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RESUMO

Neste trabalho, propomos a imobilizacdo do peptideo antimicrobiano, dermaseptina 01 (DS 01) em
conjunto com goma natural do cajueiro (GC), para formacdo de filmes LbL (layer-by-layer) em
busca de um novo material capaz de detectar a atividade anti-leishmania, além de avaliar o
potencial da goma do cajueiro quando intercalado com peptideo antimicrobiano. A caracterizagédo
dos filmes foram conduzidos por Voltametria Ciclica (VC), em contato com células promastigotas
de L. chagasi em concentragdes de 10°-10° células/mL em NaCl 0,9%. Os resultados mostraram
que o aumento da concentracdo de células promoveu uma variacdo de corrente, evidenciando
possivelmente a lise da membrana das células de L. chagasi. Esses dados subsidiam a possibilidade

de aplicacdo biotecnoldgica desses sistemas.
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INTRODUCAO

Uma crescente alternativa para construcdo de materiais a nivel nanométrico tem sido a
partir da fabricacdo de filmes finos, amplamente explorados em diversas areas desde fisica a
medicina, e engloba compostos organicos, poliméricos e bioldgicos (ARIGA et al., 2006). A
montagem desses filmes ultrafinos é essencial para o desenvolvimento de dispositivos moleculares,
sensores, estudos de farmacos, bem como para o desenho de agentes terapéuticos (RUSLING et al.,
2008). A técnica LbL e mais usada atualmente e baseia-se em interacGes eletrostaticas de camadas

de materiais que possuem cargas elétricas opostas, visando a adsor¢do alternada entre as espécies



catidnicas e anidnicas sobre substratos solidos. Dentre os agentes formadores de filmes as gomas
naturais, como a goma obtida da &rvore do cajueiro (Anacardium occidentale, L.) é um
heteropolissacarideo complexo de cadeia longa, biodegradavel e atoxico (DE PAULA et al., 1998).
Por outro lado, os peptideos antimicrobianos (PAMs) sdo biomoléculas encontradas principalmente
nas secrecOes cutaneas de anfibio do género Phyllomedusa e constitui uma classe de peptideo
antimicrobiano isolada da pele de anfibios, com 28-32 residuos de aminoécidos, capazes de formar
estrutura em a-hélices em associacdo com bicamadas lipidicas, além de serem carregados
positivamente, por causa do elevado teor de residuos de lisina (BRAND et al., 2006).

Neste trabalho propomos a fabricacdo de sistemas contendo a goma natural do cajueiro
intercalada com o peptideo antimicrobiano (DS 01) através da técnica LbL de automontagem. Os

filmes preparados foram testados como sensor eletroquimico para atividade anti-leishmania.
MATERIAIS E METODOS

A formacdo dos filmes foi realizada manualmente pelo processo de automontagem
segundo procedimento de deposicdo por interacdo eletrostatica. Inicialmente o substrato,
previamente limpo, foi imerso do polieletrolito anidnico (goma do cajueiro), por 5 minutos em
seguida procedeu-se com a lavagem, usando agua ultrapura para a remoc¢do do material ndo
adsorvido e posterior secagem com fluxo de nitrogénio. O sistema substrato/monocamada foi
imerso em solugdo do polieletrélito catiénico (DS 01), por 5 minutos em seguida repetiu-se o
processo de lavagem e secagem do sistema, como descrito nas etapas a seguir

A arquitetura proposta para o filme contendo a DS 01 foi aquela em que o PAM
constituia a camada mais externa, ou seja, ITO/GC/DS 01 com objetivo de facilitar a interacédo entre
a DS 01 e o protozoario L. chagasi. Para efeito de comparagdo também foram estudados os
comportamentos eletroquimicos das monocamadas de goma do cajueiro e DS 01 (ITO/GC e
ITO/DS 01) assim como do substrato puro (ITO). Nesta etapa, todos os filmes foram preparados
com 01 bicamada ou 01 monocamada.

A caracterizacdo dos filmes e os testes de detec¢do foram conduzidos por Voltametria
Ciclica (VC), com auxilio de um potenciostato/galvanostato PGSTAT 128N (AUTOLAB). Filmes
ITO/DS 01/GC foram colocados em contato com células promastigotas de L. chagasi
disponibilizadas pelo Instituto de Doengas Tropicais Natan Portela localizado na cidade de Teresina
— PI. Inicialmente foi preparado 15 mL de uma solucdo de NaCl a 0,9% contendo células do
protozoério (L. chagasi) nas seguintes concentragdes: 10°, 10%, 10°, 10° e 10" cél/mL que sera
usado como eletrolito de suporte e ira interagir com os eletrodos quimicamente modificados (filmes
LbL).



RESULTADOS E DISCUSSAO

Os testes de deteccdo da atividade antileishmania do filme ITO/(GC/DS 01); foram
realizados em meio salino (NaCl 0,9%) para a conservacao das célula de L. chagasi, garantida por
seu equilibrio osmético, figura 1. O aumento da concentragdo de células do protozoario promove
um aumento progressivo de corrente registrada pelo sistema, figura 1 e 2 , este comportamento
dose-dependente ressalta a capacidade do filme em perceber até concentragdes minimas de células

em suspensao.
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Figura 1. Resposta eletroquimica de filmes (ITO /DS 01), (ITO / GC), e para bicamada (ITO / GC
/ DS 01), em H,SO4 mol L 0,05, v=25mV /s
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Figura 2. Resposta eletroquimica do filme bicamada ITO/GC/ DS 01 em diferentes concentracdes

de células de L. chagasi em NaCl a 0,9.

Os resultados apresentados, figura 1, podem ser explicados a partir de uma interagédo
entre o peptideo e a membrana desses protozoarios. A acdo de PAM em membranas biol6gicas
possui mecanismos ainda ndo muito bem elucidados, no entanto ja foi relatado que peptideos da
classe das dermaseptinas matam células de Leishmania pela ruptura de sua membrana celular
(GAIDUKOV et al., 2003). Em trabalhos recentes de nossa equipe foram desenvolvidos filmes LbL
contendo DS 01 em associacdo com ftalocianina tetrassulfonada de niquel, que também mostrou ser
eficiente na deteccdo da atividade de células de L. chagasi (ZAMPA et al., 2009).

Possivelmente o aumento progressivo de corrente, observado na figura 2, seja resultado
da acdo do peptideo na membrana das células de L. chagasi, causando seu rompimento e
consequentemente a liberacdo de eletrolitos do meio intracelular, os quais foram detectados nas
medidas voltameétricas uma vez que a presenca de ions facilita o transporte de cargas para a
superficie do eletrodo.

A escolha da goma foi impulsionada por algumas caracteristicas intrinsecas deste
produto dentre elas uma diversidade de atividades bioldgicas de interesse, como por exemplo, a
atividade bactericida ja relatada (MONTHE et al., 2008; TORQUATO et al., 2004; MONTEIRO et
al., 2007; SCHIRATO et al., 2006).



CONCLUSOES

Os estudos indicaram que é possivel a obtencdo de filmes contendo peptideo
antimicrobiano (DS 01) e polissacarideo natural (Goma do cajueiro) capazes de detectar a presenca
de células de Leishmania chagasi, a partir de uma dose-resposta em funcdo da concentracdo de
células. Sendo assim reiteramos a importancia da a¢do do peptideo antimicrobiano o qual pode ser
conjugado com polissacarideos naturais criando novas possibilidades de aplicacdo assim como no

preparo de nanomateriais com propostas para reparacao tecidual.
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