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RESUMO

BARCELQOS, D.H.F. Avaliacéo do potencial leishmanicida de bacteriocinas. 2018.
78f. Dissertacdo de Mestrado em Biotecnologia, Programa de Pds-Graduagdo em

Biotecnologia, UFES, Espirito Santo. Brasil

As leishmanioses sdo um grave problema de saude publica no Brasil e no mundo,
com 12 milhdes de pessoas infectadas. Os tratamentos disponiveis embora eficientes,
apresentam problemas como toxicidade, alto custo ou resisténcia pelo parasito. As
bacteriocinas sdo peptideos antimicrobianos produzidos no ribossomo por diversas
bactérias. Sua acdo de inibicdo in vitro j4 foi testada contra fungos, bactérias e
protozoarios, sendo por isso consideradas como uma substancia de grande potencial
biotecnoldgico. O presente trabalho teve por objetivo avaliar a capacidade anti-
leishmania das bacteriocinas A53; C55 e Nisina e da (substancia inibitoria do tipo
bacteriocina) BLIS P16, contra as espécies de Leishmania infantum e Leishmania
amazonensis. Os resultados de ICso para L. amazonensis foram de: A53-24,78 pg/mL;
C55-75,49 pg/mL e Nisina-3191 pg/mL. Ja para o tratamento contra promastigotas de
L. infantum foi observado I1Cso de: A53-12,57 pg/mL; C55-44,31 pg/mL. Nisina-317,2
pg/mL e P16- 2,9 pg/mL. O tratamento contra amastigotas de L. infantum se mostrou
mais eficiente que contra as formas promastigotas, apresentando um ICso de 2,17
pg/mL para A53 e de 1,76 pg/mL para P16. Também foi avaliado a acéo citotoxica de
A53 e P16 sobre macrofagos da linhagem J774A.1, apresentando respectivamente
ICsode 9,75 pg/mL e de 6,6 pg/mL. Para se avaliar a interagdo entre a A53 e a P16
com a membrana externa de promastigotas de L. infantum foi realizada microscopia
eletrbnica de varredura, a qual demostrou que as substancias testadas possuem a
capacidade de alterar a morfologia externa do parasita. Foram realizados
experimentos para se avaliar a capacidade do tratamento com P16 sobe a inducdo do
estresse oxidativo em promastigotas de L. infantum. Foi verificado a capacidade de
estimular apoptose nas formas promastigotas, bem como um estimulo a
superproducdo de espécies reativas de oxigénio (ROS) e uma interferéncia na
progressdo do ciclo celular. Os dados do presente trabalho demonstram que as
bacteriocinas sdo promissoras para testes que visem o desenvolvimento de novas
drogas contra as leishamanioses.

Palavras-chave: Tratamento. Peptideos antimicrobianos. Leishmanioses



ABSTRACT

BARCELOS, D.H.F. Evaluation of the leishmanicidal potential of bacteriocins.
2018. 78f. Thesis of Master in Biotechnology - Postgraduation Biotechnological

Programm, UFES, Espirito Santo. Brazil.

Leishmaniasis is a serious public health problem in Brazil and worldwide, with 12
million people infected. Available but efficient treatments present problems such as
toxicity, high cost or parasite resistance. Bacteria are antimicrobial peptides produced
in the ribosome by various bacteria. Its in vitro inhibition action has already been tested
against fungi, bacteria and protozoa and, therefore, is considered as a substance with
great biotechnological potential. The objective of this study was to evaluate the anti-
leishmania capacity of bacteriocins A53; C55 and Nisin and BLIS P16, against the
species of Leishmania infantum and Leishmania amazonensis. The results of 1Cso for
L. amazonensis were: A53 — 24,78 ug/mL; C55- 75,49 yg/ml and Nisin - 3191 ug/mL.
Already for the treatment against promastigotes of L. infantum ICso of: A53 — 12,57
pMg/mL; C55 — 44,31 ug/mL. Nisin- 317,2 yg/mL and P16 - 2,9 pg/mL. Treatment
against amastigotes of L. infantum was more efficient than against promastigotes, with
an ICso of 2,17 ug/mL for A53 and 1,76 pg/mL for P16. The cytotoxic action of A53 and
P16 on macrophages of the J774A.1 lineage was also evaluated, presenting
respectively 1Cso of 9.75 yg/mL and 6.6 ug/mL. To evaluate the interaction between
A53 and P16 with the external membrane of L. infantum promastigotes, scanning
electron microscopy was performed, which demonstrated that the tested substances
have the capacity to alter the external morphology of the parasite. Experiments were
performed to evaluate the ability of P16 treatment to induce oxidative stress in
promastigotes of L. infantum. The ability to stimulate apoptosis in promastigote forms
has been verified, as well as a stimulus for overproduction of reactive oxygen species
(ROS) and interference in cell cycle progression. The data of the present study
demonstrate that the bacteriocins are promising for tests aimed at the development of

new drugs against leishmaniasis.

Keywords: Treatment. Antimicrobial peptides. Leishmaniasis
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1 INTRODUCAO

1.1 Aspectos gerais das leishmanioses

As leishmanioses sdao um grupo de doencas tropicais e subtropicais, que podem ser
causadas por mais de 20 espécies de parasitas intracelulares obrigatorios, do género
Leishmania sp. Os mesmos séo transmitidos a humanos e outros animais mamiferos,
por meio de picadas de insetos dipteros, fémeas, dos géneros Lutzomyia sp.
(continente americano) e Phlebotomus sp. (continente europeu, asiatico e africano)
(CHOLEWINSKI; DERDA; HADAS, 2015). Elas s&do consideradas como
negligenciadas, pois a maioria dos casos de infeccdo ocorre em paises pobres,
principalmente em funcéo da falta de saneamento, que contribui para a multiplicacéo
dos vetores, moradias irregulares perto de matas ou falta de politicas publicas que
visam trata-las em seu estégio inicial (WAITE et al., 2016).

Ha relatos de leishmanioses em 98 paises situados em quatro continentes (América,
Africa, Europa e Asia), afetando em torno de 12 milhdes de pessoas, sendo estimado
o surgimento de 1,6 milhdes de casos por ano, que quando néo tratados com o devido
cuidado, levam a morte (RODRIGUES et al., 2015).

As leishmanioses séo consideradas pela Organizacdo Mundial da Saude (OMS) uma
das doencas mais importantes que acometem o mundo, devido a sua grande
distribuicdo geografica, abrangendo quatro continentes, onde se encontram uma
grande parcela da populagcdo mundial. Essas doencas comumente ocorrem em
regides pobres, de paises em desenvolvimento, atingindo assim pessoas que hao
dispde de poder financeiro para arcar com os altos custos dos tratamentos, sendo
esse um fator relevante para o pouco investimento em medicamentos para 0 seu
tratamento, por parte das industrias farmacéuticas, levando a mesma a ser uma

doenca considerada como negligenciada (PIGOTT et al., 2014).
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1.2 Breve Historico das Leishmanioses

1.2.1 Leishmaniose Visceral (LV)

A leishmaniose visceral foi descrita inicialmente na Grécia, no ano de 1835, sendo
antes denominada “ponos”, em razao da figura mitolégica grega de mesmo nome,
responsavel por representar o esforco e a fadiga (CHANIOTIS; TSELENTIS, 1994).

Em 1900, o médico britanico William Leishman estava servindo as forcas armadas
britanicas na india, quando notou a presenca de protozoarios durante a andlise
microscoépica do bago de um soldado que havia morrido da febre “Dum Dum”. As
anotacdes de Leishman foram publicadas em 1903, semanas depois, o0 médico
Charles Donovan publicou suas anotacfes sobre ter encontrado 0os mesmos
parasitas, conhecidos como “corpos de leishman”, em uma crianga, correlacionando
esse parasita como causador do “Kala-azar” (BAILEY; BISHOP, 1959).

No Brasil, o primeiro caso de Leishmaniose Visceral foi relatado por Migone em 1913,
encontrado em um paciente da cidade de Boa Esperanca, Mato Grosso. Os estudos
sobre a distribuicdo geografia da Leishmaniose no Brasil, come¢aram em 1934, com
o médico patologista Henrique Penna, que analisou laminas de pacientes mortos por
febre amarela e constatou 41 casos positivos para leishmaniose (COSTA et al., 1995).

Em 1937 Evandro Chagas descreveu o parasita responsavel pelos casos de LV que
ocorriam no novo mundo, chamando esse parasita de Leishmania chagasi. Com o
desenvolvimento de técnicas moleculares de identificagdo do DNA, foi possivel se
observar que as sequéncias do mesmo, encontradas em L. chagasi e em L. infantum
eram as mesmas, isso fez com gque ocorresse uma reclassificacdo desses parasitas,
sendo considerados como uma UuUnica espécie e atualmente conhecida como
Leishmania infantum (SILVEIRA et al., 2016).
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1.2.2 Leishmaniose Tegumentar (LT)

A leishmaniose tegumentar (LT) é um conjunto de doencgas infecciosas, cronicas e
nao contagiosas, que pode ocorrer em hospedeiros vertebrados em vérias regides do
mundo, através da picada da fémea do flebétomo vetor. No continente americano ela

€ conhecida como leishmaniose tegumentar americana (LTA) (BRASIL, 2014a).

Ha registros de LTA acometendo o homem desde a antiguidade. Escavacdes
arqueologicas realizadas nas Américas encontraram estruturas de ceramicas da era
pré-colombina, datadas de 400 a 900 anos d.C., nas quais haviam desenhos de
mutilacbes nos labios e nariz com caracteristicas que hoje consideramos parte da
leishmaniose mucocutanea. Estudos nessas mesmas areas encontraram mumias que
apresentavam lesdes caracteristicas de LTA (BASANO; CAMARGO, 2004).

No Brasil, a primeira referéncia a LT data de 1827, citada no livro “Antiguidad de la
Syfilis en el Peru”, onde o Frei Dom Hipdlito Sanches de Fayas y Quiros faz relatos de
visualizacdes de lesdes caracteristicas de LT, durante suas viagens pela selva
amazonica. Em 1855, Cerqueira identificou lesbes de pele, a qual chamou de botao
de Biskra, porém a confirmacdo de que a origem desse tipo de lesdo esta associada
a LT sé veio em 1909, por Lindenberg, que localizou formas de Leishmania idénticas
a Leishmania tropica, responsavel pela LT cutanea no velho mundo. Gaspar Vianna
identificou diferencgas entre a Leishmania encontrada no Brasil e a Leishmania tropica,
por isso a denominou de Leishmania braziliensis (VALE; FURTADO, 2005).

1.3 Ciclo de vida do parasita

O ciclo de vida do parasita responsavel por causar leishmaniose € um ciclo
heteroxénico, ocorrendo em dois hospedeiros diferentes, uma no trato digestivo de
fleb6tomos do género Lutzomyia e Phlebotomus e a outra em animais vertebrados

como céaes, roedores e marsupiais (SARAIVA et al., 2010).

A primeira fase no intestino médio da fémea de flebotomineo infectada, &
caracterizada pelo parasita se apresentar na forma promastigota, possuindo flagelo.
(GOSSAGE; ROGERS; BATES, 2003). O parasita se adere a parede do intestino do

fleb6tomo vetor, dando assim inicio a sua multiplicag&o por diviséo binaria. O proximo
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passo no desenvolvimento da Leishmania sp. é sua transformacdo em promastigota

metaciclica, em que a mesma é capaz de infectar células (KWEIDER et al., 1989).

Durante as modificacdes morfoldégicas que o parasita sofre na fase em que se
encontra no fleb6tomo vetor, é vélido ressaltar a modificacdo de duas importantes
moléculas extracelulares que apresentam funcdes de viruléncia, lipofosfoglicano
(LPG) e a glicoproteina 63, sendo as mesmas de fundamental importancia para a
metaclicogénese, um processo no qual o protozoéario de Leishmania sp. passa, no

interior do fleb6tomo vetor, com o objetivo de se transformar em sua forma infectante.

A forma prociclica se adere no intestino do vetor, onde ira sofrer uma série de
modificacdes, entre elas a mudanca do lipofosfoglicano (LPG), um glicoconjugado
presenta na membana do protozoério que tem sua funcdo na interacdo entre parasita-
hospedeiro. A variacdo na composicao das cadeias laterais do LPG é diferente entre
as espécies de Leishmania. O LPG é um dos fatores principais para determinar a
relacdo insetor vetor — Leishmania, sendo responsavel pela aderéncia do protozoario
no epitélio do intestino médio do vetor, evitando assim sua eliminacdo (SACKS;
PERKINS, 1984).

Apos a entrada da Leishmania sp. no vertebrado tem inicio a segunda fase, em que a
mesma € fagocitada por células do sistema fagocitario, como macréfagos e
neutroéfilos, onde ira estabelecer a infeccdo. Ja no interior das células, o parasita
sofrerA uma mudanca para a forma amastigota, que nado possui flagelo livre
(ALCOLEA et al., 2010). Apés a entrada nas células fagocitarias ocorre & multiplicagao
intensa dos parasitas por divisdo binaria, o que acarreta na lise celular e a
consequente dispersdo de varios parasitas para 0 meio extracelular, onde séo
novamente fagdcitados, conseguindo dessa forma se reproduzir em grande escala no
organismo do hospedeiro. O ciclo se completa com a picada do fleb6tomo, que ingere
células infectadas com amastigotas e em seu intestino voltam a ser promastigotas

(CARLSEN et al., 2015) (Figura 1).
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Figura 1: Ciclo bioldgico heteroxénico de protozoarios do género Leishmania sp. Adaptado
de (CDC, 2013)

1.4 Epidemiologia das leishmanioses

1.4.1 Leishmaniose Visceral (LV)

Leishmaniose Visceral acomete aproximadamente, de 200 a 300 mil pessoas todos
0s anos, levando a morte cerca de 50 mil infectados por ano (IMAMURA et al., 2016).
Predominantemente, 90% dos casos de LV no mundo, ocorrem em seis paises: india,
Bangladesh, Sudéao, Sudao do Sul, Eti6pia e Brasil (SINGH et al., 2016) (Figura 2).

