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Resumo

Psdl ¢ uma defensina de planta, com 46 residuos de aminoécidos, isolada de
sementes de ervilha, que exibe atividade antifingica por um mecanismo de a¢do ainda
pouco entendido. Sua estrutura, determinada por ressonancia magnética nuclear (NMR)
em solugdo (PDB ID: 1jkz), ¢ caracterizada pelo motivo o/ estabilizado por pontes de
sulfeto. Nesta tese a interagdo de Psdl com membranas artificiais enriquecidas com a
monohexosil ceramida CMH, componente de parede/membrana de células fungicas, foi
mostrada utilizando a sonda fotoativada analoga a fosfatidilcolina ['*’I] TID-PC, por
ressonancia magnética nuclear (NMR) e ressonancia plasmonica de superficie (SPR).

A sonda ['*’I] TID-PC foi incorporada em vesiculas multilamelares (MLV) e
incubada com Psdl por 15 minutos antes de ativagdo com luz UV. Eletroforese em gel
de triscina-glicina na presen¢a de SDS foi utilizada para detectar e isolar a proteina
marcada com a sonda. Os resultados obtidos mostraram que Psdl ¢ capaz de interagir
com lipideos de membrana uma vez que a mesma foi marcada quando MLVs contendo
PC ou PC: CMH (9:1, M/M) foram utilizadas.

Grandes vesiculas unilamelares (LUV) foram utilizadas para detec¢do e
mapeamento da interacdo de Psdl com CMH através da espectroscopia de NMR
utilizando perturbag¢do de deslocamento quimico (CSP) e parametros de relaxagdo de
>N. Psdl foi capaz de interagir com LUVs contendo PC ou PC: CMH (9:1, M/M),
confirmando os resultados obtidos utilizando MLV. Demonstramos que pela interagao
com LUVs quais os residuos de aminoacidos da regido da al¢a 1 (Ala7-Asnl7) e volta 3
(His36-Trp38) apresentam variacdo em seus deslocamentos quimicos. Relaxagdo de
I5SN revelou que essas regides apresentam mobilidade interna (mudangas
conformacionais) quando a proteina encontra-se livre em solugdo. Os valores de R2/R1
obtidos nessas regioes, na presenga de CMH, foram significativamente alterados,
indicando que a mobilidade interna foi diminuida, corroborando os dados de CSP. Em
paralelo, mapeamentos de CSP foram realizados com Psdl na presenca de micelas de
DPC, contendo ou ndo CMH, e resultados semelhantes foram obtidos.

A cinética da interacdo da proteina Psdl e CMH foi quantificada através da
técnica de SPR. A interagdo de Psdl com SUVs (pequenas vesiculas de unilamelares)
compostas de PC, PC: CMH (7:3, M/M) ou CMH foi realizada em CHIP L1 no sistema
BIACORE X. Psdl mostrou afinidade 60 vezes maior pela SUV composta de CMH
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(Reg~ 1500 RU para 14 uM Psdl) do que para SUV composta de PC (Req~ 25 RU para
14 uM Psd1) nas mesmas condigoes.

A atividade bioldgica de Psdl mostrou-se dependente da presenca de CMH.
Cepas de Candida albicans selvagens e deficientes na enzima glicosilceramida sintase
(AGCS1) foram diferentemente inibidas por Psdl, sendo a atividade inibitoéria do
crescimento maior para a cepa selvagem (> 60 %) do que para a cepa deficiente em
CMH (30 %) na presenca de 10 uM de Psdl.

A relevancia da alga 1 e da volta 3 de Psdl na sua interagdo com CMH e para a
atividade antifungica foi avaliada pela mutagdo pontual dos residuos de glicina na
posi¢do 12 por acido glutamico e histidina na posi¢ao 36 por lisina. Ambas as mutantes
sitio dirigidas, Psd1Gly12Glu e Psd1His36Lys, possuem menor afinidade por CMH do
que a Psdl nativa, comparacdo realizada por SPR (respectivamente, Reqs = 65 RU e
160 RU contra 260 RU para a concentragao de 1,5 uM das proteinas em questdo). A
atividade antifungica contra Candida albicans foi prejudicada com as mutagdes
pontuais, enquanto a atividade antifingica de Psd1His36Lys teve uma significativa
reducdo (inibicao de 25 % do crescimento) a atividade de Psd1Gly12Glu foi abolida (<
10 % inibicdo de crescimento) se comparadas a atividade de Psdl nativa (> 95 %
inibi¢do de crescimento) na concentragdao de 20 uM de proteina.

