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RESUMO

Defensinas de plantas sdo peptideos pequenos, basicos, ricos em cisteina e a
sua atividade melhor caracterizada é a capacidade para inibir o crescimento flngico.
A primeira parte deste trabalho mostra a purificacdo, atividade antimicrobiana e o
mecanismo de agdo da PvD;, a defensina natural de sementes de Phaseolus
vulgaris. PvD; foi purificada de acordo com a metodologia descrita por Games et al.
(2008). PvD; mostrou-se capaz de inibir o crescimento fungico, provocando um
aumento na producdo endogena de espécies reativas de oxigénio (ROS, do inglés
reactive oxygen species) nas células de Fusarium oxysporum e Candida albicans e
um aumento na producdo de oxido nitrico (NO, do inglés nitric oxide), apenas nas
células de C. albicans. PvD; também foi capaz de inibir a acidificacdo do meio por
células fungicas e causou efeito apoptdtico em células de Saccharomyces
cerevisiae. Em relagéo a sua atividade sobre parasitas, vimos que a PvD; foi capaz
de inibir a proliferacdo das promastigotas de Leishmania amazonensis, causando
permeabilizacdo da membrana e alteracbes no conteudo citoplasmético dessas
células. PvD; foi internalizada nessas células, o que sugere um possivel alvo
intracelular. Na segunda parte deste trabalho, relatamos a clonagem molecular,
expressdo heterdloga, caracterizagdo, atividade antimicrobiana e mecanismo de
acado da defensina recombinante de P. vulgaris (PvDir). O fragmento que codifica
PvD; foi clonado no vetor de expressdo pET-32 Ek/LIC, o qual foi usado para
transformacao bacteriana. PvD;r foi purificada através de cromatografia de afinidade
em coluna de Ni* NTA-agarose e cromatografia de fase reversa em coluna C2/C18
por HPLC. O sequenciamento N-terminal de PvD;r mostrou que este possui a
sequéncia similar a sequéncia da defensina PvD; isolada a partir das sementes. A
estrutura tridimensional da PvD;r foi modelada e a estrutura resultante é composta
por uma a-hélice e trés folhas B antiparalelas, conectadas por quatro pontes
dissulfeto, mostrando-se similar as estruturas de outras defensinas de plantas ja
caracterizadas. PvD1, bem como seu homadlogo recombinante, PvDsr, foram capazes
de inibir o crescimento da cepa selvagem de C. albicans. Adicionalmente, PvDir ndo
inibiu o crescimento da cepa mutante de C. albicans, deficiente em glicosilceramida.
Além de inibir o crescimento de células da cepa selvagem de C. albicans, PvDsr foi
também capaz de provocar, nestas ceélulas, permeabilizacdo na membrana,

aumentar a producdo endogena de ROS e mostrou também que pode ser
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internalizada. Como nenhum destes efeitos foi observado na cepa mutante, nés
sugerimos que glicosilceramida é o alvo de ligacdo na membrana da defensina de P.

vulgaris na levedura C. albicans.
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ABSTRACT

Plant defensins are small, basic, cysteine-rich peptides and their better
characterized activity is the capability to inhibit fungal growth. The first part of this
work shows the purification, antimicrobial activity and mechanism of action of PvD;,
the natural defensin from Phaseolus vulgaris seeds. PvD; was purified according to
the method described by Games et al. (2008). PvD; was capable of inhibiting fungal
growth, causing an increase in the endogenous production of reactive oxygen
species (ROS) by the cells of Fusarium oxysporum and Candida albicans and an
increase in nitric oxide (NO) production only by C. albicans cells. PvD; was also able
to inhibit the acidification of the medium by the fungal cells and trigged apoptotic
effects on Saccharomyces cerevisiae cells. In regard to its activity on parasites, we
found that PvD; was able to inhibit the proliferation of Leishmania amazonensis
promastigotes, causing cell membrane permeabilization and alterations in the
cytoplasmic contents of these cells. PvD; was internalized in these cells, what
suggests a possible intracellular target. In the second part of this work, we report the
molecular cloning, heterologous expression, characterization, antimicrobial activity
and mechanism of action of recombinant defensin from P. vulgaris (PvDir). The
fragment encoding PvD; was cloned into the pET-32 Ek/LIC expression vector, which
was used for bacterial transformation. PvDir was purified by affinity chromatography
on Ni*-NTA agarose column and reversed-phase chromatography on C2/C18 HPLC
column. The N-terminal sequencing of the PvDir showed that it has a similar
sequence to that of PvD; isolated from the seeds. The three-dimensional structure of
PvD;r was modeled and the resulting structure is composed by one a-helix and three
anti-parallel B-sheets, connected by four disulfide bonds, proving to be similar to
other structures of plant defensins already characterized. PvD; as well as its
recombinant homologous PvDsr, were able to inhibit the growth of the wild strain of
C. albicans. Additionally, PvD;r did not inhibit the growth of a C. albicans mutant
strain, which is deficient in glucosylceramide. Besides inhibiting the growth of C.
albicans wild type strain cells, PvDiyr was also able to cause, in these cells,
permeabilization of the membrane, to increase ROS endogenous production and
also showed that it can be internalized. As none of these effects were observed with
the mutant strain, we suggest that glucosylceramide is the membrane binding target
of the P. vulgaris defensin in C. albicans yeast.
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1. INTRODUCAO

1.1 — Peptideos antimicrobianos de plantas

Peptideos antimicrobianos (AMPs, do inglés antimicrobial peptides) sao
moléculas de defesa de baixa massa molecular, expressas de forma constitutiva ou
induzida e que protegem todos os organismos de uma infeccdo causada pelo ataque
de patogenos (Hegedis e Marx, 2013). Apresentam uma vasta atividade inibitoria
contra microrganismos como virus, bactérias Gram positivas e negativas, fungos e
parasitas (Guani-Guerra et al., 2010; Teixeira et al., 2012).

Estes sdo caracterizados pela presenca de um grande numero de cisteinas
(4, 6 e 8), as quais conectam-se em pares, formando pontes dissulfeto, que
conferem alta estabilidade para esses peptideos (Broekaert et al., 1997; Benko-
Iseppon et al., 2010; Astafieva et al., 2013). Embora eles compartilhem propriedades
fisicas semelhantes tais como pequeno tamanho (<10 kDa), carga liquida positiva
em pH fisiolégico e anfifilicidade, eles mostram uma limitada homologia de
sequéncia e diferem na sua estrutura tridimensional e atividades biologicas (Guani-
Guerra et al., 2010).

Os AMPs séo considerados componentes essenciais do sistema imune inato
das plantas, animais e humanos, uma vez que geralmente atuam como a primeira
linha de defesa contra patdégenos (Thevissen et al., 2003; Mihajlovic e Lazaridis,
2010a; Hegedius e Marx, 2013). Pertencem a um grupo diverso e abundante de
moléculas que sdo produzidas por diversas células tanto em plantas quanto em
animais e, que sdo agrupados de acordo com a sua atividade antimicrobiana
intrinseca (Mihajlovic e Lazaridis, 2010a; Li et al., 2012).

Embora seja geralmente aceito que os AMPs exercam sua atividade antimicrobiana
através de interacdes diretas com paredes e/ou membranas celulares de fungos
fitopatogénicos e bactérias, seguido pela perturbacédo da integridade da membrana,
os detalhes dos processos envolvidos ndo sdo completamente compreendidos
(Mihajlovic e Lazaridis, 2010b; Astafieva et al., 2013). Evidéncias indicam que, além
da permeabilidade da membrana em microrganismos patogénicos, alguns AMPs

possuem alvos intracelulares, podendo inibir a sintese de
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acidos nucleicos, de proteinas, e de componentes da parede celular. Além disso,
estes peptideos sdo também capazes de inibir atividades enzimaticas essenciais
(Nguyen et al., 2011). Devido a capacidade que os AMPs possuem de interagir com
determinadas membranas celulares, o que lhes confere uma eficiente atividade
antimicrobiana contra determinados agentes patogénicos, € que se tém observado
nos ultimos anos, um grande interesse bioldgico em estudar esse grupo de proteinas
(Teixeira et al., 2012).

Muitos AMPs tém sido isolados de plantas, especialmente de sementes, local
em que podemos encontra-los em nivel elevado se compararmos as folhas, flores e
demais 6rgéos da planta (Broekaert et al., 1997; Benko-Iseppon et al., 2010). Nos
altimos anos, nosso grupo vem isolando e caracterizando diferentes proteinas e
AMPs presentes em sementes, 0s quais estdo envolvidos nos mecanismos de
defesa de plantas. Até o momento foram purificadas e caracterizadas uma defensina
e uma proteina transportadora de lipideos (LTP) de sementes de Vignha unguiculata
(feijao-de-corda) (Carvalho et al., 2001; Carvalho et al., 2004), uma albumina 2S de
sementes de Passiflora edulis f. flavicarpa (maracuja amarelo) (Agizzio et al., 2003),
uma LTP exsudada de sementes de V. unguiculata (Diz et al., 2003), um peptideo
com alta homologia a LTP isolado de sementes de Capsicum annuum (pimenta) (Diz
et al.,, 2006), uma defensina de sementes de Phaseolus vulgaris (feijjdo comum)
(Games et al., 2008), um inibidor de proteinase isolado de sementes de C. annuum
(Ribeiro et al., 2007); uma LTP isolada de sementes de Coffea canephora (café)
(Zottich et al., 2011) e uma tionina isolada do fruto de C. annuum (Taveira et al.,
2014).

Egorov et al. (2005) também demonstraram pela primeira vez a presenca e a
diversidade, simultaneamente, de diferentes classes de AMPs em sementes de
Triticum kiharae (trigo). Ao total foram isolados 49 AMPs, dos quais 30 foram
identificados e agrupados em sete classes as quais incluem defensinas, peptideos
ricos em glicina, tioninas, LTPs, peptideos similares a knotinas, peptideos similares a
heveina e peptideos com quatro cisteinas (MBP-1), entre outros que ainda sao
desconhecidos. Esses dados demonstram o potencial, ainda desconhecido, que as
plantas e principalmente as sementes ocultam e que a ciéncia comeca a revelar.

Os AMPs de plantas podem ser divididos levando-se em consideracéo,
especialmente, suas caracteristicas estruturais (tabela 1). Geralmente, esses AMPs

presentes em plantas possuem estrutura tridimensional globular, estabilizada pela
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presenca das pontes dissulfeto. Dentre estes se encontram: as proteinas
transportadoras de lipideos (LTPs), as quais inicialmente se acreditavam participar
do transporte de lipideos entre organelas; as snakinas, que foram inicialmente
isoladas de Solanum tuberosum (batata); as defensinas, inicialmente isoladas de
sementes de Hordeum vulgare (cevada); as tioninas, sendo a purotionina isolada de
Triticum aestivum (trigo), a primeira proteina cuja atividade contra patdgenos de
plantas foi detectada in vitro; os peptideos similares a heveina, descritos
inicialmente como os peptideos mais abundantes do latex de Hevea brasiliensis
(seringueira); os peptideos similares a knotinas, isolados inicialmente de sementes
de Mirabilis jalapa (maravilha); peptideos MBP-1, isolados de Zea mays (milho);
peptideos denominados Ib-AMPs isolados de sementes de Impatiens balsamina
(balsamina); os peptideos circulares, conhecidos como ciclotideos encontrados nas
familias Rubiaceae e Violaceae; e os inibidores de proteinases isolados de
sementes de C. annuum (Benko-Iseppon et al., 2010; Ribeiro et al., 2012).

Dentre os principais AMPs de plantas estudados estdo as defensinas
(Broekaert et al., 1997; Carvalho e Gomes, 2011).
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Tabela 1: Familias de peptideos antimicrobianos de plantas incluindo: classificacéo,

caracteristicas estruturais, banco de dados e nimero de pontes dissulfeto. PDB* refere-se

ao Protein Database e DB?, ao nimero de pontes dissulfeto (Adaptada de Benko-Iseppon et

al., 2010).

FAMILIA

NOME

ESTRUTURA
PROTEICA

PDB!

DB?

REFERENCIA

Defensina de
planta

Rs-AFP2

1AYJ

Terras et al.,
1992
Aerts et al.,
2007
Tavares et al.,
2008

a- e B-tioninas

a-1
purotionina

1BHP

Ohtani et al.,
1977

Tioninas

Crambina

1AB1

Schrader-
Fischer e Apel,
1994

Proteina
transportadora
de lipideos

Ace-AMP1

1T12

Cammue et al.,
1995
Carvalho et al.,
2001
Diz et al., 2006
Zottich et al.,
2011

Proteina do
tipo heveina

Ace-AMP2

1IHEV

Broekaert et
al., 1992
Lipkin et al.,
2005

Knotina

Mj-AMP1

1DKC

Cammue et al.,
1992
Garcia-Olmedo
et al., 2001

Macadamia

MiAMP1

1C01

Marcus et al.,
1997
McManus et al.,
1999
Stephens et al.,
2006
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Impatiens

ib-AMP1

Tailor et al.,
1997
Patel et al.,
1998
Thevissen et
al., 2005
Wang et al.,
2009

Milho-AMP

MBP-1

Duvick et al.,
1992

Puroindolinas

Puroindolina
A

Blochet et al.,
1993
Gautier et al.,
1994
Dhatwalia et al.,
2009

Snakinas

SN1

Seqgura et al.,
1999
Berrocal-Lobo
et al., 2002

Ciclotideos

Kalata B1

Jennings et al.,
2001
Kamimori et al.,
2005

Inibidores de
proteinase

CaTi

Ribeiro et al.,
2007

1.2 - Defensinas de plantas

As defensinas de plantas sdo peptideos pequenos, com estrutura primaria de

45 a 54 residuos de aminoacidos e altamente bésicos, o que Ihes confere uma carga

positiva em pH neutro. Apresentam massa molecular de aproximadamente 6 kDa e

sdo ricos em cisteinas (oito residuos). As sequéncias de aminoacidos das

defensinas de plantas variam muito, com excecao de oito residuos de cisteinas,

estritamente conservados entre eles (Carvalho e Gomes, 2011; Wong et al., 2012).

Sua atividade antimicrobiana in vitro e sua semelhanca estrutural com defensinas de
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humanos e de insetos, indica um importante papel para as defensinas de plantas no
sistema imune inato das plantas (De Coninck et al., 2013).

Possuem atividade antifungica e/ ou antimicrobiana em concentracfes
micromolares contra uma variedade de patégenos de plantas e também de humanos
e estdo amplamente distribuidos em praticamente todos o0s organismos
(vertebrados, invertebrados e plantas) (Thevissen et al., 2003; Aerts et al., 2008;
Carvalho e Gomes, 2009; Jarczak et al., 2013).

As defensinas de plantas foram inicialmente isoladas a partir de sementes de
Triticum turgidum (trigo) e Hordeum vulgare (cevada) em 1990 (Collilla et al., 1990;
Kido et al., 2010; De Coninck et al., 2013) e foram caracterizadas como um novo
membro da familia das tioninas, as y-tioninas. Esta caracterizacéo foi feita com base
na sua similaridade de peso molecular, na sequéncia de aminoacidos e no nimero
de residuos de cisteinas, uma vez que as mesmas nao possuiam o mesmo padréo
de formacgdo de pontes dissulfeto das duas classes ja existentes, as a- e 3-tioninas
(Terras et al., 1995; Kido et al., 2010). Estudos adicionais revelaram a existéncia de
diferencas no padrdo de pontes dissulfeto demonstrando que estas duas familias de
peptideos ndo estavam relacionadas. Alguns anos depois, através da analise da
estrutura tridimensional e constatacao de sua similaridade estrutural e funcional com
as defensinas de insetos e mamiferos, as y-tioninas foram renomeadas como

defensinas de plantas (Terras et al., 1995; Carvalho e Gomes, 2011).

1.2.1 - Aspectos estruturais

A estrutura terciaria das defensinas de plantas, de um modo geral, é definida
pela presenca de uma a-hélice e trés folhas B antiparalelas estabilizadas por quatro
pontes dissulfeto que sdo formadas por oito residuos de cisteina conservados na
estrutura (Slavokhotova et al., 2011) (figura 1). Duas dessas pontes sédo formadas
entre as Cys21 da a-hélice e Cys45 da ultima folha B e entre a Cys25 da a-hélice e
Cys47 da ultima folha B formando um arranjo estrutural denominado de dominio af3
estabilizado por cisteinas, caracteristico de peptideos com atividade antimicrobiana
(Cornet et al., 1995; Thomma et al., 2002; Carvalho e Gomes, 2011).

Em adicdo a este arranjo estrutural ap (CSap) estabilizado pelos residuos de
cisteinas, as defensinas séo caracterizadas também pela ocorréncia de um arranjo

estrutural conservado chamado de gama core (GXC(X39)C, onde X pode ser
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qualguer aminoécido e os numeros indicam o espacamento em aminoacidos) entre
os AMPs que contém pontes dissulfeto e que sé&o caracterizados pela presenca de
duas folhas B antiparalelas com uma pequena regido de volta interposta (De Coninck
et al., 2013).

Apesar da grande similaridade entre as estruturas terciarias das defensinas
de plantas, existem algumas exce¢des conhecidas em relacéo a elas. Estas incluem:
uma ponte dissulfeto adicional na defensina PhD1 (defensina 1de Petunia hybrida),
resultando no total em cinco pontes dissulfeto (Janssen et al., 2003); uma hélice 319
formada entre os residuos Glu8 e Glyll localizados entre a primeira folha 3 e a
primeira a-hélice da defensina VrD1 (defensina 1 de Vigna radiata) (Liu et al., 2006);
e uma extensdo C-terminal ndo-estruturada na defensina Sd5 (defensina 5 de cana-
de-acucar) (de Paula et al.,, 2011). A figura 1 mostra os quatro tipos de estrutura

descritos para as defensinas de plantas.
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PsD1 de Pisum sativum PhD1 de Petunia hybrida

Sd5 de Saccharum officinarum

Figura 1: Representacdo grafica de estruturas terciarias elucidadas de diferentes defensinas
de plantas e em destaque (delimitadas por circulo) estdo as diferencas mais marcantes
entre elas. Estrutura da defensina Psdl de Pisum sativum (ervilha) (Almeida et al., 2002);
Estrutura da defensina PhD1 de Petunia hybrida com a quinta ponte dissulfeto (Janssen et
al., 2003); Estrutura da defensina VrD1 de Vigna radiata (feijao) com uma hélice 3,0 (Liu et
al., 2006); Estrutura da defensina Sd5 de Saccharum officinarum (cana-de-aglcar) com uma
extensdo C-terminal ndo-estruturada (de Paula et al., 2011). (N) regido N-terminal; (C)
regidao C-terminal; (al) a-hélice; (B1) folha B 1; (B2) folha B 2; (B3) folha B 3; (310) a-hélice
310

1.2.2 - Localizagao e expresséo das defensinas
As defensinas sdo expressas por varios 0rgdos e tecidos e estao

principalmente localizadas na parede celular, no espaco extracelular de sementes e

também nas camadas periféricas das células de frutos e 6rgaos florais de diferentes
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plantas como Arabidopsis (Penninckx et al.,, 1996; Thomma et al., 2002), Pisum
sativum (ervilha) (Almeida et al., 2000), Spinacia oleracia (espinafre) (Segura et al.,
1998), Nicotiana alata (tabaco) (Lay et al., 2003a; 2003b) e Raphanus sativus
(rabanete) (Terras et al., 1992). Esta localizagdo extracelular foi confirmada por
estudos de imunolocalizacdo de varias defensinas de plantas provenientes de
sementes, incluindo Rs-AFP2 isolada de R. sativus e MsDefl de Medicago sativa,
respectivamente (Terras et al., 1995; Gao et al., 2000) e é consistente com o papel
defensivo para estes peptideos, porque acredita-se que nestes locais ocorram 0
primeiro contato com um patdégeno em potencial.

A localizacdo periférica das defensinas de plantas em diferentes tecidos
reflete seu papel de defesa contra a invasdo microbiana, seja como agente
antimicrobiano induzido dentro do tecido vegetativo ou como parte da barreira de
defesa constitutiva, esta importante especialmente em Orgaos reprodutivos e de
armazenamento (Thevissen et al., 2003; De Coninck et al., 2013).

Algumas defensinas de planta sdo constitutivamente expressas em uma
ampla variedade de tecidos. Por exemplo, a AtPDF2.2 de Arabidopsis thaliana é
expressa em folhas, flores, raizes e caules (Siddique et al., 2011). Outras defensinas
sdo sistemicamente induzidas sob infec¢cdo fungica ou ferimentos de tecidos
vegetativos em diferentes espécies de plantas, como por exemplo, P. sativum, S.
tuberosum, R. sativus, A. thaliana, etc (Thevissen et al., 2003; Kovaleva et al.,
2009).

Em estudos para dar maior suporte a participacéo das defensinas na defesa de
plantas, foi introduzido o gene que codifica a defensina Rs-AFP2 em plantas de
tabaco. Por comparacdo do numero e da area das lesdes causadas pelo fungo
Alternaria longipes, verificou-se que nas plantas transformadas, as areas de leséo
foram de sete a oito vezes menores que nas plantas controles (Terras et al., 1995).
Stotz et al. (2009) demonstraram que a defensina de tomate DEF2 tem um papel na
defesa e no desenvolvimento de plantas, jA que a superexpressao dessa proteina
aumenta a resisténcia da planta ao fungo Botrytis cinerea, enquanto tanto a
superexpressao quanto o silenciamento do gene enddégeno tém efeitos severos
sobre a producdo de sementes e viabilidade do polen. Estes estudos, além de
confirmarem a participacdo das defensinas na defesa de plantas, forneceram

indicios do possivel potencial biotecnologico destas moléculas (Kido et al., 2010
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1.2.3 - Atividades descritas in vitro para as defensinas de plantas

As defensinas de plantas sdo bastante diversificadas em sua estrutura
priméria, com excecdo dos oito residuos de cisteinas responsaveis pela
estabilizacdo da sua estrutura, sempre conservados. Refletindo essa diversidade
estrutural, as defensinas de plantas sdo capazes de apresentar diferentes atividades
biolégicas in vitro (Thevissen et al., 2003; Carvalho e Gomes, 2011; Hegedis e
Marx, 2013). Estas incluem atividade antibacteriana (Osborn et al., 1995; Koike et
al., 2002; Carvalho e Gomes, 2009, 2011), inibicdo de amilases de intestino de
insetos (Bloch e Richardson, 1991; Pelegrini et al., 2008; Santos et al.,, 2010),
inibicdo de tripsina (Wijaya et al., 2000; Melo et al., 2002); inibicdo de sintese de
proteinas (Colilla et al., 1990; Chen et al., 2004; Wong et al., 2006), bloqueio de
canais de sodio (Spelbrink et al., 2004; van der Weerden e Anderson, 2013), bem
como papéis na tolerancia aos metais pesados (Mirouze et al., 2006; Oomen et al.,
2011) e desenvolvimento das plantas (Wilson et al., 2005; Oomen et al., 2011).
Vérias defensinas de plantas também ja mostraram-se capazes de reduzir in vitro a
atividade de transcriptase reversa do HIV1 e foram capazes de exibir uma atividade
antiproliferativa para varios tipos de células de cancer de mama (Wong e Ng, 2005),
assim como uma defensina isolada de Phaseolus limensis que também ja
apresentou atividade sobre células cancerigenas (Wang et al., 2009; Hegedus e
Marx, 2013).

Além das atividades descritas, também ja foi visto que alguns peptideos de
plantas possuem acao inibitéria em protozoarios (McGwire e Kulkarni, 2010). A
primeira evidéncia de atividade leishmanicida relacionada aos peptideos de plantas
foi vista por Berrocal-Lobo et al. (2009). Neste estudo eles testaram a atividade de
quatro AMPs de plantas sobre promastigotas de Leishmania donovani. Entre eles,
apenas uma tionina e a defensina PTH1 foram capazes de inibir este protozoario. A
defensina PTH1 na concentracdo de 27 pg.mL™, inibiu aproximadamente 50% da
proliferacdo do protozoario com o tempo de incubacdo de 48 h. De forma
semelhante, a atividade da defensina natural de V. unguiculata Vu-Def e seu
recombinante, Vu-Defr, foram testadas sobre promastigotas de L. amazonensis. A
defensina natural Vu-Def eliminou 54,3% e 46,9% do crescimento de protozoarios

com 24 e 48 h de crescimento, respectivamente, e a defensina recombinante Vu-
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Defr eliminou 50% e 54,8% do crescimento de protozoarios em 24 e 48 h,
respectivamente, ambas as defensinas, na concentracdo de 100 pg.mL™ (Souza et
al., 2013). No entanto, apesar da ampla atividade inibitéria que as defensinas de
plantas apresentam contra diferentes microrganismos, pouco se sabe sobre sua
atividade contra os protozoarios.

