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HU Hidroxiuréia 
EDTA Ácido Etilenodiaminotetraacético 
TAE Tampão Tris-Acetato-EDTA 
CCCP Carbonilcianida m-clorofenilhidrazona 
DAB 3,3'-diaminobenzidina 
H2O2 Peróxido de hidrogênio 
DMSO dimetil sulfóxido 
PBS Tampão Fosfato, NaH2PO4 10mM e NaCl 

0,15M 
DAPI 4',6-diamidino-2-fenilindol 
MET Microscopia eletrônica de transmissão 
CaspACE FITC-VAD-FMK Marcador de caspases ativadas 
Z-VAD-FMK Inibidor de caspase 
DIC Contraste de interferência diferencial 
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RESUMO 
 
Peptídeos antimicrobianos (AMPs) são componentes essenciais do 

sistema de defesa imune inato e são amplamente encontrados na natureza e 
em uma variedade de organismos. Estes são moléculas de baixa massa 
molecular, anfipáticos e de carga líquida positiva em pH fisiológico. Entre os 
AMPs de planta mais estudados encontram-se as defensinas, as quais 
possuem múltiplas atividades biológicas, com destaque para sua atividade 
antimicrobiana. Neste trabalho foi estudada a interação entre a defensina 
ApDef1 e a levedura Saccharomyces cerevisiae. ApDef1 é uma defensina de 
sementes de Adenanthera pavonina (L.) e possui forte atividade inibitória sobre 
células de S. cerevisiae. Inicialmente foi obtida desta semente uma fração rica 
em peptídeos e, posteriormente, esta fração foi submetida a processos 
cromatográficos para a obtenção da ApDef1. A interação entre ApDef1-S. 
cerevisiae foi estudada através de ensaios de viabilidade realizados na 
presença da hidroxiuréia e de CCCP. Em seguida, foram feitas análises para 
verificar a ocorrência de permeabilização de membrana, indução de espécies 
reativas de oxigênio (ROS), condensação de cromatina e ativação de caspases 
após tratamento com a ApDef1. Posteriormente, foi estudado o envolvimento 
de estresse oxidativo e de caspases na morte celular induzida pela ApDef1, com 
adicional análise da ultraestrutura celular. Após 3 h tratamento com a ApDef1, 
sincronizadas 98,76 % da população de células sincronizadas morreram. O pré-
tratamento com CCCP protegeu a levedura da morte induzida pela ApDef1 e a 
interação ApDef1-S. cerevisiae resultou em permeabilização da membrana, 
aumento da produção de H2O2, condensação da cromatina e ativação de 
caspases. O Ácido ascórbico impediu a morte celular e a permeabilização da 
membrana assim como o inibidor de caspases Z-VAD-FMK, que protegeu as 
células da morte. Como conclusão, a interação ApDef1-S. cerevisiae causou a 
morte celular através de um processo dependente do ciclo celular e que requer 
potencial de membrana preservado. Após a interação, a levedura sofreu uma 
descontrolada produção e acúmulo de ROS, levando a permeabilização da 
membrana plasmática, condensação de cromatina e, por último, a morte celular 
por ativação da via apoptótica dependente de caspase.  
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ABSTRACT 
 

Antimicrobial peptides (AMPs) are essential components of the innate 
immune defense system, are widely found in nature and in a variety of 
organisms. These are molecules that present low molecular weight, 
amphipathic character and net positive charge at physiological pH. Among the 
most studied plant AMPs are the defensins, which have multiple biological 
activities, especially antimicrobial activity. In this work we studied the interaction 
between the plant defensin ApDef1 and the yeast Saccharomyces cerevisiae. 
ApDef1 is a defensin from Adenanthera pavonina (L.) seeds and it has a strong 
inhibitory activity on S. cerevisiae cells. Initially, it was obtained a seed fraction 
rich in peptides and, thereafter, this fraction was subjected to chromatographic 
processes to obtain ApDef1. The interaction between ApDef1-S. cerevisiae was 
studied by viability assays performed in the presence of hydroxyurea and CCCP. 
Then, analyzes were performed to verify the occurrence of membrane 
permeabilization, induction of reactive oxygen species (ROS), chromatin 
condensation and caspase activation. Subsequently, it was study the 
involvement of oxidative stress and caspases in cell death induced by ApDef1, 
with additional analysis of the cellular ultrastructure. After 3 h of treatment with 
ApDef1, 98.76% of the synchronized cells population died. Pretreatment with 
CCCP protected the yeast from ApDef1 induced death and ApDef1-S. cerevisiae 
interaction resulted in membrane permeabilization, increasing H2O2 production, 
chromatin condensation and caspase activation. Ascorbic acid prevented cell 
death and membrane permeabilization, as well as, Z-VAD-FMK caspase 
inhibitor protected the cells from death. In conclusion, ApDef1-S. cerevisiae 
interaction caused cell death through cell cycle dependent process which 
requires preserved membrane potential. After interaction, yeast underwent an 
uncontrolled ROS production and accumulation, which led to plasma membrane 
permeabilization, chromatin condensation and, ultimately, cell death by 
activation of caspase-dependent apoptosis via. 
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1 INTRODUÇÃO  
 
1.1 Peptídeos antimicrobianos 
 

Uma grande variedade de organismos é capaz de desenvolver uma 
resposta imunológica diante de estresses bióticos e abióticos. O estresse 
biótico é resultante da infecção por patógenos como vírus, bactérias e fungos 
e também ataques de nematoides e insetos.  Estas agressões podem ativar na 
planta hospedeira a atuação de diferentes moléculas que precisam agir de uma 
maneira integrada para a manutenção da homeostase. A percepção pela célula 
hospedeira de patógenos ou predadores pode induzir uma resposta de defesa 
inata, que consiste no disparo de uma cascata de reações bioquímicas e 
liberação de compostos químicos direcionados tanto à defesa da planta 
agredida, como também, ao ataque do invasor. Como resultado desse 
processo, podemos destacar a liberação de moléculas antimicrobianas 
endógenas, dentre elas estão os peptídeos antimicrobianos (AMPs, do inglês 
AntiMicrobial Peptides), cuja principal função é induzir uma atividade direta 
contra os patógenos bem como modular a resposta imune dos hospedeiros 
(Benko-Iseppon e Crovella, 2010; Lai e Gallo, 2009).  

Os AMPs são componentes essenciais do sistema de defesa imune inato 
e são constantemente observados na natureza. Estes também são amplamente 
encontrados em uma variedade de organismos, como, plantas, animais 
vertebrados (peixes, anfíbios, répteis, aves e mamíferos), animais 
invertebrados (insetos, crustáceos, etc.) e microrganismos (fungos e bactérias) 
(Jenssen et al., 2006; Nakatsuji e Gallo, 2012). A produção destas moléculas 
corresponde a uma estratégia de defesa antiga e evolutivamente conservada, 
sendo eficiente e econômica para o organismo que a produz, pois são 
sintetizadas com um baixo consumo de energia e biomassa. Um mesmo 
organismo pode produzir diferentes classes de AMPs e isso está relacionado à 
proteção do organismo contra a invasão por uma grande variedade de espécies 
microbianas. Esses AMPs podem agir sozinhos ou em sinergismo, atribuindo 
uma maior capacidade de sobrevivência em ambientes repletos de 
microrganismos. Além disso, os AMPs não apresentam um modo específico de 
ação e isso faz com que seja bastante minimizado a chance de os 
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microrganismos desenvolverem resistência a esses AMPs. Outra característica 
favorável à presença dessa diversidade de AMPs é que eles apresentam 
diferentes atividades antimicrobianas e também outras atividades biológicas 
complementares à atividade antimicrobiana, além de serem específicos para 
diferentes tipos de microrganismos. Mesmo os peptídeos estruturalmente muito 
semelhantes possuem microrganismos-alvo específicos (Belarmino e Benko-
Iseppon, 2010; Conlon et al., 2004; Nicolas et al., 2003; Odintsova e Egorov, 
2012). 

Algumas características em comum são compartilhadas pelos AMPs de 
um modo geral. Estes são moléculas protéicas pequenas com uma variada 
composição de aminoácidos e tamanho (mas possuindo menos do que 100 
resíduos de aminoácidos), apresentam resíduos de cisteínas em número par 
(4, 6 ou 8) interconectadas por pontes dissulfeto. Estas pontes dissulfeto 
conferem aos AMPs uma alta estabilidade a duras condições físico-químicas 
(Broekaert et al., 1997). Além disso, os AMPs possuem carga líquida positiva 
em pH neutro e muitas regiões hidrofóbicas, características que fazem com que 
estas moléculas assumam uma estrutura anfipática possibilitando-as interagir 
e se inserir facilmente na membrana fosfolipídica dos microrganismos (Boman 
et al., 1993; Hancock e Sahl, 2006; Odintsova and Egorov, 2012; Parachin e 
Franco, 2014). 

A membrana plasmática tem sido identificada como alvo primário para a 
maioria dos AMPs (Boman et al., 1993; Hancock, 2005; Kaas et al., 2010; 
Zasloff, 2002) e vários mecanismos para explicar a inespecífica interação entre 
estas moléculas e membranas plasmáticas de microrganismos têm sido 
sugeridos. A natureza catiônica e anfifílica dos AMPs garante a sua interação 
direta com as superfícies celulares aniônicas dos patógenos microbianos, como 
por exemplo, os lipopolissacarídeos de bactérias Gram-negativas e ácido 
teicóico de bactérias Gram-positivas (Brazas e Hancock, 2005; Hancock, 2005; 
Kohn e Widger, 2005). Enquanto para membranas de mamífero tal efeito 
eletrostático é ausente, devido à carga elétrica neutra do folheto externo da 
membrana plasmática (Huang, 2006). Subsequentemente, os AMPs entram em 
contato com fosfolipídios da membrana e se inserem na bicamada lipídica 
(Shai, 1999) alterando sua organização e promovendo a formação de canais, 
tornando-a permeável (Fig. 1). Isto pode levar à degradação da parede celular 
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(Bierbaum e Sahl, 1985) ou modificação da composição dos lipídeos na 
bicamada da membrana (Matsuzaki, 1999), despolarização da membrana 
(Kourie e Shorthouse, 2000; Matsuzaki et al., 1997; Westerhoff et al., 1989), 
danos de processos intracelulares como a síntese de macromoléculas (Kragol 
et al., 2001) e, em casos extremos, a formação de micelas, levando ao 
extravasamento celular (Papo e Shai, 2005) e a morte do microrganismo.  

 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

  
 
Figura 1: Modelo Shai–Matsuzaki–Huang, esquematizando o mecanismo de 
ação dos peptídeos antimicrobianos catiônicos (Huang, 2000; Matsuzaki, 1999; 
Shai, 1999). (A) Os peptídeos sem estrutura definida adotam uma estrutura 
secundária após a interação com a membrana (B). (C) Subsequentemente, os 
peptídeos são integrados ao folheto externo abrangendo a interface de 
membrana entre as cabeças polares e as cadeias acil dos fosfolipídeos, 
levando a um afinamento da bicamada. (D) Formação de um canal na 
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membrana e posterior eventos que levarão o microrganismo à morte. Adaptado 
de Straus e Hancock (2006), com modificações. 
 

Vários modelos têm sido propostos e descrevem como provavelmente 
ocorre a formação dos canais após a interação dos AMPs com a membrana 
plasmática. No modelo “aduelas de barril” os AMPs se inserem paralelamente 
à membrana de forma que a sua porção hidrofílica fique voltada para o interior 
do poro (Fig. 2A); no modelo "carpete" não é necessária a inserção do AMP na 
região da membrana em si, ou a adoção de uma estrutura específica quando 
em contato com essa. Quando a concentração de peptídeos na superfície 
supera o limiar mínimo, a bicamada lipídica é desintegrada, similar à ação de 
um detergente, podendo inclusive gerar micelas (Fig. 2B); no modelo “poro 
toroidal” é formado um poro com os peptídeos inseridos paralelamente à 
membrana e intercalados por lipídeos (Fig. 2C) (Hancock e Chapple, 1999; 
Hancock e Sahl, 2006; Matsuzaki, 1999; Nguyen et al., 2011; Wu et al., 1999). 
Estes são os principais modelos propostos e mais detalhados. Outros modelos 
são citados na figura 2 e foram propostos à medida que novos estudos mais 
aprofundados sobre mecanismos de ação dos AMPs foram sendo realizados, 
dentre eles, o modelo “poro toroidal desordenado” (Fig. 2D), onde uma menor 
concentração de peptídeo, disposta de forma mais desorganizada, forma o poro 
toroidal; o modelo  “afinamento da espessura da membrana” (Fig. 2E), onde a 
atração de fosfolipídios carregados gera regiões menos espessas e mais 
frágeis na membrana; o modelo “remodelamento da membrana” (Fig. 2F), que 
forma domínios ricos em lipídios aniônicos, circundando os peptídeos. Em 
casos mais específicos, a presença de AMPs pode induzir a formação de 
intermediários de membrana diferentes da dupla camada (Fig. 2G); ou a 
adsorção do peptídeo pode ser aumentada (Fig. 2H) pela presença de lipídeos 
oxidados por espécies intermediárias de oxigênio. No modelo “carreador de 
ânions” (Fig. 2I), os AMPs podem atrair pequenos ânions, fazendo-os 
atravessar a membrana e causando uma perda do potencial eletrostático. Outro 
modelo propõe que a perda do potencial eletrostático pode ocorrer ainda sem 
a atração de íons (Fig. 2J). Por fim, no modelo “eletroporação” (Fig. 2K), os 
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AMPs podem afetar o potencial de membrana com consequente diminuição da 
permeabilidade a várias moléculas (Nguyen et al., 2011). 

 

 
Figura 2: Eventos na membrana plasmática bacteriana após adsorção de AMP. 
Estes eventos não são necessariamente excludentes. A) Modelo “aduela de 
barril”. B) Modelo “carpete”. C) Poro toroidal. D) Poro toroidal desordenado. E) 
Modelo afinador de membrana. F) Acumulador de lipídeos carregados. G) 
Formação de intermediários de membrana. H) Direcionamento a lipídeos 
oxidados. I) Carreador de ânions. J) Despolarização não lítica. K) Modelo 
eletroporação. Adaptado de Nguyen (2011), com modificações. 

 
Vários estudos já mostraram AMPs atuando diretamente sobre a 

membrana da célula-alvo (Gallo et al., 2002; Holm et al., 2005; Prenner et al., 
1999). A carga líquida positiva dos AMPs promove uma ligação preferencial a 
alvos carregados negativamente em bactérias, o que pode explicar a 
seletividade dos AMPs (Hancock e Scott, 2000; Huang, 2006). Os primeiros 
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indícios de que os AMPs têm a membrana como alvo foram o seu amplo 
espectro de atividade e sua rápida velocidade de ação, muitas vezes dentro de 
minutos (in vitro). Além disso, muitos AMPs que foram sintetizados na 
configuração de D-aminoácidos, exibiram as mesmas atividades 
antimicrobianas dos seus peptídeos homólogos nativos (L-aminoácidos) 
(Bessalle et al., 1990; Cho et al., 1998; Wade et al., 1990; Yasin et al., 1996). 
Os resultados com AMPs na conformação D de aminoácidos implica que a ação 
dos AMPs não envolve receptores de proteína específicos; ou seja, a ação é o 
resultado de interação direta com a matriz lipídica das membranas 
(hidrofobicidade, cuja interação não depende de conformação). 
Adicionalmente, tem sido mostrado que não somente a natureza do peptídeo, 
mas também as características da membrana celular, bem como o estado 
metabólico das células alvos, determinam os mecanismos de ação dos AMPs 
(Falla et al., 1996; Gyurko et al., 2000; Liang e Kim, 1999). No entanto, 
mecanismos antimicrobianos alternativos e/ou coexistentes não podem ser 
excluídos neste estágio. Os AMPs podem se ligar a um receptor da membrana, 
levando a uma perda específica de sua função (Hoffmann et al., 1999; Yang et 
al., 1999). E como mencionado acima, ao se translocarem através da 
membrana, essas moléculas podem agir ainda no interior da célula (Lobo et al., 
2007), impedindo a síntese de metabólitos importantes para o microrganismo, 
como a síntese de DNA e RNA ou diminuir a síntese de proteínas (Boman et 
al., 1993; Gennaro et al., 2002; Hancock e Rozek, 2002). Alternativamente, 
alguns AMPs também podem afetar o correto enovelamento de proteínas e a 
atividade de certas enzimas (Jenssen et al., 2006). Um exemplo de mecanismo 
de morte não lítico seria o desempenhando pelo peptídeo PR-39 que mata a 
bactéria sem promover a lise celular, agindo através da inibição da síntese de 
proteínas requeridas para a replicação do DNA (Boman et al., 1993). Por 
atuarem em diferentes compartimentos celulares, esses AMPs tornam-se 
candidatos promissores para o desenvolvimento de drogas importantes no 
combate a patógenos resistentes aos antibióticos convencionais (Lohner, 2003; 
Zasloff, 2002), além de servirem como vetores de entrega de drogas, facilitando 
a passagem para o interior da célula de drogas não permeáveis à membrana 
celular e as entregando em locais específicos para atuação (Pato et al., 2001; 
Pushpanathan et al., 2013). Com o passar dos anos um grande número de 
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AMPs foram sendo descobertos e estudados. Atualmente, já foram isolados e 
identificados 2.712 AMPs, segundo o Antimicrobial peptide database (APD, 
http://aps.unmc.edu/AP/main.php; Wang et al., 2016), sendo eles oriundos de 
organismos de 6 reinos diferentes: 269 de bactérias, 4 de arquea, 8 de protistas, 
13 de fungos, 333 de plantas e 2.036 de animais. Esse banco de dados fornece 
várias informações sobre os AMPs já descobertos e a tabela 1 mostra, por 
exemplo, a classificação desses AMPs de acordo com suas estruturas 
secundárias.  
 
