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Resumo

O wuso indevido ou indiscriminado de medicamentos tem desencadeado
mecanismos de resisténcia nos microrganismos aos varios antimicrobianos existentes no
mercado. Com o0 aumento da resisténcia, surge a necessidade da pesquisa por novas
substancias para tratar infecgdes causadas por tais microrganismos. Nesse cenario, 0s
peptideos antimicrobianos (AMPs, do inglés antimicrobial peptides) surgem como
moléculas promissoras para o0 desenvolvimento de novas drogas e para 0 USO
sinergistico com drogas ja existentes. Novas fontes para a obtencdo desses AMPs séo
constantemente buscadas e diversos AMPs ja foram isolados de plantas, no entanto, a
prospeccdo de AMPs em espécies arboreas ainda € escassa. Em Lecytis pisonis
(sapucaia), arvore nativa brasileira, a presenca de peptideos ativos obtidos em suas
sementes ainda ndo foi reportada. O objetivo deste trabalho foi o isolamento de AMPs
que tivessem atividade inibitdria sobre a levedura Candida albicans através de etapas
cromatogréficas em coluna C18 de fase reversa e estudar os mecanismos de a¢do dos
mesmos. Uma banda homogénea na fragdo denominada R7 foi observada em gel de
eletroforese. Ensaios de inibicdo de crescimento e de viabilidade mostraram que a
fracdo R7 (10ug/mL) é capaz de inibir 38% do crescimento de C. albicans e inviabilizar
90% das células. Os resultados também mostram que dentro do processo de inibi¢do do
crescimento, assim como da inviabilidade das células, estdo envolvidas a producédo de
espécies reativas de oxigénios e perda da funcionalidade das mitocondrias das células
tratadas com a referida fragdo. A banda proteica presente na fracdo R7, de
aproximadamente 7 kDa, teve sua regidao amino-terminal sequenciada e a comparagéo
em banco de dados mostrou que a sequencia obtida € uma defensina de planta, sendo
portanto, denominada de Lp-Defl (Lecythis pisonis defensin 1). Portanto este trabalho
conclui-se com o primeiro AMP de sementes de L. pisonis pertencente a familia das
defensinas de plantas, o qual possui atividade inibit6ria sobre C. albicans.



Abstract

The indiscriminate or improper use of medications has triggered in the
microorganisms the development of the capacity to circumvent the action of such drugs,
turning them, thus, resistant to many antimicrobials available on the market. With the
resistance increasing, arises the necessity to search for new substances to treat infection
caused by such microorganisms. In this scenario, the antimicrobial peptides (AMPS)
arise as promising raw material to the development of new drugs, as well as to the
synergistic use with the already existing drugs. New sources to the obtaining of these
AMPs are constantly being sought in order nor only with the aim to exploit the
biotechnological potential of them, but also to the comprehension of the physiological
role of these molecules in the organisms. Many AMPs have been already isolated from
plants, however, the AMP prospection of arboreal species is still rare. In Lecytis pisonis
(sapucaia), native Brazilian tree, the presence of active peptides obtained from its seeds
has not already been reported. The aim of this work was the isolation of AMPs, which
had activity against the yeast Candida albicans, through two chromatographic steps in
C18 reversed-phase column. One homogeneously protein band was observed in
electrophoresis gel to the R7 fraction. Inhibition and viability assays showed that the
fraction R7 (10pg/mL) is able to inhibit the growth and cause cell viability loss in C.
albicans. The results showed that beneath growth inhibition and cell viability loss are
the induction of reactive oxygen species and mitochondria functionality loss due to the
treatment with this fraction. The protein band present in the R7 fraction, of
approximately 7 kDa, had its amino-terminal region sequenced and compared to
database showed that the obtained sequence is a plant defensin. Thus the peptide was
called Lp-Defl (Lecythis pisonis defensin 1). In summary this work concludes with the
first AMP from L. pisonis seeds belonging to the plant defensin family and that Lp-Def1

has activity against C. albicans.



1. Introducéo

Uma das grandes ameacas a salde dos seres humanos hoje é o desenvolvimento
de resisténcia por parte dos microrganismos as drogas antimicrobianas existentes no
mercado. Essa resisténcia € ocasionada pelo uso indevido ou indiscriminado destes
medicamentos e, ainda, pela ma prescricdo dos mesmos. Tais fatores aceleram a selecdo
de cepas resistentes culminando em um cenério onde bactérias e até mesmo fungos e
protozoarios tornam-se capazes de contornar os efeitos inibitdrios dessas substancias
antimicrobianas usadas para combaté-los (Demain e Sanchez, 2009).

Entre estes patdgenos estdo as leveduras do género Candida, especialmente a
espécie C. albicans. Em geral estas leveduras sdo organismos comensais que por algum
desequilibrio na relacdo com o hospedeiro humano se tornam organismos patogénicos
oportunistas. Estes casos ocorrem principalmente em situacées de comprometimento do
sistema imune como idade avancada, imunossupressao devido a tratamento de cancer,
transplantes e sindrome da imunodeficiéncia adquirida (AIDS, do inglés acquired
immunodeficiency syndrome), tendo sido observada em casos de queimaduras, cirurgia
invasiva e internamento prolongado em unidades de tratamento intensivo. A infeccédo
pode variar de desordens de pele e mucosas até micoses invasivas que afetam dérgaos
internos. Adicionalmente a este senério, tem sido relatados casos de linhagens clinicas
de C. albicans resistentes aos antifungicos como anfotericina B e fluconazol (Sanglard
et al., 2003; Passos et al., 2005; Pfaller e Diekema, 2007).

Com o0 aumento da resisténcia entre estes microrganismos surge a necessidade
de novos tratamentos para as infecgOes causadas por eles. Pesquisas vém sendo
realizadas com o objetivo de encontrar substancias alternativas para o desenvolvimento
de novas drogas. Neste contexto, os peptideos antimicrobianos (AMPs, do inglés
antimicrobial peptides) tem se destacado devido a sua capacidade de permeabilizar a
membrana dos microrganismos, o que faz com que essas moléculas ndo apenas tenham
0 potencial como matéria-prima para o desenvolvimento de novas drogas, mas também
o tenham para serem utilizadas de forma sinergistica com outras drogas (Aoki e Ueda,
2013).

O potencial biotecnoldgico dos AMPs tem levado os pesquisadores a buscarem
novas fontes para a obtencdo de tais moléculas, podendo estes serem isolados de

microrganismos, insetos, plantas e mamiferos.
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As plantas consistem uma importante fonte de novos AMPs. Muitos destes vém
sendo descritos, principalmente de espécies cultivadas e com importancia econémica.
Estes AMPs, além da atividade antimicrobiana, podem ainda desempenhar papéis na
defesa da planta contra o ataque de insetos e herbivoros e na resisténcia a estresses
ambientais (Candido et al., 2014). Apesar da importancia destas moléculas para estes
organismos e para as pesquisas dos antimicrobianos, poucos estudos vém sendo
realizados com espécies arboreas de algum interesse econdmico. Assim, a prospecgao

nessas novas espécies faz-se necessaria.

1.2.Revisao da literatura

1.2.1. Peptideos antimicrobianos

Os AMPs sdo componentes da resposta imune inata e estdo presentes em todos
0s organismos vivos (Wu, 1999; Maréti et al., 2011). Eles compartilhnam caracteristicas
comuns, tais como baixo peso molecular (menos de 10 kDa), carga liquida positiva em
pH fisioldgico, devido a presenca de mdultiplos residuos de aminoacidos carregados
positivamente (lisina e arginina) e carater anfipatico. Estas caracteristicas tem influéncia
direta no modo de acdo dos mesmos sobre 0s microrganismos. Estes sdo, ainda,
tolerantes a solventes orgéanicos e termoestaveis. Tal estabilidade é conferida pela
presenca de multiplas pontes dissulfeto, sendo esta uma das caracteristicas destas
moléculas. Estes AMPs sdo ativos contra bactérias Gram-positivas e Gram-negativas,
fungos, protozoarios e, até mesmo, células tumorais (Giuliane et al., 2007; Benko-
Iseppon et al., 2010).

O modo de acdo dos AMPs envolve inicialmente, atracdo pelas cargas negativas
de estruturas (parede e/ou membrana) dos microrganismos. Estas interacOes
eletrostaticas constituem o primeiro passo do processo de associacao entre os AMPs e a
camada externa da membrana dos microrganismos e permite a insercdo destas
moléculas na interface membranar. Esta insercdo resulta na permeabilizacdo da
membrana plasmatica promovendo o extravasamento do conteudo citoplasmatico ou o
direcionamento do AMP para alvos intracelulares (Wu et al., 1999; Giuliane et al.,
2007).

Em mecanismos que ndo envolvem o rompimento da membrana, os AMPs séo

capazes de passar através desta e em seguida dissociarem-se da mesma. A inibicdo,
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nestes casos, pode ocorre devido a ligacdo de tais peptideos a moléculas de DNA e
RNA, ao estimulo da producdo de enzimas autoliticas por parte dos mesmos ou a
inibicdo de outros processos celulares como a sintese de DNA e de proteinas (Wu et al.,
1999; Giuliane et al., 2007).

