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RESUMO

Nosso grupo isolou e caracterizou uma defensina de sementes de Phaseolus
vulgaris (L.), denominada PvD;, que demonstrou ter acdo antimicrobiana contra
uma diversidade de leveduras e fungos filamentosos causando permeabilizacéao
de membrana, acidificacdo do meio e aumento na producdo enddgena de ROS.
Também ja foi demonstrado que o alvo de ligacdo da PvD; em C. albicans € o
Glicosilceramida (GlcCer). O objetivo deste trabalho foi obter a defensina PvD; a
partir de sementes de Phaseolus vulgaris e a avaliar sua atividade biolégica em
combinagdo com a droga fluconazol sobre o desenvolvimento das leveduras
Candida albicans e Candida tropicalis. Inicialmente, proteinas foram extraidas da
farinha da semente em tampéao fosfato pH 5,4 por precipitacdo com sulfato de
amonio (0-70%). A extracdo resultante foi dialisada, liofilizada e submetida a
cromatografia de troca i6nica em coluna DEAE-Sepharose resultando em dois
diferentes picos denominados D1 e D2. O pico D1 contendo a PvD;, foi submetido
a uma cromatografia de fase reversa em coluna C2C18 em HPLC confirmando
sua pureza. A PvD; purificada foi utilizada nos ensaios de combina¢cdo com o
Fluconazol, utilizando a concentracdo de ICso da PvD; e metade do ICso de
Fluconazol contra C.tropicalis e C. albicans. Foi possivel observar que a PvD; em
combinacgdo com fluconazol ndo atuou de forma aditiva contra C. tropicalis, mas
contra C. albicans a combinacéo teve uma acéao aditiva levando a um aumento na
permeabilizacdo de membrana e na producdo enddgena de ROS. Esses
resultados demonstram que os alvos de ligacdo para PvD; em C. tropicalis e C.
albicans sao diferentes e a acdo da PvD; em combinacdo com outras substancias

esté estritamente ligada ao microrganismo alvo.

PALAVRAS CHAVE: Defensina, Antifungico, Combinagcdo, Leveduras,

Resisténcia
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ABSTRACT

Our group isolated and characterized a seed defensin of Phaseolus vulgaris (L.),
called PvD, that demonstrated antimicrobial action against a diversity of yeasts
and filamentous fungi causing membrane permeabilization, acidification of the
medium and induce the production of reactive oxygen species. It has also been
shown that the binding target of PvD; in C. albicans is GlcCer. The objective of this
work was to purify the PvD; defensin from seeds of Phaseolus vulgaris and to
evaluate its biological activity in combination with the drug fluconazole against the
yeasts Candida albicans and Candida tropicalis. Initially, proteins were extracted
from the seed meal in phosphate buffer pH 5.4 by precipitation with ammonium
sulfate (0-70%). The resulting extraction was dialyzed, lyophilized and subjected to
ion exchange chromatography on a DEAE-Sepharose column resulting in two
different peaks named D1 and D2. The D1 peak containing PvD; was subjected to
reverse phase chromatography on a C2C18 column on HPLC confirming its purity.
Purified PvD; was used with fluconazole combination assays using the IC50
concentration of PvD; and half of the IC50 of fluconazole against C.tropicalis and
C. albicans. It was possible to observe that the PvD; in combination with
fluconazole did not act additive against C. tropicalis, but against C. albicans the
combination had an additive action leading to an increase in membrane
permeabilization and the endogenous ROS production of this yeast. These results
demonstrate that the binding targets for PvD; in C. tropicalis and C. albicans are
different and the action of PvD; in combination with other substances is strictly

linked to the target microorganism.

KEY WORDS: Defensins, Antifungal, Combination, Yeasts, Resistance



1. INTRODUCAO
1.1. Candida sp: Um Problema em Evidéncia

O género Candida é constituido por aproximadamente 200 diferentes
espécies de leveduras, algumas delas normalmente encontradas como parte da
flora normal do corpo podendo ser isoladas de superficies mucosas sadias da
cavidade oral, vaginal, trato gastrintestinal e regido retal. (Dignani et al. 2003;
Murray,et al. 2006; Alvares et al. 2007).

As espeécies do género Candida se apresentam na forma de levedura,
momento no qual ndo sdo, em sua maioria invasivas. Mas ao serem expostas a
condicbes adversas ou se estiverem em um ambiente propicio ao seu
desenvolvimento, produzem pseudo-hifas ou hifas septadas, tornando-se
patogénicas (Alvares et al. 2007). Essa capacidade de transicdo, bem como a
formacéo de biofilmes em Candida sp. sé@o principalmente associados ao fendtipo
altamente resistente as condicfes adversas (Chaffin et al. 1998; Braga et al.
2008; Ziccardi et al. 2015).

Nos ultimos anos, varios autores ao redor do mundo mostraram que as
doencas fungicas tém atingido frequéncias superiores ao esperado. Estima-se
gue mais de 11 milhdes de pessoas no mundo sejam acometidas por infecgoes
fungicas com cerca de 1,6 milhdo de mortes por ano, mais que o total de 6bitos
decorrentes da malaria e tuberculose (Cole et al. 2017). Dentro desses ndmeros,
as espécies do género Candida tem sido as causadoras da maioria dos casos
(Oladele et al. 2014; Dorgan et al. 2015; Rodriguez-Tudela et al. 2015).

Diversas espécies do género Candida estdo envolvidas nas infeccdes
humanas. No passado, a espécie Candida albicans representava a maior causa
de infec¢des dentro do género, sendo que outras espécies eram descritas apenas
como causadoras de infeccbes hospitalares ou em  pacientes
imunocomprometidos. Porém, essa realidade mudou nas duas ultimas décadas e
atualmente tem-se relado uma propor¢gdo consideravel de pacientes fora dos
fatores de risco infectados com espécies “nao-albicans”, dentre estas a C.
tropicalis (Colombo, et al. 2017).

Essa mudangca na epidemiologia de Candida sp. se deve muito
provavelmente a crescente resisténcia que essas leveduras tém selecionado aos
antifingicos mais comumente usados, especialmente o Fluconazol (Colombo, et

al. 2017). Na ultima década, houve um aumento nos isolados descritos de



Candida sp resistentes ao fluconazol e, uma das provaveis causas, € 0 uso
prolongado por pacientes imunocomprometidos com infecgfes fungicas recidivas,
ao uso indiscriminado desse farmaco como profilatico. Uma vez que este
medicamento atua como  fungistatico, sua  exposicdo  constante
consequentemente levara ao desenvolvimento de resisténcia, fazendo com que o
tratamento de infeccbes fangicas subsequentes apresente resultados
insatisfatorios (Loeffler & Stevens, 2003; Santos Jr. et al. 2005; Nett & Andes,
2016).

A susceptibilidade a drogas azoélicas se apresenta de forma diferente para
cada espécie do género Candida. Algumas espécies, como C. albicans né&o
possuem resisténcia intrinseca. Entretanto alguns isolados podem apresentar
sensibilidade diminuida ou até resisténcia adquirida apos o contato. Nos ultimos
anos, o surgimento de cepas raras de Candida com resisténcia ao fluconazol tem
sido cada vez maior (Pfaller et al. 2006; Sardi et al. 2013; Nett & Andes, 2016).
Sao descritos inUmeros casos de cepas de leveduras do género Candida
resistentes aos medicamentos antifungicos disponiveis no mercado. Esse numero
cresce de forma alarmante, gerando gastos exorbitantes no tratamento de
pacientes acometidos por essas infec¢cdes (Menzin et al. 2011; Neoh et al. 2014).
Esses fatos trazem a luz para a necessidade de se buscar novas moléculas com
atividade antifingica, que possam atuar contra cepas resistentes ou ainda agindo
em combinacdo com os medicamentos ja existentes, sanando suas deficiéncias e
fornecendo um tratamento de maior seguranca e qualidade aos pacientes
(Loeffler & Stevens, 2003; Santo Jr et al. 2005).

1.2. Peptideos Antimicrobianos de Plantas

Dentre as diversas moléculas com potencial antimicrobiano existentes na
natureza, estdo os peptideos antimicrobianos de plantas (AMPS). Essas
moléculas fazem parte de um grupo de proteinas que participam da imunidade
inata, atuando como uma das primeiras linhas de defesa mediante ao ataque de
patdogenos (Brogden, 2005; Stangarlin et al. 2010). Sdo moléculas ricas em
cisteinas (4, 6 e 8), que se ligam formando pontes dissulfeto, o que lhes confere
alta estabilidade. Em geral, apresentam de 12 a 100 residuos de aminoécidos,
massa molecular em torno de 10 kDa, sdo anfipaticos, ou seja, contém uma

porcao elevada de residuos hidrofébicos (cerca de 30%), possuem carga liquida



positiva em pH fisiologico. Além disso, AMPs também séo resistentes a acdo de
solventes acidos e organicos (Mahlapuu et al. 2016). Todas essas caracteristicas
sdo de extrema importancia para sua interacdo inicial com a membrana dos
micro-organismos e sua ag¢ao antimicrobiana (Van't Hof et al. 2001;Teixeira et al.
2012).

Apesar de possuirem propriedades fisicas semelhantes, AMPs diferem
guanto a sua sequencia de aminoacidos, estrutura secundaria e terciaria, o que
confere a esses peptideos uma extensa variedade de atividades bioldgicas (Dang
et al. 2015). Com base na sua composicdo de aminoacidos e estruturas
secundéria e terciaria, estes podem ser classificados como peptideos em a-
hélices, folhas B, ciclicos ou lineares, ou ainda peptideos contendo as estruturas

anteriores com adicdo de loops (Figura 1) (Giuliani et al. 2007; Shabir et al. 2018).

a-hélices ( Catalicidina LL-37) Folhas B ( a-defensina 1 de humanos) a-hélices/folhas B (B-defensina 1 de
humanos )

Ciclico (Kalata 12) Linear (indolicidina)

Figura 1 - Representacdo esquematica das principais classes estruturais de peptideos
incluindo: a-hélices, folhas- B, a-hélices com folhas- B, ciclicos e lineares. As pontes
dissulfeto, nos AMPs que as possuem, sdo representadas pelas bolas interligadas.
(Adaptada de Silva et al. 2011).



