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Resumo

RESUMO

Todos os organismos enfrentam problemas frequentes em relagédo a se defender de invasores
ou organismos competidores e para superar esses problemas, estratégias de sobrevivéncia
foram selecionadas e deram origem a sistemas de defesas complexos como a imunidade inata.
Dentre a imunidade inata, a producdo de peptideos antimicrobianos (AMPs, do inglés
antimicrobial peptides) tem papel preponderante na defesa. Dentre eles estdo as defensinas de
plantas. Varios estudos ja foram feitos mostrando diversas atividades inibitorias sobre
microrganismos das defensinas de planta in vitro, mas pouco se sabe sobre a sua atuagcdo em
protozodrios. Este trabalho teve como objetivo obter a defensina recombinante de Vigna
unguiculata L. Walp. (feijdo-de-corda), Vu-Defr, e estudar o efeito do peptideo purificado
sobre Leishmania amazonensis. Para isso foi realizada a superexpresséo da Vu-Defr clonada
no vetor pET-32 EK/LIC. Apds a superexpressdo, a Vu-Defr foi purificada utilizando uma
coluna Ni*-NTA agarose. Apds a purificacio, Vu-Defr foi clivada utilizando a enzima
enteroquinase. Apos a clivagem a amostra foi purificada utilizando a coluna de fase reversa
C18 em sistema de HPLC. Com a Vu-Defr purificada inicialmente foi feita avaliacdo de sua
atividade bioldgica. Para esta andlise foram feitos ensaios comparando a Vu-Defr com a
defensina natural purificada de sementes de feijdo-de-corda, Vu-Def. Primeiramente foi feita a
analise do enovelamento Vu-Defr e Vu-Def através da comparacdo de seus espectros de
dicroismo circular, mostrando que havia uma sobreposicdo dos espectros indicando que
ambas as defensinas apresentavam o mesmo padrdo de enovelamento. Adicionalmente
também foi feita a comparacédo da atividade bioldgica de Vu-Defr e Vu-Def contra células de
L. amazonensis, indicando que a inibicdo de células de L. amazonensis, na mesma
concentracdo e condigdes de incubacdo, ndo apresentaram diferencas significativas. Com
esses resultados foi possivel concluir que a superexpressdo da Vu-Defr biologicamente ativa
ocorreu com sucesso. Com 100 pg.mL™? da Vu-Defr foi feito um novo ensaio de inibicdo
sendo que o crescimento da cultura de L. amazonensis foi acompanhada nos tempos de 0, 8,
16, 24, 32 e 48 h. E nesse ensaio foi observada, que em comparagcdo com o tempo de 0 h, Vu-
Defr foi capaz de eliminar 30,1 % dos protozoarios e a partir do tempo de 24 h os
protozodarios que remanesceram voltaram a proliferar. Foram realizados também ensaios de
permeabilizacdo de membrana, funcionalidade mitocondrial, inducdo da producédo de espécies

reativas de oxigénio e oxido nitrico em L. amazonensis para o tempo de 24 h com o uso de
IX
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Resumo

indicadores fluorescentes. Nesses ensaios foi possivel observar que Vu-Defr é capaz de
permeabilizar membrana plasmatica, diminuir a funcionalidade da mitocdndria e induzir a
producdo de espécies reativas de oxigénio em células de L. amazonensis. Porém néo é capaz
de induzir a producdo de oxido nitrico nas condicOes testadas. Este trabalho mostra a
expresséo funcional da Vu-Defr e sua atividade sobre L. amazonensis, em cujo mecanismo de
inibicdo estdo envolvidos permeabilizacdo de membrana, perda da funcionalidade

mitocondrial e inducdo de espécies reativas de oxigénio em células de L. amazonensis.

Souza, G.S



Abstract

ABSTRACT

All organisms face frequent problems in relation to fend off invading organisms or
competitors and to overcome these problems, survival strategies were selected given rise to
complex defenses systems such as the innate immunity. Among innate immunity, the
production of antimicrobial peptides (AMPSs) plays a major role in defense. Among the plant
AMPs are the plant defensins. Several studies have been done showing these diverse
biological activities of plant defensins in vitro, but little is known about its activity against
protozoa. This work had the aim to obtain the recombinant defensin from Vigna unguiculata
L. (cowpea), Vu-Defr, and study the effect of the purified peptide on Leishmania
amazonensis. For that the overexpression of Vu-Defr cloned into the pET-32 EK/LIC vector
was done. After expression, Vu-Defr was purified using a Ni*-NTA agarose column. After
purification, Vu-Defr was cleaved with the enzyme enterokinase. After cleavage, the sample
was purified using reversed-phase C18 column on the HPLC system. With Vu-Defr purified,
initially was done analysis to verify if it had biological activity. For this analysis were done
tests comparing the Vu-Defr with the natural defensin purified from V. unguiculata seeds, Vu-
Def. Firstly analysis was made of the folding of Vu-Defr and Vu-Def by comparing their
circular dichroism spectrum. This result indicated that there was an overlap of the two spectra
indicating that both defensins showed the same folding pattern. Additionally it was also done
the comparison of the biological activity of Vu-Defr and Vu-Def against cells of L.
amazonensis, indicated that inhibition of L. amazonensis cells, in the same concentration and
incubation conditions, did not show significant difference. With these results it was concluded
that overexpression of biologically active Vu-Defr was successful. At 100 pg.mL™ of Vu-Defr
a new inhibition assay was done with the culture growth of L. amazonensis accompanied at
the times of 0, 8, 16, 24, 32 and 48 h. In this assay it was observed that, in comparison with
the 0 h time point, Vu-Defr was able to eliminate 30.1% of protozoa and from the time of 24 h
on, the protozoa which remained return to proliferate. Membrane permeabilization,
mitochondrial function, induction of the production of reactive oxygen species and nitric
oxide assays was also done in L. amazonensis at the time of 24 h using fluorescent indicators.
In these tests it was observed that Vu-Defr is able to permeabilize the plasma membrane,
decreasing the functionality of mitochondria and induce the production of reactive oxygen

species in L. amazonensis cells. However it is not capable of inducing nitric oxide production

Xl
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Abstract

in the tested conditions. This work shows the functional expression of Vu-Defr and its activity
on L. amazonensis, in whose mechanism of action is involved in membrane permeabilization,

loss of mitochondrial function and induction of reactive oxygen species in the cells of L.

amazonensis.
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Introducgdo 1

1. Introducgéo
1.1. Peptideos Antimicrobianos

Todos os organismos vivos enfrentam problemas frequentes em relacdo a se defender de
invasores ou organismos competidores (Reddy et al., 2004; Carvalho e Gomes, 2011) e para
superar esses problemas, mecanismos de ataque e defesa, e estratégias de sobrevivéncia foram
desenvolvidos (Carvalho e Gomes, 2011). Em plantas e animais, as barreiras da superficie sdo
0 primeiro obstadculo para a penetracdo dos patdgenos. Em animais, tecidos cutaneos,
membranas mucosas e o fluido de revestimento do trato respiratorio representam a primeira
protecdo ndo-especifica contra infec¢bes (Benko-Iseppon et al., 2010). Semelhantemente, as
barreiras externas naturais das plantas, incluem camadas epiticulares, suberizadas, cutinizadas
e tecidos epidérmicos lignificados. As plantas sdo conhecidas por apresentarem ambos 0S
mecanismos de resisténcia, constitutivo e induzido, contra o ataque de patdgenos. As armas
de defesa que as plantas utilizam para prejudicar a invasdo dos patdgenos incluem: barreiras
morfoldgicas, metabdlitos secundarios e proteinas e peptideos antimicrobianos (AMPs, do
inglés antimicrobial peptides). Ap6s 0 contato com patdgenos, e se estes forem reconhecidos,
ocorre a ativacdo de um sistema especifico de defesa e com isso uma série de respostas
secundérias € iniciada, e entre elas, esta a sintese de fatores relacionados a defesa chamados
de proteinas de defesa relacionadas a patogénese (PR, do inglés pathogenesis related)
(Benko-Iseppon et al., 2010). Os AMPs também estdo incluidos entre os peptideos PR
existentes (Silverstein et al., 2007).

Os AMPs sdo componentes importantes do sistema de defesa das plantas e animais
(Thevissen et al., 2003a; Mihajlovic e Lazaridis, 2010). S&o encontrados na maioria dos
organismos, e estdo distribuidos em praticamente todos os reinos, abrangendo de bactérias a
seres humanos (Giuliani et al., 2007; Ulm et al., 2012). Os AMPs sdo definidos como
peptideos, geralmente com menos de 100 residuos de aminoacidos (geralmente inferiores a 10
kDa), possuem um carga liquida positiva em pH fisiologico em parte pela presenga de
maltiplos residuos de lisina e arginina, sdo anfipaticos e apresentam acdo contra virus,
bactérias, fungos e até células tumorais in vitro (Giuliani et al., 2007; Guani-Guerra et al.,
2010).

Uma caracteristica comum entre os AMPs é a sua capacidade de se enovelar em
conformacdes anfipaticas, muitas vezes, induzidas pela interagdo com a membrana ou pela
interacdo com uma imitacdo de membrana (Giuliani et al., 2007). Os AMPs descobertos até

agora foram divididos em quatro grupos, classificados de acordo com a sua estrutura
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Introducgdo 2

secundaria, composicdo de aminoacidos e nimero de pontes dissulfeto (Figura 1). O primeiro
grupo sdo os peptideos lineares helicoidais, estes ndo possuem residuos de cisteina, um
exemplo sdo as LL-37 produzidos por células imunes tais como: mondcitos, macrofagos e
neutrofilos de humanos e a magainina-2 extraida da pele do sapo; no segundo grupo
encontramos peptideos com uma estrutura estendida, livre também de cisteina, estendendo aos
peptideos helicoidais com uma predominéncia de um ou dois aminoacidos, tais como PR-39,
extraido do intestino de porco, que é rico em prolina, e indolicitina, extraida de neutrofilos de
bovinos, que é rico em triptofano. O terceiro grupo sdo peptideos que formam “voltas”,
normalmente entre as duas pontes dissulfeto formado pelas cisteinas. As polifemusina,
extraidas do emadcitos do caranguejo-ferradura, e as bactenecinas, extraidas de bovinos, sdo
representantes desse grupo. O Ultimo grupo sdo os peptideos contendo folhas B estabilizadas
por duas a quatro pontes dissulfetos intramoleculares e as defensinas extraidas principalmente

de sementes de plantas sdo representantes desse grupo (Figura 1) (Wilmes et al., 2011).

ANy

Magaininna-2

GIGKFLHSAKKFGKAFVGEIMNS Indolicitina
5 ILPWKWPWWPWRR
Cf‘ ’ B al
- (A
N “‘/” Z '
Polifemusina v
RRWCFRVCYRGFCYRKCR

Defensina de planta Psd1

Figura 1. Comparacdo dos esquemas estruturais dos quatro grupos de AMPs classificados de acordo com a
estrutura. (A) Estrutura da magainina-2 (Adaptado de Jenssen et al., 2006); (B) Estrutura da indolicitina
(Adaptado de Jenssen et al., 2006); (C) Estrutura de polifemusina (Adaptado de Jenssen et al., 2006); (D) -
Estrutura da defensina Psd1 de Pisum sativum (Adaptado de Almeida et al., 2002). Abaixo da estrutura foi
colocada a sequéncia de aminoacidos, com exce¢do da defensina de planta, com destaque para 0s aminoacidos
carregados (K — Lisina, R — Arginina) (mostrados em negrito) ou predominancia de aminoacidos regulares (W
— Triptofano) (azul). (a) a-hélice; () folha .
Souza, G. S.