De 11 paises presentes no continente americano onde ja foram relatados casos de
LV, o Brasil detém a maior quantidade de registros, correspondendo a 90% dos casos.
Esses dados correspondem a uma alta taxa de mortalidade, em torno de 10%,

atingindo 1.460 municipios, sendo que destes, 10 sdo capitais e outras 56 cidades
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possuem mais de 100.000 habitantes (COSTA et al., 2016). No Brasil os casos de
leishmaniose se distribuem por todo o pais, sendo que Norte e Nordeste apresenta a
maioria das ocorréncias. Como no caso da leishmaniose visceral, em que 50% dos
registros foram feitos na regiao Nordeste (COSTA et al., 2016). Entre os anos de 2005
e 2015, o Espirito Santo Apresentou 30 casos confirmados de LV segundo dados do
ministério da saude (BRASIL, 2014b).

Relataram casos
de LV importados
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Figura 2: Endemicidade dos casos de leishmaniose visceral ocorridos ao redor do mundo no
ano de 2013. Adaptado de (WHO, 2017)

1.4.2 Leishmaniose Tegumentar Americana (LTA)

No Brasil a LTA apresenta trés formas de ocorréncia epidemiolégica: silvestre, forma
na qual a doenga ocorre em um ambiente de mata e € considerado uma zoonose de
animais silvestres, atingindo o homem somente se 0 mesmo adentrar nesses
ambientes; ocupacional, que esta associado a exploracdo do meio ambiente, como
derrubadas de madeiras e atividades agropecuarias e por ultimo, rural e peri-urbano,
no qual a transmissdo da doenca esta associada ocupacdo de areas proximas a
resquicios de vegetacdo e em aglomerados urbanos (BRASIL, 2014a).
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Segundo dados epidemiolégicos da OMS, a maioria dos casos de leishmaniose
cutanea estd compreendida entre nove paises: Afeganistdo; Arabia Saudita; Argélia;
Brasil; Colébmbia; Ird; Paquistdo; Peru e Siria. Nas Américas, a ocorréncias de casos
pode ir desde o sul dos Estados Unidos ao norte da Argentina (ALVAR et al., 2012)
(Figura 3).

No Brasil, até a década de 70 a maior parte dos casos de LTA era creditada a
Leishmania braziliensis, porém com a evolugdo das técnicas moleculares de
identificacdo do DNA, descobriu que na verdade existiam outras espécies de
Leishmania causando a doenca. Hoje no pais é reconhecido sete espécies
causadoras da LTA L. (V.) braziliensis; L. (V.) guyanensis; L. (L.) amazonenses; e
mais raramente, pela L. (V.) lainsoni, L. (V.) lindenberg, L. (V.) naiffi e L. (V.) shaw
(BRASIL, 2014a).

Segundo o ministério da saude, o niumero de registrado de casos de leishmaniose
cutanea no Brasil, entre os periodos de 2005 a 2015 foram de 237.145 casos, sendo
distribuidos pelas regifes brasileiras da seguinte forma: Norte com 42,5% dos casos,
Nordeste com 31%, Centro-Oeste com 15,5%, Sudeste com 9% e por ultimo o Sul
com 2%. Dentre 0os 9% da regido Sudeste o Espirito Santo é responsavel por 6,2%

dos casos, 0 que em numeros reais equivale a 1341 casos (BRASIL, 2014b).
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Figura 3: Endemicidade dos casos de leishmaniose cutdnea ocorridos ao redor do mundo no
ano de 2013. Adaptado de (WHO, 2017).
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1.5Caracteristicas clinicas

1.5.1 Caracteristicas clinicas da Leishmaniose Visceral

Nas regides onde a LV é considerada de ocorréncia endémica, € possivel a existéncia
de casos assintomaticos, ou ainda a ocorréncia da cura de forma espontanea, nesse
altimo o individuo apresenta sintomas da doenca de forma mais leve (DESJEUX,
2004).

A doenca tem por caracteristicas febre, perda do peso de forma significativa, anorexia,
fraqueza, palidez, tosse, diarreia, linfoadenopatia, hepatomegalia (aumento de
tamanho do figado), esplenomegalia (aumento de tamanho do baco), epistaxe
(sangramento nasal) e em criancas pode causar um atraso de crescimento. Quando
nao tratada de forma correta o individuo infectado pode ir a 6bito em cerca de dois
anos. Os casos de Obito estdo associados a infec¢cdes bacterianas secundarias e
hemorragias (KEVRIC; CAPPEL; KEELING, 2015; PACE, 2014).

1.5.2 Caracteristicas clinicas da Leishmaniose Tegumentar Americana

A LTA pode se manifestar clinicamente através de trés formas, leishmaniose cutanea
(LC), leishmaniose cutanea difusa (LCD) e leishmaniose mucocutanea (LM). Essa
variacao entre as formas de manifestacéo clinica se da pela combinacéo da variedade
de espécies especificas de Leishmania que sdo capazes de causar a LTA, combinado
com a resposta do sistema imune do hospedeiro (BRASIL, 2014a ; ALMEIDA;
SANTOS, 2011).

A leishmaniose cutanea se caracteriza por apresentar lesées do tipo arredondadas,
com base eritematosa, bordas elevadas, fundo granuloso e se localiza geralmente nas
regides expostas do corpo, podendo ocorrer de forma Unica ou multipla. Caso nao
sejam tratadas, essas lesdes tendem a se currar de forma espontanea com o passar
de meses ou anos (GONTIJO; CARVALHO, 2003).

Dentre as LCs ha diferentes formas clinicas de apresentacdo. A forma cutédnea

localizada € a mais comum e se caracteriza por possuir lesdes do tipo Ulceras, que
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podem ir de uma Unica até varias e apresentam uma boa resposta a acdo dos
tratamentos. A forma cutanea disseminada ocorre em poucos casos, cerca de 2%,
sendo por isso considerada rara. Ela se inicial com les6es Unicas ou mdltiplas, que
acaba evoluindo, para inUmeras lesfes, se apresentando de forma papular e pode
acometer grandes extensdes da regido cutanea. Essa forma esta ligada a infeccéo
pelos parasitas L. braziliensis e L. amazonensis (ANTONIO et al.,, 2014; BRASIL,
2011).

A LCD é causada pela L. amazonensis, € uma forma clinica rara que atinge pacientes
com defeitos no sistema imune, sendo que estes ndo apresentam resposta contra 0s
antigenos da Leishmania. A evolucdo da doenca ocorre de forma lenta, com baixa
resposta ao tratamento, o que leva a formacao de varias lesdes nao ulceradas e que
recobrem grande parte da regido cutanea (ZERPA et al., 2007; DESJEUX, 2004).

A LM é caracterizada por lesdes destrutivas que ocorre nas mucosas das vias areas
superiores. Ela ocorre devido a uma LC mal tratada ou que sofreu cura espontanea,
geralmente 3 a 5% desses casos ird evoluir para uma LM. Entre seus principais
sintomas estao disfagia, odinofagia, tosse, rouquidao, epistaxe e obstrucdo nasal. A
LM pode apresentar lesGes cronicas, que levam a mutilacdo do paciente, como perda
parcial ou total do nariz, labios e palpebras, o que ocasiona um estigma social aos
mesmos (GOTO; LINDOSO, 2010; DAVID; CRAFT, 2009).

1.6 Tratamento das Leishmanioses

As formas de tratamento para as leishmanioses sao de fundamental importancia, uma
vez que ainda nao ha vacinas para leishmaniose humana, disponiveis
comercialmente. Sendo assim, o foco na inovacao e aprimoramento da eficiéncia dos
medicamentos se mostra como um ponto vital na melhoria de qualidade de vida e cura

dos pacientes.
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1.6.1 Antimoniais pentavalente (Sb°*)

Antimoniais sao os principais medicamentos de escolha para se tratar as formas de
leishmaniose, sendo usados h& mais de 60 anos. Sua primeira forma de utilizacéo se
deu através do antiménio trivalente, em forma de sal, pelo médico brasileiro Gaspar
de Oliveira Vianna, com o intuito de tratar pacientes com leishmaniose cutanea. Anos
depois, na lItalia, comecou também a ser utilizado no tratamento da leishmaniose
visceral. Pelo seu alto nivel de toxicidade, o composto trivalente foi substituido pelo
pentavalente (OLIVEIRA et al., 2013). Atualmente os antimoniais mais utilizados no
tratamento de leishmanioses sdo antimoniato de meglumina (Glucantime®) e
estibogluconato de sodio (Pentostam®), que apresentam problemas com o tratamento
de longa durag&o como a alta toxicidade e a diminui¢cdo de seus efeitos contra diversos
tipos de Leishmania sp., sua dose € administrada 20 mg de Sb/Kg, através da via
parenteral, diariamente, por cerca de 20 a 40 dias (MAHMOUDVAND et al., 2014).

No comego, o antimonio era utilizado sob a forma de sais trivalentes, conhecido como
tartaro emético, porém ao longo dos anos foi observado que o mesmo era responsavel
por causar ao paciente diversos efeitos colaterais, como intolerancia gastrointestinal
e efeitos cardiotoxicos, podendo inclusive causar a morte. Em 1920 Bramachari
desenvolveu a primeira versdao do composto pentavalente, conhecido como uréia
estibamina. Na década de 30 foi desenvolvido uma nova formulacdo pentavalente
para o antimdnio, conhecida como estibogluconato de sédio (Pentostam®). Na década
de 40, durante o periodo de guerra, surgiu o antimoniato de meglumina
(Glucantime®), como uma versao alternativa ao uso de estibogluconato de sodio.

Ambos medicamentos ainda séo utilizados até os dias atuais (HEFNAWY et al., 2017).

Embora os antimoniais sejam utilizados ha véarias décadas, ainda hoje ndo se sabe
direito sobre seus mecanismos de acdo, porém h& a hipétese de que o antiménio
pentavalente (SbV) atue como uma pré-droga, ao longo do tempo também foi sugerido
gue para que o medicamento apresentasse um efeito leishmanicida era preciso que o
mesmo sofresse uma mudanca para o composto trivalente (Sblll), sendo que ja foi
demostrando que o0 mesmo é capaz de induzir a apoptose em formas amastigotas
(GOODWIN; PAGE, 1943; HEFNAWY et al., 2017; SERENO et al., 1998).
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Nos ultimos anos vem havendo relatos de casos de resisténcia ao tratamento com
antimoniais, principalmente por cepas da espécie L. donovani, responsavel por causar
a forma visceral em paises da Asia e Africa, sendo que na india ele ja é considerado
ineficiente e estd sendo substituido pela miltefosina ( SUNDAR, 2001; HENDRICKX
et al., 2016;). Essa resisténcia pode surgir em funcédo de fatores como a resposta
imune do hospedeiro, adaptacdo biologica da cepa de Leishmania sp. e fatores
farmacoldgicos (GAZANION et al., 2016).

Pelo fato de a forma de acdo dos antimoniais ainda nao ter sido totalmente elucidada,
pouco se sabe sobre como 0s mesmos causam citotoxicidade e efeitos adversos aos
pacientes que os utilizam em seus tratamentos, o que também torna mais dificil o
desenvolvimento de novas formulagbes que sejam mais seguras e eficientes
(SERENO et al., 1998).

A velocidade de eliminacdo dos antimoniais é um fator relevante para a frequéncia e
dose com que 0 mesmo € administrado e por consequéncia o aparecimento de efeitos
adversos (HANTSON et al., 2000). A eliminacdo dos compostos antimoniais nos seres
humanos ocorre por via renal e se da por duas fases, uma de excrecao rapida e uma
mais lenta. Na fase mais rapida, 50% da droga que foi administrada € excreta em até
trés dias apOs a administracdo, enquanto a fase lenta pode durar por até 50 dias, o
gue pode levar a uma toxicidade cumulativa (MIEKELEY; MORTARI; SCHUBACH,
2002). Entre os principais efeitos citotoxicos causados pelo uso dessa droga estédo
vomitos, mialgia, problemas cardiotéxicos e nefrotoxicos (SUNDAR; CHAKRAVARTY,
2010).

Nas regides onde ocorrem as leishmanioses, incluindo o Brasil, ha dificuldades no uso
do antimoniais pentavalentes no tratamento de pacientes, principalmente em razéo da
baixa adesdo dos pacientes aos mesmos, resisténcia aos medicamentos por parte
dos parasitas e principalmente efeitos adversos como dores musculares, cefaleias,
anorexia, problemas gastrointestinais e ainda a toxicidade cardiaca, hepatica e
pancreatica (SUNDAR; CHAKRAVARTY, 2010).

Outro problema que vem ocorrendo com relacéo ao tratamento com antimoniais € a
resisténcia por parte das cepas de Leishmania sp. A resisténcia desenvolvida por
esses parasitas esta relacionada a mutacdes genéticas, que levam 0os mesmos a se
adaptarem ao tratamento. Entre os principais meios de resisténcia estd a super

expressao de proteinas alvos dos medicamentos, fazendo assim com que 0S mesmos



24

se liguem a essas proteinas, protegendo o alvo principal de sua acéo, e mantendo o
funcionamento do metabolismo da Leishmania sp. (MUKHERJEE et al., 2006;
SUNDAR, 2006).

Um dos casos mais destacados sobre a resisténcia aos antimoniais ocorreu na india,
no qual os tratamentos com esse tipo de droga foram substituidos por drogas de
segunda linha, como a anfotericina B. O estudo de Sundar, 2001 demonstrou que
aproximadamente 60% das pacientes com leishmaniose visceral apresentavam

resisténcia ao tratamento com antimoniais.

Um importante mecanismo de resisténcia aos antimoniais esta associado a baixa
expressdo da proteina de membrana aquagliceroporina, uma vez que esta é
associada a entrada do medicamento no parasita. Essa diminuig&o ird acarretar em
uma menor disponibilidade de antimonial no meio intracelular do parasita (GOURBAL
et al., 2004).

Outra forma descrita de resisténcia € através da superexpressao da proteina
tripanotiona (TSH), uma vez que a mesma é responsavel pelo aumento do potencial
tiol redox, além de sua capacidade de conjugacdo com o SBIIl. Quando a TSH é
conjugada ao Sblll, se forma um complexo que é capaz de ser eliminado pela
membrana plasmatica (LEPROHON; LEGARE; OUELLETTE, 2009).