Estes resultados indicam que os movimentos intramoleculares da alca 1 e da
volta 3 sdo cruciais para ligagdo de Psdl a CMH e para sua atividade bioldgica, uma
vez que a auséncia de CMH na parede/membrana de célula conferiu resisténcia do
fungo Candida albicans a esta defensina. Além disso, a mutagdo pontual no residuo de
Gly12 diminui os movimentos intramoleculares, causando grande reducao de afinidade
por CMH e da atividade antifingica. Esta ¢ a primeira evidéncia concreta de um alvo

para Psdl na parede/membrana de célula fungica.
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Abstract

Psdl is a 46 amino acid residue plant defensin isolated from pea seeds, which
exhibits anti-fungal activity by a not very well-understood mechanism of action. Its
structure is characterized by the so-called cysteine-stabilized o/p motif as determined by
solution NMR (PDB ID: 1jkz). In this thesis, the interaction of Psd1 with a CMH-doped
artificial membrane. CMH (monohexosyl ceramide, is a component of the fungal cell
wall/membrane) was accessed by ['*IJTID-PC photolabeling, nuclear magnetic
resonance (NMR) and surface plasmon resonance (SPR).

The photoactivatable phosphatidylcholine analogue ['*°I] TID-PC was
incorporated into multilamelar vesicle (MLV) and incubated with Psdl for 15 minutes
before UV activation. Electrophoresis was performed according to the Triscine-glicine
15 % - 20 % SDS-PAGE method (Schigger H. and von Jagow G., 1987) to identify
labeled protein. ['*’I]TID-PC was found to covalent binding the Psd1 in both MLV, PC
or PC:CMH (9:1, M/M), indicating that this defensin is able to interact with lipid
membranes. Large unilamelar vesicles (LUV) doped or not with CMH were used to
measure the interaction of Psdl with CMH by NMR spectroscopy analysis of chemical
shift perturbations (CSP) and >N relaxation. Psd1 was able to interact with both LUV,
PC or PC:CMH (9:1, M/M), confirming the results obtained with MLV. Moreover, CSP
experiments revealed that residues present in loop 1 (Ala7-Asnl7) and turn 3 (His36-
Trp38) are involved in the interaction with LUV containing CMH. These regions
showed internal motion (conformational change) in the free protein in solution, as
probed by I5N relaxation, but conformational change in Psdl loop 1 and turn 3
diminished in the presence of PC:CMH (9:1, M/M) LUV. In parallel, CSP experiments
were performed with Psdl in the presence of DPC micelles doped or not with CMH
showing similar results.

Psdl1 protein affinity to CMH was also evaluated real-time kinetic of interaction
named SPR. The interaction of Psdl with PC, PC:CMH (7:3, M/M) and CMH SUV
(small unilamelar vesicles) was performed with a L1 CHIP at a BIACORE X system.
Psdl was able to bind to CMH SUV (Req ~ 1500 RU from 14 uM Psdl) with a 60
times higher affinity to the observed for PC SUV (Req ~ 25 RU from 14 uM Psdl) in
the same condition. Psdl-biological activity was CMH-dependent as determined by
Candida albicans wild type and AGCS1 (deficient in glicosylceramide sinthase

enzyme) antifungal assay. Psdl antifungal activity was more prominent in the wilt type
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C. albicans (<60 % growth inhibition) when compared to the observed for CMH-
deficient strain (30 % growth inhibition) at 10 uM concentration of defensin.
Concluding, Psdl1 specific binding to CMH seems to be very important to its antifungal
activity. The relevance of the loop 1 and the turn 3 of Psdl for its interaction with CMH
became clear when residues Gly12 and His36 were punctually mutated to Glu and Lys,
respectively. Both site-directed mutants, Psd1Gly12Glu and Psd1His36Lys, had a lower
CMH affinity when compared to the wild type Psd1 (Reqs = 65 RU and 160 RU against
260 RU). In vitro antifungal activity against Candida albicans was reduced in the
Psd1His36Lys (25 % growth inhibition) mutant and almost abolished in the
Psd1Gly12Glu (> 10 % growth inhibition) recombinant protein (Psdl < 95 % growth
inhibition) at 20 uM protein concentration. All results indicated that the flexibility and
conformational changes of the loop 1 and the turn 3 seem to be crucial for binding to
CMH and biological activity of Psdl, once the absence of CMH in the cell
wall/membrane of Candida albicans conferred yeast resistance to Psdl defensin. Also,
site-directed mutation, Psd1Gly12Glu, diminished internal motion of Psdl and this
cause its loosing binding to CMH and antifungal activity. This work provides the first

line of evidence of a target for Psdl in the fungal cell wall/membrane
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1. Introducao