Os AMPs sdo encontrados em todos os organismos (Wu, 1999; Maroti et al.,
2011) sendo que suas funcBes ndo se limitam apenas a defesa contra microrganismos.
Em mamiferos, por exemplo, eles atuam na inflamagdo, no reparo de feridas e na

regulacdo do sistema imune adaptativo (Wu, 1999).

1.2.2. Peptideos antimicrobianos de plantas

Assim como o0s animais, as plantas possuem um eficiente sistema de defesa
capaz de responder ao ataque de patdgenos. Os mecanismos por elas utilizados
envolvem barreiras fisicas tais como tricomas, cuticulas e parede celular, barreiras
quimicas ndo proteicas, como terpenodides e alcaldides (Dixon, 2001) e barreiras
quimicas proteicas, como proteinas e peptideos. Estas barreiras ainda podem ser
subdivididas em pré formadas, quando estas ocorrem na planta antes do ataque de
patdgenos e pos formadas quando estas ocorrem nas plantas apenas ap6s o ataque de
patdgenos (van Loon et al., 2006). Em relagdo a expressdo, 0s AMPs sdo
constitutivamente expressos em sementes e em células periféricas de Orgdos
reprodutivos, flores e frutos. Em relacdo a drgdos vegetativos sua expressdo &,
geralmente, induzida mediante infec¢do ou ferimento, sendo que sua inducdo pode ser
ainda local ou sistémica (Benko-Iseppon et al., 2010).

As familias, especialmente representativas dos AMPs, sdo capazes de inibir o
desenvolvimento de patdgenos através da interacdo com a membrana destes, causando
um distarbio em sua integridade (Odintsova e Egorov, 2012). Dentre uma das mais
estudadas familias de AMPs estéo as defensinas de plantas. Elas sdo ubiquas no reino
vegetal sendo estreitamente relacionadas, estruturalmente e funcionalmente, com AMPs
encontrados em fungos, insetos, invertebrados e mamiferos, que coletivamente formam
a superfamilia das defensinas. As defensinas de plantas possuem entre 45 a 54 residuos
de aminoacidos, apresentando peso molecular de, aproximadamente, 6 kDa (Giuliani et
al., 2007; Benko-Iseppon et al., 2010) (Figura 1A). A estrutura tridimensional destas
moléculas consiste em trés folhas-P antiparalelas e a-hélice paralela as folhas-p (Figura
3B). Essa estrutura é estabilizada por quatro pontes dissulfeto formadas por oito
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cisteinas estritamente conservadas, sendo que ja foram caracterizadas duas defensinas
que constituem excecdo a esta estrutura comum, a Ph-D1 que contem uma ponte
dissulfeto adicional, e Vr-D1 que contem uma hélice do tipo 319 entre a primeira folha-f
e o-hélice. Dentro desta estrutura existem duas regides estruturais conservadas
chamadas de regido af estabilizada por cisteinas ¢ y-core. Apesar destas regides
conservadas estruturalmente, no nivel da estrutura primaria as defensinas de plantas séo
bastante varidveis (Figura 1A). As pontes dissulfeto conferem a estes peptideos
estabilidade em diversas condices fisioldgicas tais como pH entre 4 e 10, temperatura
de 0 a 90 °C e resisténcia a digestdo proteolitica por tripsina (Carvalho e Gomes, 2011;
Céndido, et al., 2014). A grande variagdo na estrutura primaria (Figura 1A) confere
pequenas varia¢des na estrutura terciaria e estas variagfes na estrutura podem explicar a
diversidade de atividade bioldgicas descritas para as defensinas de plantas (van der
Weeden e Anderson, 2013)). J& foram descritas as atividade de resposta da planta a
estresses abidticos cooperando no processo de tolerancia ao frio e a metais pesados e
principalmente a estresses bidticos, desempenhando um papel fundamental na defesa
contra bactérias e fungos, sendo estas também uma das atividades melhor estudadas
(Terras et al, 1992; Thevissen et al., 1999; Carvalho e Gomes, 2011).
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pareamento das pontes

A dissulfeto

1 11
RsAFP2 K GSENYVE--PA-HKEI[®YE
RsAFP4 —~NNAGKNQ@INL-EG--ARHESONYIF--PY-HRO TV F
HsAFP1 SSKESQOKD EAMHYQF-~-PS - VKeF®KR
DmAMP1 K y: CAGHVR-N-GK-HM (e
CtAMP1 ) GAGHKR---GN-WKe (e
AhAMP1 RPSQTW-SG- GAGHKR-E~--NHWKe: o
WT1 ~-EKSSGTW-SG- 5 ESENYIF--PY-HROT@YF
Psdl ~EHLADTY-RG~- 7 RKN-KAH--LISETe! Q
VrD2 ~ENLANTY-RG- KN -KEH--LRSZRORD- -~~~ -cwc
HVAMP1 ~ESLANTY-RG- 2 ERORN-----D~ -cuc
MsDefl ~-ENLADKY~-RG- [GRORD - - == ~D - FRE/{[®
NaD1 ~-KTESNTF-PG-I EHESK---~IL-RRE e
PhD1 -KAE@PTW-DS - CHESK----IL-RREe
EGAD1 ~ESQSHKF-QG~ FV[@RG-~--VR-RR6:

AX1 ~-KKPSKEF-KG- =F=-LREEGORS

AX2 ~-RKPSMYF-SG- Kl -G-FREEGOR
y-core

) )

regido que compreende a a-hélice (representada por um cilindro) e as folhas-3
(representadas por setas) na sequencia primaria

Figura 1. Estrutura da defensinas. (A) Alinhamento de residuos de aminoécidos da sequencia madura de
diversas defensinas de plantas como indicado: Rs-AFP2 e Rs-AFP3, de Raphanus sativus; Hs-AFP1, de
Heuchera sanguinea; Dm-AMP1, de Dahlia merckii; CtAMP1, de Clitoria ternatea; AhAMP1, de
Aesculus hippocastanum; WT1, de Wasabi japonica; Ps-d1, de Pisum sativum; Vr-D2, de Vigna radiata,;
Hv-AMP1, de Hardenbergia violacea; Ms-Defl, de Medicago sativa; Na-D1, de Nicotiana alata; Ph-D1,
de Petunia hybrida; EGAD1, de Elaeis guineensis; AX1 e AX2, de Beta vulgaris. (*) pontes dissulfeto
que formam a regido off estabilizada por cisteinas. (-) espacos foram introduzidos para maximizar o
alinhamento. Os residuos de aminoacidos séo indicados no seguinte padréo de cores, de acordo com suas
propriedades, verde = hidrofébicos, azul claro = polares, azuis = basicos, vermelhos = &cidos, laranjas =
glicinas, cinzas = prolina, roxo = histidinas. (B) Representacdo esquematica da estrutura tridimensional da
defensina de Raphanus sativus (rabanente) Rs-AFP1 mostrando em vermelho a a-hélice e em cinza

esverdeado as folhas-B. As quatro pontes dissulfeto formada entre os oito residuos de cisteinas
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conservados sdo mostrados em amarelo. N e C indicam a regido N e C-terminal, respectivamente
(Adaptado de van der Weeden e Anderson, 2013).

Uma outra familia bastante representativa dos AMPs estudadas sdo as proteinas
transportadoras de lipideos (LTPs, do inglés lipid transfer proteins). Estas foram
originalmente descobertas e nomeadas pela ideia de que o transporte de lipideos entre as
membranas celulares, por exemplo, do local de sintese para a membrana receptora final,
envolvesse um fator que facilitaria o transporte de moléculas lipidicas no ambiente
hidrofilico do citoplasma. Devido a esta habilidade de se ligar e transportar lipideos
estes peptideos receberam o nome de LTP (Kader, 1996). Anos mais tarde descobriu-se
que este peptideo também tinha atividade inibitoria sobre microrganismos e por esta
atividade este peptideo foi relacionado com a resposta de defesa de plantas (Kader,
1996). Atualmente as LTPs séo subdivididas em duas familias. As proteinas da familia
LTP1 tem aproximadamente 10 kDa, oito residuos de cisteina em posi¢des conservadas
e ponto isoelétrico entre 9 e 10. As da familia LTP2 sdo menores tendo,
aproximadamente, 7 kDa, quatro pontes dissulfeto conservadas e pl também entre 9 e
10. Ambas possuem padrdes conservados de oito residuos de cisteina que estabilizam a
estrutura. Este padrdo de pareamento dos residuos de cisteinas é diferente entre as duas
familias como mostrado na figura 2 A. A estrutura das LTPs de ambas as familias é
dominado por a-hélices, sendo quatro a-hélices nas LTPsl e trés a-hélices e duas voltas
simples nas LTPs2. Para ambos os peptideos destaca-se na estrutura tridimensional uma
cavidade interna hidrofdbica que corresponde ao sitio de ligacdo de lipidios, sendo que
nas LTPsl esta apresenta forma de um tunel com duas aberturas, uma maior e outra
menor. Ja as LTPs2 esta cavidade é em forma de uma caixa triangular, no entanto, ela é
mais flexivel permitindo a ligagcdo de moléculas lipidicas maiores do que € possivel para
as LTPsl (Figura 2 B-E) (Benko-Iseppon et al., 2010; Céndido et al., 2014). Tais
proteinas, especialmente as da familia LTP1, estdo presentes na parede celular de
diversas espécies vegetais. Devido a atividade de transporte de lipideos associado a
estudos de expressdo e localizacdo as LTPsl estdo associadas a diversas atividade
biologicas em plantas como: formagdo da cuticula, embriogénese, estabelecimento de
relacGes simbidticas e, juntamente com as defensinas, da adaptacéo das plantas a varias
condigdes ambientais (Kader, 1996; Castro e Fontes, 2005; Kido et al., 2010; Pii et al.,

2012). Adicionalmente a atividade antimicrobiana é a segunda atividade melhor
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entendida, sendo a de ligacdo e transporte de lipideos a que mais se entende a relagédo

estrutura-funcgdo nesta familia de AMPs de plantas.