1.6.2 Anfotericina B

E um antibiético poliénico que possui a capacidade de interagir com o ergosterol da
membrana celular da Leishmania sp., causando poros, que irdo levar a um
desbalanceamento i6nico e a consequente morte do parasita. Ela é considerada um
medicamento de segunda escolha, sendo utilizada quando n&o se obteve éxito com o
tratamento de antimoniais ou quando, por alguma razéo, o uso deste é impossibilitado.
E recomendada a utilizacdo de 0,5 mg/kg/dia, podendo chegar a 1mg/kg/dia, por via
intravenosa, utilizando soro glicosado como veiculo, sendo que a administracdo deve
ocorrer de forma lenta e gradual, afim de evitar ao maximo a ocorréncia de efeitos
adversos (PURKAIT et al., 2012; SUNDAR et al., 2014).
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Um dos maiores problemas no comeco de sua utilizacdo foi o fato de que essa droga
possui duas faces hidrofébicas, o que levava a formacao de agregados, esse também
€ 0 motivo pelo qual a mesma ndo € utilizada na forma oral, j& que durante sua
ingestao seria formado agregados, fazendo com que a droga perdesse seus efeitos
(BARRATT; LEGRAND, 2005).

Esse antifungico, produzido pela bactéria Streptomyces nodosus, apresenta eficacia
contra promastigotas e amastigotas de Leishmania spp., estando disponivel em duas
formas comerciais: desoxicolato de anfotericina B e anfotericina B lipossomal. A
versao lipossomal surgiu como uma alternativa aos efeitos toxicos causados pela
versao livre da droga, substituindo o desoxicolato por outros lipidios, diminuindo assim
seu tempo de exposicao de forma livre no organismo (SUNDAR; CHAKRAVARTY,
2010).

A anfotericina B apresenta um alto nivel de toxicidade, podendo causar nauseas,
insuficiéncia renal, anemia e problemas cardiacos, sendo que, este Ultimo a torna
impropria para a administracio em pacientes que possuem problemas
cardiovasculares. Ainda ha o problema da toxicidade crénica, que é manifestada
gracas aos efeitos nefrotoxicos da droga (ANTONIADOU; DUPONT, 2005). Por causa
de seus efeitos coletarias, é necessario um acompanhamento do paciente, isso acaba

por elevar os custos do tratamento (KAFETZIS et al., 2005).

Em regides onde ocorrem casos de resisténcia aos antimoniais, a Anfotericina B se
tornou a primeira escolha para o tratamento da leishmaniose visceral, como é o caso
de algumas regides da india. Justamente pela grande utilizacdo deste medicamento,
ja foi possivel se encontrar isolados clinicos de L. donovani resistentes ao mesmo, na
regido de Bihar, india (PURKAIT et al., 2012; SUNDAR, SHYAMGARWAL; RAI;
MURRAY, 2010). Um componente importante para a eficdcia de resisténcia € a
anulagdo das espécies reativas de oxigénio intracelular (ROS), causadas pela entrada
da anfotericina B no interior da Leishmania. Esse efeito é causado pela reacdo da
molécula de triparedoxina com as ROS. Uma vez que as ROS néo reagem com 0s
ergosterois de membrana, a mesma consegue se conservar intacta, impedindo assim
a liberacéo dos ions de K* (PURKAIT et al., 2012)

Em outro estudo Mwenechanya et al., (2017) identificaram cepas de L. mexicana

resistentes ao tratamento com Anfotericina B. Essa resisténcia ocorre através da
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expressdo da proteina 14a- desmetilase, que leva a restauracdo da sintese de

ergosterol e uma consequente resisténcia ao tratamento.

1.6.3 Miltefosina

A miltefosina, hexadecilfosfocolina, faz parte do grupo dos alquil-lisofosfolipidios, um
grupo de drogas usadas no tratamento do cancer que apresentam efeitos na regiao
da membrana celular. Em 2002 ela foi aprovada para o uso contra leishmaniose
cutanea, na india, possuindo efeito, contra as fases promastigotas e amastigotas de
variadas espécies de Leishmania sp. (CROFT; BARRETT; URBINA, 2005;
GRIEWANK et al., 2010). Em 2006 entrou para a lista de drogas regulamentadas pela
FDA (Food and Drugs Administration) e atualmente faz parte da lista de medicamentos
essenciais da (W H O, 2011). Recomendasse 2,5 mg/kg/dia, durante até 28 dias
(DORLO et al., 2012).

E considerado o primeiro medicamento, de uso oral, eficiente contra leishmaniose. Foi
originalmente concebida para ter acdo antitumoral, porém em baixas doses apresenta
acéo contra Leishmania sp., por isso foi testada na india para ser uma alternativa as
drogas comumente utilizadas, ja que as mesmas estavam encontrando resisténcia por
parte dos parasitas. Desde entdo, vem sendo usada como droga de tratamento para
leishmaniose visceral (LV), inclusive como opc¢ao de droga de primeira linha em paises
como india, Nepal e Bangladesh (SUNDAR et al., 2012).

Os mecanismos de acdo da miltefosina ainda ndo foram totalmente elucidados, porém
ha a possibilidade que sua forma de acdo acontece em funcao de suas propriedades
anfifilicas, sendo assim possivel que a mesma interaja com a membrana plasmatica,
causando perda em sua fluidez (PARIS et al., 2004). Essa hipotese se justifica pelo
fato de sua caracteristica anfifilica permitir com que haja um acimulo da mesma
dentro da célula de leishmania, permitindo assim que haja uma interagdo com a
modulacdo da superficie celular, bem como com a ativacdo de fosfolipases. O
metabolismo da miltefosina dentro da célula ocorre de forma lenta, exigindo assim
altas concentracdes da droga para que ocorra a morte do parasita (PEREZ-VICTORIA
et al., 2003).
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Entre as principais formas de ocorréncia da resisténcia a miltefosina em testes in vitro
esta a acdo da bomba de efluxo glicoproteina (Pgp), codificada pelo gene MDR1 e a
diminuicdo da absorcéo intracelular da droga. A acdo da bomba de efluxo Pgp ja foi
amplamente descrita na literatura cientifica, como sendo a responsavel por inGmeros
casos de ocorréncia de resisténcia a drogas, uma vez gque a mesma diminui a
concentracgéo intracelular do medicamento (PEREZ-VICTORIA et al., 2006).

1.6.4 Pentamidinas

E uma dinamica aromaética, conhecida comercialmente pelo nome de Lomidina®, que
apresenta efeitos contra LV, sendo uma droga de segunda linha na opgéo terapéutica.
E utilizada em casos em que 0s antimoniais n&o obtiveram bons resultados ou quando
0S pacientes apresentam algum efeito adverso ao uso dos mesmos. Sua
administracdo é feita de forma parenteral, 4mg/kg trés vezes por dia, durando de 12 a
15 dias. Dentre seus principais efeitos colaterais estdo hipertenséao, alteracdes
cardiologicas e nefrotoxicidade (ANDERSEN et al., 2005).

Sua acao ocorre através da ligacdo em regides ricas em AT, no DNA. No caso de
Leishmania sp., o DNA mitocondrial € mais rico nessas regides em comparacado ao
DNA nuclear, podendo assim afetar principalmente esse local. Estudos mais recentes
comprovaram a afinidade entre as pentamidinas e a regido mitocondrial da leishmania,
fazendo deste um alvo preferencial (BRAY et al., 2003; MUKHERJEE et al., 2006).

O mecanismo da resisténcia as pentamidinas ainda néo foi completamente elucidado,
porém alguns estudos ja apresentaram algumas hipoteses. O estudo de Coelho et al.,
(2008) mostrou que e expressao de PRP1, um gene responsavel por codificar
transportadores de membrana, influenciava na resisténcia, uma vez que quanto maior
a expressao desse gene pelas cepas de L. amazonensis testadas, maior era a
resisténcia apresentada. Outra hip6tese muito aceita foi descrita por Kandpal et al.,
(1996), na qual foi demonstrada a importéancia do aumento de arginina intracelular,
uma vez que a pentamidina compete com o transportador de arginina pelo mesmo

sitio de entrada na célula de Leishmania.
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1.7Novas opcdes terapéuticas

As dificuldades encontradas no uso dos tratamentos tradicionais contra leishmaniose,
tem levado a pesquisa de novas substancias que apresentem uma maior efetividade
no tratamento associado a um menor numero de feitos colaterais (ENNES-VIDAL et
al., 2017).

Os compostos de origem vegetal vém sendo utilizados como agentes farmacéuticos
a séculos pelas populagdes de diversos locais do mundo. Atualmente os mesmos vém
sendo bastante testados como uma alternativa aos tratamentos tradicionais,
principalmente agueles que ja se encontram defasados devido a sua baixa eficiéncia
ou aos seus severos efeitos colaterais. Esses compostos apresentam grandes
vantagens em sua utilizagdo para testes laboratoriais, pois 0s mesmos apresentam
uma grande variedade de produtos quimicos e bioldégicos com fun¢bes distintas em
sua composicao, bem como sao adquiridos com facilidade e baixo custo na natureza
(KAMBLE; PATIL, 2008).

Uma das primeiras substancias de origem vegetal a ter sua atividade antileishmania
testadas nos ultimos anos sé@o os 6leos essenciais, que sdo compostos produzidos
pelo metabolismo secundario das plantas, sendo que sua utilizacdo a principio se
baseava na Etnofarmacologia (OLIVEIRA et al., 2008). Um ponto que torna viavel a
utilizacdo destes em estudos é sua facil forma de obtencdo, uma vez que existem
varias técnica para isso e fazendo com que seu custo ndo se apresente elevado
(PEREIRA; MEIRELES, 2007).

No que diz respeito a utilizacao de Oleos essenciais e sua capacidade antileishmania,
ja hd uma gama de estudos que compraram a eficacia dos mesmos contra diferentes
cepas de Leishmania sp. Andrade et al., (2016), testaram o efeito in vitro dos Oleos
essenciais de 16 diferentes plantas contra promastigotas de L. amazonensis, obtendo
significativos resultados de inibicdo. Outro a ter resultados promissores foi de
Bosquiroli et al., (2015), que analisou os efeitos in vitro do 6leo essencial extraido da
planta Piper angustifolium, popularmente conhecida com pimenta-de-macaco e
tipicamente encontrada na regido do cerrado brasileiro. O 6leo de P. angustifolium

mostrou-se capaz de inibir tanto promastigotas quanto amastigotas de L. infantum.
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Entre as substancias naturais mais testadas nos ultimos anos estéo as chalconas, que
sdo precursores da via de sintese de flavonoides nas plantas e sdo encontradas
principalmente nas flores (FERRER et al., 1999). Devido a sua estrutura quimica
simples, varios de seus derivados tiveram sua capacidade antimicrobiana, antifingica
e antileishmania testadas ao longo dos ultimos anos (BOECK et al., 2006). Alguns
estudos demonstram que esses compostos tem uma acao in vitro bastante eficaz
contra algumas cepas de Leishmania sp., como por exemplo L. amazonenesis e L.
infantum (APONTE et al., 2009; PASSALACQUA et al., 2015).

Outro composto vegetal que apresenta bastante potencial no tratamento das
leishmanioses é resveratrol, um polifenol presente é varias espécies de plantas, sendo
mais conhecido nas uvas e apresenta diversos efeitos bioldgicos (WALLE et al., 2004).
Gracas a sua capacidade antioxidante e anti-inflamatéria essa substancia ja foi
testada contra diversas enfermidades como cancer, obesidade, diabetes e doencas
cardiovasculares e também contra parasitas e micro-organismos (BHATT; THOMAS;
NANJAN, 2012; CHAN, 2002; JANG, 1997; UNGVARI et al., 2007).

No uso contra as leishmanioses ja ha diversos relatos cientificos da eficacia, in vitro,
do tratamento com resveratrol. A sua eficacia foi demonstrada contra formas
promastigotas e amastigotas de L. amazonensis (FERREIRA et al., 2014), L. donovani
(DINESH et al., 2014) e L. major (KEDZIERSKI et al., 2007).

Em decorréncia dos problemas apresentados pelo uso dos tratamentos tradicionais,
associado ao fato de ndo haver medidas profilaticas eficazes e aprovadas para o0 uso
em humanos, a pesquisa em novos farmacos para tratamento das leishmanioses € de
fundamental importancia, tendo em vista melhorar principalmente a qualidade de vida
dos pacientes que estdo em tratamento e nesse contexto a utilizacdo de bacteriocinas
pode ser algo inovador e de grande potencial, ja tendo sido anteriormente utilizada no
tratamento in vitro de outros parasitas e patdégenos, como por exemplo, Giardia
lamblia; Staphylococcus aureus; Enterococcus faecalis; Leishmania donovani; entre
outros (ABENGOZAR et al., 2017; AMER; MOSSALLAM; MAHROUS, 2014; PIPER
et al., 2009; VARELLA COELHO et al., 2007).
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1.8Bacteriocinas

Bacteriocinas séo peptideos produzidos por bactérias que tem a capacidade de inibir
o crescimento de outras bactérias através de diversos mecanismos, como inibicdo da
sintese proteica, rompimento da membrana celular e atuacdo como DNases e
RNases. Sua identificacdo ocorreu em 1925, sendo que as primeiras bacteriocinas a
serem utilizadas foram as colicinas, isoladas de algumas espécies de enterobacterias
e com acao principalmente contra a Escherichia coli (CASCALES et al., 2007). A
producdo das bacteriocinas ocorre no final da fase log e inicio da fase estacionéaria
(CAVERA et al., 2015).

Em relacdo aos antibidticos, que também sdo produzidos por bactérias, as
bacteriocinas apresentam algumas caracteristicas Unicas, como por exemplo, o fato
de serem sintetizadas nos ribossomos, enquanto os antibidticos séo sintetizados por
um complexo multienzimatico; a forma de atuacdo, pois as bacteriocinas possuem
uma acdo restrita contra individuos da mesma espécie ou espécies proximas
filogeneticamente enquanto os antibiéticos possuem uma ampla gama de acdo e a
guestao da dose efetiva, ao passo em que as bacteriocinas atuam em concentracoes
micromolares enquanto os antibiéticos precisam de concentracfes maiores para uma
efetividade minima (CAVERA et al., 2015; COTTER; ROSS; HILL, 2012).