Introducgdo 3

Muitos AMPs tém sido isolados de plantas, principalmente de sementes, local em que
podemos encontrar um nivel elevado de peptideos quando comparado a outros 6rgdos da
planta. Os AMPs de plantas, além de compartilharem as caracteristicas comuns dos AMPs
como: geralmente serem inferiores a 10 kDa e possuirem carga liquida positiva, eles sao
peptideos ricos em residuos de cisteinas. Esses residuos estabilizam a proteina através de
formagBes de pontes dissulfeo. De acordo com o arranjo dessas moléculas e com a sua
organizacdo tridimensional estes sdo classificados em algumas familias, sendo as principais:
tioninas, ciclotideos, esnaquinas, proteinas transportadoras de lipideos (LTP, do inglés lipid

transfer protein) e defensinas de plantas (Benko-Iseppon et al., 2010).

1.2.  Defensinas de plantas

As defensinas de plantas sdo encontradas em tecidos como: sementes, caule, raizes,
folhas e 6rgdos florais (De Coninck et al., 2010). Sua estrutura primaria possui de 45 a 54
residuos de aminoacidos, com uma baixa massa molecular, de aproximadamente 6 kDa, e
possui alguns aminoacidos basicos, o que faz com que a molécula fique com carga liquida
positiva em pH neutro (Carvalho e Gomes, 2011). As defensinas de plantas sdo peptideos
ricos em cisteinas (oito residuos) que juntas formam quatro pontes dissulfeto, o que confere
uma alta estabilidade fisico-quimica a esta molécula. Possuem acdo antifungica e/ou
antimicrobiana em concentracbes micromolares (Thevissen et al., 2003a; Aerts et al., 2008;
Carvalho e Gomes, 2009).

Defensinas de plantas foram isoladas originalmente do endosperma de cevada
(Hordeum vulgare) (Mendez et al., 1990) e de trigo (Tritticum turgidum) (Colilla et al.,
1990). Primeiramente elas foram caracterizadas como um novo membro da familia das
tioninas, as y-tioninas, baseadas na sua similaridade, na sua massa molecular, na sequéncia de
aminoéacidos e no seu numero de residuos de cisteina (Carvalho e Gomes, 2011). Mas sua
conformacao estrutural disposta em trés folhas 3 antiparalelas e uma a-hélice estabilizada por
quatro pontes dissulfeto, as diferenciavam estruturalmente das tioninas (Thevissen et al.,
2004), assim como o0 pareamento dos residuos de cisteinas. Alguns anos depois, devido a sua
similaridade estrutural com defensinas de insetos e mamiferos, y-tinionas foram renomeadas

como defensinas de plantas (Terras et al., 1995; Carvalho e Gomes, 2009).

1.2.1. Aspectos estruturais
As defensinas encontradas em diferentes espécies de plantas sdo caracterizadas por

possuirem quatro pontes dissulfeto e por compartilharem os mesmos padrbes de pares de
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cisteinas (C1-C8, C2-C5, C3-C6, C4-C7) (Wilmes et al., 2011). Estas pontes ajudam a
estabilizacdo da estrutura tridimensional e duas destas pontes, que ligam a a-hélice a dltima
folha B, formam um “motif” estrutural chamado “motif” af estabilizado por cisteinas (CSap).
Este CSaf esta presente em alguns peptideos que tem atividade antimicrobiana (Terras et al.,
1995; Carvalho e Gomes, 2009; Benko-Iseppon et al., 2010). Como esses peptideos contém
um “motif” que se assemelham, a estrutura deles, de um modo geral, € composta por trés
folhas B antiparalelas e uma o-hélice, sendo estes elementos da estrutura secundaria,
conectados através de trés alcas (Slavokhotova et al., 2011).

Apesar de todas as similaridades entre as estruturas das defensinas de plantas, ja foram
descritas algumas estruturas diferenciadas como: PhD; (isolada de Petunia hybrida) que
contém cinco pontes dissulfeto e VrD; (isolada de Vigna radiata) que possui em sua estrutura
uma hélice extra, a hélice 319 (Carvalho e Gomes, 2011) (Figura 2). Mesmo com estas

diferencas estruturais, estas defensinas também possuem o “motif” CSap.

Figura 2. Estruturas das defensinas VrD1 e PhD1. A - Estrutura da defensina VrD1 de Vigna radiata
(Adaptado de Liu et al., 2006); B - Estrutura da defensina PhD1 de Petunia hybrida (Adaptado de Janssen
et al., 2003). (N) Regido N-terminal; (C) regido C-terminal; (al) a-hélice; (B1) folha B 1; (B2) folha B 2;
(B3) folha B 3; (310) a-hélice 31; (L1) “volta” 1; (L2) “volta” 2. A quinta ponte dissulfeto de PhD1 é

mostrada no circulo branco. A a-hélice 3,9 de PhD1 é mostrada no circulo preto.

1.2.2. Atividade biolégica das defensinas
Defensinas de plantas exibem atividade contra uma grande variedade de
microrganismos entre eles bactérias e fungos. Também exibem outras atividades bioldgicas

como pode ser observada no Quadro 1.
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Quadro 1. Atividades bioldgicas das defensinas de plantas com a indicacdo das espécies de onde as

defensinas foram isoladas.

Atividade Biolégica

Nome da defensina e espécies de planta de

origem

Referéncias

Atividade inibitoria da

traducdo proteica

RBAFP (Adzuckia angularia); y-hordotionina e
w-hordotionina (Hordeum vulgare); PBAFP e
WCBAFP (Phaseolus vulgaris)

Ye e Ng, 2001; Mendez et al.,
1990; Mendez et al., 1996; Wong
et al., 2006

Efeito inibitorio
transcriptase reversa do

HIV

para

RBAFP  (Adzuckia angularia);
(Gymnocladus chinensis); PBAFP e WCBAFP

(Phaseolus vulgaris)

gymnima

Ye e Ng, 2001; Wong et al.,
2003; Wong et al., 2006

Atividade mitogénica

RBAFP (Adzuckia angularia); PBAFP e

WCBAFP (Phaseolus vulgaris)

Ye e Ng, 2001; Wong et al., 2006

Antibacteriana

Ah-AMP1(Aesculus hippocastanum); Br-AMP,
(Brassica rapa); Ct-AMP, (Clitoria ternatae);
Dm-AMP, (Dhalia merckii); SPD; (Ipomoea

batatas)

Osborn et al., 2011; Terras et al.,
1993; Huang et al., 2008

Tolerancia a  metal

Ah-PDF1.1 (Arabidopsis halleri)

Mirouze et al., 2006; Marques et

pesado al., 2009
RBAFP  (Adzuckia angularia); Ah-AMP; | Ye e Ng, 2001; Osborn et al.,
(Aesculus hippocastanum); Ah-PDF1.1 | 2011; Wong et al., 2003; Terras
(Arabidopsis halleri); PDF 1.1 (Arabidopsis | et al., 1993; Huang et al., 2008;
thaliana); AX; e AX, (Beta vulgaris); BSD1 | Mirouze et al., 2006; Marques et
(Brassica campestris); Bn-AMP; e Bn-AMP, | al., 2009; Penninckx et al., 1996;
Antifangica (Brassica napus); Br-AMP; e Br-AMP, | Park et al, 2006; Kragh et al.,

(Brassica rapa); CADEF; e J1 (Capsicum
annuum); vy-tionina (Capsicum chinense); Ct-
AMP; (Clitoria ternatae); Dm-AMP,; e Dm-
AMP, (Dhalia merckii); Ec-AMP-D; e Ec-
AMP-D,

(Gymnocladus chinensis); Hs-AMP; (Heuchera

(Echinocloa crusgalli); gymnima
sanguinea); SPD; (Ipomoea batatas); MsDEF,;
(Medicago sativa); NaD; (Nicotiana alata);
PhD; e PhD, (Petunia hybrida); PvD,;
(Phaseolus vulgaris); PsD; e PsD, (Pisum
Rs-AFP; e Rs-AFP,

sativus); Vu-Def (Vigna unguiculata)

sativum); (Raphanus

1995; Osborn et 2011;
Anaya-Lopez et 2006;
Odintsova et al., 2008; Do et al.,
2004; Li e Li, 2009; Meyer et al.,
1996; Gao et al., 2000; Spelbrink
et al., 2004; Allen et al., 2008;
Lay et al., 2003; Almeida et al.,
2000; Games et al., 2008; Mello
et al., 2011; Terras et al., 1992;
Carvalho et al., 2006; Santos et

al,, 2011

al.,

al.,

Auto incompatibilidade

PCP-A; (Brassica oleracea)

Doughty et al., 2008

Atividade

tripsina

inibitéria a

5459 (Cassia fistula); SPD, (Ipomoea batatas)

Wijaya et al., 2000; Huang et al.,
2008
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Atividade inibitoria para | Ct-AMP; (Capsicum chinense); gymnima | Anaya-Lépez et al., 2006; Wong

células cancerigenas (Gymnocladus chinensis) etal., 2003

Atividade inibitoria a a- | y-hordotionina (Hordeum vulgare); Vu-Def | Mendez et al., 1990; Mendez et

amilase (Vigna unguiculata) al., 1996; Santos et al., 2011
Atividade redutase | SPD; (Ipomoea batatas) Huang et al., 2008

dehidro-e

monodehidroascorbato

Atividade inibitdria a | Lm-def (Lepidium meyenii) Solis et al., 2007

oomiceto

Bloqueio de canais de | MsDEF; (Medicago sativa) Gao et al., 2000; Spelbrink et al.,
calcio tipo-L de 2004; Allen et al., 2008
mamiferos

Atividade inibitéria ao | MsDEF; (Medicago sativa) Gao et al., 2000; Spelbrink et al.,
crescimento de raiz de 2004; Allen et al., 2008

planta

Atividade contra | PTH; (Solanum tuberosum) Berrocal-Lobo et al., 2009
Leishmania

Bloqueio do canal de | y;-zeationina e y,-zeationina (Zea mays) Kushmerick et al., 1998; Kant et
sodio al., 2009

Aumento da producdo | PvD; (Phaseolus vulgaris); Rs-AFP; (Raphanus | Mello et al., 2011; Aerts et al.,
enddgena de espécies | sativus) 2007

reativas de oxigénio

(Adaptado de Carvalho e Gomes, 2011)

1.2.3. Mecanismo de acdo das defensinas

Diferentes estudos tém sido feitos no sentido de se desvendar o mecanismo de acao das
defensinas de plantas, porém este ainda ndo foi totalmente elucidado (Aerts et al., 2008;
Slavokhotova et al., 2011). As primeiras caracteristicas do seu mecanismo de acdo foram
mostradas em Dm-AMP; e Rs-AFP, isoladas de Dahlia merckii e de Raphanus sativus,
respectivamente, que sdo capazes de induzir uma variedade de rapidas respostas na membrana
fangica (Lobo et al., 2007), incluindo por exemplo, o aumento do efluxo de K*, do influxo de
Ca®*, a alcalinizacdo do meio e a mudanca no potencial de membrana (Aerts et al., 2008;
Carvalho e Gomes, 2009).

