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Resumo

Diversas plantas da familia Leguminosae sédo reconhecidas pelo seu valor
econbmico caracterizado pela produgdo de diversos alimentos mundialmente
conhecidos e consumidos como a soja, o feijao, a ervilha, o grao de bico entre
outros, muitas das proteinas presentes nas diversas espécies dessa familia tém
recebido atencao pelo seu papel no controle e combate de varios microrganismos,
que infectam tanto plantas, como também agentes envolvidos em doengas humanas
e animais. Este trabalho teve como objetivo avaliar a agdo antibacteriana, antiviral e
citotdéxica do extrato protéico obtido a partir das sementes de Vigna unguiculata L.
Walp (Feijao Caupi), cultivar BR17-Gurgéia.

O extrato protéico das sementes Vigna unguiculata (EPSV) foi produzido apds
a germinacgéo e trituragdo sendo em seguida dosado pelo método de Bradford e
submetido a uma eletroforese em gel de Poliacrilamida a 12% (SDS-PAGE)para
caracterizar o perfil eletroforético das proteinas obtidas.

O EPSV foi avaliado quanto a sua atividade antibacteriana empregando as
técnicas de difusdo a partir de orificio e diluicdo em microplaca frente a importantes
bactérias Gram positivas e Gram negativas de interesse médico. A analise da
atividade citotdxica foi observada sobre célula C6/36 oriundas das larvas de Aedes
albopictus e a antiviral foi avaliada sobre a replicagédo do virus Dengue - 3.

No EPSV foi observada uma prevaléncia de proteinas com alto peso
molecular que variaram entre 60-80 kilodaltons (kDa).

Nao foi detectada nenhuma atividade antibacteriana sobre as espécies
testadas. Entretanto foi observado que as bactérias Gram positivas avaliadas,
quando cultivadas na presenga do extrato, produzem uma substancia polimérica
extracelular (EPS).

Os testes de atividade citotoxica e antiviral mostraram auséncia de efeito
citotdxico e inibicdo do efeito citopatico do DENV-3 (100% de inibicdo) quando as
células C6/36 foram tratadas com 100, 10 ou 1 pg/ml do EPSV

Estudos futuros seréo realizados de forma a caracterizar a composi¢ao dos
EPS produzidos a partir do cultivo de bactérias Gram positivas na presenca do
extrato como também para isolar e caracterizar a proteina responsavel pela

atividade antiviral deste extrato sobre a replicagdo de DENV-3.
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Abstract

Diverse plants of the Leguminosae family are recognized for its economic
value characterized by the food production diverse world-wide known and consumed
as the soy, the beans, the pea, the peak grain among others. Many of proteins gifts
in the diverse species of this family have received attention for its paper in the control
and combat from some microrganisms, as much the ones that can infect the plant, as
well as involved agents in illnesses human beings and animals.

This work had as objective to evaluate the antibacterial, antiviral and cytotoxic
action of the proteinic extract gotten from the seeds of Vigna unguiculata L. Walp
(Caupi Beans), to cultivate BR17-Gurgéia.

The proteinic extract of the Vigna unguiculata seeds (EPSV) was after
produced the germination and trituration being after that dosed by the method of
Bradford and submitted to one eletroforese in gel of Poliacrilamida 12% (SDS-PAGE)
to characterize the eletroforetic profile of gotten proteins.

The EPSV was evaluated how much its antibacterial activity using the
techniques of diffusion from orifice and dilution in microplate front the important Gram
negative and Gram positive bacteria of medical interest. The analysis of the cytotoxic
activity was observed on C6/36 cell deriving of the larvae of Aedes albopictus and
the antiviral was evaluated on the response of the DENV - 3.

In the EPSV a prevalence of proteins with high molecular weight was
observed that had varied between 60-80 kilodaltons (kDa).

No antibacterial activity on the tested species was not detected. However it
was observed that the Gram positive bacteria, when cultivated in the presence of the
extract, they produce extracellular polimeric substance (EPS).

The tests of cytotoxic and antiviral activity had shown absence of cytotoxic
effect and inhibition of the citopatic effect of the DENV-3 (100% of inhibition) when
the C6/36 cells had been dealt with 100, 10 or 1 ug/ml of the EPSV

Future studies will be carried through of form to characterize the composition
of the EPS produced from the culture of Gram positive bacteria in the presence of the
extract as well as to isolate and to characterize the responsible protein for the

antiviral activity of this extract on the DENV-3 response.
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1 INTRODUGAO

1.1 Plantas Medicinais e o desenvolvimento de novos farmacos

As plantas medicinais além de seu uso na medicina popular tém contribuido
consideravelmente para a obtencdo de varios farmacos, amplamente utilizados na
clinica. Nao é de hoje que os produtos naturais obtidos a partir de plantas servem
como moldes para a produgédo de substancias antimicrobianas (GIBBONS, 2008).
Em meados da década de 1980, a pesquisa de farmacos derivados de produtos
naturais foi inibida, principalmente a partir dos avangos da Genética e da Biologia
Molecular somados aos avangos da Quimica e das Ciéncias da Computagao. Estes
avancos tém como objetivo a modificagdo de substancias em laboratorio,
transformando-as em drogas com atividade terapéutica mais eficaz. Porém, com a
necessidade de investimentos cada vez mais altos, os produtos obtidos a base de
materiais modificados quimicamente tém se tornados economicamente inviaveis.
Esta caracteristica desencadeou, portanto, a busca de novos materiais de origem
natural, principalmente a partir das plantas, sem a necessidade de vultosos
investimentos em pesquisa (TEMPESTH; STEVEN, 1994).

Em praticamente todos os paises existe um paralelo entre a medicina
convencional e a medicina popular ou tradicional, assim denominada pela proépria
Organizagdo Mundial de Saude OMS (1991), Essa medicina surgiu a partir das
tradicoes, muitas das vezes fundadas no conhecimento ou experiéncia popular, nas
supersticdes ou mesmo a partir de crencas religiosas, que terminaram por ser
comprovadas através da verificagcdo e comprovacado pela comunidade cientifica
(UNANDER et al., 1995). A OMS, afirma que a pratica da medicina popular e o
conhecimento empirico dos povos devem ser respeitados, mas ao mesmo tempo
testados, tendo como finalidade a validacéo, para que possa haver maior seguranca
e eficacia na sua utilizagdo. Quando se esta buscando substancias ativas a partir de
plantas, as informacdes obtidas da medicina popular se mostram mais eficazes em
direcionar a pesquisa de componentes com atividades biolégicas do que quando se
tenta escolher plantas ao acaso (UNANDER et al., 1995). Desta forma é

aconselhavel que os estudos se iniciem com a parte da planta que € empregada na



medicina popular e posteriormente com as outras partes. Partes diferentes (raiz,
caule, casca, flores, frutos e folhas) podem conter os mesmos principios ativos,
porém na maioria dos casos a constituicdo quimica da planta muda nas suas
diferentes partes (TORTORIELLO et al., 1995).

A acado medicamentosa de uma planta é composta dos produtos de seu
metabolismo, que sao denominados de metabdlitos especiais. Uma planta pode
conter centenas de metabdlitos secundarios, os quais podem estar presentes em
grande concentragcdo (HORWITZ, 1994). No entanto, os compostos presentes em
menor propor¢ao na planta podem apresentar os melhores efeitos biolégicos. Assim,
toda substancia, independente de sua proporgdo na planta, pode ser um principio
ativo, sendo de grande importancia a analise das fragbes e das substancias puras.
Desta forma pode-se conhecer o principal componente quimico responsavel pela
atividade farmacoldgica do extrato obtido da planta estudada. Para se obter
substancias puras com determinados efeitos bioldgicos, sdo necessarias dedicagao
e determinacdo por parte dos pesquisadores, assim como colaboracio
interdisciplinar (HAMBURGER; HOSTETTMANN, 1991).

A OMS (1991) definiu que planta medicinal é toda e qualquer planta de uso
popular, que tem como fim amenizar ou curar uma doenga Ou um processo
patologico, podendo servir ainda como medicamento ou matéria prima para o
desenvolvimento de novos farmacos. Essa pratica, que se caracteriza pela utilizagao
dos recursos naturais como forma de tratamento e cura de doencgas, € tdo antiga
quanto a espécie humana (REIS, 1996). Os estudos quimicos de plantas medicinais
que visam obter novos compostos com propriedades farmacoldgicas tem sido o foco
da grande maioria dos trabalhos publicados em congressos e revistas internacionais.
Estudos interdisciplinares tém conseguido elucidar rapidamente estruturas
moleculares de muitos constituintes naturais, gracas ao desenvolvimento de novas
técnicas fisico-quimicas de espectroscopia, 0 que favorece o0s estudos
farmacolégicos posteriores (CORDELL, 1995). Os estudos de plantas medicinais
devem se iniciar com a obtengdo de extratos brutos utilizando-se modelos
experimentais simples (COWAN, 1999). Apds a confirmagado da atividade biolégica
e/ou elucidacdo dos componentes quimicos neste extrato, o mesmo deve ser
submetido a ensaios mais especificos, como a cromatografia em coluna, visando a
obtencao de substancias puras com potencial agéo biolégica (CIRILO, 1993).

No mundo, 25 % dos medicamentos prescritos sédo de origem vegetal, onde



dos 252 medicamentos basicos e essenciais considerados pela OMS, 11 % sao
exclusivamente de origem vegetal (TOLEDO et al., 2003). O uso de plantas
medicinais € um dos poucos recursos terapéuticos que as comunidades menos
assistidas, de paises da Africa e da América do Sul, disponibilizam como forma de
tratamento e cura de muitas enfermidades (DIAS; SHARAPIN, 1996). Assim, os
medicamentos obtidos de extratos vegetais devem ser utilizados em beneficio da
populagdo e incorporados, sempre que possivel, a programas de promogao,
prevencao e assisténcia primaria a saude (BUFFON, 2002). Nos ultimos anos tém
ocorrido grandes avangos nos estudos quimicos e farmacologicos de plantas
medicinais, visando obter novos compostos com propriedades terapéuticas, que
estejam ao alcance de comunidades menos favorecidas (FILHO; YUNES, 1998).

Vérias linhas de pesquisas estdo sendo desenvolvidas no sentido de se isolar
substancias a partir de plantas medicinais que tém sido usadas empiricamente ha
milhares de anos no tratamento de doengas infecciosas (CALIXTO, 2000), muitas
dessas substancias possuem agéo bacteriostatica, ou seja, ndo chegam a destruir
as bactérias, mas inibem o crescimento bacteriano, diminuindo assim a ocorréncia
de mutacdes (BROEKAERT et al., 1997).