A classificacdo e a forma de acdo das bacteriocinas variam de acordo com seu peso

e constituicdo molecular:

» Classe |: sdo bacteriocinas pequenas (<5 kDa), maioria lantibitticas,
termoestaveis e possuem em sua composicdo aminoacidos que Sdo pouco
encontrados na natureza. Em sua composicdo sdo encontrados entre 19 e 38
aminoacidos, em geral sua principal atividade ocorre contra bactérias Gram-positivas.
A bacteriocina Nisina foi o primeiro lantibiético a ser descrito, sendo a mesma extraida
de culturas de Lactococcus lactis (MATTICK; HIRSCH; BERRIDGE, 1947). A classe |
apresenta as subdivisbes A (moléculas lineares) e B (moléculas globulares). A
bacteriocina mais utilizada no mercado € a nisina, pertencente a essa classe e a
subdivisédo A (BARBOSA; CAETANO; MENDO, 2015). Essa bacteriocina € isolada a
partir de cepas de Lactococcus lactis, composta por 34 aminoacidos e possui peso

molecular de 3,5 KDa. Ela possui efeitos inibitdrios contra varias espécies de
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bactérias, como Lactococcus sp., Streptococcus sp., Listeria sp., Bacillus sp., entre
outras (WOLF; GIBBONS, 1996). Essa bacteriocina apresenta cinco variacdes (A, B,
C, D e E), que se diferenciam entre si por pequenas alteracdes de aminoacidos em
suas respectivas composicdes e que apresentam diferencas entre suas capacidades
biolégicas. Ha4 também uma variacdo natural conhecida como nisina Z, se
diferenciando da nisina A somente pela substituicdo do aminoacido histidina pela
asparagina na posicao 27. Elas apresentam o mesmo efeito biolégico, porém uma
capacidade de difusao diferente (DELVES-BROUGHTON, 1996). Essa bacteriocina
foi utilizada nos experimentos do presente trabalho.

» Classe Il: composta de peptideos (< 10 kDa) termoestaveis, possui natureza
anfipatica, o que permite a insercdo das mesmas na membrana celular dos
organismos alvos, causando assim a despolarizacdo da membrana seguida de morte
celular. Para essa classe sédo consideradas quatro subdivisbes (KAUR; KAUR, 2015;
PEREZ; ZENDO; SONOMOTO, 2014). Subdivisédo lla: que tem a capacidade de se
inserir com a por¢cao C-terminal no alvo, gragas a sua carga positiva, formando poros
que levam a dissipacdo de prétons e consequentemente a morte da célula. Dentro
desse grupo as bacteriocinas mais utilizadas séo as pedicionas. Sua composic¢ao varia
de 37 a 48 aminoacidos. Um exemplo de bacteriocina dessa classe é a Maltracina
CPN, que possui atividade anti Listeria (HAMMI et al., 2016). Subdivisédo llb: as
bacteriocinas dessa subdivisdo sdo heterodiméricas, sé funcionando se houver dois
peptideos em quantidades proximas. Sua forma de acdo ocorre através da
permeabilizacdo da membrana alvo a certas moléculas, como cations monovalentes
e alguns ions, como é o caso da bacteriocina M18, extraida de Streptococcus
pyogenes (ARMSTRONG et al., 2016). Subdivisao llc: apresentam uma ligacao entre
suas unidades N-terminal e C-terminal, conferindo assim uma forma circular, como
por exemplo a bacteriocina enterocina EJ97, produzida pela cepa Enterococcus
faecalis EJ97 (SANCHEZ-HIDALGO et al., 2003). Subdivisdo Ild: sdo formadas por
bacteriocinas lineares e ndo requerem outro peptideo para sua atividade, senda

composta por um unico peptideo linear (NETZ et al., 2002).

A bacteriocina C55 é isolada a partir de cepas de Staphylococcus aureus C55. Ela é
formada por trés peptideos distintos, C55a; C558 e C55y, sendo que somente os dois
primeiros possuem atividade de lantibiotico quando atuam em sinergia (NAVARATNA,

SAHL; TAGG, 1998). C55a e C55B possuem respectivamente pesos moleculares de
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3,3 KDa e 2,9 KDa e pertence ao grupo llb. Ja foi demonstrada sua atividade contra
120 cepas de Staphylococcus aureus, incluindo algumas que apresentam
multirresisténcia a antibiéticos (SYLVIE GARNEAU, NATHANIEL |. MARTIN, 2002).
Essa bacteriocina foi utilizada nos experimentos do presente trabalho.

Entre os exemplos de bacteriocina de classe Ild, estd a aureocina A53, isolada a
partir da cepa Staphylococcus aureus A53. Ela possui uma massa molecular em torno
de 6 KDa e é formada por 51 aminoacidos. Essa bacteriocina possui atividade de
inibicao relatada in vitro contra cepas de Staphylococcus aureus resistente a meticilina
(MRSA), cepas de Staphyloccocus sp. responsaveis por causar a mastite bovina e
Listeria. monocytogenes (NETZ et al.,, 2002). Essa bacteriocina foi utilizada nos

experimentos do presente trabalho.

> Classe lllI: peptideos grandes (> 30 kDa), termolabeis, apresentam uma forma
de acdo diferenciada das demais bacteriocinas, pois sua porcao N-terminal é
responsavel pela catalise da parede celular do alvo e sua porcdo C-terminal pelo
reconhecimento da mesma (EGAN et al., 2016; KARPINSKI; SZKARADKIEWICZ,
2013). Essa classe apresenta as subdivisoes A e B, sendo que as bacteriocinas da
primeira atuam como enzimas bacterioliticas, causando a lise da célula alvo, a mais
conhecida é a lisostafina, extraida de Staphylococcus simulans, com
aproximadamente 246 aminoacidos em sua composicdo. Ja as bacteriocinas da
subdivisdo B séo consideradas como néo-liticas, causando a morte da célula alvo sem
gue ocorra a lise da mesma (HATHAWAY et al., 2017).

» Classe IV: 0 peso molecular das bacteriocinas que compde essa classe varia
entre 3,4 e 7,2 kDa e sua composicao pode apresentar entre 52 e 78 aminoacidos e
apresentam uma estrutura ciclica. Essa classe apresenta as subdivisbes A e B, que
sdao classificadas entre si pela sequéncia aproximada de amino&cidos e caracteristicas
bioquimicas. As bacteriocinas dessa classe interagem com a célula alvo fazendo com
gue a mesma sofra uma interrup¢éo da for¢a préton-motora, que € causada pela perda
de ions. Essa interrupcgao ira levar a morte celular (STEPPER et al., 2011; VAUGHAN
et al., 2001).

» BLIS (substancia inibitéria do tipo bacteriocina): essa categoria inclui peptideos
antimicrobianos que ainda nao foram totalmente classificados, sendo assim nao

podendo ser considerados como bacteriocinas uma que cumpriram todos os critérios
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necessarios para serem considerados bacteriocinas, porém ainda assim apesentam

atividades inibitéria contra outros micro-organismos (TAGG; RAGLAND, 1991).

Nos experimentos do presente trabalho foi utilizada a BLIS P16. Esse peptideo
antimicrobiano isolado de Staphylococcus schleiferi P16 ainda n&o foi descrito na
literatura cientifica, porém o mesmo esta sendo alvo de estudos do grupo de pesquisa
da professora Maria do Carmo de Freire Bastos, do Departamento geral de
microbiologia, Universidade Federal do Rio de Janeiro (UFRJ). Apesar de ainda nao
ter sido totalmente caracterizado como uma bacteriocina, o trabalho de Santos (2016),
ja relatou algumas de suas fomas de atuacédo, como por exemplo efeito microbicida

contra a cepa Micrococcus luteus ATCC 4698.

1.8.1 Aplicacdes Biotecnoldgicas das Bacteriocinas

Testes ja indicaram o potencial microbicida de diferentes bacteriocinas contra variados
tipos de micro-organismos (Enterococcus spp., Staphylococcus spp., Streptococcus
spp., entre outros) (ARTHUR; CAVERA; CHIKINDAS, 2014). Essa grande gama de
atuacOes se da gracas as diferentes classes de bacteriocinas, que apresentam entre
si diferenca de peso molecular e constituicdo bioquimica, o que faz com que as
mesmas tenham um grande potencial de tratamento e cura de diversas enfermidades
(VAN HEEL; MONTALBAN-LOPEZ; KUIPERS, 2011).

Ja se tem registros de bacteriocinas atuando contra micro-organismos relevantes para
a saude humana em diferentes areas que apresentam potencial de aplicacdo
biotecnolégica, como biopreservacao de alimentos, clinica humana, clinica veterinaria
e agricultura (MARUGG, 1991).

1.8.1.1 Bacteriocinas na agricultura

Um dos principais problemas que atinge a area da agricultura € a presenca de
fitopatdgenos, responsaveis por atrapalhar o desenvolvimento de colheitas, o que
acarreta em um grande prejuizo financeiro por conta do dinheiro investido, assim
como um prejuizo social, quando estes afetam a agricultura familiar que € a principal

fonte de renda e alimentacdo para diversas familias ao redor do mundo. Na
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agricultura, as bacteriocinas Corein 8A, Bac-GM17 e Bac 14B mostraram-se eficazes
na melhora da interacdo entre a membrana celular das células de raizes de plantas e
os nutrientes do solo, e também no controle de fungos, que diminuem a capacidade
de absorcao de nutrientes das raizes (SUBRAMANIAN; SMITH, 2015).

Outro caso de uso de bacteriocina na agricultura € o da agrocina 84. Essa bacteriocina
€ obtida a partir da bactéria Agrobacterium radiobacter k84 e possui efeitos contra
estirpes de bactérias do género Agrobacterium, por isso € utilizada no controle da
doenca conhecida como galha, que € responsavel pela formacdo de tumores nas
plantas, na regido entre o caule e a raiz, causando um desequilibrio hormonal na
planta. Atualmente ela ja € usada de forma comercial através dos produtos Nogall e
Galltrol (JUNAID et al., 2013; KIM et al., 2006).

1.8.1.2 Bacteriocinas na biopreservacao de alimentos

Ao longo dos anos, houve uma grande evolucao tecnoldgica na industria de alimentos,
com o objetivo de preservar ao maximo a qualidade do mesmo e impedir a degradacéo
por meio de micro-organismos em geral, porém, isso nao foi o suficiente para fazer
com que esses problemas desaparecessem. Outro problema ligado a preservacao
alimentar é o fato de que muitos micro-organismos Sd0 ao mesmo tempo responsaveis
pela deterioracdo de alimentos e patdgenos humanos relevantes, como é o caso da
Salmonela sp. Isso faz com que a utilizacdo de conservantes seja necessaria, porém
h& também o problema de estes estarem ligados a algum tipo de maleficio para a
saude humana (SETTANNI; CORSETTI, 2008). Nesse contexto, a utilizacdo de
bacteriocinas se tornou algo viavel, pois as mesmas podem ser utilizadas como
biopreservadores de alimentos, uma vez que possuem agao contra uma diversa gama
de micro-organismos e ao mesmo tempo é segura para a saude humana (DEEGAN
et al., 2006).

JA é possivel encontrar no mercado bacteriocinas sendo utilizadas como
biopreservadores de alimentos, como a nisina, que ja é testada para esse fim a mais
de 50 anos. Essa bacteriocina tem um bom efeito de protecao a alimentos, uma vez

gue consegue agir como um inibidor do crescimento e multiplicacdo de micro-
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organismos e da formacéao de biofilme, sendo inclusive ja aceito pela FDA (Food and
Drug Administration) (BENMECHERNENE et al., 2013).

1.8.1.3 Bacteriocinas na clinica veterinaria

Muitas das doencas de importancia veterinaria sdo causadas por micro-organismos,
isso faz com que o0 uso de bacteriocinas na clinica veterinaria tenha um relevante
potencial. Atualmente varias doencas veterinarias, que quando ocorrem, causam
prejuizos econdmicos e de saude, ja estdo sendo tratadas com o auxilio das
bacteriocinas, entre elas a mastite bovina (NASCIMENTO et al., 2005).

A mastite bovina é uma doenca provocada por diversos patdgenos, como as bactérias
Staphylococcus aureus e Streptococcus spp., que causam a inflamacao das glandulas
mamarias de bovinos. Ela apresenta grande importancia econdmica, sendo que é
considerada a doenca mais relevante do ponto de vista da criacdo de gado leiteiro.
Um dos principais problemas dessa doenca € que além de afetar a producéo do leite
do animal que esta infectado, a mesma pode ser contagiosa, podendo assim, se
espalhar pelo rebanho (BRADLEY, 2002).

Atualmente a principal forma de tratamento é a utilizacdo de antibidticos, porém sua
eficacia jA pode ser considerada questionavel, uma vez que grande parte das
bactérias responsaveis por causar a mastite ja apresentam resisténcia aos mesmaos,

0 que leva o tratamento a ser ineficiente e caro (PARK et al., 2012).

Ja existem pesquisas com bacteriocinas que visam aplicar as mesmas em um
tratamento mais eficiente contra a mastite, entre elas esté a Lacticina 3147, produzida
por Lactococcus lactis. Essa bacteriocina ja foi testada in vitro e in vivo contra
bactérias causadoras da mastite bovina, e apresentou resultados consideraveis na
prevencéo da doenca (NASCIMENTO et al., 2005; RYAN et al., 1998)

1.8.1.4 Bacteriocinas na clinica humana

No campo do tratamento humano, ja ha registros na literatura cientifica da utilizacéo

de bacteriocinas contra diversos tipos de doencas que afligem o homem. Ha estudos
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in vitro contra bactérias multirresistentes, no qual as bacteriocinas possuem efeitos de
inibicdo do crescimento bacteriano, inclusive tendo efeitos melhores se comparados
a antimicrobianos ja utilizados, e no tratamento de canceres, no qual as bacteriocinas
se ligam e destroem células cancerigenas, por afinidade a carga negativa que estas
células apresentam, apesar de que ainda néo se sabe tudo sobre como esse processo
ocorre (KAUR; KAUR, 2015).