A existéncia de sitios de ligagdo com alta afinidade para Dm-AMP; em fungos foi
demonstrado através do uso da Dm-AMP; marcada com enxofre radioativo e do uso de
fungos modificados geneticamente. Com esses estudos, foi identificado que o sitio de ligagédo
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para Dm-AMP; é o esfingolipideo manosildiinositolfosforilceramida (M(IP),C) e observou-se
a importancia desse alvo, quando testada a inibicdo do crescimento de uma cepa mutante da
levedura, deficiente na sintese de M(IP),C. Viu-se que essa levedura, quando incubada com a
defensina, apresentou resisténcia, diferentemente da cepa selvagem (Thevissen et al., 2004).
Estudos semelhantes foram realizados utilizando a defensina Rs-AFP, e foi visto que o sitio
de ligacdo desta defensina era outra classe de esfingolipideos, a glicosilceramida (GlcCer),
presente na membrana dos fungos (Thevissen et al., 2003b; Thevissen et al., 2004). A
membrana plasmatica dos fungos apresenta fosfoglicerolipideos principalmente no seu lado
interno e esterois e esfingolipideos no lado externo. Tem sido mostrado que os esfingolipideos
e 0s esterois sdo enriquecidos em dominios especificos, os chamados “rafts lipidicos”. A
interacdo de Dm-AMP; com esfingolipideos destes “rafts” resultam na ag¢ao dessa defensina,
ligada a estes componentes de membrana (Thevissen et al., 2003b; Thevissen et al., 2004).

De um modo geral as defensinas de plantas ndo sdo capazes de se ligar as
glicosilceramidas presentes nas células de humanos e soja. Segundo Thevissen et al (2003a)
isto acontece devido ao fato de os esfingolipideos encontrados nestas células serem
estruturalmente diferentes. Além da estrutura dos lipideos que constituem a membrana, a
composicdo lipidica da mesma, parece determinar a susceptibilidade e/ou resisténcia as
defensinas de plantas (Thevissen et al, 2003b). Esses dados segundo Jha e Chattoo (2010) d&o
indicios que as defensinas de plantas podem atuar de maneira especifica sobre os
microrganismos. Ainda dentro deste processo de interacdo com componentes de membrana, ja
foi demonstrado que as defensinas podem causar permeabilizacdo na membrana de fungos
(Thevissen et al., 1999; van der Weerden et al., 2010).

Além dos resultados sobre 0 mecanismo de acdo ja mostrados, é também conhecido que as
defensinas PvD1 (obtida de Phaseolus vulgaris) e Rs-AFP, induzem a producdo enddgena de
espécies reativas de oxigénio (ROS) em células de fungos. Para Rs-AFP, foi adicionalmente
mostrado que tanto a producgdo de ROS quanto a atividade antifingica desaparece na presenca
do antioxidante acido ascérbico, o que sugere uma ligacdo causal entre a atividade antifingica
de Rs-AFP; e a producédo de ROS por ela mediada (Aerts et al., 2007; Wong et al., 2010;
Mello et al., 2011). Porém, ainda nédo esta claro se estas defensinas sdo internalizadas pelas
células dos fungos através da sua interacdo com os esfingolipideos da membrana, ou se elas se
mantém fora da célula e sinalizam processos que levam a morte da célula (Aerts et al., 2009).

Com o intuito de investigar o possivel mecanismo de acéo intracelular das defensinas,
estudos foram feitos utilizando a defensina Psdl (obtida de Pisum sativum). Um sistema

duplo hibrido foi usado para identificar interagcdes proteina-proteina entre o peptideo Psdl e
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as proteinas fungicas. Proteinas alvo foram analisadas dentro de uma biblioteca de cDNA do
fungo Neurospora crassa (Lobo et al., 2007). Um clone apresentou sequéncia similar & da
ciclina F, que é uma proteina que esta envolvida no ciclo celular. Analises por microscopia de
fluorescéncia de Psd1 conjugado com FITC e da coloracdo do fungo com DAPI, mostraram a
colocalizagdo, in vitro, de Psd1 no nucleo. Estes resultados sugerem que 0 mecanismo de agdo
da defensina de planta Psd1 pode envolver também alvos nucleares (Lobo et al., 2007).

Um resumo das atividades ja descritas para as defensinas de plantas assim como a

indicacdo de seus alvos é mostrado na Figura 3.

sds §
MsDefl

fi§£ll(m) Iﬂ-a-p—l-(c) §
RsAFP2 § HsAFP1 §

DmAMP1 § e

e
/

D
=T
S\

*ROS
*Apoptose + ROS
*Ciclo celular

Figura 3. Representagdo esquematica do modo de acdo de defensinas de plantas em fungos. Defensinas
de plantas que interagem com Varios tipos de alvos, presentes em membranas plasméatica (MP) de
fungos e/ou na parede celular (PC). Defensinas de plantas (circulos brancos) que interagem com GlcCer
(circulos cinzas); defensinas de plantas (retangulo branco) que interagem com M(IP)2C (retangulo
cinza); defensinas de plantas (triangulos brancos) que interagem com receptores ainda ndo conhecidos
(retdngulos cinzas representados por X e Y). Defensinas de plantas que podem permeabilizar membrana
plasmatica s3o indicadas com & Apds a interacdo, algumas defensinas de plantas ficam no espago
extracelular e ndo entram na célula fangica (nome em italico), porém ha outras que sdo levadas para
dentro da célula (nome sublinhado) se localizando no ndcleo (N) ou citoplasma (C). Marcado em
vermelho defensinas de plantas que induzem ROS e em azul defensinas de plantas que induzem

_ apoptose e ROS; em verde defensinas de plantas que interferem no ciclo celular (De Coninck et al.,
2013).
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1.3. Leshmaniose

A Organizacdo Mundial de Sadde (WHO, do inglés World Health Organization) tem
reportado o impacto da leshmaniose na satde publica em todo mundo. A leishmaniose tem
sido subestimada por muitos anos e tem afetado em torno de 350 milhdes de pessoas em 88
paises do mundo. A forma visceral da doenca tem mais de 500 mil casos anuais, quando ndo
tratada é fatal e € causada pela Leishmania (Leshmania) chagasi/ infantum na América Latina
e no sul da Europa e pela Leishmania (L.) donovani na Africa e na india (Brenzan et al., 2012;
Silva et al., 2012).

A forma da doenca cutanea nao é fatal, mas é uma doenca que desfigura e estigmatiza.
Alguns agentes causadores que sdo encontrados no Novo Mundo s&o: as Leishmania
(Viannia) braziliensis e Leishmania (Leishmania) amazonensis e no Velho Mundo sdo: as
Leishmania (L.) major e Leishmania (L.) tropica (Silva et al., 2012).

O ciclo de vida da Leishmania contém duas formas distintas, a promastigota e a
amastigota. O estagio flagelado, a forma promastigota, reside extracelularmente no vetor do
género Phlebotomus ou Lutzomyia que é passado para o macréfago de mamifero apds a
picada do inseto. A forma amastigota é uma fase intracelular, aflagelada que ocorre dentro do
hospedeiro (Lynn et al., 2011; Singh et al., 2012).

No Brasil as leishmanioses mais comuns sdo: a visceral e a tegumentar americana
(Secretaria de Vigilancia em Salde). A maior concentracdo dos surtos epidémicos ocorre na
regido Nordeste, seguida das regiGes Norte e Sudeste (Secretaria de Vigilancia em Salde).

Por décadas, antimoniais pentavalente, como Pentostan (estibogluconato de sodio) e
Glucantime (antimoniato de N-metil glucamina) tem feito parte da primeira linha de drogas
para o tratamento de leishmaniose cutanea e visceral (Pérez-Cordero, et al., 2011; Glossario
de doencas da Fiocruz). Quando ndo ocorre uma resposta satisfatéria com o tratamento dos
antimoniais, sdo utilizados antibidticos como a anfotericina B e suas formulacdes lipossomais
(anfotericina-B-lipossomal e anfotericina-B-dispersao coloidal), e as pentamidinas (sulfato de
pentamidina e mesilato de pentamidina).

Apesar da existéncia de tratamentos contra leishmaniose, as drogas utilizadas sao
toxicas, requerem cuidados com o monitoramento de pacientes por causarem efeitos adversos,
e sua ineficicia estd aumentando devido a resisténcia dos parasitas (Brenzan et al., 2012;
Marr et al., 2012). Além disso, a existéncia de parasitas resistentes tem feito com que se
utilizem drogas mais téxicas (Cobb e Denny, 2010). Com esse cenario ha uma necessidade do

desenvolvimento de novas drogas com menos efeitos colaterais e de baixo custo.
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Os AMPs possuem atividade inibitéria em virus envelopados, fungo, bactérias Gram
negativas e positivas (Guani-Guerra et al., 2010). Também ja foi visto que AMPs de anfibios,
mamiferos, crustaceos, insetos e plantas possuem acao inibitoria em protozoarios (McGwire e
Kulkarni). Ja foi visto que para alguns AMPs o mecanismo de acdo utilizado para levar a
morte de protozoarios como Leishmania consiste na ruptura da membrana plasmatica,
interacdo com alvos intracelulares depois da interacdo com o parasita, inducdo de apoptose e/
ou através da imunomodulacao do hospedeiro infectado (Marr et al., 2012).

Apesar de se conhecer que alguns peptideos possuem acao contra protozoarios, poucos
estudos foram feitos nessa area. Dentre as familias de AMPs ja descrita em plantas, por
exemplo, apenas quatro foram testados e somente dois AMPs apresentaram atividade sendo
eles a tionina de trigo e defensina de batata (PTH-1) (McGwire e Kulkarni; Berrocal-Lobo et
al., 2009). Portanto, ha uma necessidade de mais estudos nessa area para que seja possivel um
melhor entendimento do mecanismo de acdo desses peptideos, pois ndo se sabe quais S0 0s
seus alvos celulares e nem todos os efeitos que o peptideo pode causar na célula do
protozoario.

Nesse trabalho estudamos o mecanismo de acdo da defensina recombinante de feijdo-
de-corda em L. amazonensis com intuito de entendermos parte do mecanismo de acdo
utilizado por esta defensina para inibir o crescimento deste protozoario. Em um breve
histérico sobre esta defensina, ela foi inicialmente purificada e caracterizada a partir de
sementes de V. unguiculata (Carvalho et al., 2001). O cDNA que codificava esta defensina foi
posteriormente clonado (Carvalho et al., 2006). Sua expressao funcional foi obtida mostrando
atividade contra o-amilases (Santos et al.,, 2010). A partir de entdo a expressdo desta
defensina foi melhorada e foram iniciados os testes de inibicdo sobre L. amazonensis (Souza
et al., 2013). Neste trabalho demos continuidade ao estudo do efeito sobre L. amazonensis
comparando a atividade biologica desta defensina, chamada agora de Vu-Defr, com a
defensina natural, Vu-Def, e iniciamos testes iniciais sobre 0 mecanismo de agdo que causa a

inibicdo do crescimento do protozoario.
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2. OBJETIVOS
2.1. Objetivo geral

O objetivo geral deste trabalho foi obter a defensina recombinante de feijdo-de-corda

(Vigna unguiculata L. Walp.) (Vu-Defr) e estudar o seu efeito sobre Leishmania amazonensis.