Dentre as atividades descritas acima, a atividade melhor caracterizada para
as defensinas de plantas, € a sua capacidade para inibir o crescimento de uma
grande variedade de fungos filamentosos e leveduras (Broekaert et al., 1997; Games
et al., 2008; Carvalho e Gomes, 2009, 2011; Mello et al., 2011; Thevissen et al.,
2012). A atividade antifungica das defensinas de plantas, bem como as
concentracfes necessarias para as suas funcdes inibitérias dependem do fungo
testado e da defensina de planta em questdo. Por exemplo, o fungo filamentoso
Fusarium culmorum foi inibido pela defensina Ah-AMP; isolada de Aesculus
hippocastanum (castanheiro-da-india), com 12 pg.mL™* (ICso) e por Rs-AFP2 com 1,5
ng.mL™ (ICs) Terras et al. (1992) (tabela 2). Do mesmo modo, Terras et al. (1993)
mostraram que a concentracdo de proteina necessaria para obter 50% de inibicao
de crescimento (IC50) do fungo filamentoso Verticillium dahliae pelas defensinas Rs-
AFP1, Rs-AFP2, Br-AFP1 e Br-AFP2 foi de 5, 1,5 08 e 15 pgmL?
respectivamente. Ja para a inibicdo de 50% do crescimento (IC50) do fungo Botrytis
cinerea, foram necessarios 12 pg.mL™ da defensina Dm-AMP1 (isolada de Dhalia
merckii (dalia)), enquanto que esse mesmo resultado foi obtido usando apenas 6
ng.mL™ da defensina Hs-AFP3, (isolada de Heuchera sanguinea (planta coral)). van
der Weerden et al. (2008) viram que uma defensina isolada de Nicotiana alata (fumo
de jardim), denominada NaD1, na concentracdo de 1 yuM, foi capaz de inibir 50% do
crescimento dos fungos F. oxysporum e Leptosphaeria maculans e 65% dos fungos
V. dahliae, Thielaviopsis basicola e Aspergillus nidulans e na concentracdo de 5 uM,
0 crescimento de todos os fungos filamentosos testados sofreu mais do que 90% de
inibicao.

As primeiras defensinas de plantas para as quais a atividade antimicrobiana
foi descrita foram Rs-AFP1 e Rs-AFP2, isoladas a partir de sementes de R. sativus e
foi visto que eram capazes de inibir o crescimento de patégenos fangicos através de
hiper-ramificacdo e redugéo do crescimento da hifa (Terras et al., 1992). Diversos

estudos realizados posteriormente ampliaram a lista de espécies fangicas que
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tinham seu crescimento inibido, quando incubados na presenca destes AMPs
(Carvalho e Gomes, 2011).

Com base nas informacgfes sobre o modo aparente da inibicdo de fungos por
defensinas de plantas, estas foram assim divididas em dois grupos: as que
apresentam atividade antifingica acompanhada por alteragdes na morfologia, como
ramificacdo das hifas e as que apresentam atividade antifingica sem que ocorram
alteracdes morfologicas (Thomma et al.,, 2002). Muitas defensinas de plantas ja
foram descritas como ativas sobre varios fungos fitopatogénicos, como por exemplo,
Fusarium graminearum (Sagaram et al., 2011), Botrytis cinerea (Stotz et al., 2009) e
Alternaria brassicicola (de Zelicourt et al., 2007). Algumas defensinas de plantas
também inibem o crescimento de leveduras e fungos patogénicos oportunistas de
humanos, tais como a levedura C. albicans (Thevissen et al., 2004; de Zelicourt et
al., 2007; Games et al., 2008; Mello et al., 2011)

Tabela 2: Atividade antifingica de defensinas sobre fungos e levedura. Os valores sdo
mostrados em concentracdes expressas em pg.mL™' necesséarias para se obter 50% da
inibicdo do crescimento do fungo (ICs). (-), atividade ndo determinada; sa, atividade inibitoria
acima de 500 pg.mL?; >*1, atividade acima de 100 pg.mL™; >*2, atividade acima de 200
pug.mL™?; Ah, Aesculus hippocastanum; At, Arabidopsis thaliana; Bn, Brassica napus; Br,
Brassica rapa; Ct, Clitorea ternatea; Dm, Dahlia merckii; Hs, Heuchera sanguinea; Rs,
Raphanus sativus; ¥, dados obtidos de Terras et al. (1992); #, de Terras et al. (1993); *, de
Osborn et al. (1995) (Adaptado de Carvalho, 2005).

ug.mL™ (ICsp)
DEFENSINAS
MICRORGANISMOS AMP AFP

FUngOS Ah*l Ct} Dl'Tll Drn*z H§1 Rs; RSg Br, Br, At Bn, Bn,
25 200 12° 100 6 g 100 15 > 39" 28 2F
Botrytis cinerea

* * *

*
*

*

Cladosporium sphaerospermum 0,5 6 3 3 1 - 3 - - - - -
Fusarium culmorum 127 10 5 3 1 & 15 12" 38 3 28 217
Leptosphaeria maculans 05 6 15 1 25 - 12" - - - - -
Penicillium digitatum 6 20 20 20 1 - 15 - - - - -
Trichoderma viride >1 >1" >1" >1" 15 - 30 - - - - -
Septoria tritici o5 20 1 1 o5 - 15 - - - - -
Verticilium albo-atrum 6 2 4 2 12 - 12" - - - - -
Alternaria brassicola - - - - - 1587 2 3 75 10" 06" 1.2°
Fusarium oxysporum lycorpesici - - - - - 30" 28 18 428 3 13 15
Pericularia oryzae - - - - - 03 04" 025" 3" 025 03" 0%
Verticilium dahlae - - - - -5 15 08 155 15 12¢ 1*
Phythophtora infestans - - - - - 3" 25" - - - - -
Saccharomyces cerevisiae - - - - - sa® sa® sa' sa' sa® sa’  sa’

Mello, E. O.



Introducdo 13

1.2.4 - Mecanismos de a¢ao das defensinas de planta s

O mecanismo de acédo na inibicdo do crescimento fungico pelas defensinas de
plantas tem sido investigado por diversos autores, e evidéncias demonstram varios
passos envolvendo um mecanismo extracelular atuando na parede celular e/ou na
membrana plasmatica e também atuando em alvos intracelulares (Carvalho e
Gomes, 2011).

Thevissen et al. (1996) demonstraram que as defensinas Dm-AMP1 e Rs-
AFP2 causavam um influxo de Ca*?, um efluxo de K*, mudancas no potencial de
membrana e a concomitante alcalinizacdo do meio de incubacao na interagcdo com o
fungo Neurospora crassa (figura 2). Thevissen et al. (1999) mostraram que a
defensina Dm-AMPL1 foi capaz de permeabilizar a membrana do fungo filamentoso
N. crassa. Mello et al. (2011) mostraram que a defensina PvD; isolada de sementes
de P. vulgaris foi capaz de causar a permeabilizacdo da membrana de diversas
leveduras, dentre elas, C. albicans, C. tropicalis, C. parapsilosis, Picchia
membranifaciens e também foi capaz de permeabilizar a membrana dos fungos
filamentosos Fusarium oxysporum, F. solani e F. laterithium.

Existem evidéncias crescentes que excluem uma interacdo direta das
defensinas catidnicas com os fosfolipideos carregados negativamente da membrana
plasmatica de fungos bem como com a formacgao de poros (Thevissen et al., 1996;
Hegedus e Marx, 2013). Em vez disso, 0s primeiros estudos sobre 0 modo de agao
das defensinas de plantas realizados ha mais de uma década atras, destacam a
existéncia de dominios especificos de ligacdo na membrana plasmatica de fungos,
os chamados dominios lipidicos, os quais sdo especificamente enriquecidos em
esfingolipideos e esterois tais como esfingolipideos contendo
manosildiinositolfosforilceramida (M(IP)2C) e (glicosilceramida (GlcCer), que
permitem uma elevada concentracdo local de defensinas ligadas na membrana
(figura 2) (Thevissen et al., 1997; 2000; 2003; 2004).
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insercdo na membrana
defensina plasmatica causando
ligacdo a permeabilizagéo

|nteragao com a esflngollpldeos
membrana efluxo de K *

plasmatica
membrana plasmatica %

esfingolipideos em
dominios lipidicos
influxo de Ca *

Figura 2: Representagdo esquematica do primeiro modo de acdo descrito para as

defensinas de plantas em fungos (Adaptado de Thevissen et al., 2003).

Os esfingolipideos ndo sdo apenas importantes componentes estruturais de
membranas eucariéticas, mas também cumprem um papel importante como
mensageiros secundarios, regulando o delicado equilibrio entre a morte e a
sobrevivéncia celular (Thevissen et al., 2006). A distribuicdo de GlcCer néo se limita
as membranas fangicas, uma vez que grande quantidade deste glicoesfingolipideo
foram também encontrados na parede celular de fungos (Nimrichter e Rodrigues,
2011; Thevissen et al., 2012), ressaltando o importante papel da parede celular no
processo de morte causado pelas defensinas de planta. O esfingolipideo GlcCer é
produzido por muitos fungos patogénicos (Barreto-Bergter et al.,, 2004), e foi
recentemente mostrado ser necessario para a viruléncia em C. albicans (Noble et
al., 2010).

Estudando mais especificamente os sitios de ligagdo das defensinas de
plantas Dm-AMP1 e Rs-AFP2 na membrana de fungos, Thevissen et al. (2003;
2004, respectivamente) identificaram e caracterizaram certos grupos de
esfingolipideos. O alvo da defensina Dm-AMP1 na membrana foi identificado usando
cepas mutantes de S. cerevisiae que eram resistentes a esta defensina. O gene
IPT1 foi identificado como o provavel fator de susceptibilidade da cepa do tipo
selvagem. Este gene codifica a enzima inositol fosfotransferase que participa da

Ultima etapa da sintese do M(IP)2C, um esfingolipideo complexo e altamente
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abundante na membrana de S. cerevisiae. Eles descobriram que a sensibilidade
antifangica a Dm-AMP1 esta relacionada ao nivel de M(IP)2C, mostrando o papel do
complexo de esfingolipideos/defensina na atividade antifingica de Dm-AMP1
(Thevissen et al., 2003). Usando uma cepa de S. cerevisiae defectiva em IPT1, mas
capaz de sintetizar M(IP)2C por uma via alternativa, Im et al. (2003) confirmaram que
M(IP)2C é o verdadeiro alvo de ligagdo e sua auséncia confere a levedura
resisténcia a Dm-AMPL1. Aerts et al. (2006) também confirmaram estes resultados,
associando niveis de M(IP)2C na membrana com susceptibilidade a Dm-AMP1.

Thevissen et al. (2004) demonstraram que o esfingolipideo GlcCer, um
esfingolipideo neutro presente na membrana das leveduras C. albicans e Picchia
pastoris, era o sitio de ligacdo da defensina Rs-AFP2 e que a atividade desta
defensina estava relacionada com o nivel de GlcCer presente na membrana. Foi
visto também que esta defensina ndo é capaz de se ligar as glicosilceramidas
presentes nas células de humanos e soja. Segundo estes autores isto acontece
devido ao fato de os lipideos encontrados nestas células serem estruturalmente
diferentes. Os dados acima relatados nos déo indicios de que as defensinas de
plantas podem atuar sobre microrganismos também de uma maneira especifica.
Além da estrutura dos lipideos que constituem a membrana, a composicao lipidica
da mesma parece determinar a susceptibilidade e/ou resisténcia as defensinas de
plantas (Jha e Chattoo et al., 2010).

O esfingolipideo M(IP)2C presente na membrana de S. cerevisiae e 0
esfingolipideo GlcCer presente na membrana de C. albicans, foram entdo, os
primeiros sitios de ligacdo descritos para defensinas, nas membranas plasmatica de
leveduras (figura 3) (Thevissen et al., 2003; 2004).
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Saccharomyces cerevisiae Candida albicans
OH CH, OH
HO NHO P-Inositol ol Glicose

) | NH
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Manosildiinositolfosforilceramida Glicosilceramida

Figura 3: Representacdo esquematica da estrutura dos esfingolipideos que sao sitios de
ligacdo das defensinas de plantas na membrana de fungos (Adaptado de Thevissen et al.,
2004).

Ramamoorthy et al. (2007) usando uma cepa do fungo F. graminearum
mutante (AFggcsl) relataram que a defensina MsDefl também requer o
esfingolipideo GlcCer na membrana fungica para exercer seu efeito antifingico.
Thevissen et al. (2007) mostraram que as defensinas Hs-AFP1 e Rs-AFP2 eram
capazes de inibir o crescimento de C. albicans e C. krusei, mas nao de C. glabrata e
atribuem estes dados ao fato de que C. glabrata ndo sintetiza glicosilceramidas
(possivel alvo para Rs-AFP2). Da mesma forma, Medeiros et al. (2010) mostraram
que cepas de C. albicans mutantes (AGCS1), que também eram incapazes de
sintetizar glicosilceramidas, eram mais resistentes a defensina Psdl isolada de P.
sativum. Adicionalmente, van der Weerden et al. (2010) também mostraram que
NaD1 requer a presenca de componentes da parede celular de F. oxysporum f. sp.
vasinfectum, especificamente a camada de glicoproteina exterior, para exercer seus
efeitos toxicos.

Até agora, o importante papel dos esfingolipideos no processo de inibicdo do
crescimento de fungos por defensinas de plantas foi estabelecido para cinco
diferentes defensinas: Dm-AMP1 de D. merckii (Thevissen et al., 2000), Rs-AFP2 de
R. sativus (Thevissen et al., 2004), MsDefl de M. sativa (Ramamoorthy et al., 2007),
Sd5 de S. officinarum (de Paula et al., 2008), e Psd1 de P. sativum (Medeiros et al.,
2010).

Para obter uma melhor visdo molecular da interagéo entre as defensinas de
plantas e esfingolipideos, a dindmica estrutural das defensinas Psdl e Sd5 e suas

interacbes com vesiculas de membranas contendo fosfatidilcolina ou
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dodecilfosfocolina com GlcCer fungica foram investigadas (Medeiros et al., 2010; de
Paula et al., 2011). Estes dados indicaram que as propriedades dinamicas da
defensina Sd5 eram completamente diferentes das propriedades de Psdl,
demonstrando que, embora essas defensinas tenham estruturas similares, sua
dindmica pode ser extremamente diversificada. Por conseguinte, estes estudos
sugerem que regides especificas das defensinas de plantas sédo responsaveis pela
sua capacidade de interagir com GlcCer, assegurando sua ancoragem na
membranas de fungos. Sagaram et al. (2011) recentemente demonstraram que 0s
principais determinantes da atividade antifingica das defensinas MsDefl e MtDef4
de M. truncatula residem no seu motivo y-core. Curiosamente, foi mostrado que a
interacdo de Psdl na membrana € mediada, em parte, por este motivo y-core (De
Coninck et al., 2013).

Dados existentes sugerem que mecanismos mais complexos do que a
permeabilizacdo da membrana estdo envolvidos na indugdo da morte celular. O
acumulo intracelular desse peptideo foi demonstrado para a defensina Psd1 de P.
sativum. Um sistema duplo hibrido foi usado para identificar interagdes proteina-
proteina entre o peptideo Psdl e as proteinas fungicas. Proteinas alvo foram
analisadas dentro do cDNA do fungo Neurospora crassa (Lobo et al., 2007). Um
clone apresentou sequéncia similar a da ciclina F, que € uma proteina que esta
envolvida no ciclo celular. Analises por microscopia de fluorescéncia de Psdl
conjugado com isotiocianato de fluoresceina (FITC, do inglés fluorescein
isothiocyanate) e do coramento do fungo com 4',6'-diamino-2-fenilindol (DAPI, do
inglés 4',6-diamidino-2-phenylindole) mostraram a colocalizacéo, in vivo, do peptideo
de planta Psd1 no nucleo. Estes resultados sugerem que o mecanismo de acdo da
defensina de planta Psd1 pode envolver também alvos nucleares.

Recentemente, foi demonstrado que a defensina Rs-AFP2 de R. sativus,
interage com o GlcCer presente na parede celular da levedura C. albicans, mas nao
é internalizada na célula (Thevissen et al.,, 2012). Este fato contrasta com a
localizagao intracelular das defensinas de plantas NaDl1 e Psdl. Tem sido
demonstrado que NaDl1 é internalizada e esta localizada no citoplasma dos fungos
susceptiveis, resultando em granulagdo do citoplasma e morte da célula (van der
Weerden et al., 2008). Aparentemente, NaD1 permeabiliza as células fungicas
através de um novo mecanismo, que requer a presenca da parede celular fungica

(van der Weerden et al.,, 2010). Neste ultimo estudo, os autores sugeriram a
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hipétese de que um receptor para NaD1, ainda nao identificado, pode estar
localizado na camada protéica da parede celular.

Além de todo esse processo de permeabilizacdo de membranas envolvendo
as defensinas de plantas, nos ultimos anos tem sido mostrada para algumas
defensinas a propriedade de induzir apoptose ou morte celular programada em
espécies de leveduras e fungos susceptiveis. A defensina Rs-AFP2 induz o acumulo
intracelular de espécies reativas de oxigénio (ROS, do inglés reactive oxygen
species) e apoptose nas células da levedura patogénica humana C. albicans (Aerts
et al., 2007; 2009). Esta morte das células da levedura C. albicans induzida por Rs-
AFP2 requer caspases ou proteases semelhantes a caspases, mas é independente
da metacaspase 1. Em outros estudos, van der Weerden et al. (2008; 2010)
mostraram que o tratamento do fungo filamentoso Fusarium oxysporum com NaD1
provocou um aumento do acumulo de ROS. Se NaD1l concomitantemente induz
apoptose ainda ndo foi investigado. Além disso, Thevissen et al. (2012)
recentemente demonstraram que Rs-AFP2 induz a localizacdo da septina e acumulo
de moléculas indutoras de apoptose, como por exemplo, ceramidas, em membranas
de C. albicans. Da mesma forma, o tratamento das células de C. albicans com a
defensina Hs-AFP1 de H. sanguinea resultou no acumulo de ROS e na inducédo de
apoptose (Aerts et al., 2011).

Um resumo do modo de acdo de defensinas de plantas em fungos, assim

como a indicagdo de seus alvos, € mostrado na figura 4.
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Figura 4. Representa¢cdo esquematica do modo de a¢do mais complexo das defensinas de
plantas (Sd5, MsDefl, PsD1, RsAFP2, NaD1 e HsAFP1) em fungos com indicacdo de seus
alvos membranares e efeitos desencadeados pela interagdo. As cores correlacionam as

defensinas com seus efeitos (Adaptado de De Coninck et al., 2013).

Corroborando com as informagfes acerca do mecanismo de acdo das
defensinas sobre fungos, o mecanismo de acado utilizado para levar a morte de
protozoarios como Leishmania consiste na ruptura da membrana plasmatica,
interacdo com alvos intracelulares depois da interacdo com o parasita, indugcéo de
apoptose e/ ou através da imunomodulacdo do hospedeiro infectado (Marr et al.,
2012). Porém, muito pouco foi feito sobre o estudo desses mecanismos sobre

protozoarios.
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1.3 - Adefensina PvD; de Phaseolus vulgaris

Em um trabalho prévio realizado pelo nosso grupo, Games et al. (2008)
isolaram um peptideo de semente de P. vulgaris (feijdo comum) e em seguida
obtiveram sua sequéncia N-terminal, constatando ser este peptideo pertencente a
familia das defensinas de plantas, a qual foi chamada de PvD; (do inglés, Phaseolus
vulgaris defensin 1). Esta defensina apresentou atividade antimicrobiana sobre uma
série de leveduras testadas, como por exemplo, Candida albicans, C. parapsilosis,
C. tropicalis, C. guilliermondii, Kluyveromyces marxiannus e S. cerevisiae
provocando alteracdes morfolégicas e ultraestruturais nas células das mesmas.
Além da atividade contra leveduras, foi visto também que a defensina PvD; quando
utilizada numa concentracdo de 100 pg.mL™, foi capaz de inibir o crescimento de
fungos filamentosos como Fusarium oxysporum, F. solani, F. lateritium e Rhizoctonia
solani.

Além da atividade antimicrobiana descrita, a defensina PvD; foi submetida a
uma clonagem molecular. A sequéncia do N-terminal parcial da defensina PvD; foi
utilizada para produzir um iniciador degenerado. Este iniciador permitiu a
amplificacdo do cDNA da defensina por RT-PCR a partir do mRNA de sementes de
P. vulgaris. A analise da sequéncia do cDNA clonado, nomeado PvD1, demonstrou
um fragmento de 314 bp que codifica um polipeptideo de 47 residuos de
aminoacidos. A sequéncia deduzida do peptideo apresentou grande similaridade
com defensinas de Cicer arietinum (95%), Vigna radiata (93%) e Pachyrhizus erosus
(87%).
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2. OBJETIVOS

2.1. Objetivo Geral

Este trabalho teve como objetivo geral superexpressar de forma heteréloga,
purificar, caracterizar e avaliar a atividade e o mecanismo de acdo das defensinas
natural (PvD1) e recombinante (PvD;r) de Phaseolus vulgaris sobre fungos e sobre o

protozoario Leishmania amazonensis.

2.2. Objetivos especificos

1. Purificar a PvD; de P. vulgaris;

2. Analisar a atividade inibitoria da PvD; sobre fungos;

3. Verificar o efeito da PvD; sobre a producdo endogena de ROS e NO em células
fungicas;

4. Verificar o efeito da PvD; sobre a inibicdo da acidificacdo do meio induzido em
células fungicas;

5. Analisar a atividade da PvD; sobre promastigotas de Leishmania amazonensis
através de curvas de proliferacdo celular e microscopia eletronica de
transmisséo;

6. Verificar o efeito da PvD; sobre a permeabilizacdo de membranas de
promastigotas de L. amazonensis;

7. Superexpressar, purificar e caracterizar a PvDar;

8. Analisar o efeito da atividade inibitéria da PvD;r sobre as cepas selvagem e
mutante (AGCS1) de C. albicans;

9. Analisar o efeito da PvD;r sobre a permeabilizacdo de membrana de cepas
selvagem e mutante (AGCS1) de C. albicans;

10. Analisar o efeito da PvD;r sobre a producédo enddgena de ROS e NO em células
de cepas selvagem e mutante (AGCS1) de C. albicans;

11. Verificar se PvDir € internalizada em células de cepas selvagem e mutante
(AGCS1) de C. albicans;

12. Analisar o efeito apoptético da PvD; e PvD;r sobre células de S. cerevisiae.
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3. MATERIAIS E METODOS

PARTE I: PURIFICACAO, ATIVIDADE ANTIMICROBIANA E ME CANISMO DE
ACAO DA DEFENSINA NATURAL PvD; DE SEMENTES DE Phaseolus vulgaris

[.3.1 - Materiais biologicos

[.3.1.1 - Sementes

Sementes de feijdo Phaseolus vulgaris, cultivar Pérola, foram fornecidas pela
Empresa de Pesquisa Agropecuaria do Estado do Rio de Janeiro - PESAGRO,

Campos dos Goytacazes, Rio de Janeiro.

[.3.1.2 — Microrganismos e manutencao

As leveduras Candida albicans (CE022) e Saccharomyces cerevisiae (1038)
e o fungo filamentoso Fusarium oxysporum foram cultivados em meio Sabouraud
(peptona 10g/L, D(+) glicose 20g/L, agar-agar 17g/L) (Merck S/A), mantidos a 23 C
e conservados no Laboratorio de Fisiologia e Bioguimica de Microrganismos
(LFBM) do Centro de Biociéncias e Biotecnologia (CBB) da Universidade Estadual
do Norte Fluminense Darcy Ribeiro (UENF), Campos dos Goytacazes, Rio de
Janeiro, Brasil.