Entre as bacteriocinas que apresentam um futuro promissor como possivel
tratamento, esta a pumilicina 4, que possui efeito inibitério contra cepas de MRSA
(Staphylococcus aureus resistente a meticilina) e VRE (Enterococcus resistente a
vancomicina). Essa bacteriocina é isolada a partir da bactéria Bacillus pumilus WAPB4
e apresentou em testes in vitro resultados com relevante potencial, fazendo com que
a mesma possa ser no futuro uma alternativa ao uso de antimicrobianos (AUNPAD;
NA-BANGCHANG, 2007).

Outra bacteriocina que ja apresentou potencial no tratamento contra alguma
enfermidade humana é a Laterosporulin1l0 (LS10), que foi testada in vitro contra
algumas linhagens celulares cancerigenas e contra patégenos humanos. A LS 10 é
uma bacteriocina classe lld, extraida da bactéria Brevibacillus sp., cepa SKDUL10, ela
apresentou relevantes efeitos inibitérios sobre os patégenos Staphylococcus aureus
e Mycobacterium tuberculosis (Mtb H37Rv) (RANJAN et al., 2016). Outro importante
teste feito com a LS 10 foi a susceptibilidade de linhagens celulares oriundas de
canceres em relacdo ao tratamento com a mesma. Nesses testes a bacteriocina
apresentou efeito citotdéxico contra as linhagens MCF-7, HEK293T, HT1080, HeLa e
H1299, mostrando que a mesma apresenta um grande potencial futuro de utilizacéo

como uma possivel droga anti-cancer (BAINDARA et al., 2017).
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Avaliar o potencial anti-leishmania in vitro de bacteriocinas contra parasitas do género

Leishmania sp.

2.2 Objetivos Especificos

* Avaliar a inibicAo de crescimento em promastigotas e amastigotas de L.

amazonensis e L. infantum, frente ao tratamento com as bacteriocinas;

« Calcular o ICso das bacteriocinas, através dos resultados de viabilidade das

formas promastigotas e amastigotas;

* Avaliar o potencial citotoxico das bacteriocinas na linhagem celular de

macrofagos de camundongo (J774A.1);

+ Determinar os efeitos do tratamento com bacteriocinas, sobre a morfologia de
promastigotas, através de microscopia eletronica de varredura (MEV);

* Avaliar a producao de oxido nitrico (NO) a partir do sobrenadante das culturas

de macrdéfagos infectados e tratados com as bacteriocinas;

* Avaliar os efeitos do tratamento com bacteriocinas, sobre o estresse oxidativo
em formas promastigotas de Leishmania sp. (Apoptose, ROS e Ciclo celular);
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3 MATERIAIS E METODOS

3.1 Aprovacao ética

Os experimentos foram realizados nos laboratorios de Imunobiologia da Universidade
Federal do Espirito Santo (UFES) no Centro de Ciéncias da Saude (CCS) e no
laboratorio de Leishmanioses do Nucleo de Doencas Infecciosas (NDI) da UFES. O
presente trabalho recebeu autorizacdo junto ao Comité de Etica no Uso de Animais
(CEUA), da Universidade Federal do Espirito Santo, sobre o protocolo de ndmero
33/2016.

3.2 Amostras de Leishmania sp.

As amostras de L. infantum PP75 (MHOM/BR/74/PP75) e de L. amazonensis PH8
(MHOM/BR/PH8) foram gentilmente cedidas pela Profa. Bartira Bergman da
Universidade Federal do Rio de Janeiro (UFRJ) e mantidas no Laboratério de
Imunobiologia até o uso. As amostras foram descongeladas e ressuspendidas em
5mL de meio de cultura LIT (Infusdo de Figado e Triptose), em garrafa de cultura
celular de 25 cm? e colocadas para crescimento em uma estufa B.O.D. a uma
temperatura de 25°C, de acordo com o tempo necessario para cada experimento. As

mesmas foram utilizadas entre as passagens dois e seis para a realizacao dos testes.

As cepas de Leishmania sp. foram utilizadas para os testes durante sua fase

logaritmica.

3.3 Obtencao das bacteriocinas

As bacteriocinas e a BLIS P16 utilizadas neste estudo foram cedidas gentilmente pela
professora Maria do Carmo de Freire Bastos, do Instituto de Microbiologia Paulo de
Goes da Universidade Federal do Rio de Janeiro (UFRJ), com excecdo da Nisina
(Sigma-Aldrich). As mesmas estavam eluidas em solu¢cdo tampédo de NaCl nas
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contracdes de 1M e foram dialisadas, a fim de se eliminar os possiveis efeitos do
mesmo contra as cepas de Leishmania sp. Para se remover o excesso de sal, a
preparacao obtida apds a cromatografia de troca catidnica, foi submetida a dialise em
membrana com limite de exclusdo de 2.000 Da ou 3.500 Da, por 72 h a 4°C, contra 1
litro de agua ultrapura estéril, trocando-se diariamente a agua do recipiente. A amostra
dialisada foi esterilizada por aquecimento (65°C por 15 min). Apos a dialise, as
bacteriocinas foram dosadas pelo método de Bradford e armazenadas a -20°C até

sua utilizacao.

A estirpe Micrococcus luteus ATCC 4698, sabidamente sensivel a acdo da BLIS P16
e das bacteriocinas utilizadas neste trabalho, foi usada como indicadora da producao
dessas substancias antimicrobianas. Os resultados foram expressos em forma de
Unidades Arbitrarias por mL (UA/mL). As bacteriocinas nas respectivas
concentracfes: P16 20480 UA/mL; A53 20480 UA/mL e C55 10240 UA/mL.

3.4 Teste de viabilidade de promastigotas de Leishmania sp.

Para o teste de viabilidade de Leishmania sp. em fase promastigota, foi preparada
uma cultura com a concentracdo de 1x10° células/mL. Os tratamentos foram
realizados com diferentes concentracdes, sendo o tratamento realizado com a
bacteriocina A53 nas concentragbes de 61,5; 30; 15; 7,5 e 3,75 pg/mL, com a
bacteriocina C55 nas concentracdes de 169; 84,5; 42,25; 21,12 e 10,5 pg/mL e o
tratamento com a bacteriocina Nisina nas concentracdes de 3200; 1600; 800; 400;
200 e 100 pg/mL. A BLIS P16 foi utilizada nas concentracdes de 42,5; 21,25; 10,6;

5,3; 2,6 e 1,3 ug/mL, para o tratamento da cepa de L. infantum.

As bacteriocinas foram utilizadas com diluicio em uma placa de 96 pocgos, utilizando
0 meio LIT. Apos a distribuicdo das concentragdes das bacteriocinas nos pogos, foi
adicionado a cultura de Leishmania sp. na concentracdo de 1x10° células/mL, por
poco. Apés a montagem, a placa foi levada para uma estufa B.O.D., a 25°C e
incubadas por 72 horas.

Para a avaliagdo da viabilidade das formas promastigotas foi utilizado ensaio
colorimétrico empregando o reagente resazurina (alamarBlue®, SigmaAldrich®,

Missouri, EUA). A leitura das amostras foi feita no equipamento Varioskan® Flash
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(Thermo Fisher Scientific, Massachusetts, EUA), com excitacdo de 540nm e emissao
de 590nm. Os resultados foram demonstrados na forma de porcentagem de inibicao
ou de sobrevivéncia das promastigotas, frente ao tratamento com as diferentes

concentracdes das bacteriocinas, conforme a expressao matemética abaixo:

Intensidade = média da fluorescéncia yatado — Média da fluorescéncia pranco

% |n|b|gé0 = IntenSIdade tratamento = l X 100
intensidade controle

3.5 Célculo do ICso

O programa GraphPad Prism 7 (GraphPad Software, EUA) foi utilizado para a anélise
de regressdo ndo-linear, onde foi possivel se chegar ao ICso das bacteriocinas

testadas. Os dados foram expressos em média + erro padréo.

3.6 Teste sobre a viabilidade de amastigota de Leishmania sp.

Para os testes com amastigotas foi utilizada a linhagem celular J774A.1, cultivadas de
acordo com a metodologia descrita no item 3.7. As células foram plaqueadas na
concentracdo de 2x10° células/mL, em laminulas localizadas em placa de 24 pocos e
em seguida, incubadas a 37°C, com 5% de COz, por 24 horas, para que se aderissem
as laminulas. Apés esse procedimento os pocos foram lavados para a retirada das
células ndo aderidas, em seguida foi acrescentado 2x10° células/mL da cultura de
Leishmania sp. na forma promastigota, em fase logaritmica tardia, por 4 horas para
gue ocorresse a infeccao. Foi feito uma lavagem para a retirada dos parasitas que nao
foram fagocitados e a placa foi incubada novamente por 24 h, em estufa a 37°C, com
5% de CO2, para que fosse estabelecida a infec¢do. O préximo passo foi o tratamento

com a bacteriocina A53 e BLIS P16 nas concentracdes de 0; 1,25; 2,5; 5 e 10 pg/mL,
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seguido da incubacao das amostras por 48 horas, novamente em estufa a 37°C, com
5% de CO..

As laminulas foram retiradas dos pocos, coradas com Pandtico rapido (Interlab, S&o
Paulo, Brasil) de acordo com as especificacbes do fabricante e posteriormente
analisadas em microscoépio Optico, utilizando a objetiva de 100x. Durante a analise no
microscopio Optico foram contados 100 macrofagos (infectados ou ndo) bem como o
ndmero de amastigotas que estavam infectando os mesmos. A porcentagem de

sobrevivéncia foi obtida através da utilizacdo da férmula matematica abaixo.

Formula de infectividade:

N2 total de Leishmania por macrofagos
M2 de macrafagos contados

% % de macréfagos infectados = infectividade

A

Formula de sobrevivénciade amastigotas:
' Infectividade
[nfectividade do controle

¥ 100 = % de sobrevivencia

3.7 Cultivo de células J774A.1 e avaliacao da citotoxicidade celular

As células J774A.1 foram cultivadas em garrafas de cultura celular de 125 cm?, com
meio RPMI-1640 (SigmaAldrich®, Missouri, EUA) sem antibidtico, suplementado com
10% de soro fetal bovino, L-glutamina (200mM) e NaCOs. As células foram colocadas
em estufa a 37°C, com 5% de CO: para crescimento. A remocéao das células, para
serem utilizadas nos testes, foi feito com cell scraper, seguindo da contagem das
mesmas em camara de Neubauer com a coloracdo pelo corante azul de Trypan. As
células foram plaqueadas na concentracéo de 1x10° células/mL e incubas a 35°C por
24 horas, em estufa com 5% de CO:2 para que pudessem aderir ao fundo da placa.
ApoOs esse processo foi adicionado a bacteriocina A53 e BLIS P16 e as células foram

novamente incubadas por 72 horas.

Para se verificar o grau de citotoxicidade foi considerado o protocolo padronizado ISO

10993-5, que considera citotoxicidade como viabilidade <70% em relagdo ao controle
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nao tratado. A viabilidade celular foi verificada através da resazurina (alamarBlue®,
SigmaAldrich®, Missouri, EUA). As amostras foram lidas no aparelho
espectrofotometro Varioskan® Flash e analisadas de acordo com os parametros

previamente descritos no item 3.4.

3.8 Microscopia eletronica de varredura

A microscopia eletrénica de varredura foi realizada no Laboratério de Ultraestrutura
Celular Carlos Alberto Redins (LUCCAR), localizado no Centro de Ciéncias da Saude-

UFES.

As amostras de promastigotas foram lavadas e fixadas com o tampé&o para células
livres (Glutaraldeido 2,5% + Tampé&o cacodilato 0,1M) e armazenadas a +4°C por 24
horas para a fixacdo. Apos a fixagcdo as amostras foram lavadas com o tampéao
cacodilato 0,1M (pH 7,2-7,4) por 3 vezes; incubada durante uma hora ao abrigo de luz
com OsO4 1% em cacodilato 0,1 M adicionado de ferrocianeto de potassio 1,25%; em
seguida foram novamente lavadas com tampé&o cacodilato 0,1 M (pH 7,2-7,4) seguido

de agua deionizada.

O processo seguinte foi 0 de desidratacdo das amostras, através da adicdo de etanol
a 30%, seguido de etanol a 50%; 70%; 90% e por ultimo 100%. Terminado o processo
de desidratacdo as amostras foram encaminhadas para a realizagdo do ponto critico,
gue visa manter a estrutura da morfologia externa, em seguida foram metalizadas com
particulas de ouro e lidas no microscopio eletrénico de varredura Jeol JSM 6610LV,

nos aumentos de 4000x e 10.000x.

3.9 Dosagem de oxido nitrico (NO)

O sobrenadante dos experimentos com amastigotas de Leishmania sp foi coletado
para analise da producdo de NO. Foi realizado uma andlise de forma indireta, através
da medicéo da concentragdo de nitrito, pelo método colorimétrico de Griess. A curva
padrao foi feita utilizando N2NOs, com uma diluicdo a partir de 50 uM. O reagente de
Griess foi preparado através da adicdo de volumes iguais da solucdo HsPOas
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Sulfanilamida (Sigma-Aldrich®, Missouri, EUA), a 2,5% e a solu¢do contendo com 1%
de 40 a-Naftiletiienoaminohidrocloro (NEED) (SigmaAldrich®, Missouri, EUA) na
concentracdo de 0,1%. Aliquotas de 50uL do sobrenadante foram adicionados em
placas de 96 poc¢os, em duplicata, seguindo da adi¢cdo de 50uL do reagente de Griess.
A solugcdo foi incubada por 10 minutos, em temperatura ambiente e lida no
espectrofotometro Varioskan® Flash (Thermo Fisher Scientific, Massachusetts, EUA),

na absorbancia de 540 nm.

3.10 Avaliacéo sobre estresse oxidativo

Para os testes de estresse oxidativo as culturas de promastigotas de Leishmania
infantum foram cultivados em placa de 48 pocos, contendo 500 pL da cultura ajustada
para 1x107 células/mL, somado a 500 pL da BLIS P16 na concentracéo desejada para
os testes. Essas culturas foram utilizadas nos testes de Apoptose, ROS e Ciclo celular.

Os tempos de tratamento utilizados para os testes estao descritos na Tabela 1.

Tabela 1. Teste de avaliacdo do estresse oxidativo versus o tempo de incubagcdo com
bacteriocinas em que as amostras foram analisadas.