Tabela 1 – Quantidade e classificação dos AMPs de acordo com a 
estrutura, segundo o “Antimicrobial peptide database” 

Estrutura Número de peptídeos* Porcentagem 
α-hélice 386 14,23 
Folha β 103 3,79 

α-hélice/folha β não 
empacotada 3 0,11 

Combinação de α-helix e 
folha β empacotada 101 3,72 

Nem α-hélice nem folha β 17 0,62 
Rico em aminoácidos não 

usuais 91 3,35 
Com ponte dissulfeto 433 15,96 

Estrutura 3D desconhecida 1578 58,18 
* dados obtidos em Maio de 2016 em 
http://aps.unmc.edu/AP/statistic/statistic_structure.php 

 
Embora na literatura haja diferentes formas de classificação estrutural 

dos AMPs (Boman, 2003; Epand and Vogel, 1999; Hancock and Sahl, 2006; Lai 
and Gallo, 2009; Yeaman, 2014; Zasloff, 2002), o site APD, criado e atualizado 
por Wang et al. (2016), tem adotado uma classificação unificada proposta por 
Wang et al. (2010). De acordo com essa classificação os AMPs são divididos 
em quatro principais famílias: Família α, com peptídeos lineares que 
apresentam estruturas em α-hélice (Fig. 3A), família β, com peptídeos 
apresentando ao menos um par de folhas-β (Fig. 3B), família αβ, com peptídeos 
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apresentando em sua estrutura α-hélice e folha-β (Fig. 3C) e família não-αβ, 
com peptídeos que não apresentam nem α-hélice ou folha-β em sua estrutura 
(Fig. 3D), compreendendo estruturas formadas por ligações dissulfeto simples 
ou devido à presença de resíduos de prolinas na estrutura, e estruturas 
estendidas caracterizadas pela predominância de um ou dois resíduos de 
aminoácidos na sequência primária (Rozek et al., 2000).  

 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 3: Classificação das estruturas tridimensionais dos peptídeos 
antimicrobianos em quatro famílias (Wang, 2010). São mostradas as estruturas 
representativas de cada família: (A) estrutura em α-hélice da catelidicina 
humana LL-37 (PDB: 2K6O) (Wang, 2008); (B) estrutura em folha-β do peptídeo 
de planta kalata B1 (PDB: 1JNU) (Saether et al., 1995); (C) estrutura em αβ da 
defensina humana β-defensina-1 (PDB: 1IJV) (Bauer et al., 2001) e (D) 
estrutura não-αβ do peptídeo bovino indolicidina (PDB: 1G89) (Rozek et al., 
2000). Imagens: Zhou e Huang, (2015). 

A B 

  

α  

não-αβ αβ 
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A vantagem dos AMPs como armas de defesa, é que, dada a 

inespecificidade do seu mecanismo e diversidade de AMPs produzidos por um 
único organismo, não é fácil para patógenos microbianos desenvolverem 
mutantes resistentes para vencer a intervenção do peptídeo. Eles também 
apresentam um amplo espectro de atividade antimicrobiana, como 
exemplificado na tabela 2, além de uma baixa toxicidade para as células de 
mamíferos.  
 
Tabela 2 – Quantidade e classificação dos AMPs de acordo com a 
atividade biológica, segundo o “Antimicrobial peptide database” 

Atividade Número de peptídeos*1 *2 Porcentagem 
Antibacteriana 2.255 83,14 

Antiviral 177 6,52 
Antifúngica 988 36,43 

Antiparasítica 84 3,09 
Anticâncer 196 7,22 
Antiprotista 4 0,14 
Inseticida 28 1,03 

Espermicida 12 0,44 
Antibiofilme 21 0,77 

Anti- HIV 109 4,01 
Quimiotática 56 2,06 

Cicatrização de feridas 15 0,55 
Inibidor de protease 22 0,81 

*1: dados obtidos em Maio de 2016 em 
http://aps.unmc.edu/AP/statistic/statistic_structure.php 
*2: Com sobreposição de atividades. 

 
A compreensão de como, quando e onde agem tornou-se então de 

grande interesse, fazendo com que o estudo dessas moléculas possa 
possibilitar o desenvolvimento de novos agentes terapêuticos, especialmente 
no contexto do crescimento a resistência microbiana aos antibióticos 
convencionais (Gallo et al., 2002). O esforço empenhado na pesquisa de AMPs 
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resultou em mais de 100 medicamentos à base de peptídeos disponíveis no 
mercado, com cerca de 500 a 600 candidatos em desenvolvimento de testes 
pré-clínicos (Craik et al., 2013). 

 
1.2 Peptídeos antimicrobianos de plantas 

 
Ao contrário dos animais, as plantas não têm a capacidade de escapar 

do ataque de predadores ou patógenos através do movimento, e com isso 
evoluíram uma impressionante variedade de moléculas de defesa para conferir 
proteção, uma vez que as barreiras físicas sejam ultrapassadas. Durante a 
interação planta-patógeno, as plantas resistem aos patógenos por dois 
mecanismos, sendo o primeiro representado pelas barreiras constitutivas pré-
existentes (aquelas que existem na planta antes da percepção de ataque) e o 
segundo por mecanismos induzidos após a percepção do patógeno (Garcıá-
Olmedo et al., 2001). Estes últimos envolvem reconhecimento de eliciadores 
seguido por transdução de sinais, que regulam a expressão de genes 
relacionados a defesa. Entre estes genes, são encontrados aqueles que 
expressam proteínas e AMPs e seus precursores (Castro e Fontes, 2005; 
Garcıá-Olmedo et al., 2001). Nos últimos anos um grande número de AMPs 
tem sido isolado de plantas, especialmente de sementes, local em que 
podemos encontrá-los em nível elevado quando comparados com as folhas, 
flores e demais órgãos da planta (Broekaert et al., 1997).  

Apesar dos AMPs de plantas serem atribuídos a diferentes classes de 
acordo com suas estruturas específicas, todos compartilham algumas 
características importantes como descrito no terceiro parágrafo do item 
Peptídeos antimicrobianos (Lay e Anderson, 2005). Estes são moléculas 
catiônicas e com uma grande quantidade de resíduos hidrofóbicos (cerca de 30 
%), que as permitem dobrarem-se em uma estrutura anfifílica com regiões 
distintas de aminoácidos hidrofóbicos e carregados positivamente (Hancock e 
Sahl, 2006). Estas propriedades estruturais em conjunto, permitem os AMPs 
interagirem com a membrana dos microrganismos diretamente ou utilizando 
receptores, destruindo assim a permeabilidade membranar e fazendo desta o 
seu principal alvo (Odintsova e Egorov, 2012). 



11  

Uma variedade de classes de AMPs de plantas tem sido discriminada e 
são classificados de acordo com suas sequências de aminoácidos e número 
de cisteínas (6-8 resíduos) formando pontes dissulfeto (3-4 pontes). Elas 
incluem as defensinas, tioninas, proteínas transportadoras de lipídeos (LTPs, 
do inglês Lipid Transfer Proteins), peptídeos do tipo heveína, peptídeos do tipo 
knotinas e peptídeos macrocíclicos. Entretanto, outros tipos moleculares têm 
sido descritos e estes não estão incluídos nas classes acima, sendo específicos 
para algumas espécies de plantas (Garcia-Olmedo, 2001; Odintsova e Egorov, 
2012). Esses incluem as snakinas, com 12 resíduos de cisteínas, isoladas de 
tomate (Berrocal-Lobo et al., 2002; Segura et al., 1999); as seferdinas, 
peptídeos lineares sem resíduos de cisteínas, isolada de raízes de Capsella 
bursa-pastoris (Park et al., 2000); peptídeos Ib-AMPs, com quatro resíduos de 
cisteínas, isolados de sementes de balsamina (Impatiens balsamina) (Tailor et 
al., 1997) e peptídeos MBP1, isolados de sementes milho (Zea mays), com 
quatro resíduos de cisteínas (Duvick et al., 1992). Apesar da diversidade 
estrutural, uma região estrutural comum conservada, chamada de γ-core, foi 
identificada em vários AMPs estudados que apresentam pelo menos duas 
folhas-β. É suposto que o γ-core seja um tipo de AMP ancestral, que foi 
modificado durante a evolução pela adição de diversos elementos estruturais 
(α-hélices e/ou folhas-β) (Yount e Yeaman, 2004).  

Os AMPs de plantas têm um amplo espectro de atividade in vitro, inibindo 
o crescimento de patógenos em concentrações micromolares. O modo de ação 
dos AMPs de planta permanece em grande parte desconhecido e está somente 
começando a ser desvendado. Dentre os principais AMPs de plantas 
estudados, encontramos principalmente as tioninas, as LTPs e as defensinas.  

As tioninas são um grupo de pequenos AMPs (45–47 resíduos), básicos, 
ricos em resíduos de arginina, lisina e cisteína. As tioninas adotam em geral 
uma forma semelhante à letra “L” (Stec, 2006) e sua estrutura consiste de uma 
folha-β seguida por duas α-hélices (hélice-volta-hélice) e uma segunda folha-β 
(Kass et al., 2010). Estes são predominantemente localizadas 
intracelularmente, mas são também encontradas no espaço extracelular, sendo 
relatadas em vários órgãos da planta, tais como sementes, caules e raízes 
(Selitrennikoff, 2001). As duas primeiras tioninas descobertas foram 
identificadas (Balls et al., 1942a,b) e isoladas (Fisher et al., 1968) de gérmen 
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de trigo (Triticum aestivum) e foram nomeadas de α- e β-purotioninas. As 
tioninas apresentam um elevado nível de similaridade de sequência e estrutura, 
além de exibir efeitos tóxicos sobre bactérias, fungos filamentosos e leveduras 
(Castro e Fontes, 2005). Estudos analisando sequências e estruturas 
tridimensional de tioninas têm demonstrado que elas são capazes de atuar 
diretamente nas membranas celulares de patógenos (Hughes et al., 2000). 
Além disso, uma região de ligação ao DNA conservada foi identificada, 
sugerindo que elas podem interagir com o DNA dentro das células de 
microrganismos (Diamond et al., 1996). Adicionalmente também tem sido 
mostrado que a expressão heteróloga de tioninas promove uma proteção 
contra bactérias em muitas espécies de plantas transgênicas, como 
Arabidopsis thaliana (L.) (Epple, 1997), arroz (Oryza sativa L.) (Iwai et al., 2002) 
e tabaco (Nicotiana tabacum L.) (Choi et al., 2008). 

As proteínas transportadoras de lipídeos (Lipid transfer proteins-LTPs) 
são peptídeos catiônicos e são divididas em duas classes, baseado 
principalmente em seu peso molecular. Os membros da família 1, LTP1, 
apresentam aproximadamente 9 kDa, contendo de 90-95 resíduos de 
aminoácidos e a família LTP2 apresenta cerca de 7 kDa, possuindo em média 
70 aminoácidos. Ambas as famílias compartilham algumas características 
como: 8 resíduos de cisteína, presença de quatro pontes de dissulfeto 
intramoleculares e carga líquida positiva em pH fisiológico. Em relação a 
estrutura, as LTP1 apresentam quatro α-hélices e uma região C-terminal longa 
desprovida de estrutura secundária, com exceção de uma α-hélice do tipo 310. 
Para a família LTP2 são três α-hélices e duas hélices de volta simples na região 
C-terminal.  A principal característica estrutural dessas famílias é a presença de 
uma cavidade hidrofóbica, que na LTP1 se apresenta em forma de túnel e na 
LTP2 se apresenta como uma caixa triangular. Estas cavidades possuem a 
capacidade de se ligar e transportar moléculas lipídicas (Carvalho e Gomes, 
2007; Samuel et al., 2002). 

As LTPs da família 1 são conhecidas há mais tempo e também são bem 
estudadas (Kader et al., 1996; Kader, 1975). As LTP1s foram assim 
denominadas devido à habilidade de transferir lipídios entre membranas in vitro 
(Kader, 1975) e entre os lipídeos que são transferidos estão o fosfatidilinositol, 
a fosfatidilcolina e os galactolípidos (Golshani et al., 2015; Kader et al., 1984). 
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Devido a essa habilidade, tem sido levantada a hipótese de que as LTP1s 
atuam no citoplasma regulando a concentração de ácidos graxos intracelulares 
e a biogênese da membrana (Tsuboi et al., 1992), mas estudos mais 
aprofundados demonstraram a existência de um peptídeo de sinal na região N-
terminal que serve para orientar as LTPs para a via secretora da célula onde 
elas são exportadas para o apoplasto (Carvalho e Gomes, 2007). Um grande 
número de LTPs foram localizadas na parede celular (Carvalho et al., 2004; 
Thoma et al., 1993; Tsuboi et al., 1992), mas também já foram encontrados em 
outros compartimentos celulares, como os glioxissomos (Tsuboi et al., 1992) e 
vacúolos (Carvalho et al., 2004, 2001). Além de transportar lipídeos, outros 
papéis têm sido propostos para as LTPs como, por exemplo, a transferência de 
monômeros para a síntese de cutina (Domínguez et al., 2015), resposta ao 
estresse abiótico (Maldonado et al., 2002), β-oxidação (Tsuboi et al., 1992), 
embriogênese somática (Sterk et al., 1991), sinalização de defesa (Maldonado 
et al., 2002) e à proteção das plantas contra fungos, bactérias e vírus (Cammue 
et al., 1995; Safi et al., 2015; Selitrennikoff, 2001). Estudos já demonstraram 
que as LTPs apresentam a capacidade de inibir o crescimento de muitos 
fitopatógenos como Pseudomonas solanacearum, Claribacter michiganensis, 
Fusarium solani, Rhizoctonia solani, Trichoderma viride e Cercospora beticola 
(Carvalho et al., 2001; Kader et al., 1996; Molina et al., 1993; Terras et al., 
1992). A toxicidade das LTPs tem sido relacionada com a capacidade destas 
proteínas de interagir com as membranas das células, promovendo a sua 
permeabilização através da formação de poros, levando ao efluxo de íons 
intracelulares e, por final, a morte celular (Cammue et al., 1995; Selitrennikoff, 
2001).  

As defensinas pertencem a maior e mais estudada família de AMPs e 
está amplamente distribuída, sendo encontradas em bactérias (Gao et al., 
2009), fungos (Mygind et al., 2005), insetos (Yi et al., 2014), aves (Zhang e 
Sunkara, 2014) e mamíferos (Jarczak et al., 2013). Estes peptídeos em plantas 
foram inicialmente caracterizados a partir de grãos de trigo e cevada (Colilla et 
al., 1990; Mendez et al., 1990), sendo primeiramente chamados γ-tioninas por 
se assemelharem às α- e β-tioninas em relação a sua carga básica, tamanho e 
número de resíduos de cisteínas (Broekaert et al., 1995). Entretanto, trabalhos 
posteriores mostraram que as defensinas compartilhavam mais características 
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das suas estruturas primárias e terciárias com defensinas de insetos e 
mamíferos do que com as tioninas ( Bohlmann e Broekaert, 1994; Bruix et al., 
1993; Terras et al., 1995, 1992), fazendo com que essa terminologia fosse 
abandonada. 