2.2. Objetivos especificos

Obter a Vu-Defr;

Analisar se 0 processo de producédo e enovelamento da Vu-Defr ocorreu corretamente
através de dicroismo circular;

Comparar as atividades da Vu-Defr e da Vu-Def obtida de sementes de feijdo-de-corda
contra células de L. amazonensis;

Analisar a funcionalidade mitocondrial de células de L. amazonensis tratadas com Vu-
Defr;

Verificar a permeabilizacdo de membrana de células de L. amazonensis tratadas com
Vu-Defr;

Analisar a producdo de espécies reativas de oxigénio nas células de L. amazonensis
tratadas com Vu-Defr;

Analisar a producdo de 6xido nitrico nas células de L. amazonensis tratadas com Vu-
Defr
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3. Material e Métodos
3.1. Material bioldgico e manutencéo
3.1.1. Cepa de Escherichia coli

Neste trabalho foram utilizadas células de Escherichia coli, linhagem Rosetta-gami?2
(DE3) pLysS, [gendtipo: A(ara-leu)7697 AlacX74 AphoA Pvull phoR araD139 ahpC galE
galK rpsL (DE3) Flac* lacl® pro] gor522::Tn10 trxB pLysSRARE2 (Cam®, StrR, Tet®)]
adquiridas da Novagen, que foram transformadas com a construcdo pET-DEF, a qual consiste
do clone da defensina de Vigna unguiculata do cultivar Epace-10 ligado ao plasmideo pET-
32 EK/LIC (Novagen). Este procedimento foi feito pelo Prof. André de Oliveira Carvalho.

O vetor pET-32 EK/LIC utilizado neste trabalho, para a expressdo da defensina
recombinante de V. unguiculata (Vu-Defr), fusiona a proteina recombinante uma cauda que
consiste de duas regides. Uma regido é composta da proteina tioredoxina, que ajuda na
solubilidade da proteina recombinante no citoplasma da E. coli. A segunda regido é composta
por seis histidinas consecutivas, que vai ser Gtil na purificacdo e na identificacdo da proteina
recombinante. Apos a purificacdo, esta cauda pode ser completamente eliminada pela reacéo
de clivagem com a endoproteinase enteroquinase (EK), uma enzima altamente especifica que
cliva logo apds quatro residuos consecutivos de acido aspartico e uma lisina sendo este sitio
proteolitico dado pelo vetor (Figura 4).

As células de E. coli foram mantidas em stabs constituidos de meio Luria-Bertani
(LB) liquido [triptona 1 g, extrato de levedura 0,5 g, NaCl 1 g e 100 mL de agua destilada, pH
7,0 ajustado com NaOH e suplementado com ampicilina (50 ug.mL™) e cloranfenicol (35
ug.mL™)] e glicerol 12,5% a -70 °C.

Todo o material referente a cultura de microrganismos foi manipulado usando capela

de fluxo laminar (Dwyer Mark II).
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H € KN K E B L L S G RC RD D VRCECNC TR NG =

EcoR |

CCGGGCTTCTCCTCAACCATGGCGATATCGGATCCGAATTCGAGCTCCGTCGACAAGCTTGCGGCCGCACTCGAGCACCAC
H H

HiseTag
CACCACCACCACTGAGATCCGGCTGCTAACAAAGCCCGAAAGGAAGCTGAGTTGGCTGCTGCCACCGCTGAGCAATAACTA

H H H H -

T7 terminator
GCATAACCCCTTGGGGCCTCTAAACGGGTCTTGAGGGGTTTTTTG

Figura 4. Mapa e regido de policlonagem do vetor pET-32 Ek/LIC (retirada do manual do vetor, User Protocol
TB163, Novagen) com a indicacdo da posicdo da insercdo do clone da Vu-Def foi inserida (linha azul). O
quadro vermelho indica a regido da cauda composta pela tioredoxina; O quadro azul indica regido da cauda
composta pelas histidinas; Sublinhado em vermelho esta o sitio de clivagem especifico para enteroquinase; O
quadro verde indica o sitio de clonagem independente de ligacdo (LIC). Destacado em vermelho esta a

sequéncia de aminoacidos do clone da Vu-Def que foi inserida dentro do sitio LIC.

3.1.2. Cepa de Leishmania amazonensis
A cepa LV 79 de Leishmania amazonensis, no estagio de promastigota, que foi

utilizada nesse trabalho, foi cedida pelo Laboratério de Biologia Celular e Tecidual, da
Souza, G. S.
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Universidade Estadual do Norte Fluminense Darcy Ribeiro e o trabalho foi realizado em
colaboragdo com o Prof. Edésio José Tendrio de Melo. O protozoario foi cultivado em 5 mL
de meio Warren’s [90 % Brain heart broth (Fluka), contendo 10 % de soro bovino fetal
inativada pelo calor], enriquecido com 0,01 % de acido félico e 0,4 % de hemina a 28 °C com
transferéncia para 0 novo meio a cada trés dias. Esse cultivo foi feito no mesmo laboratério

citado acima.

3.1.3. Defensina natural de Vigna unguiculata
A defensina natural de sementes de Vigna unguiculata (Vu-Def) foi cedida pela Dr.
Viviane Veiga do Nascimento. A Vu-Def foi purificada de acordo com Carvalho et al. (2001).

3.2. Inducéo, extracédo e purificacdo da Vu-Defr
3.2.1. Cultivo de bactérias para a inducéo

Para este procedimento foi necessario o preparo do meio LB sélido, com a mesma
composicao descrita 3.1.1., sendo necessaria a adicdo de agar (2%) apenas. Uma aliquota foi
retirada do stab de E. coli, linhagem Rosetta-gami 2 (DE3) pLysS, contendo o clone da Vu-
Def, e foi espalhada sobre 0 meio com o auxilio de uma al¢a de semeadura bacteriolégica, e
estas foram espalhadas sobre o meio em quadrantes de modo a se obter colbnias isoladas. A
placa foi incubada a 37 °C em estufa bacterioldgica (Quimis, modelo 317.B242) por 16 h.

3.2.2. Pré-inoculo

Apo6s o periodo de crescimento, uma col6nia bacteriana foi transferida para 20 mL de
meio Terrific Broth (TB) [triptona 3 g, extrato de levedura 6 g, glicerol 1,125 mL, K,;HPO,
3,25 g, KH,PO,4 0,95 g e 250 mL de &gua destilada suplementado com ampicilina (50 pg.mL"
1) e cloranfenicol (35 png.mL™)], esta pré-cultura foi incubada a 37 °C por 16 h e a 250 rpm no

incubador orbital (Novatecnica, modelo NT712).

3.2.3. Inducéo da Vu-Defr

Do pré-indculo foi retirado uma aliquota de 20 mL que foi transferida para 400 mL de
meio TB (inoculo). O inoculo foi, entdo, incubado a 37 °C por aproximadamente 3 h sob
agitacdo constante de 250 rpm até a densidade celular atingir valores de absorbancia entre 0,5
e 1 medida em espectrofotdbmetro a 600 nm (LGS, modelo UV VIS 53). Apos esse periodo,

foi adicionado a cultura 1 mM de isopropil-p-D-tiogalactopiranisideo [IPTG (Ge Healthcare)]
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e esta foi incubada a 27 °C por 3 h sob agitacdo constante de 250 rpm. Uma aliquota foi
retirada imediatamente antes da adi¢do do IPTG para ser usada como controle da inducéo.

3.2.4. Extracéo da Vu-Defr

Ap0s a inducdo, as bactérias contendo a Vu-Defr expressa e a aliquota controle foram
centrifugadas (10.000 x g por 10 min a 4 °C) e as células foram ressuspensas em tampéao A
(fosfato de sédio 50 mM, pH 8,0 e 300 mM de NaCl). As amostras foram divididas em lotes e
estes tiveram as células rompidas por 5 pulsos de sonicacdo de 30 s, na poténcia de 7 watts
(Unique) na presenca de 3 mM de fluoreto de fenilmetilasulfonila (PMSF) (Ge Healthcare),
1% de triton-X 100 (Sigma) e 1 pg/mL de coquetel de inibidores [AEBSF 2 mM, aprotinina
0,3 M, bestatina 130 M, EDTA 1 mM, E-64 14 M e leupeptina 1 M (Protease inhibitor
cocktail for general use, Sigma)]. Todo esse procedimento foi realizado em banho de gelo.
Depois do rompimento das células a solucédo celular foi centrifugada a 10.000 x g por 10 min
a 4° C. O sobrenadante resultante desta centrifugacéo foi recuperado e armazenado a -20 °C e

posteriormente usado para a purificacdo da Vu-Defr.

3.2.5. Purificagdo da Vu-Defr em coluna de afinidade a metal - Ni*-NTA agarose

A semipurificacdo foi realizada em coluna de niquel. O principio dessa cromatografia
€ que as proteinas que possuem afinidade ao niquel, imobilizado na resina de agarose, irdo se
ligar a ele e as que ndo possuem serdo eluidas com o tampdo de equilibrio. A proteina
recombinante tem afinidade ao niquel devido a cauda de histidina. Para a eluicdo das
proteinas com afinidade ao niquel foi necesséaria a utilizacdo de uma concentracdo de
imidazol, que vai servir para competir com a cauda de histidina pelo niquel. O tampéo de
equilibrio (tampé&o A) contém sal e este tem a finalidade de impedir que ocorra interacdo
entre as proteinas e a resina por carga.

Para a realizacdo da purificacdo uma aliquota resultante da extracdo foi aplicada na
coluna contendo 30 mL de resina Ni*-NTA agarose (Qiagen) e equilibrada com o tampéo A.
Em seguida o primeiro pico foi eluido com o tampé&o B (tampé&o A acrescido de 55 mM de
imidazol) e o segundo pico com o tampédo C (tampao A acrescido de 500 mM de imidazol).
Foram coletadas fracdes de 7 mL e o fluxo foi de 30 mL.h" ajustado em uma bomba
peristaltica P1 (GE Healthcare).

Para a identificacdo dos picos, uma aliquota de 35 pL de cada tubo foi retirada e

transferida para placa de cultura de 96 pocos e a esta aliquota foram adicionados 50 pL do
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reagente de Bradford. Apos a incubacdo de 10 min foram realizadas leituras em um leitor de
ELISA (Plate Chameleon™ V, HIDEX) a 540 nm. Brancos foram utilizados sendo
constituidos apenas do tampé&o de cada etapa de eluicdo. As absorbancias foram analisadas no
programa Excel que nos forneceu um cromatograma com o padrao de elui¢do dos picos. Os
tubos referentes a cada pico foram reunidos e as amostras foram dialisadas contra agua
destilada em tubo de didlise de celulose de alta retencdo sem costura (Sigma), com 3 trocas
diarias, por 3 dias, a 4 °C, liofilizados e entdo foram analisados por eletroforese descontinua

em gel de poliacrilamida.

3.2.5.1. Analise dos picos cromatograficos por eletroforese descontinua em gel de
poliacrilamida 12% sob condic¢Ges desnaturantes (SDS-PAGE)

A eletroforese em gel de poliacrilamida, usando o sistema de gel descontinuo, foi feita
segundo método descrito por Laemmli (1970). Foram usadas placas de vidro de 8 x 10 cm e 7
x 10 cm e espacadores e pentes de 0,75 mm (Mini protean 1l tetra system, BioRad). O gel de
separacdo foi preparado numa concentracdo de 12% de acrilamida/bis-acrilamida (estoque a

30%) e o gel de concentracdo numa concentracdo de 5%.

3.2.5.1.1. Preparo das amostras e condi¢Ges de corrida

O conteldo proteico das amostras foi dosado por acido bicinconinico (BCA) (Sigma,
segundo protocolo fornecido com o produto, Technical bulletin B9643) e 10 nug de cada uma
das amostras foram misturados com tampao de amostra (Tris-HCI 125 mM pH 8,0, SDS 2%,
sacarose 10% e azul de bromofenol 0,25%) e B-mercaptoetanol a 5% e a mistura foi aquecida
a 100 °C por 5 min e centrifugada a 16.000 x g por 2 min. Apds esses procedimentos, as
amostras foram aplicadas no gel de concentracdo e submetidas a eletroforese sob condicGes
desnaturantes.