1.2 As doencas infecciosas e os desafios da terapéutica

Hoje em dia a resisténcia bacteriana tem sido a causa de muitos problemas
terapéuticos, sendo, portanto um problema de saude publica (HAMBURGER;
HOSTETTMANN, 1991). Isso se deve em parte ao uso indiscriminado dos
antibidticos. Assim, a procura por novas substadncias que tenham atividade
antimicrobiana que nao induza o aparecimento de resisténcia, com poucos efeitos
colaterais e com baixos custos, tem suscitado interesse crescente nos estudos
envolvendo produtos naturais, principalmente os de origem vegetal (SARTORI et al.,
2003). Mas, os desafios sdo muitos, pois sdo necessarios muitos investimentos até
se descobrir produtos naturais com os efeitos desejados e com minimos efeitos
colaterais (GIBBONS, 2008).

A resisténcia aos antimicrobianos é um fendmeno natural nos microrganismos
em que ocorre a substituicdo de patdégenos suscetiveis por outros mais resistentes

(FRENCH, 2005). O conhecimento do fenbmeno da resisténcia a agentes fisicos e



quimicos entre os microrganismos data do inicio da era microbiana. O advento do
uso clinico de sulfonamidas, em 1933, e, em seguida, da penicilina, em 1941, levou
a constatacdo de que a resisténcia bacteriana aos agentes antimicrobianos podia
ser uma caracteristica natural das espécies de bactérias ou ser adquirida por cepas
individuais dentro de uma populagéo sensivel (MOREIRA, 2004).

As doencas infecciosas estdo entre as principais causas de morte da
populacdo humana (LOHNER; STAUDEGGER, 2001). Nos paises em
desenvolvimento, as doencas infecciosas como malaria, tuberculose e AIDS sao as
enfermidades que mais afetam as populagcdes menos favorecidas. Além de serem as
populagdes mais acometidas por essas doengas, sdo justamente as que menos tém
acesso ao tratamento apropriado (BATES et al.,, 2004). A capacidade que os
microrganismos tém de desenvolver resisténcia aos antibiéticos tem surpreendido os
microbiologistas, o que tem exigido dos pesquisadores a necessidade de estarem
em constante vigilancia no que diz respeito ao aparecimento de novos mecanismos
de resisténcia, principalmente por parte das bactérias patogénicas, tanto a nivel
ambulatorial como no ambiente hospitalar (HARDY et al., 2004).

Até bem pouco tempo as infecgdes bacterianas podiam ser tratadas com
drogas de baixo custo, mas com o advento de microrganismos multi-drogas
resistentes, que se apresentam resistentes a maioria dos antibidticos em uso, o
tratamento dessas enfermidades vem se tornando um desafio devido ao
encarecimento dos medicamentos em uso. Além de tentarem evitar o aparecimento
de resisténcia aos antibidticos atualmente usados, é essencial o estudo de novas

substancias com atividades antimicrobianas (MARTINEZ et al., 2007).

1.3 O virus da dengue (DENV)

1.3.1 Morfologia, ciclo de replicacao e estrutura do DENV

A dengue é uma doenga de distribuigdo global, causada por um arbovirus
pertencente a familia Flaviviridae, género Flavivirus, sendo classificado em quatro
sorotipos antigénicos distintos (DENV-1, DENV-2, DENV-3 e DENV-4) (ROTHMAN,
2004). A particula viral € composta por um capsideo icosaédrico, recoberto por um

envelope lipidico contendo as proteinas do envelope e da membrana, medindo



aproximadamente 50 nandmetros (CLERQ, 2004). O genoma do DENV é, na
verdade, uma fita simples de RNA de polaridade positiva, com cerca de 10,2
kilobases (kb) e que codifica uma poliproteina, que apds processamento origina as
trés proteinas estruturais (capsideo, membrana e envelope) e sete proteinas nao-
estruturais (NS1, NS2A, NS2B, NS3, NS4A, NS4B e NS5) (ROTHMAN, 2004).

Como todos os virus o DENV multiplicam-se apenas em células vivas. A
célula hospedeira deve fornecer a energia e 0 mecanismo de sintese, bem como os
precursores de baixo peso molecular para a sintese de proteinas e do material
genbmico do virus. O genoma viral transporta a especificidade genética para
codificar todas as macromoléculas especificas do virus de uma forma altamente
organizada. A replicacao do DENV comecga com a interagao e adsor¢gao com a célula
hospedeira através da ligagcdo com um receptor existente na membrana celular.
Logo apds ocorre a posterior penetragéo do virion infectante por endocitose, com a
captacdo das particulas virais no interior de endossomas. Este processo culmina
com o desnudamento e liberacdo do RNA viral no citoplasma da célula infectada.
Nesta etapa ocorre a perda da infectividade do virus paterno (CLYDE; KYLE;
HARRIS, 2006).

A fase de sintese do ciclo de replicacao viral ocorre apés o desnudamento do
genoma viral. Onde serdo transcritos os mMRNA a partir do RNA viral, uma vez
concluida esta etapa, o DENV utiliza os componentes celulares para a tradugdo do
MRNA. Apds a replicagdo do genoma viral ocorre a montagem das particulas virais
no reticulo endoplasmatico, as quais serdo transportadas pelo complexo de golgi,
onde sofrerdo o devido amadurecimento. Sendo a particula viral, por fim, liberada
por exocitose (BARTENSCLAGER; MILLER, 2008).

A proteina C (proteina do capsideo) tem um peso molecular em torno de 13,5
kDa e é o primeiro polipeptideo sintetizado durante a traducdo (CLERQ, 2004).
Existem duas formas de proteinas M: prM (pré-membrana) contida em virions
intracelulares imaturos e a proteina M (membrana) contida em virions maduros
extracelulares. A clivagem especifica de prM (22 kDa) durante a maturacao viral
resulta na formacao da proteina M (8 kDa) (YU et al., 2008). Essa clivagem é uma
etapa importante, pois precede a liberacdo do virus da célula, resultando na
reorganizagao do virus e consequente aumento da infectividade viral (HENCHAL,;
PUTNAK, 1990). A glicoproteina do envelope (E) € a maior proteina do envelope do

virus (51-60 kDa), essa proteina tem um importante papel na ligagao ao receptor na



célula hospedeira, inducdo de resposta imune protetora, fusdo especifica de
membrana e montagem da particula viral (CLYDE; KYLE; HARRIS, 2006).

A glicoproteina NS1 (46 kDa) é a segunda proteina mais imunogénica do
DENV e atua na fase precoce da infec¢do viral (CLERQ, 2004) e é expressa em
trés formas: uma forma residente no reticulo endoplasmatico (RE), uma forma
ancorada na membrana e uma forma secretada (sNS1) (HENCHAL; PUTNAK,
1990). A proteina NS2A (22 kDa) € importante para o processamento proteolitico de
NS1. A proteina NS2B (14,5 kDa) esta envolvida na fungao protease do complexo
NS2B-NS3 (DE PAULA; FONSECA, 2004). A proteina NS3 (70 kDa) & importante
na interagdo com a proteina que modula o transporte intracelular do reticulo
endoplasmatico para o complexo de Golgi nas células humanas, sendo assim
considerada essencial na replicagao viral (CLYDE; KYLE; HARRIS, 2006). NS4 além
de atuar no processo de replicagao, age também como potente inibidor do interferon
B (IFN- B) e interferon y (IFN- y), importantes no processo de sinalizagdo da resposta
imune celular (CLYDE; KYLE; HARRIS, 2006). A proteina NS5 (105 kDa) é a maior
dentre as proteinas ndo estruturais e serve como RNA polimerase viral RNA-
dependente. NS5 também pode induzir a transcricao e tradugéo de interleucina-8
(IL-8) (DE PAULA; FONSECA, 2004).

1.3.2 Patogenia da infecgao pelo DENV

A Organizagao Mundial da Saude define as formas clinicas da dengue em:
Dengue Classica (CD) e Febre Hemorragica da Dengue (FHD) (OMS, 1987).

A Dengue Classica (CD) se caracteriza pelo desenvolvimento de um estado
febril seguido dos seguintes sintomas: dor de cabecga, dor retro-orbital, mialgia,
erupcodes na pele e leucopenia (OMS, 1987).

A Febre Hemorragica da Dengue (FHD) se evidencia pelo desenvolvimento
de hemorragia, sendo caracterizada pelas seguintes manifestagdes: aparecimento
de petéquias, equimose ou purpura, sangramento de mucosa (sangramento de
gengivas), hematémese ou melena, trombocitopenia (contagem de plaquetas abaixo
de 100.000/mm3) e evidéncia de extravasamento do liquido plasmatico, que
corresponde a um aumento relativo do hematdcrito maior ou igual a 20% (OMS,
1987).



O extravasamento do liquido plasmatico &€ consequéncia do aumento da
permeabilidade vascular e tem como agravante a hemoconcentragdo e o derrame
pleural ou peritoneal, resultando em hipotensdo e choque, algumas vezes
acompanhados de coagulagdo intravascular disseminada e hemorragia,
sangramentos ocorrem devido a fragilidade capilar e acentuada trombocitopenia
(ROTHMAN; ENNIS, 1999). A trombocitopenia ocorre devido a supressdo da medula
Ossea, destruicdo periférica, mediada pelo sistema imunolégico e demanda
aumentada das plaquetas (HALSTEAD, 2007).Portanto quanto mais rapido o
diagnostico, mais eficaz sera a realizacdo do pronto atendimento,
consequentemente maior sera a reducdo do indice de mortalidade pela dengue
hemorragica (CLYDE; KYLE; HARRIS, 2006).

1.3.3 Aspectos epidemiolégicos do DENV

O DENV é transmitido ao homem através da picada de mosquitos do género
Aedes, sendo o Aedes aegypti considerado seu principal vetor (DE PAULA;
FONSECA, 2004). As infecgdes pelo DENV, como a febre hemorragica do dengue,
constituem um problema de saude publica em mais de 100 paises e acometendo
cerca de 2,5 bilhndes de pessoas. Apesar de ser de distribuigcdo global a epidemia de
febre hemorragica do dengue manteve-se localizada no Sudeste da Asia, devido
principalmente aos programas de erradicagcao do Aedes aegypti nas Américas, para
controle da febre amarela urbana, nas décadas de 50 e 70 (GUBLER, 2002). No
entanto ao final da década de 70 o Aedes aegypti re-infestou a maioria dos paises
americanos (GUBLER, 2002).