Estes peptídeos são moléculas pequenas (~ 5 kDa) possuindo 45 a 54 
resíduos de aminoácidos, básicas e com uma região característica de oito 
resíduos de cisteína formando quatro pontes dissulfeto (Carvalho e Gomes, 
2009; 2011), com exceção de uma única defesina de flores da família 
Solanaceae, a PhD1, que possui cinco pontes dissulfeto (Janssen et al., 2003; 
Lay et al., 2003). A sua estrutura tridimensional globular compreende uma 
cadeia tripla de folhas-β antiparalelas e uma α-hélice, e é estabilizada pelas 
quatro pontes dissulfeto que ligam estes elementos estruturais (Almeida et al., 
2002; Bloch et al., 1998; Fant et al., 1998). O principal elemento estrutural da 
molécula de defensina é o então chamado CSαβ motif (cysteine-stabilized α-
helix β-sheet motif), no qual dois resíduos de cisteínas localizados na α-hélice 
estão conectados a duas cisteínas localizadas na terceira folha β (Thomma et 
al., 2002). Exceto pelos resíduos de cisteínas, as sequências de aminoácidos 
das defensinas são altamente variáveis entre as espécies de plantas (Carvalho 
e Gomes, 2009; 2011).  

A maioria das defensinas de planta foram isoladas a partir de sementes, 
no entanto, elas também já foram encontradas em outras partes da planta, 
como folhas, flores, tubérculos, vagens e frutas. Alguns membros da família são 
induzidas mediante ataque de agentes patogênicos, enquanto outras são 
expressas constitutivamente em tecidos ou órgãos específicos (Carvalho e 
Gomes, 2009; Lay e Anderson, 2005). A primeira defensina antifúngica de 
planta foi identificada em raízes e rizomas de Urtica dioica L. (Broekaert et al., 
1989).  

Estudos in vitro têm revelado uma gama de atividades biológicas para 
as defensinas de plantas, como por exemplo, atividades antivirais e inseticidas 
(López-Meza et al., 2011; Melo et al., 2002). Certas defensinas possuem 
propriedades de inibir enzimas como, por exemplo as α-amilases (Bloch e 
Richardson, 1991; Santos et al., 2010; Pelegrini et al., 2008; Wijaya et al., 
2000). Um estudo com defensinas capazes de inibir proteinases (tripsina) 
permitiu a identificação de resíduos de aminoácidos básicos responsáveis pela 
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inibição (Huang et al., 2008; Melo et al., 2002; Wijaya et al., 2000). A maioria 
das defensinas de planta estudada apresenta atividade antimicrobiana - 
antifúngica e bactericida (Picart et al., 2012; Pitta et al., 2010; Terras et al., 1992; 
Wijaya et al., 2000; Zhu et al., 2007). Um fato que recebe especial atenção é 
que alguns membros da família das defensinas são ativos não apenas sobre 
fungos fitopatógenos, mas também sobre patógenos humanos como Candida 
albicans (Thevissen et al., 2004; Thomma et al., 2003). Além das atividades 
citadas acima também já foram descritas para as defensinas de plantas 
atividade de inibição da síntese de proteína in vitro (Mendez et al., 1990; 1996), 
bloqueio de canais de Ca2+ (Spelbrink et al., 2004) e sódio (Kushmerick et al., 
1998), atividade citotóxica em células tumorais humanas (Anaya-López et al., 
2006; Pelegrini e Franco, 2005; Pitta et al., 2010) e células vegetais em 
particular (Zélicourt et al., 2007; Letousey et al., 2007). 

De acordo com o seu efeito sobre os fungos, as defensinas de planta 
podem ser separadas em dois grupos: as morfogênicas, causando alterações 
morfológicas em fungos, como alongamento das hifas e aumento da sua 
ramificação, e as não-morfogênicas, que apenas inibe o crescimento das hifas 
não levando a danos morfológicos significativos (Broekaert et al., 1995; Osborn 
et al., 1995; Thomma et al., 2002). A atividade antimicrobiana vai depender do 
tipo de defensina e do patógeno em questão. Apesar de já virem sendo 
estudadas há mais de 20 anos e muitos aspectos do mecanismo de ação das 
defensinas serem conhecidos, este ainda não é completamente compreendido. 
Em contraste com as LTPs e as tioninas, as quais não têm a membrana como 
alvo específico, muitas defensinas, como a Dm-AMP1 de dália (Dahlia merckii) 
(Thevissen et al., 2003a; 2000a,b), a Rs-AFP2 de semente de rabanete 
(Raphanus sativus) (Thevissen et al., 2004) e a Psd1 de ervilha (Pisum sativus) 
(Lobo et al., 2007), tem alvos moleculares específico na membrana plasmática 
de fungos. 

Dm-AMP1 possui atividade antifúngica sobre o fungo filamentoso 
Neurospora crassa e a levedura Saccharomyces cerevisiae. Em S. cerevisiae 
tem sido relatado que esfingolipídeos são essenciais para a sensibilidade à Dm-
AMP1 (Thevissen et al., 2000b). Neste estudo, cepas mutantes de S. cerevisiae 
para o gene IPT1, que codifica a enzima (inositolfosfotransferase) necessária 
no passo final na síntese do manosildiinositolfosforilceramida (M(IP)2C), um 
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esfingolipídeo complexo e altamente abundante na membrana de S. cerevisiae 
(van der Rest et al., 1995), foram testadas para a atividade da Dm-AMP1. Este 
mutante se mostrou resistente à defensina Dm-AMP1 (Thevissen et al., 2000a) 
e o gene foi identificado como o determinante da sensibiliadade da S. cerevisiae 
a esta defensina. Estes resultados reforçam a ideia de que este esfingolipídeo 
atue como sítio de ligação para a Dm-AMP1 (Thevissen et al., 2003a). O 
aumento da ligação na presença do esterol fúngico ergosterol também sugere 
o envolvimento de rafts lipídicos na interação da Dm-AMP1 com membranas 
(Thevissen et al., 2003a). 

A defensina Rs-AFP2 não apresenta atividade sobre S. cerevisiae, mas 
é altamente ativa sobre C. albicans e Pichia pastoris (Thevissen et al., 2003b). 
Diferente da S. cerevisiae, estas leveduras apresentam em suas membranas o 
glicosilceramida (GlcCer), um outro tipo de esfingolipídeo (Sakaki et al., 2001), 
e acredita-se que a falta dele em espécies resistentes seja a diferença 
fenotípica entre espécies sensíveis e resistentes (Thevissen et al., 2003b). Da 
mesma forma que para a Dm-AMP1, a sensibilidade à Rs-AFP2 foi estudada 
para o GlcCer. Cepas mutantes de C. albicans e P. pastoris para o gene GCS 
foram resistentes ao peptídeo (Thevissen et al., 2004). Este gene codifica uma 
glicosilceramida sintase (UDP-glicose:ceramida Glicosiltransferase), que está 
envolvida no último passo da biossíntese da glicosilceramida. A interação entre 
a Rs-AFP2 e o GlcCer é independente do conteúdo de esterol da membrana e 
é seletiva para o glicosilceramida de fungos. De forma muito interessante, a 
estrutura dos esfingolipídeos das membranas de mamíferos e plantas são 
diferentes e o glicosilceramida presente nestes não interage com a Rs-PAF2 
(Thevissen et al., 2004). O fato do teor de esterol não ter nenhum papel nesta 
interação mostra que o mecanismo de ação da Rs-AFP2 é diferente da Dm-
AMP1 (Thevissen et al., 2004).  

Ainda não se sabe ao certo se ocorre a internalização das defensinas de 
plantas acima citadas pelas células fúngicas, através de sua interação com os 
esfingolipídeos de membrana com consequente entrada para o interior da 
célula, ou se elas permanecem do lado de fora da célula e modulam processos 
que levam a morte celular via interação com os esfingolipídeos de membrana. 
No entanto, estudo recente mostrou que Rs-PAF2 induz a geração de espécies 
reativas de oxigênio (ROS, do inglês Reactive Oxygen Species) em C. albicans 



17  

e leva as células da levedura à apoptose (Aerts et al., 2007). Esta produção de 
ROS estava ligada a atividade antifúngica da defensina, uma vez que quando 
testada na presença de ácido ascórbico, um sequestrador de ROS, a produção 
de ROS era inibida e a atividade antifúngica evitada. Outro modo de ação foi 
relatado por Lobo e colaboradores (2007) ao mostrar a internalização da 
defensina Psd1 por células do fungo N. crassa e a sua interação com uma 
ciclina F, a qual participa na regulação do ciclo celular do fungo interferindo 
assim com sua progressão normal. Para a defensina NaD1, isolada de flores 
de Nicotiana alata, foi mostrada que a atividade antifúngica sobre o fungo 
Fusarium oxysporum envolve a interação específica com a parede da célula 
fúngica, seguida da permeabilidade da membrana plasmática e da entrada de 
defensina no citoplasma, resultando na morte celular e subsequente 
granulação (van der Weerden et al., 2008; 2010; 2013). Além disso, estudos 
têm mostrado que a defensina MsDEF1 de alfafa (Medicago sativa) bloqueia 
canais de Ca2+ em células de mamífero, e tem sido sugerido que esta defensina 
haja da mesma maneira nas células fúngicas (Spelbrink et al. 2004).  

Defensinas de plantas são candidatos atrativos na busca de novos 
compostos antimicrobianos (Carvalho e Gomes, 2009; Thevissen et al., 2007; 
Thomma et al., 2003). Os estudos têm mostrado a relativa facilidade de 
expressá-las como peptídeos recombinantes em sistemas de expressão 
comum (Medeiros et al., 2010). As defensinas de plantas têm sido também 
utilizadas no desenvolvimento de plantas transgênicas para aumentar a 
resistência à fitopatógenos (Lay e Anderson, 2005). Apesar dos estudos 
apresentados acima, o exato mecanismo pelo qual as defensinas de plantas 
exercem sua atividade antimicrobiana ainda é desconhecido. 

 
1.3 Saccharomyces cerevisiae como organismo modelo 

 
A levedura Saccharomyces cerevisiae é um microrganismo conhecido e 

utilizado pelo homem há muitos anos em diversas áreas, principalmente na 
indústria alimentícia. Esta levedura é um dos organismos modelo mais 
utilizados para estudar outros organismos, interações de proteínas, descobrir 
estrutura e função de proteínas e várias outras abordagens (Hieter, 2008; 
Resnick e Cox, 2000), por se tratar de um organismo não patogênico, de fácil 
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manipulação em laboratório, de rápido crescimento, por permitir que 
sequências exógenas de DNA se integrem no seu genoma por meio de 
recombinação homóloga e por compartilhar semelhanças em diversos 
processos celulares com os demais eucariotos devido ao fato da grande 
variedade de processos intracelulares serem conservados ao longo da 
evolução (Barr, 2003). Tais fatos aliado ao sequenciamento de seu genoma, e 
a facilidade de manipulação genética e a bioquímica bem estabelecida 
elevaram este microrganismo à categoria de excelente modelo para decifrar 
diversas vias biológicas (Bolotin-Fukuhara et al., 2010; Goffeau et al., 1996; 
Suter et al., 2006). Essa levedura apresenta estágios haplóide e diplóide 
bastante estáveis, o que facilita o isolamento de mutações recessivas em 
linhagens haplóides e estudos de complementação podem ser efetuados em 
linhagens diplóides (Sherman, 2002). O genoma inteiramente sequenciado 
permite uma comparação de sequências de genes da mesma com as de 
organismos eucariotos complexos em busca de homólogos funcionais, que 
permitem sua utilização em estudos de análise funcional (Goffeau et al., 1996). 

As possibilidades oferecidas por este organismo são inúmeras, sendo 
uma ferramenta prática para explorar e estudar outros organismos. Por 
exemplo, rápidos avanços no entendimento de muitos processos biológicos 
básicos em C. albicans têm sido feitos como resultado da sua similaridade a 
processos bem estudados em S. cerevisiae. Este organismo é um guia 
indispensável para estudar aspectos da progressão do ciclo celular, transdução 
de sinais, metabolismo, acasalamento e biossíntese de parede celular em C. 
albicans. Muitos genes de C. albicans têm sido identificados e/ou analisados 
usando S. cerevisiae como um “substituto”. Por exemplo, alguns genes de C. 
albicans foram clonados em S. cerevisiae na tentativa de se conferir novas 
propriedades às suas células, como a capacidade de aderência às células 
humanas (Berman e Sudbery, 2002; Fu et al., 1998; Gaur e Klotz, 1997). Dos 
genes clonados, dois agem diretamente codificando proteínas de parede 
celular que são importantes para a adesão em C. albicans, enquanto um 
terceiro afeta a adesão das células de S. cerevisiae através de um mecanismo 
indireto (Berman e Sudbery, 2002). 
  Nos últimos anos esta levedura tem se revelado um bom modelo para 
estudar e decifrar mecanismos moleculares envolvidos em uma variedade de 
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distúrbios neurodegenerativos causados por má enovelamento e deposição de 
proteínas impactando positivamente o entendimento de doenças provocadas 
por príons, doenças de Alzheimer e Huntington, e os mecanismos de agregação 
da proteína tau (Taupatia) (Bharadwaj et al., 2010; Tenreiro e Outeiro, 2010; 
Vanhelmont et al., 2010; Wickner et al., 2010). Adicionalmente, desde a década 
de 80, S. cerevisiae tem sido utilizada para a produção de medicamentos, como 
por exemplo a insulina, hirudina e vacina contra hepatite B. Mais recentemente, 
usando biologia sintética, novas cepas foram desenvolvidas para a produção 
industrial de pequenas moléculas terapêuticas, dentre elas, a hidrocortisona e 
a artemisinina, além da promissora produção de candidatos a vacinas anti-
câncer por células recombinantes de S. cerevisiae (Ardiani et al., 2010). 
Adicionalmente, esta levedura também tem se tornado uma boa ferramenta 
para a identificação de novas drogas e seus alvos (Bidou et al., 2010; Delneri, 
2010). Estes estudos e as contribuições já feitas mostram o quanto este 
microrganismo é útil, potente e versátil. 
 
1.4 Adenanthera pavonina L. 
 

A. pavonina é popularmente chamada de “olho-de-dragão” ou “Carolina” 
e pertence à família Mimosaceae (The International Plant Names Index). Esta 
é uma espécie florestal originária da Ásia, mas foi amplamente introduzida em 
diversas regiões do mundo. No Brasil, foi introduzida há muitos anos e 
encontra-se bastante adaptada e largamente distribuída, sendo utilizada para 
fins ornamentais (sombreamento e arborização de ruas, parques e jardins) e 
na fabricação de móveis e como lenho (TropilabR Inc. exporter). A. pavonina 
tem porte arbóreo, é decídua e possui flores pequenas e amarelas. Seus frutos, 
os legumes, possuem como característica marcante o formato de hélice. Suas 
sementes possuem forma lenticular (de contas) e são muito duras, vermelhas 
e brilhantes, sendo utilizadas na confecção de peças artesanais (Fig. 4) (Rocas, 
2003). Estudos têm mostrado que as sementes cozidas são ricas em óleo e 
proteínas, e podem facilmente ser digeridas por humanos e animais 
domésticos. O óleo produzido por essas sementes é usualmente empregado 
na indústria de lubrificante (Rocas, 2003). Em alguns lugares várias partes 
dessa planta são utilizadas na medicina natural para o tratamento de asma, 
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diarreia, gota, inflamações, reumatismo, tumores e úlceras, e também como um 
tônico (Ara et al., 2013; Burkil, 1994; Kirtikar e Basu, 1981; Watt e Breyer-
Brandwijk, 1962). Para as sementes já foi visto a sua eficácia no tratamento de 
doenças cardiovasculares (Chandra et al., 1982; Yeoh et al., 1984) e atividades 
anti-inflamatória (Ara et al., 2010a), analgésica (Ara et al., 2010b), 
antibacteriana (Jayasinghe et al., 2006), antifúngica (Ara et al., 2010b), 
antioxidante (Ara et al., 2010b), citotóxica (Rodrigo et al., 2007) e redução da 
pressão arterial (Adedapo et al., 2009) in vitro por extratos de A. pavonina foram 
descritas. 

Nosso grupo previamente identificou nas sementes de A. pavonina uma 
defensina a qual foi chamada de ApDef1 (do inglês A. pavonina Defensin one) 
(Soares et al., 2012). Neste estudo foi visto que 80 μg/mL da fração H11, que 
continha a defensina, inibia o crescimento de células de C. albicans e S. 
cerevisiae por aproximadamente 42% e 83%, respectivamente, após 36 h de 
incubação, e também que o efeito de inibição desta fração era fungicida para 
S. cerevisiae e fungistático para C. albicans (Soares et al., 2012). A 
identificação e caracterização da ApDef1 nos permitiu aprofundar mais os 
estudos sobre esta defensina e posteriormente foi confirmado sua forte 
atividade antifúngica sobre células de S. cerevisiae, apresentando um MIC de 
40 μg/mL. Além disso, estudo adicional mostrou que 18 h de tratamento com a 
ApDef1 eram suficientes para causar a morte de toda a população de células 
utilizadas no ensaio de inibição do crescimento (Soares, 2012). Neste trabalho, 
nós investigamos os mecanismos que estão envolvidos na interação ApDef1-S. 
cerevisiae e que são responsáveis pela morte celular da levedura causada pela 
defensina.  
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Figura 4: Imagens mostrando os aspectos morfológicos de Adenanthera 
pavonina. Planta adulta (A) e alguns de seus órgãos: sementes (B e C) e fruto 
(D). Fonte: A e D: http://www.botany.hawaii.edu. B: 
http://robertoitz.blogspot.com.br. C: Foto tirada no laboratório por André de 
Oliveira Carvalho.  