A cepa selvagem da levedura Candida albicans foi gentilmente cedida pela Dr2
Eleonora Kurtenbach do Instituto de Biofisica Carlos Chagas Filho (IBCCF), Dr2
Eliana Barreto Bergter do Instituto de Microbiologia Professor Paulo de Goées (IMPPG)
e pelo Dr. Luciano Neves Medeiros do Centro de Ciéncias da Saude (CCS), todos da
Universidade Federal do Rio de Janeiro (UFRJ), Rio de Janeiro, Brasil. Esta cepa foi
cultivada em meio BDA (infusdo de batata 4g/L, dextrose 20g/L, agar 15g/L)
(Acumedia) e mantida em cultura a 23 € no LFBM, do CBB da UENF, Campos dos
Goytacazes, Rio de Janeiro, Brasil.

A cepa Josefa de Leishmania amazonensis, no estidgio de promastigota, foi
fornecida pelo Laboratério de Biologia Celular e Tecidual (LBCT) vinculado ao CBB
da UENF, Campos dos Goytacazes, Rio de Janeiro, Brasil, em colaboracdo com o

Prof. Edésio José Tendrio de Melo.
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[.3.2 - Purificacdo da defensina PvD; de sementes de P. vulgaris

[.3.2.1 - Extrac&o proteica das sementes

As sementes de P. vulgaris foram descascadas e trituradas com um
processador de alimentos até a formacédo de uma farinha bem fina. A farinha obtida
foi extraida em tampéao fosfato (Na,HPO4 10 mM, NaH,PO, 15 mM, KCI 100 mM,
EDTA 1,5%) pH 5,4 na propor¢cao de 1:5 (farinha:tampé&o de extracao) sob agitacao
constante por 2 h a 4 °C. Apés homogeneizagdo, o extrato bruto foi submetido a
centrifugacdo a 15.000 x g por 20 min a 4 °C e o sobrenadante resultante foi
submetido a precipitacdo com sulfato de aménio a 70% de saturacao e deixado a 4
°C por 16 h. O precipitado resultante, obtido apds nova centrifugacédo a 15.000 x g
por 20 min a 4 °C, foi ressuspenso em 10 mL de 4gua destilada e aquecido a 80 °C
por 15 min e em seguida centrifugado a 10.000 x g por 8 min a 4 °C. O precipitado
resultante desta ultima centrifugacédo foi descartado e o sobrenadante dialisado
durante trés dias, contra agua destilada e em seguida liofilizado para posterior
purificacdo dos peptideos. Esta amostra, chamada ao final do processo de fracao O-
70 (F/0-70), foi liofilizada (Liofilizador K105, Liotop) e armazenada a -20 °C e usada
posteriormente para a purificacdo dos peptideos (Games et al., 2008).

[.3.2.2 - Cromatografia de troca ibnica em colunad e DEAE-Sepharose

Uma coluna (3 x 7 cm) foi preparada com 100 mL de resina de troca ibnica
DEAE-Sepharose e montada sob a acdo da gravidade. Depois de a resina estar
devidamente empacotada, ela foi sequencialmente lavada com 350 mL de agua,
com aproximadamente 2,5 X o volume da resina de hidréxido de sodio (NaOH) 0,1
M, novos 350 mL de agua e 2,5 X o volume da resina de acido cloridrico (HCI) 0,1
M. Com a resina devidamente ativada, apds tais procedimentos, a mesma foi
equilibrada com tampéao de equilibrio, Tris-HCI 20 mM, pH 8,0, ficando preparada
para o uso.

A amostra aplicada na coluna foi preparada da seguinte forma: 50 mg da F/O-
70 foram pesados e dissolvidos em 5 mL de tampdo de equilibrio e depois

centrifugado a 16.000 x g por 3 min a temperatura ambiente e o sobrenadante
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aplicado sobre a resina. A amostra foi eluida primeiramente no tampé&o de equilibrio
e em seguida em um tampéao Tris-HCI adicionado de NaCl na concentragcéo de 1 M.
Foram coletadas fracées de 3 mL em aproximadamente 60 tubos em um fluxo de 60
mL/h (LKB pump P-1, Pharmacia). As absorbancias das fracdes foram lidas em um
espectrofotometro a 280 nm e separados o0s picos de acordo com essas
absorbancias. Ap6s a cromatografia, o pico D1 (ndo retido), foi concentrado por
liofiizacdo. Em um trabalho anterior, vimos que nesse pico esta presente a

defensina PvD; de P. vulgaris (Games et al., 2008).

1.3.2.3 - Cromatografia de fase reversa em coluna C 2/C18

Uma coluna de fase reversa C2C18 (URPC C2C18, GE-Healthcare)
equilibrada com 0,1% de &cido trifluoroacético (TFA), foi empregada na proxima
etapa de isolamento da defensina de sementes de P. vulgaris. O pico D1, oriundo da
cromatografia de troca idnica em coluna de DEAE-Sepharose, foi solubilizado em
TFA 0,1% e 500 pL desta mistura foram injetados na coluna de fase reversa. A
cromatografia foi desenvolvida utilizando-se um fluxo de 0,5 mL.min™, a temperatura
de 32 °C em sistema de cromatografia liquida de alta performance (HPLC, do inglés
high performance liquid chromatography) (Prominence, Shimadzu). Para a elui¢ao
das proteinas da coluna foi utilizado um gradiente de acetonitrila (ACN) comecando
com 100% de solvente A (0,1% de TFA) durante 10 min, seguido por uma mistura de
solvente A e o solvente B (80% de acetonitrila contendo 0,1% de TFA), de 0 a 100%
durante 30 min. A coluna foi, em seguida, lavada com 100% de solvente B durante 5
min. A concentracdo do solvente A aumentou para 100% durante o tempo restante.
O tempo total da cromatografia foi de 60 min. A eluicdo da coluna foi acompanhada
por um detector de arranjo de diodo (DAD, do inglés diode array detector), sendo as
absorbancias lidas a 220 nm. ApGs ser coletado, o pico de interesse foi concentrado
por liofilizagdo (Games et al., 2008).

O processo de purificagcdo foi acompanhado por eletroforese em gel de

poliacrilamida.
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[.3.2.4 - Quantificacéo de proteinas

As determinacfes quantitativas de proteinas foram feitas pelo método do
acido bicinconinico segundo Smith et al. (1985), sendo a ovalbumina (Sigma)

utilizada como padréo.

1.3.2.5 - Eletroforese em gel de tricina na presen¢c  a de dodecil sulfato de sédio

Os picos provenientes das diferentes cromatografias foram visualizados em
gel de tricina segundo método descrito por Schagger e von Jagow (1987). Foram
usadas placas de vidro de 8 x 10 cm e 7 x 10 cm e espacadores de 0,75 mm.

O gel de separagcéo foi preparado numa concentracdo de 16,4% de
acrilamida/bis-acrilamida e o gel de concentragdo numa concentracao de 3,9%. Os

géis foram montados no Mini Protean Tetra System, Biorad.

[.3.2.5.1 - Preparo das amostras e condi¢des de cor rida

Os picos obtidos na cromatografia de troca idnica, DEAE-Sepharose e na
cromatografia de fase reversa em coluna C2/C18 foram concentrados por liofilizacéo
e, em seguida, pesados e ressuspensos em tampao de amostra (Tris 0,125 M, SDS
2,5%, azul de bromofenol 0,25%, B-mercaptoetanol 5% e sacarose 15%). As
amostras foram aquecidas por 5 min a 100 °C e centrifugadas a 16.000 x g por 2
min. ApOs este tratamento, 20 pL das amostras foram aplicadas no gel de
concentragdo. A corrida foi feita a uma voltagem constante de 20 V por um periodo

de aproximadamente 16 h.

1.3.2.5.2 - Coramento e descoramento do gel

Apds o término da corrida, o gel foi cuidadosamente retirado das placas e
colocado na solucao corante (Comassie Blue R 0,05%, acido acético 70% e metanol
40%) por 1 h e apés esse periodo, o gel foi transferido para uma solucdo descorante
(metanol 40% e &cido acético 7%) e mantido até a visualizacdo das bandas de
proteinas.
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[.3.3 - Atividade antimicrobiana e mecanismo de aca o0 da defensina natural

PvD; contra fungos

1.3.3.1 - Ensaio de inibi¢cdo do crescimento flngico em meio liquido
I. 3.3.1.1 - Obtencao de esporos de fungo filamento so

O fungo F. oxysporum foi transferido do estoque e colocado para crescer em
uma placa de Petri contendo agar Sabouraud por aproximadamente 15 dias a 30 °C.
Apés esse periodo, 10 mL de caldo Sabouraud foram vertidos sobre a placa
contendo os fungos e os esporos foram liberados com o auxilio de uma alca de
Drigalski. Essa suspenséao foi devidamente filtrada em gase para evitar a passagem
de restos miceliais que pudessem estar em solugdo juntamente com 0S esporos.
Esses esporos foram entdo quantificados em camara de Neubauer (Optik Labor) na

presenca de um microscopio optico.
1.3.3.1.2- Obtencao das células de leveduras

In6culos das células das leveduras C. albicans e S. cerevisiae foram retirados
dos tubos contendo agar Sabouraud inclinado e transferidos para placas de Petri
contendo agar Sabouraud. As células foram mantidas por um periodo de dois dias a
30 C. Apls este periodo, as células foram utilizad as no ensaio no qual, com o
auxilio de uma alca de semeadura, colbnias foram retiradas e adicionadas a 10 mL
de meio de cultura (caldo Sabouraud), para que se fizesse a quantificacdo das
mesmas em camara de Neubauer através do uso de um microscopio Optico

(Axiovison 4, Zeiss).
[.3.3.1.3 - Analise da inibicdo do crescimento fung ico

ApoOs quantificacdo, as células do fungo filamentoso F. oxysporum e das
leveduras C. albicans e S. cerevisiae (1 x 10* células.mL™) foram incubadas em 200
uL de caldo Sabouraud contendo 100 pg.mL™ da defensina natural PvD;. O ensaio
foi realizado em placas de cultura de células (96 pocos), incubadas a 30 °C por um

periodo de 60 h para o fungo filamentoso e 24 h para as leveduras. Para a
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observacdo da inibicdo do crescimento dos fungos, foi determinada a densidade
Optica calculada a partir de leituras em um leitor de microplacas (EZ Read 400,
Biochrom), a 620 nm a cada 6 h. Todo o ensaio foi feito em triplicata e sob
condicOes de assepsia em capela de fluxo laminar, segundo metodologia adaptada
de Broekaert et al. (1990).

[.3.3.2 - Efeito da defensina natural PvD; sobre a inducdo da producéao
endodgena de espécies reativas de oxigénio e oxido nitrico em células do

fungo filamentoso F. oxysporum e de C. albicans

Para avaliar se 0 mecanismo de acao da PvD; envolvia a inducao do estresse
oxidativo, as sondas fluorescentes 2 ,7'-diclorofluoresceina diacetato (H,DCFDA)
(Calbiochem - EMD) e 3,4-diaminometil-2",7"-difluoresceina diacetato (DAF,DA)
(Calbiochem - EMD) foram utilizadas para medir o nivel de espécies reativas de
oxigénio (ROS, do inglés reactive oxygen species) e 6xido nitrico (NO, do inglés
nitric oxide) intracelular, respectivamente, segundo metodologia descrita por Aerts et
al. (2007), com modificacdes. Apos ensaio de inibicdo do crescimento (descrito no
item 1.3.3.1), 50 pL das células de F. oxysporum e C. albicans, crescidas na
auséncia e na presenca de 100 pg.mL™ da PvD;, foram incubadas com as sondas
especificas para ROS (H,DCFDA, 20 uM, diluido em DMSO) e NO (DAF;DA, 20 uM,
diluido em DMSO) que sédo capazes de se difundirem através da membrana
plasmatica das células e serem hidrolisados por esterases intracelulares formando
uma molécula ndo fluorescente. Esta molécula entédo ira reagir com o ROS e NO
intracelular formando uma molécula fluorescente. Apds 2 h de incubacéo, ao abrigo
da luz e com constante agitacdo, as células foram analisadas em microscopio de
fluorescéncia (Axiovison 4, Zeiss) equipado com um conjunto de filtros fluorescentes
para deteccao da fluoresceina (excitacdo com comprimento de onda entre 450 - 490

nm e emissao de 500 nm). Os resultados representam experimentos em triplicata.
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1.3.3.3 - Andlise do efeito da defensina natural PvD; sobre a inibicdo da
acidificacdo do meio induzido por glicose por célul as de fungos filamentosos e
leveduras

1.3.3.3.1 - Manutenc¢ao e preparo das células

O fungo filamentoso F. oxysporum foi transferido do estoque e colocado para
crescer em uma placa de Petri contendo agar Sabouraud por aproximadamente 15
dias a 30 °C. ApoOs esse periodo, 4 mL do tampao usado na acidificagdo (tampao
Tris-HCI 10 mM pH 6,0) foram vertidos sobre a placa contendo o fungo, os esporos
foram liberados com o auxilio de uma alca de Drigalski. Essa suspensdo foi
devidamente filtrada em gase, para evitar a passagem de restos miceliais, e deixada
na estufa por 12 h.

Células de cepas selvagens da levedura C. albicans foram transferidas do
meio BDA inclinado (estoque) para placas de Petri contendo BDA, onde cresceram
por trés dias a 30 T. ApoOs este periodo, 4 mL de meio de cultura liquido foram
vertidos sobre as coldnias e as células ressuspensas e homogeneizadas com o
auxilio de uma pipeta. Posteriormente, 5 pL dessa suspensao celular foram
adicionados em 200 mL de meio de cultura (caldo batata dextrose) e mantidas sob
intensa agitacdo a 30 T por aproximadamente 16 h. ApOs este periodo de
crescimento, o material foi centrifugado a 3.000 x g por 5 min a 4 . As células
precipitadas foram lavadas com agua ultrapura e centrifugadas a 3.000 x g por 5 min
a 4 C, sendo este procedimento repetido trés vezes, para que todo o meio de
cultura fosse retirado. Ao final das lavagens, as células precipitadas foram
ressuspensas em 3 mL de agua ultra pura e utilizadas no ensaio de inibicdo da

acidificacado do meio por células de leveduras (Gomes et al., 1998).
1.3.3.3.2 - Ensaio de acidificacéo

Apés as 12 h de incubacao no tampéo Tris-HCI 10 mM pH 6,0, os esporos do
fungo F. oxysporum (10’ células.mL™) foram pré-incubados por 30 min em meio

contendo tampé&o Tris-HCI 10 mM pH 6,0 na presenca e na auséncia da PvDi, na

concentracdo de 200 pg.mL>. Apés os periodos de pré-incubacdo, foram
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adicionados 200 pL de glicose 0,5 M e em seguida foram feitas leituras do pH a cada
minuto por um tempo de 30 min.

Células de C. albicans cepa selvagem (10 células.mL™) foram pré-incubadas
em diferentes tempos (10 min, 30 min e 1 h) em meio contendo tampéao Tris-HCI 10
mM pH 6,0 na presenca e na auséncia da PvD; na concentracdo de 100 pg.mL™.
Apébs os periodos de pré-incubacéo, foram adicionados 200 pL de glicose 0,5 M e
em seguida foram feitas leituras do pH a cada minuto por um tempo de 30 min.

Estes ensaios foram feitos em triplicata e os célculos de ApH (pH= - log [H])
foram feitos para determinar a porcentagem de inibicdo obtida com o experimento. O
volume final dos ensaios foi de 1 mL. Todos os ensaios foram feitos segundo
metodologia adaptada de Gomes et al. (1998).

Os gréaficos sdo mostrados em funcdo da porcentagem de acidificacdo em
funcdo da concentracdo e/ou do tempo. Os dados foram avaliados usando ANOVA.
As diferencas médias ndo foram consideradas significativas quando P>0,05. Todas
as analises estatisticas foram realizadas com software GraphPad Prism (verséo 5.0

para Windows).

1.3.3.4 - Teste para a verificacdo de apoptose em c €lulas da levedura S.
cerevisiae na presenca da defensina natural PvD;

[.3.3.4.1- Preparo da levedura para a obtencdo de e sferoplastos

A obtencdo de esferoplastos foi feita de acordo com o método descrito por
Okorokov & Lehle (1998) com modificages. Inicialmente o volume do pré-inéculo
adicionado em 200 mL ou 400 mL do meio YPD (do inglés, yeast peptone dextrose)
(peptona 2g/L, extrato de levedura 1g/L, glicose 2g/L) (Sigma) foi calculado
considerando o tempo de geracdo da cepa utilizada, de acordo com sua curva de
crescimento previamente determinada. Dessa forma, apds aproximadamente 15 h a
30 °C sob agitagdo de 250 rpm, as células foram crescidas até o meio da fase
logaritmica.

As células foram inoculadas em meio YPD e colocadas para crescer sob
agitacdo até o meio da fase logaritmica. A cultura de suspensdo celular foi
centrifugada a 3. 000 x g por 7 min a 4 °C, e em seguida, foi feito o descarte do meio

e a determinacao do peso umido das células.
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Para cada 1 g de peso umido de células foram adicionados 5 mL de tampé&o
de esferoplastos (1,2 mol sorbitol, 50 mM Tris pH 7,2), 0,9 mg do complexo
enzimatico litico (liticase) e 12 pL de B-mercaptoetanol (concentracdo final de 30
mM). Esta suspenséo celular em tamp&o para esferoplastos foi incubada a 37 °C
sob fraca agitacdo manual.

O monitoramento cinético da hidrolise da parede celular foi realizado com o
espectrofotometro no comprimento de onda de 600 nm, misturando 10 pL da
suspensao celular em 990 uL de agua. Este monitoramento foi feito a cada 5 ou 10
min a partir do tempo 0 (zero) de incubagéo até o tempo maximo de 50 min ou até
que a absorbancia atingisse 20% do valor inicial.

O tubo com a suspensédo de esferoplastos foi transferido para o gelo e a
reacdo de hidrélise da parede celular foi finalizada pela adicdo do tampé&o de parada,
“stop solution” (1,2 mol sorbitol, 20 mM Tris, 20 mM EDTA pH 7,4), e uma
concentracéo final de 0,2 M de benzamidina e 0,2 M de PMSF. A suspensédo de
esferoplastos foi adicionada ao tubo da centrifuga sobre uma solucéo colchédo (1,4
mol sorbitol, 50 mM Tris pH 7,4). Isso foi feito com auxilio de uma pipeta, de forma
lenta, evitando a mistura entre a suspensdo e a solucao colchdo. Este material foi
entdo centrifugado a 3. 500 x g por 5 min a 4 °C, para que fosse possivel eliminar os
residuos de enzimas liticas. Em seguida, o sobrenadante foi descartado e as
paredes dos tubos foram secas com papel para evitar que possiveis enzimas
hidroliticas atuassem nos esferoplastos.

1.3.3.4.2 - Deteccao de apoptose

Os esferoplastos (1 x 10® cel.mL™) foram incubados em tampdo de
esferoplastos contendo 50 pg.mL™ da PvD;. O ensaio foi realizado em placas de
cultura de células (96 pocos) com o volume final de ensaio ajustado para 200 pL, a
30 °C por um periodo de 2 h de incubagdo. Apos as 2 h, os esferoplastos foram
lavados em tampé&o de esferoplastos e centrifugados a 200 x g por 5 min. O
sedimento foi ressuspenso em 100 pL do kit de marcacado Annexin-V-Fluos (Roche),
seguindo as recomendacdes do fabricante, e incubado sob agitacéo, protegido da
luz por 15 min. Em seguida, os esferoplastos foram analisados por contraste

interferencial diferencial (DIC, do inglés differential interference contrast) e por
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microscopia de fluorescéncia em microscépio 6ptico (Axiovison 4, Zeiss) equipado
com um conjunto de filtros fluorescentes para deteccdo de fluoresceina (excitacao
com comprimento de onde entre 450 — 490 nm e emissdo de 500 nm). Como
controle positivo foi utilizado perdxido de hidrogénio 2,5 mM nas mesmas condi¢cdes
da PvD;. O Kit Annexin-V-Fluos (Roche) contém Anexina V (que se liga a
fosfolipideos de carga negativa com alta especificidade para fosfatidilserina, que
durante os estagios iniciais da apoptose é translocada para o folheto externo da
membrana plasmatica) e iodeto de propidio para a diferenciacdo de células

necraéticas.

[.3.4 - Atividade antimicrobiana e mecanismo de acao da def ensina natural
PvD; contra parasitas

[.3.4.1 - Efeito da defensina natural PvD; na proliferacdo de promastigotas de
Leishmania amazonensis

[.3.4.1.1 - Cultivo de células de Leishmania amazonensis

Promastigotas de L. amazonensis (cepa Josefa) foram crescidas em meio
Warren’s (90% Brain heart broth) (Fluka), contendo 10% de soro bovino fetal
inativado pelo calor), enriguecido com 0,01% de acido félico e 0,4% de hemina a 28

T com transferéncia para o novo meio a cada trés d ias.

1.3.4.1.2 - Ensaio de inibicdo da proliferacdo do p  rotozoario

Em placas de cultura de células (96 pocos), PvD; nas concentracdes de 300 e
600 pg.mL™, foi incubada com 1,5% de dimetilsulféxido (DMSO, do inglés dimethyl
sulfoxide) e meio Warren’s num volume final de 100 pL, juntamente com 100 pL de
meio Warren’s contendo promastigotas de L. amazonensis na concentragao de 1,5 x
10° parasitas.mL™. Para o controle da proliferacdo de promastigotas de L.
amazonensis repetimos o0 mesmo procedimento, sem adicdo da PvD;. A placa foi
incubada a 28 TC.

A proliferacdo do parasita foi acompanhada em 24 e 48 h através da
contagem das células viaveis em camara de Neubauer. Todo o ensaio foi feito em
triplicata e os resultados representam a média do nimero de células de cada

amostra em relacédo ao tempo de cada tratamento.
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1.3.4.2 - Andlise ultraestrutural de células de L. amazonensis tratadas com a

defensina PvD;

Foi feito um ensaio de inibicAo da proliferacdo de promastigotas de L.
amazonensis, como descrito no item 1.3.4.1., porém utilizando promastigotas de L.
amazonensis na concentracdo de 3,7 x 10° parasitas/mL. Em seguida, as células
apos tratamento com PvD4, por 24 h, foram submetidas aos seguintes tratamentos:
lavagem por trés vezes (10 min cada lavagem) com tampéo fosfato 0,1 M, pH 7,3;
fixacdo em 1% de glutaraldeido (GA) e 4% de paraformaldeido em tampéao fosfato
0,1 M pH 7,3, cloreto de célcio 100 mM e sacarose 5%, por um periodo de 1,5 h a 4
°C; lavagem por duas vezes (30 min cada lavagem) com tamp&o fosfato 0,1 M pH
7,3; pos-fixagdo com 1% de tetroxido de 6ésmio e 0,8% de ferrocianeto de potassio
em tampao fosfato 0,1 M, por 30 min, ao abrigo da luz e & temperatura ambiente;
desidratacdo em uma série crescente de acetona (50%, 70%, 90%, 100%,
novamente 100% e por fim acetona 100% super seca (SS), tendo cada etapa a
duracdo de 1 h); uma série de infiltracdes em resina Epon na seguinte sequéncia (3
partes de acetona 100% SS para 1 de Epon; 2 partes de acetona 100% SS, para 1
de Epon; 1 parte de acetona 100% SS, para 1 de Epon; 1 parte de acetona 100%
SS, para 2 de Epon; 1 parte de acetona 100% SS, para 3 de Epon; apenas Epon
(cada etapa com duracéo de 8 h); emblocamento e polimerizacédo por 48 h a 60 °C.
Secdes ultrafinas (0,1 um) foram feitas e colocadas em grades de cobre, coradas
com acetato de uranila por 10 min, seguido por citrato de chumbo por 5 min e entao
analisadas em microscopio eletrénico de transmisséo (Zeiss 900) operado em 80 kV.