TP A OO NGO B

LTP2 .C°..C=.C"C*.C*FC”..C%..C*..
L _J 1 ]

Figura 2. Estrutura das LTPs. (A) Estrutura primaria das familias das LTP1 e das LTP2 em representacéo
simplificada, sendo os aminoécidos sdo representados por (*), as cisteinas sdo indicadas pela letra C e as
pontes dissulfeto pelas linhas, onde se destaca os residuos de cisteinas e os arranjos das pontes dissulfeto
entre as duas familias de LTPs. N representa residuos de aminoacidos hidrofilicos e F os residuos de
aminoacidos hidrofébicos (Adaptado de Samuel et al., 2002). (B) Modelagem representativa das LTPs1,
mostrando a LTP1 de Oryza sativa ligada ao acido miristico, onde se destacam as quatro a-hélices e as
pontes dissulfeto em vermelho. (C) Mesma modelagem que em (B) sendo o modelo preenchido e com um
corte mostrando a cavidade hidrofébica ocupada com o acido miristico. (D) Modelagem representativa
das LTPs2, mostrando a LTP2 de Triticum aestivum ligada & L-a-palmitoil-fosfatidilglicerol, onde se
destacam as trés a-hélices e as pontes dissulfeto em vermelho. (E) Mesma modelagem que em (D) sendo
0 modelo preenchido e com um corte mostrando a cavidade hidrofdbica ocupada com o L-a-palmitoil-
fosfatidilglicerol (Adaptado de Yeats e Rose, 2008).
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As tioninas, outra familia a qual apresenta funcdo antimicrobiana
representativasdo peptideos basicos, com ponto isoelétrico maior que 8, de 5 kDa, ricos
em arginina, lisina e cisteina, sendo este ultimo encontrado em numeros de 6 ou 8
residuos e em posicdes conservadas (Figura 3 A). Possuem uma estrutura caracteristica
em forma da letra “L’ composta por duas o-hélices e 2 folhas-p (Figura 5 B).
Apresentam efeitos tdxicos contra bactérias, fungos e células animais e vegetais,
possuem atividade como tiorredoxinas o que confere a estes peptideos fun¢des como
proteinas reguladoras. Alguns representantes deste grupo podem ligar-se ao DNA e
protegé-lo contra desnaturacdo térmica. Nas sementes, as tioninas ainda funcionam
como proteinas de armazenamento sendo importantes fontes de enxofre (Castro e
Fontes, 2005; Benko-Iseppon et al., 2010;).

A B-hordothionin KSCCRSTLGRNCYNLCRVRGAQK-LCANACRCKLTSGLSCPKGFPK
O-hordothionin KSCCRSTLGRNCYNLCRVRGAQK-LCAGVCRCKLTSTGSCPKGFPK

crambin TTCCPSIVARSNFNVCRELPGTPEALCATYTGCIIIPGATCPGDYAN

| |

Figura 3. Estrutura das tioninas (A) Alinhamento da estrutura primaria de a-tioninas e B-tioninas e

abaixo da sequencia é mostrado o padrdo de trés e quatro pontes dissulfeto (Adaptado de Romagnoli et
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al., 2003). (B) Representagdo da estrutura terciaria da B-purotionina mostrando a caracteristica forma “L”
e as duas a-hélices e duas folhas-f. Residuos de amonoacidos hidrofobicos sdo mostrados se projetando
das a-hélices (Adaptado de Clifton et al., 2011).

Além dos AMPs citados acima, diversos outros AMPs ja foram isolados de
plantas, principalmente de sementes, como peptideos ricos em glicina, snhakinas,
seferdinas, ciclotideos, peptideo basico de milho-1, peptideos de Impatiens balsamina e
Mirabilis jalapa (Cammue et al., 1992; Duvick et al., 1992; Patel et al., 1998; Segura et
al., 1999; Berrocal-Lobo et al., 2002; Daly et al., 2009).

Muitos destes AMPs de plantas apresentam atividade contra patdgenos de
humanos como diferentes espécies de Candida (Ribeiro et al., 2007; Thevissen et al.,
2007; Mello et al., 2011; Zottich et al., 2011). Neste contexto estes AMPs tém sido
cotados como possiveis novos agentes terapéuticos para o tratamento de doencas

fangicas.

1.2.3.Candida albicans

As leveduras do género Candida sdo organismos cosmopolitas que se
reproduzem, principalmente, de forma assexuada por brotamento sendo, em sua
maioria, saprofitas. Algumas espécies estdo associadas a infecgdes em humanos onde C.
albicans representa o principal patégeno e estd amiude associado a outras doencas
(Castro et al., 2006). A capacidade de alternar entre as formas de levedura e hifa esta
relacionada a sua patogenicidade (Molero et al., 1998; Castro et al., 2006). Esta
transicdo de forma pode ser induzida in vitro por mudancas ambientais, como alteracdo
de pH e temperatura ou diferenca em componentes como N-acetilglicosamina e prolina
(Molero et al., 1998).

C. albicans é uma espécie de fungo diploide, dimdrfica, que habita, de forma
comensal, as mucosas do trato gastrointestinal e das cavidades oral e vaginal de
animais, incluindo humanos. De um modo geral os fungos do género Candida sdo os
mais importantes causadores de micoses oportunistas ao redor do mundo (Pfaller e
Diekma, 2007). A candidemia sdo conferidas taxas de mortalidade de 10 a 49%. Esta
infeccdo ocorre, principalmente, em pacientes que passam por longos periodos de
hospitalizacdo submetidos a tratamentos com antibioticos, a tratamentos com

imunossupressores ou a tratamentos invasivos. A alta taxa de mortalidade observada é
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devido ao complicado diagnostico da doenca bem como o alto custo do tratamento.
Embora um aumento em candidemias ndo-albicans venha sendo observado, C. albicans
é, ainda, o principal causador dos episddios de candidemia relatados, sendo responsavel
por cerca de 60 — 70% dos casos de infec¢cdo (Barbedo e Sgarbi, 2010; Playford et al,
2010). Candidemia é especialmente prevalente em pacientes imunocomprometidos, tais
como os transplantados, neutropénicos e vitimas da AIDS. Esta pode variar de micoses
superficiais ou invasivas com ocorréncia em diversos sitios anatémicos, podendo ser
divididas em cutaneo-mucosas, sistémicas e alérgicas (Barbedo e Sgarbi, 2010; Giolo e
Svidzinski, 2010).

1.2.4. Lecythis pisonis: Modelo de Estudo

Lecythis pisonis Cambess (sapucaia) € uma espécie de origem amazoénica e
pertencente a familia das Lecitidaceas (Figura 4). Esta espécie ocorre naturalmente
desde o estado do Ceard até o estado do Rio de Janeiro, na Floresta Pluvial Atlantica e é
bastante utilizada na restauracdo de areas degradadas. Sua ocorréncia é mais frequente
no sul da Bahia e no norte do Espirito Santo. Esta é uma arvore de grande porte,
podendo alcancar 30 m de altura e sua madeira é utilizada na construcéo civil e naval. O
florescimento desta espécie ocorre de setembro a outubro, podendo se estender
dependendo da regido, e suas flores sdo arroxeadas e distribuem-se de maneira
racemosa, podendo conter de 2 a 25 flores por inflorescéncia. Junto com o
florescimento ocorre o aparecimento das novas folhas, cujas cores podem ser rosa ou
lilas (Lorenzi, 2002) (Figura 5A e B).

O fruto tem formato arredondado, possuem casca rigida e espessa. Quando
maduros, ocorre o fendilhamento em formato arredondado na parte inferior, semelhante
a uma tampa, por onde as sementes sao liberadas. Devido a estas caracteristicas, L.
pisonis é também conhecida como cumbuca-de-macaco (Lorenzi, 2002; Souza et al.,
2008) (Figura 5C e D).

As sementes da L. pisonis (Figura 5 D) sdo utilizadas como alimento sendo
muito ricas em lipidios, o que lhes confere carater oleaginoso, e em proteinas. Dentre 0s
acidos graxos presentes no 6leo da semente predomina-se o acido linoléico, acido graxo
essencial para a alimentacdo humana. Suas sementes também apresentam um alto teor
de vitamina C quando comparadas a sementes de espécies da mesma familia e séo,
ainda, fontes razoaveis de vitamina B1 e B2 (Valillo et al., 1999). L. pisonis é, ainda,
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empregada na medicina popular. A casca das arvores é utilizada no tratamento de
diarreia e a folha é utilizada como diurético e em banhos para coceira (Braga et al.,
2007; Franco e Barros, 2006

Dominio Eukaryota
Reino Viridiplantae
Filo Streptophyta
Classe Asterids

Ordem Euricales
Familia Lecythidaceae
Género Lecythis
Espécie Lecythis pisonis

Figura 4. Classificacdo botanica de Lecythis pisonis (sapucaia) (Dados obtidos do Taxonomy Browser do
National Center for Biotechnology Information, Taxonomy ID 372758).