22  

2 OBJETIVOS 
 
2.1 Objetivo geral 
 

Estudar o mecanismo de ação da defensina de sementes de 
Adenanthera pavonina, ApDef1, sobre células de Saccharomyces cerevisiae. 

 
2.2 Objetivos específicos 
 
1) Isolar e acumular a defensina ApDef1 a partir de sementes de A. pavonina; 
2) Verificar a dependência do ciclo celular de S. cerevisiae para a atividade 
antifúngica da ApDef1; 
3) Verificar a capacidade de ligação ao DNA da ApDef1; 
4) Analisar a influência do potencial de membrana sobre a atividade antifúngica 
da ApDef1; 
5) Analisar a influência da temperatura sobre a atividade antifúngica da ApDef1; 
6) Verificar a produção de espécies reativas de oxigênio (ROS) pelas células 
de S. cerevisiae após tratamento com a ApDef1 e o seu envolvimento na morte 
das células; 
7) Verificar a integridade da membrana das células de S. cerevisiae após 
tratamento com ApDef1; 
8) Analisar as possíveis alterações ultraestruturais nas células de S. cerevisiae 
após tratamento com ApDef1; 
9) Verificar a indução de eventos de apoptose, como condensação de 
cromatina e ativação de caspases após tratamento com ApDef1 e o papel 
destes na morte das células de S. cerevisiae.  
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3 MATERIAL E MÉTODOS 
 
3.1 Materiais biológicos  
 

As sementes de Adenanthera pavonina L foram coletadas na região 
central de Campos dos Goytacazes, município localizado no norte do estado 
do Rio de Janeiro, BR, e foram mantidas em frascos fechados à temperatura 
ambiente. A levedura Saccharomyces cerevisiae (1038) foi mantida em ágar 
Sabouraud (peptona 10 g/L, glicose 20 g/L e agar 17 g/L, Merck Millipore) a 30 
°C e repicada para um novo meio trimestralmente. 

 
3.2 Obtenção da defensina ApDef1 
 
3.2.1 Preparo da farinha de sementes 

 
Sementes de A. pavonina sem tegumento foram trituradas em 

processador de alimentos até a obtenção de uma farinha de fina granulação. A 
farinha obtida foi armazenada em temperatura ambiente ao abrigo da luz e 
umidade até a extração.  

 
3.2.2 Extração protéica e fracionamento com sulfato de amônio 

 
As proteínas da farinha de sementes de A. pavonina foram extraídas em 

tampão fosfato (Na2HPO4 10 mM, NaH2PO4 15 mM, KCl 100 mM e EDTA 1,5%) 
pH 5,4 na proporção 1:10 (farinha:tampão), deixado sob agitação constante por 
3 h a 4 °C. O homogeneizado resultante foi submetido a centrifugação a 15.000 
x g por 30 min sendo o precipitado descartado e ao sobrenadante adicionado 
sulfato de amônio a 90% de saturação. Esta solução foi mantida por 16 h a 4 
°C. Após este processo, o material foi novamente submetido a centrifugação 
(15.000 x g por 30 min) e o precipitado resultante foi ressuspenso em 10 ml de 
água destilada e aquecido a 80 °C por 15 min e em seguida submetido a uma 
última centrifugação (10.000 x g por 10 min). O precipitado foi descartado e o 
sobrenadante dialisado (Tubo de diálise benzoilado 32 mm, Sigma-Aldrich) por 
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3 dias em um volume de 4 L de água destilada com três trocas diárias e então 
chamada de fração F/0-90 e utilizada no processo de purificação e isolamento 
da ApDef1 (Terras et al., 1993 com modificações) (Esquema 1). 

 
3.2.3 Cromatografia de troca iônica em DEAE - Sepharose  

 
A coluna contendo a resina DEAE-Sepharose (GE HealthCare) foi 

empacotada a um fluxo constante de 90 mL/h, e para a sua ativação, esta foi 
lavada (sempre com o volume duas vezes maior que o volume da resina) 
sequencialmente com água destilada, NaOH 0,1 M, água destilada, HCl 0,1 M, 
água destilada e, por fim, equilibrada com tampão Tris-HCl 0,1 M, pH 8,0 
(tampão de equilíbrio da coluna).  

A amostra aplicada na coluna foi preparada da seguinte forma: 4 mL de 
tampão Tris-HCl 1 M, pH 8,0, foram adicionados a 36 mL da amostra (F/0-90). 
Esta solução foi centrifugada a 16.000 x g por 3 min à temperatura ambiente, e 
o sobrenadante aplicado na coluna. Foram coletadas frações de 3 ml a um fluxo 
constante 90 mL/h. A amostra foi eluída inicialmente com o tampão de equilíbrio 
da coluna e, posteriormente, com o tampão de equilíbrio acrescido de NaCl 1 
M. As absorvâncias das frações foram lidas em espectrofotômetro (LGS53, BEL 
Photonics) a 220 nm. A fração básica proveniente desta cromatografia foi 
concentrada por liofilização (FreeZone 4.5, Labconco) (Soares et al., 2012). 
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                                        HOMOGENEIZADO 
 
 
 
         Sedimento                                Sobrenadante 

                                                                              
                                                        
                     
 

                                 
                                Precipitado                                     Sobrenadante 

 
    redissolvido em água destilada 
                                 
      aquecido por 15 min a 80 ºC 
                                       
  
 

    Precipitado                                    Sobrenadante 
                                                                             
                                                         Diálise 
                                                                                               
                                                         F/0-90  
 
 
 
 

 
 
Esquema 1: Representação esquemática das etapas utilizadas para a extração 
proteica da farinha de cotilédones de A. pavonina seguida por etapas de 
purificação parcial para a obtenção da fração F/0-90 (Soares, 2012).  

- centrifugação (10.000 x g por 10 min) 

- adicionado sulfato de amônio a 
90% de saturação  - 16 h a 4 C 
- centrifugação (15.000 x g - 30 min) 

- centrifugação (15.000 x g por 30 min)  
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3.2.4 Purificação ApDef1 através cromatografia de fase reversa em 
sistema HPLC 

 
Foram realizadas duas etapas cromatográficas de fase reversa para a 

purificação da ApDef1. A primeira etapa envolveu uma coluna de fase reversa 
C18 (Shim-pak VP-ODS, 250 x 4,6 mm, Shimadzu) acoplada a uma pré-coluna 
C8 (Pelliguard, 20 x 4,6 mm, Sigma-Aldrich), equilibrada com TFA 0,1% (Sigma-
Aldrich). A fração básica (D1) obtida da F/0-90 na cromatografia em coluna 
DEAE-Sepharose e liofilizada foi solubilizada em 0,1 % de TFA, sendo 5 mL 
desta mistura injetada na coluna. A cromatografia foi desenvolvida utilizando-
se um fluxo de 0,5 mL/min à temperatura de 37 °C em sistema HPLC 
(Prominence, DGU-20A5, LC-20AT, CBM-20A, SPD-M20A, CTO-20A, 
Shimadzu). Para eluição das proteínas da coluna foi utilizado um gradiente de 
2-propanol (Merck) de 0 a 50%. Inicialmente a coluna foi lavada com TFA 0,1% 
em água ultrapura (solvente A) por 7 min e em seguida foi formado um gradiente 
através da mistura do solvente A e 100% de 2-propanol em TFA 0,1% (solvente 
B) da seguinte forma: 0 a 42% do solvente B por 57 min, 42 a 50% do solvente 
B por 3 min, 50 a 0% do solvente B por 1 min e 0% do solvente B por 13 min. 
Durante esse período, a corrida é acompanhada por um detector do tipo DD, 
sendo as absorbâncias acompanhadas a 220 e 280 nm e os picos de interesse 
coletados com auxílio de tubos de vidro de 2 mL, sendo posteriormente 
concentrados por liofilização. 

A segunda etapa também foi feita na mesma coluna e sistema HPLC 
citados acima e também nas mesmas condições. Das frações obtidas na 
segunda etapa cromatográfica, a fração H11 foi utilizada para a purificação da 
ApDef1. A fração foi ressuspendida em 500 µl TFA 0,1% e aplicada na coluna. 
O fluxo do solvente foi de 0,6 ml/min e a temperatura de 37 °C e o seguinte 
gradiente de 2-propanol foi utilizado: 100% do solvente A (TFA 0,1%) por 5 min, 
0 a 17% do solvente B (2-propanol 100% e TFA 0,1%) por 10 min, 22% do 
solvente B for 45 min e 0% do solvente B por 10 min. Os picos foram coletados 
como descrito acima. 
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3.3 Quantificação de proteínas 
 

As determinações quantitativas de proteínas foram feitas pelo método 
do ácido bicinconínico (metodologia descrita pelo fabricante, Sigma-Aldrich) 
sendo a albumina da clara de ovo e/ou lisozima (Sigma-Aldrich) utilizadas como 
padrão. 

 
3.4 Eletroforese em gel de Tricina na presença de SDS 

 
O processo de purificação foi monitorado por eletroforese em gel de 

tricina segundo a metodologia descrita por Schägger e Von Jagow (1987). 
Foram usadas placas de vidro de 8 x 10 cm e 7 x 10 cm e espaçadores de 0,75 
mm. 

 
3.4.1 Preparo das amostras e condições de corrida 

 
As frações proteicas obtidas nos diferentes processos cromatográficos 

(aproximadamente 10 µg de proteína de acordo com a dosagem) foram 
ressuspensas em tampão de amostra (Tris 0,125 M, SDS 2,5 %, azul de 
bromofenol 0,25% e sacarose 15%) e adicionado β-mercaptoetanol 
(concentração final de 5%). As amostras foram aquecidas a 100 ºC por 5 min e 
posteriormente centrifugadas a 16.000 x g por 3 min. Após esse procedimento, 
as amostras foram aplicadas no gel concentração e submetidas à eletroforese 
sob condições desnaturantes. Foram usados os seguintes marcadores de 
massa molecular (SDS-17S, Sigma-Aldrich): mioglobina (16.950 Da), 
mioglobina I + II (14.400 Da), mioglobina I + III (10.600 Da), mioglobina I (8.160 
Da), mioglobina II (6.200 Da), glucagon (3.400 Da) e mioglobina III (2.500 Da). 
A corrida foi feita a uma voltagem constante de 20 V por um período de 
aproximadamente de 16 h.  

 
3.4.2 Coloração e descoloração do gel  

 
Após o término da corrida, o gel foi cuidadosamente retirado das placas 

de vidro e colocado em uma solução corante de Coomassie Blue R (0,05%) por 
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2 h. Após esse período, o gel foi transferido para uma solução descorante 
(ácido acético 10% e metanol 30% em água destilada) e mantido até a 
visualização das bandas de proteína. 

 
3.5 Verificação da relação entre o ciclo celular de S. cerevisiae e a 
atividade antifúngica da ApDef1 
 
3.5.1 Obtenção das células de S. cerevisiae 

 
Inóculos das células da levedura S. cerevisiae foram retiradas de uma 

placa de Petri que possuía colônias já estabelecidas e colocadas para crescer 
em uma nova placa contendo meio sólido Sabouraud, por um período de 24 h 
a 30 °C. Após o crescimento, um inóculo foi transferido para um tubo de 
centrífuga de 50 mL contendo 10 mL de meio líquido Sabouraud e incubado por 
16 h a 30 °C sob agitação constante a 250 rpm. Após esse período as células 
foram quantificadas em câmara de Neubauer através de microscópio óptico 
(Axioplan.A2, Zeiss) e utilizadas nos ensaios. 

 
3.5.2 Sincronização do ciclo celular utilizando hidroxiuréia 

 
Após a quantificação, 106 células/ml foram transferidas para 5 mL de 

meio líquido Sabouraud ao qual foi adicionado 500 mM de hidroxiuréia (HU) 
(Sigma-Aldrich) para a sincronização das células na fase G1/S (Elford, 1968). 
Como controle, um segundo tubo sem adição de HU também foi feito. Os tubos 
foram mantidos sob agitação constante a 250 rpm, a 30 °C por 4 h e em seguida 
tanto as células do controle quanto as tratadas com HU foram lavadas 3 vezes 
em meio líquido Sabouraud e quantificadas. 

 
3.5.3 Viabilidade das células sincronizadas após tratamento com a 
ApDef1  

 
Após nova quantificação do controle e das células sincronizadas com 

HU, um ensaio de inibição do crescimento e a análise da viabilidade celular 
foram realizadas segundo as metodologias adaptadas de Broekaert et al. 
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(1990) e Vermelho (2006). Em placa de cultura de células de 96 poços, 4.000 
células/ml de cada condição (células sincronizadas e não sincronizadas) foram 
adicionadas a 100 µL de meio líquido Sabouraud contendo 7,8 µM da ApDef1 
(concentração do MIC descrita em Soares, 2012). As células foram incubadas 
a 30 ºC durante 3 h e em seguida todo o volume dos poços foi ressuspenso e 
plaqueado sobre placas de Petri contendo meio sólido Sabouraud e estas 
mantidas em estufa a 30 °C por 48 h. Após esse período, as colônias crescidas 
foram contadas e as placas fotografadas. O ensaio foi realizado em triplicata. 

 
3.6 Análise da capacidade de ligação da ApDef1 ao DNA de S. 
cerevisiae 

 
3.6.1 Extração de DNA de S. cerevisiae 

 
Células da levedura S.cerevisiae foram crescidas em placas de Petri, 

contendo meio sólido Sabouraud por 24 h, a 30 °C. Após este período, as 
células foram retiradas do meio de cultura, com auxílio de um alça de platina e 
submetidas a maceração com nitrogênio líquido. A amostra foi submetida à 
extração de DNA de acordo com o manual de utilização do kit “DNeasy Plant 
mini kit” (Qiagen). O DNA resultante da extração foi dosado no Nanodrop 2000 
(Applied Biosystems) e utilizado no ensaio de mobilidade eletroforética. 

 
3.6.2 Preparo da reação de ligação 

 
O DNA de S. cerevisiae (100 ng) foi incubado com 7,8 µM da ApDef1 em 

20 µL tampão ligação (glicerol 5%, Tris-HCl 10 mM (pH 8,0), EDTA 1 mM, 
ditiotreitol 1 mM, KCl 20 mM e BSA 50 µg/ml) e a reação foi incubada durante 
30 min a 30 °C. Como controles foram utilizados DNA incubado com a água 
ultrapura (controle negativo) e DNA incubado com 100 µg/mL de poli-L-lisina 
(Sigma-Aldrich) (controle positivo), que tem capacidade de interagir com o 
DNA. 
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3.6.3 Preparo do gel de agarose 
 
Um gel de agarose 0,8% foi preparado adicionando 0,4 g de agarose 

(Pronadisa) a 50 ml de tampão TAE (Tris 40 mM, ácido acético 20 mM, EDTA 1 
mM). A agarose foi fundida a alta temperatura com atenção para que a solução 
não entrasse em fervura, resfriada e então adicionado 3,5 µL do corante 
GelRed (Biotium). O gel foi homogeneizado e vertido sobre uma forma, 
aguardando até a completa solidificação para a sua utilização. 

 
3.6.4 Mobilidade eletroforética do DNA na presença da ApDef1 

 
As amostras foram preparadas misturando-se os 20 µL das reações a 4 

µl do tampão de amostra 6X DNA Loading (Tris-HCl 10 mM (pH 7,6), azul de 
bromofenol 0,03%, xileno cianol FF 0,03%, glicerol 60%, EDTA 60 mM, Thermo 
Scientific). As amostras foram homogeneizadas e todo o volume foi aplicado no 
gel. A corrida foi feita a uma voltagem de 4 V/cm2 de gel e a imagem do gel 
após a corrida foi adquirida no ImageQuant LAS 500 (GE Healthcare). Os 
procedimentos foram realizados como descrito por Park et al. (1998). 

 
3.7 Verificação da interferência do potencial de membrana sobre o 
efeito antifúngico da ApDef1 
 
3.7.1 Obtenção das células de S. cerevisiae 

 
A obtenção das células de S. cerevisiae foi realizada como descrito na 

seção 3.5.1. 
 