1.3.4.3 - Efeito da defensina natural PvD; sobre a permeabilizacdo da membrana

plasmatica de L.amazonensis

A permeabilizacdo da membrana plasmatica de promastigotas de L.
amazonensis foi avaliada através da utilizacdo do corante fluorescente Sytox green,
segundo metodologia descrita por Thevissen et al. (1999) com algumas
modificacdes. Sytox green é um corante que possui alta afinidade para &cidos

nucléicos e penetra em células apenas quando sua membrana estd comprometida.
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Ap0s o0 ensaio de inibicAdo da proliferacdo de promastigotas de L.
amazonensis (descrito no item 1.3.4.1.) no tempo de incubacdo de 24 h, uma
aliqguota de 120 pL de parasitas crescidos na presenca e na auséncia da PvD1, foi
retirada da placa e em seguida incubada por 30 min com 0,2 uM do corante
fluorescente Sytox green (Molecular Probes, Invitrogen), diluido em DMSO, sob
abrigo da luz e agitacdo. Depois do tempo de incubacgao, os parasitas foram fixados
com paraformaldeido 2%. As células foram observadas no microscéopio Optico
Axioplan Zeiss com camera Olympus DP72 equipado com um conjunto de filtros
para deteccdo de fluorescéncia (excitacdo: 450-490 nm; emissdo: 500 nm). Para
visualizar as imagens foi utilizado o programa Soft Imaging System Cell. Todas as

imagens de fluorescéncia foram captadas com o mesmo tempo de exposicao.
1.3.4.4 — Investigacao de internalizacdo da PvD; acoplada a FITC

Inicialmente, a PvD; numa concentracdo de 150 pg.mL™ juntamente com 150
uL de tampdéo bicarbonato-carbonato de sédio 750 mM em ph 9,5 e com 11,5 uL de
isotiocianato de fluoresceina (FITC, do inglés fluorescein isothiocyanate) (Sigma)
solubilizado em DMSO na concentracdo de 50 pg.mL™, foram incubados sob
agitacdo, ao abrigo da luz em temperatura ambiente por 1 h. Apds este periodo,
essa amostra foi liofilizada e submetida a cromatografia de exclusdo molecular,
utilizando resina Sephadex G-50, (Sigma) (coluna de 25 x 1,5 cm), num fluxo de 200
puL.min® para a eliminacdo do FITC livre, sendo em seguida liofilizada para a
posterior incubacdo com células de L. amazonensis.

Com PvD; agora acoplada ao FITC, foi feito um ensaio como descrito no item
1.3.4.1. A placa foi incubada em BOD a 28 "C por 48 h. No tempo de 24 h retiramos
uma aliquota de 10 pL, adicionamos 90 pL de fixador e fizemos a contagem do
namero de parasitas viaveis em camara de Neubauer. As células foram observadas
Nno microscopio optico Axioplan Zeiss com camera Olympus DP72 equipado com um
conjunto de filtros para deteccédo de fluorescéncia (excitacéo: 450-490 nm; emissao:
500 nm). Para visualizar as imagens foi utilizado o programa Soft Imaging System
Cell. Todas as imagens de fluorescéncia foram captadas com o mesmo tempo de

exposicao.
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PARTE Il: CLONAGEM MOLECULAR, EXPRESSAO HETEROLOGA,
CARACTERIZACAO ESTRUTURAL, ATIVIDADE ANTIMICROBIANA E
MECANISMO DE ACAO DA DEFENSINA RECOMBINANTE PvD;r

[1.3.1 - Materiais bioldgicos

[1.3.1.1 - Microrganismos

Células de Escherichia coli, linhagem JM 109 [genotipo: endAl, recAl,
gyrA96, thi, hsdR17, (r, my'), relAl, supE44, N, A(lac-proAB), [F’, traD36, proAB,
lacl"ZAM15]] e linhagem BL21 (DEs) pLysS [gendtipo: F~, ompT, hsdSg (rs~, mg"),
dcm, gal, (DE3), pLysS, Cm'] foram adquiridas da Promega Corporation, USA.
Células de Escherichia coli, linhagem Rosetta gami 2 (DE3) pLysS [genotipo: A(ara-
leu)7697 AlacX74 AphoA Pvull phoR araD139 ahpC galE galK rpsL (DE3) F[lac”
lacl® pro] gor522::Tn10 trxB pLysSRARE2 (CamF, Str®, Tet®) ] foram adquiridas da
Novagen, Inc. Estas bactérias foram mantidas em stab de glicerol (750 uL da cultura
celular + 250 pL de glicerol 50%).

A cepa selvagem de C. albicans foi cedida e mantida conforme descrito no
item 1.3.1.2.

A cepa de C. albicans mutante (AGCS1 - deficiente na enzima
glicosilceramida sintase (GCS, do inglés glucosyl ceramide synthase), e por iSso
nao apresenta o esfingolipideo glicosilceramida (GlcCer) em sua membrana), foi
originada pelo Dr. Dirk Warnecke do Institut fur Allgemeine Botanik, da Universidade
de Hamburgo, Alemanha e gentilmente cedida pela Profd. Eleonora Kurtenbach do
(IBCCF), pela Dr? Eliana Barreto Bergter do (IMPPG) e pelo Dr. Luciano Neves
Medeiros do (CCS), todos da (UFRJ), Rio de Janeiro, Brasil, cultivada em meio BDA
(infusdo de batata 4g/L, dextrose 20g/L, agar 15¢g/L) (Acumedia), e mantida em
cultura a 23 € no LFBM, do CBB da UENF, Campos dos Goytacazes, Rio de

Janeiro, Brasil.

[1.3.2 - Clonagem molecular, expressao heter6loga e  caracterizacao estrutural
da defensina recombinante  PvDjr

Todos os procedimentos de biologia molecular utilizados neste trabalho foram

baseados em Sambrook e Russel (2001).
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[1.3.2.1 - Obtencao do cDNA de feijao comum P. vulgaris

O cDNA que codifica para a defensina PvD; de P. vulgaris foi obtido como

descrito por Games et al. (2008).

[1.3.2.2 - Estratégia de clonagem no vetor de super expressao pET-32 Ek/LIC

O vetor pET-32 EK/LIC (Novagen, Inc.) é parte de um sistema de expresséo e
purificacdo de proteinas baseado em um sistema de clonagem independente de
ligacdo (LIC, do inglés ligation independent cloning), ou seja, permite a clonagem
direcional de produtos de PCR sem a necessidade de digestdo com enzimas de
restricdo. O sistema LIC explora a atividade exonucleasica 3'—-5' da enzima T, DNA
polimerase para criar uma regido de aproximadamente 13 a 14 pares de bases (pb)
em uma fita Unica no vetor. Produtos de PCR com uma regido complementar sao
criados com uma extensdo apropriada 5' nos iniciadores. Assim, apés tratamento
com a T4 DNA polimerase, na presenca de ATP, sdo geradas regifes especificas,
também de fita simples, compativeis com as do vetor (esquema 1). Este vetor foi
desenhado especialmente para expressao de proteinas recombinantes fusionadas,
dentre outras moléculas, a tireoredoxina e a cauda de histidinas. A tireoredoxina
ajuda na solubilidade da proteina expressa e a cauda de His é util para a purificacao
e identificacdo da proteina. Apdés a purificacdo, estas moléculas podem ser
completamente removidas pela clivagem proteolitica com enteroquinase cujo sitio de

clivagem é provido pelo desenho do vetor (figura 5).
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stop
TAG
TGA
;I: ORF ALVO TAA
"o
C,
S
l PCR (1) :
5
1 Stop
0D b D K N =
5' GACGACGACAAGATX S XXXACCGGGCTTCTCCTC 3
3" CTGCTGCTGTTLTAX - TGGCCCGAAGAGGAG 5'
- l T4 DNA pol + dATP (2)
I
b b D ﬂ* M
GACGACGACAAGATX - IXKA
' AX ORE ALVO T6GCCCGAAGAGGAG
i |
i I
) I
IJ i + |
GAT - CEGGGETTCTCCTC

TACTGCTGLTGTTCT

Plasmideo Ek/LIC

l Anelamento, Transformagéo (3)

EKI
I T - K* M
GATGACGACGACAAGATX XXXACCGLGLCTTCTCCTL

CTACTGCTGCTGTTCTAX — CGENEALVO ~~~~~~~~  TGECCCGAAGAGGAG

Plasmideo recombinante

Esquema 1: Estratégia de clonagem no vetor pET-32 Ek/LIC destacando o sistema de
clonagem independente de ligacdo (LIC) (retirado do manual do vetor, User Protocol TB163
Rev. G 1005, Novagen, Inc.). (1) amplificagdo do fragmento alvo com os iniciadores
desenhados especificamente para a clonagem no vetor pET-32 EkK/LIC; (2) tratamento do
fragmento com a T, DNA polimerase; (3) ligacdo do fragmento amplificado ao vetor pET-32
Ek/LIC.
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Bpu1102 1(80)
Xho I{158)
Eag 1(166)
Not I(166)
Hind HI(173)
Sal I(179)
Sac I{(190)
EcoR I{192)
BamH I(198)
EcoR V(2086)
Nco 1{211)
Sma 1(230)
Srf 1(230)
BseR [(234)
Kpn l(255)
Bgl 11(258)
Nsp V(285)
Msc 1(368)

Dra Ill(5675)

Sca (5012)
Pvu 1(4902)
Pst 1(4777)

Bsa 1(4583)
Ahd 1(4532)

pET-32 EK/LIC
(5917bp)

T7 promoter lac operator
TAATACGACTCACT. ATAGGGGAATTGI' GAGCGGATAACAATTCCCCTCTAGAAATAATTTTGT TTAACTTTAAGAAGGAGA

TrxeTag HiseTag
TATACATATGAGC. . . (315bp) . . . CTGECCGGTTCTGGT TCTGECCATATGCACCAT CATCATCATCATTCTTCTGGTCTG
M S (105aa). .. HHHHHH L

GTGCCACGCGGT TCTGGTATGAAA
V P R G S K ET A A AKFEWRQHMD S
thrombin |

LIC site
GATGACGACGACAAGAUGAAGACGT GCGAGAACCT GGCI' GATACATAOQAGGGT CAATGCTTCACCACTGGCAGCTGCGATGAT
D DDDIKMKTCENL G P CFTTGSCDD
- 1

enterokinase

CACTGCAAGAACAAAGAACACT TGAGGAGT GECAGGT GCAGGGATGATT TCCECTGT TGGT GCACCAAAAACT GT TAAAGC
HCKNIKEHLIRSGRCRDDFRCWCTKNZC -

EcoR |
COGBGCTTCTOCT CAACCAT GGOGAT ATOGGAT COGAAT TCGAGCTCOGT CGACAAGCT TGOBGCOGCACT CGAGCACCAC
H H

HiseTal
CAHCCAHCCAHCCAQCT GAGATCOGGCT GCTAACAAAGOCCGAAAGGAAGCTGAGT TGECTGCTGCCACCGCTGAGCAATAACTA

T7 terminator

GCATAACCCCTTGEEECCTCTAAACGEGTCTTGAGEGGTTTTTTG

Figura 5: Mapa de restricdo do vetor pET-32 EK/LIC (retirada do manual do vetor, User
Protocol TB163 Rev. G 1005, Novagen, Inc.) e em vermelho esta destacada a posicao e a
sequéncia da regido do cDNA que codifica PvD;. TrxTag — tireoredoxina fusionada; HisTag —
histidina fusionada; STag — glutationa fusionada. Todas as proteinas fusionadas podem ser

eliminadas com o] corte da enzima proteolitica enteroquinase.
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11.3.2.3 - Desenho do iniciador para clonagem no ve tor de superexpressao pET-
32 EK/LIC

A partir da sequéncia de nucleotideos do fragmento de interesse (obtida por
Games et al., 2008) foram desenhados iniciadores para a clonagem no vetor pET-32
Ek/LIC. Estes foram construidos seguindo instru¢ées do fabricante do kit do vetor

(Novagen, Inc.) e denominados DEFs (sense) e DEFas (antisense).

Assim, os iniciadores foram construidos da seguinte forma:

* Iniciador “sense”. 5 GAC GAC GAC AAG ATG AAG ACG TGC GAG AAC
CTG- 3' (DEFs)

* Iniciador “antisense”: 5' GAG GAG AAG CCC GGT TTAACAGTT TTT GGT -
3' (DEFas)

As letras em negrito correspondem a sequéncia do iniciador que anela com o
fragmento e as letras sublinhadas correspondem a sequéncia que se anela ao vetor
e foram introduzidas para gerar regides especificas que podem se anelar ao vetor
PET apos tratamento com T4 DNA polimerase. As ondas duplas destacam o codon
da metionina, inserida no iniciador de acordo com as instru¢bes do fabricante (a
seguéncia que codifica para a defensina de sementes de P. vulgaris ndo possui este
cédon naturalmente). Os iniciadores foram sintetizados por Invitrogen, EUA/ Life

Technologies, Brasil.

[1.3.2.4 - Reacdo em cadeia da polimerase - Teste d a temperatura de

anelamento e concentracao dos iniciadores

A reacdo em cadeia da polimerase (PCR, do inglés polymerase chain
reaction) foi feita inicialmente em cinco temperaturas diferentes, que variaram em
torno da temperatura de anelamento dos iniciadores fornecida pelo fabricante, e
utilizando trés concentracdes diferentes dos iniciadores (DEFs e DEFas) e Tag DNA
polimerase de alta fidelidade (FideliTag DNA Polymerase, GE Healthcare). A reacao
foi feita no termociclador Mastercycler Gradient 22331 (Eppendorf) que permite a

formacédo de um gradiente de temperatura.
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As misturas foram montadas do seguinte modo:

- Mistura 1 (Mix 1): 61,2 yL de agua, 10 pyL do tampéo da FideliTaq 10x [Tris-
HCI 100 mM, pH 9,0, e KCI 500 mM], 6 yL MgCl, 25 mM, 2 pL de dNTPs 10 mM,
10 pL de iniciador sense 10 pmol, 5 pL do iniciador anti-sense 10 pmol, 5 pL do
cDNA e 0,8 pL da FideliTag DNA polimerase (5 u/uL);

- Mistura 2 (Mix 2): 61,2 yL de agua, 10 pyL do tampéo da FideliTaq 10x, 6 pL
MgCl, 25 mM, 2 pL de dNTP 10 mM, 5 uL de iniciador sense 10 pmol, 10 uL de
iniciador anti-sense 10 pmol, 5 pyL do cDNA e 0,8 pL da FideliTag DNA

polimerase (5 u/pL);

- Mistura 3 (Mix 3): 56,2 yL de agua, 10 pyL do tampéo da FideliTaq 10x, 6 pL
MgCl, 25 mM, 2 pL de dNTP 10 mM, 10 uL de iniciador sense 10 pmol, 10 yL de
iniciador anti-sense 10 pmol, 5 pyL do cDNA e 0,8 pyL da FideliTag DNA

polimerase (5 u/pL).

Para cada reacao foi feito um branco que consistia de todos os reagentes
com excecao do DNA molde. Cada mistura foi entdo aliquotada (20 pyL) em tubos
para PCR e estes numerados do seguinte modo: Mix 1 de 1 a5, Mix2de 6al10e
Mix 3 de 11 a 15. Os tubos numerados foram posicionados na placa do
termociclador, onde cada coluna corresponde a uma temperatura diferente, do
seguinte modo:

(DEFs:DEFas)

1 2 3 4 5 Mix 1 (2:1)

6 7 8 9 10 Mix 2 (1:2)

11 12 13 14 15 Mix 3 (1:1)
58,7 60,8 62,1 63,5 64,9 Gradiente em €
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A PCR foi programada para 40 ciclos com as seguintes etapas sequenciais:

1) 95 € por 3 min; 2) 45,3 T por45s;3) 72T p orlmine 30s;4) 95 T por
45 s; 5) gradiente de temperatura por 45 s; 6) 72 °C por 1 min e 30 s; 7) volta para
passo 4 por 40 vezes; 8) 72 T por 5 min; 9) 8 T p or 1h para as amostras resfriarem
ainda no termociclador.

Depois da PCR, as amostras foram visualizadas por eletroforese em gel de
agarose 1% de acordo com Sambrook e Russel (2001) para confirmar se houve
amplificacdo e qual a melhor condicdo para que a mesma ocorra. Como marcador
de massa molecular foi utilizado o marcador O'GeneRuler DNA Ladder Mix
(Fermentas) composto dos seguintes marcadores (em pb): 10.000, 8.000, 6.000,
5.000, 4.000, 3.500, 3.000, 2.500, 2.000, 1.500, 1.200, 1.000, 900, 800, 700, 600,
500, 400, 300, 200 100.

[1.3.2.5 - Purificacdo dos fragmentos com o kit Wiz ard SV gel and PCR Clean-Up
System

Uma vez confirmada a amplificagdo dos fragmentos, uma nova PCR em maior
qguantidade foi feita nas mesmas condi¢des Otimas pré-determinadas e as amostras
foram purificadas utilizando o Kit “Wizard SV Gel and PCR Clean-Up System”
(Promega), de acordo com as instrugoes do fabricante.

Inicialmente, as amostras foram submetidas a separacgéo eletroforética em gel
de agarose 1% contendo brometo de etideo e as bandas de DNA foram visualizadas
sob luz ultravioleta. As bandas referentes ao fragmento de interesse foram
identificadas, recortadas do gel, transferidas para tubos de microcentrifuga e
solubilizadas na “membrane binding solution” (acetato de potassio 0,5 M, pH 5,0 e
isotiocianato de guanidina 4,5 M) (propor¢do 1:1, m:v; a 60 °C até completa
dissolucéo do gel). Posteriormente, a mistura foi transferida para uma minicoluna
pré-fabricada e deixada em contato com a mesma por 1 min a temperatura
ambiente. A coluna foi entdo centrifugada (10.000 x g por 1 min a temperatura
ambiente) e o volume que passou por ela foi descartado. Setecentos microlitros da
solucédo “membrane wash solution” (acetato de potassio 10 mM, pH 5,0, etanol 80%
e EDTA 16,7 uM, pH 8,0) foram adicionados a coluna e esta foi novamente

centrifugada (10.000 x g por 1 min a temperatura ambiente). Mais uma vez, o
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volume que passou pela coluna foi descartado e foram adicionados mais 500 pL da
solucédo “membrane wash solution”. Desta vez a coluna foi centrifugada a 10.000 x g
por 5 min e ao final da centrifugacéo a coluna foi transferida para um novo tubo (tubo
coletor). A coluna foram adicionados 50 L de agua ultrapura (fornecida com o Kit)
gue foi deixada em contato com a coluna por 1 min a temperatura ambiente. Apos
esse periodo, a coluna foi centrifugada (10.000 x g por 1 min) e o material coletado

foi armazenado a -20 <.

[1.3.2.6 - Clonagem do fragmento amplificado no vet  or

A clonagem dos fragmentos purificados no vetor pET-32 EK/LIC foi feita
segundo o protocolo fornecido pelo fabricante.

Para que se ligassem corretamente ao vetor, antes de se fazer a ligacao, os
fragmentos foram tratados com a T, DNA polimerase. Em um tubo de
microcentrifuga foram reunidos 5 yL do produto da reacdo de PCR (~ 300 ng do
fragmento purificado), 2 uL de tampé&o da T4 10x (Tris-acetato 33 mM pH 7,0 acetato
de sbédio 66 mM, acetato de magnésio 10 mM, DTT 1 mM), 2 uL de dATP 25 mM, 1
ML de DTT 100 mM, 0,2 pyL da T4 DNA polimerase (25 u/pL), e 9,8 uL de agua
ultrapura. A solucéo foi incubada a 22 °C por 30 min e, posteriormente, inativou-se a
T4, 2 75 °C por 20 min.

Para o anelamento dos fragmentos ao vetor, 2 pyL da solucdo preparada
conforme citado acima, foram misturados a 1 pL (50 ng) do vetor e 1 yL de EDTA 25
mM. Essa mistura foi incubada a 22 °C por 5 min. A construcdo de DNA resultante
foi nomeada pET-PvD; e foi utilizada para a transformacgdo das células bacterianas
de E. coli, linhagem JM 109.

[1.3.2.7 - Producéo de células competentes de  E. coli, linhagem JM109

Uma col6nia bacteriana de uma cultura fresca de E. coli, linhagem JM109, foi
inoculada em um tubo contendo 5 mL de meio LB (Luria-Bertani) (Sigma) (5g/L
extrato de levedura, 1 g/L triptona, 1 g/L NaCl) e este incubado a 37 € por 16 h a
2500 rpm (pré-inoculo). Desse pré-inoculo foram retiradas aliquotas de 0,2, 0,4 e 0,8
mL que foram transferidas para 50 mL de meio (LB) e incubadas a 37 € por 3 h a

250 rpm. Apés esse periodo, foram feitas leituras no espectrofotdmetro a 600 nm. A
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cultura que apresentou densidade 6ptica em torno de 0,55 foi usada para o preparo
das células competentes, sendo transferida para banho de gelo por 10 min e
centrifugada a 3.500 x g por 10 min a 4 T. O sobrenadante foi descartado e o
sedimento de células foi ressuspenso em 10 mL de solucéo salina (PIPES 10 mM,
pH 6,7, MgCl, 55 mM, CaCl, 15 mM e KCI 250 mM) e centrifugado 3.500 x g por 10
min a 4 ). O sobrenadante foi mais uma vez descartado e o sedimento de células
foi suspenso em 5 mL da solucéo salina, acrescida de 187,5 yL de DMSO 100%. As
células foram homogeneizadas gentilmente e incubadas por 10 min em banho de
gelo. Apos essa incubacdo, mais 187,5 yL de DMSO 100% foram adicionados; a
suspensao de células foi novamente homogeneizada e aliquotas de 200 uL foram
transferidas para tubos de microcentrifuga estéreis e imediatamente congeladas em

nitrogénio liquido, antes de serem armazenados a -70 € (Inoue et al., 1990).

[1.3.2.8 - Transformacgédo de células competentes de E. coli (linhagem JM109)

com a construcéo pET- PvD;

Tubos contendo 200 uL de células competentes, armazenados a -70 € foram
descongelados em banho de gelo e as células foram adicionados 5 e 10 uL da
construgédo pET-PvD;. Feito isto, os tubos foram incubados por 10 min em banho de
gelo e, apds esse periodo, os tubos contendo as células com a construcdo pET-
PvD; foram transferidos do banho de gelo para o banho de agua a 42 C por 90 s e
em seguida novamente para banho de gelo por mais 10 min. Ap6s o choque térmico,
foram adicionados 784 uL de meio LB e 16 uL de glicose 1 M as células e, entéo,
essas foram incubadas a 37 € por 1 h. ApOs esse periodo, os tubos foram
centrifugados a 10.000 x g, por 1 min, & temperatura ambiente. Retirou-se 0 excesso
de meio e as células foram plaqueadas em diferentes placas de Petri contendo meio
LB acrescido de ampicilina (100 pg.mL?) (GE Healthcare) e as placas foram
incubadas a 37 C por 16 h.

11.3.2.9 - Andlise dos clones positivos - extragdo e digestao dos vetores

Para confirmar se os clones positivos realmente possuiam o fragmento de
interesse, o vetor foi extraido das células bacterianas, linhagem JM 109, e

submetido a uma digestdo com as enzimas de restricio Eco Rl e Bgl Il
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Coldnias foram transferidas para 5 mL de meio LB liquido contendo ampicilina
(100 pg.mL™) e incubadas a 37 C por 16 h, a 250 rpm. Ap6s esse periodo de
crescimento, 1.500 yL de cada cultura foram transferidos, separadamente, para
tubos de microcentrifuga e centrifugados a 9.000 x g por 1 min. Os sobrenadantes
foram descartados e aos sedimentos foram adicionados 300 pyL de TENS (Tris-HCI
0,01 M, pH 8,0, EDTA 1 mM, NaOH 0,1 M e SDS 25 mM) e as amostras foram
agitadas por 10 s para a lise celular. Apos a lise das células bacterianas, 150 uL de
acetato de sddio 3 M pH 5,2 foram adicionados e novamente as amostras foram
agitadas por 10 s, antes de serem centrifugadas a 13.200 x g por 3 min. Os
precipitados foram descartados e os sobrenadantes foram transferidos para tubos
novos e a eles foi adicionado 1 mL de etanol 100% gelado. As amostras foram
gentilmente homogeneizadas e incubadas por 1 min a temperatura ambiente e
novamente centrifugadas nas mesmas condigcbes. Os sobrenadantes foram
descartados e os precipitados, lavados com 1 mL de etanol 70% gelado. As
amostras foram centrifugadas nas mesmas condi¢cdes, 0s sobrenadantes foram
descartados e os precipitados, secos em banho-seco a 37 T por aproximadamente
10 min. Apdés a secagem, os precipitados foram ressuspensos em 40 uL de TE
contendo RNase A (Tris-HCI 0,01 M, pH 8,0, EDTA 1 mM e RNase A 20 yg.mL™) e
incubados nesse tampao por 1 h a 37 C. Ao final de sse procedimento, os vetores
extraidos foram submetidos a digestdo com as enzimas de restricdo Eco Rl e Bgl Il.