Ja as amostras da cultura bacteriana, retiradas imediatamente antes (ndo induzido) e
apos (induzido) a adicdo de IPTG, foram preparadas da seguinte forma: foram misturadas a
100 e 130 pL de tampdo de amostra, respectivamente, ¢ B-mercaptoetanol a 5%, aquecidas a
100 °C por 5 min e centrifugada a 16.000 x g por 2 min. Dessa mistura, 4 pL de ndo induzido
e 2 uL de induzido foram aplicadas no gel. A corrida foi feita a 100 V por um periodo de,
aproximadamente, 2 h. O tampdo de corrida utilizado contém Tris-HCI 0,05 M, glicina 0,192
M e SDS 0,1%. Juntamente com as amostras foram utilizados marcadores de alta massa
molecular composto por uma mistura das seguintes proteinas [albumina bovina, 66.000 Da
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(Sigma A 7517), albumina de ovo, 45.000 Da (Sigma A 7642), triosefosfato isomerase,
35.200 (Sigma T 9400), anidrase carbonica 29.000 Da (Sigma C 2273) e tripsinogénio 20.100
(Sigma T 9767)].

3.2.5.1.2. Coloracéo e descoloracéo do gel

Ap0s o término da corrida, o gel foi cuidadosamente retirado das placas de vidro e
colocado em uma solucéo corante (Coomassie Blue R 250 0,1%, acido acético 10% e metanol
50% em &gua destilada) por aproximadamente 30 min. Passado esse periodo, o gel foi
transferido para uma solucgdo descorante (&cido acético 7% e etanol 10% em agua destilada) e
foi mantido nesta solucdo até a visualizacdo das bandas protéicas e armazenado em agua
destilada até ser registrado (fotodocumentador LS500, GE HealthCare).

3.2.6. Corte da cauda de histidina da Vu-Defr pela Enteroquinase

As amostras obtidas como descrito no item 3.2.5. foram separadas em lotes de acordo
com a data da purificacdo, foram dosadas em relacdo ao seu contetdo de proteinas. De cada
lote foi retirado 1 mg de amostra que foi adicionado a tampé&o de clivagem 1x [Tris-HCI 50
mM pH 8,0, NaCl 50 mM, 0,1% de Tween 20, 1 mM de CaCl, e 0,02 unidades de
enteroquinase (Sigma) para cada 1 mg de proteina recombinante]. Apos todas as solugdes
serem pipetadas, estes foram incubados por 16 h a 25 °C. Uma aliquota da solucéo foi retirada

imediatamente antes da adicdo da enteroquinase para servir de controle da clivagem.

3.2.7. Eletroforese em gel de Tricina na presenca de SDS

A analise da clivagem foi feita através de eletroforese em gel de tricina segundo
metodologia de Schagger e von Jagow (1987). Foram usadas placas de vidro de 8 x 10 cme 7
x 10 cm e espacadores e pentes de 0,75 mm (Mini protean Il tetra system, BioRad). O gel de
separacao foi preparado numa concentracao de 16,4% de acrilamida/bis-acrilamida e o gel de

concentracdo numa concentracéo de 3,9%.

3.2.7.1. Preparo das amostras e condicdes de corrida

Todo o procedimento foi feito como descrito no item 3.2.5.1.1., sendo neste caso 0
tampé&o de amostra constituido de Tris-HCI 125 mM pH 8,0, SDS 2,5%, sacarose 15% e azul
de bromofenol 0,25% e B-mercaptoetanol a 5% e a mistura foi aquecida a 100 °C por 5 min e

centrifugada a 16.000 x g por 2 min. ApGs este tratamento, as amostras foram aplicadas no gel
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de concentracdo e submetidas a eletroforese sob condi¢es desnaturantes. Juntamente com as
amostras foi aplicado o marcador de baixa massa molecular (MW-SDS-17S, Sigma)
composto das seguintes proteinas com massa molecular em Da [Mioglobina (peptideo inteiro
1-153 aminoéacidos) peso molecular = 16.950, Mioglobina (fragmentos 1 + II, 1-131
aminoacidos) peso molecular = 14.440, Mioglobina (fragmentos | + I11, 56-153 aminoacidos)
peso molecular = 10.600, Mioglobina (fragmento I, 56-131 aminoacidos) peso molecular =
8.160, Mioglobina (fragmento Il, 1-55 aminoacidos) peso molecular = 6.210 e Mioglobina
(fragmento 111, 132-153 aminoacidos) peso molecular = 2.510]. A corrida foi feita a uma

voltagem constante de 20 V por um periodo de, aproximadamente, 16 h.

3.2.7.2. Coloracao e descoloracéo do gel

Todo o procedimento foi feito como descrito no item 3.2.5.1.2.

3.2.8. Purificagdo final em cromatografia de fase reversa em coluna C18 em sistema de
alta eficiéncia

A partir de um padrdao estabelecido em Souza (2012) foi feito a purificacdo da
defensina clivada, obtida no item 3.2.5. Para a determinagdo deste padrao foi utilizada uma
coluna de fase reversa C18 (Shim-pak VP-ODS, 250 x 4,6 mm, Shimadzu) acoplada a uma
coluna guarda C8 (Pelliguard, 20 x 4,6 mm, Sigma). A coluna foi previamente equilibrada com
acido trifluoroacético 0,1% (TFA, Sigma). Foi entdo determinado o padrdo, referente ao
tempo de retencdo da Vu-Defr previamente purificada pela coluna de Ni*-NTA agarose.
Neste sentido, o pico ndo retido na coluna de Ni*-NTA agarose, sendo que apds a clivagem o
pico de interesse é o nao retido, pois a Vu-Defr sem a cauda de histidina ndo tem afinidade
ao Ni'. A Vu-Defr foi solubilizada em TFA 0,1% e 500 pL desta mistura foram injetados na
coluna de fase reversa. A cromatografia foi desenvolvida utilizando-se um fluxo de 0,6
mL.min?, a temperatura de 38 °C em sistema de alta eficiéncia (Promenence, Shimadzu).
Para a eluigdo das proteinas da coluna foi utilizado um gradiente de 0,1% de TFA e 2-
propanol de 0 a 65 %. Inicialmente (5 primeiros minutos) a coluna foi lavada com TFA 0,1%
em agua ultra pura (solvente A), e em seguida foi formado um gradiente através da mistura
do solvente A e 100 % de 2-propanol em TFA 0,1 % (solvente B) por cerca de 147 min. De 5 a
20 min foi formado um gradiente até atingir 10 % de solvente B, de 20 a 140 min foi formado
um gradiente até atingir 20 % de solvente B e de 140 a 141 min até atingir 65 % de solvente
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B. E de 141 a 142 min a concentragao do solvente B foi mantida em 65 % e em 142.01 min
voltando a passar o solvente A 100 %, totalizando 147 min. A eluicdo da coluna foi
acompanhada por um detector de arranjo de diodo (DAD), sendo as absorbancias lidas a 220
4 nm.

Com este padrdo foi passada a amostra da Vu-Defr clivada (sem ser passada na

coluna de Ni*-NTA agarose) e o pico referente ao tempo de reteng¢do da Vu-Defr foi coletado.

3.3. Analise da Vu-Defr através de dicroismo circular

A fim de confirmar se todo o processo de producdo e enovelamento da Vu-Defr
ocorreu corretamente foi feita a analise de dicroismo circular comparando os espectros da Vu-
Defr e da Vu-Def. Ambas as defensinas foram testadas com a mesma concentracdo de
proteina, 10 ng.mL™, estas foram dissolvidas em &gua ultrapura (TEDIA) e foram transferidas
para uma cubeta de quartzo com comprimento Optico de 5 mm. O espectro do dicroismo
circular de ambos os peptideos foram registrados separadamente no espectro CD J815 (Jasco)
em uma faixa ultravioleta (185 a 275 nm) a 20 °C. Para cada peptideo foram feitos 5 scanners
por espectro em uma velocidade de 10 nm/min e a curva foi desenhada baseada na média de 5

scanners.

3.4. Andlise da atividade biol6gica da Vu-Defr contra Leishmania amazonensis
3.4.1. Ensaio de eliminacéo do crescimento do protozoario

A Vu-Defr obtida como descrito no item 3.2.8 retirada uma aliquota referente a
quantidade que foi utilizada no ensaio e esta foi liofilizada, em seguida para ser usada no
ensaio, ela foi dissolvida no meio especifico para cada protozoario e filtrada (Millex-GV 0,22
um, Millipore). Os parasitas que foram utilizados no ensaio foram crescidos como descrito no
item 3.1.2. e sua concentragdo inicial foi de 1,5 x 10° parasitas/mL.

Na realizacdo do ensaio foram feito testes na auséncia (controle) e na presenga da Vu-
Defr (tratado). O controle consiste de 3 pL de DMSO (equivale a 1,5 % do volume total do
ensaio) juntamente com 97 pL de meio especifico para cada protozoario mais 100 pL de meio
contendo os parasitas. E o tratado consiste em 3 pL de DMSO juntamente com 100 pg.pL™
Vu-Defr, que foi dissolvida no meio especifico para cada protozoario, mais 100 puL de meio
contendo os parasita. O ensaio foi feito em uma placa de 96 pogos e o seu volume final foi de

200 pL. Controles e tratados foram incubados a 28 °C e o crescimento dos protozoarios foram
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avaliados fazendo contagens das células em camara de Neubauer em 24 e 48 h. O ensaio foi
feito em triplicata e os resultados representam a média do nimero de células de cada amostra
em relacdo ao tempo de cada tratamento. Calculos do desvio padréo e do teste Tukey foram
feitos com o software Prisma (versdo 5.0).

Inicialmente este ensaio foi também feito com a Vu-Def para comparacdo do efeito
com o peptideo recombinante, do mesmo modo descrito para a Vu-Defr.

Ap0s este teste foi feita uma curva de tempo do crescimento de L. amazonensis do
mesmo modo como descrito acima, sendo que a contagem das células dos parasitas foi
contada com intervalos de 0, 8, 16, 24, 32 e 48 h.

Com o tempo de 24 h do ensaio de inibicdo do crescimento foram realizados os
ensaios de: permeabilizacdo da membrana plasmatica, funcionalidade mitocondrial e de

inducdo da producdo de espécies reativas de oxigénio e de 6xido nitrico.

3.4.2. Permeabilizagdo da membrana plasmética de Leishmania amazonensis pela Vu-
Defr

Para este ensaio de permeabilizacdo uma aliquota de 120 pL da amostra foi retirada e
em seguida foram adicionado 7 pL de corante fluorescente Sytox green (concentragéo final
0,2 uM) (Molecular Probes, Invitrogen). Esta mistura foi incubada por 30 min a temperatura
ambiente ao abrigo da luz com uma leve agitacdo. Antes de acrescentar o corante fluorescente
Sytox green este material foi centrifugado por 10 min a 500 x g e em seguida foi descartado
80 pL do sobrenadante. O restante foi agitado levemente, e em seguida foi acrescentado o
corante. Depois foram colocados 20 pL do conteldo em uma lamina. Em seguida a lamina foi
observada no microscopio 6ptico Axioplan Zeiss com camera Olympus DP72 equipado com
um conjunto de filtros para deteccdo de fluorescéncia (excitacdo: 450-490 nm; emissdo: 500
nm). Para visualizar as imagens foi utilizado o programa Soft Imaging System Cell. Todas as

imagens de fluorescéncia foram captadas com 0 mesmo tempo de exposicao.