A atividade antimicrobiana dos AMPs ocorre através de uma interacao
direta com a parede ou membrana celular dos fungos fitopatogénicos e bactérias,
seguido pela perturbacao da integridade da membrana. Porém os eventos que se
relacionam a esta interagdo nao estdo totalmente elucidados (Van't Hof et al.
2001; Mello et al. 2014). Evidéncias indicam que a permeabilizacdo da membrana
dos microrganismos pode ser muitas vezes um evento secundario. Em alguns
casos 0 peptideo atravessa a membrana sem afetar sua integridade e interage
com alvos intracelulares. Este fato interfere em processos celulares como a
sintese de DNA, RNA e proteinas, inibindo a atividade enzimatica, afetando a
sintese da parede celular ou ainda causando danos a membrana mitocondrial e
aumento da producdo enddgena de espécies reativas de oxigénio (ROS). Pode
ainda ocorrer acdo em alvo especifico ou desencadear uma cascata de eventos
gue podem levar a morte celular (Teixeira et al. 2012; Zhu et al. 2017).

Como parte do arsenal de defesa das plantas, esses peptideos séo
produzidos por varios diferentes érgdos e tecidos, especialmente sementes, local
onde se encontram em niveis mais elevados, se comparado a outros érgdos das
plantas (Broekaert et al. 1997; Benko-lseppon et al. 2010). Além disso, sua
producdo pode ser induzida nos tecidos apOs infec¢cdo ou injaria, sendo
sintetizados de um modo rapido e flexivel, com um gasto minimo de energia e
biomassa (Broekaert et al. 1995).

Os AMPs de plantas podem ser separados em familias, de acordo com as
caracteristicas estruturais que compartilham, principalmente os residuos
conservados de cisteinas e o arranjo estrutural em folhas B e a-hélices
estabilizadas por pontes de dissulfeto (Noonan et al. 2017). Dentre os principais
peptideos antimicrobianos de plantas estudados encontramos o0s peptideos
pertencentes as familias das tioninas, heveinas, knotinas, proteinas
transportadoras de lipideos (LTPS) e as defensinas (Broekaert et al. 1997; Tam et
al. 2015).

1.3. Defensinas de Plantas
As defensinas das plantas incluem mais de 100 membros provenientes de
uma ampla gama de plantas (Tam et al. 2015). Foram descritas pela primeira vez
em 1990, por Mendez e colaboradores, em sementes de trigo e cevada, e

classificadas como um subgrupo de tioninas (y tioninas). Em 1995, essas



moléculas foram entdo reclassificadas como defensinas de plantas devido a sua
conformacao estrutural muito semelhante as defensinas de insetos (Espitia et al.
2010; De Coonick et al. 2013).

O nome defensina, deriva do latim “defendo”, que significa repelir, nome
muito apropriado para essa classe de moléculas que desempenha um importante
papel na imunidade inata de todas as espécies de plantas. S&o expressas
constitutivamente ao longo do desenvolvimento da planta. Nas sementes, em
especial, se apresentam em maior variedade e quantidade, onde tem o importante
papel de defender o embrido contra possiveis predadores e patégenos. Também
apresentam caracteristicas de ter sua producdo induzida em qualquer estagio de
desenvolvimento da planta, seja por ataque de patdégenos, insetos, fatores
ambientais ou por hormoénios vegetais (Ng et al. 2011; Vriens et al. 2014). Apesar
das defensinas, em sua maioria, estarem presentes em sementes e raizes, estas
sdo produzidas por todos os tecidos das plantas, ja tendo sido identificadas em
tubérculos, folhas, vagens, flores e endosperma, e podem ser encontradas em
todos os estagios de desenvolvimento (Moreno et al. 1994; Terras et al. 1995;
Park et al. 2002; Lay et al. 2003).

As defensinas sé@o peptideos catibnicos com um dominio caracteristico de
oito residuos de cisteinas formando quatro pontes dissulfeto (Shirakawa et al.
2014), possuem massa molecular de ~6 kDa, apresentando de 45 a 54 residuos
de aminoacidos, tem uma carga liquida positiva em pH fisiolégico, € mostram
clara, embora relativamente limitada, conservacdo de sequéncia (Broekaert et al.
1995; Carvalho & Gomes, 2011). Apresentam uma estrutura tridimensional muito
conservada, composta, de modo geral, por trés folhas B antiparalelas e uma a-
hélice, elementos estes da estrutura secundaria, conectados através de trés alcas
e estabilizados pelas pontes dissulfeto (Fant et al. 1998; Almeida et al. 2002).
Duas dessas pontes formam um “motif” tipico, denominado “cysteine-stabilized a-
helix” (CSa/B). Esta consiste em duas pontes dissulfeto formadas entre duas
cisteinas da a-helice e duas cisteinas do C-terminal da folha-B, caracteristico de
peptideos com atividade antimicrobiana (Kobayashi et al. 1991; Zhu et al. 2005).

Apesar de possuir uma estrutura altamente conservada, ja foram
identificadas algumas defensinas de plantas com estruturas alternativas, como a
defensina 1 de feijdao (Vigna radiata),VrD; (Liu et al. 2006), que possui em sua

estrutura uma hélice extra denominada hélice 3-10, a defensina isolada de flores



de Petunia hybrida, PhD; que apresenta em sua estrutura 5 pontes dissulfeto
(Janssen et al. 2003) e a defensina Sd5 (defensina 5 de Saccharum officinarum)
que possui uma extensao C-terminal ndo-estruturada (de Paula et al. 2011). A

figura 2 mostra as estruturas descritas para essas defensinas.

PsD1 de Pisum sativum PhD1 de Petunia hybrida

Figura 2 - Representacdo grafica de estruturas terciarias elucidadas de diferentes
defensinas de plantas com destaque (delimitadas por circulo) para as diferengas mais
marcantes entre elas. Estrutura tradicional representada pela 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 3y, (Liu et al. 2006); Estrutura da defensina Sd5 de
Saccharum officinarum (cana-de-acucar) com uma extensdo C-terminal ndo-estruturada
(de Paula et al. 2011). (N) regido N-terminal; (C) regido C-terminal; (a1) a-hélice; (1)
folha B 1; (B2) folha B 2; (B3) folha B 3; (310) a-hélice 3.

Com excecdao de seus residuos de cisteinas, invariaveis em suas posicoes,
as sequéncias de aminoacidos das defensinas de plantas sao altamente
variaveis. Uma vez que todas as defensinas de plantas cujas estruturas 3-D foram
determinadas, tendo uma estrutura principal semelhante, quaisquer diferengas em

suas atividades bioldgicas e especificidades sdo muito provavelmente devido a



diferencas na composicdo de aminodcidos e de distribuicdo de cargas expostas
em sua estrutura (Kobayashi et al. 1991; Zhu et al. 2005; Sagaram et al. 2011).

1.3.1. Atividades Bioldgicas

A primeira atividade bioldgica descrita para defensinas de plantas foi a
habilidade de inibir a traducé@o proteica em mamiferos e procariotos, porém sem
qualquer funcdo enddgena em plantas (Mendez et al. 1990; 1996). A partir dai, ja
foram descritas diversas atividades biologicas para as diferentes defensinas de
plantas, dentre estas, estdo a atividade antibacteriana, antifungica, inibidora de
proteinase e a-amilase, inibicdo da tripsina, tolerancia de zinco e bloqueadora de
canais de ions. Além de estarem envolvidas na resposta ao estresse biético, bem
como no crescimento e desenvolvimento da planta (Bloch & Richardson, 1991;
Fant et al. 1998; Gao et al. 2000; Fujimura et al. 2004; Sitaram, 2006; Sagaram et
al. 2011; Nawrot et al. 2014; Hayes et al. 2018). Além das atividades acima
descritas, as defensinas de plantas demonstraram ter acdo inibitéria contra as
formas promastigotas de Leishmania amazonensis (Souza et al. 2013) e inibir in
vitro a transcriptase reversa do virus HIV-1 (Ye & Ng, 2001; 2002; Wong & Ng,
2005) aléem de apresentar atividade sobre células cancerigenas (Wong & Ng,
2005; Wang et al. 2009; Hegedus & Marx, 2013).

Dentre as atividades biol6gicas demonstradas pelas defensinas de plantas,
a mais estudada e melhor caracterizada é a atividade antifiingica. Varios estudos
mostraram o potente efeito inibidor de crescimento que esses AMPs exercem,
mesmo em baixas concentracdes, tanto contra fungos fitopatogénicos, quanto
patdgenos humanos. Além de ser capaz de inibir o crescimento de uma ampla
diversidade de espécies de fungos. (Terras et al. 1992; Osborn et al. 1995; Park
et al. 2002; Wisniewski et al. 2003; Chen et al. 2005; Solis et al. 2007; Finkina et
al. 2008; Odintsova & Egorov, 2012; Islam et al. 2017; Hayes et al. 2018).

As atividades antifungicas das defensinas de plantas, bem como a
concentracdo necessaria para promover a inibicdo de crescimento, dependeréo
diretamente do fungo testado e da defensina em questdo (Carvalho & Gomes,
2011; Thevissen et al. 2012; Mello et al. 2014 ). As defensinas RsAFP-2, isolada
do rabanete (Raphanus sativus) e DmAMP; , isolada de dahlia (Dahlia merckii)
demonstraram ser capazes de inibir o crescimento de C. albicans nas

concentracbes de 2,5 pM e 5 pM, respectivamente (Thevissen et al. 2003; Aerts



et al. 2009). Assim como a defensina NaD;, extraida das flores de Nicotiana alata,
que além de inibir o crescimento de C. albicans em baixas concentragdes,
também foi capaz de inibir o crescimento dos patdégenos de plantas Botrytis
cinerea e Fusarium oxysporum (Lay et al, 2003; Hayes et al, 2013; 2018). Ms-Def;
uma defensina isolada de sementes de Medicago sativa, inibiu fortemente o
crescimento fangico de F. graminearum (Spelbrink, 2004). As defensinas PhD; e
PhD,, isolada de flores de Petunia hibrida, também demonstraram forte atividade
antifingica contra B. cinerea e F. oxysporum (Lay et al. 2003). A defensina
recombinante de ervilha Drryza demonstrou ser ativa contra fungos
fitopatogénicos de soja e algoddo dos géneros Fusarium, Colletotrichum e
Phakopsora (Lacerda, 2014).