A

Figura 5. Fotos de Lecythis pisonis mostrando a arvore (A), detalhe da inflorescéncia (B), detalhe do
fruto imaturo e das folhas novas que apresentam coloragéo rosada (C) e do fruto maduro ja fendilhado e
com a exposicdo das sementes (D) (Fotos: Google images).
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O estudo de AMPs em espécies arbOreas € raramente realizado. Poucos
exemplos sdo restritos as espécies que detém algum interesse econémico como Pinus
silvestries (Kovaleva et al., 2009), Elaeis guineesins (palma africana) (Tregear et al.,
2002), Prunus persica (péssego) (Botton et al., 2002; Wisniewski et al., 2003) e Ginkgo
biloba (Shen et al., 2005). Neste sentido a prospeccdo de AMPs a partir de L. pisonis é
importante ndo s6 pelos motivos ja expostos, como também pelos aspectos da ciéncia
basica dada pela descoberta de AMPs nesta espécie arbdrea, além da caracterizacdo de
sua atividade bioldgica, que adicionalmente agregaria valor a uma planta da flora
brasileira, incentivando a conscientizagdo de seu manejo sustentavel e conservagao.

Em um trabalho prévio foi obtido um extrato peptidico a partir da extracdo acida
da farinha de cotilédones de L. pisonis. Este extrato foi separado, em coluna de fase
reversa C18, em 13 fracbes denominadas de NR, para a fracdo ndo retida, e P1 a P12
(Figura 6A) para as fracOes retidas e eluidas de acordo com sua ordem de eluigdo em
gradiente de 2-propanol. Todas as fragcbes obtidas foram submetidas ao ensaio de
inibicdo do crescimento usando Candida albicans. A fracdo P4 foi a fracdo que
apresentou o maior efeito de inibicdo do crescimento de C. albicans (Figura 6B) e
adicionalmente o teste de viabilidade mostrou que o efeito inibitorio era devido a
atividade fungicida. Esta fracdo foi entdo selecionada para uma nova etapa de
purificacdo em coluna C18 com um novo gradiente, expandindo a concentracdo de
propanol em que o P4 foi eluido. Um total de cinco fracdes foi coletado e trés
apresentaram bandas proteicas (Figura 6C)) (Vieira, 2012).

Portanto a partir das informacgdes mencionadas acima, de ndo haver descrigéo de
AMPs em L. pisonis e do possivel papel de AMPs no controle de infec¢bes fungicas
causadas por patdgenos oportunistas, como do género Candida, o objetivo geral do
trabalho foi investigar a presenca de AMP nesta espécie arbérea da flora brasileira e

examinar sua atividade sobre C. albicans.

M nr. P1L P2 P3 P4 P5 P6 M P7 P8 P9 P10 P11 P12
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Figura 6. Representacéo esquematica de um resumo dos resultados obtidos previamente (Vieira, 2012),
mostrando o perfil proteico das fragGes obtidas da extracdo proteica da semente de Lecythis pisonis em
gel de tricina (A), o ensaio antimicrobiano mostrando as frages que foram capazes de inibir o
crescimento da levedura Candida albicans (B) e as fragOes obtidas da segunda etapa cromatogréfica a

partir da fracdo P4 em gel de tricina (C).

2. Objetivos
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2.1. Objetivo geral
Purificar e caracterizar os peptideos da fracdo 4 previamente obtida da extracéo
acida da farinha de cotilédones de L. pisonis (Vieira, 2012) e estudar a inibi¢do causada

por tais peptideos sobre Candida albicans.

2.2. Objetivos especificos

1) Purificar AMPs contidos na fracdo P4, previamente obtida de sementes de L. pisonis;
2) Selecionar o AMP desta fracdo com maior atividade inibitoria sobre o crescimento
da levedura C. albicans;

3) Analisar a viabilidade das células de C. albicans apés tratamento com o AMP
selecionado;

4) Determinar o modo de acdo do peptideo selecionado analisando a permeabilizacéo de
membrana, inducdo de espécies reativas de oxigénio e perda da funcionalidade
mitocondrial na levedura Candida albicans;

5) Caracterizar a estrutura priméaria do AMP selecionado.

25



3. Material e Métodos

3.1. Material bioldgico - obtencédo e manutencéo
3.1.1. Sementes

Sementes de Lecythis pisonis Cambess (sapucaia) foram coletadas em campo no
municipio de S&o José de Uba — RJ, nos periodos de agosto e setembro de 2010 a 2012

e armazenadas em frascos fechados a temperatura ambiente.

3.1.2. Leveduras

A Cepa de Candida albicans (CE022) foi obtida do Laboratorio de Fisiologia e
Bioguimica de Microrganismos, na Universidade Estadual do Norte Fluminense Darcy
Ribeiro. As cepas sdo mantidas em placas de petri contendo agar Sabouraud (Peptona de
caseina 5,0 g/L; peptona de carne 5g/L, dextrose 40,0 g/L; agar 15,0 g/L - Merck) e

repicadas trimensalmente.

3.2. Obtencao dos peptideos de sementes de Sapucaia
3.2.1. Extracéo

A extracdo foi realizada segundo o método descrito por Egorov et al. (2005),
com modificacfes no volume de éter de petroleo utilizado. As sementes foram abertas,
descascadas e somente o cotilédone foi utilizado. Um total de 0,5 g foi macerado em
nitrogénio liquido até a transformacdo deste em um pé bem fino. Em seguida deu-se a
deslipidacéo da farinha de cotilédone em éter de petr6leo na proporcéo de 1:30 (p/vol)
sob agitacdo constante por 1 h a 4 °C. O éter foi descartado e substituido pela solucéo
de extracdo (1% de TFA (do inglés trifluoroacetic acid), 1 M de HCI, 5% de acido
formico, 1% de NaCl) na propor¢do de 1:4 (p/vol), sendo submetido a mais 1 h de
agitacdo a 4 °C. Apds este periodo a solucédo foi centrifugada a 18.000 x g por 10 min
(Mikro 200R, Hettich) e a 4 °C e o sobrenadante foi coletado e filtrado (Millex-GV,
PVDF, 0,22 um) e submetidas a cromatografia de fase reversa para a obtencao da fracao

P4 previamente identificada (Vieira, 2012).

3.2.2. Obtengéo das fragdes P4, F4 e F5 em coluna de fase reversa C18
Para a purificacdo do extrato bruto obtido no processo de extragdo foi utilizada
uma coluna de fase reversa C18 (Shim-pack VP-ODA 250Lx4.6, Shimadzu) acoplada a
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uma coluna guarda C8 (Pelliguard, Sigma). A cromatografia de fase reversa caracteriza-
se pela capacidade de reter moléculas apolares. Essas moléculas sdo posteriormente
eluidas em um solvente organico. Assim, a coluna foi equilibrada com 0,1% de TFA. O
estrato bruto filtrado foi diretamente aplicado na coluna de fase reversa. A corrida foi
feita a um fluxo de 0,6 mL/min e temperatura 38 °C em sistema de HLPC (Prominence,
shimadzu). A eluicdo das proteinas retidas na coluna foi dada em um gradiente de 2-
propanol (Lichrosolv, Merck) segundo a metodologia de Segura et al. (1993) montado
da seguinte maneira: 0-8 min, 100% do solvente A (TFA 0,1% em agua ultra pura); 8-
18 min, 15% do solvente B (TFA 0,1% em 2-propanol 100%); 18-60 min, 34% de B;
60-66 min, 65% de B; 66,01 min, 0% de B e a corrida encerrada em 75 min. As frac0es
obtidas foram liofilizadas (Liofilizador K105, LIOTOP) e analisadas por eletroforese
em gel de tricina. Das fracdes obtidas, a fracdo previamente identificada como P4 foi
selecionada para a obtencdo das fracGes F4 e F5 também identificadas em um trabalho
anterior (Vieira, 2012).

Para a obtencdo das fracbes F4 e F5, a fracdo P4 foi submetida a nova
cromatografia de fase reversa em coluna C18 (Shim-pack VP-ODA 250Lx4.6,
Shimadzu), acoplada a uma coluna guarda C8 (Pelliguard, Sigma). Foi utilizado o
gradiente: 0-8 min; 100% do solvente A (TFA 0,1% em &gua ultra pura); 8-20 min, 10%
do solvente B ( TFA 0,1% em 2-propanol 100%); 20-80 min, 20% de B; 80-83 min,
50% de B; 83-84 min, 50% de B; 84,01 min, 0% de B, a um fluxo de 0,6 mL/min e
temperatura de 38°C. A corrida foi encerrada em 90 min. As fracdes F4 e F5 foram

coletadas e submetidas a nova cromatografia.