3.4.3. Andlise da funcionalidade da mitocéndria de Leishmania amazonensis tratadas
com a Vu-Defr através do corante rodamina 123

Para a andlise da funcionalidade da mitocdndria, os protozoarios foram tratados com a
Vu-Defr, e entdo foram incubados com rodamina 123 (Sigma). Apds o periodo de incubagéo
dos protozoarios com a Vu-Defr, foi retirada uma aliquota de 30 pL do tratado e este foi

transferido para uma lamina tratada com poli-L-lisina 0,1 %. Esta foi incubada a 37 °C por 10
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minutos em estufa bacteriologica. Apds esse periodo foram acrescentados aos 30 pL do
tratado, 10 pL da solucdo de rodamina 123 (10 pg.mL™) e esta foi incubada por 30 min na
auséncia de luz. Em seguida a lamina, juntamente com a laminula, foi observada no
microscopio optico Axioplan Zeiss com camera Olympus DP72. Para visualizar as imagens
foi utilizado o programa Soft Imaging System Cell. Todas as imagens de fluorescéncia foram
captadas com o mesmo tempo de exposicéo.

Para o tratamento das laminas com poli-L-lisina, estas foram lavadas com agua e
alcool, e apds secas foram preparas com poli-L-lisina 0,1 % dissolvida em agua destilada, e

secas em estufa 37 °C por 24 h.

3.4.4. Efeito da Vu-Defr sobre a inducdo da producdo endogena de espécies reativas de
oxigénio (ROS) e oxido nitrico (NO) em Leishmania amazonensis

A inducdo da produgdo endogena de ROS em L. amazonensis, tratadas com a Vu-Defr
apos ensaio de inibicdo do crescimento, foi avaliada através da utilizagdo do corante
fluorescente 2°,7” diclorofluoresceina diacetato, segundo metodologia descrita por Aerts et al.
(2007) com algumas modificacdes. Apds 24 h de crescimento, na auséncia e presenca da Vu-
Defr, uma aliquota foi incubada sob constante agitacdo por 2 h com o corante fluorescente a
uma concentracao final de 20 uM, de acordo com instrucdes fornecidas pelo fabricante. Apds
este periodo, estas células foram transferidas para laminas tratadas com poli-L-lisina 0,1 %,
cobertas com laminulas e analisadas por fluorescéncia em microscopio Optico (Zeiss
Axioplan). As imagens foram obtidas através do microscopio Axioplan Zeiss acoplado com
camera Olympus DP72. Para visualizar as imagens foi utilizado o programa Soft Imaging
System Cell. Todas as imagens de fluorescéncia foram captadas com o mesmo tempo de
exposicao.

O mesmo procedimento foi feito para a deteccdo de NO sendo utilizado o corante

fluorescente 3-amino, 4-aminometil-2°,7’ diclorofluoresceina diacetato.
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4. RESULTADOS
4.1. Inducéo da Vu-Defr

A linhagem de E. coli Rosetta-Gami2 (DEjs) pLysS contendo o clone da defensina de
V. unguiculata foi induzida com IPTG e a inducdo foi analisada por eletroforese. Quando
comparamos a raia contendo o extrato bruto bacteriano ndo induzido (NI) com a raia
contendo o extrato bacteriano induzido (I) é possivel identificar a presenca de uma banda,
em torno de 27 kDa (seta), que ndo esta presente na raia NI. O peso molecular dessa banda
corresponde ao tamanho esperado para Vu-Defr fusionada a cauda de histidina. Entdo como

é possivel observar na figura 5 a indugédo da Vu-Defr foi realizada com sucesso.

66
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Figura 5. Visualizacao eletroforética dos extratos brutos bacterianos néo induzido (NI) e induzido (1) com IPTG,

em meio TB, em gel de Laemmli 12 %. A seta indica a posi¢do da Vu-Defr. M - marcador de massa molecular

em kDa. Gel corado com Coomassie Blue R 250.

4.2. Purificacio da Vu-Defr

A purificacdo da Vu-Defr expressa em E. coli foi feita por cromatografia de afinidade a
metal utilizando a coluna de Ni*-NTA agarose. O cromatograma apresenta um largo pico
denominado P1 ndo retido, que foi eluido com o tampdo B e um pico retido (P2), que foi
eluido com o tampédo C (figura 6). No pico P1 encontram-se as proteinas ndo retidas e as
proteinas que possuem fraca interagdo com o Ni* sendo estas proteinas eluidas com 55 mM
de imidazol adicionado ao tampédo B. No pico P2 encontram-se as proteinas que tem alta
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afinidade ao Ni* incluindo a proteina de nosso interesse, a Vu-Defr fusionada a cauda de

histidina.
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Figura 6. Cromatograma do extrato solivel de Escherichia coli expressando a Vu-Defr feito em meio TB
contendo Triton-X 100 apds cromatografia em coluna de Ni*-NTA agarose. A coluna foi previamente
equilibrada com tampédo A (fosfato de sodio 50 mM, pH 8,0, contendo 300 mM de NaCl) e a eluicdo foi feita
com um gradiente descontinuo de imidazol. P1 foi eluido com tampdo B (tampdo A acrescido de 55 mM de
imidazol) e P2 foi eluido com tamp&o C (tamp&o A acrescido de 500 mM de imidazol). O fluxo foi de 30 mL.h™

e foram coletadas fragdes de 7 mL em cada tubo, em um total de 56 tubos.

Os picos obtidos na cromatografia feita na coluna Ni*-NTA agarose foram analisados
em gel de Laemmli (figura 7). Na raia NI podemos ver o extrato bruto bacteriano bruto nédo
induzido, na raia | podemos ver o extrato bruto bacteriano induzido, na raia P1 podemos ver
diversas proteinas que foram eluidas com tamp&o B e na raia P2 podemos ver uma banda, em

torno de 27 kDa, que corresponde a Vu-Defr.
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Figura 7. Visualizacdo eletroforética em gel de Laemmli (12 %) dos picos obtidos apds cromatografia em
coluna de Ni*-NTA agarose do extrato protéico solvel contendo a Vu-Defr induzida em meio TB e extraida em
tampdo contendo Triton-X 100. NI — extrato bruto bacteriano ndo induzido; I — extrato bruto bacteriano

induzido; P1 - pico retido e eluido com 55 mM de imidazol; P2 - pico retido e eluido com 500 mM. A seta indica

a posicgdo da Vu-Defr; M - marcador de massa molecular em kDa. Gel corado com Coomassie Blue R 250.

Ap0s o processo de semipurificacdo observado no gel acima foi realizada a clivagem do
P2 (figura 8). Apos o processo de clivagem através da enzima enteroquinase podemos observar
por andlise eletroforética em gel de tricina o concomitante desaparecimento da banda de
aproximadamente 26 kDa (raia P2) (seta branca) e o aparecimento de duas bandas
predominantes, uma banda em torno de 13 kDa correspondente a cauda de histidina e outra
banda em torno de 6 kDa, cuja massa molecular corresponde a da Vu-Defr (seta preta) (raia
CLI). Também é possivel observar contaminantes de baixa massa molecular que ndo puderam

ser observado em gel de Laemmli (Figura 7).
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Figura 8. Visualizagdo eletroforética da clivagem do P2 com enteroquinase em gel de tricina. | - extrato bruto
bacteriano induzido; P2 — pico retido na coluna de Ni*-NTA agarose e eluido com 500 mM de imidazol; CLI —
P2 apds o tratamento com a enteroquinase. A seta branca indica a defensina recombinante ligada & cauda de
histidina e a seta preta indica o aparecimento da banda de aproximadamente 6 kDa correspondente a Vu-Defr

apos clivagem. M - marcador de massa molecular em kDa. Gel corado com Coomassie Blue R 250.

Depois de clivada a amostra foi submetida a uma cromatografia de fase reversa em
coluna C18 no HPLC (figura 9) em gradiente continuo de propanol. Baseado no padrdo de
tempo de retencdo da Vu-Defr previamente purificada, apenas o pico referente ao tempo de

retencéo foi coletado.
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Figura 9. Cromatograma da Vu-Defr ap6s clivagem com a enzima enteroquinase (CLI da figura 8) em coluna
de fase reversa C18. Baseado na determinagédo do tempo de retencéo da Vu-Defr previamente purificada, ultimo
pico é referente a Vu-Defr. Os picos foram eluidos de acordo com o gradiente de propanol indicado pela linha

obliqua.

Na figura 10 podemos observar na segunda raia o ultimo pico obtido na cromatografia
de fase reversa, e nesta raia visualizamos a presenca de uma Unica banda em torno de 6 kDa,

que corresponde ao tamanho de Vu-Defr.
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Figura 10. Visualizacao eletroforética do pico denominado Vu-Defr obtido em coluna de fase reversa C18. M -
marcador de baixa massa molecular em kDa; Vu-Defr, dltimo pico obtido na cromatografia de fase reversa em

coluna C18. A seta preta indica a Vu-Defr. Gel corado com Coomassie Blue R 250.

4.3. Andlise da Vu-Defr através de dicroismo circular
ApoOs a purificagdo da Vu-Defr, esta foi analisada por dicroismo circular para

confirmar o seu correto enovelamento, como parametro de comparacéo foi utilizada a Vu-Def
(defensina natural) obtida diretamente da semente se feijdo-de-corda. Na figura 11 podemos
observar gue os espectros da Vu-Defr e Vu-Def se sobrepdem indicando que os dois peptideos
possuem a mesma estrutura. Este resultado demonstra que os processos de producdo

recombinante e de purificacdo ndo alteram o enovelamento da Vu-Defr.
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Figura 11. Sobreposi¢do dos espectros do dicroismo circular da Vu-Def (linha preta) e Vu-Defr (linha cinza).

4.4. Andlise da atividade biologica da Vu-Defr e da Vu-Def contra Leishmania
amazonensis
4.4.1. Ensaio de eliminagéo de Leishmania amazonensis

Na figura 12 podemos observar o efeito da Vu-Defr e da Vu-Def no crescimento de L.
amazonensis. A populacdo inicial usada foi 1,5 x 10° parasitas/mL. Quando comparamos o
controle (barra branca) com o tratado com a Vu-Defr em uma concentragio de 100 pg.mL™
(barra cinza claro) observamos que ocorre uma inibicdo do crescimento de 54,3 % e 46,9 %
nos tempos de 24 e 48 h, respectivamente. Nessa figura também podemos observar a
atividade da Vu-Def, comparando a barra do controle com a barra da Vu-Def (barra cinza
escuro) e vimos que esta é capaz de inibir o crescimento em 50 % e 54,8 % em 24 e 48 h,
respectivamente. Com a andlise estatistica das porcentagens de inibicdo da Vu-Defr e Vu-Def
podemos afirmar que ndo ha diferenca significante entre elas. Este resultado também mostra
que a Vu-Defr manteve sua atividade bioldgica ap6s a producdo recombinante. Visto que as
defensinas possuem atividade bioldgica iguais estatisticamente, a partir deste ensaio apenas a

Vu-Defr sera usada.
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Figura 12. Ensaio de eliminacdo de L. amazonensis na auséncia (controle) e na presenca de 100 pg.mL™ de
defensina recombinante (Vu-Defr) e natural (Vu-Def). As barras brancas representam os controles, as barras
cinza claro representam Vu-Defr e as barras cinzas escuras a Vu-Def. O crescimento foi observado em 24 e 48 h.
Os experimentos foram realizados em triplicata e os resultados apresentados sdo as médias com o0s respectivos
desvios padrdo. Acima da barra do teste € mostrada a porcentagem de inibicdo em relagdo aos seus respectivos
controles. * indica diferenca significante através do teste de Tukey (P < 0.01) entre os experimentos e seus
respectivos controles. *? indica que néo houve diferenca significativa através do teste de Tukey (P < 0.01) entre
Vu-Def e Vu-Defr.