O vetor pET-32 EK/LIC possui sitios de restricdo para as enzimas EcoR | e
Bgl Il flanqueando a regido em que o fragmento é inserido (figura 5), portanto a
digestdo com estas enzimas, abre o vetor e ao mesmo tempo libera o fragmento
inserido. A reacdo de digestdo foi feita da seguinte forma: 5 yL da extracao
plasmidial, 2 yL de tampéo das enzimas 10x [Tris-HCI 50 mM pH 8,0, MgCl, 5 mM,
KCI 100 mM, Triton X-100 0,02%, B-mercaptoetanol 1 mM e BSA 0,1 mg.mL™], 0,1
uL de Bgl Il (10 u/pL™), 0,06 pL de Eco RI (20 u/uL™) e 12,84 pL de agua ultrapura.
As amostras foram homogeneizadas e entdo incubadas a 37 T por 2 h. Ao final da
incubacédo, os vetores digeridos foram analisados por eletroforese em gel de

agarose 1% para confirmar se houve a transformacgéo bacteriana.

Mello, E. O.



Materiais e Métodos44

[1.3.2.10 - Transformacéo de células competentes de  E. coli (linhagem Rosetta

gami 2 (DE3) pLysS) com a construcédo pET- PvD;

A construcdo pET-PvD,;, extraida conforme metodologia descrita no item
11.3.2.9, foi utilizada para a transformacao de linhagem de E. coli apropriada para a
expressdo de proteinas (linhagem Rosetta-gami 2 (DE3) pLysS). A metodologia
utilizada para a transformacéo foi a mesma citada no item 11.3.2.8. A confirmacéo da
transformacédo bacteriana foi feita através de PCR diretamente das coldnias (PCR
montada seguindo metodologia descrita no item 11.3.2.4), seguida por visualizagao
eletroforética em gel de agarose 1%. A confirmacdo da transformacéo foi feita
também por inducdo como descrito no item 11.3.2.11. Vale ressaltar que as células
da linhagem Rosetta gami (DE3) pLysS crescem em meio LB acrescido de
ampicilina (50 pg.mL™) e cloranfenicol (34 pg.mL™) (GE Healthcare). As placas
foram incubadas a 37 C por 16 h.

[1.3.2.11 - Inducdo da expressdo heterdloga da defe nsina de P. vulgaris em
bactérias E. coli (linhagem Rosetta-gami 2 (DE3) pLysS)

Uma vez confirmada a transformacéo das células bacterianas de expresséao, a
inducdo da expressdo da PvDyr foi feita seguindo a metodologia indicada pelo
fabricante do kit do vetor (Novagen, Inc.).

Uma colbnia bacteriana de uma cultura fresca de E. coli, linhagem Rosetta
gami 2 (DEg) pLysS transformada com a constru¢cdo pET-PvD,, foi inoculada em 30
mL de meio LB contendo 34 pg.mL™ de cloranfenicol e 50 ug.mL™ de ampicilina e
incubada a 37 € por 16 h a 250 rpm (pré-inéculo). Desse pré-inéculo foi retirada
uma aliquota de 10 mL e transferida para 400 mL de meio LB fresco (inéculo). O
indculo foi, entdo, incubado a 37 T por 3 h a 250 rpm até atingir a densidade Optica
entre 0,5 e 1 nm, medida em espectrofotdmetro a 600 nm. Apds esse periodo,
adicionou-se a cultura 1 mM de isopropil B-D-1-tiogalactopiranosideo (IPTG, do
inglés isopropyl B-D-1-thiogalactopyranoside) e esta foi novamente incubada a 37 C
por 3 h e a 250 rpm. Uma aliquota foi retirada imediatamente antes da adicdo do

IPTG (tempo O h) e esta foi considerada o controle da inducdo. Estas amostras
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foram ressuspensas em tampao de amostra (extrato bruto bacteriano), como
descrito no item 1.3.2.5.1 e aplicadas em gel de tricina, como descrito no item 1.3.2.5.

Para a purificacdo da PvD;r, posteriormente, as células induzidas foram
recuperadas por centrifugacao (15.400 x g por 10 min a 4 °C), ressuspensas em 25
mL de tampao fosfato de sodio 50 mM pH 7,4 contendo 500 mM de cloreto de sédio
e 40 mM de imidazol e armazenadas a -20 °C. Todo o processo de inducéo foi
monitorado por eletroforese em gel de tricina de acordo com Schagger and von

Jagow (1987) como descrito no item 1.3.2.5.

[1.3.2.12 - Lise celular e recuperacéo da fracdo so Iavel

As células induzidas, até entdo armazenadas a -20 °C, foram descongeladas
e a elas acrescentado 1 mM de fluoreto de fenilmetilasulfonila (PMSF, do inglés
phenylmethanesulfonyl fluoride) e 1% de coquetel de inibidores (Sigma, USA).
Posteriormente, as células foram rompidas por sonica¢do (10 pulsos de 30 s, na
poténcia de 8 watts) (R2D91109, Unique). ApOs sonicacao, a solucédo celular foi
centrifugada a 15.400 x g por 5 min a 4 °C. O sobrenadante foi aquecido por 30 min
a 90 °C e centrifugado a 15.400 x g por 5 min a 4 °C. O sobrenadante resultante
desta centrifugacao foi recuperado (extrato soluvel bacteriano) e armazenado a -20
°C.

[1.3.3 - Isolamento e caracterizacao estrutural da  defensina recombinante PvDsr
11.3.3.1 - Cromatografia de afinidade em colunade  Ni*- NTA agarose

Para a purificacdo da PvD;r expressa em bactéria E. coli, linhagem Rosetta
gami 2 (DE3) pLysS, inicialmente foi empregada uma cromatografia de afinidade em
coluna de Ni*- NTA agarose (Qiagen).

A coluna de afinidade foi preparada com 10 mL da resina empacotada sob a
acdo da gravidade e equilibrada com tampao fosfato de so6dio 50 mM pH 7,4
contendo NaCl 500 mM e imidazol 40 mM. Cinco mililitros do sobrenadante obtido
conforme descrito no item 11.3.2.12 foram centrifugados a 16.000 x g por 3 min e
aplicados na coluna. A amostra foi eluida com tampéao fosfato de sédio 50 mM pH

7,4 contendo NaCl 500 mM e imidazol 500 mM. Foram coletadas fracfes de 3 mL.

Mello, E. O.



Materiais e Métodos46

Os picos foram recuperados, dialisados contra agua destilada (membrana com poros

de 1.000 Da), com 3 trocas diarias, por 3 dias a 4 °C e liofilizados.

11.3.3.2 - Clivagem com enteroquinase

Como citado anteriormente, as proteinas clonadas no vetor de
superexpressao pET-32 EK/LIC sdo expressas fusionadas a outras moléculas que
sdo removidas pela clivagem com a enteroquinase. Assim, esta enzima foi utilizada
para separar a defensina recombinante das moléculas a ela fusionadas.

Neste trabalho foi utilizada uma enteroquinase bovina recombinante expressa
em E. coli (Sigma). A reacdo de clivagem foi montada seguindo a metodologia
indicada pelo fabricante. A 8 mg de p6 do pico retido da cromatografia de afinidade
em coluna de Ni*- NTA agarose (8 mg de proteina total, aproximadamente, 6 mg da
proteina de interesse) foram adicionados 4 mL de tampéo Tris-HCI 50 mM pH 8,0
contendo NaCl 50 mM, cloreto de célcio 1 mM e de Tween 20 0,1%, agua ultrapura
e 0,12 unidades da enteroquinase. Apds homogeneizacgéo, a solugéo foi incubada a
25 °C por 16 h. Em um passo seguinte de purificacdo, esta fracdo resultante da
clivagem foi novamente submetida a cromatografia de afinidade em coluna de Ni'-
NTA agarose, descrita no item 11.3.3.1. Os picos foram recuperados, dialisados
contra 4gua destilada (membrana com poros de 1.000 Da), com 3 trocas diarias, por

3 dias a 4 °C e liofilizados.

11.3.3.3 - Cromatografia de fase reversa em coluna C2C18 em HLPC

Uma coluna de fase reversa C2/C18 equilibrada com 0,1% de TFA também
foi empregada no processo de isolamento da PvDyr. O pico N1, obtido na segunda
cromatografia de afinidade, foi solubilizado em TFA 0,1% e 500 pyL desta amostra
foram injetados na coluna de fase reversa. A cromatografia foi desenvolvida
utilizando-se o0 mesmo protocolo descrito no item 1.3.2.3. Apés ser coletado, o pico
de interesse foi reunido e seco em “speedvac”.

Todo o processo de purificagdo da PvD;r foi monitorado através de
eletroforese em gel de tricina na presenca de SDS, segundo método de Schagger e

von Jagow (1987) como descrito no item 1.3.2.5.
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11.3.3.4 - Sequenciamento N-terminal da defensinar ecombinante PvD;r

11.3.3.4.1 - Preparo da amostra e condi¢des de corr ida

O preparo das amostras, bem como as condi¢oes de corrida, teve como base
a metodologia descrita por Hunkapiller e Hood (1983), com modificacdes. A
defensina recombinante purificada a partir de cromatografia de fase reversa em
coluna C2/C18 foi ressuspensa em tampao de amostra (Tris-HCI 0,125 M, pH 8,0;
SDS 0,2%; sacarose 10% e azul de bromofenol 0,25%) contendo 5% de [3-
mercaptoetanol e 5% vinil piridina, incubada, por 30 min a 37 °C e em seguida por
15 min a 60 °C; centrifugada a 16.000 x g por 3 min; e submetida a eletroforese
descontinua em gel de tricina na presenca de SDS (item 1.3.2.5). O gel foi montado
24 h antes do uso. Antes que a amostra fosse aplicada no gel foi feita uma pré-
corrida, de 45 min a 8 mA, na qual o tampao catodo continha 5 pM de glutationa
reduzida. ApOs a pré-corrida trocou-se o tampdo catodo por um novo, desta vez
contendo 5 uM de glutationa reduzida e 0,1 mM de tioglicolato de sédio; e aplicou-se

a amostra.

11.3.3.4.2 - Eletrotransferéncia para membrana de p olivinilidenodifluoreto

Ao término da corrida, o gel foi retirado das placas e imerso em tampao de
transferéncia (glicina 182 mM, Tris 25 mM e metanol 20%) por 20 min. De forma
semelhante, a membrana de polivinilidenodifluoreto (PVDF, do inglés polyvinylidene
fluoride) (Immobilon-PSQ, Millipore) (cortada nas mesmas dimensfes do gel) foi
imersa por 3 segundos em metanol 100%, imersa em agua para retirar 0 excesso de
metanol e, entdo, imersa no tampao de transferéncia por 20 min. Passado este
tempo, as proteinas do gel foram eletrotransferidas para a membrana de PVDF
utilizando uma célula comercial de transferéncia semi-seca (Trans-blot SD, Biorad).
Para a eletrotransferéncia foi utilizada a seguinte metodologia: sobre a célula de
transferéncia foi montado um “sanduiche” composto respectivamente de quatro
folnas de papel de filtro (previamente embebidas em tampéo de transferéncia), a
membrana, o gel e mais uma camada de quatro folhas do papel de filtro, embebidas
em tampao de transferéncia. Toda esta montagem foi feita evitando a formacéo de

bolhas entre as camadas. Uma vez montado o “sanduiche”, a célula de transferéncia

Mello, E. O.



Materiais e Métodos48

foi fechada, e sobre ela aplicada uma corrente constante de ImA/cm? de membrana
por 1 h e 30 min, no sentido gel-membrana. ApGs a transferéncia, o “sanduiche” foi
cuidadosamente desfeito, a membrana submetida a coloracdo reversivel com
Ponceau S (0,1%), para determinacdo do sucesso da transferéncia descrito por
Towbin et al. (1979) (com modificacdes) e a banda de interesse recortada da
membrana. Em seguida, esta foi lavada em agua destilada (para que fosse retirado
0 excesso de corante), seca a temperatura ambiente e submetida ao

sequenciamento.

11.3.3.4.3 - Sequenciamento N-terminal

Para a determinacdo da sequéncia de aminoacidos foi empregada a
metodologia introduzida e desenvolvida por Edman (1950), utilizando-se para tal um
sequenciador automatico de proteinas (Shimadzu PPSQ-10). Este € um processo
ciclico de trés etapas, onde residuos de aminoacidos sédo clivados um a um, a cada
ciclo, a partir do N-terminal da proteina e sao identificados como derivados
feniltioidantoina. A primeira etapa do ciclo € o acoplamento do fenilisotiocianato com
residuos N-terminal; a segunda, a clivagem do residuo N-terminal via ciclizacdo em
meio acido; a terceira, a conversdo do derivativo tiazolinona) formado para um
derivativo mais estavel, a tioidantoina (PTH), o qual pode ser identificado por
cromatografia (Allen, 1989).

Acidos de PTH-aminoéacidos foram detectados a 269 nm apds separagio
numa coluna C4 de fase inversa (4,6 x 2,5 mm) em condi¢des isocraticas, de acordo
com as instrucdes do fabricante. As sequéncias foram comparadas com sequéncias
em bancos de dados relatados de aminoacidos e foram apresentados para o
alinhamento automatico utilizando o sistema de busca National Center for
Biotechnology Information (NCBI) usando o algoritmo Basic Local Alignment Search
Tool (BLAST).

11.3.3.5 - Estudos de modelagem por homologia

Para encontrar o molde para PvDsr, inicialmente foi feita uma pesquisa no
banco de dados entre as sequéncias de proteinas que apresentassem alguma

identidade com a sequéncia da defensina recombinante, usando o algoritmo do
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BLAST, a ferramenta BlastP (Altschul et al., 1997). Assim, a estrutura tridimensional
da PvDyr foi modelada utilizando como molde a estrutura da defensina de Vigna
radiata VrD,. Para a modelagem foi utilizado o programa Modeller (Sali e Blundell,
1993) que, com base na sobreposicdo de regides conservadas estruturalmente,
identificadas por alinhamento, entre a PvD;r e o molde VrD2, gera um conjunto de
restricbes espaciais e constréi o modelo. O modelo da PvDsr foi gerado e a energia
de minimizacdo (aproximadamente 10) foi usada para otimizar os parametros
geomeétricos do modelo. A minimizacdo do modelo foi realizada utilizando como
ferramenta o programa Visualizador Gromos96 Swiss-PDB.

A qualidade estereoquimica do modelo foi validada utilizando a
representacdes graficas do tipo Ramachandran através dos programas PROCHECK
e Perfil 3D, disponiveis via PARMODEL web server (Laskowski et al., 1993; Uchb6a
et al., 2004), que analisam diversos parametros incluindo ligacdes peptidicas,
planaridade dos anéis das cadeias laterais e tor¢cdo dos angulos @ e ¢ da cadeia

principal.

[1.3.4 - Atividade antimicrobiana e mecanismo de a¢ &o da defensina

recombinante PvD;r contra leveduras

[1.3.4.1 - Andlise da inibicdo do crescimento de cé lulas de C. albicans, cepas
selvagem e mutante ( AGCS1) em meio liquido

[1.3.4.1.1 - Obtencao das células

Células da levedura C. albicans, cepas selvagem e mutante (AGCS1), foram
colocadas para crescer em placas de Petri contendo BDA, por um periodo de 48 h a
30 °C, para que possibilitasse um crescimento celular homogéneo. Apds este
periodo, as células foram utilizadas no ensaio no qual, com o auxilio de uma al¢a de
semeadura, colonias foram retiradas e adicionadas a 10 mL de meio de cultura
(caldo batata dextrose), para que se fizesse a quantificacdo das mesmas em camara

de Neubauer através do uso de um microscopio optico (Axiovison 4, Zeiss).
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[1.3.4.1.2 - Andlise da inibicdo do desenvolvimento  das células

Em placas de cultura de 96 pocos, PvD; e PvD;r foram adicionadas a
concentracdo de 100 pg.mL™ junto a 1 x 10 células.mL™ das cepas selvagem e
mutante (AGCS1) da levedura C. albicans, para um volume final de ensaio de 200
uL. Para a observacao da inibicdo do crescimento celular, a placa foi lida a cada 6 h,
num periodo total de 24 h, em leitor de microplacas, hum comprimento de onda de
620 nm.

Todo ensaio foi feito em triplicata e sob condi¢cdes de assepsia em capela de
fluxo laminar, segundo metodologia adaptada de Broekaert et al. (1990).

Os gréficos sdo mostrados em funcdo da porcentagem de inibicdo do
crescimento em funcdo do tempo de incubacdo com a PvD;r. Os dados foram
avaliados usando ANOVA. As diferencas meédias nado foram consideradas
significativas quando P<0.05. Todas as analises estatisticas foram realizadas com

software GraphPad Prism (verséo 5.0 para Windows).

[1.3.4.2 - Analise morfolégica das células de C. albicans, cepa selvagem e
mutante, tratadas com a defensina natural PvD; e a defensina recombinante
PvDir

Apds o ensaio de inibicdo do desenvolvimento das células de C. albicans,
cepas selvagem e mutante (AGCS1), aliquotas foram retiradas das placas de
culturas de células e, com a ajuda de pipeta, colocados sobre uma lamina de vidro,

cobertos com laminula e observadas em microscopio Optico (Axiovison 4, Zeiss).

11.3.4.3 - Efeito da defensina recombinante = PvD;r sobre a permeabilizacdo de

membranas de C. albicans, cepas selvagem e mutante ( AGCS1)

A permeabilizacdo da membrana das células de C. albicans cepas selvagem e
mutante (AGCS1) tratadas com PvD;r foi avaliada através da utilizacdo do corante
fluorescente Sytox green (Invitrogen), segundo metodologia descrita por Thevissen
et al. (1999), com algumas modificacbes. Ao final do ensaio de inibicdo do

crescimento (descrito no item 11.3.4.1), as células da levedura C. albicans cepas
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selvagem e mutante (AGCS1), crescidas na auséncia e na presenca da PvDqr,
foram incubadas com o Sytox green numa concentracéo final de 0,2 uM (dissolvido
em DMSO) de acordo com as instru¢des fornecidas pelo fabricante. Apés 2 h de
incubacdo com o corante, ao abrigo da luz e sob constante agitacdo, as células
foram observadas por DIC e por microscopia de fluorescéncia (Axiovison 4, Zeiss),
utiiando um conjunto de filtros fluorescentes para deteccdo da fluoresceina
(excitacdo com comprimento de onda entre 450 - 490 nm e emissao de 500 nm). Os

resultados derivam-se de experimentos em triplicata.

[1.3.4.4 - Efeito da defensina recombinante  PvD;r sobre a indugédo da producéo
endogena de espécies reativas de oxigénio e oxido n  itrico em células de C.

albicans cepas selvagem e mutante ( AGCS1)

O efeito sobre a inducéo da producdo enddégena de ROS e NO em células de
C. albicans foi analisado como descrito no item 1.3.3.2. As células foram observadas

por DIC e por microscopia de fluorescéncia (Axiovison 4, Zeiss).

[1.3.4.5 - Teste para a verificagdo de apoptose em células d a levedura S.

cerevisiae na presenca da defensina recombinante ~ PvDqr

A verificacdo de apoptose em células de S. cerevisiae foi feita de acordo com
a metodologia descrita no item 1.3.3.4. As células foram observadas por DIC e por

microscopia de fluorescéncia (Axiovison 4, Zeiss).
[1.3.4.6 - Investigacdo de internalizacdo da PvD;r acoplada a FITC

Este procedimento foi feito essencialmente como descrito no item 1.3.4.4
exceto no fato de que: PvDir foi usada numa concentracdo de 50 pg.mL’ e
ressuspendida em 50 L tampao bicarbonato de sédio 750 mM, pH 9,5.

Com a PvDyr agora acoplada ao FITC, foi feito um ensaio como descrito no
item 11.3.4.1 ApOs a incubacéo, por 24 h, das células da levedura C. albicans cepa
selvagem e mutante (AGCS1) com a PvD;r acoplada ao FITC, o corante de nucleo,
4', 6'-diamino-2-fenilindol (DAPI, do inglés 4',6-diamidino-2-phenylindole), foi

adicionado a essas 20 min antes da visualizacdo, e em seguida essas células foram
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lavadas com PBS, e entdo analisadas por microscopia de fluorescéncia usando um

microscopio de fluorescéncia (Axiovison 4, Zeiss) (Lobo et al., 2007).
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4. RESULTADOS

PARTE I: PURIFICACAO, ATIVIDADE ANTIMICROBIANA E ME CANISMO DE
ACAO DA DEFENSINA NATURAL PvD; DE SEMENTES DE Phaseolus vulgaris

I.4.1 - Purificacdo da defensina PvD; de sementes de P. vulgaris

A cromatografia de troca i6nica em coluna DEAE-Sepharose da F/0-70 obtida
por extracao protéica das sementes de P. vulgaris, apresentou dois diferentes picos
denominados D1 (pico ndo retido), que foi eluido com o tampéo de equilibrio da
coluna, e D2 (pico retido), que foi eluido com o tampéo de equilibrio da coluna
acrescido de 1 M de NaCl (figura 6A). No pico D1, encontra-se presente a defensina
PvD; previamente isolada de sementes de feijdo P. vulgaris, como descrita por
Games et al. (2008). A homogeneidade do pico D1 foi confirmada através de
cromatografia de fase reversa em coluna C2/C18 em sistema de HPLC, onde foi
observado um Unico pico retido e eluido com um gradiente de acetonitrila,
denominado H1 (figura 6B).

A figura 6C mostra o perfil eletroforético das fracdes obtidas durante o
processo de purificacdo da defensina de sementes de feijao P. vulgaris. Na fracéo F-
0/70, assim como na fracdo D2, é possivel se observar a presenca de diferentes
bandas proteicas. No entanto, como pode ser observado nesta figura, a fracdo D1,
bem como o pico H1l, sdo compostos por um Unica banda protéica de peso

molecular de aproximadamente 6 kDa.
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Figura 6: Purificacdo da PvD; de sementes de Phaseolus vulgaris (feijao comum). (A)
Cromatograma da fracdo F/0-70 de sementes de P. vulgaris em coluna de troca ibnica em
resina de DEAE-Sepharose; (D1) pico nao retido e eluido com o tampao de equilibrio da
coluna; (D2) pico retido e eluido com o tampéao de equilibrio da coluna acrescido de 1 M de
NaCl. Seta: inicio da eluigdo com o tampédo contendo NaCl 1 M. (B) Cromatograma da
fracdo D1 em coluna C2/C18 de fase reversa em HPLC; (H1) pico retido e eluido com um
gradiente de acetonitrila. (C) Visualizag&o eletroforética em gel de tricina na presenca de
SDS das fragdes obtidas durante a purificacdo da defensina de P. vulgaris. (F), fragao F-
0/70 oriunda do fracionamento com sulfato de aménio (0-70% de saturacéo); (D1), (D2) e
(H1) o mesmo descrito anteriormente. (M) marcador de massa molecular (kDa). Seta:

defensina natural PvD, isolada de P. vulgaris.
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[.4.2 - Atividade antimicrobiana e mecanismo de aca o0 da defensina natural
PvD; sobre fungos

[.4.2.1 - Ensaio de inibicdo do crescimento fungico em meio liquido

Na figura 7, foi observado o efeito da PvD; sobre o crescimento do fungo
filamentoso F. oxysporum. Notou-se que a PvD; apresentou um efeito inibitério de
41% sobre o crescimento deste fungo na concentracéo de 100 pg.mL™.