3.7.2 Análise da influência do potencial de membrana sobre a atividade 
antifúngica da ApDef1 

  
Após quantificação, em uma placa de cultura de 96 poços, 4.000 

células/ml foram incubadas em 100 µl de meio líquido Sabouraud contendo 30 
µM de carbonilcianida m-clorofenilhidrazona (CCCP) (Sigma-Aldrich), um 
agente despolarizante (Falla et al., 1996), durante 1 h 30 min a 30 °C. Ao 
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término desse período foram adicionados 7,8 µM da ApDef1 e o ensaio 
continuou por 18 h. Células sem tratamento e células tratadas apenas CCCP 
foram utilizadas como controles. No final do ensaio, as células controle tratadas 
com o CCCP foram ressupensas contadas e diluídas (106 vezes) e plaqueadas. 
A mesma diluição foi feita para o controle não tratado com CCCP e para o teste 
tratado com CCCP e ApDef1. As células foram plaqueadas em meio sólido 
Sabouraud e as placas foram incubadas em estufa a 30 ºC por 48 h. Após esse 
período as colônias foram contadas e as placas fotografadas. Este experimento 
foi realizado em triplicata. 

 
3.8 Efeito da temperatura na atividade da ApDef1 sobre S. cerevisiae 
 
3.8.1 Obtenção das células de S. cerevisiae 

 
A obtenção das células de S. cerevisiae foi realizada como descrito na 

seção 3.5.1. 
 

3.8.2 Viabilidade das células tratadas com ApDef1 a 4 °C 
 
Em placa de cultura de células de 96 poços, 4.000 células/mL foram 

adicionadas a 100 µl de meio líquido Sabouraud contendo 7,8 µM da ApDef1. A 
placa foi incubada por 18 h a 4 °C. Um controle foi feito como mesmo tempo de 
incubação, mas em estufa a 30 °C. Após este período, as células no poço foram 
ressuspendidas e todo o volume do ensaio foi plaqueado em meio sólido 
Sabouraud. As placas foram incubadas em estufa a 30 °C por 36 h e em 
seguida fotografadas. Este ensaio foi realizado em triplicata. 

 
3.9 Ensaio para a verificação da produção de H2O2 em S. cerevisiae  
 
3.9.1 Obtenção das células de S. cerevisiae 

 
A obtenção das células de S. cerevisiae foi realizada como descrito na 

seção 3.5.1. 



32  

3.9.2 Preparo da solução DAB 
 
A solução foi preparada como descrito por Thordal-Christensen et al. 

(1997) com modificações. Foi pesado 1 mg de DAB (3,3'-diaminobenzidina) 
(Sigma-Aldrich) e dissolvido em 1 mL água pH 5, ajustada com HCL (Vetec). A 
solução foi deixada sob vigorosa agitação ao abrigo da luz por 2 h e logo após 
foi filtrada (Millex-GV 0.22 μm, Merck Millipore). 

 
3.9.3 Detecção da produção de H2O2 por microscopia óptica 

 
Uma concentração de 40.000 células/mL foi transferida para uma placa 

de 96 poços contendo 90 µL de meio líquido Sabouraud contendo 7,8 µM da 
ApDef1 e 10 µL da solução de DAB preparada logo antes do uso. Uma 
concentração mais elevada de células foi utilizada neste ensaio para permitir a 
sua visualização por microscopia. A placa foi incubada por 3 h a 30 °C e em 
seguida as células foram analisadas por microscopia óptica (Axioplan.A2, 
Zeiss) sendo as imagens capturadas através do software AxionVision LE 
(versão 4.8.2, Zeiss) e da câmera axio Can MR5 (Zeiss). Células tratadas com 
200 mM de ácido acético foram utilizados como controle positivo para mostrar 
a indução na produção de H2O2 e células não tratadas foram utilizadas como 
controle para a produção basal de H2O2. Este experimento foi repetido duas 
vezes. 

 
3.9.4 Verificação da atividade antifúngica da ApDef1 na presença de 
agente antioxidante 

 
3.9.5 Obtenção das células de S. cerevisiae 

 
A obtenção das células de S. cerevisiae foi realizada como descrito na 

seção 3.5.1. 
 

3.9.6 Análise da viabilidade das células tratadas com a ApDef1 na 
presença de ácido ascórbico 
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Em placa de cultura de células de 96 poços, 4.000 células/mL foram 
transferidas para 100 µL de meio líquido Sabouraud contendo 7,8 µM da ApDef1 
e 100 mM do antioxidante ácido ascórbico (Sigma-Aldrich) (solução estoque de 
1 M em água previamente esterilizada por filtragem (Millex-GV 0.22 μm, Merck 
Millipore). Nos tempos de 3, 9 e 18 h de incubação a 30 °C, todo o volume do 
poço foi ressuspendido e espalhado sobre placas de Petri contendo meio sólido 
Sabouraud. As placas foram incubadas por períodos de 36- 48 h a 30 °C e após 
esse período foram fotografadas. Células crescidas na presença de 100 mM de 
ácido ascórbico em meio líquido ou apenas em meio líquido foram utilizadas 
como controles. O experimento foi realizado em triplicata.  

 
3.10 Permeabilização da membrana plasmática da levedura S. cerevisiae 
 
3.11 Obtenção das células de S. cerevisiae 

 
A obtenção das células de S. cerevisiae foi realizada como descrito na 

seção 3.5.1. 
 

3.11.1 Ensaio para verificação da permeabilização de membranas 
 
A permeabilização da membrana de células da levedura S. cerevisiae 

induzida após tratamento com defensina ApDef1 foi avaliada através da 
utilização do corante fluorescente Sytox Green (Molecular Probes), segundo 
metodologia descrita por Thevissen et al. (1999), com algumas modificações. 
Uma concentração de 40.000 células/mL foi transferida para uma placa de 96 
poços e incubada com 100 µL de meio líquido Sabouraud contendo 7,8 µM da 
ApDef1 durante 5, 10, 15, 30 min e 1 h a 30 °C. Uma concentração mais elevada 
de células foi utilizada neste ensaio para permitir a sua visualização por 
microscopia. O corante Sytox Green (0,5 µM concentração final em dimetil 
sulfóxido (DMSO) (Sigma-Aldrich)) foi adicionado 5 min antes do tempo de 
conclusão da incubação e a placa foi protegida da luz. As células foram, então, 
montadas em lâminas de microscópio e visualizadas em um microscópio de 
fluorescência (Axioplan.A2, Zeiss) equipado com um conjunto de filtros 
(excitação a 450-490 nm; emissão 500 nm). A permeabilização basal da 
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membrana das células não tratadas com a ApDef1 foi utilizada como controle. 
Todas as imagens de fluorescência foram obtidas com o mesmo tempo de 
exposição (versão 4.8.2 AxionVision LE (Zeiss) com axio Can MR5 (Zeiss). A 
porcentagem de células permeabilizadas foi calculada com base no número 
total de células vistas em contraste de interferência diferencial (DIC) e em 
fluorescência, em campos aleatórios para cada amostra e assumindo o número 
total de células de cada amostra no campo claro como 100%. 

Este ensaio foi repetido na presença de 100 mM de ácido ascórbico, mas 
apenas com o período de incubação com a ApDef1 de 1 h. Ambos os ensaios 
foram feitos em 2 repetições. 

 
3.12 Análises das células de S. cerevisiae tratadas com ApDef1 por 
microscopias 
 
3.12.1 Obtenção das células de S. cerevisiae 

 
A obtenção das células de S. cerevisiae foi realizada como descrito na 

seção 3.5.1. 
 

3.12.2 Microscopia óptica 
 
Uma concentração de 40.000 células/mL foi transferida para uma placa 

de 96 poços e incubada com 100 µL de meio líquido Sabouraud contendo 7,8 
µM da ApDef1 durante 18 h a 30 °C. Para a marcação do núcleo, após o tempo 
de incubação, as células foram lavadas com tampão fosfato de sódio (PBS), 
incubadas com 1 µg/mL de DAPI (4',6-diamidino-2-fenilindol, Sigma-Aldrich) em 
PBS durante 10 min, lavado três vezes com PBS e então visualizadas com um 
microscópio DIC (axio Imager.A2, Zeiss) equipado com filtros de fluorescência 
(excitação 365 nm; emissão de 397 nm) de acordo com a metodologia descrita 
por Madeo et al. (1997). Todas as imagens de fluorescência foram obtidas com 
o mesmo tempo de exposição (versão 4.8.2 AxionVision LE (Zeiss) com axio 
Can MR5 (Zeiss)). Um controle com células aquecida a 100 °C durante 5 min 
foi feito.  



35  

3.12.3 Microscopia eletrônica de transmissão  
 
Células de S. cerevisiae cultivadas durante 18 h em meio líquido 

Sabouraud na presença ou ausência de 7,8 µM de ApDef1, conforme descrito 
para a microscopia óptica, foram submetidas a análise ultraestrutural por 
microscopia eletrônica de transmissão (MET). As células após o ensaio foram 
fixadas durante 30 min à temperatura ambiente em uma solução contendo 2,5% 
de glutaraldeído (v/v) e 4% paraformaldeído em 100 mM de tampão (v/v) fosfato 
de sódio, pH 7,2. Após a fixação, as células foram lavadas em tampão fosfato 
de sódio, pós-fixadas em 1% (m/V) de tetróxido de ósmio em 100 mM de 
tampão fosfato, pH 7,2, durante 30 min à temperatura ambiente e novamente 
lavadas em tampão fosfato. As células foram desidratadas em uma série 
crescente de acetona (30%, 50%, 70%, 90% e 100% (v/v)) e embebidas em 
resina Epon (Polybeded). Cortes ultrafinos (0,1 µm) foram colocadas em grades 
de cobre e coradas com acetato de uranila durante 10 min, seguido por citrato 
de chumbo durante 5 min e secas à temperatura ambiente. Em seguida foram 
observadas com um microscópio eletrônico de transmissão ZEISS 900 
operando a 80 kV. 

 
3.13 Detecção de atividade de caspase em células de S. cerevisiae 
tratadas com a ApDef1 
 
3.13.1 Obtenção das células de S. cerevisiae 

 
A obtenção das células de S. cerevisiae foi realizada como descrito na 

seção 3.5.1. 
 

3.13.2 Detecção de atividade caspase 
 
A detecção de caspase ativa foi realizada utilizando o marcador In Situ 

CaspACE FITC-VAD-FMK (Promega), como descrito no manual do fabricante. 
Este marcador é um análogo fluorescente do inibidor de caspase Z-VAD-FMK 
(carbobenzoxy-valyl-alanyl-aspartyl-[O-methyl]-fluoromethylketone), que entra 
na célula e irreversivelmente se liga à caspases ativadas. Neste ensaio, 40.000 
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células/mL foram tratadas com 7,8 µM da ApDef1 em 100 µL de meio líquido 
durante 30 min, 3, 9 e 18 horas e em seguida, lavadas uma vez em 1 mL de 
PBS, centrifugadas e ressuspendidas em 50 µL da solução de marcação 
contendo 50 µM do CaspACE FITC-VAD-FMK. Após incubação durante 20 min 
a 30 °C, as células foram lavadas em 1 mL de PBS, ressuspendidas em 10 µL 
de PBS e observadas por microscopia de fluorescência, tal como descrito na 
seção 3.11.1. O experimento foi repetido 3 vezes. 

 
3.13.3 Inibição da atividade de caspase 

 
Uma concentração de 4.000 células/mL foi incubada durante 2 h com 7,8 

µM da ApDef1 e após esse período foram adicionados 50 µM do inibidor de 
caspase Z-VAD-FMK (que se liga irreversivelmente ao sítio catalítico das 
caspases inibindo a indução de apoptose) foi adicionado e a incubação 
continuou por mais 18 h. Após este período, as células foram ressuspendidas 
e espalhadas sobre placas de Petri contendo meio sólido Sabouraud e estas 
foram incubadas por 48 h a 30 °C e então fotografadas. Foram feitos outros 
três testes para análise comparativa: (1) apenas células em meio líquido 
Sabouraud (controle), (2) células tratadas com a ApDef1 e (3) células na 
presença do inibidor Z-VAD-FMK. Este experimento foi repetido duas vezes. 

 
4 RESULTADOS 
 
4.1 Purificação e isolamento da defensina ApDef1 de sementes de A. 
pavonina  
 

Todo o processo de purificação e isolamento da defensina ApDef1 foi 
descrito por Soares et al. (2012). A obtenção da ApDef1 iniciou primeiramente 
através de uma cromatografia de troca iônica da fração F/0-90 em DEAE-
Sepharose onde foram obtidos os picos D1 e D2 (Fig. 5). Em seguida o pico D1 
foi submetido à cromatografia de fase reversa em sistema HPLC, a qual deu 
origem a 22 novas frações como mostrado na figura 6. A fração H11 que 
apresenta uma banda em torno de 7 kDa (Fig. 7) foi utilizada na quarta etapa 
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de purificação feita também em cromatografia de fase reversa, sendo então 
obtida a ApDef1 (Fig. 8).  

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
Figura 5: (A) Cromatograma da fração F/0-90 em coluna de DEAE-Sepharose. 
D1, pico não retido e eluído com o tampão de equilíbrio da coluna (Tris-HCl 0,1 
M, pH 8,0) e D2, pico retido e eluído com o tampão de equilíbrio da coluna 
contendo NaCl 1 M. (B) Visualização eletroforética em gel de Tricina na 
presença de SDS das frações F/0-90, D1 e D2. F/0-90, fração obtida a 0-90% 
de saturação com sulfato de amônio; D1, pico não retido em coluna DEAE-
Sepharose; D2, pico retido em coluna DEAE-Sepharose; M, Marcador com 
massa molecular indicada em kDa.
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Figura 6: Cromatograma do pico D1 obtido da cromatografia de fase reversa em coluna C18 em sistema HPLC. A amostra deu 
origem a 23 novas frações, sendo uma não retida e 22 retidas e eluídas em gradiente de propanol. A linha obliqua mostra o 
desenvolvimento do gradiente de propanol. O padrão de eluição dos peptídeos foi monitorado a 220 nm.
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Figura 7: (A), (B) e (C) Visualização eletroforética dos 22 picos retidos após a 
cromatografia de fase reversa em coluna C18 em gel de tricina na presença de 
SDS. A seta indica a banda correspondente da defensina ApDef1 na fração H11. 
M, marcador de massa molecular indicada em kDa.  
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Figura 8: (A) Cromatograma obtido da fração H11 em coluna de fase reversa C18 
em sistema HPLC. A amostra foi eluída utilizando-se um gradiente de propanol 
a um fluxo de 0,6 ml/min. A linha oblíqua mostra o desenvolvimento do gradiente 
de propanol. O padrão de eluição dos peptídeos foi monitorado a 220 nm. (B) 
Visualização eletroforética dos 3 picos oriundos da terceira etapa de purificação 
por cromatografia de fase reversa em coluna C18, por eletroforese em gel de 
tricina. Os picos P1, P2 e P3, foram eluídos com um gradiente de propanol. O 
pico P2 contém uma única banda que corresponde a ApDef1. M, marcador de 
massa molecular com a massa indicada em kDa.  
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4.2 Análise da relação do ciclo celular sobre o efeito inibitório da ApDef1 
 
Em estudo anterior realizado por Soares (2012), foi visto que a defensina 

ApDef1, quando utilizada na concentração da MIC, 7,8 µM, promove a morte das 
células de S. cerevisiae de forma gradual. A medida que avançava o tempo de 
incubação com a ApDef1, uma população de células perdia a viabilidade, 
necessitando de 18 h para que toda a população das células tratadas morresse 
(Anexo 1). Para analisar a possível relação do ciclo celular da S. cerevisiae 
nesse processo de morte induzido pela Apdef1, células da levedura foram 
sincronizadas com 500 mM de HU e então incubadas com a ApDef1 durante 3 h.  

Analisando a figura 9 (A e B) podemos notar que o tratamento das células 
sincronizadas com ApDef1 promoveu 98,76% de morte celular dentro do intervalo 
de 3 h de incubação. Comparando o número de colônias da cultura sincronizada 
(4 colônias em média) (Fig. 9B) com o número de colônias da cultura não 
sincronizada e tratadas com a ApDef1 (173 colônias em média), é possível 
concluir que uma fase do ciclo celular favorece a ação da ApDef1. É importante 
notar que a HU causou uma toxicidade substancial para as células de S. 
cerevisiae, refletindo em um menor número de colônias desenvolvidas (321,67 
colônias contra 1.299 no controle não tratado com HU) (Fig. 9A e B).  