1.1. Problemas agricolas associados a infeccio por
fungos.

Dados do ministério da agricultura brasileiro apontam o Brasil como um dos
maiores produtores de graos do mundo. Enquanto nossa producao total de graos era de
aproximadamente 58 milhdes de toneladas num total de 14 produtos em 1990, dezesseis
anos depois (2006), a quantidade produzida quase triplicou atingindo os 126 milhdes de
toneladas. No entanto, o aumento da produ¢do nacional de graos nao supera o volume
de gastos com defensivos agricolas. Os niimeros sobre o uso legal de fungicidas na
plantacdo e estocagem de grios sdo alarmantes. Em 1992, foi gasto na compra de
fungicidas o valor de 145 milhdes de dolares e o gasto total em defensivos agricolas foi
de 945 milhdes de dodlares. Esses nimeros aumentam a cada ano alcangando em 2005,
somente para fungicidas o valor de 1,1 bilhdes de dolares, e um montante de 4,25
bilhdes de dolares considerando todos os defensivos agricolas, ou seja, um aumento de
quase 10 vezes em 13 anos. Diante deste quadro paises do mundo inteiro, incluindo o
Brasil, tem investido na otimizagdo do uso de pesticidas determinando limites no seu
uso.

A Organizacdo Mundial da satde (WHO) possui um grupo de trabalho voltado
somente para o controle de pesticidas, chamado WHO Pesticide Evaluation Scheme
(WHOPES) que trabalha em colaboragdo no Brasil com a Agéncia Nacional de
Vigilancia Sanitaria (ANVISA). Em seu relatério de 2007, a ANVISA divulgou as
quantidades de agrotoxicos encontradas em mais de 40 amostras (entre frutas, verduras,

e outros) apresentados na TABELA 1.1. Esse relatorio mostrou indices insatisfatorios



de residuos de agrotoxicos em muitas das amostras testadas, além da presenca de

agrotoxicos ndo regulamentados.

Note na TABELA 1.1 que em praticamente todos os produtos ha pelo menos um

antifungico nao autorizado para aquele cultivo ou acima do limite maximo de residuos.

Tabela 1.1: Andlise de residuos de pesticidas realizados pela ANVISA em alimentos no

ano de 2007.

Cultura

Total de
amostras
analisadas

Amostras

insatisfatorias

Total

%

Agrotdxicos encontrados nas amostras
insatisfatorias

ALFACE

135

54

40,00

NA - Ditiocarbamatos, metamidofos,
acefato, clorpirifos

BATATA

147

2

1,36

NA — Endossulfan

MORANGO

94

41

43,62

NA - Metamidof6s,
Folpete, Tetradifona,  Procloraz,
Endossulfam,  Acefato, Captana,
Pirimifés-etilico, Ciproconazol,
Dimetoato, clorpirifés, Profenofos.
Acima do LMR - Difenocanazol,
Ditiocarbamatos, Iprodiona,
Azoxistrobina, Procimidona

Clorotalonil,

TOMATE

123

55

44,72

NA - Metamidofos, clorpirifos,
monocrotofos, endossulfam

MACA

138

2,90

NA - Azinf6s metilico,
lambdacialotrina, diclorvos

BANANA

139

4,32

NA - Procloraz, lambdacialotrina,
carbendazim
Acima do LMR — Tebuconazol

MAMAO

122

21

17,21

NA - Clorpirifés, bromopropilato,
dimetoato, lambda-cialotrina,
endosulfam, carbendazim, acefato,
Acima LMR - tetradifona,
clorotalonil

CENOURA

151

15

9,93

NA - Clorpirifés, endosulfam, acefato,
metomil, captana

LARANIJA

149

9

6,04

NA - Fenitrotiona, procloraz,
profenofos
Acima do LMR — Triazofos

TOTAL

1198

207

17,28

NA - ndo autorizado, LMR — limite mdximo de residuo. Em italico, compostos com
acdo fungicida. Adaptado da Nota Técnica de Esclarecimento sobre o Risco de
Consumo de Frutas e Hortaligas Cultivadas com Agrotoxicos, ANVISA 2007.