O efeito inibitorio da PvD; sobre o desenvolvimento de leveduras foi testado
através da avaliacdo do seu crescimento em meio contendo 100 pg.mL’ desta
defensina. Como pode ser observado na figura 7, uma acentuada reducdo do
crescimento das leveduras C. albicans e S. cerevisiae foi observada na presenca de
100 pg.mL™ da PvD; (85 e 82%, respectivamente).
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Figura 7: Efeito da PvD; no crescimento do fungo filamentoso Fusarium oxysporum e das
leveduras Candida albicans e Saccharomyces cerevisiae. (¢) Controle; (m) 100 ug.mL” da
PvD;. Sobre o ponto de 24 h do teste é mostrada a porcentagem de inibicdo em relacéo ao
seu respectivo controle. Todos os experimentos foram feitos em triplicata (coeficientes de

variacao foram inferiores a 20%).
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1.4.2.2 - Efeitos da PvD; sobre a inducdo da producdo enddgena de espécies
reativas de oxigénio e oOxido nitrico em células do fungo filamentoso F.

oxysporum e de C. albicans

Na figura 8, observamos o resultado obtido sobre a inducdo da producgao
enddégena de ROS e NO no fungo filamentoso F. oxysporum, quando incubado na
presenca e na auséncia da PvD; durante o periodo de 24 h. Apés a incubagcdo com
o corante fluorescente especifico para ROS, nenhuma fluorescéncia pode ser
observada no controle. Diferentemente, quando o fungo F. oxysporum foi tratado
com 100 pug.mL* da PvD, foi observada uma intensa marcacdo nas células,
indicando assim que a defensina provocou a indu¢cdo do aumento da producao de
ROS e a marcacao pelo corante utilizado. Quando as células foram incubadas com
o corante especifico para NO, nenhuma marcacao foi notada tanto nas células do
controle, quanto nas células do teste.

Na figura 9 foi observado o resultado obtido sobre a inducdo da producao
endogena de ROS e NO em células de C. albicans quando incubadas na presenca e
na auséncia da PvD;. Em relacéo a produgédo de ROS, nenhuma fluorescéncia pode
ser observada no controle. Diferentemente, para as células tratadas com 100 pg.mL"
! da PvD,;, foi observada uma intensa marcacdo nas células de C. albicans,
indicando assim, que o tratamento com a defensina promoveu o aumento da
producdo de ROS e a marcacéo pelo corante utilizado. Em relacdo ao NO produzido
nessas células, podemos notar a marcagdo de algumas células da levedura C.
albicans pelo corante, quando estas foram incubadas na presenca de 100 pg.mL™
da PvD;. Ja no controle, onde as células foram crescidas na auséncia da PvD;, ndo
observamos nenhuma marcacéo.

Através das imagens obtidas por microscopia de campo claro, notamos
também que, na presenca da PvD;, existe uma agregacdo dessas células, ao
contrario das células do controle que se apresentaram bem separadas e dispersas

(figura 9).
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Figura 8: Imagem por microscopia de fluorescéncia das células do fungo filamentoso
Fusarium oxysporum tratadas com o corante para ROS, 2’,7'-diclorofluoresceina diacetato, e
NO, 3,4-diaminometil-2',7'-difluoresceina diacetato, apds terem sido crescidas na auséncia
(controle) e na presenca de 100 pg.mL™* da PvD,. As células foram visualizadas por

microscopia 6ptica de campo claro e fluorescéncia. Aumento de 400x.
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Figura 9: Imagem por microscopia de fluorescéncia das células da levedura Candida
albicans tratadas com o corante para ROS, 2’,7'-diclorofluoresceina diacetato, e NO, 3,4-
diaminometil-2’,7'-difluoresceina diacetato,apés terem sido crescidas na auséncia (controle,
mostrado para ROS) e na presenca de 100 pug.mL™ da PvD;. As células foram visualizadas

por microscopia Optica de campo claro e fluorescéncia. Aumento de 400x.
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1.4.2.3 - Ensaio de acidificagdo do meio, induzido por glicose, em células do

fungo filamentoso F. oxysporum e da levedura C. albicans cepa selvagem

Na figura 10, verificamos a inibicdo, causada por PvD;, da acidificacdo do
meio por esporos do fungo filamentoso F. oxysporum. Com um tempo de preé-
incubacdo de 30 min e usando uma concentracdo de 200 ug.mL* da PvD; foi
possivel observarmos 100% de inibicdo da acidificacao.

Na figura 11, observamos a inibicdo, causada por PvD,, da acidificacdo do
meio por células de C. albicans cepa selvagem, na concentracdo de 100 pg.mL?,
com tempos de pré-incubacdo de 10 min, 30 min e 1 h. Com 10 min de pré-
incubacdo na presenca da PvD;, foi observado 99,7% de inibicdo da acidificacéo.
Nas células que foram pré-incubadas por 30 min com a PvD;, podemos notar uma
inibicdo de 99,5% da acidificacdo e no tempo de pré-incubacdo de 1 h com a PvD;,
notamos 98% de inibicdo da acidificacdo. Contudo, a pequena diferenca na inibicdo
da acidificacdo entre os testes com diferentes tempos de pré-incubacdo néo foi

significativa.
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Figura 10 : Porcentagem da acidificacdo do meio por esporos do fungo Fusarium oxysporum

na presenca da PvD;. Os experimentos foram realizados em triplicata.
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Figura 11 : Porcentagem da acidificacdo do meio por células da levedura Candida albicans
cepa selvagem na presenca da PvD;. Os experimentos foram realizados em triplicata. (+)
indica ndo significativo pelo teste ANOVA. P > 0,05 entre os diferentes tempos de

incubacao.
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1.4.2.4 - Verificagdo do efeito apoptético da  PvD; sobre células da levedura S.

cerevisiae

O translocamento de fosfatidilserina (PS, do inglés phosphatidyl serine) da
monocamada interna para a externa da membrana plasmatica ocorre durante 0s
estagios iniciais da apoptose, e essa externalizacdo da PS pode ser detectada por
marcacao com anexina V que se liga a fosfolipideos com carga negativa, mas com
alta especificidade para a PS. A exposicdo de PS em células de S. cerevisiae
tratadas com 50 pg.mL* da PvD; por 2 h foi avaliada através de andlise da
marcacdo com anexina V em microscopio de fluorescéncia. Observamos que as
células incubadas com PvD; apresentaram uma marcacdo em verde indicando a
exposicdo de PS e que PvD; pode causar um efeito apoptético nas células de S.
cerevisiae (figura 12). Efeito semelhante foi verificado no controle positivo onde as
células foram incubadas com peréxido de hidrogénio, e nenhuma marcacao foi
observada no controle negativo, onde as células foram incubadas apenas no tampéo

osmotico.
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Controle

Figura 12: Imagem por microscopia de fluorescéncia de esferoplastos da levedura
Saccharomyces cerevisiae tratadas por 2 h, com 50 pg.mL* da PvD;. Como controle
positivo foi usado peroxido de hidrogénio 2,5 mM. Note-se a fluorescéncia nas células
tratadas indicando a exposicdo de fosfatidilserina no folheto externo da membrana. As

células foram visualizadas por DIC e por microscopia de fluorescéncia. Barras = 5 pum.
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1.4.3 - Atividade antimicrobiana e mecanismo de aca o0 da defensina natural

PvD; sobre promastigotas de Leishmania amazonensis

[.4.3.1 - Ensaio de eliminagao da proliferagéo celu lar com promastigotas de L.

amazonensis

PvD; foi também testada sobre promastigotas de L. amazonensis. A figura 13
mostra o efeito inibitério da PvD; nas concentracdes de 300 e 600 ug.mL™ na
proliferacéo de parasitas, durante o periodo de 24 e 48 h. Um notavel efeito inibitorio
foi observado na proliferacdo dos parasitas na concentracdo de 300 pg.mL*
demonstrando 70% de inibicdo em 24 h e 89% de inibicdo em 48 h, e na
concentracdo de 600 ug.mL™, demonstrando 87% de inibicdo em 24 h e 96,5% de
inibicdo em 48 h quando comparado com o0s parasitas do controle, crescidos na

auséncia da PvD;.

0,12 -
0,1
% 0,08
©
S
g 0,06
<
XX
<" 0,04
0,02
NN
0 D
Controle 300 600 Controle 300 600
PvD, (ug.mL-1) PvD, (ug.mL 1)
24 h 48 h

Figura 13: Eliminacdo da proliferacdo de promastigotas de Leishmania amazonensis na
presenca da PvD;. Experimentos foram feitos em triplicata e os erros padrdo foram

calculados.
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1.4.3.2 - Andlise ultraestrutural das promastigotas de L. amazonensis tratadas
com a PvD;

A andlise da ultraestrutura de promastigotas de L. amazonensis tratadas com
300 pug.mL™ da PvD; através de microscopia eletrénica de transmissdo revelou que
esta defensina foi capaz de causar uma desintegracdo na membrana plasmatica das
promastigotas levando a perda do material citoplasmatico. Também provocou uma
fragmentacdo e vacuolizacdo do citoplasma. Diferentemente, a célula controle

apresentou uma integridade da membrana e organizacéo intracelular (figura 14).
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Figura 14: Imagem por microscopia eletrbnica de transmissdo de promastigotas de
Leishmania amazonensis tratadas com 300 pg.mL™ da PvD; (A) fragmentacdo no
citoplasma; (*) vacuolizacdo no citoplasma. (=) ruptura na membrana plasmatica das

promastigotas levando a perda do material citoplasmatico. Barras =1 pm e 2 um.
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.4.3.3 - Efeito da PvD; sobre a permeabilizacdo de membranas de

promastigotas de L.amazonensis

A habilidade da PvD; em permeabilizar a membrana de promastigotas de L.
amazonensis foi analisada através do uso do corante Sytox green, que sO € capaz
de atravessar a membrana quando a mesma esta comprometida. A andlise dessas
células por microscopia de fluorescéncia revelou que o0s promastigotas de L.
amazonensis foram marcados pelo corante, quando tratados com 300 pg.mL™ da
PvD; (figura 15). J& no controle, nenhuma fluorescéncia foi observada. Na andlise
feita em campo claro, podemos notar também que as células se mostraram
aglomeradas na presenca da PvD;, enquanto que no controle, as células estavam

dispersas.
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Figura 15: Imagem por microscopia de fluorescéncia dos promastigotas de Leishmania
amazonensis tratados com o corante Sytox green, ap0s terem sido crescidas na auséncia
(controle) e na presenca de 300 pg.mL™* da PvD;, durante um periodo de 24 h. As células
foram visualizadas por microscopia Optica de campo claro e fluorescéncia. Aumento de
400x.
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1.4.3.4 - Determinacgdo da localizagdo da PvD; em células de L.amazonensis

A habilidade da PvD; de penetrar e se acumular dentro da célula foi avaliada
através do acoplamento da PvD; com o isotiocianato de fluoresceina (FITC). Apds o
ensaio de inibicdo da proliferacdo de promastigotas de L. amazonensis utilizando
300 pg.mL™* da PvD; acoplada ao FITC, observamos a presenca da PvD;-FITC nos

espacos intracelulares dessas células (figura 16).
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Figura 16: Imagem por microscopia de fluorescéncia dos promastigotas de Leishmania
amazonensis tratados com 300 pg.mL™* da PvD, acoplada ao FITC, durante um periodo de
24 h de incubacdo. Note a fluorescéncia no interior das células, indicando que PvD,; &
internalizada. As células foram visualizadas por microscopia éptica de campo claro e

fluorescéncia. Aumento de 630x.

Mello, E. O.



Resultados70

PARTE I: CLONAGEM MOLECULAR, EXPRESSAO HETEROLOGA,
CARACTERIZACAO ESTRUTURAL, ATIVIDADE ANTIMICROBIANA E
MECANISMO DE ACAO DA DEFENSINA RECOMBINANTE PvD;r

[1.4.1 - Clonagem molecular e expressao funcional d a defensina PvD; de
sementes de P. vulgaris
1.4.1.1 - Reacdo em cadeia da polimerase - Teste d a temperatura de

anelamento e concentracao dos iniciadores

A expressao funcional da defensina de sementes de P. vulgaris PvD; foi
iniciada com a amplificacdo de um fragmento que codificava para este peptideo
utilizando os iniciadores DEFs e DEFas. Para avaliar quais eram as condicoes ideais
para esta amplificagdo, foram montadas PCRs usando diferentes concentragdes de
iniciadores e diferentes temperaturas.

A analise eletroforética do gel de agarose carregado com as amostras
oriundas destas PCR revelou a amplificacdo de um fragmento de aproximadamente
250 pb. Como pode ser observado na figura 17, o mix 3 (2:2 DEFs:DEFas), na
temperatura de 58,7 °C , apresentou o melhor resultado.
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Figura 17 : Visualizacdo eletroforética das amostras obtidas da PCR utilizando diferentes
concentracdes de iniciadores DEFs e DEFas e temperaturas em gel de agarose 1%. Mix 1,
mistura de reacdo contendo iniciadores DEFs e DEFas na propor¢do de 2:1; Mix 2, mistura
de reacdo contendo iniciadores DEFs e DEFas na proporcdo de 1:2; Mix 3, mistura de
reacdo contendo iniciadores DEFs e DEFas na propor¢ao de 2:2; Note-se a amplificacdo de
um fragmento de aproximadamente 250 pb em todas as condi¢des; B, branco da reacdo da
qual foi excluido o DNA molde; M, padréo de peso molecular (em pb). Figura negativa do gel

corado com brometo de etideo.

[1.4.1.2 - Transformacgdo de células competentes de E. coli (linhagem JM109)
com a construcéo pET- PvD;

[1.4.1.2.1 - Andlise dos clones positivos - extracd 0 e digestao dos vetores

Uma vez padronizadas as condi¢cdes da amplificacdo, uma nova PCR foi montada
com um volume de reacdo maior e os fragmentos delas oriundos foram ligados ao
vetor pET-32 EkK/LIC. A construcdo pET-PvD; foi entdo utilizada para a
transformacdo de células bacterianas E. coli (linhagem JM109). Posteriormente foi
feita a extracdo e digestao dos vetores e estas revelaram a clonagem do fragmento
de interesse, porém ndo conseguimos visualizar a liberacdo do fragmento de

aproximadamente 250 pb, talvez devido a concentracdo da amostra aplicada no gel
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ou uma das enzimas nao estava ativa (figura 18). Mesmo assim, decidimos seguir
com os experimentos, devido a especificidade do anelamento entre as extremidades
coesivas geradas pela atividade da T4 DNA polimerase no fragmento a ser clonado

e as fornecidas com o vetor pET-32 EK/LIC.
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Figura 18: Visualizacdo eletroforética de amostras obtidas como produto da digestdo do
vetor pET-DEF extraido de células bacterianas da linhagem JM109 com as enzimas de
restricdo Eco RI e Bgl Il em gel de agarose 1%. Note que ndo foi possivel observar a
liberacdo do fragmento clonado de aproximadamente 250 pb. (M) padrdo de massa
molecular em pb. (1) colbénia ndo digerida (2-8) coldnias digeridas. Figura negativa do gel

corado com brometo de etideo.

11.4.1.2.2 - Transformacdo e inducdo de células com petentes de E. coli

(linhagem Rosetta-gami 2 (DE3) pLysS) com a constru  ¢&o pET-PvD;

Células da linhagem JM109 ndo sdo células proprias para a expressao de
proteinas. Assim, com o objetivo de superexpressar a PvD;r, a construgdo pET-PvD,
extraida de células da linhagem JM109 foi entdo utilizada para a transformacéo de
células bacterianas da linhagem Rosetta-gami 2 (DE3) pLysS. Na figura 19,
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podemos observar as colbnias positivas resultantes desta transformacao, obtidas
apos PCR.

As células transformadas com a construcdo pET-PvD; foram submetidas a
inducdo da expressao da defensina heterdloga através da adicdo de IPTG no meio
de cultivo. Ap6s o procedimento de indugdo, as amostras obtidas foram analisadas
através de eletroforese em gel de tricina (figura 20).

Notamos a presenca de uma proteina de fusdo com massa molecular acima
de marcador de massa molecular de 16,9 kDa, que corresponde a defensina PvDsr
fusionada com a tioredoxina e a cauda de histidina, chamada (Trx-His-PvDzr) (figura
20).
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Figura 19: Visualizacdo eletroforética de amostras obtidas da PCR feita diretamente de
coldnias bacterianas da linhagem Rosetta gami 2 (DE3) pLysS transformadas com a
construcao pET-PvD; utilizando os iniciadores DEFs e DEFas em gel de agarose 1%. Note
a amplificacdo de um fragmento de aproximadamente 250 pb; (1 a 3) vetores extraidos das
colénias 1 a 3; (M) padrdo de massa molecular em pb. Figura negativa do gel corado com

brometo de etideo.
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Figura 20: Visualizacdo eletroforética da superexpressdo da PvD;r em bactéria Rosetta-
gami 2 (DE3) pLysS transformada com a constru¢cdo pET-PvD;. (1) extrato bacteriano bruto
ndo induzido; (2) extrato bacteriano bruto induzido, note o aparecimento de uma banda

by

acima do marcador de massa molecular de 16,9 kDa correspondente a proteina
recombinante Trx-His-PvD;r. (M) marcador de massa molecular em kDa.

[1.4.2 - Isolamento e caracterizacao da defensinar ecombinante PvDsr

1.4.2.1 - Cromatografia de afinidade em colunade  Ni'- NTA agarose

Depois da inducdo, o extrato bacteriano soluvel contendo a Trx-His-PvDyr foi
submetido & uma cromatografia de afinidade em coluna Ni*- NTA agarose e dois
diferentes picos foram obtidos: o primeiro (fracdo nado retida) que corresponde a
fracbes que ndo tem afinidade ao niquel, chamado pico N1, e o segundo pico

(fracdo retida) que apresenta proteinas que tem afinidade ao niquel, chamado N2.
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Em analise feita através de eletroforese em gel de tricina, vimos que na
fracdo retida obtida da Ni*- NTA agarose estava a PvDyr, uma vez que ela estava
fusionada a uma cauda de histidina, a qual apresenta alta afinidade ao Ni* (figura
21A, raia 2). Esse pico N2, contendo PvD;r fusionada a cauda de histidina, foi
submetido a clivagem com a enzima enteroquinase recombinante bovina para
remover a tioredoxina e a cauda de histidina fusionadas a PvD;r. Analise por
eletroforese em gel de tricina mostrou que, depois que o pico N2 foi tratado com a
enzima enteroquinase recombinante bovina, a banda de proteina acima do
marcador de massa molecular de 16.9 kDa desapareceu e surgiu uma nova banda
de proteina de aproximadamente 6 kDa (figura 21A, raia 3). Esta é a massa

molecular da defensina PvD; de sementes de P.vulgaris.

11.4.2.2 - Cromatografia de fase reversa em coluna C2C18 em HPLC

Em um passo seguinte de purificacdo, esta fracdo resultante da clivagem foi
novamente submetida & cromatografia de afinidade em coluna de Ni*- NTA agarose.
Esta segunda cromatografia de afinidade também apresentou dois picos. O pico N1
foi submetido a um passo final de purificagdo da PvD;r através de cromatografia de
fase reversa em sistema de HPLC utilizando coluna C2C18. O cromatograma
apresentou dois picos e 0 pico correspondente ao tempo de retencdo da PvD;r foi
coletado, concentrado e analisado por eletroforese em gel de tricina (o tempo de
retencdo da PvD;r foi baseado no tempo de retencdo da defensina natural PvD;)
(figura 21B). O pico coletado, marcado por um asterisco, mostrou a presenca de
uma unica banda de aproximadamente 6 kDa (marcado também por um asterisco

no gel da figura 21A, raia 4).
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Figura 21: Visualizacdo eletroforética e cromatograma do ultimo passo de purificacdo da
PvD;r. A: (M) marcador de baixa massa molecular (kDa); (1) pico N1 obtido da
cromatografia de afinidade a Ni*; (2) pico N2 obtido da cromatografia de afinidade a Ni*; (3)
pico N2 depois da clivagem com enteroquinase; (4) PvDyr purificada obtida da cromatografia
em coluna de fase reversa C2C18, cujo pico estd indicado por um asterisco; B:
Cromatograma da amostra obtida apos clivagem, em coluna C2C18 de fase reversa em
HPLC. A coluna foi equilibrada com uma solu¢cdo de TFA 0,1% e a amostra foi eluida
utilizando-se um gradiente de acetonitrila 80%-TFA 0,1% de 0 a 100%, a um fluxo de 0,5

mL.min®. O padrdo de eluicdo dos peptideos foi monitorado a 220 nm.
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[1.4.2.3 - Caracterizacao estrutural da defensinar ecombinante PvD;r
[1.4.2.3.1 - Sequenciamento N-terminal

ApOs visualizarmos a presenca do peptideo de aproximadamente 6 kDa no
gel de poliacrilamida, foi feita uma eletrotransferéncia para membrana de PVDF.
Apds a marcagcdo da banda de interesse na membrana, o peptideo de 6 kDa foi
submetido ao sequenciamento N-terminal parcial por degradacdo de Edman e a
analise de oito aminoacidos do N-terminal, contados apds a primeira metionina,
correspondeu exatamente com a sequéncia dos oito primeiros aminoacidos do N-
terminal da defensina natural PvD; isolada de sementes P. vulgaris, anteriormente
descrita por Games et al. (2008) (figura 22). A sequéncia N-terminal parcial obtida e
0s oito primeiros aminoacidos da sequéncia N-terminal da PvD;, diferem em apenas
um residuo de aminoacido, uma metionina inicial, a qual foi adicionada
intencionalmente como um requisito para a expressdo de proteina através do
sistema pET-32 EK/LIC. A sequéncia N-terminal parcial obtida do peptideo de 6 kDa
demonstrou claramente que o processo global de produgédo recombinante da PvDyr,

incluindo a clivagem com enteroquinase, foi bem sucedido.

M N L A D 09

N L A D 08

Plerl K T C E
1 K T C E

PvD,

Figura 22: Alinhamento das sequéncias parciais de aminodcidos N-terminais das
defensinas PvD;ir e PvD; (purificada de sementes de Phaseolus vulgaris (Games et al.,
2008). Residuos idénticos sdo mostrados em negrito; M: metionina inicial na regido N-
terminal PvDyr adicionada como um requerimento para a clonagem no vetor pET-32
EK/LIC. Os numeros flanqueando as sequéncias indicam o tamanho das
sequéncias em numeros de aminoacidos. Note-se que as sequéncias sao idénticas

com excecao da metionina inicial em PvDar.
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11.4.2.3.2 - Determinagéo da estrutura tridimension  al da PvD;r por modelagem

A modelagem da estrutura da PvDir foi feita a partir dos residuos de
aminoacidos obtidos. Na figura 23 mostramos o modelo obtido da estrutura da
defensina recombinante PvD;r. Na figura 23A, esta o alinhamento da sequéncia de
aminoacidos entre a PvD;r e a defensina de Vigna radiata (VrD2 ; c6d.pdb.2GL1)
que foi 0 modelo selecionado para a comparacao das estruturas. A sequéncia de
ambas as defensinas apresentam 98% de identidade e diferem em apenas trés
residuos de aminoacidos, que estdo indicados por asteriscos na figura 23A. A figura
23B mostra que a estrutura da PvDir é composta por trés folhas B e uma a-hélice
ligadas por quatro pontes dissulfeto. A sobreposicéo das estruturas das defensinas
PvD;r e VrD2 , que foi utilizada como modelo, € mostrada na figura 23C. Esta
sobreposicdo mostra que ndo existem diferencas significativas entre estas
estruturas e as principais diferencas observadas estdo na regido de voltas nao
estruturadas. As figuras 23D e E mostram os residuos positivos de arginina e lisina
(em azul), que estdo expostos na superficie da PvDir e os residuos negativos (em
vermelho).

A avaliacdo da qualidade do modelo foi feita por meio da analise de
Ramachandran, que revelou uma boa estereoquimica para o modelo, visto que
95,2% dos residuos de aminoacidos se encontram em regides favoraveis, 4,8% dos
residuos de aminoacidos se encontram em regifes permitidas e nenhum dos
residuos se encontra em regides menos favoraveis (figura 24 e tabela 3). Em
adicdo, o indice RMSD (do inglés, root-mean-square deviation) encontrado para
este modelo foi 0,25 A.
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* ok *
PvD,r MKTCENLADTYKGPCFTTGSCDDHCKNKEHLRSGRCRDDFRCWCTKNC 48

VrD2

-KTCENLANTYRGPCFTTGSCDDHCRKNKEHLRSGRCRDDFRCWCTRNC 47

Figura 23: Modelagem da PvD1r por homologia a partir do molde da defensina VrD2 isolada
de Vigna radiata. (A) Alinhamento das sequéncias de amino&cidos de PvD;r e de VrD2. As
linhas abaixo das cisteinas de VrD2 indicam a formacédo das pontes dissulfeto e a ligacdo
entre os residuos de cisteinas. Os trés residuos de amino&cidos diferentes entre as duas
sequéncias estdo indicados por asteriscos; (B) Estrutura tridimensional da PvD;r, modelada
com o programa Modeller e baseada na estrutura da defensina VrD2 de V. radiata
(c6d.pbd.2GL1). Cinza escuro representa as folhas [3; cinza representa a a-hélice; linhas
cinza claro representam os elementos ndo estruturados. Em purpura é mostrado o residuo
de metionina adicionado como uma exigéncia para clonagem de proteinas no vetor pET-32
EK/LIC. As quatro pontes dissulfeto sdo mostradas pela interligacdo dos residuos de
cisteinas mostrados em amarelo. Em verde é mostrado o enxofre, em azul € mostrado o
nitrogénio e em vermelho é mostrado o oxigénio; (C) Sobreposicdo das estruturas
tridimensionais da PvD;r (cinza claro) e VrD2 (c6d.pdb.2GL1) (cinza escuro); (D e E)
estrutura tridimensional de PvD,r, com cargas de superficie, em vermelho sdo mostradas as
cargas negativas de superficie e em azul sdo mostradas as cargas positivas de superficie;

em E esta a estrutura rotacionada a 180 °, referente a estrutura na letra D.
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Figura 24: Mapa de Ramachandran da estrutura da defensina recombinante PvDir. Em

vermelho, estdo representadas as regifes favoraveis; em amarelo, as regibes permitidas;

em bege, as regides menos favoraveis.