4.4.2. Ensaio de eliminacéo de Leishmania amazonensis ao longo do tempo

Na figura 13 observamos o efeito de 100 pg.mL™ de Vu-Defr e 100 pg.mL™ de
anfotericina B no crescimento de L. amazonensis nos tempos de 0, 8, 16, 24, 32 e 48 h. Foi
possivel observar que no tempo de 8 h a Vu-Defr (barra cinza) quando comparada ao controle
(barra branca) foi capaz de eliminar 33,3 % de protozoarios. Porém nos tempos de 16, 24, 32
e 48 h foi possivel observar uma retomada de crescimento do protozoério, o seu percentual de
inibicdo passa a ser 47,9, 45,6, 40 e 41,6 % nos respectivos tempos citados acima. Essa
retomada do crescimento acredita-se que ocorra devido aos protozoarios que ndo foram
eliminados no primeiro contato com o peptideo. Nesta figura tambem podemos observar uma
completa eliminacgdo dos protozoérios pela anfotericina B (barra preta), uma droga ja utilizada

no tratamento, em até 8 h de incubag&o.
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Figura 13. Ensaio de eliminacéo de L. amozonensis na auséncia (controle) e na presenca de 100 ug.mL™ de Vu-
Defr ao longo do tempo. As barras brancas representam os controles, as cinzas claro representam Vu-Defr e as
pretas representam anfotericina B. O crescimento foi observado nos tempos de 0, 8, 16, 24, 32 e 48 h. Acima da
barra da Vu-Defr é mostrada a porcentagem de inibigdo em relagdo aos seus respectivos controles. Para o tempo
de 0 h, apds o parasita ser adicionado ao meio contendo o Vu-Defr e anfotericina B, a cultura foi misturada
homogeneamente e contada. As células do protozodrio foram tratadas com uma droga de referencia, a

anfotericina B, e foram completamente eliminadas em 8 h.

4.4.3. Andlise da permeabilizacdo de membrana de L. amazonensis através do marcador
Sytox green

Com o ponto de 24 h do ensaio de eliminacdo foi avaliada a permeabilizacdo de
membranas de células de L. amazonensis na auséncia (controle) e na presenga da Vu-Defr
(100 pug.mL™) para isso foi utilizado o corante Sytox green (Figura 14). Esse corante S0
penetra em células que apresentam a membrana plasmatica comprometida e ndo entra em
células com membrana integra. Apenas quando se ligam aos acidos nucleicos é que passam a
emitir fluorescéncia. Na fotomicrografia que indica o controle observado em fluorescéncia
ndo visualizamos nenhuma fluorescéncia, indicando que a membrana do parasita permanece

integra. J& na fotomicrografia que indica Vu-Defr quando observada em fluorescéncia
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visualizamos algumas células fluorescentes, indicando, portanto que a membrana do parasita
sofreu algum dano devido a presenca da Vu-Defr no meio de incubacdo, permitindo a entrada

do Sytox green na célula.

Campo Claro Fluorescéncia

50 pm

Figura 14. Fotomicrografia da permeabilizagdo de membrana de células de Leishmania amazonensis
tratadas com Vu-Defr (100 pg.mL™) por 24 h e incubadas com o marcador fluorescente Sytox green.
Note a fluorescéncia verde (seta) nas células tratadas com Vu-Defr, a qual indica permeabilizacdo de

membrana.

4.4.4. Analise da funcionalidade mitocondrial de L. amazonensis atraves do corante
rodamina 123

Com o ponto de 24 h do ensaio de inibicdo do crescimento foi avaliada a
funcionalidade da mitocéndria de células de L. amazonensis na auséncia (controle) e na
presenca da Vu-Defr com a concentracdo de 100 pg.mL™ (figura 15). O corante utilizado
(rodamina 123) marca mitocondrias que estdo funcionais. Nas fotomicrografias que indicam
controle observado em fluorescéncia, observamos uma marcagdo bem forte nas mitocondrias
dos protozoarios indicando que elas estdo funcionais. Na fotomicrografia que indica Vu-Defr

observadas em fluorescéncia é possivel observar que a fluorescéncia aparece de forma mais
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fraca quando comparada ao controle, indicando, portanto a perda da funcionalidade da

mitocOndria.
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Figura 15. Fotomicrografia da funcionalidade mitocondrial de células de Leishmania amazonensis
tratadas com Vu-Defr (100 pg.mL™) por 24 h e incubadas com o marcador Rodamina 123. Note a

diminuicdo da fluorescéncia (seta) nas células tratadas com Vu-Defr.
Souza, G. S.
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4.4.5. Efeito da Vu-Defr sobre a inducéo da producgdo enddgena de espécies reativas de
oxigénio (ROS) em L. amazonensis

Com o ponto de 24 h do ensaio de inibi¢do do crescimento foi avaliada a capacidade
de producdo de ROS em celulas de L. amazonensis na auséncia (controle) e na presenca da
Vu-Defr com a concentracdo de 100 pg.mL™? (figura 16). O corante utilizado (2,7’
diclorofluoresceina diacetato) € sensivel a ROS, ele penetra a célula e emite fluorescéncia
quando sofre oxidacdo. Na fotomicrografia que indica Vu-Defr observadas em fluorescéncia é
possivel observar que a fluorescéncia aparece de forma mais forte quando comparada ao
controle, indicando, portanto que a Vu-Defr nas condigdes desse teste é capaz de induzir a
producéo de ROS.
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Figura 16. Fotomicrografia da inducéo de espécies reativas de oxigénio (ROS) em células de Leishmania amazonensis

tratadas com Vu-Defr (100 pug.mL™) por 24 h e incubadas com o marcador 2',7° diclorofluoresceina diacetato. Note a

fluorescéncia (seta) nas células tratadas com Vu-Defr, indicando a indugdo de ROS nessas células. Souza, G. S.
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4.4.6. Efeito da Vu-Defr sobre a inducéo da producédo endogena de 6xido nitrico (NO)

em L. amazonensis

Com o ponto de 24 h do ensaio de inibicdo do crescimento foi avaliado a capacidade
de producdo enddgena de NO em células de L. amazonensis na auséncia (controle) e na
presenca da Vu-Defr com concentracdo de 100 pug.mL™ (resultados ndo mostrados). O corante
utilizado (3-amino, 4-aminometil-2°,7’ diclorofluoresceina diacetato) & sensivel a NO, ele
penetra a célula e emite fluorescéncia quando entra em contato com o NO. Nesse teste ndo foi
possivel observar fluorescéncia no controle nem no tratado, indicando, portanto que a Vu-Defr

nessas condigdes ndo induz a produgéo de NO.
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5. Discussao
5.1. Expresséo e purificagcao da Vu-Defr

Os AMPs de plantas podem ser obtidos através de extratos dos tecidos das plantas, no
entanto existem dois principais impedimentos: AMPs de um modo geral estdo presentes em
baixas concentracfes nos tecidos hospedeiros, o que requer uma grande quantidade de
material bioldgico a ser processado e o segundo é a dificuldade de purificacdo, o que requer
varios passos e/ou repeticdes, levando a um rendimento muito baixo no final do processo
(Terras et al., 1995; Odintsova et al., 2008). Para aplicagcdes que requerem maior quantidade
de proteina como para estudos de estrutura tridimensional e relagdo estrutura funcdo, ha a
necessidade de métodos que resultem em maior rendimento na obtencdo de proteinas. Neste
sentido a producdo recombinante se torna uma atraente alternativa.

Porém para 0 uso das proteinas recombinantes tem que ser feito uma analise de qual é o
melhor sistema de expressdo e qual a melhor estratégia de purificacdo para a proteina sera
superexperessa (Gréslund et al., 2008). Essa analise ajuda a evitar problemas frequentes que
ocorrem na superexpressdo de proteinas recombinantes como o enovelamento incorreto,
dificuldade na formacdo de pontes dissulfeto, precipitacdo em corpos de inclusdo e a nao
expressdo da proteina, principalmente eucarioticas, que contém cddons que raramente sao
usados pelas E. coli. Adicionalmente alguns vetores adicionam aminoacidos extras as
proteinas recombinantes, sendo esta adicdo um requerimento da clonagem. Os problemas do
enovelamento e da formacdo de pontes dissulfeto ainda podem levar a uma proteina
recombinante que ndo tem atividade bioldgica (Gréslund et al., 2008). Estes problemas sdo
recorrentemente reportados em trabalhos de expresséo heteréloga de proteinas. Marques et al.
(2009) expressaram a defensina AhPDF 1.1. em E. coli linhagem Rosetta sendo o peptideo
clonado no vetor pET-28-a(+). AhPDF 1.1. ap06s a expressao em E. coli se acumulou em
corpos de inclusdo. Os autores para obterem a defensina ativa tiveram que fazer a
desnaturacdo da AhPDF 1.1. e ap6s a sua purificacdo fizeram a renaturagdo da mesma, o que
torna o processo mais trabalhoso e com menor rendimento. Kovaleva et al. (2011) utilizaram
a linhagem BL21 (DE3) com o vetor pET-42a, e conseguiram uma defensina solivel, mas
observaram que uma parte da proteina estava formando corpos de inclusdo. Em relacdo a
atividade biologica, Kristensen et al., 1999 relataram que a defensina de folhas de Beta
vulgaris (beterraba) AX2, na versdo recombinante, apresentava uma pequena diferenca na

poténcia bioldgica. Diferentemente da AX2 natural, a AX2 recombinante tem uma poténcia
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biolégica menor, sendo necessaria uma concentracdo maior de AX2 recombinante para inibir
50 % do crescimento do fungo Cercospora beticola, sendo esta diferenca atribuida pelos
autores a adicdo de um aminoéacido extra na regido N-terminal. Barlec et al. (2009) relataram
que um peptideo chamado brazeina, isolado da planta Africana Pentadiplandra brazzeana, o
qual apresenta padrédo muito similar de enovelamento com os observados nas defensinas de
plantas e adicionalmente estimula a sensacdo de sabor doce em primatas, quando expressa
recombinantemente apresentou menor intensidade de estimulo do sabor doce, e este fato, foi

relacionado pelos autores a um enovelamento incorreto.

Para tentar evitar os problemas ligados a expressdo de proteinas recombinantes, neste
trabalho expressamos a defensina de feijdo-de-corda (Vu-Def) no sistema de expressdo
formado por células de E. coli linhagem Rosetta-gami 2 (DE3) pLysS e o plasmideo pET-32
EK/LIC. A linhagem escolhida é derivada da BL21, porém desenhada para aumentar a
expressao de proteinas eucaridticas, pois € suplementada com um vetor que contém conddns
de t-RNAs, o qual ajuda a superar o problema dos cddons raros utilizados pelas E. coli, e
também ajuda no enovelamento da proteina heteréloga, pois tem uma mutacdo nos genes
tioredoxina redutase e glutationa redutase com isso ocorre um aumento na formacdo de
pontes dissulfeto da proteina recombinante no citoplasma da bactéria. O plasmideo usado
contétm uma cauda que consiste de duas regides. A primeira € composta da proteina
tioredoxina, que ajudara na solubilidade da proteina (Figura 5). A segunda regido é composta
por seis histidinas consecutivas, que ird auxiliar no processo de purificacdo. Esse sistema de
superexpressdo escolhido contém também o promotor T7 sob o controle do operador lac o
gue permite que a expressao da proteina s6 ocorra na presenca do indutor IPTG. Este controle
evita que a expressdo ocorra de maneira casual minimizando a possibilidade de uma possivel
toxicidade que pode ser causado pela proteina recombinante e ndo permitindo a paralisacao
ou a diminuicdo do crescimento da bactéria transformada (Manual da Novagen, Competent
Cells; Graslund et al., 2008). A superexpressao da Vu-Def ocorreu de forma satisfatoria, pois
apresentou proteinas soltveis (Figura 5) o que é um indicativo de que o enovelamento da
proteina ocorreu corretamente.