Diversos estudos ja foram realizados demonstrando a capacidade das
defensinas em inibir o crescimento fangico. Com base no aparente modo como o
crescimento é inibido, as defensinas podem ainda ser separadas de acordo com
sua capacidade de causar alteracbes morfolégicas no fungo, sendo classificadas
em dois grupos. O grupo |, ou morfogénico, o qual inibe o crescimento fungico
causando alteracbes morfologicas e consequentemente a reducdo do
alongamento e ramificacdo das hifas do grupo Il, ou ndo morfogénico, que
exercem sua atividade antifUngica sem causar alteracdes morfologicas (Osborn et
al. 1995; Segura et al. 1998; Almeida et al. 2002).

1.3.2. Mecanismos de Acéao

Os primeiros experimentos para tentar elucidar o mecanismo de a¢cédo das
defensinas de plantas foram feitos no final da década de 90. Thevissen et al.
(1999) verificaram que ocorria permeabilizacdo da membrana do fungo na
presenca desses peptideos. Este fato sugeriu que as defensinas estariam se
ligando a um sitio especifico nestas membranas. A partir dai, varios autores vém
investigando mecanismo de acdo das defensinas na inibicdo de fungos e os
resultados tém demonstrado que as defensinas podem se ligar especialmente na
membrana plasmatica, mas também em alvos intracelulares (Carvalho e Gomes,
2011; Cools et al. 2017). O grande numero de aminoacidos com carga positiva
presente nas defensinas, parece corroborar com sua propriedade antifingica
(Bleackley et al. 2014).



Foi demonstrado também que o0s receptores para as defensinas na
membrana seriam esfingolipidios de membrana. Para Saccharomyces cerevisiae
foi identificado o esfingolipideo manosildifosfatidilceramida e para Candida
albicans o esfingolipideo Glicosilceramida, amos demonstraram ser alvo de
ligacdo de defensinas (Figura 3) (Thevissen et al. 1999; Thevissen et al. 2003;
Thevissen et al. 2004). Duas defensinas, AFP; de Brassica juncea (Oguro et al.
2014) e Rs-AFP, (Thevissen et al. 2012) que possuem 94% de homologia de
sequéncia de aminoacidos, demonstraram a capacidade de interagir com
moléculas de glicosilceramida (GlcCer) da membrana de C. albicans e inibir o

crescimento fungico.

Saccharomyces cerevisiae Candida albicans
OH CH, OH
HO NHO P-Inositol ol Glicose

0 | NH

ANVWAMWMWAED - anose NVWO
OH I

P-Inositol OH

Manosildiinositolfosforilceramida Glicosilceramida

Figura 3 - Representacdo esquematica da estrutura dos esfingolipideos glicosilceramida
e manosildifosfatidilceramida que séo sitios de ligacdo das defensinas de plantas na

membrana de fungos (Adaptado de Thevissen et al. 2004).

Ate pouco tempo acreditava-se que a permeabilizacdo, consequéncia da
interacdo da defensina com a membrana fangica, seria o principal evento
responsavel pela inibicdo do crescimento (Thevissen et al. 1999), porém,
evidéncias mostram que algumas defensinas possuem possiveis alvos
intracelulares e a permeabilizagdo da membrana pode ser um evento secundario.
A defensina de planta HsAFP;, isolada de Heuchera sanguinea demonstrou
interagir reversivelmente com o acido fosfolipidico fosfatidico da membrana (PA) e

penetrar na célula sem causar ruptura da membrana, sendo que a
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permeabilizacdo de membrana provavelmente ocorrera apos a internalizacdo de
HsAFP; e sua interagcdo com um alvo intracelular (Cools et al. 2017).

Lobo et al. (2007) também investigaram um novo mecanismo de acéo
intracelular das defensinas, usando a defensina Psdl de ervilha. Cmo resultado
viram que o mecanismo de acdo da defensina de planta Psdl, pode envolver
também alvos nucleares. Esse mecanismo também foi observado para as
defensinas NaD; (Van Der Weerden et al. 2008; 2010) e MtDef, de Medicago
truncatula (Sagaram et al. 2011). A defensina VrD,, isolada do grdo de Vigna
radiata também demonstrou possuir agcdo antimicrobiana (Janssen et al. 2003;
Chen et al. 2004).

Existem dois principais mecanismos de acao propostos para as defensinas
antimicrobianas: (i) o modelo do tapete e (i) o modelo dos poros. Ambos 0s
modelos descrevem a interacdo das defensinas com as moléculas carregadas
negativamente presentes na membrana celular de agentes patogénicos,
causando um aumento de sua permeabilizacéo, levando a um extravasamento do
conteudo celular e morte por necrose. Enquanto o modelo de tapete enfatiza a
formacao de poros de véarios peptideos na membrana, o modelo de poro mostra
que os peptideos formam oligbmeros que, entdo, formam poros mdltiplos na
membrana celular, o modelo dos poros diz que as defensinas ndo danificam a
membrana celular, mas interagem com os fosfolipidios, levando a um aumento da
permeabilidade i6nica, ao mesmo tempo em que parte desses peptideos sao
transportados para o meio intracelular. Desta forma, eles aumentam a producéo
de espécies reativas de oxigénio (ROS) e ativam a morte celular programada
(Wilmes et al. 2011; Hegedus & Marx, 2013).

1.4. A Defensina PvD;

No ano de 2008, Games e colaboradores isolaram um peptideo a partir de
sementes do feijdo comum, Phaseolus vulgaris, cultivar Perola, e posteriormente
obtendo-se sua sequéncia N-terminal concluiram ser um peptideo, pertencente a
familia das defensinas de plantas, o qual foi denominado PvD;.

Ensaios posteriores mostraram que a defensina PvD; inibia o crescimento
de diferentes leveduras e fungos filamentosos. Esse peptideo causava a
permeabilizacdo da membrana em vérios fungos filamentosos e leveduras na

concentracéo de 100 ug/mL. Analises ultraestruturais de C. albicans e C. tropicalis
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tratadas com essa defensina revelaram alteragbes em componentes celulares,
mostrando desorganizacdo do nucleo e de outras organelas, além da
desorganizacdo da membrana plasmética. PvD; também inibia a acidificacdo do
meio estimulada por glicose pelas células de leveduras e fungos filamentosos, e
induzia a producdo de espécies reativas de oxigénio e Oxido nitrico em C.
albicans e F. oxysporum (Mello et al. 2011).

Em 2014, Mello e colaboradores superexpressaram a defensina PvD; em
E. coli, para verificar se PvD1l recombinante (PvDir), mantinha sua funcao
biolégica comparando a atividade antimicrobiana de PvD;r com a defensina
natural, PvD;. Apds a superexpressao ter sido induzida, PvDsr foi purificada e a
funcionalidade biolégica de PvD;r foi confirmada comparando sua atividade com a
atividade de PvD; contra C. albicans do tipo selvagem, ambos os peptideos
apresentaram atividade biolégica muito similar, com uma inibicdo de crescimento
de 75,9 e 89,7%, respectivamente. Também foi demonstrado nesse estudo, que 0
alvo de PvD; em células de C. albicans é o esfingolipidio glicosilceramida.
Utilizando uma cepa mutante de C. albicans, que ndo possuia o gene da
biossintese deste esfingolipidio, ambas as defensinas ndo mais apresentaram
atividade inibitoria quando testadas contra a cepa mutante.

Posteriormente, Nascimento et al. (2015) mostraram que, além de inibir
uma diversidade de fungos, a defensina PvD; também atua contra L.
amazonensis inibindo a proliferacdo das promastigotas. Além disso, PvD; foi
capaz de provocar a fragmentacdo citoplasméatica, formagdo de multiplos
vacuolos citoplasmaticos e permeabilizacdo da membrana nas células desse
organismo. Foi demonstrado ainda, pela primeira vez, que a PvD; foi localizada
dentro das células de L. amazonensis, sugerindo a existéncia de um possivel alvo
intracelular.

Diante dos resultados ja obtidos pelo nosso grupo, nés propomos um
modelo de mecanismo de acao para a defensina PvD; em relacéo a sua atividade
antifingica. A figura 4 mostra representagcdo esquematica atualizada do
mecanismo de acdo das defensinas de plantas ja estudadas, com a incorporagéo
do mecanismo de ag¢do da defensina PvD;. A elucidacdo desses mecanismos &
mais um passo dado para a utilizagdo dessas moléculas como farmaco no

controle de doencas fungicas (Mello et al. 2014).
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Figura 4 - Representacédo esquematica do modo de acao mais complexo das defensinas
de plantas (PvD1; Sd5, MsDefl, PsD1, RsAFP2, NaD1 e HsAFP1) contra fungos com
indicagé@o de seus alvos membranares e efeitos desencadeados pela interagéo. As cores
correlacionam as defensinas com seus efeitos (Adaptado de De Coninck et al. 2013,
Mello et al. 2014).

1.5. Fluconazol

Os derivados azéis representam o grupo de medicamentos antifungicos
mais utilizados pelo mundo, sdo compostos totalmente sintéticos caracterizados
por um anel pentagonal na estrutura molecular os quais contém atomos de
carbono e hidrogénio e que, geralmente, tém acdo fungistatica sobre
determinados fungos. O fluconazol, foi desenvolvido em 1982 e licenciado em

1990, é um farmaco antifangico triazélico (contém trés atomos de carbono e trés
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de hidrogénio) de amplo espectro com efetivo contra uma variedade de fungos
que causam tanto micoses superficiais quanto sisttmicas em humanos. Esta
entre as principais drogas de escolha para o tratamento de infeccbes causadas
por Candida sp. (Adams, 2003; Cha & Sobel, 2004).

O fluconazol atua como um inibidor enzimético, mais seletivo que os
imidazéis, devido ao acréscimo de nitrogénio em seu anel azol. Além de aumentar
a seletividade, o aumento de um atomo de nitrogénio proporciona estabilidade
metabdlica, prolongando o seu tempo de meia vida plasmatica. Ele atua
desregulando a biossintese do ergosterol fungico pela inibicdo da enzima 14-a-
desmetilase (ERG11p) dependente do citocromo P-450, codificada pelo gene
ERG11 . Essa enzima é responsavel pela desmetilacdo do lanosterol para
formacdo do ergosterol, quando essa etapa € bloqueada devido a acdo do
fluconazol sobre a enzima, provoca a formacao de esterdis téxicos, a inibicdo do
fungo se d& pela acumulacao desses intermediarios e pela auséncia de ergosterol
(Figura 5) (Sheehan et al. 1999).