 
4.3 Análise da capacidade de ligação ao DNA da ApDef1 

 
Para verificar se o efeito no ciclo celular que leva à morte, causada pela 

ApDef1, poderia estar relacionado com a interferência macromoléculas, um 
ensaio de ligação ao DNA foi feito. A figura 10 mostra a mobilidade do DNA de 
S. cerevisiae quando incubado com: com água (controle negativo) na raia 1, com 
poli-L-lisina que interage com o DNA (controle positivo) na raia 2 e com 7,8 µM 
da ApDef1 na raia 3. O resultado deste ensaio demonstra que diferentemente da 
poli-L-lisina, a ApDef1 não foi capaz de interferir com mobilidade do DNA de S. 
cerevisiae no gel de agarose, mostrando que esta defensina não se liga a esta 
macromolécula.  
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Teste Número de 
colônias 

Porcentagem de 
viabilidade 

Não sincronizadas 1.299 - 
Sincronizadas 321,67 100 
Sincronizadas + ApDef1 4 1,24 

Não sincronizadas + ApDef1 173 13,32 
 
Figura 9: Relação entre o ciclo celular e o efeito inibitório da ApDef1. (A) Imagem 
das placas de Petri mostrando as colônias de Saccharomyces cerevisiae obtidas 
após a incubação das células fúngicas como descrito: 1) não sincronizadas com 
hidroxiuréia; 2) sincronizadas com hidroxiuréia e 3) sincronizadas com 
hidroxiuréia e tratadas com ApDef1 após 3 h de incubação. Notar que a 
concentração de hidroxiuréia utilizada causou uma toxicidade para as células, 
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mas ainda é possível ver que o ciclo celular influencia a ação de ApDef1. (B) 
Porcentagem da viabilidade das células de S. cerevisiae determinada após 
contagem do número de colônias que cresceram nas placas com os tratamentos 
indicados em (A). 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Figura 10: Visualização eletroforética da mobilidade do DNA em gel de agarose 
0,8% para avaliar a capacidade de ligação da ApDef1 ao DNA de Saccharomyces 
cerevisiae. O DNA de S. cerevisiae (100 ng) foi incubado com: (1) água (como 
controle negativo), (2) Poli-L-lisina como controle positivo e (3) com ApDef1 (7,8 
µM). Gel foi corado com GelRed. 
 
4.4 Análise da interferência do potencial de membrana na atividade 
antifúngica da ApDef1 sobre S. cerevisiae  
 

Para verificar se o potencial de membrana é necessário para a interação 
ApDef1-S. cerevisiae, as células desta levedura foram previamente tratadas com 
CCCP, um agente despolarizante de membranas, antes de serem incubadas 
com 7,8 µM da ApDef1 por 18 h. É possível observar na figura 11 que o pré-
tratamento com o CCCP protegeu 16,37 % das células da morte causada pela 
defensina. Este resultado indica que o potencial de membrana íntegro é 
necessário para a atividade da ApDef1.  

             1               2              3 
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Figura 11: Relação entre o potencial de membrana e a atividade da ApDef1. 
Imagem das placas de Petri mostrando as colônias de Saccharomyces 
cerevisiae obtidas após a incubação prévia com CCCP durante 1 h e 30 min das 
células fúngicas e posteriormente com 7,8 µM da ApDef1 durante 18 h. Um 
controle sem o tratamento com o CCCP é mostrado. 
 
4.5 Análise da influência da temperatura na atividade da ApDef1 sobre S. 
cerevisiae 
  

Para analisar o efeito da temperatura, a incubação das células de S. 
cerevisiae com 7,8 µM da ApDef1 foi realizada a 4 °C durante 18 h. É possível 
observar que as células que foram incubadas a esta temperatura baixa não têm 
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a sua viabilidade afetada pelo tratamento com a ApDef1 (Fig. 12). O oposto pode 
ser visto com células controles tratadas e incubadas a 30 °C, em que após 18 h 
toda a população inicial de células morreu. Isto indica que a baixa temperatura 
influência negativamente a atividade fungicida da ApDef1 sobre S. cerevisiae.  

 
4.6 Análise da produção de H2O2 em S. cerevisiae induzido pela ApDef1 
 

O aumento endógeno da produção de H2O2 foi verificado nas células de 
S. cerevisiae tratadas com 7,8 µM da ApDef1, através da polimerização do DAB. 
Na figura 13 é possível observar uma coloração marrom claro dentro das células 
após tratamento por 3 h com a ApDef1 semelhante à observada nas células 
tratadas com 200 mM de ácido acético, o controle positivo para a reatividade do 
DAB, indicando aumento da produção de H2O2 pelas células. Nas células 
controle não houve nenhuma geração de H2O2 indicado pela ausência da 
coloração marrom clara. Este resultado mostra que o tratamento com a ApDef1 
aumenta a produção endógena de H2O2 em S. cerevisiae. 

 
4.7 Análise da atividade antifúngica da ApDef1 sobre células de S. 
cerevisiae na presença do antioxidante ácido ascórbico 
 

Um ensaio utilizando o ácido ascórbico, um sequestrador de espécies 
reativas de oxigênio (ROS), foi feito para determinar se o tratamento das células 
de S. cerevisiae com este composto as protegeria do efeito tóxico da ApDef1. 
Neste ensaio, ácido ascórbico na concentração final de 100 mM foi adicionado 
ao mesmo tempo que a ApDef1 (7,8 µM) ao meio de cultura e avaliado durante 
18 h, que é o tempo necessário para a morte de 100% das células de S. 
cerevisiae na presença de 7,8 µM da ApDef1. É possível observar que na 
presença do antioxidante as células não têm o seu crescimento afetado pela 
ApDef1 durante as 18 h de tratamento (Fig. 14).  
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Figura 12: Relação entre baixa temperatura e o efeito tóxico da ApDef1. Células 
de Saccharomyces cerevisiae tratadas com 7,8 µM da ApDef1 e incubadas a 4 
°C por 18 h não perderam a sua viabilidade. Para comparação é mostrado um 
controle com células incubadas a 30 °C durante 18 h onde toda a população de 
células foi morta. 
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Figura 13: ApDef1 induz a produção endógena de H2O2. Imagens de microscopia óptica das células de Saccharomyces cerevisiae, 
mostrando a produção de H2O2 após 3 h de incubação com 7,8 µM da ApDef1 ou 200 mM de ácido acético (controle positivo). Notar 
a coloração marrom clara da reação do DAB nas amostras tratadas. Barra: 10 µm.  
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Figura 14: Relação do estresse oxidativo para a morte das células de 
Saccharomyces cerevisiae induzida pela ApDef1. Imagens das placas de Petri 
do ensaio de viabilidade celular de S. cerevisiae após a incubação com 7,8 µM 
da ApDef1 e 100 mM de ácido ascórbico durante 3, 9 e 18 h. Notar que a 
presença do ácido ascórbico evita a morte celular induzida pela ApDef1, 
indicando a dependência do estresse oxidativo para a ocorrência deste 
processo.   
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4.8 Análise da permeabilização de membranas de células de S. 
cerevisiae pela ApDef1 

 
Foi investigado se o tratamento com a ApDef1 causava a permeabilização 

de membranas, verificada através da entrada na célula do corante Sytox Green. 
Este corante se torna fluorescente após interagir com ácidos nucleicos e penetra 
apenas em células com membranas comprometidas. Esta análise indicou um 
aumento gradual no número de células fluorescentes conforme o período de 
incubação com 7,8 µM da ApDef1 progride, a qual foi determinada calculando a 
porcentagem de células fluorescentes no controle e nas células tratadas. Após 5 
minutos de interação já havia 19,4% de células permeabilizadas, chegando a 
atingir 76,8% após 1 h de contato com a defensina (Fig. 15 A e B). Este ensaio 
revelou que a interação ApDef1-S. cerevisiae causou a permeabilização da 
membrana plasmática das células.  

Para testar o possível envolvimento de ROS na permeabilização 
ocasionada pelo tratamento com a ApDef1, o ensaio de permeabilização de 
membranas foi repetido na presença de ácido ascórbico e como pode ser 
observado na figura 16, as células não foram permeabilizadas. Esse resultado 
sugere que a permeabilização da membrana é um evento indireto da interação 
ApDef1-S. cerevisiae. 

 
4.9 Análise das alterações ultraestruturais nas células de S. cerevisiae 
induzidas pela ApDef1 
 

Uma análise das células de S. cerevisiae tratadas com 7,8 µM da ApDef1 
por 18 h foi feita por microscopia eletrônica de transmissão. O resultado mostrou, 
quando comparado com o controle, que a ApDef1 foi eficiente em alterar a 
organização de algumas organelas. O núcleo das células tratadas, quando 
comparadas com as do controle, apresentou áreas com coloração mais escuras 
as quais indicam a condensação de cromatina. As mitocôndrias mostram 
alteração de tamanho, aparentando um inchaço e as cristas não puderam ser 
vistas dentro delas (Fig. 17). Este resultado indica que a ApDef1 induz alterações 
ultraestruturais nas células de S. cerevisiae.  
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Amostras Número de 
células em DIC 

Número de 
células 

Fluorescentes  
Porcentagem de 

células 
permeabilizadas 

Controle 48,8 ± 10,72 1,2 ± 0,96 2,46 
5 min 125,8 ± 19,76 24,4 ± 6,48 19,4 

10 min 62,6 ± 9,52 17,2 ± 3,76 27,48 
15 min 49,8 ± 4,64 28,6 ± 3,28 57,43 
30 min 32,4 ± 3,92 21,4 ± 3,92 66,05 

1 h 16,4 ± 6,08 12,6 ± 3,92 76,83 
 
 
 
 
 
Figura 15: Permeabilização de membranas das células de Saccharomyces 
cerevisiae tratadas com 7,8 µM da ApDef1. (A) Imagens de microscopia óptica 
(DIC e fluorescência) das células de S. cerevisiae tratadas com ApDef1 por 5, 
10, 15, 30 min e 1 h e incubadas com o corante fluorescente Sytox Green. A 
fluorescência verde indica a presença de células permeabilizadas. Imagens 
adquiridas com o mesmo tempo de exposição. Barra: 20 µm. (B) Porcentagem 
de células de S. cerevisiae permeabilizadas determinada após contagem do 
número de células observadas em campos aleatórios em DIC e Fluorescência. 
O número de células em DIC de cada amostra foi considerado 100 %. 

B  
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Amostras Número de 
células em DIC 

Número de 
células 

fluorescentes 
Porcentagem de 

células 
permeabilizadas 

Controle 11,2 ± 1,8 1,6 ± 0,88 14,28 
Células + 100 mM 

ácido ascórbico 17 ± 2,8 0,2 ± 0,32 1,17 

Células + ApDef1 21,6 ± 2,72  20,6 ± 3,12 95,37 
Células + ApDef1 + 

100 mM ácido 
ascórbico 

17,6 ± 3,92 2,8 ± 2,16 15,9 

 
 
 
 
 
 
Figura 16: Permeabilização de membranas das células de Saccharomyces 
cerevisiae tratadas com a ApDef1 na presença de ácido ascórbico. (A) Imagens 
de microscopia óptica (DIC e fluorescência) das células de S. cerevisiae tratadas 
com 7,8 µM da ApDef1 durante 1 h na presença de 100 mM de ácido ascórbico 
e incubadas com o corante Sytox Green. A fluorescência verde indica a presença 
de células permeabilizadas. Imagens adquiridas com o mesmo tempo de 
exposição. Barra: 20 µm. (B) Porcentagem de células permeabilizadas 
determinadas após contagem do número de células observadas em campos 
aleatórios em DIC e fluorescência. O número de células em DIC de cada amostra 
foi considerado 100%.  

B  
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Figura 17: Imagem por microscopia eletrônica de transmissão mostrando 
alterações ultraestruturais nas células de Saccharomyces cerevisiae induzidas 
pela ApDef1 após 18 h de incubação. Imagens de microscopia eletrônica de 
transmissão das células do controle e das células tratadas com a ApDef1. O 
núcleo apresenta áreas com coloração escura que indica condensação 
cromatina (setas). As mitocôndrias aparentam inchadas e com má visualização 
das cristas dentro delas. Controle = sem ApDef1. M = mitocôndria, N = núcleo, 
PC = parede celular.  
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4.10 Detecção de condensação de cromatina em células de S. cerevisiae 
tratadas com ApDef1 
 

Os resultados anteriores mostraram que ApDef1 induz aumento da 
produção de ROS pelas células. Estas substâncias desempenham papel 
importante na apoptose e frente a isso foi investigado se a ApDef1 induz outros 
marcadores de células apoptóticas. O núcleo celular de S. cerevisiae foi 
analisado através da marcação com DAPI, um composto que atravessa 
membranas quando estas estão permeabilizadas e se liga especificamente ao 
DNA, tornando-se fluorescente. Células tratadas com 7,8 µM da ApDef1 
apresentaram uma fluorescência nuclear concentrada e intensa, típica de células 
apoptóticas, o que indica condensação da cromatina (Fig. 18). 

 
4.11 Detecção de atividade de caspase 
 

Os resultados anteriores indicaram eventos relacionados a dois processos 
associados à apoptose, condensação da cromatina e indução de ROS. A partir 
destes resultados uma análise da ativação de caspases endógenas foi feita com 
o intuito de verificar uma possível indução de apoptose em células de S. 
cerevisiae tratadas com a ApDef1. Esta análise foi feita utilizando o marcador 
FITC-VAD-FMK, que entra na célula e irreversivelmente inibe caspases através 
da ligação ao seu sítio ativo, tornando-se fluorescente. O tratamento das células 
com 7,8 µM da ApDef1 por diferentes tempos resultou na ativação de caspases, 
sendo possível observar uma marcação positiva intensa já nas primeiras 3 h de 
tratamento (Fig. 19A). Para confirmar a marcação, as células foram contadas e 
a porcentagem de células fluorescentes foi avaliada. Esta análise mostrou que 
após 30 min 62,5% das células apresentavam marcação positiva para atividade 
de caspase e tempos mais longos de incubação levou a um aumento no número 
de células marcadas, chegando a atingir 98,45% (Fig. 19B). As células não 
tratadas não apresentaram marcação para atividade de caspase.  
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4.12 Análise da relação da atividade de caspase na morte de S. cerevisiae 
induzida pela ApDef1 
 

Para confirmar se a atividade de caspase induzida após tratamento com 
7,8 µM da ApDef1 poderia estar envolvida na morte das células de S. cerevisiae, 
foi realizado um ensaio antifúngico na presença do inibidor de caspases Z-VAD-
FMK, que entra na célula e se liga irreversivelmente ao sítio catalítico de 
proteases caspases inibindo sua atividade e bloqueando a via de apoptose. A 
adição do inibidor na concentração de 50 µM no ensaio antifúngico, permitiu que 
uma população de células sobrevivesse aos efeitos tóxicos da ApDef1 após 18 h 
de tratamento, indicando o envolvimento da atividade de caspases na morte 
celular induzida pela defensina (Fig. 20). 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Figura 18: Condensação de cromatina das células de Saccharomyces cerevisiae 
tratadas com a ApDef1. Marcação com DAPI das células de S. cerevisiae 
controle e tratadas durante 18 h com 7,8 μM da ApDef1.  Note o brilho mais 
intenso nas amostras tratadas. Barra: 10 μm.  

ApDef1 (7,8 µM) Controle 
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Figura 19: Envolvimento da atividade de caspases na morte celular de Saccharomyces cerevisiae induzida pela ApDef1. (A) Imagens 
de microscopia óptica (DIC e fluorescência) das células controle e tratadas com 7,8 µM da ApDef1 apresentando marcação para 
atividade de caspase através do marcador fluorescente FITC-VAD-FMK. As imagens representam um de três experimentos 
independentes. Barra: 10 µm. (B) Porcentagem de atividade de caspase nas células de S. cerevisiae, determinado após contagem 
do número de células em campos aleatórios em DIC e as fluorescentes. O número de células em DIC de cada amostra foi 
considerado 100%. 

Tempo 
Controle Teste Porcentagem de 

células marcadas 
Número de 
células em 

DIC 
Número de 

células 
fluorescentes 

Número de 
células em DIC 

Número de 
células 

fluorescentes 
Controle Teste 

30 min 29 ± 6,8 0,2 ± 0,32 26 ± 5,5 16,25 ± 2,25 0,69 62,5 
3 h 84,75 ± 7,12 0,5 ± 0,64 54 ± 6,4 50,4 ± 7,92 0,59 93,33 
9 h 353 ± 40,72 5,2 ± 1,76 13,5 ± 0,5 12,5 ± 1,5 0,14 92,59 

18 h 1646 ± 138 73,33 ± 7,55 22 ± 4  21,66 ± 4,22  4,45 98,45 

B  
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Figura 20: Envolvimento de caspases ativas na morte de células de 
Saccharomyces cerevisiae. Imagens de placas de Petri mostrando as colônias 
de S. cerevisiae obtidas após a incubação das células fúngicas por 18 h com 7,8 
µM da ApDef1 na presença de 50 µM do inibidor de caspases Z-VAD-FMK. Notar 
que a adição do inibidor protegeu uma população de células da morte, indicando 
o envolvimento de caspases nesse processo. Como controles foram usadas 
células sem tratamento, células tratadas com a ApDef1 e células tratadas com o 
inibidor.   