3.2.3. Purificacéo dos peptideos das fracbes F4 e F5 por recromatografia em coluna
C2C18

As fraces F4 e F5 foram submetidas a cromatografia em coluna C2C18 (LURPC
C2/C18 ST 4.6/100, GE HealthCare). Um novo gradiente foi montado tendo como base
a concentracdo de propanol em que as fracdes F4 e F5 foram inicialmente eluidas na
coluna C18. Por serem eluidas em concentragfes proximas de 2-propanol, ambas foram
submetidas ao mesmo gradiente que foi: 0-8 min; 100% do solvente A (TFA 0,1% em
agua ultra pura); 8-20 min, 7% do solvente B ( TFA 0,1% em 2-propanol 100%); 20-
140 min, 16% de B; 143 min, 50% de B; 144 min, 50% de B; 144,01 min, 0% de B,
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sendo a corrida encerrada em 150 min. Este método foi utilizado para a purificacdo de
ambas as fragdes.

As fracOes obtidas em ambas as cromatografias foram concentradas e analisadas
por eletroforese em gel de tricina (Shagger e von Jagow, 1987).

Devido a baixa concentracdo de peptideos obtida nas fragdes, modificacdes na

metodologia de purificagdo da fracdo P4 foram realizadas.

3.2.4. Obtencdo de fragdes peptidicas a partir da fracdo P4 em coluna de fase
reversa C18

Com o objetivo de minimizar a perda de amostra decorrente de varias etapas
cromatograficas, foram realizadas modificagbes na metodologia de purificacdo da
fracdo P4 descrita por Vieira (2012). A fracdo P4 foi submetida a uma nova
cromatografia na coluna de fase reversa C18 (Shim-pack VP-ODA 250Lx4.6,
Shimadzu) acoplada a uma coluna guarda C8 (Pelliguard, Sigma). A corrida foi
realizada a um fluxo mais baixo, de 0,3 mL/min e temperatura 39 °C em sistema de
HLPC (Prominence, shimadzu). A eluicdo das fragcdes proteicas retidas na coluna foi
feita em um gradiente de 2-propanol mais extenso. O gradiente desta nova corrida foi o
seguinte: 0-8 min; 100% do solvente A (TFA 0,1% em &gua ultra pura); 8-27 min, 13%
do solvente B ( TFA 0,1% em 2-propanol 100%); 27-140 min, 20% de B; 143 min, 50%
de B; 144 min, 50% de B; 144,01 min, 0% de B, sendo a corrida encerrada em 150 min.

As fracOes obtidas nesta cromatografia foram concentradas e analisadas por

eletroforese em gel de tricina (Shéagger e von Jagow, 1987).

3.3. Quantificacdo das proteinas por método colorimétrico e por estimativa por
comparacao de bancas proteicas com um padréao

A quantificacdo das proteinas foi realizada utilizando-se o &cido bicinconinico
(Sigma) segundo a metodologia descrita pelo fabricante. Ovalbumina (Sigma) foi
utilizada como proteina padrdo. A quantificacdo foi feita, também, por comparagédo
visual das bandas proteicas de interesse com um padrdo feito com uma curva com
concentragdes conhecidas de lisozima (Sigma) em gel de eletroforese em tricina

(Shagger e von Jagow, 1987).

3.4. Analise do perfil proteico das fracdes por eletroforese
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Os picos coletados na cromatografia de fase reversa foram visualizados por
eletroforese em gel de tricina (SDS-Tricina-PAGE) segundo método descrito por
Shégger e von Jagow (1987). Para a montagem dos géis foram utilizadas placas de vidro
de 8 x 10 cm e 7 x 10 cm e espacadores e pentes de 0,75 mm e o aparato Mini protean 1l
tetra system (BioRad). Como padrdo de massa molecular foi usado o marcador MW-
SDS-17S (Sigma) composto das seguintes proteinas: mioglobina (16.950 Da),
mioglobina I + 11 (14.400 Da), mioglobina | + 111 (10.600 Da), mioglobina I (8.160 Da),
mioglobina Il (6.200 Da), glucagon (3.400 Da) e mioglobina I11 (2.500 Da)

3.4.1. Preparo das amostras e condicdes de corrida

As amostras referentes aos picos obtidos foram ressuspendidas em agua e a
tiveram seu conteddo proteico quantificado como descrito no item 3.3. Dez
microgramas de cada amostra foram misturados ao tampao de amostra (2% de SDS,
10% de sacarose, 0,25% de azul de bromofenol, 0,1 M de Tris HCI, pH 8,0) ¢ a B-
mercaptoetanol (5%). A mistura foi aquecida a 100 °C por 5 min e centrifugada a
18.000 x g por 3 min. Em seguida as amostras foram aplicadas no gel e submetidas a
eletroforese sob condi¢bes desnaturantes. A corrida foi feita com tampédo do catodo
contendo 0,1 M de Tris, 0,1 M de Tricina, 0,1% de SDS e tampéao anodo contendo 0,2
M de Tris (pH 8,9).

3.4.2. Coloracao e descoloracéo do gel

Terminada a corrida, o gel foi retirado das placas de vidro e colocado em
solugdo corante de Coomassie Blue R (0,5%) por, aproximadamente, 30 min. A
descoloracao foi realizada por uma solucdo descorante (10% de &cido acético e 30% de
metanol em agua destilada). O gel foi mantido em solucéo até a visualizacdo das bandas

protéicas e, posteriormente, armazenado em agua.

3.5. Ensaio de inibigao de crescimento

Células de C. albicans foram crescidas em placas de Petri contendo &gar
Sabouraud a 30 °C por 24 h. Uma colénia foi ressuspendida em meio Sabouraud liquido
(peptona de carne 5 g/L; peptona de caseina 5g/L, Dextrose 20 g/L) e em seguida foi
realizada a contagem das células em Camara de Neubauer (0,0025 mm?, Optik Labor).
O ensaio foi realizado em placas de 96 pocos onde foi depositado um total 2.000 células

por mL em meio Sabouraud sendo o volume final do ensaio de 100 pL. As amostras
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obtidas do processo de purificacdo foram esterilizadas por filtracdo (Millex-GV 0,22
um, Millipore) e adicionadas ao meio com células em concentragdes de 10 e 30 pg/mL.
O acompanhamento foi realizado medindo-se a absorbancia através de um leitor de
microplacas a 620 nm. As leituras foram realizadas a cada 6 horas, com excegdo dos
periodos noturnos, por 36 h. As porcentagens de inibicdo foram calculadas

considerando o controle como 100% de crescimento (Broekaert et al., 1990).

3.6. Andlise da viabilidade celular

A viabilidade das células foi avaliada através da formacéo de coldnias em placas
de Petri apds ensaio de inibicdo do crescimento. As células foram quantificadas com
auxilio de uma cadmara de Neubauer e um total 150 células foi semeado em &gar
Sabouraud. A contagem foi feita para as células do controle e a mesma dilui¢do
realizada nestas foi utilizada para as células tratadas com o peptideo. O namero de
col6nias obtidas no controle foi considerado como 100% de viabilidade (Vermelho et
al., 2006).

3.7. Anédlises por microscopia de fluorescéncia

Todas as anéalises de fluorescéncia foram feitas no microscopio Axio Imager.
A2, Zeiss, equipado com um conjunto de filtros para a deteccdo de fluoresceina
(excitagdo 450-490 nm; emissdo 500 nm). Imagens de campo-claro e fluorescéncia
foram obtidas a partir de uma camera digital acoplada ao microscopio (AxioCam MRc
5, Zeiss) atraves do software AxioVision (versdo 4.8.2, Zeiss). Todas as imagens foram
capturadas com o mesmo tempo de exposicao.

Fotos de varios campos foram tiradas aleatoriamente e o nimero de células do
controle assim como das amostras tratadas foram contadas nas fotos de campo claro e
fluorescéncia (n=5). A partir destes dados a porcentagem de células fluorescentes foi
determinado considerando o total de células das respectivas imagens de campo claro das

amostras como 100%.

3.7.1. Teste de permeabilizacdo da membrana plasmética
A avaliacdo da permeabilizacdo da membrana foi realizada com a utilizagdo do
corante Sytox green (Molecular Probes) segundo o método descrito por Thevissen et al.
(1999) com modificagBes. Apos o ensaio de inibi¢cdo do crescimento, as células foram
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ressuspendidas e uma aliquota foi incubada, ao abrigo da luz, com o corante por 15 min
a uma concentracdo de 0,5 puM. Ap6s o periodo de incubacdo, as células foram
transferidas para laminas tratadas com poli-L-lisina 0,1% e observadas ao microscépio

optico.

3.7.2. Andlise da induc¢édo da producao de espécies reativas de oxigénio pelas células
de C. albicans

A inducdo da producdo de ROS pelas celulas de C. albicans foi analisada de
acordo com a metodologia descrita por Aerts et al. (2007) com modificacdes. Apos o
ensaio de inibicdo do crescimento, as células foram ressuspendidas e uma aliquota foi
incubada, ao abrigo da luz, por 15 min com o corante fluorescente 2°,7’
diclorofluoresceina diacetato (Sigma) a uma concentracdo de 20 uM, de acordo com
instrucdes fornecidas pelo fabricante e em seguida transferidas para laminas tratadas

com poli-L-lisina 0,1% e observadas ao microscopio éptico.