Az6is
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Figura 5 - Representacdo esquematica do modo de acao dos azois. Os azéis, tais como
o fluconazol, inibem ERG11p, causando o bloqueio da producédo de ergosterol e levando
ao acumulo de um esterol intermediario toxico para as células fungicas (adaptado de
Cowen, 2008).

Entre as drogas de escolha, o fluconazol vem como o agente antifingico
preferido para o tratamento de infec¢cdes tanto tépicas quanto sistémicas

causadas por Candida sp. Esse fator pode ser atribuido a sua estabilidade
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metabdlica, alta solubilidade em agua, boa tolerabilidade, baixo custo,
possibilidade de administragcéo via oral (Grant & Clissold, 1990) e capacidade de
penetrar no sistema nervoso central (Eschenauer et al. 2013). Apesar de sua
eficacia e seguranca em comparacdo aos seus antecessores, o fluconazol tem
limitacGes que, mesmo poucas, sdo extremamente importantes e vem restringindo
e defasando a eficacia deste medicamento. Elas estdo relacionadas a sua
interacdo com outros medicamentos que leva a efeitos colaterais graves, sua falta
de atividade contra fungos filamentosos e a crescente aparecimento de cepas
resistentes (Fica, 2004).

Devido ao seu mecanismo de acao, o fluconazol afeta 0 metabolismo de
outros compostos através da sua interferéncia em diferentes isoenzimas do
complexo citocromo P-450 humano, alterando seus niveis plasmaticos e levando
ao surgimento de diversos efeitos colaterais. Sua combinacdo com certos
medicamentos pode causar efeitos indesejaveis graves devido ao aumento ou
reducdo na biodisponibilidade dos mesmos (Colombo et al. 2002; Moreira, 2010).
Mas essa é uma das menores limitacdes do fluconazol, seu maior problema esta
no surgimento cada vez maior de cepas resistentes a este medicamento (Silva et
al. 2012).

A resisténcia primaria de leveduras aos derivados azois, € atribuida
principalmente ao fenbmeno de efluxo, no qual a perda da droga no interior
celular acontece através de transporte ativo e é mediada através da glicoproteina
P ou por outras proteinas como MFS (principal superfamilia facilitadora) (Santos
Jr et al. 2005; Cannon et al. 2009). Mutacdes no gene ERG11 podem causar
resisténcia pela diminui¢do da ligacdo do fluconazol a enzima alvo (Kakeya et al.
2003). Pode ocorrer também a sintese aumentada de 14-a-demetilase, devido a
amplificagdo do gene, desta forma, a transformacgéo de lanosterol em ergosterol
nao € totalmente impedida quando sob a acdo do derivado azolico. (Nenoff et al.
1999).

A utilizacdo profildtica do fluconazol, seu uso prolongado, além da
utilizagéo inadequada sé&o fatores que contribuem para o aumento da ocorréncia
de resisténcia de diversos fungos a este antifungico, entre eles destacam-se as
espécies do género Candida, em especial a C. albicans (Taylor et al. 2000;
Spampinato & Leonardi, 2013; Cuenca-Estrella, 2014).
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2. OBJETIVOS
2.1. Objetivo Geral
Este trabalho teve como objetivo geral a obtencdo da defensina PvD; a
partir de sementes de Phaseolus vulgaris e a avaliagdo de sua atividade biolégica
em combinagdo com a droga fluconazol sobre o desenvolvimento das leveduras

Candida albicans e Candida tropicalis.

2.2. Objetivos Especificos
1) Obterr a defensina PvD; das sementes de P.vulgaris;

2) Verificar o efeito da defensina PvD; em associacdo, ou ndo, com
Fluconazol sobre o crescimento das leveduras C. albicans e C. tropicalis;

3) Analisar o efeito da defensina PvD; em combina¢cdo com fluconazol,
sobre a permeabilizacdo de membrana e inducdo de estresse oxidativo nas

leveduras C. albicans e C. tropicalis;
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3. MATERIAIS
3.1. Sementes
Sementes de feijdo comum (Phaseolus vulgaris L.) cultivar Pérola foram
fornecidas pela Empresa de Pesquisa Agropecuéria do Estado do Rio de Janeiro -
PESAGRO, Campos dos Goytacazes, Rio de Janeiro.

3.2.  Microrganismos
As espécies de leveduras Candida albicans (CE022) e Candida tropicalis
(CE017) foram cultivadas em &gar Sabouraud (1% de peptona, 2% de glicose e
1,7% de agar-agar ) (Merck) e conservadas no Laboratério de Fisiologia e
Bioquimica de Microrganismos, do Centro de Biociéncias e Biotecnologia da
Universidade Estadual do Norte Fluminense Darcy Ribeiro, Campos dos

Goytacazes, Rio de Janeiro, Brasil.

4. METODOS
4.1. Extracdo e Purificagdo da Defensina PvD; de Sementes de
Phaseolus vulgaris.
4.1.1. Extracdo Proteica das Sementes
As sementes de feijdo comum foram descascadas e trituradas com um
processador de alimentos até a formacdo de uma farinha bem fina. A farinha
obtida foi extraida em tampéao fosfato (Na,HPO, 10 mM, NaH,PO, 15 mM, KCI
100 mM, EDTA 1,5%) (Sigma) pH 5,4 na propor¢cao de 1.5 (farinha:tampao de
extracdo) sob agitacdo constante por 2 h a 4 °C, segundo a metodologia
desenvolvida por Games et al. (2008) (Figura 6). Ap6s homogeneizacao, 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 saturacgéo e deixado a 4 °C por 16 h. O precipitado resultante, obtido apés
nova centrifugacdo a 15.000 x g por 20 min a 4 °C, foi ressuspenso em 10 mL de
agua 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 centrifugacéo foi
descartado e o sobrenadante dialisado durante trés dias em agua destilada e em
seguida liofilizado para posterior purificagdo dos peptideos. Esta amostra,

chamada ao final do processo de fracdo 0-70 (F/0-70), foi liofilizada (Liofilizador
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K105, Liotop) e armazenada a -20 °C e usada posteriormente para a purificacdo

dos peptideos.

Homogeneizado

-2 ha4°C sob agitacéo em tampéo fosfato pH 5.4
- centrifugacéo 15.000 x g — 20 min

l

preeigitado sobrenadante

- adicionado sulfato de amanio

a 70% de saturacdo

- 16had°C

- centrifugacéo (15.000 x g — 20 min)

precipitado SCMMME

(ressuspendido em agua destilada)

|

aqguecimento a 80 °C por 15 min

‘ - centrifugac&o (10.000 x g — 8 min)

v
pregiditado sobrenadante

\
dialise e liofilizacéo

l

(F/0-70)

Figura 6 — Esquema de fracionamento com sulfato de aménio do homogeneizado obtido

a partir da extracdo da farinha de sementes de feijao comum (Games et al. 2008).
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4.1.2. Cromatografia de Troca I6nica em coluna de DEAE-Sepharose

Para a purificacdo da PvD;, inicialmente foi usada uma coluna de troca
ibnica, DEAE-Sepharose, com 100 mL de resina. Esta foi montada sob a acdo da
gravidade e depois da resina estar devidamente empacotada, foi lavada com 350
mL de agua. Em seguida lavada com aproximadamente 250 mL de hidroxido de
sédio 0,1 M, novamente foi lavada com 350 mL 4gua e depois 250 mL de acido
cloridrico 0,1 M. Posteriormente com a resina devidamente ativada foi passado o
tampdao de equilibrio, Tris-HCI 20 mM, pH 8,0, deixando a coluna preparada para
0 uso. A amostra aplicada na coluna foi preparada da seguinte forma: 50 mg da
F/0-70 foram pesados e dissolvidos em 5 mL de tampé&o de equilibrio e depois
centrifugado a 16.000 x g por 3 min a temperatura ambiente e o sobrenadante
aplicado sobre a resina. A amostra foi eluida primeiramente no tampédo de
equilibrio e em seguida em um tampdo Tris-HCI adicionado de NaCl na
concentracédo de 1 M. Foram coletados fragdes de 3 mL em 50 tubos em um fluxo
de 60 mL.h™. As absorbancias das fraces foram lidas em um espectrofotdmetro
a 280 nm. Apés a cromatografia, o pico D1 (n&o retido), foi concentrado por
liofilizacdo. Em um trabalho anterior, vimos que nesse pico estd presente a

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

4.1.3. Cromatografia de Fase Reversa em Coluna C2/C18

Uma coluna de fase reversa C2/C18 (URPC C2/C18, GE-Healthcare)
acoplada a uma coluna guarda C8 (Pelliguard, 20 x 4,6 mm, Sigma) equilibrada
com 0,1% de acido trifluoroacético (TFA) (Sigma) foi empregada sequencialmente
no processo de isolamento da defensina PvD;. O pico D; nao retido, oriundo da
cromatografia de troca i6bnica em coluna de DEAE-Sepharose, foi solubilizado em
TFA 0,1% e 500 yL 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 HPLC (Prominence, Shimadzu). Para a
eluicdo das proteinas da coluna foi utilizado um gradiente de acetonitrila (ACN)
(Merck S.A.) de 0 a 80%. Inicialmente (10 primeiros minutos) a coluna foi lavada
com TFA 0,1% em agua ultrapura (solvente A), e em seguida um gradiente foi
formado através da mistura do solvente A e 80% de acetonitrila em TFA 0,1 %
(solvente B) por 48 min. ApOs esse periodo a coluna foi lavada com 100% do

solvente B totalizando 60 min. A eluicdo da coluna foi acompanhada por um
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detector de arranjo de diodo (DAD), sendo as absorbancias lidas a 220 nm. Apds
ser coletado, o pico de interesse foi concentrado por liofilizagcdo (Games et al.
2008).

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

utilizada como padréo.

4.3. Eletroforese em Gel de Tricina na Presenca de SDS

A eletroforese em gel de tricina foi feita segundo metodologia de Schagger
& Von Jagow (1987). Foram usadas placas de vidrode 7 x 10cme 8 x 10 cm e
espacadores de 0,5 mm. O gel de separacéo foi preparado numa concentracao
de 16,4% de acrilamida/bis-acrilamida e o gel de concentragdo numa
concentracdo de 3,9%.