Tabela 3: Mapa estatistico da andlise estrutural da defensina recombinante PvDyr.

Defensina

recombinante

PvDyr
Residuos em regides favoraveis [Vermelho - A,B,L] 95,2 %
Residuos em regifes permitidas [Amarelo - a, b, |, p] 4.8 %
Residuos em regibes menos favoraveis [Bege - ~a, ~b, ~I, ~p] 0,0 %
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[1.4.3 - Atividade antimicrobiana e mecanismo de a¢ &o da defensina

recombinante PvD;r sobre leveduras

[1.4.3.1 - Andlise da inibicdo do crescimento de cé lulas de C. albicans, cepa

selvagem, em meio liquido na presenca das defensina s PvDir e PvD;

Inicialmente neste ensaio, n6s comparamos a atividade da defensina
recombinante PvDir com a defensina natural PvD; e foi visto que ambas as
defensinas, usadas a uma concentracéo de 100 pug.mL™, foram capazes de inibir o
crescimento da cepa selvagem da levedura C. albicans em 89,7% e 75,9%
respectivamente, no tempo de 24 horas (figura 25). Estes resultados indicam que a
producdo recombinante da PvD;r preservou a sua atividade antimicrobiana. Como
mostramos que a PvD;r era biologicamente ativa, todos os resultados desta parte

em diante foram feitos apenas com a PvDyr.
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Figura 25: Efeitos das defensinas PvD; e PvDir no crescimento da cepa selvagem da
levedura Candida albicans. (¢) Controle; (m) 100 ug.mL™ da PvD, e PvD,r. Sobre o ponto de
24 h do teste € mostrada a porcentagem de inibicdo em relacdo ao seu respectivo controle.
Todos os experimentos foram feitos em triplicata (coeficientes de variacdo foram inferiores a
20%).
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11.4.3.2 - Andlise morfologica das células de C. albicans, cepa selvagem,

tratadas com as defensinas PvDir e PvD;

Apoés o ensaio de inibicdo do crescimento, as células de C. albicans cepa
selvagem, foram analisadas por meio de microscopia Optica.

Alteragbes na morfologia das células de C. albicans foram observadas para
ambas as defensinas. Observamos que as células da cepa selvagem crescem como
células ovdides individuais e também apresentam algumas pseudohifas longas
(controle). No que diz respeito ao efeito das defensinas sobre estas células, nos
notamos que, na presenca de 100 yg.mL ' da PvDy, as células do tipo selvagem
mostraram-se aglomeradas, em namero reduzido e também apresentaram reducao
no tamanho das hifas. Ap6s tratamento com 100 pg.mL * da PvDar, as células de C.
albicans do tipo selvagem apresentaram grande reducdo no nimero de células e no
tamanho das hifas, bem como suas células mostraram-se aglomeradas. Em
comparacéo, o efeito da PvD; e PvDir nas células do tipo selvagem é visualmente o

mesmo (figura 26).

Controle PvD, ' PvD,r

Figura 26: Imagem por microscopia Optica das células de Candida albicans (cepa
selvagem), apos terem sido crescidas na auséncia (controle) e na presenca de 100 pg.mL™
das defensinas PvD; e PvD;r. Note-se uma reducdo no numero de células e tamanho das
hifas na presenca das defensinas. As células foram visualizadas por microscopia de campo

claro. Barras = 10 um.
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[1.4.3.3 - Andlise da inibicAdo do crescimento de cé lulas de C. albicans, cepa

mutante ( AGCS1) em meio liquido em presenca da defensina  PvDsr

O efeito da PvD;r no crescimento da cepa mutante (AGCS1) da levedura C.
albicans foi também analisado. Esta cepa mutante ndo apresenta o esfingolipideo
glicosilceramida. Neste resultado podemos observar que apos 24 h de incubacéo, a
PvD;r ndo foi capaz de inibir o crescimento da cepa mutante (figura 27).

C. albicans mutante

0,08 1 PvD,r

Tempo (h)

Figura 27: Efeito da defensina PvDsr no crescimento da cepa mutante da levedura Candida
albicans, (AGCS1). (¢) Controle; (m) 100 ug.mL* da PvD,r. Todos os experimentos foram
feitos em triplicata (coeficientes de variacdo foram inferiores a 20%). (-) indica néo

significativo pelo teste ANOVA. P > 0,05 entre o controle e o teste.
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11.4.3.4 - Analise morfolégica das células de  C. albicans, cepa mutante, tratadas

com a defensina PvDir

Apbs o ensaio de inibicdo do crescimento, as células de C. albicans cepa
mutante, foram analisadas por meio de microscopia Optica. Podemos observar que
as células da cepa mutante, tratadas com PvD;r, apresentaram uma morfologia e
padrées de crescimento muito semelhantes aos padrdes das células mutantes do
controle, indicando que PvD;r parece néao ter efeito toxico sobre esta cepa mutante.
Observamos também que existe uma diferenca no crescimento das células da cepa
mutante (figura 28) quando comparada as células da cepa selvagem (figura 26). A
cepa mutante cresce como células agregadas com a presenca de um maior nimero

de pseudohifas e ocasionalmente células esparsas (figura 28).

Controle PvD,r

Figura 28: Imagem por microscopia optica de células de Candida albicans cepa mutante
(AGCS1), apds terem sido crescidas na auséncia (controle) e na presenca de 100 pg.mL™

da PvD;r. Note-se que ndo houve alteragdo entre os tratamentos e o controle. As células

foram visualizadas por DIC. Barras = 10 pm.
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[1.4.3.5 - Efeito da PvDsr sobre a permeabilizacdo de membranas de  C. albicans,

cepas selvagem e mutante ( AGCS1)

Na figura 29, mostramos o resultado obtido sobre a permeabilizacdo de
membranas da levedura C. albicans, cepas selvagem e mutante (AGCS1), quando
incubadas na presenca e na auséncia da PvD;r. Observamos que nas células do
controle das duas cepas da levedura, crescidas na auséncia da PvD;r, ndo houve
marcacdo pelo corante fluorescente Sytox green. Quando as células da cepa
selvagem foram incubadas com 100 ug.ml *da PvDyr, foi possivel observar a
marcacdo das células pelo corante, indicando, assim, que esta provocou
permeabilizacdo nas células. J& nas células da cepa mutante, mesmo na presenca
de 100 pg.ml *da PvDyr, ndo foi visualizada a marcacdo. Esse resultado esta de
acordo com 0 gque esperavamos, uma vez que a cepa mutante ndo apresenta o

esfingolipideo que é o alvo de ligacéo da defensina, em sua membrana.
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C. albicans cepa selvagem

Controle

Controle

PvD,r

Figura 29: Imagem por microscopia de fluorescéncia da levedura Candida albicans, cepas
selvagem e mutante (AGCS1), tratadas com o corante Sytox green, ap0s terem sido

crescidas na auséncia (controle) e na presenca de 100 pg.mL™ da PvD,r. As células foram
de fluorescéncia. Barras = 5pum.

visualizadas por DIC e microscopia
Mello, E. O.
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11.4.3.6 - Efeito da PvDir sobre a indu¢do da producdo endbégena de espécies
reativas de oxigénio em células de C. albicans cepas selvagem e mutante
(AGCS1)

ApoOs ensaio de inibicdo do crescimento, as células de C. albicans cepas
selvagem e mutante (AGCS1) foram incubadas com o corante H,DCFDA para
deteccdo da producédo enddégena de ROS. Quando incubadas na presenca de 100
ng.mL™ da PvDar, observamos que algumas células da cepa selvagem apresentaram
marcacdo para ROS. O mesmo nao pode ser visto no controle. As células da cepa
mutante ndo apresentaram marcacao tanto na presenca, quanto na auséncia da
PvDqr (figura 30).
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C. albicans cepa selvagem

Controle

Controle

Figura 30: Imagem por microscopia de fluorescéncia da levedura Candida albicans, cepas
selvagem e mutante (AGCS1), tratadas com o corante para ROS, apés terem sido crescidas
na auséncia (controle) e na presenca de 100 pg.mL* da PvD;r. As células foram

visualizadas por DIC e microscopia de fluorescéncia. Barras = 5pum.
Mello, E. O.
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11.4.3.7 - Efeito da PvD;r sobre a indugdo da produgcdo endogena de o6xido

nitrico em células de C. albicans cepas selvagem e mutante ( AGCS1)

Apbs ensaio de inibicdo do crescimento, ndés também analisamos a inducéo
da producéo endogena de NO nas células de C. albicans, cepas selvagem e mutante
(AGCS1), incubando-as com o corante DAF,DA. Notamos que as células de C.
albicans cepas selvagem e mutante (AGCS1), crescidas tanto na auséncia, quanto
na presenca de 100 ug.mL™ da PvD,r, ndo apresentaram marcacdo para NO (figura
31).
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C. albicans cepa selvagem

Controle

C. albicans cepa mutante

Controle

Figura 31: Imagem por microscopia de fluorescéncia da levedura Candida albicans, cepas
selvagem e mutante (AGCS1), tratadas com o corante para NO, ap0s terem sido crescidas
na auséncia (controle) e na presenca de 100 pg.mL* da PvD;r. As células foram
visualizadas por DIC e microscopia de fluorescéncia. Barras = 5pum.
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[1.4.3.8 - Determinacao da localizagdo da PvDir em células de C. albicans

Para determinar a localizacdo da PvDir nas células, as cepas de C. albicans
selvagem e mutante foram tratadas com 50 ug.mL™ da PvDir acoplada a FITC e
utilizadas no ensaio de inibicdo do crescimento. Subsequentemente, as células
foram submetidas a marcacdo com DAPI (para marcacdo do nucleo das células).
Neste ensaio, nds observamos que a PvD;ir acoplada ao FITC estava localizada
extracelularmente na cepa mutante, enquanto que na cepa selvagem, como seria de
se esperar, devido a presenca do alvo para a defensina na membrana, a localizacdo
da PvD;ir foi intracelular. Além de detectarmos a presenca da defensina
recombinante PvD;r nos espacos intracelulares das células de tipo selvagem, esta

mostrou-se co-localizada com o ndcleo, apds marcacdo com DAPI (figura 32).
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SOBREPOSICAO

Figura 32: Imagem por microscopia de fluorescéncia das células de Candida albicans com

50 pg.mL™* da PvD;r acoplada a FITC durante um periodo de 24 h. O nlcleo das células foi

marcado pelo corante DAPI. Note-se a marcacao citoplasmatica do FITC indicando a

entrada da PvDjr na célula. A seta aberta mostra a marcacdo com FITC; a seta fechada

mostra a marcagédo do nucleo com DAPI e a co-localizacdo do FITC e do DAPI. Barras =

10 um.
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11.4.3.9 - Verificacdo do efeito apoptético da  PvDir sobre células da levedura S.

cerevisiae

Para verificar o efeito apoptético da PvD;r, esferoplastos de S. cerevisiae
foram tratados com 50 pg.mL* da defensina PvDir por 2 h e posteriormente
incubadas com Kit Annexin-V-Fluos, que também contém iodeto de propidio para a
marcacao de ceélulas necroéticas. Como mostrado na figura 33, as células expostas a
PvD;r foram significativamente coradas com verde fluorescente (FITC-anexina V —
positivo) na periferia da célula depois da digestdo da parede celular, indicando a
externalizacdo de fosfatidilserina. Efeito semelhante foi verificado no controle
positivo onde as células foram incubadas com perdxido de hidrogénio. Células
coradas com FITC-anexina V n&o foram detectadas no controle realizado sem
PvDar.
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Controle H,O, PvD,r

Anexina V

Figura 33: Imagem por microscopia de fluorescéncia das células da levedura

Saccharomyces cerevisiae tratadas por 2 h, com 50 pg.mL™ da PvD;r A fluorescéncia verde

indica a exposicdo de fosfatidilserina. As células foram visualizadas por DIC e por
microscopia de fluorescéncia. Barras = 5um.
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5. DISCUSSAO

PARTE I: PURIFICACAO, ATIVIDADE ANTIMICROBIANA E ME CANISMO DE
ACAO DA DEFENSINA NATURAL PvD; DE SEMENTES DE Phaseolus vulgaris

Os peptideos antimicrobianos (AMPs) sdo produzidos por diversas espécies,
incluindo bactérias, insetos, plantas e animais vertebrados, sendo caracterizados a
partir de praticamente todos os organismos, variando de procariotos a seres
humanos (Li et al., 2012). Fazem parte da resposta imune inata, que € o principal
sistema de defesa para a maioria dos organismos, onde desempenham um
importante papel na defesa do hospedeiro contra infec¢des (Kido et al., 2010).

Dentre os AMPs de plantas melhor caracterizados estdo as defensinas, cuja
atividade e mecanismo de acdo sao principalmente descritos contra uma ampla
variedade de fungos filamentosos e leveduras. No entanto, seu mecanismo de acéo
ainda nao foi completamente elucidado (Carvalho e Gomes, 2009; 2011).

Games et al. (2008) conseguiram isolar e caracterizar uma nova defensina
antifangica de sementes de P. vulgaris (feijao comum), denominada PvD; (do inglés,
Phaseolus vulgaris defensin 1). Nesta parte do trabalho foi entdo estudada a
atividade antimicrobiana e o mecanismo de acédo da PvD; sobre microrganismos. A
purificacdo da PvD; foi feita por apenas um passo cromatografico, segundo
metodologia descrita por Games et al. (2008). Inicialmente, foi feita uma
cromatografia de troca ibnica em coluna de DEAE-Sepharose e esta purificacédo foi
confirmada através de cromatografia de fase reversa em coluna C2/C18 em HPLC,
como pode ser observado na figura 6. Este resultado esta de acordo com o0s
resultados obtidos por Games et al. (2008). Outros trabalhos também ja
demonstraram a purificacdo de outras defensinas de plantas seguindo esses
mesmos meétodos (Terras et al., 1993; Terras et al., 1995; Wong et al., 2012).

Posteriormente, ao analisarmos a atividade antimicrobiana da PvD;, os testes
antifingicos mostraram que este AMP apresentou um efeito inibitério no crescimento
do fungo filamentoso F. oxysporum e das leveduras C. albicans e S. cerevisiae,
sendo que a inibicdo foi mais acentuada para as leveduras (figura 7). Outros estudos
ja demonstraram que a concentracdo inibitéria das defensinas varia muito e é
dependente do fungo testado. van der Weerden et al. (2008) mostraram que a

defensina NaD1 isolada de Nicotiana alata na concentragdo de 1 yM inibiu 50% do
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crescimento dos fungos F. oxysporum e Leptosphaeria maculans e 65% dos fungos
Thielaviopsis basicola, Verticilllum dahliae e Aspergillus nidulans. Ja na
concentragdo de 5 pM de NaD1, o crescimento de todos os fungos filamentosos
testados sofreu mais do que 90% de inibicéo.

Na tentativa de descobrir a possivel causa da inibicdo destes microrganismos
e assim tentar elucidar um possivel mecanismo de acao para a defensina PvD;, nos
verificamos se esta era capaz de induzir o aumento da producéo enddgena de ROS.
Foi observado um aumento na producdo de ROS para ambas as células fungicas;
no entanto, detectamos um aumento de NO apenas para as células de C. albicans
(figuras 8 e 9). Dados na literatura sobre AMPs corroboram com os resultados por
nés obtidos. Ribeiro et al. (2012) mostraram que um peptideo inibidor de tripsina
CaTl, isolado de sementes C. annuum, foi capaz de causar a indugao de NO nas
células das leveduras S. cerevisiae, C. tropicalis, C. albicans e Kluyveromices
marxiannus, no entanto, diferente do que ja visto para a defensina PvD;, henhuma
marcacao nas celulas foi observada para os niveis de ROS. Em outro trabalho, foi
visto que um peptideo semelhante a tionina, isolado de besouro (Psacothea hilaris),
também mostrou capacidade de aumentar o nivel de ROS enddgeno em células de
C. albicans (Hwang et al., 2011a). Ja4 é conhecido que ROS sdo moléculas que
aparecem nos momentos iniciais do processo apoptoético. Estudos tém demonstrado
que o aumento de ROS no meio pode ser toxico aos organismos, levando a
destruicdo de varios tipos celulares através de vias apoptéticas (De Felice et al.,
2007; Maiese et al.,, 2010), e mais recentemente foi mostrado que algumas
defensinas de plantas induzem apoptose ou morte celular programada, em espécies
de leveduras e fungos susceptiveis (De Coninck et al., 2013)

Visto que PvD; foi capaz de induzir o aumento de ROS tanto nas células de
fungo filamentoso quanto nas de levedura, nés realizamos um ensaio para marcagao
de células apoptéticas por anexina V. Quando as células foram analisadas por
microscopia de fluorescéncia, observamos apenas a marcacgao por anexina V (figura
12), acusando entdo uma externalizacdo de PS, o que nos sugere que a PvD; induz
a morte celular programada nas células desta levedura. De modo similar, outros
AMPs isolados de diferentes fontes, também sado capazes de induzir apoptose em
células de leveduras. Hwang et al. (2011b) viram que o peptideo papiliocina, isolado
de Papilio xuthus (borboleta), induzia o acimulo de ROS e radicais livres que sao

importantes reguladores de apoptose em C. albicans. Essas células tratadas com a
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papiliocina mostraram uma série de mudancas, normalmente vistas em células que
estdo sofrendo processo inicial de apoptose, como por exemplo, translocacao da PS
do lado interno para o lado externo da membrana plasmatica, dissipacdo do
potencial de membrana mitocondrial e a presenca de metacaspases ativas. Alguns
eventos tardios de apoptose também foram observados, como a fragmentacdo e
condensacado do acido desoxiribonucléico (DNA, do inglés desoxyribonucleic acid).
Estes dados sugeriram que a papiliocina levou as células de C. albicans a sofrerem
apoptose, através do acumulo de ROS. Lee et al. (2012) viram, através de marcacao
com AnnexinV-FITC e ensaio TUNEL, que o peptideo coprisina 43, semelhante a
defensina, isolado de Copris tripartitus (besouro), estava envolvido tanto nos
estagios iniciais quanto nos estagios finais da apoptose, aumentando o nivel
intracelular de ROS e de radicais hidroxila livres, em células de C. albicans.

A capacidade da PvD; em alterar o funcionamento da homeostase i6nica da
membrana de fungos também foi avaliada nesta primeira parte do trabalho. O fluxo
de H" através da membrana plasmatica exerce fungdes essenciais na fisiologia da
célula fungica e normalmente é mediado pela bomba H'- ATPase. A interferéncia
neste fluxo pode levar a morte celular. Thevissen et al. (1996) demonstraram um
aumento no fluxo dos ions através da membrana, quando os fungos Neurospora
crassa e F. culmorum foram tratados com defensinas de planta Rs-AFP2 e Dm-
AMP1, isoladas de Raphanus sativus e Dahlia merckii, respectivamente. Estes
efeitos foram monitorados para a defensina PvD;, medindo a acidificacdo do meio
estimulada por glicose das células do fungo filamentoso F. oxysporum e da levedura
C. albicans (figuras 10 e 11, respectivamente). Os resultados mostram que com um
tempo de pré-incubacao de 30 min com PvD;, foi possivel observar 99% de inibicdo
da acidificacdo para o fungo F. oxysporum (figura 10). Acreditamos que este efeito €
devido a soma da toxicidade do peptideo e a baixa capacidade acidificante dos
fungos filamentosos. A acidificacédo do meio, para as células da levedura C. albicans
na presenca da PvD;, mostrou um resultado na inibicdo da acidificagdo de 100% e a
variacdo do tempo de pré-incubagcdo dessas células na presengca da PvD; ndo
apresentou uma alteracdo significativa (figura 11). Dados da literatura corroboram
com os resultados encontrados neste trabalho. Taveira et al. (2014) demonstraram
gue uma tionina isolada do fruto de Capsicum annuum foi capaz de inibir a
acidificacdo do meio por células de S. cerevisiae em 78% quando pré-incubadas por

30 min na concentracdo de 100 pg.mL™. Ribeiro et al. (2012) também observaram
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um efeito inibitério na acidificagdo do meio, onde uma albumina 2S isolada de
sementes de maracuja, denominada Pf-Alb, inibiu 100% a acidificacdo do meio por
células de S. cerevisiae e para as células de C. albicans foi observada uma inibicdo
de 96% da acidificacao.

Neste trabalho, ndo nos limitamos apenas ao estudo da atividade
antimicrobiana da defensina PvD; sobre fungos, mas também utilizamos
protozoarios. Com o intuito de entendermos parte do mecanismo de acéo utilizado
por PvD; para inibir o crescimento dos protozodrios, analisamos a atividade
biologica da PvD; sobre promastigotas de Leishmania amazonensis, visto que na
literatura, poucos peptideos j& demonstraram acdo sobre protozodrios e poucos
estudos foram feitos nessa area.

Vimos efeito inibitdrio na proliferacdo dos parasitas com 24 e 48 h, quando
estes foram incubados com diferentes concentracdes da defensina PvD; chegando
a uma inibicdo de até 96,5% da proliferagéo (figura 13). Apoiando nossos resultados,
outros autores descreveram a atividade microbicida de AMPs e outras defensinas
sobre Leishmania sp. Berrocal-Lobo et al. (2009) observaram que uma defensina
PTH1de S. tuberosum (batata) e uma tionina de T. aestivum (trigo) apresentaram
atividade sobre L. donovani. Mais recentemente, Souza et al. (2013) mostraram que
a defensina natural de sementes de Vigna unguiculata (Vu-Def) e seu homdlogo
recombinante, (Vu-Defr), ambas na concentracdo de 100 pg.mL*, também foram
capazes de inibir a proliferagcdo do parasita L. amazonensis em aproximadamente
50%, durante o periodo de 48 h de incubacéo.

Apos o tratamento com PvD;, analisamos as células de L. amazonensis
através de microscopia eletrbnica de transmissdo. Esta andlise mostrou que as
células dos protozoarios tratadas com a defensina apresentavam uma fragmentacéo
e vacuolizacdo no citoplasma (figura 14B), bem como uma ruptura na membrana
plasmatica das promastigotas levando a perda do material citoplasmatico (figura
14C). Para confirmarmos o efeito da PvD; sobre a permeabilizacdo de membrana
das promastigotas de L. amazonensis, nos utilizamos o corante Sytox green e
observamos que a PvD; foi realmente capaz de provocar danos a membrana
plasmatica (figura 15). Souza et al. (2013) relataram que de forma semelhante a
defensina PvD;, Vu-Defr foi capaz de induzir a permeabilizacdo de membrana de L.
amazonensis. Bera et al. (2003), examinaram o efeito dos AMPs indolicidina (de

neutrofilos bovinos) e outros dois peptideos, SPFK e 27RP, derivados da
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seminalplasmina (do plasma seminal bovino) sobre L. donovani. Interessantemente,
as células tratadas com esses peptideos revelaram extensa degeneracdo da
organizacao intracelular e a formacédo de multiplos vacuolos citoplasmaticos. Em
contraste com o efeito causado pelos AMPs, as células tratadas com anfotericina B
ndo mostraram vacuolizacdo citoplasmatica, mas foi visto que esta causou uma
ruptura significativa na membrana plasmatica.