3.7.3. Analise da funcionalidade das mitocéndrias das células de C. albicans

A funcionalidade mitocondrial foi analisada com o uso do corante fluorescente
Mitotracker green (Molecular Probes). Apds 36 h de crescimento, as ceélulas
provenientes do ensaio de inibi¢do, foram ressuspendidas e uma aliquota foi incubada
com o corante por 15 min a uma concentragdo de 1 nM, e em seguida transferidas para
laminas tratadas com poli-L-lisina 0,1% e observadas ao microscopio éptico.

3.8 Sequenciamento N-terminal

A fracdo R7 contendo o peptideo de aproximadamente 7 kDa, obtido
diretamente da coluna C18, foi diretamente submetida a sequenciamento pelo método
de degradacdo Edman (1950) feito em um sequenciador automatico de proteinas
(PPSQ-33A, Shimadzu) com posterior identificacdo dos residuos por cromatografia
(Allen, 1989). Apos a obtencéo da sequencia, esta foi comparada em banco de dados de
proteinas com o algoritimo do BLASTp (http://www.ncbi.nlm.nih.org/Blast) (Altschul,
1990) para identificacdo e o alinhamento posterior foi feito com o Clustal Omega
(http://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalw2/) (Thompson et al., 1994).
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4. Resultados
4.1. Ensaio de inibi¢&o do crescimento das células de Candida albicans

As etapas de extracdo e purificacdo de peptideos de cotilédones de L. pisonis até
a obtencdo das fracdes F4 e F5 foram repetidas com objetivo de acumular estas fragdes
(Vieira, 2012).

A partir destas fragdes foram inicialmente feito o ensaio de inibicdo do
crescimento para se determinar qual fracdo tinha atividade mais forte sobre C. albicans.
Tanto F4 e F5 tiveram o mesmo nivel de inibicdo do crescimento de C. albicans, sendo

este de 79,4 e 77,6%, respectivamente (Figura 7).

4.2. Teste de viabilidade das células de C. albicans tratadas com as fragdes F4 e F5
As células oriundas do ensaio de inibicdo do crescimento das fracdes F4 e F5
tiveram sua viabilidade testada. F4 foi capaz de inviabilizar, aproximadamente, 93% das
células, enquanto a fracdo F5 inviabilizou, aproximadamente, 80% destas (Figura 8A e
B). Este resultado indica que a inibicdo observada anteriormente (Figura 7) é causada
pela inviabilidade das células, portanto este resultado mostra que o efeito destas fracdes

é fungicida.
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Figura 7. Representagdo grafica do ensaio de inibicdo do crescimento das células de Candida albicans.

Controle ndo tratado (-#-); fracdo F4 (-m-),10 pg/mL; fracdo F5 (- A-), 10 pg/mL.
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Numero de coldnias e viabilidade das células de Candida albicans ap6s 36 h de incubacdo com a

fracdo 4 e fragéo 5.

Amostras Numero de colbnias Viabilidade (%)
Controle 88 +18,3 100
F4 6+2,8 6,8
F5 17,549,2 19,9

Figura 8. Viabilidade das células de Candida albicans ap6s tratamento com as fragdes F4 e F5. (A) Foto
da placa do ensaio de viabilidade das células de e (B) Dados do nimero de coldnias e viabilidade das

células obtidas das amostras do ensaio de inibicdo do crescimento.
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4.3. Cromatografia das fracdes F4 e F5 em coluna de fase reversa C2C18

As fragOes F4 e F5 foram submetidas a cromatografia de fase reversa na coluna
C2C18. Na cromatografia de F4 foram obtidas 5 novas fragdes denominadas B1 a B5
(Figura 9A), cujos tempos de retencdo sdo mostrados na figura 8B. A visualizacdo
eletroforética destas amostras revelou a presenca de uma banda homogénea apenas na
fracdo B5 de aproximadamente 5 kDa. Bandas proteicas ndo foram visualizadas nas
demais fracGes (Figura 10).

Na cromatografia de F5 foram coletadas 9 novas fracfes enumeradas de 1 a 9
(C1 a C10) de acordo com a ordem de elui¢do (Figura 11A), cujos tempos de retencao
sdo mostrados na figura 10B. A visualizacdo eletroforética das fracGes revelou a
presenca de bandas proteicas nas fragdes C7, C8 e C9, entre 5 e 7 kDa, e a auséncia das

mesmas nas demais fracdes (Figura 12).
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Figura 9. Dados da cromatografia da fracdo F4 em coluna de fase reversa C2C18. (A) Cromatograma da

fracdo F4 obtido na cromatografia de fase reversa em coluna C2C18. Os nimeros de 1 a 5 correspondem

as fracbes B1 a B5. A linha obliqua representa o gradiente de 2-propanol. (B) Tempos de retencdo dos

picos obtidos nesta cromatografia.
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Figura 10. Visualizacdo eletroforética das fragdes B1 a B5 obtidas ap6s cromatografia
de fase reversa em coluna C2C18 da fracdo F4. Uma banda homogénea é observada

para a amostra B5. M, marcador de massa molecular em kDa.
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Figura 11. Dados da cromatografia da fragdo F5 em coluna de fase reversa C2C18. (A) Cromatograma da
F5 obtido na cromatografia de fase reversa em coluna C2C18. Os nimeros 1 a 9 correspondem as fragdes
C1 a C9, respectivamente. A linha obliqua representa o gradiente de 2-propanol. (B) Tempos de retengéo

dos picos obtidos nesta cromatografia.
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Figura 12. Visualizagdo eletroforética das fracGes C1 a C9 obtidas apds cromatografia de fase reversa em
coluna C2C18 da fracdo F5. Uma banda homogénea é observada na raia 5. M, marcador de massa

molecular em kDa.

Apesar da obtencdo destas fracdes, ndo foi possivel fazer a quantificacdo
proteica delas pelas metodologias descritas no item 3.3. A comparagéo visual com um
padrdo de lisozima, por eletroforese, indicou que a quantidade de amostra era
insuficiente para dar seguimento as etapas seguintes.

A baixa concentracdo das fraces obtidas ressaltou a necessidade de um novo
método de purificacdo onde se buscou a reducdo no nimero de etapas cromatogréaficas
como forma de se evitar perdas decorrentes do processo de purificacdo. Neste sentido,
voltamos para a fracdo P4 e, depois de uma andlise dos métodos cromatograficos,
criamos um método cromatografico para a cromatografia de fase reversa em coluna C18

com o objetivo de isolar bandas proteicas com apenas esta etapa cromatografica.

4.4. Cromatografia da fracdo P4 em coluna de fase reversa C18

P4 apds cromatografia de fase reversa na coluna C18, acoplada a um cartucho
C8, e com um novo gradiente, foi, inicialmente, fracionado em 9 novas fragdes,
denominadas de R1 a R9 (Fig 13A), cujos tempos de retengdo séo indicados na figura
12B.

A visualizagdo eletroforética das amostras revelou a presenca de bandas
protéicas nas fracbes R3, R4, R5, R6, R7 e R8 (Figural4).
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Figura 13. Dados da cromatografia de fase-reversa da fracdo P4 em coluna C18 (método 2). (A)

Cromatograma obtido na cromatografia da fracdo P4 na coluna de fase reversa C18. Os numeros 1 a 9

correspondem as fragfes R1 a R9, respectivamente. A linha obliqua representa o gradiente de 2-propanol.

(B) Tempos de retencdo dos picos obtidos nesta cromatografia.
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Figura 14. Visualizacdo eletroforética das fragdes obtidas ap6s cromatografia de fase reversa da fracéo
P4 em coluna C18. (A) FracBes R1 — R9. (B) Fragdes R6, R7 e R8. M, marcador de massa molecular em
kDa.

4.5. Ensaio de inibigdo do crescimento das celulas de C. albicans

Um ensaio de inibicdo de crescimento foi realizado com as fracGes que
apresentaram bandas proteicas no gel de eletroforese. Para cada amostra foram usados
10 pg/mL, concentracdo esta estimada por comparacgdo visual com o padrdo lisozima
por eletroforese. Uma fraca inibicdo foi observada no crescimento das células tratadas
com as fracdes R7 e R8 (Figura 15). As demais fragdes ndo foram capazes de inibir o
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crescimento das células de C. albicans em nenhum dos tempos analisados (dados nédo

mostrados).

4.6. Ensaio de viabilidade celular

As células provenientes do ensaio de inibicdo tiveram sua viabilidade testada. A
fracdo R7 foi capaz de inviabilizar, aproximadamente, 33% das células de C. albicans.
A fracdo R8, no entanto, ndo foi capaz de inviabilizar tais leveduras uma vez que houve
uma retomada do crescimento das células quando estas foram retiradas da presenca da
fracdo (Figura 16). Assim, a fracdo R7 foi selecionada para a realizagdo das etapas

subsequentes
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Figura 15. Representacéo gréafica do ensaio de inibigdo do crescimento das células de Candida albicans.
Controle ndo-tratado (-#-); fracdo R7 (-m-),10 pg/mL; fracdo R8 (- A-), 10 pg/mL.
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B
Amostras Numero de coldnias Viabilidade (%)
controle 1575+ 7,7 100
R7 105+ 15,5 66,6
R8 168 + 2,8 106,6

Figura 16. Viabilidade das células de Candida albicans apds tratamento com as fracfes R7 e R8. (A)
Foto das placas do ensaio de viabilidade das células de Candida albicans. (B) Dados do nimero de

coldnias e viabilidade das células obtidas das amostras do ensaio de inibicdo do crescimento.
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4.7. Ensaio de inibi¢cdo do crescimento das celulas de C. albicans

Um novo ensaio de inibigdo do crescimento foi realizado utilizando-se uma
concentracdo maior da fracdo R7 (Figura 17). A concentragao de 10 pg/mL foi capaz de
inibir, aproximadamente, 38% do crescimento enquanto a concentracdo de 30 pg/mL

inibiu, aproximadamente, 52% do crescimento de C. albicans.