Controle ApDef1 

ApDef1 + Z-VAD-FMK Células tratadas 
com Z-VAD-FMK 
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5 DISCUSSÃO 
 
Defensinas de planta são conhecidas desde o início da década de 90 

(Colilla et al., 1990; Mendez et al., 1990) e seu mecanismo de ação contra fungos 
tem sido intensivamente estudado ao longo destas duas últimas décadas após 
sua descoberta, embora este ainda não esteja completamente compreendido. 
Em estudo anterior, a defensina ApDef1 foi purificada (Soares et al., 2012) e foi 
visto que ela era capaz de inibir fortemente o crescimento das células de S. 
cerevisiae e que o seu efeito sobre as células ocorria através de mecanismo 
fungicida, uma vez que as células tratadas com a ApDef1 perdiam a viabilidade 
(Soares, 2012). Este estudo também determinou o MIC para a ApDef1, no valor 
de 7,8 µM (40 µg/mL) e mostrou que nesta concentração, a defensina induziu a 
morte de toda a população de células utilizadas no ensaio (4.000 células/mL) 
após 18 h de tratamento (Soares, 2012). 

O trabalho apresentado aqui mostra os resultados obtidos da continuação 
desse estudo, avaliando as características da interação ApDef1-S. cerevisiae 
envolvidas e necessárias para o efeito letal da ApDef1 sobre células de levedura. 
Os experimentos apresentados a seguir foram todos realizados com o MIC da 
ApDef1, uma vez que associamos o MIC aos efeitos biológicos, como por 
exemplo, a morte celular de S. cerevisiae após interação com 7,8 µM da ApDef1 
(Soares, 2012), e assim garantimos que os eventos observados são de fato 
relevantes e associados com a morte celular induzida pela ApDef1. Esta 
precaução foi tomada para evitar uma má interpretação dos sinais envolvidos na 
morte celular, uma vez que concentrações da ApDef1 abaixo do MIC não causam 
a morte celular de S. cerevisiae (Anexo 2) (Soares, 2012), provavelmente porque 
as células da levedura na presença de baixas concentrações da ApDef1 são 
capazes de montar uma resposta de defesa, revertendo ou bloqueando assim a 
via que leva a morte celular induzida pela defensina. 

Este trabalho foi iniciado com a obtenção da defensina ApDef1 através da 
extração da farinha das sementes de A. pavonina, seguindo metodologia 
descrita por Soares et al. (2012) ilustrada no esquema 1. A fração F/0-90% obtida 
da extração foi submetida à cromatografia de troca iônica em coluna DEAE-
Sepharose, originando dois picos, D1 e D2 (Fig. 5). O pico D1 foi submetido à 
cromatografia de fase reversa em coluna C18 acoplada a uma pré coluna C8, 
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resultando em 22 novas frações (Figuras 6 e 7). Este último processo também é 
aplicado à fração H11, quando é finalmente obtida a purificação da ApDef1 (Fig. 
8A), sendo possível observar no pico P2 a presença de apenas uma única banda 
proteica de aproximadamente 7 kDa (Figura 8B) correspondente à defensina 
ApDef1 isolada, como descrita por Soares et al. (2012). Obtida a defesina, foi 
dado prosseguimento ao estudo da caracterização dos possíveis mecanismos 
subjacentes à interação entre ApDef1 e S. cerevisiae. O estudo preliminar 
mostrou que a cada intervalo de 3 h de incubação com ApDef1, uma 
subpopulação de células de S. cerevisiae perdia a viabilidade, e dessa forma 
prosseguia gradualmente até atingir 18 h de incubação onde não havia mais 
células viáveis (Soares, 2012). Este resultado levantou o questionamento do 
porquê das células após contato com a ApDef1 morrerem em diferentes 
momentos e não todas de uma vez, como era esperado. Nós esperávamos uma 
maior uniformidade neste evento de morte celular devido as características 
físico-químicas universais dos AMPs que são conhecidas por reger a interação 
dos AMPS com microrganismos, como por exemplo, a sua carga positiva a pH 
neutro e a estrutura tridimensional anfifílica (Powers e Hancock, 2003). Apesar 
de em geral, a estrutura tridimensional das defensinas de planta não 
apresentarem a estrutura anfifílica dos AMPs lineares ou helicoidais, vários 
trabalhos têm apontado que uma sequência mínima em resíduos de 
aminoácidos seja requerida e responsável pela atividade das defensinas de 
planta. Essa sequência encontra-se em um trecho localizado na volta entre as 
folhas β2 e β3, abrangendo aproximadamente 19 resíduos de aminoácidos 
(Samblanx et al., 1996; Sagaram et al., 2011; Schaaper et al., 2001). Esse trecho 
apresenta aminoácidos com características polares e apolares e demonstrou ser 
importante para a atividade antifúngica da defensina Rs-AFP2 (Schaaper et al., 
2001). Sagaran et al. (2011) demonstraram que os resíduos de aminoácidos 
catiônicos (hidrofílicos) e hidrofóbicos nesta região são importantes para as 
atividades antifúngica das defensinas MsDEF1 e MtDEF4 (de Medicago 
truncatula). A interação dos AMPs com microrganismos tem sido mostrada 
ocorrendo em primeiro lugar pela atração das cargas opostas entre o AMP 
carregado positivamente e o alvo carregado negativamente na superfície do 
microrganismo, como por exemplo, a cabeça dos fosfolipídios carregados 
negativamente (Giuliani et al., 2007). Em segundo lugar a face hidrofóbica do 
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AMP interage com a parte hidrofóbica da membrana e, neste momento, o AMP 
é capaz de se inserir na membrana causando uma desorganização e, 
consequentemente, a sua permeabilização (Giuliani et al., 2007). Alguns estudos 
comprovam essa visão, por exemplo, (1) sabe-se que NaCl e MgCl2 bloqueiam 
o efeito antimicrobiano de AMPs por romperem a atração inicial promovida pelas 
cargas opostas (Ganz e Lehrer, 1999; Vylkova et al., 2007), (2) microrganismos 
mutantes deficientes em componentes carregados negativamente em suas 
membranas são mais resistentes à ação dos AMPs, como por exemplo a 
Leishmania donovani, deficiente na produção do lipofosfoglicano aniônico (Bera 
et al., 2003), (3) algumas bactérias desenvolveram mecanismos de defesa que 
alteram a carga negativa de moléculas de superfície, como o ácido teicóico ou 
lipopolissacarídeos, e também alteram a fluidez da membrana para evitar a 
interação de AMP (Peschel, 2002). Estes são mecanismos particularmente 
interessantes porque as modificações induzidas por estas bactérias em resposta 
à percepção de AMPs são feitas nos sítios onde a interação AMP-microrganismo 
ocorrem. (4) A característica anfipática dos AMPs pode ser emprestada às outras 
moléculas, dotando-as com atividade antimicrobiana (Palermo e Kuroda, 2010). 
Por estas razões, nós esperávamos uma maior uniformidade na interação 
ApDef1-S. cerevisiae, mesmo sabendo que pode haver alguma heterogeneidade 
na população de células por causa da dessincronização do ciclo celular de S. 
cerevisiae (Dirick et al., 1995; Henson, 2003a, 2003b). 

Com base em todas as razões expostas, foi levantada a hipótese de que 
a ação da ApDef1 que leva ao processo de morte celular da S. cerevisiae seria 
dependente do ciclo celular. Para testar essa hipótese, o ciclo celular da S. 
cerevisiae foi sincronizado utilizando HU. Esta droga é um inibidor da divisão 
celular especificamente na fase G1/S, agindo através inativação da enzima 
ribonucleotídeo redutase que transforma ribonucleotídeos em 
desoxirribonucleotídeos e consequentemente inibe a síntese de DNA (Elford, 
1968; Sinha e Snustad, 1972). Após o período de tratamento com a HU as 
células são sincronizadas na mesma fase do ciclo celular. Esta sincronização é 
reversível e quando as células são transferidas para meio de cultivo de novo, 
sem a droga, de onde elas continuam o ciclo celular na mesma fase. As células 
sincronizadas foram tratadas com a ApDef1 durante 3 horas e após esse período 
98,76% das células morreram (Fig. 9A e B). Este resultado indica que a morte 
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celular de S. cerevisiae induzida pela ApDef1 é dependente do ciclo celular e que 
a ApDef1 atua em um determinado momento do ciclo, e isso contrasta claramente 
em relação às células não sincronizadas, as quais requerem um tempo total de 
18 h para perderem 100% da viabilidade (Soares, 2012). Hultmark et al. (1983) 
relataram que as proteínas antibacterianas atacinas (da hemolinfa de pupas 
imunizadas da mariposa Hyalophora cecropia) podem ter como alvo o ciclo 
celular do mutante envA de Escherichia coli que fenotípicamente formam cadeias 
no processo de divisão celular.  

Uma das possíveis explicações para a influência da fase do ciclo celular 
na morte celular induzida pela ApDef1 poderia ser a interferência com o 
metabolismo de macromoléculas aniônicas, como DNA, através da ligação direta 
ou pela inibição de sua síntese. Há relatos de AMPs que interferem ou 
interrompem a síntese de DNA como mecanismo para a atividade 
antimicrobiana. Estudos mostraram a incorporação de [3H] timidina no DNA 
sendo parada em E. coli pela PR-39 (AMP do intestino delgado de porco) (Boman 
et al., 1993) e em Entanoeba histolytica pela criptidina-2 (defensina de células 
Paneth de rato) (Preet et al., 2011). Também para os AMPs indolicitina (de 
grânulos citoplasmáticos de neutrófilos bovinos) e buforina-II (derivada buforina 
I do sapo asiático Bufo bufo garagriozans) foi demonstrado que se ligam 
diretamente ao DNA (Park et al., 1998; Subbalakshmi, 1998). Nosso resultado 
mostrou que a ApDef1 não se liga ao DNA de S. cerevisiae (Fig. 10) e, dessa 
forma, outro mecanismo deve estar envolvido no efeito tóxico da ApDef1 
dependente do ciclo celular. Outra possibilidade para a interferência do ciclo 
celular na ação da ApDef1 foi demonstrada por Lobo et al. (2007), o qual mostrou 
por meio de sistema duplo-híbrido em levedura, que a defensina de planta PsD1 
(Pisum sativus) interage com ciclina F do fungo Neurospora crassa, uma proteína 
relacionada com o controle do ciclo celular. Isto desestabilizaria a translocação 
nuclear de ciclina B, interferindo assim com a progressão do ciclo celular normal 
(Kong et al., 2000; Lew e Reed, 1993). Estudos in vivo utilizando tecido da retina 
em desenvolvimento de ratos recém-nascidos, como um modelo para a 
progressão do ciclo celular, foi mostrado que PsD1 bloqueia o papel da ciclina F 
na transição da fase S para G2, impedindo a progressão do ciclo celular por 
perturbar a migração nuclear e endorreduplicação (Lobo et al., 2007). Portanto, 
uma possível explicação para a interferência do ciclo celular na atividade da 
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ApDef1 pode ser a interação desta com algum componente de controle do ciclo 
celular, como as ciclinas por exemplo. O sítio de ligação da ciclina da PsD1 ainda 
não foi mapeado, o que impedede a realização de uma análise comparativa mais 
precisa. No entanto, a ApDef1 e a PsD1 compartilham 17 resíduos de 
aminoácidos idênticos (35% de identidade) e 22 resíduos de aminoácidos 
positivos (44% de similaridade) entre suas sequências (Anexo 3) (Soares et al., 
2012), mas é preciso mais estudos para testar tal suposição. 

Outro mecanismo necessário para a interação AMP-microrganismo é o 
potencial elétrico da membrana plasmática. Então, para verificar se o potencial 
de membrana é necessário para a interação ApDef1-S. cerevisiae, foi utilizado o 
desacoplador e protonóforo CCCP como agente despolarizante de membrana. 
O pré-tratamento das células de S. cerevisiae com CCCP protegeu 16,37% das 
células da morte (Fig. 11), mostrando que o potencial de membrana íntegro é 
necessário para a interação ApDef1-S. cerevisiae. O potencial de membrana tem 
sido relatado sendo necessário para alguns AMPs exercerem o seu efeito tóxico, 
tal como demonstrado para células de E. coli pré-tratadas com 100 mM do 
despolarizante CCCP, as quais foram resistentes à indolicitina (Falla et al., 1996) 
e o mutante petit de Candida albicans (deficiente na respiração celular devido a 
uma mutação no DNA mitocondrial) que foi resistente à ação da histatina-5 
(Gyurko et al., 2000). Uma maior proteção foi observada quando as células de 
S. cerevisiae foram incubadas com a ApDef1 a 4 °C (Fig. 12), indicando que a 
temperatura baixa influencia negativamente a atividade fungicida da ApDef1. A 
mesma proteção foi relatada por Gyurkó et al. (2000) para C. albicans quando 
exposta à histatina-5 a 4 °C, sendo o efeito observado relacionado com baixo 
estado metabólico da célula. Os AMPs PR-39 (Boman et al., 1993) e atacinas 
(Hultmark et al., 1983) não apresentaram atividade antimicrobiana contra 
bactérias que não estão crescendo. Estes estudos corroboram com os 
resultados apresentados acima, os quais indicaram que o potencial de 
membrana está envolvido na interação entre ApDef1 e as células de S. 
cerevisiae. 

Em outra parte do trabalho, foram investigados o possível mecanismo de 
ação que leva a morte celular da S. cerevisiae. Há cada vez mais evidências 
indicando que AMPs têm alvos intracelulares, incluindo as defensinas de plantas 
(Lobo et al., 2007) e, além disso, para alguns deles foi demonstrado a sua 
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entrada no citoplasma de fungos (van der Weerden et al., 2010, 2008). Uma vez 
no citoplasma, AMPs podem induzir danos celulares, tais como a inibição da 
síntese de DNA, RNA e proteínas, inibição da síntese da parede celular, inibição 
da atividade enzimática e inibição da formação de septos na membrana 
citoplasmática (Brogden, 2005; Cudic e Otvos, 2002). Além disso, a morte celular 
pode ocorrer a partir de eventos independentes que ocorrem individualmente ou 
complementares a outros mecanismos de ação (Straus e Hancock, 2006). 
Evidências sugerem que AMPs exercem a sua ação antimicrobiana por induzir 
excessivamente a acumulação de ROS intracelular, o que causa danos 
moleculares levando à morte celular. As defensinas de planta NaD1 (van der 
Weerden et al., 2008), Rs-AFP2 (Aerts et al., 2007), PvD1 (de sementes de 
Phaseolus vulgaris) (Mello et al., 2011) e Hs-AFP1 (de sementes de Heuchera 
sanguinea) (Aerts et al., 2011) apresentaram capacidade de induzir ROS nos 
organismos alvos e alguns destes trabalhos têm mostrado uma ligação direta 
entre a geração de ROS e os efeitos antifúngicos dessas defensinas de planta. 
ROS, como o radical superóxido (O2•-), peróxido de hidrogênio (H2O2) e o radical 
hidroxil (OH•), são moléculas reativas que são geradas comumente durante o 
metabolismo celular (Kowaltowski et al., 2009), e a falha na detoxificação de 
ROS leva direto ou indiretamente a danos no DNA, oxidação de proteínas, 
carboidratos e lipídeos (Shackelford et al., 2000). Baseado nestas observações 
foi especulado que o mecanismo envolvido na morte de S. cerevisiae poderia ser 
a indução da produção descontrolada de ROS. Assim, um teste foi feito para 
verificar se as células de S. cerevisiae tratadas com a ApDef1 apresentariam um 
aumento na produção de H2O2. Este teste foi realizado por meio da análise da 
polimerização do DAB, que é absorvido pelas células e reage com H2O2 
intracelular quando a atividade de peroxidase está presente, e por oxidação o 
DAB imediatamente forma um polímero insolúvel de coloração marrom 
avermelhada. As células de S. cerevisiae após tratamento com a ApDef1 
apresentaram coloração marrom avermelhada no interior das células similar à 
observada nas células tratadas com ácido acético (Fig. 13), indicando assim que 
houve um aumento da produção endógena de H2O2 pelas células. O mesmo não 
aconteceu nas células controle, sugerindo assim que a produção de H2O2 é 
especificamente causada pela ApDef1.  
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Visto que ApDef1 induz a produção de H2O2 em células de S. cerevisiae, 
foi analisado se o estresse oxidativo resultante é de fato relevante para a morte 
celular induzida pela ApDef1. Esta análise foi feita utilizando o ácido ascórbico, 
um composto antioxidante amplamente conhecido, que elimina ROS. Na 
presença do antioxidante, as células de S. cerevisiae não têm o seu crescimento 
afetado pela ApDef1 durante as 18 h de tratamento (Fig. 14). Portanto, o ácido 
ascórbico foi capaz de evitar a morte celular induzida pela ApDef1 indicando que 
o efeito tóxico provocado pela defensina na célula ocorre através de estresse 
oxidativo. 