O numero de paises com epidemia de dengue aumentou significativamente
nos anos 80 e 90, a medida que novos sorotipos e diferentes gendtipos do virus
foram introduzidos (RIGAU-PEREZ et al., 1998). Estima-se que ocorram anualmente
cerca de 50 a 100 milhdes de casos de dengue classica e centenas de milhares de
casos de febre hemorragica da dengue pelo mundo (OMS, 2002). O Brasil
permaneceu livre do mosquito Aedes aegypti até 1976. Com o ressurgimento de a
uma onda de epidemias comegando em 1981, em Roraima, resultando na circulagcéo
endémica e epidémica do virus por todo o pais. Atualmente, os sorotipos 1, 2, 3 e 4
do virus dengue circulam simultaneamente em todos os estados do Brasil (DE
PAULA; FONSECA, 2004). A incidéncia da dengue varia com o periodo chuvoso e



aumento de temperatura. Os casos de dengue tém  sido registrados,
predominantemente onde ha uma alta densidade demografica, que favorece a
transmissdo viral (HALSTEAD, 2007). O Aedes aegypti esta ligado ao habitat
humano. Sendo as larvas encontradas em locais contendo agua estagnada, tais
como: recipientes plasticos, pneus velhos, vasos de plantas, latas, cisternas,
buracos em arvores, troncos de palmeiras (GUBLER, 2002).

1.3.4 Medidas preventivas e tratamento da Dengue

O governo brasileiro, através dos 6rgaos competentes, tem usado de varios
recursos com o objetivo de diminuir o aumento dos casos de dengue, bem como
evitar o surgimento de epidemias. Os materiais informativos produzidos e divulgados
nas campanhas de saude publica tém sido de grande relevancia no esclarecimento
da populagao sobre a forma de transmisséo da doencga e sua prevengao, orientando
sobre sintomas relativos a Dengue Classica (DC) e a Febre Hemorragica do
Dengue, além dos cuidados a serem tomados quanto a eliminagdo de focos
domésticos, através da divulgacao de informacdes cientificas em linguagem popular,
possibilitando a compreensdo da etiologia, sintomatologia e medidas de controle
(CORDEIRO, 2008).

Apesar dos bons resultados obtidos com as campanhas de conscientizagao
ainda ha muito a se fazer, ndo sé quanto a prevengdo, como também no que diz
respeito ao tratamento dessa doenca. Nao existe nenhum tratamento especifico
para a DC. E recomendavel repouso e ingestdo abundante de liquido. O tratamento
disponivel é referente aos sintomas. Fazendo-se uso de analgésicos, antitérmicos e
antieméticos, um dos medicamentos mais difundidos é o paracetamol, outra medida
importante é evitar a ingestdo de medicamentos a base de acido acetil salicilico
(AAS), que tém agao anticoagulante, podendo assim exacerbar o quadro clinico da
FHD (BRASIL, 2002).

Quanto ao desenvolvimento de uma vacina ainda n&o existe um modelo
animal que possa simular os sintomas da dengue em humanos, demandando varios
anos de pesquisa, inclusive para a realizagdo dos testes em seres humanos
(CORDEIRO, 2008; GIBBONS; VAUGHN, 2002). Enquanto ndo houver uma vacina
efetiva disponivel, assim como o controle efetivo do mosquito é essencial a pesquisa

de novas drogas com acgao antiviral (DE SIMONE et al., 2004).



1.3.5 Estudos de plantas medicinais com a¢ao anti-infecciosa

Com o desenvolvimento de novas técnicas de estudos fitoquimicos, os
quimicos organicos tém conseguido elucidar rapidamente estruturas moleculares
complexas de uma infinidade de constituintes obtidos a partir de produtos naturais,
que até bem pouco tempo eram dificeis de serem identificados (TOLEDO et al.,
2003). Cada vez mais rapido sao encontradas na literatura relatos do descobrimento
de novas moléculas, algumas de relevante acao antimicrobiana como a azadiractina,
os polissacarideos e os peptideos antimicrobianos (TEMPESTH; STEVEN, 1994).

No Brasil, devido a grande riqueza da flora nativa, principalmente do Serrado
e da Amazébnia, € que tém surgido muitos estudos envolvendo as plantas usadas
como fitoterapicos. Poderiamos citar como exemplo o Croton cajucara, conhecido na
medicina popular por sacaca (MACIEL, 2002). Esta planta vem sendo utilizada no
combate a malaria, febre, intoxicagdes hepaticas e na insuficiéncia renal (VIEGAS,
2003; GOTTLIEB; BORIN, 1997). A Tabebuia avellanedae (ipé roxo) vem sendo
muito usado no tratamento da doenga de chagas, da leishmaniose e no tratamento
do cancer (ELISABETSKY; COSTA CAMPO, 1996). Substéncias presentes em
Artemisia annua, a popular Artemisia, exercem potente atividade antimalarica
(GOTTLIEB; BORIN, 1997).

Neste contexto é importante mencionar que as plantas, além de seu uso na
medicina popular com finalidades terapéuticas, tém contribuido, ao longo dos anos
para a obtencdo de varios farmacos, até hoje amplamente utilizados na clinica,
dentre as espécies que vém ganhando destaque encontram-se muitas plantas
pertencentes a familia Leguminoae (LORENZI, 1982; MARK, 1999).

1.4 Familia Leguminosae — Caracteristicas, Sistematica e A¢ao antimicrobiana

As leguminosas sao todos os graos produzidos em vagens e incluem o feijao,
a soja, a ervilha, a lentilha, o amendoim, o gréo-de-bico, entre outros usados na
alimentacdo em muitas regides ao redor do mundo (MARK, 1999). A familia
Leguminosae compreende mais de 600 géneros subdivididos em, aproximadamente
13.000 espécies espalhadas por todo o globo terrestre, de um pdlo a outro,
especialmente nas regides tropicais e subtropicais, onde sdo responsaveis pela

grande diversidade de plantas encontradas nessas regides. A familia Leguminosae



compreende trés subfamilias importantes: Mimosoideae, Caesaepinioideae,
Papilionoideae (HEYWOOD, 1978). Sendo que, a subfamilia Papilionoideae é a
maior dessas subfamilias e compreende cerca de 400 géneros (CRUZ, 1982). Esta
familia compreende plantas de porte variavel, que vao desde ervas e arbustos e de
arvores a escandentes (JOLY 1966; WILLIS 1973).

As leguminosas desempenham um importante papel nutricional na dieta de
varias populacdes, principalmente nas populacdes da Asia, india, Américas Central,
América do Sul e Oriente Médio. As leguminosas tém duas habilidades importantes
para sua sobrevivéncia: a formagao dos rizébios e a habilidade de fixar Nitrogénio
(N2) da atmosfera e transforma-lo em compostos a base de amdnia. Essas
propriedades sdo responsaveis pela grande concentragdo de proteinas encontradas
nas sementes dessas plantas (GRAHAM et al., 2006; EAMES, 1961).

As proteinas extraidas de Leguminosas tém chamado a atencdo de um
grande numero de pesquisadores por desempenharem um papel fundamental na
defesa contra predadores, tais como: insetos, fungos e bactérias (MURDOCK et al.,
1990; YE et al.,, 2000a). As sementes das leguminosas possuem um papel
importante na propagacgao destas plantas, pois s&o ricas em aminoacidos, lipideos e
carboidratos, que sao essenciais ao processo de germinagcdo destas sementes.
Paralelamente, esta alta concentracdo de proteinas, pode funcionar como fonte de
alimento para animais, insetos, fungos e bactérias. Como forma de defesa contra
estes organismos, as leguminosas expressam inumeras proteinas e peptideos de
defesa em suas sementes, a fim de evitar a predagdo por microorganismos
patogénicos. Desta forma, as Leguminosas permitem a germinagao do broto e
consequentemente a perpetuacgéo das espécies (WONG; NG, 2005a).

As variedades de feijao tém ocupado um lugar de destaque no grupo das
leguminosas quanto a presenca de peptideos com atividade antimicrobiana. O
Feijao Lima (Phaseolus lunatus), por exemplo, € uma leguminosa originaria do Peru.
Foi demonstrado que na semente deste feijdo existe um peptideo chamado
lunatusina que possui atividade antifungica e antibacteriana. Os ensaios
antimicrobianos demonstraram atividade de supressao do crescimento micelial de
Botrytis cinerea, Fusarium oxysporum e Mycosphaerella arachidicola, fungos
causadores de doencas em mais de cem espécies de plantas, além de atividade
antibacteriana em bactérias patogénicas como Bacillus megaterium, Bacillus subtilis,

Proteus vulgaris e Mycobacterium phlei. Este peptideo também possui atividade



inibitéria sobre a transcriptase reversa do Virus da Imunodeficiéncia humana tipo |
(HIV-1) (WONG; NG, 2005b). Leung e colaboradores (2008) isolaram de sementes
do Feijao Francés (Phaseolus vulgaris) um peptideo de defesa de aproximadamente
6 kilodaltons (kDa) com atividade antifungica, que se mantém estavel a grandes
variagdes de temperatura e pH. Essas proteinas possuem forte homologia com
outros tipos de proteinas denominadas de defensinas, as quais possuem atividade
antimicrobiana comprovada (MITTA et al., 2000).

Dentre as muitas classes de defensinas até o momento descobertas apenas
quatro classes demonstraram possuir atividade antibacteriana contra bactérias
Gram-negativas. Proteinas ou peptideos pertencentes a estas classes agem pela
formacao de ligagdes covalentes a receptores existentes na membrana celular dos
microrganismos (GARCIA-OLMEDO et al., 2001). Existe uma classe de peptideos
com baixo peso molecular, chamados gama-tioninas que possuem agao bactericida
conhecida, como é o caso da CP-tionina I, um tipo de gama-tionina obtida a partir
de sementes de Feijao Caupi que inibe o crescimento de bactérias Gram-positivas e
Gram-negativas tais como Staphylococcus aureus, Escherichia coli e Pseudomonas
syringae (BLOCH et al., 2006).

Ja foi comprovada a presenga de outras proteinas com atividade
antimicrobiana em feijées. Dentre elas destacam-se as proteinas de transferéncia de
lipideos (LTPs) e as globulinas. As LTPs também sdo frequentemente ligadas a
mecanismos de defesa e encontradas na parede das células vegetais (XAVIER-
FILHO et al., 1989). Principalmente nas sementes de leguminosas as LTPs sao
exsudadas no meio externo afim de inibir o desenvolvimento de fungos e bactérias
que por ventura venham infectar a planta durante a germinacédo (KADER, 1996).
Entre as globulinas identificadas, estudos apontam como as mais importantes as
vigninas, as vicilinas e as quitinases (SALES et al.,, 1996). As globulinas sao
encontradas nos tecidos de reserva de grande parte das leguminosas (MURRAY et
al, 1983). Essas proteinas exibem atividade antifungica, pois se ligam fortemente as
estruturas fungicas, interferindo com a germinacdo de esporos e conidios de varios
géneros de fungos filamentosos e leveduras (GOMES et al., 2003).