O pico D1 e as fracbes H1 e H2 obtidas por cromatografia foram
concentradas por liofilizacdo e, em seguida, pesadas e ressuspensas em tampao
de amostra (Tris 0,125 M, SDS 2,5%, azul de bromofenol 0,25%, B-
mercaptoetanol 5% e sacarose 15%). Estas 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 concentracdo. Os géis foram montados no Mini Protean
Tetra System (Biorad) e a corrida foi feita a uma voltagem constante de 20 V por

um periodo de aproximadamente 16 h.

4.4. Coloracao e Descoloracédo do Gel
Apoés o término da corrida, o gel foi cuidadosamente retirado das placas e
colocado na solucdo corante (Comassie Blue R 0,05%, acido acético 70% e
metanol 40%) por 1 h e apds esse periodo, o gel foi transferido para uma solugéo
descorante (metanol 40% e &cido acético 7%) e mantido até a visualizacdo das
bandas de proteina. Imagens dos géis corados foram capturadas pelo
fotodocumentador LAS500 (GeHealthCare).
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4.5. Curvade Crescimento das Leveduras C. tropicalis e C. albicans

Inicialmente, células estoques das leveduras foram repicadas para uma nova
placa de Petri contendo agar Sabouraud e crescidas durante 24 h a 30 ° C. Apds
o periodo de crescimento, as colbnias foram suspensas em caldo Sabouraud e as
células foram contadas em camara Neubauer (Optik Labor) na presenca de um
microscopio oOptico (Axioplan, Zeiss). ApoOs quantificacdo, as células de C.
albicans e C. tropicalis (1 x 10* células/mL) foram incubadas em 100 pL de caldo
Sabouraud e o crescimento foi monitorizado a cada hora durante 36 h por leitura
Optica a 620 nm . Os dados de leitura foram tabulados em grafico para a

determinacao do tempo de fase LOG de cada levedura.

4.6. Determinacdo da Concentracdo de Defensina PvD; e Fluconazol
para Obtencédo de 50 % de Inibicdo do Crescimento (ICso) sobre as
Leveduras

O ensaio para a determinagédo da concentracéo de PvD; e fluconazol para
se ter 50 % de inibicdo do crescimento sobre as leveduras C. albicans e C.
tropicalis (ICsp) foi realizado conforme descrito no item 4.5, com as seguintes
modificacdes: a leveduras C. tropicalis foi incubada em caldo Sabouraud
contendo as concentragfes de 25, 50 e 100 uyg/mL de PvD;, conforme descrito
por Games et al. (2008). A levedura C. albicans foi incubada em caldo Saboraud
contendo as concentracfes de 25, 50, 80, 100 e 150 pg/mL de PvD;. As células
controle foram cultivadas na auséncia de PvD;. O mesmo procedimento foi
realizado com fluconazol, com as concentracdes de 0.1, 0.2, 0.3, 0.4, 0.5, 0.6, e
0.7 pg/mL . Este procedimento de determinacéo do ICs, foi usado apenas para C.
albicans. O ICsg utilizado para C. tropicalis foi o determinado e descrito por
Taveira et al. (2014) no valor de concentracao de 1 ug/mL. As densidades Opticas
foram representadas graficamente apds 24 h de ensaio em fungédo do tempo e a
partir destes graficos foram calculadas as porcentagens de inibicdo para todas as
concentracOes testadas (curvas de dose-resposta). A I1Cs, para o tempo de 24 h
de incubagdo com a defensina PvD; e fluconazol, foi determinada a partir dos
dados das curvas de dose-resposta (usando os parametros da percentagem de
inibicdo de crescimento em fungdo da concentracdo de proteina) (Taveira et al.
2014).
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4.7. Andlise da Atividade Antimicrobiana da Defensina PvD; em
Combinac¢éao com Fluconazol

Para verificar se existe atividade combinatoria, foram usados em conjunto o
antifangico fluconazol e a defensina PvD;. Inicialmente, as células de leveduras (1
x 10* células/mL) foram incubadas em 100 pL de caldo Sabouraud contendo uma
concentracdo de metade do ICso do fluconazol e a concentragcéo do ICsy de PvD;.
Os experimentos de controle foram: 1) cultivadas apenas na presenca de meio de
cultura; 2) cultivadas na presenca das substancias individuais, isto é, na presenca
somente de PvD; ou na presenga somente de fluconazol. A atividade aditiva foi
deduzida na comparacédo das densidades Opticas de cada controle e combinacao
de drogas (fluconazol +PvD;). O ensaio foi realizado em placas de cultura de
células (96 pocos), incubadas a 30 °C por um periodo de 24 h (Taveira et al.
2014).

Para a observacao da inibicdo do crescimento fangico, foi determinada a
densidade Optica calculada a partir de leitura em um leitor de microplacas, a 620
nm no tempo final de 24h. Todo o ensaio foi feito em triplicata e sob condi¢bes de
assepsia em capela de fluxo laminar, segundo metodologia adaptada de
Broekaert et al. (1990).

4.8. Efeitos da Defensina PvD; em Combinacdo com Fluconazol sobre a
Permeabilizacdo de Membrana das Leveduras

ApoOs ensaio de inibicdo do crescimento, a permeabilizacdo da membrana

das células de leveduras, crescidasna auséncia e na presenca da PvD; e do
fluconazol separados ou em combinacdo, foi avaliada através da utilizacdo do
corante fluorescente Sytox Green, segundo metodologia descrita por Thevissen et
al. (1999) com algumas modificacdes. Sytox Green € um corante que possui alta
afinidade para acidos nucleicos e penetra em células apenas quando sua
membrana esta comprometida. Ao final do ensaio de inibigdo do crescimento,
uma aliquota das células de leveduras crescidas na auséncia e presenca das
substancias separadas e em combinacao, foi incubada sob constante agitacéo e
ao abrigo da luz por 2 h, com o corante fluorescente Sytox Green a uma
concentracdo final de 0,2 uM, de acordo com instrugbes fornecidas pelo
fabricante. ApOs este periodo, estas células foram transferidas para laminas,

cobertas com laminulas e observadas por Microscopia de Contraste de
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Interferéncia Diferencial (DIC) e por microscopia de fluorescéncia utilizando a
camera AxioCam MRc5 e o programa AxioVision Release 4.8.2. Foi utilizado um
conjunto de filtros fluorescentes para deteccdo da fluoresceina (excitacdo com

comprimento de onda entre 450 - 490 nm e emisséo de 500 nm).

4.9. Ensaio de Determinacdo da Inducdo de Espécies Reativas de
Oxigénio Intracelular (ROS)

Para avaliar se o mecanismo de acdo da PvD; em combinagdo com
fluconazol envolve a inducdo do estresse oxidativo, a sonda fluorescente 2,7’-
diclorofluoresceina diacetato (H,DCFDA) foi utilizada para medir o nivel de
espécies reativas de oxigénio (ROS) intracelular, respectivamente, segundo
metodologia descrita por Mello et al. 2011. Apos ensaio de inibicdo do
crescimento as células de leveduras, crescidas na auséncia e na presenca das
substancias separadas e em combinacdo, foram incubadas com a sonda
especifica para ROS que é capaz de se difundir através da membrana plasmatica
das células e serem hidrolisadas por esterases intracelulares formando uma
molécula ndo fluorescente. Esta molécula entéo ira reagir com o ROS intracelular
formando uma molécula fluorescente. Apds 2 h de incubacgédo, 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 deteccdo da fluoresceina (excitagdo com comprimento de
onda entre 450 - 490 nm e emiss&o de 500 nm).
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5. RESULTADOS
5.1. Purificagdo da Defensina PvD; de Sementes de P. vulgaris
A cromatografia em coluna de troca ibnica DEAE-Sepharose da F/0-70
obtida por extracdo proteica das sementes de P. vulgaris, apresentou dois
diferentes picos denominados D1, que foi eluido em tampdo de equilibrio da
coluna, e D2 que foi eluido em tampéo de equilibrio da coluna acrescido de NaCl
1 M (Figura 7). No pico D1, encontra-se presente a defensina PvD; previamente
isolada de sementes de feijdo comum como descrita por Games et al. (2008).

Este pico foi entdo dialisado, liofilizado e utilizado para eletroforese.
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Figura 7 — Cromatograma obtido apds cromatografia de troca i6bnica em coluna de DEAE-
Sepharose da fragdo F/0-70. A coluna foi equilibrada com tampéo Tris-HCI 20 mM pH
8,0. O pico D1 foi eluido com tampé&o de equilibrio da coluna (Tris-HCI 20 mM) e o pico
D2 foi eluido com tampé&o Tris-HCI 20 mM + NaCl 1 M. Foram coletadas frag6es de 3 mL

por tubo, num total de 70 tubos, em um fluxo de 60 mL.h?.

O pico D1 obtido na cromatografia de DEAE-Sepharose, foi submetido a
uma cromatografia de fase reversa em coluna C2/C18 em sistema de HPLC.

Como resultado, observamos a presenca de um pico néo retido (NR) e depois, de
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dois picos determinados H1, no tempo de retencdo de 25 min, e H2 no tempo de
retencdo de 33 min. No pico H1, encontra-se presente a defensina PvD;
previamente isolada de sementes de feijdo P. vulgaris como descrita por Games
et al. (2008). Este pico H; (Figura 8) foi entdo dialisado, liofilizado e utilizado para

0s ensaios de inibicdo de crescimento das leveduras e ensaio de efeito aditivo
com fluconazol.
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Figura 8 — Cromatograma obtido apds cromatografia de fase reversa em coluna C2/C18
em HPLC do pico D1 obtido apés cromatografia em DEAE-Sepharose. A coluna foi
equilibrada com uma solugcéo de TFA 0,1% e a amostra foi eluida em um gradiente de
acetonitrila 80%-TFA 0,1% de 0 a 100%, a um fluxo de 0,5 mL.min™*. O padrédo de eluicéo
dos peptideos foi monitorado a 220 nm.

