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Mecanismo de toxicidade do peptideo extraido e purificado de
sementes de Adenanthera pavonina sobre leveduras de

importancia médica

Rodrigo da Silva Gebara, Antonio Jesus Dorighetto Cogo, Marillicia de Carvalho Ribeiro,
Anna Lvovna Okorokova Faganha, Valdirene Moreira Gomes, André de Oliveira Carvalho

Os peptideos antimicrobianos sdo moléculas constituintes da primeira linha de defesa dos
organismos contra competidores e patdégenos. Estes possuem atividade inibitéria sobre virus,
bactérias, protozoarios e fungos, e geralmente tem baixa toxicidade sobre células de mamiferos.
O objetivo deste trabalho foi avaliar a atividade antifangica do peptideo extraido e purificado de
sementes de Adenanthera pavonina sobre leveduras do género Candida e Saccharomyces
cerevisiae, elucidando mecanismos de toxicidade que resultam na morte celular das leveduras.
Foi feita a extracdo dos peptideos das sementes e a purificacédo total do peptideo foi feita por
cromatografia de troca i6nica (DEAE- Sepharose) e cromatografia de fase reversa (C18, HPLC,
gradiente linear de propanol). Foi entdo realizado o ensaio de inibicdo de crescimento de C.
albicans, C. buinensis, C. tropicalis e S. Cerevisiae para determinacdo da concentracao inibitoria
minima (MIC), dose letal (DL) e viabilidade celular. Em seguida, realizamos ensaio de
permeabilizacdo de membrana (Sytox Green, 0,2uM), estresse oxidativo (H.DFCDA, 20uM),
atividade mitocondrial (Mitotracker red, 100nM), condensacédo de cromatina (DAPI, 1ug/mL) e
ativacao de caspases (FITC-VAD-FMK, 50uM), utilizando microscépio 6ptico (Axio Imager A2,
Zeiss) acoplado a filtros fluorescentes. Os resultados apontam atividade fungicida para C.
buinensis (DL =50 pug/mL) e S. cerevisiae (DL = 12,5 ug/mL), sendo fungistatica para C. albicans
(MIC =100 pg/mL) e C. tropicalis (MIC= 200 pg/mL). S. cerevisiae, C. buinensis e C. tropicalis,
guando tratadas com o peptideo, tiveram suas membranas permeabilizadas, aumento da
expressdo endoégena de ROS e todas as células tiveram uma diminuicdo de suas atividades
mitocondriais, sendo mais evidenciada em S. cerevisiae e C. buinensis. Tais resultados indicam
processo de apoptose e por isso foi investigada a inducdo de marcadores apoptoticos. S.
cerevisiae e C. buinensis apresentaram uma fluorescéncia nuclear concentrada e intensa,
sugerindo condensacado de cromatina, fenémeno tipico de células apoptoéticas. Tal evento foi
confirmado com a detecc¢do da atividade de caspases, induzida pelo peptideo nas leveduras S.
cerevisiae e C. buinensis. Perspectivas futuras visam a caracterizacdo desse peptideo por
espectrometria de massas, melhor caracterizacdo de seu mecanismo de acdo como ultraestrutura
das leveduras e perfil de citotoxicidade sobre células de mamiferos. Dados obtidos até o presente
momento, demonstram que este peptideo possui forte atividade contra leveduras de importancia
meédica, sugerindo ser o peptideo uma molécula promissora no ramo da biotecnologia para
tratamento de infeccBes fungicas.
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