As quitinases também possuem acao antifungica devido a sua habilidade em
afetar o crescimento micelial por meio da ruptura na parede celular e liberagao de
oligossacarideos, resultando em extravasamento do citoplasma (BEMHAMOU,

1993). Foram isoladas a partir de sementes de Feijao Caupi proteinas antifungicas



denominadas de a e (3. A proteina a possui estrutura molecular semelhante as
quitinases e mostrou ser mais eficaz no seu efeito antifungico do que a proteina 3. A
proteina antifungica-f exibe uma sequéncia N-terminal diferente de qualquer
proteina com atividade antifungica conhecida, tais como tioninas e as defensinas
(YE et al.,, 2000 b). Além da atividade antifungica tem sido descrita a atividade
antiviral destas proteinas a e B e que foram capazes de inibir a atividade da
transcriptase reversa do HIV-1. A proteina B possui também acéo inibitoria sobre a
B-glicosidase. Essa proteina é encontrada no complexo de Golgi e que esta
associada ao processamento de proteinas virais, como por exemplo, a glicoproteina
120 de HIV (YE et al., 2000 b).

Recentemente proteinas de baixo peso molecular como proteinas as LTPs,
mugoina e sesquina foram relacionadas como sendo parte do sistema de defesa de
alguns tipos de feijdo como Vigna unguiculata, Phaseolus mungo e Vigna
sesquipedalis contra parasitas, como bactérias, fungos e virus, respectivamente.
(GOMES et al., 2003; YE et al., 2000a; WONG; NG, 2005b),

1.5 Vigna unguiculata (L.) Walp (Feijao Caupi)

O Feijao Caupi, também denominado feijdo-de-corda, macassar, macaca,
ervilha-de-vaca, feijao-verde, feijdo-do-campo, é uma dicotileddnea pertencente a
ordem Rosales, familia Leguminosae, subfamilia Papilionoideae, tribo Phaseoleae,
subtribo Phaseolinae, género Vigna, e a espécie Vigna unguiculata (LIMA; NELSON,
1977; FERREIRA; HUNGRIA, 2002; LIMA; NELSON, 1977). Este feijao ¢
representado por variedades selvagens e formas cultivadas pelo homem, ocorrendo
uma variagao genética de nove subespécies (FERNANDES et al., 1990).

A planta possui um porte ereto ou semi-ereto com um numero variavel de
ramos, o que influi diretamente na arquitetura da planta e no potencial de rendimento
de graos (SANTOS; ARAUJO, 2000). A cor do hipocétilo é geralmente pigmentada e
a floragdo ocorre em torno do 65° dia, apresentando flores roxas ou amarelas. A
largura e o comprimento dos foliolos variam de 5 a 8 cm e de 11 a 13 cm,

respectivamente. A vagem madura apresenta cor amarela, tendo um numero de



graos que varia de 9 a 16 graos/vagem. As sementes apresentam cores que variam
do bege, marrom e vinho, tendo um aspecto opaco ou um brilho intermediario
(PEREIRA et al., 1997).

Figura 01: Aspectos morfolégicos do Feijao Caupi (Vigna unguiculata L. Walp):

(A) vagem, (B) folhas, (C) caule e (D) sementes. Fonte: www.tropicalforages.info

O Vigna unguiculata L. Walp ¢ um dos tipos de feijao mais plantados nas
regides aridas do planeta, com uma produgdo anual em torno de trés milhdes de
toneladas (FERNANDES et al., 1990). No Nordeste brasileiro o Vigna unguiculata L.
Walp é conhecido por feijao-de-corda e € uma das principais culturas desta regiéo,
sendo considerado fonte de renda alternativa e alimento basico para sua populagao
(SILVA; OLIVEIRA, 1993). Entretanto, este feijdao apresenta uma baixa
produtividade, devido a infecgdes por bactérias, fungos e, principalmente virus,
(OLIVEIRA, 2004). Este feijao tem sua importancia nutricional reconhecida na Africa,
india e Brasil, onde é extensamente cultivado, sendo uma grande fonte de proteinas
para as populagbes carentes em todo o mundo (ALGHALI, 1991).

A produgéao de Feijao Caupi, em todas as regides do mundo onde € cultivado,
sofre uma forte pressao seletiva por parte de varias doengas causadas por
patégenos tais como insetos, fungos, bactérias, nematéides e virus (LANE et al.,
1996). No entanto, na busca da sobrevivéncia essa leguminosa conta com um
sistema de defesa que a protege da acdo desses invasores, possibilitando assim

seu desenvolvimento. Esse sistema de defesa é composto por varios tipos de



moléculas tais como proteinas e peptideos, os quais tém acdo antimicrobiana
(MCDOWELL; DANGL, 2000).

Entre os principais virus que dificultam o cultivo de Feijao Caupi na regido
Nordeste do Brasil destacam-se os Cowpea Severe Mosaic Virus (CSMV) do grupo
Comovirus, Cowpea Aphid Borne Mosaic Virus (CABMV) do grupo Potyvirus,
Cucumber Mosaic Virus (CMV) do grupo Cucumovirus e Cowpea Golden Mosaic
Virus (CGMV) do grupo Geminivirus (LIMA; SANTOS, 1988), que causam desde o
ressecamento das sementes até o apodrecimento de sementes e das folhas das
plantas (ANJOS; LIN, 1984). Contudo, diversas variedades de Feijao Caupi podem
produzir defesas contra muitos desses virus, assim como contra bactérias, fungos e
insetos que parasitam as sementes, folhas e outras partes da planta.

O Vigna unguiculata L. Walp na regidao nordeste € acometido por infecgbes
bacterianas, fungicas, nematdides e virus (RIOS, 1983). As pesquisas para selegao
de cultivares na regido Nordeste iniciou-se na década de 1970, sendo consideradas
recentes, uma vez que sao necessarios de oito a dez anos desde a realizacido de
um cruzamento até o langamento de uma nova cultivar, esses estudos tinham como
objetivo principal o aumento da produgdo, no entanto hoje ja existem pesquisas
voltadas para a producdo de plantas resistentes a doengas causadas por
microorganismos fito patogénicos, principalmente virus (LIMA, OLIVEIRA, 1986;
FREIRE FILHO et al., 2009).

No estado do Piaui, as principais cultivares de Vigna unguiculata L. Walp
reunem caracteristicas que visando a adequacao aos fatores biodticos e abidticos que
compdem o ambiente da regido, bem como a resisténcia as infecgcbes virais
causadas principalmente por CpAMV (Cowpea Aphid Borne Mosaic Virus), CpSMV
(Cowpea Severe Mosaic Virus) e CpGMV (Cowpea Golden Mosaic Virus), entre elas
estdo a cultivar BR 1-Poti, BR 7-Parnaiba, BR 10-Piaui, BR 12-Canidé,
desenvolvidas na década de 1980 que, embora tenham excelente padrdo de
resisténcia as viroses, nao tiveram boa aceitacdo comercial. Em 1990 foi lancada a
cultivar BR 14-Mulato e a BR 17-Gurguéia, que obtiveram excelentes resultados,
tanto por serem resistentes as infec¢des por virus como pela alta produtividade e
otima aceitac&o pelo mercado consumidor (FREIRE et al., 1994).

O BR 17-Gurguéia, que corresponde a linhagem TE 86-75-37E. 1, obtida do

cruzamento entre as cultivares BR 10-Piaui e CE-315 (TVu 2331), € também



resistente a algumas estirpes de Potyvirus, que sdo virus transmitidos por pulgao.
Essas duas ultimas cultivares representam um grande avango em relagdo as
cultivares de Vigna unguiculata tradicionalmente utilizadas, principalmente em
termos de resisténcia as viroses (FREIRE et al., 1994; MATOS FILHO, 2006).

Recentemente, diversas proteinas e peptideos antimicrobianos foram
encontrados nas sementes desse feijao e estdo relacionadas freqlientemente aos
mecanismos de defesa dessa planta (CARVALHO et al., 2001). O Caupi cultivado
tem sua resisténcia a certos parasitas relacionada aos seus altos niveis de
flavonoides (SONNANTE et al., 1997). As variedades cultivadas IT89KD-245, TE9O-
180-10F, CNCx 409-12F, IT86D-716, IT89KD-260 e BR17-Gurguéia e as selvagens
sao ricas em trés tipos de flavondides: quercetina, kaempferol e isoramnetina
(GOMES et al., 1996).

As extragdes de proteinas a partir do Vigna unguiculata L. Walp mostram uma
predominancia de globulinas e albuminas (FERREIRA et al., 2004). A maioria das
globulinas ja foram identificadas, sendo classificadas como vigninas, vicilinas e
quitinases (SALES et al., 1996). Ja foi demonstrado que essas proteinas possuem
atividade antifungica conforme citado anteriormente (GOMES et al., 1998,
BEMHAMOU, 1993; YE et al., 2000a). As sementes de Vigna unguiculata L. Walp
também exsudam diversas proteinas de defesa, tais como os B-1,3 glucanases, as
cistatinas, as vicilinas e as proteinas de transferéncia de lipideos (GOMES et al.,
1996).

A presenca de proteinas e peptideos antimicrobianos, como parte de um
sistema de defesa das plantas e muitas espécies animais, inclusive seres humanos;
evidenciam a importancia da bioprospeccao na identificacdo destes produtos
naturais bioativos, principalmente em paises em desenvolvimento e com grande
potencial em termos de biodiversidade, como € o caso do Brasil (GIBBONS, 2008).
Estudos relatam que proteinas e peptideos isolados das sementes de Leguminosas
apresentam grande potencial biotecnologico para a produgdo de farmacos com
atividade antimicrobiana (YE et al., 2001).

Desta forma, diante da importancia econdémica do Vigna unguiculata L. Walp e
da existéncia de proteinas com atividade antimicrobiana nas sementes deste feijao,
e tendo em vista a necessidade da busca de novas opcdes terapéuticas a serem

empregadas no controle e combate de diversos patdégenos humanos, em especial os



emergentes e os multirresistentes, idealizou-se este trabalho que se propdéem a
avaliar as atividades antibacterianas e antivirais de um extrato protéico obtido a

partir de sementes em germinagdo de Vigna unguiculata L. Walp sobre diversos
patégenos humanos.



2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL:

Estudar as atividades antibacterianas e antivirais, bem como a atividade
citotéxica do extrato protéico obtido a partir de sementes de Vigna unguiculata (L.)
Walp (EPSV).

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

- Obter e caracterizar parcialmente através do perfil eletroforético do EPSV.