5.2. Eletroforese em Gel de Tricina na Presenca de SDS
O perfil proteico dos picos obtidos em ambas as cromatografias descritas
anteriormente foram analisados por eletroforese em gel de tricina, como pode ser
observado na Figura 9. No pico D1, representado na raia 2, observamos a
presenca de duas bandas proteicas: uma menor com aproximadamente 6 kDa e
outra com aproximadamente 17 kDa. Na raia 3, onde temos 0 pico H2, vimos a

presenca de uma banda proteica acima de 17 kDa e na raia 4, onde esta o pico
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H1l, podemos observar a presenca de apenas um Unico peptideo de
aproximadamente 6 kDa, que corresponde a defensina PvD; ja previamente

isolada e caracterizada por Games et al. 2008.
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Figura 9 — Visualizacdo eletroforética em gel de tricina na presenca de SDS (A) pico D1
obtido apds cromatografia de troca ibnica DEAE-Sepharose e (B) picos H1 e H2 obtidos
por cromatografia em coluna de fase reversa C2/C18. Todas as amostras foram tratadas
com [(-mercaptoetanol. M - marcador de massa molecular (kDa); D1 — pico néo retido
obtido em DEAE-Sepharose; H2 — pico obtido apds cromatografia em coluna C2/C18 em
HPLC; H1 — pico obtido apds cromatografia em coluna C2/C18 em HPLC.

5.3. Curvade Crescimento das Leveduras Candida tropicalis e Candida
albicans
Foi feita uma curva de crescimento padrao para ambas as leveduras, a fim
de identificar 0 momento em que as células estariam iniciando a fase LOG, que
caracteriza-se por intenso metabolismo celular. A figura 10 mostra a curva de
crescimento para C. tropicalis e C. albicans, respectivamente. Com base nos
dados da curva, foi determinado o tempo de 14 h para ambas.
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Figura 10 — Curva padréo de crescimento para determinacdo da fase LOG das células de
C. tropicalis e C. albicans. O crescimento foi monitorado a cada h durante um periodo de

36 h através de leitura Optica a 620 nm.

5.4. Determinacdo da Concentracdo de Defensina PvD; para obtencéo
50 % de Inibicdo do Crescimento das Leveduras (ICsp)

Foram realizados ensaios de inibicdo de crescimento com C. albicans e C.

tropicalis utilizando diferentes concentracdes de PvD; para determinar seu ICso. A
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figura 11 mostra o gréfico de inibicdo de crescimento com PvD, para as células de
(A) C. tropicalis e (B) C. albicans.

Foram utilizadas concentracdes de 25, 50 e 100 pg/mL para C. tropicalis, a
porcentagem de inibicdo para cada concentracdo esta indicada no gréafico. Para
C. albicans foram utilizadas inicialmente as concentracdes de 25, 50, 100 e 150
pHg/mL, a partir dai realizou-se um calculo de porcentagem para encontrar uma
concentracdo que teoricamente causaria 50% de inibicdo. Foi realizado entdo, o
ensaio com as concentracdes de 25, 50, 80, 100 e 150 pug/mL, a porcentagem de
inibicdo para cada concentracdo esta indicada no grafico.

De acordo com os dados do grafico, a concentracdo calculada de PvD;
necessaria para inibir 50% do crescimento de C. tropicalis é 47,9 ug/mL e para C.
albicans é 78,2 pg/mL. Para os ensaios de combinacdo, foram utilizadas as
concentracbes aproximadas de 50 pg/mL de PvD; para C. tropicalis e de 80

pg/mL para C. albicans.
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Figura 11 - Curva de crescimento da levedura C. tropicalis e C. albicans em até 24 h na
presenca e na auséncia da Defensina PvD1 (A) para C. tropicalis, foram usadas as
concentragdes de: 25 pg/mL; 50 pg/mL; 100 pg/mL. (B) para C. albicans, foram usadas
as concentragdes de: 25 pg/mL; 50 pg/mL; 80 pg/mL ;100 pg/mL; 150 pg/mL. A
porcentagem de inibicAo para cada concentragdo esta indicada no grafico. Todos os

experimentos foram feitos em triplicata (coeficientes de variagéo foram inferiores a 20%).

5.5. Determinacdo da Concentracdo de Fluconazol para obtencédo 50 %
de Inibicdo do Crescimento das Leveduras

Foram realizados ensaios de inibicdo de crescimento da levedura C.
albicans utilizando 0,1ug/mL; 0,2 pg/mL; 0,3 pg/mL; 0,4 pg/mL; 0,5 pg/mL; 0,6
pg/mL e 0,7 ug/mL para determinar seu ICso. Para C. tropicalis foi usado o valor
de ICso determinado por Taveira et al. (2016) que corresponde a 1 pug/mL.

A figura 12 mostra o gréfico de inibicdo de crescimento com diferentes
concentracbes de fluconazol e a porcentagem de inibicdo, estd indicada no
grafico. A concentracdo calculada de fluconazol necesséaria para causar
aproximadamente 50% de inibicdo foi de 0,47 pg/mL. Para os ensaios de
combinagao foi considerada a concentracdo aproximada de 0,5 pg/mL e foi

utilizada a concentracéo equivalente & metade da ICsy aproximado do fluconazol.
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Figura 12 - Curva de crescimento das células da levedura C. albicans em até 24 h na
auséncia e na presenca de fluconazol nas seguintes concentra¢des: 0,1pg/mL; 0,2
pg/mL; 0,3 pg/mL; 0,4 pg/mL; 0,5 pg/mL; 0,6 pg/mL; 0,7 pg/mL. A partir destes dados de
inibicdo do crescimento em fungdo da concentragdo usada, foi determinada a ICs, para a
levedura. Todos os experimentos foram feitos em triplicata (coeficientes de variacédo

foram inferiores a 20%).

5.6. Analise da Inibicdo do Crescimento das Leveduras pela Defensina
PvD; em Combinacédo com Fluconazol.

Tendo em vista o potencial da defensina PvD; na inibicdo de crescimento
de leveduras, a mesma foi utilizada em combinacdo com fluconazol para
determinar se haveria acdo aditiva e potencializacdo do seu efeito contra a
levedura C. tropicalis. Foi utilizada a concentragdo da ICso da PvD; e metade do
ICs0 do fluconazol, os testes foram realizados de modo que a PvD; foi adicionada
ao meio no inicio do ensaio (tempo O h) e o fluconazol adicionado 14 h apds
crescimento (fase LOG). O teste inverso, iniciando o ensaio adicionando o
fluconazol e 14 h apos crescimento adicionado a PvD;, também foi feito.

Para células de C. tropicalis ndo houve aumento na atividade inibitéria da

combinacdo de PvD; + FLC em relagdo as substancias quando ensaiadas
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separadamente. Este resultado sugere um efeito antagdnico dessas substancias
(tabela 1). A figura 13 mostra que houve maior inibicdo de crescimento nas
células tratadas somente com a PvD;, em comparacdo com as células tratadas
com as combina¢des PvD;+FLC e FLC+PvD;. Também ndo houve diferenca

significativa entre a ordem de uso da PvD; primeiro e/ou o FLC.

Tabela 1. Porcentagem do efeito de inibicdo da PvD; e FLC sozinhos e em

combinacdo mostrando o antagonismo em células de C. tropicalis in vitro.

Levedura Amostras | Concentracao Inibicdo (%) | Efeito da | Efeito da
pg/mL Combinacéo Combinacéo
PvD;+FLC (%) FLC+PvD; (%)
C. tropicalis PvD, 50 45 24,3 37,8
FLC 0,5 26

C.tropicalis

PvD1+FLCH -

PvD1A qi

o Q o
Qr Qr N N

Amostras

o

Absorbancia, 620nm

Figura 13 - Curva de crescimento da levedura C. tropicalis, na auséncia e na presenca
das seguintes concentrac¢des: 50 ug/mL(PvD,); 0,5 pg/mL (FLC); 50 pg/mL (PvD,) + 0,5
pg/mL(FLC); 0,5 pg/mL (FLC) + 50 pg/mL (PvD,;). Todos os experimentos foram feitos

em triplicata (coeficientes de variacdo foram inferiores a 20%).

Diante dos resultados encontrados para C. tropicalis, 0S mesmos ensaios
foram feitos com células de C. albicans para verificar se 0 antagonismo estava
relacionado a combinacdo das substancias ou ao microrganismo que estava

sendo utilizado.
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Para as células de C. albicans, a combinacdo de PvD; e FLC demonstrou
um aumento da atividade inibitéria sugerindo acdo aditiva (tabela 2). A
combinagao de PvD; e FLC inibiu o crescimento de C. albicans, se comparado
guando as substancias foram usadas separadamente. Podemos observar ainda
que a taxa de inibicdo da combinacédo foi maior que o somatorio das taxas de
inibicdo da PvD; e FLC individualmente. Ndo houve diferenca nos resultados
entre a ordem de colocar no ensaio a PvD; primeiro ou o FLC. Esses dados
também estdo demonstrados no gréafico de inibicdo do crescimento (figura 14). A
combinacéo de PvD; e FLC foi eficaz contra as células de C. albicans, sugerindo
que o antagonismo pode estar relacionado as diferencas que podem existir na
composicdo da membrana dessas leveduras e ndo a interacdo entre essas

substancias.



32

Tabela 2. Porcentagem de inibicdo da PvD; e FLC sozinhos e em combinacéo

mostrando efeito aditivo contra células de C. albicans in vitro.

Levedura Amostras Concentracéo Inibic&o (%) | Efeito da | Efeito da
pg/mL Combinacéo Combinacéo
PvD;+FLC *(%) FLC+PvD,
*(%)
C. albicans PvD, 80 50,6 79,4 81,3
FLC 0,25 25,6

* Indica significancia pelo teste T (P <0,05)

C. albicans

PvD1+FLC |
]
®
£
<
PvD1 A -
1 T 1 1 1
o 9 ™ © >
Q Q Q- Q Q

Absorbancia, 620nm

Figura 14 - Curva de crescimento da levedura C. albicans em ate 24 h, na auséncia e na
presencga das seguintes concentra¢des: 80 ug/mL (PvD,); 0,25 pg/mL (FLC); 80 pg/mL
(PvD,) + 0,25 pg/mL (FLC); 0,25 pg/mL (FLC) + 80 pg/mL (PvD,). Todos os experimentos
foram feitos em triplicata (coeficientes de variagdo foram inferiores a 20%).

(*) Indica a significancia pelo teste T (P <0,05).

