtido desta cromatografia por sistema HPLC, na qual
foi visualizada a fracdo NR, uma fragdo né&o retida (NR) e uma fragéo retida (H3*) e
eluida de acordo com um gradiente de propanol, sendo esta composta de um anico

pico.
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Figura 17 - Cromatograma da fragcdo H3* em coluna de fase reversa C18 por sistema HPLC sem
passar pelo processo de reducéo e alquilagdo. A coluna estava equilibrada em solucéo TFA 0,1%,
e o gradiente foi feito com concentracdes crescentes de propanol (linha obliqua). NR - fragdo néo
retida, H3*- fracdo retida e eluida em gradiente de propanol. A fracdo H3* apresentou um pico
majoritario com tempo de retencédo de aproximadamente 58 min. O padréo de eluicdo dos peptideos

foi monitorado a 220+4 nm.

Na figura 18 observa-se o cromatograma obtido quando foi aplicada a fracao
H3* apds ter sido alquilada e reduzida, sendo utilizada a mesma coluna e 0 mesmo
método. Com este tratamento obtivemos trés fracdes, uma fracdo néo retida (NR) e
duas fracdes retidas e eluidas com um gradiente de propanol, denominadas Al e
A2. Este resultado indica que a proteina da fragdo H3*, que apresentou um unico
pico sem o tratamento de redugcdo e alquilagdo (Figura 17), possui duas
subunidades ligadas por pontes dissulfeto que foram separadas com o tratamento

de reducéo e alquilagéo.
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Figura 18 - Cromatograma da fracdo H3*, ap6s reducdo e alquilagdo, em coluna de fase reversa
C18 por sistema HPLC. A coluna estava equilibrada em solucdo TFA 0,1%, e o gradiente foi feito
com concentracdes crescentes de propanol (linha obliqua). NR - fracdo néo retida, A1 e A2- fragbes
retidas e eluidas em gradiente de propanol. A fragdo H3*, reduzida e alquilada, resultou em dois picos
majoritarios com tempos de retencdo de aproximadamente 53 e 58 min. O padrdo de eluicdo dos
peptideos foi monitorado a 220+4 nm.

Na figura 19 observou-se a eletroforese descontinua em gel de poliacrilamida
das amostras obtidas da cromatografia de fase reversa das amostras provenientes
do tratamento com a alquilagdo e redugcdo das pontes dissulfeto assim como da
fragcdo controle. A fragdo Al apresentou uma banda no valor de aproximadamente 7
kDa e a fracdo A2 apresentou banda com aproximadamente 12 kDa. A fracdo H3*,
gue serviu de controle do tratamento de reducdo e alquilagdo, apresentou as duas
bandas na mesma raia. Este resultado indica que a proteina da amostra H3* é

composta por pelo menos duas subunidades.
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Figura 19 - Visualizacéo eletroforética das fragcbes H3*, Al e A2 obtidas apds cromatografia de
fase reversa em coluna C18 em sistema HPLC, utilizando a metodologia de reducédo e
alquilagcao. H3* - fracdo retida e eluida com gradiente de propanol da cromatografia de fase reversa
e nado submetida a reducédo e alquilacdo. A1 e A2 - fracBes retidas e eluidas com gradiente de
propanol da cromatografia de fase reversa oriundo do H3* submetido ao método de reducdo e
alquilagédo. M, marcador de baixa massa molecular indicada em kDa. Gel corado com Coomassie.

Essas bandas, submetidas ao processo de redugdo e alquilagdo (Al e A2),
foram submetidas ao processo de sequenciamento por degradacdo de Edman. Para
a banda Al ndo obtivemos resultado no sequenciamento. JA a banda A2 foi
parcialmente sequenciada e foram obtidos seus nove aminoacidos iniciais (Figura
20). Tal sequéncia, quando comparada em banco de dados de proteinas,
apresentou baixa similaridade com a familia das albuminas 2S. Outras tentativas de
sequenciamento foram feitas, porém nao obtivemos resposta positiva do
experimento. Deste modo a caracterizagcdo desta proteina como sendo uma

albumina 2S foi inconclusiva.



48

16,6
14,4

SMQPMLRST
10,8

6,2

Figura 20 - Sequéncia da banda A2 proveniente do processo de reducdo e alquilagdo. M,
marcador de baixa massa molecular indicada em kDa. Gel corado com Coomassie.