- Avaliar a atividade antibacteriana do EPSV sobre bactérias Gram positivas e

Gram negativas de interesse médico.

- Determinar a atividade citotéxica do EPSV em células C6/36.

- Investigar a atividade antiviral do EPSV sobre a replicacédo de Dengue virus

tipo 3 em células C6/36.



3 MATERIAIS E METODOS

3.1 Preparacgao do EPSV.

As sementes de Vigna unguiculata (L.) Walp utilizadas neste estudo
pertencem ao cultivar BR/17 Gurgéia. As sementes sao originadas do Municipio de
Timon (Maranh&o) e foram doadas ao Laboratério de Microbiologia da Universidade
Federal do Piaui pela Secretaria Estadual da Agricultura do Piaui.

Para a preparacado do extrato protéico total, 50 gramas de sementes foram
lavadas exaustivamente com agua destilada com o objetivo de retirar as impurezas.
Apos este processo de lavagem, as sementes foram colocadas de molho em um
béquer contendo 100 mililitros (ml) de agua destilada por 24 horas para dar inicio ao
processo de germinacao. Apds este tempo, o sobrenadante e as sementes foram
trituradas em liquidificador comum previamente esterilizado com alcool etilico a 70%.
Este macerado foi centrifugado a 5100 rpm por 30 minutos a temperatura ambiente.
O sobrenadante obtido foi coletado, aliquotado e armazenado a -20°C até o seu uso.
Para os ensaios de atividade antimicrobiana, o extrato protéico foi esterilizado

através da filtracdo em membranas de 0,22 ym (micrémetros) (RAO et al., 2004).

3.2 Determinagao da concentragao protéica do EPSV

A concentracdo de proteinas totais do sobrenadante foi determinada por
espectrofotometria através do método de Bradford. A quantificacdo foi determinada
utilizando uma curva padrao de albumina sérica bovina nas concentracdes de 1, 10
e 100 mg/ml. Depois de realizada a quantificacdo, o extrato foi submetido a
eletroforese em gel Poliacrilamida a 12% contendo Dodecil Sulfato de Sdédio (SDS-
PAGE) 10% m/v (LAMMELI, 1973). Um volume de 100 microlitros (uL) do extrato
protéico e dos marcadores moleculares [albumina bovina (66kDa) e lisozima
(14kDa)] foram separadamente misturados com 100 uL do tamp&o da amostra (200
mM de Tris-HCI pH 6,8; 400 mM de ditiotreitol, 8% Dodecil Sulfato de Sddio (SDS);
0,1% azul de bromofenol, 50% glicerol). Em seguida essa mistura foi submetida a
fervura por 5 minutos e entdo aplicada em diferentes cavidades do gel de

poliacrilamida nos volumes de 2, 5 e 10 uL do extrato e 15 uL do padrao de peso



molecular. O tempo transcorrido para realizagao da eletroforese foi de 3 horas. A
visualizagdo do perfil de proteinas existentes na amostra foi observada apos a
coloragao do gel em Coomasie Brillant Blue a 0,1% por 12 horas e descoloragdo em

solugao de alcool etilico a 20 % por mais 12 horas.

3.3 Estudo da atividade antimicrobiana in vitro do EPSV
3.3.1 Atividade Antibacteriana
3.3.1.1 Cepas bacterianas

Os testes para determinar a atividade antibacteriana foram realizados com
bactérias Gram positivas e Gram negativas de importancia médica. Todas as cepas
utilizadas em nosso estudo foram obtidas a partir de culturas estoque conservadas
no Laboratorio de Pesquisa em Microbiologia, do Departamento de Parasitologia e
Microbiologia da Universidade Federal do Piaui, sob congelamento a —20°C. As
cepas utilizadas neste estudo foram submetidas a testes bioquimicos especificos
para a confirmacao da pureza e identificacdo da espécie, através de procedimentos
recomendados por Konemam e colaboradores (1999), antes de sua utilizagdo nos
ensaios de atividade antimicrobiana.

As bactérias Gram positivas utilizadas foram Staphylococcus aureus (ATCC
29213), Staphylococcus aureus resistente a meticilina MR-98 (cepa de origem
clinica pertencente ao Clone Epidémico Brasileiro, Soares et al 2000),
Staphylococcus epidermidis (ATCC 12228), Streptococcus pyogenes (ATCC 19615),
Enterococcus faecalis (ATCC 29212) e Enterococcus faecalis resistente
Vancomicina (VAN-A 7426) (cepa resistente a vancomicina e que contém o gene
vanA; cepa de origem clinica; SOARES et al., 2000). As bactérias Gram negativas
utilizadas foram Escherichia coli (ATCC 25922), Escherichia coli (ATCC 35218),
Klebsiella pneumoniae (ATCC 700603), Pseudomonas aeruginosa (ATCC 27853) e
Stenotrophomona maltophilia EM 0104 (cepa de origem clinica, isolada de processo

infeccioso de origem hospitalar).

3.3.1.2 Técnica de difusao do EPSV em meio sélido a partir de orificio



O teste de susceptibilidade das cepas bacterianas ao EPSV foi realizado,
inicialmente, através do teste de difusdo em meio sélido, a partir de orificio como
descrito por Alves e colaboradores (2000), com algumas modificacées e observando
as recomendagbes do National Committee for Clinical and Laboratory Standards
(NCCLS; 2003a). As suspensdes bacterianas, cultivadas em caldo Mueller-Hinton
(MH) (Difco) por 24 horas a 35°C em estufa bacterioldgica, foram padronizadas em
solucdo salina estéril (0,85%) para uma concentracdo de 10° unidades formadoras
de colénia por ml (UFC/mL), utilizando a escala 0.5 de McFarland. Em seguida,
foram semeadas com o auxilio de swab estéril, sobre a superficie das placas de
Petri, contendo Agar MH (Difco). Decorrido 10 minutos para a secagem dos indculos
bacterianos, foram feitos quatro orificios de 7 milimetros (mm) de didmetro, com
auxilio de um molde e sucg¢do. Em seguida adicionou-se 100 yL do EPSV na
concentracdo de 1273,25 ug/ml. As outras cavidades foram preenchidas com
farmacos controles (vancomicina 30 ug/mL, oxacilina 1 pg/mL, meropenem 10
pug/mL, ampicilina 10 pg/mL, minociclina 30 pg/mL e levofloxacin 5 ug/mL), de
acordo com a sensibilidade bacteriana, servindo como controle positivo e com
solugao salina fosfato tamponada (PBS) pH 7,4 0,01 M como controle negativo.

Os resultados da susceptibilidade ao extrato foram expressos em termos de
tamanho de didmetro do halo de inibicdo do crescimento microbiano. Cada teste
para verificar a atividade antimicrobiana foi sempre realizado em ftriplicata.

Paralelamente, placas de agar MH contendo discos de antimicrobianos
usados na clinica (oxacilina, vancomicina, sulfametoxazol-trimetoprim,
quinupristina+dalfopristina e imipenem) e utilizados na \verificagdo da
susceptibilidade para terapéutica, foram empregados para monitorar a estabilidade
génica das espécies bacterianas avaliadas e para fornecer as comparag¢des da
eficiéncia ou nado do extrato. O tamanho dos halos de inibicdo utilizados como
padrao foram os recomendados pelo Clinical and Laboratory Standards Institute
(2008).

3.3.1.3 Determinagao da Concentragao Inibitéria Minima do EPSV

A determinagdo da Concentragdo Inibitéria Minima (CIM) do EPSV pela

técnica de microdiluigdo em caldo foi realizada segundo protocolo padronizado



NCCLS (2003b).

Neste ensaio foram utilizadas microplacas estéreis de 96 cavidades (INLAB)
com fundo em forma de “U”, sendo que a placa é organizada em 8 linhas
identificadas por letras (A, B, C, D, E, F, G e H) e 12 colunas numeradas. Cada placa
foi dividida em duas partes, sendo a primeira parte formada pelas colunas 1 até a
coluna 6 e a segunda parte da coluna 7 a coluna 12. Em cada parte foi realizado um
ensaio para uma das espécies bacterianas avaliadas.

Inicialmente, todos os pocos da microplaca foram preenchidos 100,0 uL de
caldo MH (2 vezes concentrado) e em seguida somente nos pogos da primeira e da
sétima coluna das linhas F, G e H foram adicionados 100,0 uL do extrato protéico na
concentragdo de 1000 ug/ml, obtendo assim a concentragdo inicial de 500 pg/mi
neste. A partir desta concentracdo foi realizada uma diluicdo seriada,
homogeneizando e transferindo 100,0 yL dos pogos da primeira coluna para os
pocos da segunda coluna e assim sucessivamente, até a sexta coluna,
desprezando-se apds homogeneizagado o excesso da diluigdo, e obtendo-se assim
concentragbes decrescentes do extrato (500 ug/mL- coluna 1; 250 pg/mL- coluna 2,
125 pg/mL- coluna 3, 62,5 ug/mL- coluna 4, 31,25 yg/mL- coluna 5, 15,62 pg/mL-
coluna 6). ldéntico procedimento foi realizado para os pogos da sétima coluna até o
da décima coluna.

ApoOs a diluicdo do extrato, foram depositados os indculos microbianos
previamente preparados. Para a preparagao dos indculos bacterianos cerca de cinco
colénias crescidas em agar triptona de soja (TSA), com incubagao de 18 horas sob
temperatura de 35 °C, em estufa bacterioldgica, foram suspensas em solucdo salina
estéril (NaCl a 0,85 %). As suspensdes obtidas de turbidez compativel com a escala
0,5 de McFarland (108 UFC/mL), foram posteriormente diluidas 1/5 em solugéo
salina estéril (0,85 %) e desta diluicdo (10’UFC/mL) um volume de 5 pL (10°

UFC/uL) foi aplicado nos orificios.

Nas linhas A e B foram depositados, farmacos que apresentavam atividade
antibacteriana sobre cada espécie bacteriana ensaiada e em concentracoes
compativeis com a concentracgao inibitéria minima (CIM) ja relatada para cada cepa
(CLSI 2008), monitorando, assim, a qualidade destas cepas e servindo de controle
positivo do experimento. As linhas C, D e E, foram utilizadas, respectivamente, para

os controles da viabilidade bacteriana, da esterilidade do extrato e da pureza do



meio de cultura. Nas linhas F, G e H como acima descrito foi realizado o teste
propriamente dito. As microplacas foram incubadas em estufa a 35 °C por 20 horas.