Pesquisadores da area trabalham na busca de alternativas aos pesticidas, uma vez
que esses ndo sdo baratos e contaminam o meio ambiente sendo um problema de satde
publica crescente. Anuradha T. S. e colaboradores (2008) mostraram que plantas
transgénicas de tabaco e amendoim que receberam o gene da defensina de mostarda,
chamada BjD, tornaram-se mais resistentes a infeccdo pelos fungos Fusarium
moniliforme, Phytophthora parasitica pv. Nicotianae, Pheaoisariopsis personata €
Cercospora arachidicola. Nesse trabalho, observou-se que as plantas transgénicas
apresentavam redugdo de 92 % e 88 % (tabaco e amendoim, respectivamente) no
numero de lesdes foliares quando desafiadas pela borrifagdo com conidios das espécies
descritas (Anuradha T. S. e col., 2008). Essa alternativa apresenta inimeras vantagens,
como a diminui¢do ou elimina¢do do uso de fungicidas na plantacdo, implicando em
uma reducdo de custos e da quantidade de residuos téxicos no produto final. Porém, a
produgdo e consumo de transgénicos envolve a melhor discussdo de questdes cientificas
e éticas, além da resisténcia da populacdo a esses produtos geneticamente modificados.
Entretanto, com o passar dos anos, o uso de produtos geneticamente modificados tem
aumentado uma vez que, na maioria das vezes, sdo economicamente mais vidveis que os
ndo transgénicos (European Initiative for Biotechnology Education, 1998 e 1999;
Mendonga-Hagler L. e cols., 2008).

O uso de pesticidas, dentre eles fungicidas, também ocorre com freqiiéncia para
preservagdo de produtos agricolas apos a colheita, ja que a perda da produgdo pode
alcangar até 20 % durante sua estocagem (Janisiewicz W. J. J. e Korten L., 2002). O uso
de tratamentos fisicos e/ou quimicos (luz UV, calor, fungicidas sintéticos, dentre outros)
ajudam a minimizar essas perdas. Um adjuvante nessas manobras ou até uma alternativa

que vem ganhando for¢ca no mercado ¢ o uso de bioantagonistas, agentes microbianos



capazes de colonizar o produto e assim reduzir a infestagdo por determinado patdgeno
(Janisiewicz W. J. J. e Korten L., 2002).

Janisiewicz W. J. e colaboradores (2008) acreditam ainda que o melhoramento
de bioantagonistas através de modificagdo genética apresenta grande potencial para a
diminui¢do de perdas pos-colheita. Isso porque essas modificagdes podem levar, por
exemplo, a um aumento da tolerdncia a estresses ambientais ou a produgdo de
antifungicos naturais, como as defensinas. No trabalho citado, uma levedura Pichia
pastoris recombinante capaz de secretar a proteina antifungica Psdl, foi aplicada em
magcas antes da infec¢do com o fungo Penicillium expansum. Os resultados mostraram
uma reducdo maior que 80 % na severidade da infeccdo na fruta que recebeu o
bioantagonista, em comparagdo com a que ndo recebeu nenhum tratamento (Janisiewicz
W. J. e col., 2008).

Plantas sdo continuamente expostas a diferentes estresses oriundos de condi¢des
ambientais como temperatura, salinidade e patdégenos predadores, como fungos. Em
resposta a esses estresses, as plantas desenvolveram mecanismos de defesa durante sua
evolugdo para minimizar os efeitos desses estresses. Faz parte desses mecanismos a
produ¢do de compostos como fendis, metabdlicos secundarios e proteinas
antimicrobianas. Estas Ultimas apresentam papel chave na defesa contra
microorganismos uma vez que utilizam diferentes estratégias de acdo (Tavares L. S. e
col., 2008).

A producdo de proteinas antimicrobianas ¢ uma estratégia de amplo espectro
usada para defesa de muitos organismos, incluindo as plantas (Carvalho A. O. and
Gomes V. M., 2009). Dentro da classe de proteinas antimicrobianas de plantas, esta
uma grande familia chamada defensinas de plantas, que inclui moléculas com

surpreendente conservacao de estrutura e fungdo, descritas inicialmente em sementes de



trigo e cevada (Colilla FJ e col., 1990; Carvalho A. O. ¢ Gomes V. M., 2009). Essas
proteinas possuem atividade antimicrobiana contra fungos e/ou bactérias, ou ainda
atividade inibidora da enzima o-amilase, sendo classificadas de acordo com sua
atividade biologica e seqiiéncia de aminoacidos (Almeida M. S. e col., 2002). A
atividade e estrutura das defensinas de plantas serdo partes integrantes desta tese e serdao

abordadas mais a frente.