Visto que as fragdes H3 e H4 atuaram de maneira mais intensa quando em
sinergismo e devido a dificuldade de obtencéo das fracdes H3 e H4, escolhemos por
utilizar a frag@o de origem, R2, para os demais ensaios.

A partir da sequéncia obtida, foram feitos experimentos para que
pudéssemos comprovar que a fragdo R2 continha a albuminas 2S. Assim, foi
realizado um teste da avaliacdo da atividade inibitoria da fragdo R2 sobre a enzima
a-amilase salivar humana. No grafico da figura 21 é observada uma reducdo da

atividade da enzima quando utilizada a fracdo R2 como inibidor.
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Figura 21 - Visualizacéo gréfica do ensaio da inibi¢cdo da atividade da enzima a-amilase salivar
humana quando na presenca de diferentes concentra¢gdes da fragcdo R2. Experimento feito em
triplicata.

Outro experimento realizado para comprovacdo da presenca de uma
albumina 2S foi um gel de poliacrilamida contendo a fragado R2 sem a adigao do (3-
mercaptoetanol e sem aquecimento. Como a albumina 2S € caracterizada pela
presenca de duas subcadeias unidas por pontes dissulfeto, acreditamos que como a
fracdo R2 nao teve suas pontes dissulfeto rompidas, as duas subunidades se uniram
e originaram uma unica banda proteica. Como mostrado no gel, a fracdo R2 néo
tratada com [(-mercaptoetanol e sem aquecimento apresentou uma Unica banda

proteica (Figura 22).
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Figura 22 - Visualizacdao eletroforética da fracido R2 na presenca e auséncia de -
mercaptoetanol. B-, fracdo R2 sem tratamento com [(-mercaptoetanol e aquecimento antes da
aplicagdo no gel. B+, fracdo R2 com adicdo do 3-mercaptoetanol e com aquecimento. M, marcador de
baixa massa molecular indicada em kDa. Gel corado com Coomassie.

Por fim, analisamos a complexidade da amostra R2 em gel de poliacrilamida
bidimensional (Figura 23). Esta amostra apresentou um perfil proteico com proteinas
com pl acidos e basicos. Pode ser visto na imagem do gel que na regido de
aproximadamente 6 kDa e outra com aproximadamente 10 kDa, duas faixas foram

visualizadas, respectivamente. Este resultado pode indicar a presenca de isoformas

de proteinas.
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Figura 23 - Visualizacdo eletroforética do perfil proteico da fracdo R2 em eletroforese
bidimensional. Gel corado por Coomassie. M - Marcador de baixa massa molecular.
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5. DISCUSSAO

5.1. Atividade biolégica sobre protozoario

Inicialmente, as duas fracdes obtidas da cromatografia de fase reversa (H3 e
H4) por FARDIN (2013) tiveram, no presente trabalho, suas atividades testadas em
conjunto, para verificarmos se elas agiam em sinergismo sobre a L. amazonensis. O
resultado obtido foi de aumento da atividade inibitéria quando houve a associacao
das duas fracdes. Na literatura alguns trabalhos relatam o sinergismo entre AMPs,
nos quais é analisada a acédo sinergética de peptideos com o poder de reduzir a MIC
de cada peptideo na presenca do outro (YAN e HANCOCK, 2001). Em um estudo
realizado por YAN e HANCOCK (2001) foi demonstrado que os AMPs indolicina
bovina e protegrina de porco tiveram sua MIC reduzida quatro vezes quando 0s
AMPs foram utilizados em associacdo contra bactérias. Sabe-se que a alta
concentracdo de um AMP pode provocar toxicidade no hospedeiro podendo esta ser
evitada usando os AMPs em associacdo. Essa associacdo de dois AMPs pode
também ser importante para a reducdo de uma possivel resisténcia a ser adquirida
pelo microrganismo (FENG et al., 2014). Entdo nossos dados assumem que a
cooperacao das fracbes proteicas, H3 e H4, foi importante para o aumento da
inibicdo sobre as células de L. amazonensis.