Decorrido este intervalo de tempo foi acrescido a cada um dos orificios 20 uL
de uma solugéo aquosa de TTC (2,3,5 cloreto de trifenil tetrazolio; VETEC) a 0,5% e
as microplacas foram novamente reincubadas por mais trés horas a 35 °C. Apos
esta ultima incubacdo a presenca de uma coloragdo vermelha nos orificios era
interpretada como prova negativa do efeito inibitorio do extrato, enquanto a auséncia
da coloracido vermelha era considerada prova positiva da agao inibitéria do extrato.
A CIM foi definida como a menor concentracdo do extrato em pg/mL capaz de
impedir o crescimento microbiano. Cada teste foi realizado em triplicata.

3.3.1.4 Cultivo em caldo na presenga do EPSV

Neste ensaio, duas séries de 8 tubos de ensaio, contendo 0,5 mL de caldo
MH foram inoculados com 5 pL das suspensdes bacterianas (102 UFC/mL) das
espécies Gram positivas e Gram negativas. Em seguida, em uma das séries dos
tubos de ensaio foram adicionados 100 uL do extrato protéico preparado na
concentragdo de 1000 pg/mL. Os tubos contendo ou ndo o extrato protéico foram
incubados a 37°C por 24 horas. A leitura do teste foi realizada detectando-se a
presenca ou auséncia da formacao de uma turvacdo de cor branca. Apdés o
crescimento, uma aliquota de 10 ul de cada cultura foi retirada e depositada em

lamina de vidro para a realizagado de uma coloracdo de Gram.
3.3.2 Avaliagao da Atividade Citotéxica do EPSV sobre células C6/36.
3.3.2.1. Cultivo de células C6/36
Neste teste foram utilizadas células C6/36 que sao derivadas de larvas de
mosquito Aedes albopictus, e foram gentiimente cedidas pela Professora Erna

Geessien Kroon da UFMG. Estas células foram cultivadas em meio Leibowitz-15 (L-

15, Cultilab, Brasil), contendo 20 pg/ml de gentamicina, 50 ug/ml de fungizona, 20



Mg/ml de ciprofloxacina e 10% de soro fetal bovino (SFB). As células foram mantidas
em estufa tipo “Biologic Oxigen Demand” (B.O.D.) a 28°C. Para repiques das
monocamadas fechadas, o meio de cultivo foi desprezado e as células lavadas com
solugao salina fosfato tamponada (PBS) pH 7,0 e homogeneizadas. Em seguida, as
células foram ressuspensas em meio de cultivo celular e distribuidas em garrafas de
25 cm?.

3.3.2.2. Identificagao do efeito citotéoxico do EPSV sobre as células C6/36.

O teste de citotoxicidade do EPSV foi realizado para determinar a
concentragcdo maxima nao toxica (CMNT) em células C6/36 CMNT foi determinada
através da observagao de alteragdes morfolégicas nas células e/ou na pela morte
celular. Para isto, as células cultivadas em placas de 6 pogos (10.000 células /pogo)
foram expostas as seguintes concentragbes de 100, 10 e 1 yg/mL (SIMONI et al.,
1997). Durantes 7 dias registraram-se as alteragcbes celulares através da analise

microscopica.

3.3.4 Avaliagao da Atividade Antiviral do EPSV

Neste estudo foi utilizada uma amostra de Dengue virus 3 (DENV-3 Am25)
isolada a partir de soro de um paciente com febre hemorragica da dengue. Esta
amostra foi gentilmente cedida pela Professora Dra. Erna Geessien Kroon do

Laboratdrio de Virus da Universidade Federal de Minas Gerais (UFMG).

3.3.4.1 Producao e Titulagao do Dengue virus 3

A amostra Dengue virus 3 (DENV-3) foi inoculada com uma multiplicidade de
infeccdo (M.O.l) de 0,1 em células C6/36. Apds a infeccdo, as células foram
visualizadas diariamente, ao microscoépico Optico, até apresentarem efeito citopatico

(ECP) quando comparadas com as células controle. O sobrenadante destas células



foi coletado e clarificado por centrifugagdo a 4°C, 15 minutos e 2000 rotagdes por
minuto (rpm). Apds a centrifugagao para remogao do debris celular, o sobrenadante
foi coletado novamente, aliquotado e congelado a - 70°C.

Para a determinagao do titulo viral a ser empregada nos ensaios da atividade
antiviral do EPSV, inicialmente foi determinada a dose infectante para 50% das
camaras ou TCIDsy (“Tissue Culture Infective Dose”), empregando-se a técnica de
microdiluicdo O sobrenadante contendo as particulas virais foi descongelado e
diluido seriadamente na razdo de 10 até a diluicdo de 107°. Estas diluicdes foram
utilizadas para a infeccado de células C6/36 cultivadas em placas de 96 pogos
contendo monocamadas confluentes deste tipo celular (10.000 células/pogo). A
infeccdo de cada pocgo foi realizada com 100 pL das diluigdes do virus, sendo que
para cada diluicao foram utilizados oito pogos (octoplicata). No controle do
experimento foram também preparadas oito camaras com células nio infectadas. As
placas permaneceram incubadas a 28°C em estufa B.O.D. por cerca de 7 dias até o
aparecimento do efeito citopatico caracteristico de DENV nestas células (sincicios).
Para cada diluicao foi determinado o numero de pocos positivos (apresentaram
ECP) e negativos (auséncia de ECP). Com base nestes dados o TCIDs foi
calculado segundo o método de REED e MUENCH (REED e MUENCH, 1938)
descrito por LENNETT e SCHMIDT (1979). Inicialmente é necessario calcular a
distancia proporcional (DP) entre os dados referentes as diluicdes utilizadas e
posteriormente corrigir pelo logaritmo do fator da diluicdo empregado. Como a
diluigao foi realizada na razdo de 10, o fator de correcdo é 1 (log'°= 1). O calculo da
TCIDsp foi determinado através da soma do logaritmo negativo da diluicdo que
rendeu a taxa de infeccao mais proxima de 50% e a distancia proporcional. Esta

soma deve ser multiplicada pelo logaritmo do fator de dilui¢do (no caso 1).

DP = (% de pogos positivos na diluicao mais proxima de 50%) - 50%
(% de pogos (% de pogos
positivos na diluicao —  positivos na diluicao
mais proxima de abaixo da que
50% obteve um valor

proximo a de 50%
de positividade

Log TCID50 = (DP + log da diluigao mais préxima de 50%) X (log do fator de diluigdo)



3.3.4.2 Analise in vitro do efeito antiviral do EPSV

A analise in vitro do efeito antiviral do EPSV foi realizado também em células
C6/36. Apds a obtencdo de placas de 24 pocos contendo monocamadas confluentes
de células C6/36 (100.000 células/pogo), estas foram infectadas com 10.000 TCIDsg
de DENV-3 por 1 hora. Apds este tempo, o meio contendo o virus foi retirado, a
monocamada lavada e entao foi adicionado a esta, diluicbes seriadas do extrato. As
monocamadas foram visualizadas diariamente até a formacao de efeito citopatico no
controle de virus (cdmaras infectadas somente com o DENV-3). A atividade antiviral
foi medida através da comparagao do efeito citopatico nas células tratadas com o
extrato e o controle de virus sendo expressa como porcentagem de inibicdo do efeito

citopatico em relagdo ao controle de virus.



4 RESULTADOS:
4.1 Obtenc¢ao e Caracterizagao do EPSV

Apo6s o processo de maceragdo e centrifugacdo para produgao do extrato
protéico, as proteinas presentes no extrato foram quantificadas pelo método de
Bradford. A quantificacdo do extrato indica, que o procedimento de extracao
produziu um concentrado protéico com cerca de 1273,25 pg/mL (Tabela 01). Este
extrato protéico foi submetido a uma eletroforese em SDS-PAGE para
caracterizagao parcial das proteinas presentes no extrato. Apdés a eletroforese e
coloragcéo das proteinas por Coomasie Brillant Blue foi verificado que o extrato
possui em sua composicao varias proteinas com peso moleculares variados, sendo
as proteinas com peso molecular proximas a 66 kilodaltons (kDa) sdo as mais
abundantes no extrato (Figura 02).

Tabela 01: Obtencdo do EPSV a partir de sementes do feijdo caupi e quantificagéo

do extrato pelo método de Bradford.

Total de feijao Total de macerado Concentragao Quantidade total de
utilizado (g) obtido (mL) (ug/mL) Proteinas (mg)

50 155 1273,25 197,35




Microgramas

FM 2,5 13 26

856 kDa

14 kDa

Figura 02 — Perfil Eletroforético de proteinas em gel de poliacrilamida a 12% (SDS-

PAGE) do EPSV. Legenda: PM: Padrido de peso molecular — albumina (66 kDa) e lisozima (14
kDa).

4.2 Avaliagao da Atividade antibacteriana do EPSV

Apés a obtengao do EPSV o mesmo foi esterilizado com filtro de acetato de
celulose de 0,22 um (FRILABO), antes da realizagdo dos testes de atividade
antimicrobiana. Inicialmente, foi realizado a técnica de difusdo em meio sélido com
orificio para verificar a presenca de atividade anti-bacteriana no extrato estudado.
Conforme observado apds incubagao das placas, analise e comparacao da agao do
extrato protéico com a acdo dos farmacos controles utilizados, verificou-se que as
proteinas presentes no extrato ndo apresentaram atividade antibacteriana contra
nenhuma das bactérias testadas (Tabela 02). No entanto, nas bactérias Gram
positivas verificou-se sempre o surgimento de um halo branco em volta da cavidade
onde o extrato foi depositado. Interessantemente, o surgimento deste halo branco foi
mais evidente nas placas em que fora semeada a bactéria Enterococcus faecalis
ATCC 29212 (Figura 03).



Tabela 02: Atividade antibacteriana do ESPV sobre bactérias Gram Positivas e

Gram Negativas pelo método de difusdo em agar

Bactérias Atividade Anti- Halo branco
bacteriana

Enterococcus faecalis (ATCC 29212) ND Presente
Enterococcus faecalis (VAN-A 7426) ND Presente
Staphylococcus aureus (ATCC 29213) ND Presente
Staphylococcus aureus MR 98 ND Presente
Staphylococcus epidermidis (ATCC 12228) ND Presente
Pseudomonas aeruginosa (ATCC 27853) ND Ausente
Escherichia coli (ATCC 25922) ND Ausente
Escherichia coli (ATCC 35218) ND Ausente
Klebsiella pneumoniae (700603) ND Ausente
Stenotrophomonas maltophilia EM 0104 ND Ausente

ND: Nao determinado. Experimento realizado em triplicata

A figura 03 ilustra 0 mesmo comportamento observado para as demais cepas
bacterianas avaliadas. O precipitado branco foi sempre observado nas placas com
bactérias Gram positivas. Para a confirmacdo da auséncia de atividade
antibacteriana do extrato, foi realizada também a técnica de microdiluigdo em caldo
para determinagdo da Concentragao Inibitéria Minima. Assim como observado no
teste de difusdo em agar, também nao foi verificada inibicdo do crescimento
bacteriano por parte do extrato de Feijao Caupi em nenhuma das diluigdes testadas
(Tabela 03 e Figura 04). Entretanto, houve a formagdo de um precipitado de cor
branca nos pocgos contendo as bactérias Gram Positivas, principalmente as

pertencentes ao género Enterococcus.