4.8. Teste de viabilidade das células de C. albicans

As células oriundas do ensaio de inibicdo do crescimento as células de C.
albicans tiveram sua viabilidade testada (Figura 18A) a fim de analisar o tipo de
inibicdo exercida pela fragdo R7. Na concentracdo de 10 pg/mL, a fracdo R7
inviabilizou 87% das células. Na concentracdo de 30 pg/mL, 96% das células foram
inviabilizadas (Figura 18B). Este resultado indica que o efeito da fracdo R7, nestas

condicdes, é fungicida.
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Figura 17. Representacdo gréfica do ensaio de inibicdo do crescimento das células de C. albicans na
presenca da fracdo R7. Controle ndo-tratado (-¢-); 10 pg/mL (-m-); 30 pg/mL (- A-).
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B
Amostras Numero de colonias Viabilidade (%0)
controle 57+5,6 100
R7 (10 pg/mL) 17,50,7 10
R7 (30 pg/mL) 1+1,4 0,6

Figura 18. Viabilidade das células de Candida albicans ap6s tratamento com a fragdo R7 nas
concentragdes de 10 e 30 pg/mL. (A) Foto das placas do ensaio de viabilidade das células de Candida
albicans tratadas com a fracdo R7. (B) Dados do nimero de colénias e viabilidade das células obtidas das

amostras do ensaio de viabilidade.
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4.9. Teste da permeabilizacdo de membrana

Uma aliquota das células de C. albicans provenientes do ensaio de inibicao foi
incubada com o corante Sytox green com a finalidade de analisar a capacidade da fracdo
R7 de permeabilizar a membrana de C. albicans. Foram observadas células
fluorescentes tanto nos controles quanto nas células tratadas com a amostra (Figura 19).
Com objetivo de confirmar a permeabiliza¢do, o nimero de células do campo claro e da
fluorescéncia foi contabilizado e a porcentagem de células fluorescentes foi calculado
(Tabela 1). Os resultados mostram que o nimero de células fluorescentes nas amostras
tratadas ndo foi superior ao controle, indicando a ndo permeabilizacdo das células pelo

peptideo testado nestas concentragdes.

4.10. Analise da inducdo da producédo endogena de ROS

As células oriundas do ensaio de inibicao foram tratadas com o corante 2°,7’
diclorofluoresceina diacetato que penetra na célula e, ao sofrer oxidagdo, emite
fluorescéncia, indicando a presenca de ROS. Células fluorescentes foram observadas em
ambas as concentracfes da fracdo R7 utilizadas (Figura 20). As células foram
contabilizadas e este resultado indica que o tratamento com a fracdo R7 foi capaz de
induzir a producdo de ROS nas células de C. albicans em 9,5 e 16,8% para as
concentracdes de 10 e 30 pg/mL, respectivamente (Tabela 2).

4.11. Anédlise da funcionalidade das mitocondrias de C. albicans

A funcionalidade mitocondrial das células de C. albicans foi analisada
utilizando-se o corante Mitotracker Green que marca mitocondrias funcionais (Figura
21). As células tratadas com a fracdo R7 apresentaram significativa perda visual de
fluorescéncia quando comparadas ao controle ndo tratado. Esta perda foi confirmada
pela contagem das células e célculo da porcentagem, sendo este de 27,4% de células
fluorescentes para a fracdo R7 (Tabela 3), sugerindo que a referida fracdo causou a

perda da funcionalidade destas organelas.
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Figura 19. Fotomicrografias em microscopio éptico das células de Candida albicans incubadas com a
fracdo R7 e tratadas com o corante fluorescente Sytox green para determinacdo da permeabilidade de
membrana. A fluorescéncia verde indica as células permeabilizadas. Todas as fotos foram obtidas com o

mesmo tempo de exposicao.
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Tabela 1. Contagem do numero de células em campos aleatérios do campo
claro e fluorescéncia das amostras obtidas do ensaio de permeabilizacdo de
membrana (n=5).

%o de células

Amostras Campo claro Fluorescéncia
fluorescentes
controle 899,5+23,3 208,5+65,7 23,17
R7 (10 pg/mL) 841+7 132+2,8 15,6
R7 (30 pg/mL) 482,5+40,3 142,5+50,2 29,5
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Figura 20. Fotomicrografias em microscopio éptico das células de Candida albicans incubadas com a
fracdo R7 e tratadas com o corante fluorescente 2°,7° diclorofluoresceina diacetato para determinagdo da
inducdo de espécies reativas de oxigénio (ROS). A fluorescéncia verde indica a presenca de ROS nas

células.
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Tabela 2. Contagem do numero de células em campos aleatorios do campo
claro e fluorescéncia das amostras obtidas do ensaio de inducédo de espécies
reativas de oxigénio (n=5).

% de células

Amostras Campo claro Fluorescéncia
fluorescentes
controle 878,5£0,7 20,6+5,5 2,3
R7 (10 pg/mL) 7494523 71,5+17,3 9,5
R7 (30 pg/mL) 597+72,12 100,6+56,3 16,8
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Figura 21. Fotomicrografias em microscopio dptico das células de Candida albicans incubadas com a
fracdo R7 e tratadas com o corante fluorescente Mitotracker green para determinacdo da funcionalidade

mitocondrial. A fluorescéncia verde indica as células com mitocondrias funcionais.

Tabela 3. Contagem do nimero de células em campos aleatérios do campo
claro e fluorescéncia das amostras obtidas do ensaio de funcionalidade
mitocondrial (n=5).

% de células

Amostras Campo claro Fluorescéncia
fluorescentes
controle 316+59,4 251+151,3 79,4
R7 (10 pg/mL) 191,3+97,1 52,6+18,4 27,4
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4.12. Analise da sequencia do peptideo de aproximadamente 6 kDa

O peptideo de aproximadamente 6 kDa, purificado a partir da fracdo R7 que
apresentou maior atividade inibitoria sobre C. albicans, foi submetida a sequenciamento
N-terminal e a sequéncia parcial cobrindo 36 residuos de aminoacidos foi comparada
com sequencias depositadas em banco de dados de proteina. A analise mostra alta
similaridade com defensinas de plantas (Figura 22). O peptideos apresentou
similaridade com defensinas das espécies arbOreas de Panax sinseng (77,7% de
identidade), Eucalyptus grandis (75,0% de identidade) e Malus domestica (72,2% de
identidade). Este peptideo também apresentou 80,5% de identidade com defensina de
Vigna unguculata e apresentou o padréo conservado de residuos de cisteinas observado
para as defensinas de plantas. Assim, o resultado indica que este peptideo pertence a
familia das defensinas de plantas e este passou a ser definido como Lp-Defl (Lecythis
pisonis defensin 1).

A familia das defensinas de plantas tem em média 45 residuos de aminoacidos
(Carvalho e Gomes, 2011), estes 36 residuos obtidos cobrem 80% da sequéncia

completa das defensinas de plantas.
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Lecythis pisonis 1 DV|ICIE S Q S HR F HGA|C|]V S NTN|C|IA NV|C|IR T E G F P G G
Panax ginseng 286 R T|C/E S Q S HK F K GT|C|]A S G T N|C|]A NV|C|K T E G F P G G
Prunus persica 3 RT|IC|IE S Q S NR F K G T|C|V S T S N|IC/IA S V|C|Q T E G F P G G
Eucalyptusgrandis 30 R T |C|E S Q S Q R F K G A|C|V S K T NIC|A S V|IC|Q T E G F H G G
Malus domestica 30 R T|IC|D S Q S HR F K G S|IC|]V S K S N|IC/IA T V|C|Q T E G F R G G
Jatropha curcas 30 R T|IC|E S Q T HK F K G T|C|L S E T N|C|A N V|C|K T E G F T G G

R T|{IC/IlE S Q S HR F K GUP|C|VYV S DTN|C|]A S V|IC|IR T E R F S G G

Vigna unguiculata 31

Figura 22. Alinhamento comparativo da sequéncia parcial da regido N-terminal do peptideo de 6 kDa purificado de sementes de Lecithis pisonis com defensinas de diferentes
espécies de plantas. A sequéncia de aminoécidos que compde o peptideo sinal dos dominios N-terminal e C-terminal foram excluidos para o alinhamento. As sequéncias
foram obtidas do protein-blast e alinhadas usando o Clustal W. Os residuos conservados de Cys estdo destacados nas caixas. (I) representa a porcentagem de aminoacidos
idénticos, (P) representa a porcentagem de aminoécidos positivos. Os nimeros acima da sequéncia indicam o tamanho dos peptideos em aminocidos com numeracéo baseada
no D do peptideo de L. pisonis. A numeracdo flanqueando as sequéncias representa o tamanho do peptideo maduro. As sequéncias sdo: Panax ginseng (gb AFE88173.1),
Prunus persica (gb AAL85480.1), Eucalyptus grandis (gb KCW85903.1), Malus domestica (gi 657993650), Jatropha curcas (gb ACS96442.1) e Vigna unguiculata (gb
ACN93800.1).
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5. Discussao