A partir do resultado obtido do sinergismo, resolvemos retornar a utilizagdo da
fracdo R2 que apresentou a inibicao total da proliferacdo celular. Esta fracdo teve
sua MIC determinada e além da determinacdo da MIC, buscamos esclarecer se o
efeito inibitério da fracdo R2 foi devido a inibicdo da proliferacéo celular ou devido a
morte celular. Assim foi realizado um teste de viabilidade celular por contagem de
células em camara de Neubauer. Os resultados do presente estudo demonstraram
ter havido um pequeno retorno do crescimento, no entanto, determinou-se que o
efeito da fragcdo R2 é leishmanicida. Essa conclusdo foi baseada nos seguintes
parametros. Inicialmente foi visualizada a reducdo do numero de células de L.
amazonensis de 1,5x10° células/mL, nimero de células inicial do ensaio no tempo
de O h, para zero ja para o tempo de 24 h nas culturas tratadas com a fracdo R2 a
150 pg/mL para a determinacdo da MIC (Figura 9). Este resultado indica que as
células presentes no meio foram eliminadas. Este resultado corrobora com os

resultados de um estudo feito por SOUZA et al. (2013), no qual foram utilizadas
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células de L. amazonensis tratadas com defensinas de Vigna unguiculata (feijao-de-
corda) e o crescimeno celular foi analisado em uma curva temporal entre 0, 8, 16, 24
e 32 h. Estes autores observaram que houve uma eliminacao de 33,3% das células
do protozoarios do tempo de 0 h para 8 h. Com estes dados estes autores sugeriram
gue a quantidade de defensinas de V. unguculata usada no ensaio de 100 pg/mL
ndo foi suficiente para eliminar todas as células. Desta forma comparando com
nosso trabalho, percebemos que o retorno do crescimento ocorreu devido ao fato de
nao utilizarmos a concentracao letal da fracdo R2 e sim a MIC.

Adicionalmente, outro parametro que também pode ter contribuido para este
retorno no crescimento é uma caracteristica intrinseca do método de contagem que
tem um limite de deteccdo, ndo sendo este que ndo € adequado para culturas com
baixa densidade celular (MADIGAN et al., 2010). Neste sentido, quando
determinamos a MIC, ndo fomos, pelo método em questdo, capazes de determinar
se ainda havia células presentes na cultura ou ndo, porque provavelemnte se havia
células no meio, estas estavam abaixo do limite de deteccdo da técnica. Apesar do
meétodo por contagem em camara de Neubauer ser muito utilizado, ndo € possivel
contar todos os parasitas viaveis presentes no meio. Outros autores usaram outros
métodos para determinacdo da viabilidade celular como MARINHO et al. (2014).
Este autor realizou o teste de viabilidade das células do protozoario através do
corante Resazurin qgue mediu se as células estavam metabolicamente ativas quando
na presenca de um inibidor de calpainas e através da reducao da fluorescéncia das
células tratadas com o inibidor foi concluido que o efeito foi leishmanicida.

Adicionalmente, outra hipétese para poder explicar este retorno do
crescimento das células de Leishmania pode ser dada através de mecanismos que
ajudam as células a minimizar a acdo dos AMPs. Leishmania produz um glicocalice
aniénico, conhecido como LPG, que se localiza na superficie da membrana e serve
como barreira para impedir a entrada de AMPs (TORRENT et al., 2012; EGGIMANN
et al., 2015). mostrou que o LPG é conhecido por modular a expressdo do AMP no
mosquito, vetor da Leishmania, assim ajudando na sobrevivéncia destes parasitas.
Outro fator que pode ajudar a Leishmania a minimizar a acdo de AMPs é a
metaloprotease leishmanolisina (GP63). Foi reportado que a GP63 inativa
proteolicamente AMPs e com isso impede a morte celular por apoptose induzida por

AMP (KULKARNI et al., 2006). Um estudo mostrou que uma cepa mutante de



54

Leishmania que ndo possui esta enzima se tornou mais suscetivel a acdo dos AMPs
a-defensins e criptidina-4 (KULKARNI et al., 2006).

5.2. Mecanismo de acao

Em relacdo ao mecanismo de acdo, os AMPs podem atuar na
permeabilizacdo da membrana provocando alteragdo da porosidade, como
consequéncia podem agir sobre alvos intracelulares e/ou podem gerar a ruptura da
mesma (THEVISSEN et al., 2007; LI et al., 2012).