Figura 03 — Atividade anti-bacteriana do EPSV sobre Enterococcus faecalis ATCC

29212 pelo método de difusao em agar. Legenda: 1- extrato protéico de Feijdo Caupi; 2-

Controle negativo (Tris-HCI pH 6,8 ), 3- Controle negativo antibidtico (oxacilina 1 pg/ml), 4- Controle

positivo (disco de vancomicina 30 pg) e 5- Controle positivo (Vancomicina 5 ug/mL).

Tabela 03 — Determinacao da CIM do ESPV sobre bactérias Gram Positivas e Gram

Negativas.
Bactérias CiM Precipitado
branco
Enterococcus faecalis (ATCC 29212) ND Presente
Enterococcus faecalis (VAN-A 7426) ND Presente
Staphylococcus aureus (ATCC 29213) ND Presente
Staphylococcus aureus MR 98 ND Presente
Staphylococcus epidermidis (ATCC 12228) ND Presente
Pseudomonas aeruginosa (ATCC 27853) ND Ausente
Escherichia coli (ATCC 25922) ND Ausente
Escherichia coli (ATCC 35218) ND Ausente
Klebsiella pneumoniae (700603) ND Ausente
Stenotrophomonas maltophilia EM 0104 ND Ausente

ND: Nao determinado.
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Figura 04 — Anadlise da atividade antibacteriana do EPSV pelo método de

microdiluigdo em microplaca.
Legendas: linhas A e B — controles de drogas, C — controle de crescimento bacteriano, D — controle

de esterilidade do extrato, E - controle de esteriidade do caldo, F, G, H - teste.



Para investigar a natureza deste precipitado esbranquigado, observados nos
testes de atividade antibacteriana para as cepas Gram positivas, foram realizados
experimentos, nos quais as bactérias Gram positivas e Gram negativas foram
semeadas em tubos de vidro contendo caldo MH na presenca ou auséncia de
extrato protéico a uma concentragédo de 100 ug/ml.

Apés incubacgao, foi verificado que todas as bactérias Gram positivas que
foram incubadas no caldo MH contendo o EPSV apresentaram uma coloragao
esbranquicada se comparada ao crescimento bacteriano destas bactérias somente
em caldo e na auséncia do extrato proteico. Interessantemente, este fenbmeno nao
se repetiu para as bactérias Gram negativas analisadas (Figura 05).

A visualizagdo microscépica da cultura mostrou que este precipitado consistia
em um polimero extracelular, onde as bactérias Gram positivas permaneciam
associadas a esta estrutura extracelular (Figura 06). Nao foi observada a presenga
deste polimero nem no caldo MH incubado somente com o extrato (controle

negativo) nem nas culturas de bactérias Gram negativas (Figura 07).
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Figura 05 — Perfil macroscépico das culturas bacterianas na presen¢a e na
auséncia do EPSV. A figura acima ilustra o comportamento observado para as

demais cepas bacterianas avaliadas.
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Figura 06 — Aspecto microscoépico do caldo MH e de bactérias Gram Positivas

cultivadas na auséncia (-) e na presenc¢a (+) do EPSV. Bactérias Gram positivas

foram semeadas em tubos de vidro contendo caldo MH na presenga ou auséncia de

EPSV, a uma concentragdo de 100 pg/ml. Apds 24 horas de incubagdo uma aliquota

de 10 pL da cultura foi retirada e corada pelo método de Gram. Setas: polimeros

extracelulares.
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Figura 07 — Aspecto microscopico do caldo MH e de bactérias Gram negativas
cultivadas na auséncia (-) e na presenga (+) do EPSV. Bactérias Gram Negativas
foram semeadas em tubos de vidro contendo caldo MH na presenca ou auséncia de
extrato protéico a uma concentragdo de 100 mg/ml. Apds 24 horas de incubagdo uma
aliquota de 10 uL da cultura foi adicionada a uma lamina de vidro e corada pelo método
de Gram.

4.3 Avaliagao da Atividade citotoxica e antiviral do EPSV.



Para o estudo da atividade antiviral do extrato protéico produzido a partir de
sementes de feijdo caupi, foi inicialmente realizado ensaios de citotoxicidade em
células C6/36. Apds a adigcao do extrato protéico as monocamadas de células C6/36,
nao foi verificado nenhuma alteracao celular nas células tratadas com 100, 10 ou 1
pug/ml de extrato (Tabela 04).

A analise in vitro do efeito antiviral do EPSV foi entdo realizada nas células
C6/36 nas concentragdes de 100, 10 e 1 ug/ml. Apds a obtengdo das monocamadas
confluentes de células, estas foram infectadas com 10.000 TCIDs, de DENV-3 por 1
hora. Posteriormente, o meio contendo o virus foi retirado, a monocamada lavada e
entao foi adicionado a esta, diluicbes seriadas do extrato. Apds a incubagido das
placas, foi verificado que todas as concentragdes do extrato foram capazes de inibir
completamente o surgimento do efeito citopatico de DENV-3 (formagao de sincicios)
(Tabela 04 e Figura 08).

Tabela 04 — Analise da Citotoxicidade e da Inibicdo do ECP na presenca do EPSV

em monocamadas de células C6/36 infectadas com DENV-3.

Concentragao pg/ml Citotoxicidade (%) Inibicdo do ECP (%)
100 0 100
10 0 100
1 0 100




Figura 08 — Analise microscoépica da Inibicado do ECP na presenga do EPSV em
monocamadas de células C6/36 infectadas com DENV-3.

1: controle de células, 2: controle de virus, 3, 4, 5: Acdo do macerado nas
doses de 10 pg/mL, 25 pg/mL, 50 pg/mL respectivamente.



5 DISCUSSAO

Para estudar a atividade antimicrobiana no extrato protéico de Feijao Caupi,
as sementes foram submetidas a uma etapa de pré-germinagéo (imersdo em agua
por 24 horas) de forma a induzir a expressdo de genes ligados ao processo de
defesa e consequentemente, aumentar a concentracdo de proteinas com atividade
antimicrobiana nas sementes (POWERS; WHITAKER, 1977). Muitas dessas
proteinas sao encontradas nas sementes e sdo importantes na protecao durante a
germinacao (BROEKAERT et al.,, 1995). Durante o processo de germinagao as
sementes de Feijao Caupi exsudam varias proteinas ligadas ao sistema de defesa,
tais como glucanases, cistatinas, vicilinas e proteinas transportadoras de lipideos
(LTPs). Essas proteinas demonstraram atividade antimicrobiana in vitro contra
Fusarium oxysporum, um tipo de fungo que parasita os vasos condutores de agua
da planta (BROEKAERT et al., 1997; AGRIOS, 1998).

A obtencao do extrato seguiu os mesmos protocolos usados nos estudos das
atividades antimicrobianas de peptideos de defesa encontrados em plantas da
familia das leguminosas (RAO et al.,, 2004). Apos a extragao das proteinas e
eletroforese em gel de poliacrilamida, foi observado uma predominancia de
proteinas com peso molecular entre 14 e 66 kDa, sendo as proteinas com peso
préximo a 66 kDa as mais abundantes (Figura 02). Este perfil protéico é bem
semelhante ao perfil encontrado por Ferreira e colaboradores (2004), onde foi
demonstrada uma grande concentracdo de proteinas pertencentes ao grupo das
globulinas (51%) e das albuminas (45%) nas sementes de Feijao Caupi com a
predominancia de proteinas de peso molecular de 80 a 60 kDa.

Assim, a comparacao do perfil eletroforético do extrato protéico apresentado
na Figura 02 com os dados descritos por Ferreira e colaboradores (2004) nos
sugeriu que provavelmente as proteinas presentes no extrato utilizado pertencem
aos grupos das globulinas e/ou albuminas. Entretanto para uma melhor
caracterizagao e identificacido das proteinas presentes no extrato estudado, devem
ser conduzidos estudos de fracionamento como a precipitagdo com Sulfato de
Aménio a 70% ou cromatografia em coluna, para obtencédo de diferentes particées
do extrato protéico além de estudos mais profundos baseados em técnicas
avancgadas de protebmica para identificacdo precisa das proteinas presentes neste

extrato.



Posterior a obtengdo e caracterizacdo parcial do EPSV foram conduzidos,
testes para a determinacdo da atividade antibacteriana, antiviral e citotoxica deste
extrato. Os resultados indicaram que este extrato ndo apresentou nenhuma
atividade antimicrobiana contra as bactérias testadas (Tabelas 02 e 03 e Figuras 03
e 04). No entanto, Franco e colaboradores (2006) purificaram de sementes de Feijao
Caupi a CP-tionina IlI, um peptideo de 5 kDa, com uma atividade bactericida na
concentragao inibitéria minima (MIC) de 128 ug/mL para Staphylococcus aureus
(ATCC 25923) e 64 ug/mL para Escherichia coli (ATCC 25922).

Sabe-se, que os componentes presentes num extrato sao decorréncia dos
meétodos e reagentes quimicos utilizados para a sua obtencdo, além do que
geralmente o(s) componente(s) ativo(s) encontra(m)-se em baixas concentragdes e
ainda num extrato bruto este(s) pode(m) estar mais diluido(s) (REIS, 1996;
POWERS; WHITAKER, 1997).

O fato do EPSV utilizado neste trabalho n&o ter demonstrado agdes
antibacterianas pode estar relacionado ao fato de as proteinas que exibem este tipo
de atividade estar em menor concentracdo no extrato de sementes da variedade de
Feijao Caupi estudado. Outros estudos envolvendo peptideos isolados de sementes
de feijao, bem como de sementes de outras leguminosas, também mostraram
sucesso na determinagdo da atividade antimicrobiana de peptideos e proteinas
isolados por processos cromatograficos (GOMES et al., 1996).

Campos e colaboradores (2004) identificaram varias proteinas com atividade
antibacteriana, como € o caso das glucanases, que possuem ag¢ao comprovada
contra Xanthomonas campestris e Ralstonia solanacearum, bactérias fito-
patogénicas que costumam causar doengas em leguminosas; Outros exemplos de
proteinas com atividade antimicrobiana comprovada sdo as proteinas de
transferéncia de lipideos (LTPs), que agem inibindo o crescimento do
Staphylococcus aureus, um conhecido patogeno humano (FERREIRA et al., 2004).