Vieira (2012), utilizando métodos de extracdo acida descrita por Egorov et al.
(2005), com algumas modificacdes, obteve 13 fragdes peptidicas a partir de cotilédones
de sementes de L. pisonis. Estas fracbes peptidicas tiveram suas atividades testadas
sobre a levedura C. albicans e a fracdo P4 apresentou a atividade inibitoria mais forte
contra esta levedura e por isso foi selecionada para outra etapa de purificagdo. Nesta
nova etapa a fracdo P4 foi separada em duas novas fracbes chamadas de F4 e F5. No
presente trabalho demos continuidade aos processos de purificacdo e caracterizacdo dos
peptideos presentes nestas fracGes. Para isso, fizemos uso da cromatografia de fase-
reversa na coluna C18. Diversas metodologias para o isolamento de AMPs sdo descritas
na literatura (Terras et al., 1992; Egorov et al., 2005; Finkina, et al., 2008). A
cromatografia de fase-reversa é comumente utilizada na purificacdo de AMPs e tem se
mostrado bastante eficiente. Zottich et al. (2011), isolaram uma LTP de sementes de
Coffea canephora utilizando-se de uma coluna C18 e 2-propanol para a eluicdo da
mesma. Segura et al. (1993) também se utilizaram de uma coluna de fase reversa, C3,
bem como de 2-propanol para o isolamento de LTPs de monocotiledéneas e de
dicotiledbneas.

Apesar da obtencédo de fragdes contendo bandas homogéneas, o rendimento final
do processo de purificacdo foi muito baixo, e alteragdes nos métodos cromatogréaficos
foram necessérias, visando uma reducdo das etapas de purificacdo com a finalidade de
evitar perdas adicionais inerentes ao processo. O baixo rendimento é em alguns casos
um dificultador do processo de purificacdo de AMPs e esta ligado a baixa concentracao
destas moléculas em tecidos vegetais. Este problema j& foi reportado para alguns
peptideos (Terras et al., 1995; Almeida et al., 2000; Odintsova et al., 2008).

Com o método otimizado, foi obtida uma fracdo proteica constituida de um
peptideo de aproximadamente 7 kDa (Figura 14). A fracdo que continha este peptideo
foi capaz de inibir o crescimento de C. albicans (Figuras 15 e 17) sendo que, nas
condicdes testadas, a inibicdo do crescimento era devido a um efeito fungicida. Este
resultado foi evidenciado devido a incapacidade das células de C. albicans tratadas com
0 peptideo de retomarem seu crescimento apos serem retiradas da presenca do mesmo
(Figuras 16 e 18). O peptideo presente na fracdo R7 foi submetido a sequenciamento de

sua regido N-terminal e apresentou alta similaridade com AMPs pertencentes a familia
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das defensinas de plantas, sendo identificado com Lp-Defl (Lecythis pisonis defensin 1)
(Figura 22).

As defensinas constituem a mais antiga familia de AMPs sendo encontradas em
vertebrados, invertebrados e plantas. Estas moléculas apresentam um elevado padréo de
conservacao de sua estrutura tridimensional e funcdo através dos reinos da vida. Dentre
0s AMPs as defensinas sdo amplamente distribuidas no reino vegetal e também uma das
familias de AMPs melhor caracterizada. Estes sdo encontradas na parede celular e no
espaco extracelular de sementes, bem como em camadas periféricas tanto de sementes,
quanto de outros Orgdos e tecidos vegetais. Esta localizacdo estd intimamente
relacionada com o papel defensivo destas moléculas uma vez que em tais regiGes ocorre
0 primeiro contato com patdgenos. As defensinas de planta apresentam diversas
atividades biologicas in vitro, dentre elas a inibicdo do crescimento de fungos e
bactérias, inibicdo da sintese de proteinas, inibicdo de proteases e a-amilases, entre
outros (Carvalho e Gomes 2009, 2011; Odintsova e Egorov, 2012; Lacerda et al., 2014).

A atividade antifungica das defensinas de planta é bastante descrita. Diversos
fungos filamentosos, bem como fungos considerados modelos de estudo e, até mesmo,
patdégenos humanos, ja tiveram seu crescimento comprometido devido ao tratamento
com alguma defensina de origem vegetal (Thevissen et al., 1999; Aerts, et al., 2009;
Carvalho e Gomes, 2011; Mello et al., 2011). O tipo de atividade exercida por tais
moléculas e a concentracdo necessaria para a realizacdo da mesma varia de acordo com
o fungo e com a defensina de planta testados (Carvalho e Gomes, 2011; Vriens et al.,
2014).

Para compreendermos o modo de acdo de Lp-Defl, realizamos um teste de
permeabilizacdo de membrana (Figura 19). Em geral, é observado que no mecanismo de
acdo de varios AMPs estd envolvido a permeabilizacdo da membrana plasmatica
(Thevissen et al., 1999; van der Weerden et al., 2010; Mello et al., 2011), uma vez que
a natureza catibnica dos AMPs associada a capacidade destas em assumirem
conformac@es anfipaticas permitem sua interacdo com as com elementos estruturais
negativos nas paredes celulares/glicocalix e fosfolipideos das membranas dos
microrganismos, respectivamente (Giuliane et al., 2007; Rahnamaeian, 2011; Bahar e
Ren, 2013). No que confere as defensinas de planta, sabe-se que estas sdo capazes de
atravessar a parede celular e interagir com componentes da membrana carregados
negativamente, como os esfingolipidios e os fosfolipidios fungicos (van der Weerden et
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al., 2010; Odintsova e Egorov, 2012; Vriens et al., 2014). Nossos resultados, no
entanto, ndo nos permitiram afirmar que Lp-Defl causa a permeabilizacdo da membrana
de C. albicans uma vez que células fluorescentes foram observadas no controle em
quantidade superior ao que foi observado nos testes realizados com a referida defensina.

NOs analisamos a inducdo do aumento dos niveis de ROS nas células de C.
albicans (figura 20) ocasionada pela defensina Lp-Defl. A maioria das moléculas de
ROS séo produzidas pelas mitocondrias, uma vez que estas sdo produtos da fosforilacdo
oxidativa. Sabe-se que ROS, juntamente com agentes antioxidantes desempenham um
importante papel na regulacdo da apoptose (Gottlieb et al., 2000). O aumento da
producdo dessas moléculas pode causar ndo sé a destruicdo mitocondrial, mas também a
destruicdo celular através de vias apoptdticas (Maiese et al., 2010). Nossos resultados
mostraram que Lp-defl é capaz de elevar a producédo endogena de ROS além dos niveis
controlados pelas células, levando a perda de viabilidade destas. Nos analisamos, ainda,
a funcionalidade das mitocdndrias das células testadas e nossos resultados indicam que
0 tratamento com Lp-Defl causa a perda da funcionalidade de tais organelas (Figura
21). Sabe-se que alguns AMPs sdo capazes de interagir com as mitocondrias (Hugosson
et al., 1994), no entanto, estudos relacionando a atuacao da defensina na funcionalidade
destas ainda ndo haviam sido relatados.

Muitos AMPs atuam em baixas concentragfes sobre um amplo espectro de
microrganismos. Tal caracteristica associada ao amplo espectro de acdo destas
moléculas e a baixa toxicidade as células de mamiferos tornam os AMPs moléculas
promissoras para 0 uso terapéutico, tanto para o uso sinergistico com antibioticos ja
existentes quanto para o desenvolvimento de novas drogas (Peters et al., 2010; Kang et
al., 2012). Assim, novas fontes destas moléculas sdo constantemente buscadas e
diversos estudos vém sendo realizados com o intuito de melhor compreender a forma de
atuacdo destas moléculas. Além disso, este estudo destaca como fontes de moléculas
bioativas espécies da biodiversidade da flora brasileira que agreguem valor a espécie e,

portanto, refletindo sua melhor conservacdo, manejo e uso sustentavel.
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6. Conclusotes

A cromatografia de fase reversa na coluna C18 mostrou-se eficiente na
purificacdo dos peptideos de sementes de sapucaia, uma vez que bandas
proteicas homogéneas foram observadas ao final de dois passos

cromatograficos;

A fracdo R7 foi capaz de inibir o crescimento e de causar a inviabilidade das
células de C. albicans na concentracdo de 10 pug/mL e na concentracdo de 30
pg/mL, a fracdo R7 foi capaz de inviabilizar quase 100% das células de C.

albicans;

A inibicdo do crescimento e morte das células de C. albicans tratadas com a
fracdo R7 envolvem a inducdo da producdo de ROS e perda da funcionalidade

mitocondrial;
O sequenciamento da regido N-terminal da banda proteica presente na fragdo R7

e posterior comparagdo da mesma revelou tratar-se de uma defensina, sendo

assim denominada Lp-Defl.
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