Tempo ROS Ciclo celular Apoptose
1 hora X X

2 horas X X

3 horas X

4 horas X X

6 horas X

8 horas X X

24 horas X X X

48 horas X X X

72 horas X X X
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3.10.1 Deteccédo de Apoptose

Formas promastigotas da cepa de referéncia da espécie Leishmania infantum, em
cultivo a 1x107 Leishmania/mL com diferentes concentracdes da BLIS P16 (0,625;
1,25; 2,5; 5 e 10 pg/mL). Uma cultura na auséncia da P16 foi utilizada como controle
do sistema em todos os tempos analisados. Também foi utilizada como controle
positivo, uma cultura tratada com a droga Miltefosina a 16,3 pg/mL. As amostras foram

tratadas durante os periodos de 1, 2, 4, 8, 24, 48 e 72 horas.

Para a deteccédo de apoptose foi utilizado o kit a Annexin V-FITC Apoptosis Detection
Kit Alexis (Lausen, Suica), que possui a capacidade de detectar mudancas
morfolégicas na membrana celular através da exposicao de fosfatidilserina. Também
foi utilizada lodeto de Propideo (PI), responsavel pela marcacéo de DNA fragmentado,
para a diferenciacdo dos estadgios da apoptose em que as promastigotas se

encontravam.

As promastigotas tratadas com a BLIS P16 foram lavadas com tampdo HBSS
marcadas com Anexina V-FITC e PI, incubadas por 15 minutos ao abrigo da luz,
lavadas novamente com o tampao e encaminhadas para analise por citometria de
fluxo, através do citbmetro de fluxo Attune® (Life Technologies™, Aplyed
Biosystems™, EUA). Foram coletados 10.000 eventos e analisados no programa
Flowjo v10 (TreeStar, Ashland, Oregon, EUA).

3.10.2 Deteccado de ROS (espécies reativas de oxigénio)

Formas promastigotas da cepa de Leishmania infantum, em cultivo a 1x10’
Leishmania/mL com diferentes concentra¢des da BLIS P16 (0,625; 1,25; 2,5; 5 e 10
pMg/mL). Uma cultura na auséncia da P16 foi utilizada como controle do sistema em
todos os tempos analisados. Também foi utilizada como controle positivo uma cultura
tratada com a droga Miltefosina a 16,3 pg/mL. Os experimentos foram realizados nos
periodos de: 1, 2, 4, 8, 24, 48 e 72 horas.

As amostras das culturas tratadas de Leishmania sp. foram lavadas com tampé&o PBS

e incubadas com a sonda 2',7’- diclorodihidrofluoresceina diacetato (H2DCFDA)



45

durante 40 minutos ao abrigo da luz. Apés a incubacao as amostras foram novamente
lavadas e em seguida marcadas com lodeto de Propidio (PI), para a separacao entre
as células viaveis e nao viaveis, e encaminhadas para a leitura no citbmetro de fluxo
Attune® (Life Technologies™, Aplyed Biosystems™, EUA). Foi adquirido um nimero
de 10.000 eventos, analisados no programa Flowjo v10 (TreeStar, Ashland, Oregon
EUA). Os dados foram expressos em porcentagem, com base no indice médio de
fluorescéncia (MFI) e plotados em grafico com o auxilio do programa GraphPad Prism
7 (GraphPad Software, EUA).

3.10.3 Analise da progresséo do ciclo celular em formas promastigotas de Leishmania

infantum

Formas promastigotas da cepa de referéncia da espécie Leishmania infantum chagas,
em cultivo a 1x107 Leishmania/mL com diferentes concentra¢ées da BLIS P16 (0,625;
1,25; 2,5; 5 e 10 ug/mL) e expostas ao tratamento pelos periodos de 3, 6, 24, 48 e 72
para se avaliar a influéncia na progressao do ciclo celular no parasita. Uma cultura na
auséncia da P16 foi utilizada como controle do sistema em todos o0s tempos
analisados. Também foi utilizada como controle positivo uma cultura tratada com a

droga Miltefosina a 16,3 pug/mL.

A progresséao do ciclo celular na forma promastigota dos parasitas de Leishmania foi
analisada utilizando o PI, o qual se liga ao DNA das células fixadas e permeabilizadas
com metanol. Para a analise, 1x10’ células do parasita previamente submetidas ao
tratamento com a P16 foram lavadas com PBS-EDTA (PBS suplementado com 5 mM
de EDTA). Apé6s a ressuspensédo das células em 300 uL de PBS-EDTA 700 pL de
metanol foi adicionado em 4 etapas de 175 pL com homogeneizacéo entre as etapas.
Em seguida as amostras foram incubadas a 4°C overnight ao abrigo da luz. Apés o
periodo de incubagdo as células foram lavadas com PBS-EDTA, sob as mesmas
condi¢bes de centrifugacao, e ressuspendidas em 1 mL de PBS-EDTA contendo 10
png/mL de Pl e 10 pg/mL de RNAse A e incubadas a 37°C por 45 minutos ao abrigo da
luz. As amostras foram analisadas no citdmetro de fluxo Attune® (Life Technologies™,
Aplyed Biosystems™, EUA), onde foram adquiridos 40.000 eventos, analisados no

programa Flowjo v10 (TreeStar, Ashland, Oregon, EUA).
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4 RESULTADOS

4.1 Avaliagdo do tratamento com bacteriocinas e BLIS P16 sobre a viabilidade

de promastigotas de L. amazonensis e L. infantum

O tratamento com as bacteriocinas e com a BLIS P16 demonstrou ser capaz de causar
atividade anti-leishmania sobre as espécies L. amazonensis e L infantum. A influéncia
desse tratamento se mostrou dose-dependente, uma vez que a porcentagem de

inibicdo variou de acordo com a concentracédo utilizada (Figuras 4 e 5).

Os tratamentos foram realizados com diferentes concentracdes, sendo o tratamento
realizado com a bacteriocina A53 (3,75 a 61,5 pg/mL) (Figura 4A e 5A), com a
bacteriocina C55 (10,5 a 169 pg/mL) (Figura 4B e 5B) e o tratamento com a
bacteriocina Nisina (100 a 3200 pg/mL) (Figura 4C e 5C). Para os experimentos com
a cepa de L. infantum foi acrescentado o tratamento com a BLIS P16 nas

concentragdes de 1,3 a 42,5 pg/mL (Figura 5D).

A L. amazonensis apresentou 100% de inibicdo nos tratamentos com as bacteriocinas
A53 e C55 e 50% de inibicdo com o tratamento com a Nisina. Em relacdo ao
tratamento contra a L. infantum, com as bacteriocinas e a BLIS P16, foi observado

uma inibicdo de 100%, ambas em suas maiores concentracdes testadas.

Para os testes com a cepa de L. amazonensis o ICso das bacteriocinas foi de
respectivamente: A53 - 24,78 pg/mL; C55 - 75,49 pg/mL e Nisina — 3191 pg/mL. De
acordo com estes resultados a bacteriocina A53 se mostrou mais eficiente por
apresentar um ICso menor, exigindo assim uma menor quantidade da substancia para

causar a morte do parasita.

Em relacdo aos testes com a cepa de L. infantum, os ensaios apresentaram as
seguintes concentragdes de ICso: A53 - 12,57 pg/mL; C55 - 44,31 pg/mL, Nisina -
317,2ug/mL e P16 - 2,9 ug/mL. Através destes, foi possivel se observar que a BLIS
P16 se mostrou mais eficiente, necessitando de uma menor quantidade para a inibicao

da cepa de L. infantum.
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Figura 4: Avaliagdo da viabilidade celular de promastigotas de L. amazonensis frente
ao tratamento com bacteriocinas. Formas promastigotas de L. amazonensis foram
plaqueadas na concentragdo de 1x10°células/mL, tratadas com diferentes concentraces das
bacteriocinas e incubadas durante 72 horas a 25°C. Foram realizados trés experimentos de
forma independente, em triplicatas, e expressos em média + SEM.
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Figura 5: Avaliacdo da viabilidade de promastigotas de L. infantum tratadas com
bacteriocinas e BLIS P16. Formas promastigotas de L. infantum foram plaqueadas na
concentracéo de 1x10° células/mL, tratadas com diferentes concentracdes de bacteriocinas e
da BLIS P16 e incubadas durante 72 horas a 25°C. Foram realizados trés experimentos de
forma independente, em triplicatas, e expressos em média + SEM.

4.2 Avaliacdo dos efeitos de A53 e BLIS P16 sobre a viabilidade de formas

amastigotas de L. infantum

As formas amastigotas foram obtidas através da infeccéo da linhagem celular J774A.1
com promastigotas de L. infantum e tratadas com diferentes concentragdes de A53 (0;
1,25;2,5;5e 10 ug/mL) e P16 (0; 1,25; 2,5; 5 e 10 pg/mL).

Nos tratamentos com a BLIS P16 foi observado uma inibicdo em torno de 80%
utilizando a concentracdo de 5 pg/mL. Em outras concentracdes de tratamento, como
2,5 pg/mL e 1,25 pg/mL, também ocorreu uma inibicdo das formas amastigotas. O

ICs0 da P16 para amastigota foi de 1,76 pg/mL (Figura 6B).

No que se refere ao tratamento com a bacteriocina A53, foi observado que nas

concentracdes consideradas nao citotoxicas (resultados apresentados no item 4.3),
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houve inibicdo das formas amastigotas, sendo a concentracdo de 5 pg/mL a mais
eficiente, seguido de 2,5 pg/mL e 1,25 pg/mL, que também apresentaram efeitos

inibitérios. O ICso do tratamento com a A53 foi de 2,17 pg/mL (Figura 6A).
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Figura 6: Teste de viabilidade de formas amastigotas de L. infantum frente ao
tratamento com a bacteriocina A53 e BLIS P16. Macréfagos de camundongo da linhagem
J774A.1 infectados com L. infantum na proporgéo de 1:10. A infeccao foi estabelecida durante
24 horas, seguindo do tratamento com diferentes concentragfes de P16 e A53 durante 48
horas. Os resultados foram comparados ao controle sem tratamento para que se
determinasse a porcentagem de sobrevivéncia das formas amastigotas. Foram realizados trés
experimentos de forma independente, em triplicatas, e expressos em média + SEM.

4.3 Avaliacao dos efeitos citotéxicos de A53 e BLIS P16 sobre linhagem celular

de mamifero

Para o teste de citotoxicidade, macrofagos murinos da linhagem J774A.1 foram
tratados com diferentes concentragdes de A53 (0; 1,25; 2,5; 5 e 10 ug/mL) e P16 (0O;
0,625; 1,25; 2,5; 5; 10 e 20 pug/mL), seguido de incubagé&o por 72 horas.

Foi possivel se identificar que a bacteriocina A53 teve seu limiar de citotoxicidade na
concentracdo aproximada de 6 pg/mL, enquanto a BLIS P16 teve seu limiar de
citotoxicidade na concentracdo aproximada de 5 pug/mL, pois inibiram mais de 30%
das células, sendo as concentracdes abaixo destas consideradas como nao
citotéxicas. Os ICso foram de 9,75 pg/mL para a A53 e de 6,6 pg/mL para a P16 (Figura
7).
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Figura 7: Avaliacdo sobre os efeitos citotoxicos das bacteriocinas A53 e BLIS P16 sobre
macrofagos de camundongos da linhagem celular J774A.1. Macréfagos murinos na
concentracédo de 1x10° foram incubadas com a bacteriocina A53 e a BLIS P16 em diferentes
concentracdes, durante 72 horas, para se avaliar a capacidade citotoxica das mesmas. Foram
realizados trés experimentos de forma independente, em triplicatas, e expressos em média *
SEM.

4.4 Avaliacdo do efeito do tratamento com BLIS P16 e A53 sobre a morfologia

de promastigotas de L. infantum

As formas promastigotas de L. infantum foram tratadas com a bacteriocina A53 e a
BLIS P16, com concentragBes de acordo com o ICso previamente obtido e incubadas

a 25°C, por 18 horas.

Através das imagens geradas pela microscopia eletrénica de varredura foi possivel se
observar as alteracdes morfoldégicas causadas pelo tratamento com a bacteriocina
A53 e a BLIS P16. Quando as imagens dos parasitas tratados sdo comparadas as do

controle, é possivel notar uma mudanca na morfologia externa dos parasitas (Figura

8).
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Figura 8: Avaliacao morfolégica de promastigotas de L. infantum tratadas com 10 pg/mL
de P16 e A53, durante 18 horas e lidas em microscoépio eletrénico de varredura. Controle
nao tratados (Al e A2), parasitas tratados com P16 (B1 e B2), parasitas tratados com A53
(C1 e C2). Aumentos de 4.000x (5um) e 10.000x (1pm).

Ao se comparar as imagens é possivel notar uma diferengca morfolégica entre os
parasitas tratados com a A53 e os tratados com a P16 quando comparados ao
controle. No tratamento com a A53 houve mudancas morfolégicas, porém sem ruptura

da membrana celular (Figura 8 C1 e C2). No tratamento com P16 foi possivel se
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observar rupturas da membrana celular, assim como uma fratura do flagelo (Figura 8
Bl e B2)

4.5 Avaliacdo sobre a producéo de oxido nitrico (NO)

Através da dosagem de producdo de oOxido nitrico (NO), foi verificado que os
macrofagos infectados com a cepa L. infantum e tratadas com a bacteriocina A53 e a
BLIS P16, ndo apresentaram alteracdes na producéo do NO, em relacdo ao controle

nao tratado (Figura 9).
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Figura 9: Influéncia do tratamento com A53 e BLIS P16 sobre a producédo de 6xido
nitrico (NO) por parte de macr6fagos murinos J774A.1. Macrofagos infectados com a cepa
L. infantum na proporgdo de 1:10, foram incubados com diferentes concentrages de A53 e
P16. A producdo de NO foi avaliada no sobrenadante ap6s 48 horas de tratamento pelo
método de Griess. Como controle foi utilizado macréfagos infectados sem tratamento. Foram
realizados trés experimentos de forma independente, em triplicatas, e expressos em média +
SEM.