Outras proteinas possuem tanto atividade antibacteriana como antifungica,
coOmo as sesquinas e as vigninas, que atuam inibindo o desenvolvimento dos fungos
fitopatogenos Fusarium oxysporum e Mycosphaerella arachidicola e das bactérias
Escherichia coli e Proteus vulgaris (GOMES et al., 2003, BLOCH et al, 2006;
XAVIER-FILHO et al., 1989). Algumas possuem acao antifungica e antiviral, como a
liminina, esse peptideo suprime o crescimento micelial de Boftrytis cinerea, Fusarium

oxysporum e Mycosphaerella arachidicola e também reduz a atividade da



transcriptase reversa do virus HIV 1 (WONG; NG, 2006).

O fato de ndo se observar nenhuma atividade antibacteriana pode esta
relacionado a escolha do cultivar, uma vez que existem algumas cultivares de caupi,
como por exemplo VITA-7 (EPACE 1), BR 3-Tracuateua, BR 5-cana verde, BR 7-
Parnaiba, CE 315 (Tvu 2331), BR 1-Poty, BR 10-Piaui e BR 14-Mulato; que
apresentam resisténcia contra alguns tipos de fungos e bactérias causadores de
doencas na lavoura de feijao (CARDOSO, 2000).

Apesar da falta de atividade antibacteriana por parte EPSV, foi verificado nos
testes para determinacdo da atividade antibacteriana sobre bactérias Gram
Positivas, pelo método de difusdo em agar e determinagdo da CIM em caldo, a
presenca de um precipitado branco. A analise microscopica da cultura de varias
espécies de bactérias Gram Positivas na presenca do extrato detectou a presenca
de uma substancia polimérica extracelular (EPS) (Figura 06).

As EPS sao polimeros constituidos principalmente de polissacarideos ou
proteinas e tem como fungédo proteger as bactérias do dessecamento, concentrar
minerais e nutrientes, reduzir contato com moléculas hidrofébicas, além de aumentar
a fixagao bacteriana na superficie colonizada (FLEMMING & WINGENDER, 2001).

Interessantemente, somente as bactérias Gram Positivas testadas neste
estudo apresentaram a producdo de quantidades significativas de EPS apods a
adicdo do extrato, o que provavelmente indica a presenca de um mecanismo
conservado de producado de EPS frente ao extrato protéico de Feijao Caupi nestas
bactérias. Apesar da produgdo de EPS por todas as bactérias Gram positivas, nao
podemos afirmar que as EPS produzidas sao idénticas.

Estudos quimicos e/ou bioquimicos sdo necessarios para a identificacdo da
composi¢cao das EPS produzidas por estas bactérias. Certos grupos especificos de
estreptococos, isolados de roedores e seres humanos foram reconhecidos como
capazes de induzir a formagao de placas gelatinosas, que sao tipos de polimeros
muito importantes na etiologia da carie dental, placa gengival e doenga periodontal
(FRANK; BRENDEL, 1966).

Os polissacarideos funcionam como carboidratos de reserva, que sao
posteriormente catabolizados na auséncia da fonte exégena de energia. Esses
polimeros podem ser intracelulares e extracelulares. Dextranos e levanos sao
exemplos de polimeros extracelulares sintetizados por bactérias da flora bucal e

parecem ser responsaveis pela aderéncia de grandes massas bacterianas as



superficies dos dentes (SNYDER et al., 1995).

Bactérias fitopatogénicas produzem os EPS para proteger as bactérias do
dessecamento, reduzindo o contato com moléculas hidrofébicas ou carregadas,
também aumentam a fixagcdo das bactérias aos tecidos da planta infectada
(BREWIN, 1991).

Muito pouco é conhecido sobre o atual mecanismo de polimerizagdo, mas
acredita-se que ocorre na membrana citoplasmatica e depois o EPS é transportado
para fora da célula (SUTHERLAND, 1988). Os EPS sao polimeros &acidos,
compostos de arranjos lineares de repeti¢cdes de unidades de carboidratos neutros e
acidos urdnicos, bem como outros constituintes, tais como acetato, piruvato e
succinato (WHITFIELD, 1988).

Antes da determinagdo da atividade antiviral realizou-se o teste de
citotoxicidade para determinagdo da CMNT do EPSV, que seria caracterizado por
morte celular, aumento no volume nuclear e celular ou extravasamento por lise da
membrana citoplasmatica. Os testes para determinagdo da citotoxicidade
demonstraram que o EPSV néo foi téxico a cultura de células de Aedes albopictus
C6/36 nas concentragdes testadas. A auséncia de citotoxicidade pode ser devido a
baixa concentragao substancias toxicas, como por exemplo, alcalbides, taninos e
flavandides, geralmente presentes em extratos brutos obtidos a partir de plantas (DI
STASI, 1995).

Além da auséncia de citotoxicidade, estas mesmas concentragdes foram
capazes de inibir a formacao do efeito citopatico induzido pela replicacédo de Dengue
virus nestas células (Tabela 04). Varios trabalhos relatam a presenga de substancias
com atividade antiviral em extratos protéicos de feijdes (ANJOS; LIN, 1984; WANG
et al., 2001). Estudos com extratos obtidos a partir de plantas leguminosas apontam
para substancias tais como proteinas, peptideos e dissacarideos que irdo inibir ou
interferir com a replicacdo viral através da ligagdo com proteinas envolvidas na
replicagéo viral (WONG; NG, 2005a; YE et al., 2000b).

Sierakowski e colaboradores (2003) isolaram dois dissacarideos
denominados de galactomananas, por conterem uma molécula de galactose e outra
de manose, sendo um extraido a partir de sementes de Mimosa scabrella e o outro
de sementes de Leucaena leucocephala. Ambos, apos passarem por um processo
de sulfatacdo, mostraram atividade antiviral contra o Virus da febre Amarela (cepa

YFV; BeH111) e contra o Dengue virus tipo | (cepa Hawaii DEN-1) em testes



realizados tanto in vivo como in vitro. Ja& o estudo conduzido por Wang e
colaboradores (2001) isolou a partir de sementes de Phaseolus vulgaris uma lectina
homodimérica com peso molecular de 67kDa, que apresentou atividade antiviral
contra o HIV-1, ao inibir a acdo de duas proteinas importantes na fase de replicagao,
a transcriptase reversa e alfa-glicosidase. Essa lectina tem como caracteristica o fato
de possuir uma por¢cao N-terminal diferente de outras lectinas encontradas na
composi¢cao protéica das sementes de Phaseolus vulgaris, no entanto mostrou
semelhangas com as proteinas da classe das chitinases.

Linhares e colaboradores (2007) testaram uma lectina extraida das sementes
de Parkia pendula em células embrionarias de pulmdo humano infectadas com o
Citomegalovirus Humano (CMV). Esta lectina demonstrou atividade antiviral contra o
CMV, uma vez que inibiu o efeito citopatico produzido durante a replicacdo destes
virus, com uma redugado da infectividade celular de aproximadamente 95%, com
baixa citotoxidade (25%). A reducao na infectividade foi observada mesmo depois da
pré-adsor¢do do virus as células, o que sugere que esta agado ocorre apos a
penetracdo do virus, na fase intracelular da replicagdo. Dias-Filho e colaboradores
(2008) ao estudarem as propriedades de plantas da familia das gramineas isolaram
um peptideo de 2 kDa, extraido das sementes de Sorghum L. bicolor, que
apresentou atividade antiviral contra Herpesvirus Humano tipo 1 (HSV-1) e
Herpesvirus bovino (BHV).

Os experimentos demonstram que o EPSV exerce sua atividade antiviral
contra 0 mecanismo de entrada, desnudamento, replicagcdo e/ou exocitose do
DENV, uma vez que o extrato foi adicionado sempre apdés a adsorgéo viral do
DENV. Sabe-se que os virus do dengue tém tropismo por monécitos/macréfagos e
essas células sdo os maiores sitios de replicagdo viral (ALLISON, 1995;
CHAMBERS, 1990). O virus se liga as células hospedeiras permissivas via
endocitose mediada por receptor. A internalizacdo e acidificagdo no endossomo e
fusdo das membranas viral e vesicular permitem a entrada do nucleocapsidio no
citoplasma e desempacotamento do genoma. O proximo passo é a replicagdo do
genoma e montagem de novas particulas virais (MUKHOPADHYAY et al., 2005).

Dentre as proteinas virais a mais importante é a glicoproteina E (51-60 kDa),
que € uma proteina do envelope viral e tem um papel chave nos processos de
ligacdo ao receptor nas células hospedeiras, hemaglutinagdo de células sanguineas,

inducao de resposta imune protetora, fusdo especifica de membrana e montagem



viral (GUZMAN; KOURI, 2004). Estudos posteriores deverdo ser conduzidos para o
fracionamento do extrato protéico e identificacdo de proteinas por proteémica para
verificar quais proteinas do Feijao Caupi estdo envolvidas na inibicdo da replicagéo
do DENV nestas células. Assim como identificar em qual etapa da replicagao viral
ocorre esta interrupgédo, bem como o sitio de acdo dessas proteinas.

Apesar da auséncia de atividade antibacteriana no EPSV, este ainda
apresenta duas aplicagbes biotecnolégicas. A primeira é a caracterizagdo da
composic¢ao dos EPS produzidos a partir do cultivo de bactérias Gram positivas na
presenca do extrato. A partir desta caracterizacdo é possivel inferir uma possivel
aplicacao industrial ou médica destes EPS. A segunda é o isolamento e
caracterizacao da proteina responsavel pela atividade antiviral deste extrato sobre a
replicacdo de DENV. Portanto, o extrato protéico de Feijao Caupi pode ser uma
alternativa barata e eficaz tanto para o desenvolvimento de novos biopolimeros

quanto para o desenvolvimento de novos farmacos anti-dengue.



6 CONCLUSOES

o O EPSV apresenta atividade antiviral contra a replicagdo de DENV-3 em
células C6/36.
o O EPSV néao apresenta atividade antibacteriana sobre as bactérias Gram

positivas, e Gram negativas testadas no presente trabalho.

o Bactérias Gram Positivas: Staphylococcus aureus (ATCC 29213),
Staphylococcus aureus resistente a meticilina MR-98, Staphylococcus
epidermidis (ATCC 12228), Streptococcus pyogenes (ATCC 19615),
Enterococcus faecalis (ATCC 29212) e Enterococcus faecalis resistente
Vancomicina (VAN-A 7426), cultivadas na presenga do EPSV produzem uma

substancia extracelular polimérica.
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