Com o objetivo de melhor investigar o mecanismo de a¢do da PvD; em
células de promastigotas de L. amazonensis, estas foram incubadas com PvD;
acoplada ao isotiocianato fluoresceina (FITC) por 24 h. N6s observamos a marcacao
da PvD; acoplada ao FITC dentro das células de L. amazonensis, 0 que nos leva a
sugerir que a PvD; pode estar atuando em um alvo intracelular (figura 16).

Coletivamente, estes resultados sugerem que, em adicdo aos seus efeitos
sobre a inibicdo da proliferacdo e a permeabilizacdo da membrana de Leishmania, a
PvD; ao provocar a vacuolizacdo citoplasmatica pode induzir caminhos para a morte
celular autofagica em L. amazonensis, como ja foi descrito por Dunn et al. (1990a;
1990Db) e Bera et al. (2003).

As doencas causadas por parasitas representam uma ameacga para a saude
humana. Embora muitos farmacos diferentes tenham sido desenvolvidos com o fim
de erradicar essas doencas, um gue seja totalmente eficaz ainda néo foi descoberto.
Entre os compostos mais ativos testados, os AMPs sdo particularmente atraentes
devido ao seu amplo espectro de acao (Torrent et al.,, 2012). No entanto, mais
pesquisas precisam ser feitas, para que seja possivel um melhor entendimento do
mecanismo de acdo desses peptideos, bem como sobre quais sdo os seus alvos

celulares.

PARTE Il: CLONAGEM MOLECULAR, EXPRESSAO HETEROLOGA,
CARACTERIZACAO ESTRUTURAL, ATIVIDADE ANTIMICROBIANA E
MECANISMO DE ACAO DA DEFENSINA RECOMBINANTE PvD;r

Para melhor caracterizar um novo AMP, determinando seu mecanismo de
acao, sua estrutura e fungcao e seu potencial uso como um agente terapéutico, uma
quantidade razoavel de moléculas ativas e purificadas é necessaria. Existem trés

formas de se obter determinadas quantidades de AMPSs: o isolamento a partir de
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fontes naturais, a sintese quimica e a expressdo recombinante (Parachin et al.,
2012).

Os AMPs obtidos através de fontes naturais, no entanto, estdo presentes em
baixas concentracdes nos tecidos de origem, o que requer uma grande quantidade
de material biologico a ser processado e sao também de dificil purificacdo, o que
requer varios passos e/ou repeticdes, levando a um rendimento muito baixo no final
do processo (Terras et al., 1995; Tapia et al., 2011). A sintese quimica de peptideos
permite tanto a producédo de peptideos sintéticos, quanto a producédo de peptideos
naturais. No entanto, um custo elevado para a sintese de peptideos em larga escala
tem sido observado (Li, 2011). Os avancos na tecnologia do DNA recombinante tém
fornecido uma oportunidade para produzir os AMPs em grandes quantidades. Esta
tecnologia permite a clonagem de genes em vetores especificos para a expressao
em células hospedeiras procaridticas e/ou eucarioticas. Este tem sido considerado o
meétodo mais eficaz em relacdo ao tempo e aos custos de producéo (Xu et al., 2007,
Parachin et al., 2012). Estudos tém mostrado que 0s principais organismos para a
producdo de AMPs heterdlogos séo bactérias e leveduras, representando 97,4% dos
AMPs heterélogos expressos (Li et al., 2008).

O numero de AMPs recombinantes expressos aumentou consideravelmente
nos ultimos anos devido aos avancos na biologia molecular, permitindo o
estabelecimento de estratégias para expressao, tais como o organismo escolhido,
tipo de promotor e caracteristicas apropriadas de modificacdo pos transcricional (Xu
et al., 2007; Tavares et al., 2012). De fato, muitos AMPs tém sido obtidos com
sucesso através da producdo recombinante em diversos organismos heterdlogos
(Ingham e Moore, 2007). Entre os sistemas disponiveis para a producao da proteina
recombinante, a bactéria Escherichia coli tem sido a mais amplamente utilizada (Li et
al., 2010; Li, 2011).

No entanto, superexpressar uma proteina de origem eucaridtica em um
sistema procariético € uma tarefa que requer cuidados e estratégias especificas.
Embora os sistemas bacterianos parecam ser Uteis para a expressdo da proteina
eucaridtica, algumas limitacdes devem ser superadas, tais como o enovelamento
incorreto da proteina (podendo ndo haver a formacédo de suas pontes dissulfeto), o
uso preferencial de cdédon (podendo a proteina nem chegar a ser produzida), a

degradacéo de proteinas por protease a partir da célula hospedeira e a toxicidade
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causada pela proteina heterdloga para o hospedeiro (Jana e Deb, 2011; Tavares et
al., 2012).

Nosso grupo isolou um peptideo de semente de feijdo comum Phaseolus
vulgaris e em seguida sequenciou-o constatando ser este uma defensina. Esta
defensina, nomeada PvD;, apresentou atividade antimicrobiana sobre uma série de
leveduras testadas, assim como provocou altera¢cdes morfolégicas e ultraestruturais
nas células das mesmas (Games et al., 2008). No presente trabalho, é apresentada
a expressao heterdloga e sua caracterizacdo, a atividade antimicrobiana e o
mecanismo de acdo da defensina recombinante PvDar.

O homdélogo recombinante da defensina de sementes de P. vulgaris foi
expresso em E. coli (linhagem Rosetta-gami 2 (DE3) pLysS ) com sucesso. Apos
inducdo com 1 mM de IPTG, a bactéria transformada com a constru¢do pET-PvDy,
expressou uma proteina de fusdo com massa molecular acima de 16,9 kDa, que
corresponde a PvD;r fusionada com a tioredoxina e a cauda de histidina, chamada
(Trx-His-PvDyr) (figura 20). Santos et al. (2010) também obtiveram com sucesso a
superexpressao de uma defensina de V. unguiculata (feijao-de-corda) utilizando
esse mesmo sistema de superexpressao. Resultados similares foram obtidos por Lin
et al. (2007) que mostraram a superexpressao da defensina VrD2, de sementes de
V. radiata. A superexpressdo de proteinas heterdlogas em E. coli muitas vezes
produz grandes quantidades de proteina insoluvel e a fusdo da tioredoxina as
proteinas que estdo sendo superexpressas é capaz de aumentar a solubilidade da
proteina e auxilia na formacdo de pontes dissulfeto precisas e corretas no
enovelamento das proteinas no citoplasma de E. coli (Ohana et al., 2009).

Outra estratégia muito utilizada na obtencdo de uma proteina recombinante &
0 acoplamento dessa proteina a uma cauda de histidina, que ira auxiliar no processo
de purificacdo da proteina superexpressa. Diversos trabalhos tém utilizado a técnica
de cromatografia de afinidade a ions metalicos na purificagdo de proteinas
fusionadas a cauda de histidina (Vijayan et al., 2008). Yang et al. (2011)
conseguiram purificar uma plectasina (um peptideo semelhante a defensina isolada
de fungo) recombinante, utilizando esta técnica. No entanto, outras técnicas
cromatograficas podem ser necessarias, além da cromatografia de afinidade.
Recentemente, Souza et al. (2013) mostraram que a defensina recombinante de V.
unguiculata foi purificada através de cromatografia de afinidade em coluna de Ni*-

NTA agarose e também por cromatografia de fase reversa em sistema de HPLC em
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coluna C2/C18. Do mesmo modo, neste trabalho utilizamos dois passos
cromatograficos. Além da cromatografia de afinidade a niquel, também utilizamos
uma cromatografia de fase reversa para a purificacdo do peptideo recombinante
(figura 21). Todo o processo de purificacdo foi monitorado por eletroforese em gel de
tricina e como pode ser observado na figura 21A, raia 4, apenas uma banda de
aproximadamente 6 kDa, a mesma massa molecular da defensina natural PvD;,
isolada a partir das sementes de P. vulgaris, foi visualizada.

ApOs visualizarmos a presenca de um peptideo de aproximadamente 6 kDa,
demos continuidade ao processo de caracterizacdo do peptideo superexpresso.
Este foi entdo submetido ao sequenciamento N-terminal por degradacdo de Edman
e a andlise dos seus oito aminoacidos do N-terminal, contados ap0s a primeira
metionina (adicionada a sequencia do peptideo a ser expresso como um requisito
para a expressao de proteina através do sistema pET-32 EK/LIC), correspondeu
exatamente com a sequéncia dos oito primeiros aminoacidos do N-terminal da
defensina natural PvD; isolada de sementes P. vulgaris, descrita por Games et al.
(2008) (figura 22). Assim, concluimos que a proteina expressa é o homodlogo
recombinante da defensina natural PvD; isolada de sementes. Adicionalmente este
resultado mostrou que todo o processo de produgéo recombinante, incluindo o corte
com a enzima enteroquinase, foi bem sucedido.

Existe uma grande similaridade entre as estruturas das defensinas de plantas.
De um modo geral, sua estrutura € composta por uma a-hélice e trés folhas B
antiparalelas estabilizadas por quatro pontes dissulfeto que sdo formadas por oito
residuos de cisteina conservados (Carvalho e Gomes, 2011). Através da
modelagem da PvD;r, podemos constatar que sua estrutura era semelhante a de
outras defensinas (figura 23B). Além disso, observamos residuos positivos (arginina
e lisina) que estdo expostos na superficie da molécula, sendo estes importantes
para a atividade antifingica deste peptideo (figura 23D e E). Como 0 nosso
resultado, Santos et al. (2010), também usando como modelo de comparagdo a
defensina de V. radiata, mostraram o quao similar é a estrutura dessa defensina com
a defensina recombinante de V. unguiculata.

A fim de verificar a funcionalidade da PvD;r, nés comparamos o seu efeito
sobre o crescimento da cepa selvagem da levedura C. albicans, com o efeito da
PvD; no crescimento destas células. Vimos que as células de C. albicans quando

crescidas tanto na presenca da PvD; quanto na presenca da PvD;r, sofreram uma
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inibicdo no seu crescimento (figura 25). Estes resultados indicam que a producao
recombinante da PvD;r preservou a sua atividade antimicrobiana.

Estudos prévios mostraram que a defensina natural PvD; foi capaz de inibir o
crescimento de diversas leveduras, assim como o crescimento de outros fungos
filamentosos (Games et al., 2008). Diversas defensinas isoladas de diferentes
plantas também demonstraram perfis de inibicdo semelhantes sobre o crescimento
de microrganismos. Thevissen et al. (2007) avaliaram o efeito de diferentes
defensinas sobre o crescimento de leveduras patogénicas do género Candida. As
defensinas de plantas Hs-AFP1 e Rs-AFP2 foram capazes de inibir o crescimento
das leveduras C. albicans e C. krusei. Mais recentemente, Wong et al. (2012),
mostraram que uma defensina isolada de P. vulgaris cultivar “King Pole Bean” inibiu
eficazmente o crescimento de Mycosphaerella arachidicola, S. cerevisiae e C.
albicans, quando usada em pequenas concentracbes. Em relacdo ao perfil de
inibicdo da defensina recombinante, varios outros autores tém demonstrado que 0s
homologos recombinantes sdo tao ativos quanto a forma natural (Alves et al., 1994;
Vijayan et al., 2008). No entanto, pequenas diferencas entre as atividades das
defensinas naturais e das defensinas recombinantes em testes de atividade, foram
relatadas com diferentes causas. Da mesma forma que vimos para a defensina
PvDir, o recombinante AX2, de uma defensina isolada de folhas Beta vulgaris
(beterraba), mostrou possuir atividade antimicrobiana menor que a proteina natural.
Os autores atribuiram esta diferenca na atividade, pela adicdo de um aminoécido
extra na regido N-terminal como uma exigéncia de clonagem (Kristensen et al.,
1999).

Andlises feitas através de microscopia Optica mostraram alteracdes
morfolégicas nas células da cepa selvagem de C. albicans quando estas foram
tratadas com 100 pg.mL™ de ambas as defensinas PvD; e PvD;r (figura 26). J& foi
mostrado que vérias defensinas de plantas sdo capazes de induzir alteragbes
morfolégicas em células flungicas (Thevissen et al., 2004; de Beer e Vivier, 2011).
Em tais alteracfes estdo incluidas aglomeracao celular, alongamento celular, hiper-
ramificacdo das hifas e, principalmente, a redu¢cdo do numero de células. Alguns
autores também relataram que esses efeitos variam de acordo os fungos e os AMPs
gue estdo sendo testados (Osborn et al., 1995; Rogozhin et al., 2011; Wu et al.,
2011).
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Apos a confirmacdo de que PvD;r era biologicamente ativa, nds avaliamos
sua atividade sobre uma cepa mutante de C. albicans (AGCS1). Esta cepa mutante
ndo tem o gene que codifica para a enzima glicosilceramida sintase, que é
necessaria para a formacéo do esfingolipideo GlcCer na membrana de C. albicans.
Ja foi descrito na literatura que este esfingolipideo é necessario para o0 ancoramento
da defensina Rs-AFP1, isolada de sementes de rabanete, e esta interacdo Rs-AFP1-
GlcCer na membrana fungica € necessaria para a inibicdo do crescimento fungico
(Thevissen et al., 2004). Na intencédo de descobrir se a PvD;r necessita deste alvo
na membrana plasmética da levedura, realizamos um ensaio de inibicdo de
crescimento com a cepa mutante de C. albicans (AGCS1). A sobreposicdo das
curvas de crescimento do controle e do teste indicou que a PvD;r ndo apresentou
efeito tdxico sobre a cepa mutante (figura 27). Este resultado sugere, que o alvo da
PvD;r na membrana é o esfingolipideo GlcCer, uma vez que na presenca desta
mesma defensina, a cepa selvagem de C. albicans (que possui o GlcCer na
membrana) tem uma inibicdo de 75,9% (figura 25). Podemos notar também, que a
PvD;r presente no meio onde a cepa mutante de C. albicans estava crescendo nao
foi capaz de causar nenhuma diferenca morfolégica em suas células, em
comparacao com o controle (figura 28). Acreditamos, entdo, que sem 0 seu suposto
alvo, PvD;r ndo pdde interagir com a membrana e, consequentemente, nao
provocou inibicdo no crescimento destas células. De forma semelhante, outras
espécies de fungos que também apresentavam dele¢cbes genéticas de
esfingolipideos na membrana ndo mostraram inibicdo no seu crescimento, quando
incubados com defensinas de plantas que utilizavam esfingolipideos como alvos na
membrana (Ramamoorthy et al., 2007; Thevissen et al., 2000).

Nesta parte do trabalho também analisamos o efeito da PvDir na
permeabilizacdo de células da levedura C. albicans, cepas selvagem e mutante
(AGCS1). Vimos que quando as células da cepa selvagem foram incubadas com
PvDsr, foi possivel observar a marcagdo das células pelo corante, indicando, assim,
gue esta foi capaz de causar danos as células. E como ja era esperado, as células
da cepa mutante ndo apresentaram marcacdo (figura 29). Como ja dito
anteriormente, a permeabilizacdo da membrana pode ser vista através da marcacéo
das células pelo corante fluorescente Sytox green que se liga a acidos nucléicos. No

entanto sO consegue atravessar a membrana, quando esta estd comprometida.
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Diversos trabalhos corroboram com nossos resultados, mostrando a acdo de
defensinas na permeabilizagdo de membranas. Em um estudo foi visto que a
defensina Rs-AFP2 causou a permeabilizacdo da membrana do fungo N. crassa
(Thevissen et al., 1999). van der Weerden et al. (2010) também ja demonstraram
que a defensina NaDl1, isolada de Nicotiana alata, causava a permeabilizacdo da
membrana do fungo F. oxysporum.

Estudos mais aprofundados sobre o mecanismo de acdo demonstraram que
algumas defensinas séo capazes de causar um aumento na producdo endoégena de
ROS. Aerts et al. (2007) demonstraram que a defensina Rs-AFP2 induz a producéo
endogena de ROS em células de C. albicans e que tanto esta producédo de ROS,
quanto a atividade antifungica, desaparecem na presenca do antioxidante acido
ascoérbico, o que sugere uma ligacdo causal entre a atividade antifingica de Rs-
AFP2 e a producgéo de ROS por ela mediada. Estes autores sugerem, ainda, que a
permeabilizacdo da membrana € consequéncia de uma sinalizagdo intracelular
gerada pela ligagdo de Rs-AFP2 com as glicosilceramidas da membrana e né&o
simplesmente a acdo direta deste peptideo na membrana através de sua interacéo
com este esfingolipideo.

Neste trabalho, observamos que a defensina PvDir foi capaz de induzir um
aumento na producédo endoégena de ROS somente nas células da cepa selvagem da
levedura C. albicans e ndo na cepa mutante, uma vez que, estas ndo apresentam o
esfingolipideo de ligacdo da defensina na membrana (figura 30). Entretanto, a
defensina PvDir ndo foi capaz de induzir a producdo de NO em ambas as cepas
(figura 31). ROS tém sido consideradas como reguladores primarios de morte celular
e estdo ligadas a muitos pontos cruciais da via apoptoética em leveduras (Carmona-
Gutierrez et al., 2010).

A apoptose é uma das principais formas de morte celular programada (PCD,
do inglés programmed cell death) que pode ocorrer em leveduras através de um
processo de suicidio por numerosos estimulos, tais como o acido aceético, o estresse
salino, AMPs e peroxido de hidrogénio (Madeo et al., 2004). Portanto, para uma
investigacdo mais aprofundada do mecanismo de acédo da defensina PvD;r, nés
usamos marcadores apoptéticos na célula modelo S. cerevisiae para analisar o
efeito apoptotico deste peptideo.

Um marcador inicial morfolégico de apoptose € a exposi¢cdo de PS do interior

para o exterior da membrana plasmatica em células de leveduras (Weghuber et al.,
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2010). Para que pudéssemos verificar esta alteracdo utilizamos a marcagdo com
anexina V e vimos que as células de S. cerevisiae, quando tratadas com a PvDar,
apresentaram marcacao de anexina V indicando a exposicdo de PS. O mesmo
resultado foi visto no controle positivo quando as células foram incubadas com
peréxido de oxigénio. Na auséncia da defensina nao foi observada nenhuma
marcacao nas celulas (figura 33). Resultado semelhante foi observado para a PvD;.
Portanto, estes resultados sugerem que tanto PvD; como a PvD;r induzem uma
apoptose em células de S. cerevisiae.

Outros trabalhos demonstraram que diferentes defensinas de plantas séo
capazes de induzir apoptose em leveduras. A defensina de rabanete Rs-AFP2 foi
capaz de induzir o acumulo intracelular de ROS e causar apoptose em células da
levedura patogénica humana, C. albicans (Aerts et al., 2009). Esta morte induzida
por Rs-AFP2, em células de C. albicans, requer caspases ou proteases semelhantes
a caspases. Aerts et al. (2011) mostraram que a defensina HsAFP1 foi capaz de
causar o acumulo de ROS e induzir a apoptose em células de C. albicans. Mais
recentemente, Thevissen et al. (2012) demonstraram que a defensina Rs-AFP2
induz o acumulo de moléculas indutoras da apoptose, as ceramidas, em membranas
de C. albicans.

Ainda em relacdo ao mecanismo de acado das defensinas, como ja descrito
anteriormente neste trabalho, vimos que a defensina PvD; acoplada ao FITC estava
presente no espaco intracelular das células de promastigotas de L. amazonensis. Ja
para as ceélulas de leveduras, ndés mostramos que PvDir ndo interage com a cepa
mutante (que ndo apresenta o esfingolipideo GlcCer na membrana) e a marcacéo so
pode ser vista do lado de fora das células. Em contraste, esta marcacdo pode ser
vista dentro da célula do tipo selvagem, indicando que a PvD;r pode estar
interagindo com o alvo GlcCer na membrana e desta forma, consegue passar para o
meio intracelular (figura 32).

A introducdo das defensinas de plantas no citoplasma de células fungicas
como verificado por ndés, foi observada em outros trabalhos. A defensina NaD1
mostrou-se capaz de entrar nas hifas do fungo filamentoso F. oxysporum f. sp.
vasinfectum, mas néo foi observada sua presenca nos nucleos (van der Weerden et
al., 2008). Em contraste, Lobo et al. (2007) trataram o fungo N. crassa com a
defensina Psdl, isolada de P. sativum, conjugada com FITC e ap0s tratamento

deste fungo com DAPI mostraram a colocalizacao, in vivo, da defensina, no nucleo.
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Este estudo e estudos relacionados sugerem que as atividades antifingicas das
defensinas de plantas ndo se restringem apenas a membrana plasmatica dos
fungos, mas sim podem entrar nas células e interagir com diferentes alvos
intracelulares.

Durante quase duas décadas de estudos, foram produzidas consideraveis
descobertas para os modos de acgdo antifungico das defensinas de plantas. Varios
aspectos tém sido investigados neste contexto: (i) a sua interagdo com componentes
especificos da membrana plasmatica de fungos, (i) a identificacdo de alvos
intracelulares para as defensinas de plantas, (iii) as vias de sinalizacdo ativadas
pelas defensinas de plantas, com destaque para a indugéo de apoptose, e (iv) 0s
mecanismos de tolerancia de espécies de leveduras e de fungos susceptiveis contra
a atividade das defensinas de plantas (Aerts et al., 2008; De Brucker et al., 2011;.
Wilmes et al., 2011).

Desta forma, o entendimento do mecanismo de agéo pelo qual os peptideos
cationicos, especialmente as defensinas, limitam o crescimento microbiano, passa a
ser de extrema importancia, ndo somente devido ao crucial papel que estes
peptideos representam na salde humana, mas também devido a possibilidade do
uso terapéutico de ocorréncia natural destes (Vylkova et al., 2007; Espinel-Ingroff,
2009).

Adicionalmente neste trabalho indicamos um modelo pelo qual a defensina de
P. vulgaris é capaz de inibir o crescimento de microrganismos, especialmente
fungicos. Estes novos dados gerados para esta defensina foram incorporados a
representacdo esquematica (figura 34), de modo a atualiza-lo, sobre o mecanismo

de acéo das defensinas de plantas ja estudadas.
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Figura 34: Representacdo esqueméatica do modo de agédo mais complexo das defensinas de
plantas (PvD,; Sd5, MsDefl, PsD1, RsAFP2, NaD1 e HsAFP1) em fungos com indicagéo de
seus alvos membranares e efeitos desencadeados pela interagdo. As cores correlacionam
as defensinas com seus efeitos (Adaptado de De Coninck et al., 2013).
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6. CONCLUSOES

A defensina natural de P. vulgaris, PvD;, inibe o crescimento do fungo,
filamentoso Fusarium oxysporum, dos leveduriformes Candida albicans e
Saccharomyces cerevisiae, e do protozoario Leishmania amazonensis. O
mecanismo de inibicdo destes microrganismos pela PvD; envolve a producéo
endogena de ROS e NO, a permeabilizacdo de membrana, a inibicdo da

acidificacado do meio e alteracdes morfolégicas e ultraestruturais;

Os dados de acoplamento da PvD; a FITC indicam que, ap0s a interacéo, a
defensina foi localizada intracelularmente em Candida albicans e em
Leishmania amazonensis, e concluimos que possivelmente ha um alvo

intracelular envolvido no processo de inibicdo destes microrganismos;

A sequéncia parcial N-terminal de aminoacidos obtida para PvDyr indica que
todo o processo de producdo recombinante e a clivagem com a

enteroquinase foi bem sucedido;

Por comparacao da atividade bioldgica (inibicdo do crescimento da levedura
Candida albicans) entre PvDi;r e PvD; concluimos que no processo de

producdo recombinante da PvD;r sua atividade bioldgica foi preservada;

Em relacdo a atividade da PvDir sobre a levedura C. albicans cepa mutante
(AGCS1), mostramos que PvDir ndo inibiu o crescimento, ndo causou
permeabilizacdo da membrana, ndo induziu a producdo enddégena de ROS
assim como néo foi internalizada nestas células. Todos estes efeitos foram
observados para a cepa selvagem de C. albicans e por estes motivos
concluimos que o esfingolipideo glicosilceramida, ausente na membrana do
mutante, € o alvo membranar da defensina de P. vulgaris nas células

selvagens;

Para células de S. cerevisiae, as interacdes com ambas as defensinas PvD; e
PvD;r resultaram em efeito apoptético, o que ressalta novamente a

preservacao da funcionalidade biologica da PvDyr.
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