5.7. Efeitos da Defensina PvD; Sobre a Permeabilizacdo de Membrana
das Leveduras

ApoOs ensaio de inibicdo, apesar de nédo ter sido observada acdo aditiva

entre a defensina PvD; e o fluconazol sobre o crescimento da levedura C.

tropicalis, as células foram usadas para a andalise da permeabilizacdo da



33

membrana através da utilizacdo de corante Sytox green apds 24 h de incubacéao.
Houve uma significativa permeabilizacdo de membrana nas células incubadas
com fluconazol e nas células incubadas com a combinagcdo em que o fluconazol
foi adicionado inicialmente (Figura 15). Podemos sugerir desta forma, que essa
permeabilizacdo é causada pela acédo do fluconazol durante as primeiras 14 h. A
porcentagem de células permeabilizadas pode ser observada na tabela 3.
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Figura 15 — Células de C. tropicalis tratadas com Sytox green apos 24 h de incubacéo
com as substancias e visualizadas por microscopia de fluorescéncia. As células foram
tratadas com: FLC — metade do ICsy aproximado; PvD; — ICsq aproximado; PvD;+FLC;

FLC+PvD;. Células controle foram tratadas apenas com Sytox green. Barra = 20 ym.
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Tabela 3. Porcentagem de células de Candida tropicalis
permeabilizadas ap6s tratamento com PvD;, FLC, PvD;+FLC e

FLC+PvD;.
. Numero de Porcentagem de
NUmero de , ,
Amostras L células células
células em DIC
fluorescentes fluorescentes
Controle 729, 7 £ 12,55 0 0

PvD1 258,2 + 43,67 13,2+ 3,26 511

FLC 129,7 £+ 19,34 20+ 4,52 15,4
PvDi+FLC 700 + 50,45 33,7 £9,03 481
FLC+PvD4 178,2 + 40,02 33,2 +9,03 18,6

Determinacdo do numero de células de Candida tropicalis visualizadas em
guatro campos aleatorios por DIC e fluorescéncia das amostras obtidas a partir
do ensaio de permeabilizacdo de membranas. O nimero de células em DIC de
cada amostra foi considerado 100 %.

Contrério ao resultado obtido com C. tropicalis, houve a¢do combinatéria
entre PvD; e fluconazol contra C. albicans. Este resultado pode ser observado
também na figura 16, que mostra uma reducdo no nimero de células nos campos
dos tratamentos com a combinacdo de PvD; e fluconazol. Quanto a
permeabilizacdo das membranas, ndo observamos diferenca significativa entre os
tratamentos, porém, se compararmos com o0 numero de células presentes nas
amostras, podemos sugerir que houve uma potencializacdo no efeito de
permeabilizacdo de membrana da combinacdo de PvD; e FLC. A porcentagem de

células permeabilizadas pode ser observada na tabela 4.
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Figura 16 — Células de C. albicans tratadas com Sytox green apés 24 h de incubacédo
com as substancias e visualizadas por microscopia de fluorescéncia. As células foram
tratadas com: FLC — metade do ICsy aproximado; PvD; — ICsq aproximado; PvD;+FLC;

FLC+PvD;. As células controle foram tratadas apenas com Sytox green. Barras = 20 um.
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Tabela 4. Porcentagem de células de Candida albicans permeabilizadas
apos tratamento com PvDq, FLC, PvD;+FLC e FLC+PvD;.

. Numero de Porcentagem de
Nimero de . ,
Amostras , células células
células em DIC
fluorescentes fluorescentes
Controle 570,5+ 67,04 0 0

PvD; 167,2 +5,44 5,2 + 3,56 3,13

FLC 190,0 £ 9,05 75+2,29 3,94
PvDi+FLC 60,7 +£ 9,65 85+15 13,99
FLC+PvD1 29,75+ 7,75 82+19 27,73

Determinacdo do numero de células de Candida albicans visualizadas em quatro
campos aleatérios por DIC e fluorescéncia das amostras obtidas a partir do
ensaio de permeabilizagdo de membranas. O ndmero de células em DIC de
cada amostra foi considerado 100 %.

5.8. Efeitos da Defensina PvD; em Combinacdo com Fluconazol Sobre
a Inducdo da Producdo Endogena de Espécies Reativas de
Oxigénio (ROS)

Ambas as leveduras foram tratadas com sonda de ROS para verificar se
haveria producdo enddgena de espécies reativas de oxigénio resultantes da acéo
da defensina PvD; em combinag&o com fluconazol.

A figura 17 mostra o resultado obtido para as células de C. tropicalis.
Houve aumento mais significativo na producao de ROS nas células tratadas com
a combinacdo de PvD; e FLC em relacdo as células tratadas com as substancias
separadamente e ao controle. A porcentagem de células permeabilizadas pode
ser observada na tabela 5.

As mudancas morfologicas causadas pelo fluconazol quando atuando
sozinho nédo foram observadas nas células tratadas com a combinacéo de PvD; e

fluconazol, principalmente nas células onde a PvD; foi colocada primeiro.



38

Candida tropicalis

DIC FLUORESCENCIA

Controle

KT
F 253D
99 05

[J17

—
Q
>
a
¥
O
-
o

Figura 17 — Imagens das células de C. tropicalis tratadas com sonda fluorescente 2', 7'
diclorofluoresceinadiacetato (H,DCFDA) para deteccdo de espécies reativas de oxigénio
e visualizadas por microscopia de fluorescéncia. As células foram tratadas com: FLC —
metade do ICs, aproximado; PvD; — ICs, aproximado; PvD;+FLC; FLC+PvD;. As células
controle foram tratadas apenas com sonda H,DCFDA. Barras de 20 pym.
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Tabela 5. Porcentagem de células Candida tropicalis fluorescentes
apos tratamento com PvDy, FLC, PvD;1+FLC e FLC+PvD;.

. Numero de Porcentagem de
Nimero de . ,
Amostras , células células
células em DIC
fluorescentes fluorescentes
Controle 729,7 +12,55 0 0

PvD; 2175+ 46,8 3,7+ 1,08 1,7

FLC 221,2 + 67,41 6,2+ 2,48 2,8
PvD.+FLC 675 + 14,3 10,25 + 2,94 1,66
FLC+PvD; 212 + 30,48 36,5 +13,95 17,2

Determinacdo do numero de células de Candida tropicalis visualizadas em
gquatro campos aleatdrios por DIC e fluorescéncia das amostras obtidas a partir
do ensaio da deteccdo de espécies reativas de oxigénio. O nimero de células
em DIC de cada amostra foi considerado 100 %.

Para as células de C. albicans, devido a um pequeno namero de células
nos tratamentos, ndo se pode afirmar que houve um aumento significativo entre
0s tratamentos, porém houve um aumento de ROS das células tratadas com a
combinacdo de PvD; e fluconazol, em relacdo ao controle (Figura 18). A

porcentagem de células permeabilizadas pode ser observada na tabela 6.
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Figura 18 — Imagens das células de C. albicans tratadas com sonda fluorescente 2', 7'
diclorofluoresceinadiacetato (H,DCFDA) para deteccdo de espécies reativas de oxigénio
e visualizadas por microscopia de fluorescéncia. As células foram tratadas com: FLC —
metade do ICsy aproximado; PvD; — ICsy aproximado; PvD;+FLC; FLC+PvD;. As células

controle foram tratadas apenas com sonda H,DCFDA. Barras de 20 ym.



Tabela 6. Porcentagem de células de Candida albicansfluorescentes
apos tratamento com PvD1, FLC, PvD;+FLC e FLC+PvD;.

. Numero de Porcentagem de
Nimero de . ,
Amostras , células células
células em DIC
Fluorescentes fluorescentes
Controle 232 + 20,21 0 0

PvD; 135,2 + 21,51 2,7+150 2,03

FLC 1175+7,72 1+1,15 0,85
PvD.+FLC 59,5+ 15,54 19,7 + 2,06 33,19
FLC+PvD; 17,75+ 2,21 2,2+05 12,67

Determinacao do numero de células de Candida albicans visualizadas em quatro
campos aleatérios por DIC e fluorescéncia das amostras obtidas a partir do
ensaio da deteccao de espécies reativas de oxigénio. O nimero de células em
DIC de cada amostra foi considerado 100 %.
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6. DISCUSSAO

Em 2008, Games et al. isolaram e caracterizaram uma nova defensina de
sementes de feijdo comum P. vulgaris, a qual foi denominada de PvD;. Em 2011
Mello et al. demonstraram a atividade antifungica desta defensina sobre diversas
espécies de fungos filamentosos e leveduras, além de elucidar seu mecanismo de
acdo sobre C. albicans. No presente trabalho, foi estudado a atividade antifungica
da defensina PvD; em combinacdo com a droga comercial fluconazol sobre as
leveduras C. tropicalis e C. albicans. O trabalho foi iniciado com a obtencéo da
PvD; através da extracdo da farinha das sementes de feijdo comum, de acordo
com a metodologia descrita por Games et al. (2008) ilustrado na figura 6.
Diferente do que foi encontrado por Games et al. (2008), neste trabalho
encontramos duas, € ndo uma Unica banda majoritaria no pico D1, uma de
aproximadamente 6 kDa e outra de aproximadamente 16 kDa (figura 7 e 9) A
fracdo D1 foi entdo submetida a cromatografia em HPLC para que entdo se
obtivesse a defensina PvD; j& previamente isolada (figura 8) A diferenca na
composicao proteica do pico D1 pode estar relacionada ao fato de que o lote de
sementes utilizado neste estudo foi produzido mais recentemente e é diferente do
utilizado nos experimentos por Games et al. (2008).