Na tentativa de descobrir a possivel causa da inibicdo do crescimento das
células de L. amazonensis pela fracdo R2, o presente estudo mostra através do
teste de cinética que a partir, aproximadamente, do décimo minuto da incubacéao dos
protozoarios, a fragcdo R2 foi capaz de causar permeabilizacdo da membrana de L.
amazonensis (figura 11). Uma das consequéncias da permeabilizacdo de membrana
€ o rapido colapso do potencial de membrana, o qual pode estar relacionado com a
atividade inibitoria da proliferacédo celular. Além disso, acredita-se que a alteracao da
permeabilidade esteja correlacionada com a reducéo dos niveis de ATP intracelular,
com o desbalanco dos ions de Na* e K* e, com o aumento do Sytox green no meio
intracelular, refletindo na perturbacdo da membrana (MANGONI et al., 2005). Em
contrapartida, a baixa marcagdo do corante visualizada por microscopia pode estar
relacionada com o baixo tempo de exposicdo (120 min), visto que FARDIN (2013),
verificou que no tempo de 24 h, ocorreu uma alta marcacao do corante. De acordo
com LEQUIN et al. (2006), quando aumentou-se o tempo de exposicdo do AMP
sobre determinado  microrganismo, a permeabilizacgdo da membrana
consequentemente aumenta também. Por fim, a maioria dos estudos de AMPs em
células de Leishmania, mostram que o principal mecanismo de acédo é a atuacao
sobre a membrana e a perda da integridade da mesma (CHICHARRO et al., 2001;
MANGONI et al., 2005; LUQUE-ORTEGA et al., 2008).

Ao analisar o mecanismo de permeabilizacdo de membrana, € conhecido que
vérias alteragbes ocorrem como consequéncia dessa permeabilizacdo, como por
exemplo, a alteracdo das bombas de ATP e consequente alteragdo funcional da
mitocondria das células. Em FARDIN (2013), quando as células de L. amazonensis
foram tratadas com uma frac&do proteica da semente B. excelsa, ocorreu no tempo

de 24 h, além da permeabilizacdo de membrana, houve uma reducdo da atividade
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mitocondrial. J& no presente estudo, a atividade mitocondrial teve um aumento
bastante considerado, o qual teve inicio em 10 min e se prolongou por 2 h de
duracédo do ensaio. Deste modo nao foi possivel determinar em qual tempo a funcéo
mitocondrial sofre diminuicdo. Acredita-se que esta diferenca da atividade
mitocondrial de 10 min a 2 h seja pelo tempo de exposicéo das células ter sido muito
menor que o tempo mostrado por FARDIN (2013), com isso, podemos sugerir que a
célula estava tentando repor o equilibrio eletroquimico perdido quando houve adicao
da fracdo R2. GUERRERO et al. (2004) mostraram que células de L. danovani
tratadas com mangaininas tiveram a funcionalidade da mitocondria afetada. Essa
alteracdo foi relacionada com a despolarizacdo da membrana e com isso as
ATPases ficaram ativadas para tentar recuperar a polarizacdo e com isso, a célula
sofreu um desequilibrio quimico do gasto de ATP.

Com relacdo a morte do parasita pela presenca dos AMPs, sabe-se que
diferentes tipos de AMPs podem provocar a apoptose das células de Leishmania
através de um massivo transporte de calcio das organelas citoplasmaticas como o0s
acidocalcissomos e glicossomos para o0 citoplasma, assim gerando toxicidade
mitocondrial. No entanto, é importante ressaltar que nem todo desequilibrio quimico
e perturbacdo na membrana provocam danos a mitocondria. Em BERROCAL-LOBO
et al. (2009) percebeu-se que houve manutencdo do potencial eletroquimico
mitocondrial durante o tempo estudado, pelo menos durante o intervalo em que
ocorre a queda de ATP, descartando assim a acéo inibitéria das tioninas sobre a
mitocondria.

A partir do processo de permeabilizacdo da membrana e consequente
alteracdo da funcdo mitocondrial, outros processos de alteracbes celulares sao
desencadeados como forma da célula tentar retomar a sua atividade normal. Em
HELMERHORST et al. (2001), o AMP histatina provocou a morte da levedura
Candida abicans mediado pela acdo mitocondrial, foi provado que esta acao
promoveu a geracdo de ROS e a subsequentemente morte celular, devido a
oxidacdo de macromoléculas celulares e perda da integridade celular.