4.6 Avaliacéo do estresse oxidativo em virtude do tratamento com BLIS P16
A caracterizagdo in vitro dos efeitos da P16 na dindmica do estresse oxidativo em

formas promastigotas da cepa de L. infantum, foi realizada apos diferentes tempos de
exposicao dos parasitas a diferentes concentragfes. Os resultados da analise de
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susceptibilidade in vitro das formas promastigotas mostraram um efeito dose-
dependente da P16 sobre a inducdo do estresse oxidativo no parasita L. infantum.
Os resultados mostraram uma relagao inversa e sobreposta entre o0 aumento de ROS
e a viabilidade celular, indicando que possivelmente a morte celular do parasita ocorre
por estresse oxidativo, levando a ocorréncia da apoptose, bem como a fragmentacao
do DNA celular.

4.6.1 Avaliagédo do uso da BLIS P16 sobre a inducdo de apoptose em promastigotas

de L. infantum

A fim de se analisar a acao de diferentes concentracdes de P16 contra promastigotas
de L. infantum, foi utilizado os marcadores Anexina-V e Pl para se demonstrar 0os
possiveis efeitos desse tratamento na ocorréncia de apoptose. Para efeitos de

controle positivo foi utilizado a droga Miltefosina a 16,3 pg/mL.

O principal efeito da P16 sobre a viabilidade celular foi a indugéo de apoptose tardia
(Anexina-V+/Pl+), atingindo uma porcentagem maior que 50% das células no
tratamento com 20 pg/mL e 10 pg/mL. E importante considerar que, apesar de nao ter
sido observado uma cinética que mostrasse a progressao de células em fase inicial
(Anexina-V+/Pl-) de morte celular programada para a fase tardia (Anexina-V+/Pl+),
consideramos as células com marcacao dupla (Anexina-V+/Pl+) como sendo células
em processo de morte celular programada em fase tardia, uma vez que os resultados
dos ensaios de ciclo celular mostraram uma sobreposicao entre a aparecimento de
células em fase SubG1 (células com DNA fragmentado, caracteristico de células em
processo de morte celular programada) e de células Anexina-V+/Pl+ (Figuras 10 e
12).

A BLIS P16 é capaz de estimular a apoptose ja nas primeiras horas de tratamento,
nas concentracdes de 20 pg/mL e 10 pg/mL, inclusive ja apresentando um resultado
relevante logo na primeira hora em comparacao a Miltefosina. Ao se comparar o efeito
da P16 e da Miltefosina durante todo o tratamento € possivel se observar que a

primeira apresentou uma atuacao mais rapida em relagédo a segunda (Figura 10).
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Figura 10: Influéncia do tratamento com BLIS P16 sobre a apoptose de promastigotas
de L. infantum. A Anexina-V foi utilizada para detectar a exposi¢do da fosfatidilserina,
enquanto o iodeto de propideo (PI) foi utilizado para mercar células em processo de morte
celular por necrose (Anexina-V-/Pl+). As células duplo negativas (Anexina-V-/Pl-)
representam as células viadveis dentro da populagdo analisada. Controle positivo de
Miltefosina a 16,3 pg/mL (MILT). Foram realizados trés experimentos de forma independente,
em triplicatas, e expressos em média + SEM.
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4.6.2 Avaliacdo sobre a producao de espécies reativas de oxigénio (ROS) em funcéo

do tratamento com a BLIS P16

A sonda H2DCFDA foi utilizada para se avaliar a desregulagédo do balango redox
através da fluorescéncia, detectada pela formacgéo de 2',7'-Diclorofluoresceina (DCF).
Através da analise do indice médio de fluorescéncia (MFI) foi tracado uma correlacao
entre e a fluorescéncia do DCF e a sobrevivéncia celular, sendo assim quanto maior

0 numero de sobrevivéncia, menor era a producdo de ROS.

Considerando que a presenca de ROS nas células pode levar a uma perturbacdo a
nivel irreversivel de restauragdo da homeostase, culminando com a morte celular, o
presente estudo também verificou os efeitos in vitro da P16 no estimulo a expressao
dessas moléculas sobre as formas promastigotas de L. infantum, cultivada na
presenca de diferentes concentracdes de P16 (0; 0,625; 1,25; 2,5; 5; 10 e 20 pg/mL)
apos diferentes tempos de exposicéo (1, 2, 4, 8, 24, 48 e 72 horas). Os resultados
dessa andlise revelaram que a BLIS P16 apresenta um efeito tempo e dose-
dependente (Figura 11).

E possivel se observar que durante as primeiras horas de tratamento a P16, nas
concentracdes de 20 pg/mL e 10 pg/mL se mostrou mais eficiente que o controle
positivo, Miltefosina a 16,3 pg/mL. Com o passar das horas a quantidade de
promastigota mortas através do tratamento com Miltefosina foi aumentando. Nas
horas seguintes aos maiores valores de inibicdo dos tratamentos (2 horas para P16 e
8 horas para miltefosina) houve uma reducéo na deteccao de ROS, em virtude do fato
de que grande parte da cultura ja estava morta.
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Figura 11: Deteccdo da producdo de ROS (espécies reativas de oxigénio) por
promastigotas de L. infantum tratadas com a BLIS P16. Porcentagem de producédo de
ROS de promastigotas de L. infantum calculados através da fluorescéncia do DCF. O controle
positivo foi utilizado a Miltefosina a 16,3 ug/mL (MILT) e as diferentes concentracdes de P16
foram tratadas durante variadas horas. Foram realizados trés experimentos de forma
independente, em triplicatas, e expressos em média + SEM.

4.6.3 Avaliacdo da influéncia do tratamento com a BLIS P16 sobre a progressao do
ciclo celular de promastigotas de L. infantum

Tendo em vista que o processo de morte celular programada € acompanhado por
fragmentacdo do DNA, o presente estudo analisou esse fen6meno por meio da
deteccdo de células em fase SubG1 do ciclo celular. A caracterizagdo in vitro dos
efeitos da BLIS P16 na progresséo do ciclo celular foram realizadas sobre as formas
promastigotas da cepa de L. infantum, cultivadas na presenca de diferentes
concentracbes (0; 0,625; 1,25; 2,5; 5; 10 e 20 pug/mL) apés diferentes tempos de
exposicao (3, 6, 24, 48 e 72 horas).

Os resultados mostraram que a P16 apresenta um efeito tempo e dose-dependente
na progressao do ciclo celular em formas promastigotas do parasita L. infantum. Foi
observado um aumento no niumero de células na fase SubG1, com reducéo no numero
de células na fase GO-G1 com a evolucdo do tratamento nas concentracdes de 10 e
20 pug/mL de P16 (Figura 12).

Em uma comparagao entre os efeitos do tratamento com Miltefosina e a BLIS P16, foi
possivel se observar que a Ultima possui um tempo de acdo mais rapido, acometendo

cerca de 50% das células ja nas primeiras 6 horas de tratamento, enquanto na
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primeira esse efeito ocorre por volta das 24 horas. Novamente as concentracfes de

20 pg/mL e 10 pg/mL foram as mais efetivas (Figura 12).
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Figura 12: Influencia do tratamento com P16 sobre a progressédo do ciclo celular de
promastigotas de L. infantum. A andlise do ciclo celular foi realizada ap6s marcacdo do
DNA com iodeto de propideo. SubG1: células que apresentam DNA fragmentado; GO-G1,
células com conteudo de DNA 2n, em fase de preparacao para a sintese de DNA; S: células
em fase de sintese de DNA; G2-M: células com DNA duplicado e em fase de mitose (M);
MNC: células multinucleadas. Controle positivo de Miltefosina a 16,3 pg/mL (MILT). Foram
realizados trés experimentos de forma independente, em triplicatas, e expressos em média

SEM.
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5 DISCUSSAO

Pesquisas que visam o desenvolvimento de novos tratamentos contra as
leishmanioses a partir de produtos naturais e biomoléculas s&o comuns,
demonstrando assim um interesse e expectativa nessa area como uma possivel fonte
de desenvolvimento de um novo farmaco (TIUMAN et al., 2011). Dentro do contexto
do desenvolvimento das pesquisas com biomoléculas, se encontram as bacteriocinas,
que apresentam efeitos contra diferentes espécies bacterianas, muito bem descrita na
literatura cientifica, tornando estas uma fonte viavel de pesquisas em novos campos
(NISHIE; NAGAO; SONOMOTO, 2012).

O numero de pesquisas relativas a utilizacdo das bacteriocinas como agente
antiprotozoarios é inferior a aquelas testadas contra células eucarioticas, como fungos
ou células tumorais. Entretanto, jA existem descritos, ao menos dois trabalhos,
mostrando a atividade de bacteriocinas contra protozoarios, como L. donovani e
Giardia lamblia (ABENGOZAR et al., 2017; AMER; MOSSALLAM; MAHROUS, 2014).
Desta forma, o presente trabalho avaliou o uso, in vitro, de diferentes tipos de

bacteriocinas contra cepas de L. infantum e L. amazonensis.

O mecanismo de acao € especifico para cada tipo de bacteriocina, mas no geral a
principal forma de acéo € através da alteracdo da permeabilidade celular, bem como
a inibicdo da sintese do DNA, RNA e outras biomoléculas (CHAVAN et al., 2005;
MONTVILLE; WINKOWSKI ; LUDESCHER, 1995).

O estudo de Do Nascimento et al., (2015), utilizou um peptideo chamado de PvD1,
extraido da espécie de planta Phaseolus vulgaris, para testar seu efeito anti-
leishmania in vitro contra L. amazonensis. Esse peptideo apresentou niveis relevantes
de inibicdo na concentracdo de 300ug/mL. Outro peptideo testado contra L.
amazonensis foi o Vu-Defr, extraido a partir de sementes de Vigna unguiculata, este
obteve atividade inibitoria, em torno de 50%, na concentracdo de 100 pg/mL (SOUZA
et al., 2013). Analisando os resultados da inibicdo de viabilidade das promastigotas
de L. amazonensis do presente trabalho e comparando com outros peptideos, é
possivel observar que, as bacteriocinas testadas apresentaram um melhor
desempenho, uma vez que seus ICso s&o de: A53 com 24,78 pg/mL e C55 com 75,49

pHg/mL. Somente a Nisina se apresentou menos eficiente, com 3191 pug/mL.
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O trabalho de Savoia et al.,, (2006) testou a atividade anti-leishmania de um
decapeptideo (KP) sintetizado em laboratorio, contra promastigotas de L. infantum e
obteve um ICso para a inibicdo de promastigotas na faixa de 72 pug/mL. O presente
trabalho, obteve resultados mais eficientes, obtendo ICso inferiores (BLIS P16 2,9
pug/mL, A53 12,57 pg/mL, C55 44,31 ug/mL), exceto para Nisina, que apresentou um
ICs0 de 317,2 pg/mL. Zampa et al., (2009) avaliaram atividade anti-leishmania do
peptideo DS 01, obtido através das secrecdes de pelo da espécie de anfibio
Phyllomedusa hypochondrialis, contra promastigotas de L. infantum. Este teve sua
média de atividade inibitéria em 21.7ug/mL, durante o maior tempo de incubacéo,
apresentando assim, um resultado menos eficiente que os dois principais peptideos
antimicrobianos testados, a bacteriocina A53 e a BLIS P16. Diante do exposto, é
possivel se observar que as bacteriocinas do presente trabalho, apresentaram maior
eficiéncia no tratamento in vitro contra as promastigotas de L. infantum, uma vez que

a maioria dos seus ICso foram menores.

O antibiético azitromicina foi testado contra cepas de L. Amazonensis e L. Infantum
com o intuito de avaliar sua atividade anti-leishmania, e foi obtido um ICs0 de 789,3
pg/mL e 1201 pg/mL respectivamente (DE OLIVEIRA-SILVA; DE MORAIS-TEIXEIRA;
RABELLO, 2008). Em uma comparacdo com os efeitos anti-leishmania das
bacteriocinas testadas no presente trabalho, € possivel se observar que os niumeros
de ICso0 obtidos se mostraram menores e mais eficientes em comparacao aos obtidos
em experimentos com um medicamento ja disponivel de forma comercial e com seus
efeitos j& bem estabelecidos, corroborando assim, com a possibilidade de que o
investimento na pesquisa de novas substancias seja mais eficiente que a utilizacéo
de medicamentos ja existentes (SINGH; KUMAR; SINGH, 2012).

As bacteriocinas testadas no presente trabalho apresentaram atividade distinta entre
elas e entre o tipo de espécie de Leishmania sp., apresentando também atividade
inibitoria diferenciada contra formas promastigotas de L. infantum e L. amazonensis

bem como contra forma amastigota de L. infantum.

Uma vez que os tratamentos com as bacteriocinas se mostraram mais promissores
na cepa de L. infantum, a mesma foi escolhida para dar continuidade nos ensaios.

Além disso, também foi levado em consideracdo o potencial de tratamento



60

apresentado pelas bacteriocinas, sendo observado que a A53 e a BLIS P16 se

mostraram mais eficientes em relacao as outras.

A bacteriocina A53 e a BLIS P16 ja tem demonstrado apresentar um amplo espectro
de acgdo inibindo véarios micro-organismos, como: B. coagulans, micro-organismos
deteriorantes de alimento com Enterococcus spp. e Listeria monocytogenes, assim
como micro-organismos de importancia clinica como Staphylococcus spp., incluindo
estirpes multirresistentes a drogas e as responsaveis por causar a mastite bovina
(FAGUNDES et al., 2016; SANTOS, 2016; VARELLA COELHO et al., 2007).

Na continuidade dos experimentos, foi avaliado o potencial das bacteriocinas (A53 e
BLIS P16) contra a forma amastigota de L. infantum, para isso foram utilizadas doses
baseadas nos testes com promastigotas. Apesar de se levar em consideracéo as
doses dos primeiros testes, com a forma promastigota, ndo era esperado que as
porcentagens de inibicdo fossem parecidas, uma vez que as duas formas apresentam
uma diferenca de composicdo da membrana celular externa, o que leva a uma forma
de acéao diferente por parte das bacteriocinas (GUIMARAES-COSTA et al., 2009).