Outro mecanismo que leva a morte celular é a permeabilização de 
membranas. No ensaio realizado foi observado que a ApDef1 é capaz de 
permeabilizar a membrana das células de S. cerevisiae, mostrando já nos 
primeiros 5 min de incubação 19,4% de células permeabilizadas e atingindo 
76,8% depois de 1 h (Fig. 15A e B). Este resultado mostrou que a interação 
ApDef1-S. cerevisiae interfere com a membrana plasmática permeabilizando-a. 
Estes resultados são semelhantes aos relatos de Thevissen et al. (2007) que 
mostraram que as defensinas de plantas são capazes de permeabilizar a 
membrana de levedura e o fungo filamentoso (Thevissen et al., 1999). 
Recentemente Mello et al. (2011) também mostraram que a defensina PvD1 é 
capaz de permeabilizar a membrana dos fungos filamentosos Fusarium 
oxysporum, Fusarium solani, Fusarium laterithium e das leveduras Candida 
parapsilosis, Pichia membranifaciens, Candida tropicalis, C. albicans, 
Kluyveromyces marxiannus e S. cerevisiae na presença de 100 µg/mL. 

Esse evento de permeabilização corrobora com os fatores envolvidos 
interação AMP-microrganismo (já expostos anteriormente) e com o estudo onde 
mostra que a PsD1 pode interagir com membranas (Medeiros et al., 2010). 
Contraditoriamente, foi visto que a defensina Rs-AFP2, em concentrações 
variando de 20 a 50 µg/ml, não interage com pequenas vesículas unilamelares 
compostas de lipídeo contendo diferentes moléculas, como colesterol, 
fosfatidilserina e fosfatídico e até mesmo glicosilceramida (GlcCer), alvo 
conhecido de ligação desta defensina na membrana plasmática de C. albicans 
(Aerts et al., 2007). Estes resultados sugerem que a permeabilização da 
membrana pode ser um evento indireto da interação Rs-AFP2-fungo. Tomando 
essas duas diferentes situações e somado ao resultado obtido sobre o efeito 
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preventivo do ácido ascórbico para a morte celular S. cerevisiae pela ApDef1 e 
os conhecidos efeitos tóxicos de ROS para os componentes celulares 
(Shackelford et al., 2000), foi levantada a hipótese de que a permeabilização de 
membranas das células de S. cerevisiae poderia ser indiretamente causada pela 
ApDef1. A adição do ácido ascórbico no ensaio de permeabilização de 
membranas fez com que surpreendentemente as células não fossem 
permeabilizadas (Fig. 16 A e B), sendo capaz de reverter completamente a via 
que leva a morte celular induzida pela ApDef1. Este resultado fortemente sugere 
que a permeabilização de membranas é um evento indireto da interação ApDef1-
S. cerevisiae e que o efeito tóxico causado pela ApDef1 nas células ocorre via 
estresse oxidativo, devido ao acúmulo de ROS no interior da célula. 

Sabe-se que quase 90% do ROS produzido na célula vem da mitocôndria 
(Batandier et al., 2002), e no ensaio para a detecção de ROS, as células de S. 
cerevisiae foram somente tratadas com a ApDef1 e incubadas com o DAB. Dessa 
forma, pode-se afirmar que o H2O2, o qual estava em uma concentração forte o 
suficiente para permitir a polimerização do DAB, foi produzido endogenamente. 
Esse resultado permite deduzir que peroxidades ativas estão presentes nas 
células, uma vez que para que haja a polimerização do DAB a atividade destas 
enzimas é necessária (Thordal-Christensen et al., 1997). Dessa forma, os 
sistemas de limpeza de ROS nas células de S. cerevisiae, ao menos aqueles 
que se baseiam em reações enzimáticas, estariam funcionando. Este sistema de 
limpeza remove ROS produzido durante condições normais de crescimento e 
mantêm um ambiente redutor e é baseado em reações enzimáticas e 
substâncias antioxidantes que agem em conjunto. Entre essas enzimas estão as 
superóxido dismutases, catalases, GPXs e TRX peroxidases/peroxirredoxinas, 
glutarredoxinas e peroxidases (Barzilai et al., 2002; Kowaltowski et al., 2009). 
Durante a respiração, os elétrons são transportados pela cadeia transportadora 
de elétrons e, eventualmente, alguns deles podem escapar desse sistema de 
transporte e reagir de forma inadequada com o oxigênio, resultando na formação 
de O2•-. A partir do O2•- uma cascata de anti-oxidante gera H2O2 e OH• 
(Kowaltowski et al., 2009). Assim, a produção de ROS pode estar ligada a uma 
disfunção mitocondrial (Mattiazzi, 2004). O resultado da MET mostrou danos 
estruturais nas mitocôndrias das células de S. cerevisiae tratados com a ApDef1 
(Fig. 17), o que poderia ser uma provável fonte de ROS.  
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ROS podem agir como gatilhos primários da apoptose em leveduras 
(Greenlund et al., 1995; Hockenbery et al., 1993; Kane et al., 1993; Slater et al., 
1995) e alguns estudos ligaram o acúmulo de ROS à indução de apoptose. 
Madeo (1999) mostrou que indução da morte por apoptose através de vários 
estímulos gera a acumulação de ROS em células de levedura e mostrou que 
isso é necessário e suficiente para induzir um fenótipo apoptótico em levedura. 
Além disso, em organismos superiores, a condensação e a fragmentação do 
DNA cromossômico frequentemente estão envolvidos na apoptose (Ribeiro, 
2006). Neste estudo, além da demonstração da acumulação de ROS, a ApDef1 
induz outro marcador de células apoptóticas. Após tratamento com ApDef1, o 
núcleo das células apresentava uma intensa e concentrada fluorescência, 
indicando condensação da cromatina (Fig. 18), que também foi confirmado por 
MET (Fig. 17). Fragmentação de DNA e condensação da cromatina são 
considerados os dois fenômenos mais representativos em células em apoptose 
em estágio tardio (Madeo et al., 1997). 

A apoptose é um tipo de morte celular programada regulada por uma rede 
complexa de proteínas e vias metabólicas. A parte central deste processo é 
regulada por uma família de proteínas denominadas caspases (Madeo et al., 
2009). Para se ter uma ideia mais clara sobre as características da morte celular 
induzida pela ApDef1, foi avaliado o envolvimento das caspases neste processo 
usando o marcador FITC-VAD-FMK. A exposição das células de S. cerevisiae à 
ApDef1 resultou na ativação de caspases (Fig. 19). Vários estudos recentes têm 
sugerido que os AMPs, como as defensinas de planta Rs-AFP2 (Aerts et al., 
2009) e Hs-AFP1 (Aerts et al., 2011), a lactoferrina humana (Andrés et al., 2008), 
melitina (do veneno da abelha Apis melifera) (Park e Lee, 2010) e papiliocina (de 
larvas da borboleta Papilio xuthus) (Hwang et al., 2011) exercem a sua atividade 
antimicrobiana através da indução de apoptose em C. albicans. Além disso, foi 
avaliado se a indução de apoptose tinha um papel na morte celular de S. 
cerevisiae ou não. Os resultados indicam que o uso do inibidor de caspases Z-
VAD-FMK evitou a perda da viabilidade das células de S. cerevisiae induzida 
pela ApDef1 corroborando com evidência de ativação de caspases e seu 
requerimento para a morte celular induzida pela ApDef1 (Fig. 20). Estes 
resultados mostram que caspases ativas ou proteases semelhantes à caspase 
desempenham um papel importante no modo de ação antifúngica da ApDef1. Os 
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dados coletivos apresentados neste estudo indicam que a ApDef1 causou 
apoptose nas células de S. cerevisiae revelando alguns marcadores chaves da 
apoptose em levedura, como o aumento na geração de ROS, condensação da 
cromatina e presença de caspases ativas. 

Neste trabalho são lançadas algumas evidências sobre o mecanismo de 
ação acerca da morte celular de S. cerevisiae induzida pela ApDef1 e é proposto 
um modelo que resume os dados obtidos (Fig. 21). Tomado juntos os resultados 
e espelhando-os aos mecanismos de ação conhecidos das interações AMP-
microrganismos é sugerido que a interação ApDef1-S. cerevisiae ocorre de fora 
para dentro das células, inicialmente pela interação da ApDef1 com algum 
componente da parede celular de S. cerevisiae (Fig. 21). Este local inicial da 
interação na parede celular parece ser necessário para a atividade de AMPs 
(Dielbandhoesing et al., 1998; Edgerton et al., 1998; Yeaman e Yount, 2003). A 
partir deste sítio inicial de ligação na parede celular dos AMPs (que é ainda 
desconhecido para a ApDef1), eles alcançam a membrana plasmática, onde os 
seus efeitos tóxicos iniciais são exercidos. Peschel (2002) afirma que o potencial 
de membrana pode participar na migração de AMPs da parede celular para a 
membrana plasmática, concentrando-os neste local. Esta argumentação é 
corroborada com alguns relatos mostrando que o potencial de membrana 
reduzido protege algumas células do efeito tóxico de AMPs (Falla et al., 1996; 
Gyurko et al., 2000). Este efeito também pode regular a migração da ApDef1, 
uma vez que o CCCP bloqueia a morte celular de S. cerevisiae. Uma vez na 
membrana, AMPs carregados positivamente interagem com a superfície externa 
dos fosfolípidos com carga negativa ou outras moléculas. Tem sido identificado 
na membrana plasmática fúngica alguns alvos para defensinas de plantas, como 
os esfingolípidos de membranas (Thevissen et al., 2003a). Dm-AMP1 (defensina 
da planta Dhalia merckii) (Thevissen et al., 2003b), Ah-AMP1 (defensina da 
planta de Aesculus hippocastanum) e Ct-AMP1 (defensina da planta Clitoria 
ternatea) (Osborn et al., 1995; Thevissen et al., 2003a; Thomma et al., 2002) 
interage com mannosildiinositolfosforilceramida (M(IP)2C) na membrana 
plasmática de S. cerevisiae. Além disso, Rs-PAF2 interage com GlcCer na 
membrana de C. albicans (Thevissen, 2003). Dessa forma, especula-se que a 
atividade fungicida da ApDef1 pode depender de uma interação secundária na 
membrana da célula de levedura, o que ainda é desconhecido no caso da ApDef1 
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(Fig. 21). Para alguns AMPs, alvos citoplasmáticos foram demonstrados (Kragol 
et al., 2001; Lobo et al., 2007; Park et al., 2000), o que indica que estes AMPs 
entram nas células. A atividade antimicrobiana da histatina-5 em células de C. 
albicans foi associada com a entrada do AMP na célula através dos 
transportadores de poliaminas, Dur3p e Dur31p (Maurya et al., 2011). Um 
regulador de absorção de poliamina também foi associado com a atividade 
antifúngica da defensina de planta NaD1 (Bleackley et al., 2014). Há evidências 
de que o potencial de membrana pode governar a taxa de captação dos 
transportadores de poliaminas e que o CCCP fortemente diminui a absorção de 
poliaminas (Igarashi e Kashiwagi, 1999; Poulin et al., 1998, 1995). Estes 
resultados corroboram com o efeito protetor do CCCP na interação ApDef1-S. 
cerevisiae e indica que um transportador pode estar envolvido na entrada da 
ApDef1 (Fig. 11). Se a ApDef1 entra nas células de S. cerevisiae ainda não foi 
determinado, no entanto, a interação ApDef1-S. cerevisiae provoca a morte 
celular, um processo que foi provado ser dependente do ciclo celular e 
dependente de um potencial de membrana preservado. Depois da interação, as 
células da levedura sofrem um aumento descontrolado na produção e 
acumulação de ROS (associado com alterações ultraestruturais nas 
mitocôndrias) que leva a permeabilização da membrana plasmática e a 
condensação da cromatina e, em última análise, a morte celular através de um 
processo apoptótico dependente de caspase.   
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Figura 21: Modelo sugerido da interação ApDef1-Saccharomyces cerevisiae e 
mecanismos de ação baseados nos resultados apresentados neste trabalho.  
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6 CONCLUSÕES 
 
As análises realizadas durante o desenvolvimento deste trabalho 

permitem concluir que: 
 

 A atividade fungicida da defensina ApDef1 sobre células de S. cerevisiae 
é dependente do ciclo celular; 

  A ApDef1 não possui capacidade de se ligar diretamente ao DNA de S. 
cerevisiae; 

 A ruptura do potencial de membrana influencia a atividade fungicida da 
ApDef1; 

 A atividade fungicida da ApDef1 sobre células de S. cerevisiae é 
bloqueada à temperatura de 4 °C; 

 O tratamento com a ApDef1 induz o aumento da produção endógena de 
H2O2 pelas células de S. cerevisiae; 

 O estresse oxidativo está envolvido na atividade fungicida da ApDef1 
sobre células de S. cerevisiae; 

 A atividade fungicida da ApDef1 tem como parte do mecanismo de ação 
a permeabilização da membrana plasmática de S. cerevisiae; 

 A permeabilização da membrana plasmática é um evento indireto da 
interação ApDef1-S. cerevisiae; 

 A ApDef1 induz alterações ultraestruturais no núcleo e nas mitocôndrias 
das células de S. cerevisiae;  

 A ApDef1 induz a condensação de cromatina nas células de S. cerevisiae; 
  A exposição das células de S. cerevisiae à ApDef1 resulta na ativação 

de caspases; 
 As caspases ativas estão envolvidas no processo de morte das células 

de S. cerevisiae induzido pela ApDef1; 
 A ApDef1 causa a morte por apoptose nas células de S. cerevisiae. 
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8 ANEXOS 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Anexo 1: Ensaio da cinética da morte celular de Saccharomyces cerevisiae 
incubada com a ApDef1. Imagens das placas de Petri mostrando a viabilidade 
das células de S. cerevisiae incubadas com 7,8 μM da ApDef1 (MIC) por até 21 
h. Notar que nas placas de Petri que contém as células tratadas com a ApDef1, 
o número de colônias diminui à medida que o tempo de incubação aumenta, 
perdendo todas as células a viabilidade com 18 h de incubação. Observar 
também que a população de células inicial não é homogeneamente afetada ao 
mesmo tempo. Resultado em Soares, 2012.  
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Anexo 2: Permeabilização das células de Saccharomyces cerevisiae tratadas 
com a ApDef1. Imagens das células tratadas com 3,9, 1,9, 0,98 e 0,49 μM da 
ApDef1 por 36 h e incubadas com o corante fluorescente Sytox green para 
determinar a permeabilização da membrana plasmática por microscopia óptica. 
A fluorescência indica a presença de células permeabilizadas. Todas as imagens 
estão com o mesmo tempo de exposição. Na coluna da direita estão as imagens 
das placas de Petri mostrando a viabilidade das células de S. cerevisiae das 
concentrações correspondentes. Barra: 20 µm. Resultado em Soares, 2012.
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      ApDef1    KTCEKPSKFFSGGCVGTSGNKECDYLCRRGETLGDGAC-NFECVCHVGC  PsD1      KTCEHLADTYRGVCFT---NASCDDHCKNKAHLISGTCHNWKCFCTQNC 
 
 

Anexo 3: Comparação da sequência de aminoácidos entre ApDef1 e PsD1. A similaridade entre as duas defensinas de planta é 
indicada pela presença de 17 aminoácidos idênticos (35 %) e 22 aminoácidos positivos (44 %). (Negrito) indica aminoácidos 
idênticos. (Negrito e itálico) indica aminoácidos positivos com características bioquímicas similares. (-) Gaps foram introduzidos 
para melhorar o alinhamento. A sequência da ApDef1 foi obtida por Soares et al. (2012) e a sequência da PsD1 foi obtida do UniProt 
(P81929-1). As sequências foram comparadas pelo BLAST suite-2sequences (em National Center for Biotechnology Information) 
com parâmetros predefinidos (Altschul et al., 1990). Resultado em Soares et al. (2012). 
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