Como ja mencionado o plasmideo utilizado possui uma regido com seis histidinas, essa
regido possui afinidade ao metal Ni”, portanto, para a purificacdo da Vu-Defr foi utilizada a
coluna de afinidade Ni*-NTA agarose (Qiagen) (Figura 7). A Vu-Defr néo foi purificada no
primeiro passo cromatografico e este dado estd de acordo com os resultados observados por
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Kovaleva et al. (2011) e por Santos et al. (2010), que ndo apresentaram essa purificagcéo
inicial. Assim como nos trabalhos acima passamos para 0 passo de separacdo da proteina da
cauda gue contém a regido para auxiliar a purificagdo. Em nosso trabalho assim como Santos
et al. (2010) utilizamos a enzima enteroquinase (Figura 8). Outros autores usaram sistemas
que geram caudas como glutationa S-transferase que usa cromatografia de afinidade a
glutationa em vez de usar a enteropoteinase enteroquinase, usaram Fator Xa para clivar a
cauda GST da defensina (Kovaleva et al., 2011). Outros autores ndo usam enzimas, preferem
clivagem quimica como Marques et al (2009) que fez a clivagem da cauda de histidina com
CNBr.

Apo6s a clivagem o ultimo passo cromatografico foi a coluna de fase reversa C18
(Figura 9 e 10) e para confirmar o enovelamento correto da Vu-Defr sugerido pela
solubilidade da proteina (Figura 5), foi feita a comparacdo dos espectros da Vu-Defr e da Vu-
Def através do dicroismo circular (Figura 11). A analise desses espectros mostra que eles
possuem a mesma estrutura secundaria composta principalmente por folhas B, que é uma
caracteristica presente nas defensinas de plantas (Samblanx et al., 1997; Almeida et al., 2002;
Liu et al., 2006; Carvalho e Gomes, 2011; Thevissen et al., 2013). Almeida et al. (2001) e
Cabral et al. (2003) para confirmar o correto enovelamento da Psdlr também fizeram a
comparacdo dos espectros da proteina recombinante com a natural, além de utilizarem
espectrometria. NMR e MOLDI-TOF, comparando assim suas estruturas terciarias e sua

massa respectivamente.

5.2. Atividade biol6gica da Vu-Defr

Os resultados prévios, a solubilidade da Vu-Defr em gel (Figura 5) e o correto
enovelmento (Figura 11), indicam que Vu-Defr estava biologicamente ativa. Para esta
confirmacdo foi avaliada a funcionalidade da Vu-Defr por comparacdo da atividade da Vu-
Defr e com a Vu-Def sobre o protozoadrio L. amazonensis. Ambas as defensinas se
encontravam no mesmo meio e na concentracdo de 100 ug.mL™ e apresentaram uma inibicéo
em torno de 50 % em 48 h de incubagdo (Figura 12), comprovando que a Vu-Defr estava
funcional. Apos essa confirmagdo passamos a utilizar apenas a Vu-Defr para os demais testes.

Um novo ensaio de inibigdo foi realizado com a Vu-Defr nas mesmas condi¢des do
primeiro ensaio, porém este com a contagem das células de L. amazonensis de 8 em 8 h até

48 h. Nesse experimento observarmos que nas primeiras 8 h de incubagdo 100 pg.mL™ da
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Vu-Defr foi capaz de eliminar 30,1 % dos protozoarios (Figura 13) quando comparamos com
0 nimero de células presente no tempo zero, pois houve uma diminuicéo de 1,375 x 10° para
0,975 x 10° células/mL. As células de L. amazonensis que sobreviveram a esse primeiro
contato com o peptideo correspondem a 69,9 % do numero de células iniciais (tempo zero).
Quando passamos para 0 proximo tempo, observamos que o0 humero de parasitas presentes no
tratado ndo teve uma eliminacdo significativa, passando a ter 0,925 x 10° células/mL
indicando que ndo ha mais peptideo suficiente no meio para eliminar, mas que conseguiu
retardar a retomada da proliferacdo de parasitas. O controle desse tempo continuou crescendo
aumentado em 21,4 % o numero de células de parasita quando comparado ao controle do
tempo zero, com isso quando comparamos o tratado e o controle nesse tempo de 16 h a
eliminacdo € de 47,9 %. No tempo de 24 h o numero de parasitas no tratado passou para 1,2 x
10° células/mL comparando com o tempo zero, portanto o parasita COmegou a crescer
novamente. Esse aumento pode ser observado nos tempos de 24, 32 e 48 h (Figura 13).

Alguns trabalhos relacionam a atividade microbicida de AMPs sobre Leishamania sp.
Bera et al (2003) testaram trés AMPs, indolicitina e outros dois peptideos derivados da
seminalplasmina, SPFK e 27RP, e viram que esses AMPs possuiam atividade
antileishmanicida com LDsg nas seguintes concentracdes 5 x 10°, 5 x 10* e 5 x 10 pg.mL™,
respectivamente. Berrocal-Lobo et al. (2009) testaram quatro AMPs, tionina de trigo, LTP de
cevada, defensina de batata (PTH1) e esnakinas, sobre L. donovani. Desses peptideos
testados apenas a PTH1 e a tionina apresentaram atividade contra L. donovani, o LDs, delas €
33,4 UM e 5,9 uM, respectivamente. Ja foi demonstrado anteriormente que, as defensinas de
plantas tem efeito fungistatico ou fungicida dependendo da sua concentracdo, o efeito
fungicida ja foi demonstrado nas defensinas Hs-AMP; , Rs-AFP,, Dm-AMP; (Thevissen et
al., 2007) e NaD1 (van de Weerden et al., 2010). Deste modo, acreditamos gque no teste com
diferentes tempos a quantidade de Vu-Defr utilizada ndo foi suficientemente toxica para toda
a populacdo, mantendo dessa forma células viaveis, que depois de um determinado tempo
continuaram o seu crescimento.

Em relacdo aos processos fisioldgicos e morfolégicos que levam a inibicdo do
crescimento de culturas de microrganismos por AMPs, ja foram demonstradas alteracGes na
membrana plasmatica levando ao aumento da permeabilidade, interacdo com alvos

intracelulares e inducdo de mudangas bioquimicas que levam a apoptose (Bera et al., 2003;
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Mangoni et al., 2005; Kulkarni et al., 2006; Berrocal-Lobo et al., 2009; Simmaco et al.,
2009; McGwire e Kulkarni, 2010).

Em nosso estudo assim conseguimos observar que 100 pg.mL™ de Vu-Defr é capaz de
induzir a permeabilizacdo de membrana (Figura 14), diminuir a funcionalidade mitocondrial
(Figura 15) e a producdo de ROS (Figura 16). Alguns autores reportaram que entre 0s
processos biologicos que levam a inibicdo de microrganismos por AMPs esta a
permeabilizacdo da membrana plasmatica. van der Weerden et al (2010) descrevem que a
defensina NaD1, o AMP hibrido cecropina-melitina CP-29, o peptideo bovino BMAP-28 e 0
peptideo humano LL-37 causam a permeabilizacdo da membrana do fungo Fusarium
oxysporum. Thevissen et al. (1999) relataram a permeabilizagdo de membrana causada pela
defensina de rabanete Rs-AFP; sobre o fungo Neurospora crassa. Estes estudos foram feitos
com um corante fluorescente que s6 penetra células que estdo estruturalmente com as
membranas comprometidas onde a fungdo de barreira seletiva foi comprometida pela
interacdo desta com AMPs. Andélise por microscopia mostra que a membrana de alguns
microrganismos esta estruturalmente danificadas. Wua et al. (2010) mostrou o dano estrutural
na membrana de Escherichia coli tratada com um peptideo andlogo da tanatina,
originalmente isolado de insetos, por microscopia eletronica de transmissdo e Mangoni et al.
(2005) mostraram um efeito similar na membrana de L. donovani tratada com temporina,
isolada da pele de sapo. O resultado mostrado neste trabalho (Figura 14) mostra que a
membrana de L. amazonensis estava permeabilizada para o corante fluorescente Sytox green,
permeabilizacdo causada pela exposicdo a Vu-Defr.

E conhecido que ROS séo geradas por células infectadas por patdgenos para combater
infeccdes. ROS também podem ser gerados em resposta a algumas substancias, sendo esta
propriedade importante porque causam destruicdo de componentes macromoleculares da
célula causando inibicdo (Fonseca-Silva et al., 2011). Em nossos estudos assim como visto
no trabalho de Fonseca-Silva et al. (2011) conseguimos observar que 100 ug.mL™ de Vu-
Defr foi capaz de induzir a produgdo de ROS (Figura 16) e de diminuir a funcionalidade
albicans tratada com a defensina Rs-AFP, (Aerts et al., 2007). Estes autores também
demonstraram que o tratamento da levedura com &cido ascorbico, um anti oxidante, revertia o
efeito provocado pela Rs-AFP,, mostrando uma ligacdo direta da inducdo de ROS e do efeito

inibitorio. Em relagdo a disfuncdo mitocondrial, Lugque-Ortega et al. (2008) demonstraram
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que histatina-5, um peptideo isolado da saliva humana, causa morte de L. donovani afetando
a funcionalidade mitocondrial levando o protozoario a um colapso energético.
Adicionalmente os autores também observaram a permeabilizacdo de membrana, sendo o
dano mostrado pelo ensaio de permeabilizacdo com o corante Sytox green e por microscopia
eletronica.

Em relagcdo aos mecanismos envolvidos na inibicdo ou morte do microrganismo por
AMPs estdo envolvidos alteracbes morfoldgicas e fisiolégicas como demonstrado pelos
exemplos citados acima. A elucidacdo destes mecanismos poderdo futuramente pavimentar o
caminho para um melhor entendimento deste processo inibitdrio e a possibilidade de usarmos
AMPs biotecnologicamente, como por exemplo, para o desenvolvimento de drogas para
tratamento de doencas.
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6. Conclusao

e E possivel concluir que a Vu-Defr e a Vu-Def possuem a mesma estrutura secundaria,

portanto, o enovelamento da proteina recombinante esta ocorrendo corretamente;

e A Vu-Defr estd funcional, pois assim como Vu-Def é capaz de inibir 50 % do

crescimento da cultura de L. amazonensis na concentracio de 100 pg.mL™

e Vu-Defr é capaz de eliminar 30,1 % das células de L. amazonensis na concentracdo de
100 pg.mL™

e A Vu-Defr é capaz de permeabilizar a membrana das células de L. amazonensis;

e Na presenca da Vu-Defr ocorre perda da funcionalidade mitocondrial da L.

amazonensis;
e Nas condic¢bes testadas a Vu-Defr € capaz de induzir a producdo de espécies reativas

de oxigénio, porém ndo é capaz de induzir a producdo de 6xido nitrico em células de

L. amazonensis.
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