A viabilidade de amastigota de L. infantum frente ao tratamento com novas
substancias também foi avaliada por outros autores. Rondon et al., (2011) avaliaram
a capacidade de extratos vegetais extraidos de Coriandrum sativum, Aloe vera e
Ricinus communis obtiveram ICso de 27,3; 1,03 e 17,28 pug/mL, respectivamente. Na
pesquisa de Barros et al., (2015) isolaram o peptideo PLA2 do veneno de Crotalus
durissus terrificus e o testou contra amastigotas de L. infantum, obtendo uma inibicao
de 50% na concentracdo em torno de 16.98 pg/mL. Em comparacdo com os ICso do
presente trabalho (A53 - 2,17 pg/mL e P16 - 1,76 pg/mL) as substancias testadas
pelos trabalhos citados anteriormente apesentaram menor eficiéncia (com excecéo da
Aloe vera), podendo chegar a necessitar de uma concentragéo 10 vezes maior para

inibir 50% das amastigotas.

Os ICso0 obtidos através do tratamento da A53 e BLIS P16 contra amastigotas de L.
infantum, se mostraram menor em comparagdo com a sua forma promastigota. Esse
resultado se mostrou oposto ao que é comumente visto em trabalhos que avaliam a
viabilidade das duas formas (ESTEVEZ et al., 2007; PEREIRA et al.,, 2010;
VALADARES et al., 2011). Uma hipotese para esse fato, se da em relagédo a forma
CcOmo ocorre a atracao e a ligacédo das bacteriocinas com seu alvo, uma vez que estas
sao atraidas por proteinas especificas (MONTVILLE; WINKOWSKI; LUDESCHER,
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1995) e diferencas entre a estrutura proteica externa entre promastigota e amastigota
sao conhecidas (LEPROHON et al., 2006).

Para uma substancia ser considerada com potencial de tratamento, a mesma deve
possuir a capacidade de acédo focada no alvo especifico e apresentar pouco, ou
nenhum, efeito citotdéxico significante para as células do organismo que esta em
tratamento (ISO/EN10993-5, 2009). Para se avaliar o potencial citotoxico das
bacteriocinas, foi utilizada a linhagem celular de macréfagos de camundongo,
J774A.1. Esta linhagem foi escolhida, pois € através de macrofagos, a principal forma
de interacao celular de Leishmania sp. no organismo de individuos infectados, sendo

inclusive utilizadas para a multiplicacao dos parasitas (SILVERMAN et al., 2010).

Foi avaliado o potencial citotoxico das bacteriocinas A53 e BLIS P16, pois, ambas
apresentaram melhores resultados in vitro contra os promastigotas e amastigotas de
L. infantum. Através dos experimentos foi possivel se observar que, em doses mais
altas, as bacteriocinas apresentavam um elevado potencial de -citotoxicidade,
causando a morte de mais de 30% das células de J774A.1, fazendo assim essas
doses inviaveis para tratamentos, porém em doses menores as mesmas mostraram
baixos efeitos citotoxicos. A BLIS P16 apresentou melhores resultados, pois seu ICso

foi menor que o da A53.

Fagundes et al., (2016) testaram a atividade citotdéxica da bacteriocina A53, contra
linhagem celular de fibroblasto murino L-929 e contra células Vero de rins de macaco-
verde africano. Foi observado que a mesma ndo apresentava atividade citotoxica,
mantendo inclusive a morfologia celular externa intacta. Também foi avaliada a
atividade hemolitica da A53 sobre eritrécitos de carneiro, a qual ndo houve acao,

mantendo estas células intactas ao tratamento.

A BLIS P16 n&o apresentou atividade hemolitica contra hemacias de carneiro, porém
se mostrou citotoxica contra as linhagens celulares de macro6fagos murinos Raw e
contra fibroblasto murino L-929, quando testadas em maiores concentragdes
(SANTOS, 2016). Esse fator também foi observado no presente trabalho, uma vez

que a P16 se mostrou citotoxicas em altas concentragdes.

Outros trabalhos que visavam testar novos compostos com atividade anti-leishmania
também realizaram testes de citotoxicidade contra os macréfagos murinos J774A.1.

No trabalho de Ghosal et al., (2012), foram testados a atividade anti-leishmania de
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compostos alcaloides extraidos de frutos da espécie Piper longum. As médias do ICso
dos testes citotdxicos ficaram em torno de 5 pg/mL. Em outro trabalho, Ramadani et
al., (2017) testaram os efeitos anti-leishmania de trés extratos, um de Tithonia
diversifolia e dois de Plinia cauliflora (sendo um isolado com a utilizacdo
dediclorometano e o outro com metanol) e apresentaram ICso de citotoxicidade nos
valores de 3,3 pg/mL, 5,8 ug/mL e 12,4 pg/mL, respectivamente. Ambos autores
consideram que suas substancias apresentavam baixo potencial de citotoxicidade,
uma vez que os resultados do presente trabalho obtiveram indices de inibigdo

parecidos, 0s mesmos podem ser considerados pouco citotoxicos.

Durante os testes com a BLIS P16 e a bacteriocina A53, foi possivel se observar que
as mesmas possuiam uma ac¢do sobre a morfologia externa celular da Leishmania, o
que ja era esperado, uma vez que a literatura cientifica ja descreveu a capacidade de
interacdo de bacteriocinas e membranas (CLEVELAND et al., 2001). Para a
confirmacdo do observado, foi realizado a microscopia eletrbnica de varredura,

visando se avaliar a integridade externa da membrana celular de L. infantum.

Durante a visualizacdo por microscépio éptico, foi observado que a medida em que as
promastigotas de L infantum ficavam expostas a um maior tempo com o tratamento
das bacteriocinas, era possivel se notar uma maior degradacao das mesmas, sendo
inclusive observado a presenca de restos celulares ja ap0s 24 horas de tratamentos.
Baseado nas observacoes anteriores, foi escolhido o tempo de 18 horas como o ideal
para se avaliar a membrana em diferentes estagios. O tratamento por 18 horas
permitiu observar fases intermediarias da acdo das bacteriocinas sobre a morfologia
externa das promastigotas de L. infantum, sendo assim utilizado como padrao para o

tratamento das amostras analisadas através de microscopia eletrdnica de varredura.

s

Analisando os resultados de microscopia eletrbnica € possivel se notar que a
bacteriocina A53 e a BLIS P16 apresentaram afinidade com a membrana da L.
infantum, causando uma mudanga na morfologia externa do parasita, porém € valido
ressaltar que as formas de acdo das mesmas apresentam algumas diferencas
basicas, como o fato de a BLIS P16 ser capaz de causar uma maior alteracao
morfolégica da membrana, assim como uma interacdo com o flagelo, sendo possivel
se observar cortes e fragmentacfes ao longo do mesmo. Ja a A53, apesar de ter
causado relevantes mudancas na forma externas das promastigotas, ndo causou

alteracbes na membrana celular, nem no flagelo, porém isso ndo quer dizer que a
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mesma nao possua essas capacidades, uma vez que a analise com tempos maiores
de tratamento poderiam demostrar maiores degradacfes. Como a A53 e a P16
apresentam composicdes de aminoéacidos diferentes entre si, € normal e esperado
gue sua acdo contra as promastigotas de L. infantum ndo ocorra da mesma forma,
pois a ordem e a quantidade dos aminoéacidos ira influenciar diretamente na forca de
ligacdo entre as mesmas e o alvo tratado, como ja foi mencionado em outros
trabalhos com bacteriocinas (HECHARD; SAHL, 2002; SABLON; CONTRERAS;
VANDAMME, 2000; VENEMA et al., 1993).

A acdo da viabilidade das bacteriocinas e da BLIS sobre as formas promastigota (L.
infantum e L. amazonensis) e amastigota (L. infantum) ao longo do trabalho, pode ser
explicada pelo fato de que esta acéo esta diretamente ligada a composicao proteica
da membra citoplasmatica, causando assim a ruptura da mesma, bem como a inibi¢éo
da biossintese de proteinas e acidos nucleicos, sendo assim, a diferenca entre 0s
tipos de proteinas expressas e a quantitativa destas proteinas, poderiam influenciar
na capacidade de interacdo das bacteriocinas com a célula estudada (SABLON;
CONTRERAS; VANDAMME, 2000).

Algumas drogas utilizadas contra parasitas, possuem entre seus principais efeitos o
estimulo do aumento da producédo de ROS. Esse aumento pode ocorrer nas células
de defesa do sistema imune do hospedeiro infectado, auxiliando assim um aumento
nos efeitos da resposta do sistema imune, bem como no préprio parasita, que ira sofrer
danos em suas biomoléculas, podendo levar assim a ocorréncia de apoptose
(CARVALHO et al., 2011; MOUGEOT et al., 2010).

Durante a ocorréncia de infeccbes os macréfagos aumentam a producdo de éxido
nitrico (NO), como uma forma de defesa, podendo ocasionar a morte dos parasitas
através da inducdo da apoptose ou da fragmentacdo do DNA (GRISHIN et al., 2016).
O presente trabalho demonstrou que tanto o tratamento com a A53 quanto a P16 nao
tiveram influéncia positiva ou negativa sobre a producdo de NO. Quando o tratamento
com uma substéancia atua de forma direta sobre os macréfagos, ocorre a producao do
NO (REYES-FARIAS et al., 2015), sendo assim é possivel que o tratamento com a

A53 e P16 ndo atuem sobre o macréfago, e sim sobre o parasita.

O conceito de estresse oxidativo pode ser determinado como um excesso na
formacdo de moléculas reativas, por alguma célula. Entre as principais moléculas

responsaveis pelo estresse oxidativo, se encontra as espeécies reativas de oxigénio
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(ROS) (BIRBEN et al., 2012). Quando as moléculas de ROS estdo nas normalidades
de suas funcdes, elas sdo capazes de desempenhar papeis importantes na
sinalizacdo responsavel pela proliferacdo, diferenciacdo e morte celular. Porém,
guando sua producédo se encontra desregulada, apresentando um excesso de ROS,
a mesma pode causa severos danos celulares, como oxidacado proteica e lipidica;
danos ao DNA e apoptose, para as células que apresentam esse excesso (KRYSTON
et al., 2011; SCHIEBER; CHANDEL, 2014).

Pelos resultados apresentados foi possivel se observar que a BLIS P16 possui a
capacidade de estimular um aumento da producdo de ROS nos promastigotas de L.
infantum. Esse aumento, logo nas primeiras horas de tratamento, leva a danos nas
biomoléculas formadoras da membrana celular do parasita, resultado este que pode
ser comprovado pela comparagdo com os testes de apoptose, o0 qual apresentou
elevados niveis durante os periodos de tratamento, ocasionando a morte do parasita.
Outro provavel efeito causado pelo aumento de ROS proporcionado pelo tratamento
com a BLIS P16 é o dano ao DNA do parasita, que ocorre através da fragmentacao
da molécula de DNA, levando consequentemente a uma interrup¢ao na progressao
do ciclo celular. Este dado por ser confirmado através da analise dos resultados do
teste de progresséo do ciclo celular, onde é possivel se observar que certas doses do
tratamento aumentaram a quantidade de células na fase Sub-G1, indicando assim que

houve uma inibicdo da proliferacéo do ciclo celular, causando a morte dos parasitas.

Outros trabalhos ja demonstraram a capacidade das bacteriocinas de causar estresse
oxidativo em células tratadas com as mesmas. O trabalho de Li et al., (2013), que
demonstrou a capacidade da bacteriocina Lacticina Q de estimular a superproducéo
de diversas moléculas de ROS em testes contra Lactobacillus lactis e Pediococcus
pentosaceus. Sharma; Srivasta (2014) demonstraram que a bacteriocina PInJ é capaz
de induzir apoptose contra Candida albicans através do acumulo em excesso de ROS.
Vizan et al., (1991) demonstraram em seu trabalho que a bacteriocina microcina B17
possui a capacidade de interagir e quebrar a molécula de DNA de Escherichia coli.

Esses resultados corroboram com os resultados obtidos pelo presente trabalho.

Através da analise combinada dos resultados dos testes de estresse oxidativo é
possivel se observar que a BLIS P16 estimulou a produgcdo de ROS em niveis
comparados a droga controle, miltefosina, a qual o estimulo a producao de ROS ja foi

relatado em diversos trabalhos na literatura cientifica, sendo essa caracteristica uma
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das principais para seu sucesso e emprego no tratamento da leishmaniose,
principalmente em locais onde se ha uma grande ocorréncia de resisténcia aos

tratamentos mais convencionais, por parte dos parasitas (PARIS et al., 2004).

A atividade de bacteriocinas contra Leishmania sp. também foi avaliada por
Abengozar et al., (2017), assim como o presente estudo. Foi demonstrada a acéo da
bacteriocina AS-48, isolada a partir de culturas de Enterococcus faecalis. Ela possui
atividade anti-leishmania contra cepas de L. donovanie L. pifanoi. Comparando com
os resultados deste trabalho, é possivel observar que ambas as bacteriocinas
utilizadas nos tratamentos apresentaram menores ICso que outros peptideos e
extratos vegetais testados em outros experimentos. Outro ponto em comum diz
respeito a forma de acdo contra as formas amastigotas, ja que a As-48 também
apresenta uma acdo direta na amastigota, mantendo o macréfago preservado.
Também foi observado nos dois trabalhos que as bacteriocinas sdo capazes de
estimular uma superproducédo de ROS, o que pode ser um dos motivos que levam a

apoptose.
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6 CONCLUSAO

O tratamento com as bacteriocinas é capaz de induzir uma atividade anti-leishmania
em formas promastigota de L. infantum e L. amazonensis, bem como nas formas
amastigotas de L. infantum. Com excecéo da Nisina as bacteriocinas apresentaram
um ICso baixo contra as formas promastigotas das duas cepas de Leishmania
testadas, assim como contra a forma amastigota de L. infantum. A bacteriocina A53 e
a BLIS P16 se mostraram mais eficientes durante os tratamentos, sendo que suas
concentracfes efetivas foram consideradas como nédo citotoxicas. Pela analise da
microscopia eletronica foi possivel se observar A53 e P16 possuiam capacidade de
interacdo com a membrana celular de promastigotas de L. infantum. O tratamento com
P16 contra promastigotas de L. infantum foi capaz de induzir o estresse oxidativo
ocasionando efeitos como a superproducdo de espécies reativas de oxigénio,
apoptose e fragmentacdo do DNA. Através dos resultados foi possivel se observar
gue as bacteriocinas se apresentam como uma substancia candidata a ser utilizada
no tratamento das leishmanioses, uma vez que as mesmas sao eficientes em baixas

concentracdes e possuem baixo efeito citotoxico.
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