Apos a purificacdo, foram realizados ensaios de inibicdo de crescimento
com a combinacdo da defensina PvD; e fluconazol utilizando a concentracao de
IC50 da PvD; e metade do IC50 de fluconazol. Em ensaios preliminares
realizados pelo nosso grupo, com a combinacdo de PvD; e FLC contra células de
C. tropicalis, foi observado o antagonismo dessas substéncias sobre o efeito de
inibicdo do crescimento, ou seja, ndo houve nenhuma inibicdo com as duas
substancias colocadas concomitantemente (comunicagao pessoal). Desta forma,
decidiu-se por realizar uma nova abordagem, colocando uma das substancias no
inicio do ensaio e a outra quando a levedura atingisse sua fase LOG, a fim de
verificar se a fase de crescimento celular estaria relacionada a agdo antagonica.
Ja se sabe que a taxa de crescimento € extremamente dependente do meio e
alguns compostos antimicrobianos causam danos maiores se colocados em um
determinado momento da fase, como por exemplo, a fase LOG (Murray et al.
2006).
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Os ensaios foram realizados contra as células de C. tropicalis e C. albicans
in vitro, para comparacao entre os resultados e verificar se o antagonismo esta
relacionado a levedura ou a interacdo das substancias entre si. Nos resultados
envolvendo as células de C. tropicalis, a combinacao das substancias ainda atuou
de forma antagbnica, tendo uma taxa de inibicdo inferior ao IC50 de PvD;.
Quando a segunda substancia € adicionada, independente de ser a PvD; ou o
FLC, além do mesmo nao exercer efeito, faz com que a primeira também deixe de
atuar na inibicdo de crescimento (figura 13, tabela 1) Contra as células de C.
albicans, no entanto, houve uma potencializacdo do efeito de inibicdo de
crescimento da combinacdo de PvD; e FLC, demonstrando que essas moléculas
juntas atuam com efeito aditivo (figura 14, tabela 2).

Taveira et al. (2016) realizaram ensaios de atividade antimicrobiana contra
espécies de Candida sp., utilizando uma combinacdo da tionina de Capsicum
annuum denominada CaThi e fluconazol e encontraram resultados semelhantes
para C. albicans e diferentes para C. tropicalis. Em seus resultados, eles
observaram que a combinacédo de CaThi e fluconazol inibiu todas as leveduras
testadas, inclusive C. tropicalis, causando modificacbes morfologicas drasticas
nessas células, sugerindo que essa combinacédo atua de forma aditiva contra as
espécies de levedura usadas. Considera-se sinergismo entre AMPs e drogas,
guando a acdo combinada do AMP com a mesma, causa uma potencializacao na
diminuicdo no crescimento do microrganismo, em comparacao com a inibicao do
crescimento das substancias individuais. Alguns AMPs tém demonstrado
potencializar o efeito de drogas comerciais quando atuando em conjunto, inclusive
do fluconazol, atuando contra varias espécies de microrganismos diferentes (Park
et al. 2006; Taveira et al, 2016). Além desse peptideo de planta, peptideos de
outros organismos também tém sido usados nos estudos envolvendo a
combinagao com drogas comerciais (Rollins-Smith et al. 2002; Silva, 2008).

O mecanismo de acao da PvD; esta especialmente em sua propriedade de
permeabilizar a membrana plasmatica fangica, causando alteracbes na
homeostase i0nica e perda da capacidade de funcionamento adequado (Carvalho
e Gomes, 2011). A acao do fluconazol também provoca permeabilizacdo de
membrana devido a deplecdo de ergosterol e acumulo de esterois toxicos (Fica,
2004). Nesse estudo foram realizados experimentos de permeabilizacdo de

membrana com células de C. tropicalis e C. albicans através da técnica de Sytox
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Green O Sytox green é um corante que possui alta afinidade para &cidos
nucleicos e penetra em células apenas quando sua membrana esta
comprometida. Em C. tropicalis, houve fluorescéncia significativa apenas nas
células que foram tratadas com fluconazol sozinho e com a combinacdo em que o
fluconazol foi incorporado primeiro ao meio. Diante desses dados, podemos
sugerir que a permeabilizacéo visualizada na combinagéo é causada pela acédo do
fluconazol durante as primeiras 14 h e que a mesma € bloqueada apos a adicao
da PvD; (figura 15, tabela 3). Para as células de C. albicans, ndo pode ser
observada uma fluorescéncia significativa em nenhum tratamento. Nas células
tratadas com a combinacdo, isso ocorre provavelmente devido ao numero
reduzido de células, porém, se compararmos com o namero de células presentes
nas amostras, podemos sugerir que houve uma potencializacdo no efeito de
permeabilizacdo de membrana da combinacdo de PvD; e FLC (figura 16, tabela
4).

Além da geracdo de espécies reativas de oxigénio natural das células
fingicas, o0 estresse oxidativo pode ser causado por muitos compostos
antifingicos, sendo o aumento de espécies reativas de oxigénio um dos
mecanismos de acdo causados por esses compostos (Kobayashi, et al. 2002;
Thevissen et al. 2007). Ao analisar o efeito da combinacdo de PvD; com
fluconazol sobre a inducdo da producdo enddgena de ROS em células de C.
tropicalis e C. albicans, verificou-se que no controle, nenhuma fluorescéncia foi
observada, indicando a ndo producao enddégena de ROS, durante aquele periodo
de avaliacdo. Nas células de C. tropicalis, tratadas com as substancias
separadas, ndo houve fluorescéncia significativa, porém, nas células que foram
tratadas com a combinacdo da PvD; e FLC houve um aumento na fluorescéncia,
indicando um aumento na producdo de ROS (figura 17, tabela 5). Nas células de
C. albicans, devido a um pequeno numero de células nos tratamentos, ndo se
pode afirmar que houve um aumento significativo entre os tratamentos, porém em
relacdo ao namero de células no tratamento, houve um aumento de ROS das
células tratadas com a combinacdo de PvD; e fluconazol, em relacdo ao controle
(figura 18, tabela 6). Varios estudos tém mostrado que o aumento na producéo de
ROS nos organismos alvo é um modo de agéo recorrentemente empregado pelas
defensinas e diversos outros AMPs (Giudici et al. 2006; Aerts et al. 2007; Mello et

al. 2011). Quando em combinacdo com drogas, varios AMPs demonstraram a
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potencializagdo ndo s6 do seu efeito de permeabilizacdo, mas também na
producdo de ROS, levando em alguns casos, a morte por apoptose (Aerts et al.
2009, 2011; Thevissen et al. 2012; Van Der Weerden et al. 2010; Taveira et al.
2016).

Outra caracteristica importante em varias leveduras, entre elas algumas
espécies do género Candida, é a formacédo de pseudo-hifas. Essa modificacao
morfologica acontece apds agressdes ou exposicdo a um ambiente hostil como
um método de sobrevivéncia (Jiang et al. 2016). Tem-se descrito nos Ultimos anos
gue alguns AMPs séo capazes de causar a formacéo de pseudo- hifas (Diz et al.
2011, Mello et al. 2014, Taveira et al. 2016). Essa caracteristica também é
observada nas células de Candida tratadas com fluconazol, o que indica que as
células estdo submetidas a estresses e precisam se adaptar para sobreviver.
Nesse estudo, mesmo usando a metade do ICsy do fluconazol, foi possivel
observar a formacéo de pseudo-hifas nas células de C. tropicalis tratadas com o
fluconazol sozinho. Nas células tratadas com a combinacdo em que o FLC foi
colocado primeiro, € possivel ver um principio de formacdo de pseudo-hifas,
algumas células estdo alongadas e parecem estar ligadas umas as outras, mas
nao houve progressdo, muito provavelmente devido a adicdo de PvD;. Este fato
fortalece a suposicdo de que as substancias impedem o efeito uma da outra em
C. tropicalis (figuras 15 e 17).

A combinacéo de PvD; e FLC foi eficaz contra C. albicans possuindo um
efeito aditivo na inibicho de crescimento e levando ao aumento de
permeabilizacdo de membrana e uma possivel producdo enddégena de ROS.
Contra C. tropicalis, no entanto houve uma ag&do antagOnica entre essas
substancias. Levando-se em consideracéo que o alvo da PvD; em C. albicans é a
GlcCer (Mello et al. 2014) e que o alvo de ligagdo para o fluconazol é a enzima
14-a desmetilase, que regula a sintese de ergosterol fungico (Sheehan et al.
1999), podemos sugerir que para a células de C. albicans, a defensina PvD; liga-
se a GlcCer presente na membrana flngica dando inicio a uma cascata de
eventos, entre eles a permeabilizacdo da membrana (Mello et al. 2014),
sugerimos entdo que isso facilita a entrada do fluconazol que por sua vez,
provoca alteracdes na membrana plasmatica através da inibicdo da sintese de

ergosterol potencializando o efeito de inibicdo de crescimento.
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A composicao de membrana da C. tropicalis € pouco elucidada e também
nao € conhecido o alvo de ligacdo da defensina PvD; para esta levedura, o que
pode-se supor € que esse alvo ndo é GlcCer e o antagonismo da combinacéo
nao esta relacionado a interacdo das substancias entre si, mas sim com o alvo de
ligacdo, em especial as diferencas na composicdo da membrana das duas
leveduras testadas. Mais estudos sdo necessarios para desvendar o alvo de
ligacdo da PvD; e os mecanismos pelos quais a combinacdo de PvD; e FLC agem
contra a C. tropicalis.

A acdo combinatdria ou sinérgica entre AMPs e drogas antimicrobianas
gue potencializem seu efeito terapéutico e permitam a reducao na dose aplicada,
ja vem sendo observados nos ultimos anos, gerando resultados promissores
(Park et al. 2006; Aerts et al. 2011; Thevissen et al. 2012; Taveira et al. 2016).
Esses resultados sdo muito importantes, pois ao utilizar uma quantidade minima
do medicamento reduz-se a incidéncia de efeitos colaterais, além de reduzir as
chances de desenvolvimento de resisténcia pelo microrganismo. Os resultados
obtidos com a PvD; sdo mais um indicio do potencial de que os peptideos
antimicrobianos (AMPg) representam uma inesgotavel possibilidade de novos
agentes, que ao atuar em conjunto com medicamentos antifingicos, contribuem
para que 0os mesmos, tenham suas doses efetivas reduzidas, possam penetrar
com mais efetividade na célula do microrganismo, possivelmente até mesmo
aguelas com resisténcia selecionada, e assim potencializar sua atividade

antimicrobiana.



47

7. CONCLUSOES

Podemos concluir que:

o A defensina PvD; extraida de sementes de Phaseolus vulgaris foi
capaz de inibir o crescimento in vitro de C. albicans e C. tropicalis;

o A combinacdo de PvD; com fluconazol teve acdo aditiva contra o
crescimento de C. albicans;

o A combinacdo de PvD; e fluconazol levou a um aumento na
permeabilizacdo de membrana e na producao endégena de ROS em C. albicans;

o A combinacao de PvD; e fluconazol nédo teve agéo aditiva contra as
células de C. tropicalis;

o Foi observada uma acédo diferenciada da combinagdo de PvD; e
fluconazol contra C. tropicalis e C. albicans.
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