No nosso trabalho, a fracdo R2 provocou producéo de ROS, o que pode estar
relacionado com um desequilibrio da atividade pro-oxidante e anti-oxidante
(JAMIESON, 1998). Estudos descrevem a mitocéndria como principal fonte de ROS,
de modo que estas moléculas sdo geradas por processos de reducao de oxigénio,
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como por exemplo, durante a cadeia transportadora de elétrons (JEZEK e
HLAVATA, 2005; KOWALTOWSKI et al., 2009). Nossos resultados corroboram com
estes dados, visto que ao analisar os graficos de cinética da producédo de ROS e da
atividade mitocondrial (figura 11 e 12), ocorre um estimulo de ROS logo apés o
estimulo mitocondrial. E esse aumento da producdo de ROS promove
subsequentemente a morte celular por oxidacdo das macromoléculas e perda da
integridade celular (VEERMAN et al., 2004). J& é conhecido que ROS sdo moléculas
que aparecem nos momentos iniciais do processo apoptético. Estudos tém
demonstrado que o aumento de ROS no meio pode ser tOxico aos organismos,
levando a destruicdo de varios tipos celulares através de vias apoptoticas (AERTS et
al., 2007; MAIESE et al., 2010; VRIENS et al., 2014). Dados da literatura corroboram
com esse efeito da producdo de ROS por AMPs. Em HWANG et al. (2011) foi visto
que um peptideo semelhante a tionina, isolado de besouro, também mostrou
capacidade de aumentar o nivel de ROS endbégeno em células de C. albicans
(HWANG et al., 2011). Porém estudos sobre a producdo dessas moléculas a partir
da esposicdo de células de Leishmania a AMPs ainda sao pouco descritos. Em
SARDAR et al. (2013), um AMP extraido do epitélio intestinal de inseto, teve seu
mecanismo de acdo avaliado pelo aumento da producdo de ROS em células de L.
danovani.

Outra via de estresse oxidativo para a indu¢do da morte celular é a producédo
de NO. Estudos indicaram que o NO possui diversas funcdes bioldgicas, dentre elas
a morte de patégenos. Nosso estudo mostrou o aumento da producdo de NO
através da marcacdo do corante especifico (FIGURA 12), o qual também ocorreu
aproximadamente aos 9 min, como na inducdo de ROS. Acredita-se que seja pelo
mesmo motivo discutido anteriormente. Estudos mostram a producdo dessas
espécies quando a célula se encontra em situacdo de defesa. RIBEIRO et al. (2012)
mostraram que um inibidor de tripsina de 6 kDa, denominado CaTl, isolado de
sementes Capsicum annuum, foi capaz de causar a inducdo de NO nas células das
leveduras Saccharomyces cerevisiae, Candida tropicalis, C. albicans e
Kluyveromices marxiannus. Porém em células de Leishmania essa produgédo de NO
por AMPs é ainda pouco conhecida.

Sabe-se que as doencas causadas por parasitas representam uma ameagca

para a saude humana. Apesar do desenvolvimento de diferentes farmacos com a
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finalidade de erradicar essas doengas, um que seja totalmente eficaz ainda nao foi
descoberto. Com isso, os AMPs tém sido visualizados como ferramentas
terapéuticas alternativas para o controle destas doencas, principalmente devido ao
seu amplo espectro de acdo (MARR et al., 2012). No entanto, mais pesquisas
precisam ser feitas, para que seja possivel um melhor entendimento do mecanismo
de acdo desses peptideos, especificamente, em relacdo aos seus alvos

intracelulares.

5.3. Caracterizagao proteica

A partir do teste de sinergismo com as fragdes H3 e H4, iniciou-se 0 processo
de caracterizacdo dessas fracdes. Apesar da sequencia de aminoacidos obtida ter
sido pequena, conseguimos verificar uma baixa homologia com albuminas 2S.
Estas sdo o maior grupo de proteinas de reserva de sementes, tanto em plantas
monocotileddneas quanto em plantas dicotiledoneas. Sao depositadas nos corpos
proteicos das sementes em desenvolvimento e séo utilizadas como fontes de
nutrientes (aminoacidos e esqueletos carbdnicos) durante a germinacdo e
crescimento do embrido (AGIZZIO et al., 2006; MORENO e CLEMENTE, 2008). Vale
ressaltar que em MORENO et al. (2004) ocorre a caracterizacdo de albuminas 2s
presente em sementes de castanha-do-para.

Em MORENO et al. (2004), foi observado que um pico da fracdo nativa da
albuminas 2S deu origem a dois picos quando a fracdo foi submetida a um processo
de reducdo, sugerindo o rompimento de suas pontes dissulfeto foram rompidas.
Quando comparamos com nosso trabalho, os perfis cromatograficos foram
semelhantes. Além disso, sabe-se que a utilizacdo de uma coluna de fase reversa
em sistema de HPLC é capaz de separar as duas subunidades dessa proteina
(AMPE et al., 1986).

Diante dessas informacdes, foram feitos testes para comprovar a possivel
presenca da albumina 2S. Esta proteina, pertencente a superfamilia das prolaminas,
tem como uma das suas atividades bioldgicas possiveis a atividade inibitéria da
enzima a-amilase salivar humana (NASCIMENTO et al.,, 2011). A partir desta
informacéo realizamos um teste de atividade da fracdo R2, no qual obtivemos
resultado positivo de inibigdo da enzima a-amilase salivar. Em NASCIMENTO et al.,

2011, avaliaram a atividade inibitéria de a-amilase salivar de insetos por albuminas
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2S de Ricinus communis, observando que estas proteinas se mostraram fortes
inibidores quando comparados com inibidores de outras fontes, como inidores
encontrados em insetos e mamiferos (PAYAN, 2004; PRIYA et al., 2010).

Além da fracdo R2 apresentar atividade sobre a enzima a-amilase salivar, foi
feito um gel de poliacrilamida no qual a fracdo R2 nao foi submetida ao aquecimento
e ndo foi adicionado o reagente B-mercaptoetanol, ambos responsaveis por
degradar ligacdes quimicas, como as pontes dissulfeto. As albuminas 2S séo
caracterizadas pela presenca de oito residuos de cisteinas conservados que formam
quatro pontes dissulfeto, duas intercadeia e duas intracadeia das subunidades
maiores (ERICSON et al., 1986; NEUMANN et al., 1996; MORENO e CLEMENTE,
2008; TOMAR et al., 2014). Em MORENO et al. (2004), as albuminas 2S, quando
em condicbes ndo reduzidas, apresentaram apenas 1 banda proteica, de
aproximadamente 12 KDa. Quando passadas pelo processo de reducédo, as pontes
dissulfeto foram rompidas e assim a proteina passou a apresentar duas
subunidades, de aproximadamente 9 KDa e 3 KDa (MORENO et al., 2004).

Estudos descrevem que essas proteinas sdo produzidas por uma familia
multigénica, sendo possivel em uma mesma semente a presenca de diversas
isoformas da proteina, dificultando assim o processo de purificacdo (MURTAGH et
al., 2003; MILLS et al., 2004). Para tentar determinar a complexidade da amostra
nos realizamos um gel bidimensional. Nele conseguimos observar a presenca de
diversas proteinas que apresentam a mesma massa molecular, porém com pls
diferentes. Possivelmente s&o isoformas de albuminas 2S. Em SHARMA et al.
(2010) foi observado que as isoformas de albuminas 2S possuem massas
moleculares similares, porém diferentes cargas elétricas. Em MORENO et al. (2004)
foi observado que as albuminas 2S possuem no minimo sete isoformas com
variacdo de pl. Assim conseguimos concluir, com estes resultados, que

possivelmente a fracdo R2 contém isoformas de albuminas 2S.
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6. CONCLUSAO

e As fracbes H3 e H4 tiveram sua atividade aumentada quando houve a
atuacdo em cooperacdo, assim concluiu-se o sinergismo entre as fracdes. Por
este motivo foi determinado o retorno da utilizagéo da fracdo R2 para os demais

testes;

e A fracdo R2 teve seu MIC determinado em 150 pg/mL e o seu efeito inibitorio

foi caracterizado como leishmanicida;

e Em relacdo ao mecanismo de acdo, a fracdo R2 causou alteracdo na
permeabilizacdo da membrana, aumento da atividade mitocondrial e aumento da

producdo de ROS e NO em células de L. amazonensis;

e A caracterizacdo dos peptideos da fracdo R2 foi indicativa da presenca de
isoformas de albuminas 2S visto que houve parcial homologia da sequéncia,
atividade inibitéria da enzima a-amilase comparavel com outras albuminas 2S e

seu perfil eletroforético € caracteristico aos observados para tal familia de

proteinas.
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