1.2. Problemas meédicos associados a infeccao por

fungos.

A pandemia SIDA/HIV se tornou um desastre humano e social, particularmente
afetando o desenvolvimento de paises da Africa, Sul da Asia ¢ América Latina. Em
2007, o nimero de pessoas infectadas com HIV foi estimado em 35 milhdes no mundo
inteiro (UNAIDS/WHO, 2007) (FIGURA 1.1 A).

Durante o ano de 2007, a pandemia SIDA/HIV foi responsavel pela morte de 2,5
milhdes de pessoas, e 2,5 milhdes de novos casos foram reportados (FIGURA 1.1 B). A
cada dia, sdo registrados 14 mil novos casos de infec¢ao por HIV, sendo mais da metade
desses casos de pessoas com menos de 25 anos (UNAIDS/WHO, 2007).

No Brasil, de 1998 até hoje, o nimero de 6bitos tem permanecido constante, em
torno de 11 mil casos, sendo a regido sudeste responsavel por mais da metade desses
casos (Ministério da Saude, http:/portal.saude.gov.br/saude/, Cidaddo, Orientacdo e

Prevencao, DST-AIDS).
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Figura 1.1: Numero de casos de portadores do virus HIV no ano de 2007. A- estimativa
de pessoas portadoras do virus HIV. O niimero total de casos chega a 35 milhdes em
todo o mundo. B- estimativa de novos casos de HIV. O numero total pode chegar a 4
milhdes em todo o mundo. Modificado do manual: AIDS epidemic update
UNAIDS/WHO 2007.

O virus HIV, ao entrar em contato com fluidos do hospedeiro, liga-se a um

receptor presente na superficie celular dos macrofagos, mondécitos e linfocitos T



chamado receptor CD4 através da glicoproteina viral gp120. Outros co-receptores justa
posicionados também sdo requeridos para infec¢ao viral. Apds a adesdo, a glicoproteina
transmembrana gp41 do virus HIV ¢ inserida na membrana da célula do hospedeiro para
iniciar a fusdo entre o virus e essa membrana. Na fusdo, o virus HIV insere na célula
hospedeira seu material genético (RNA fita simples), mais as proteinas transcriptase
reversa e ribonuclease, além dos primers necessarios para a sintese da primeira fita
dupla de DNA. Essa fita de DNA ¢ integrada ao DNA da célula hospedeira e comega a
sintese de material protéico para formagdo de novos virus (Rivera D. M.e Frye R.E.,
2007). A partir deste ponto, a célula hospedeira perde sua fungdo na defesa do
organismo e passa somente a produzir novos virus. A sintese de novos virus tem como
uma das principais etapas a modificacdo da membrana plasmatica do hospedeiro. Esta,
uma vez modificada, servira de arcabougo dos novos virus no momento da liberacao,
que estaro livres para poderem encontrar outra célula CD4" e recomegar o ciclo. A
diminui¢io de células de defesa CD4" acarreta em uma menor capacidade de o
organismo evitar e eliminar infeccdes.

A TABELA 1.2 mostra a incidéncia de algumas das doengas oportunistas mais
freqlientes em para pacientes portadores do virus HIV em seis paises, incluindo o Brasil
(UNAIDS/WHO, 1998). Estes dados mostram a incidéncia maior de alguns tipos de
infecgdes e revelam que doencas devem receber especial atengcdo dos 6rgdos de saude.
Note que na TABELA 1.2 ha 6 doencas causadas por fungos: aspergilose, candidiase,

criptococcodiose, criptococcodiose — isoporiases € peniciliose.



Tabela 1.2: Prevalecéncia em 6 paises de doengas oportunistas em portadores do virus
HIV

Costa do
Doenga oportunista Brasil México Tailandia USA Zaire

Marfim
Aspergilose 3% _ 3-7% - - -
Micobacteriose atipica | 4 % - 5-6 % 2% 4 % -
Bacteremia 7 % - - 4% - -
Candidiase 24 % 5% 30 % 11 % 13% |-
CMV 26 % 5% 65-69% | 4% 5% 13 %
Criptococcodiose 5% 5% 7-11 % 2% 7% 19 %
Criptococcodiose =
' . 4% 14 % 8 % 4% 6 % <2%
isoporiases
Enterite, ndo especifica | 12 % - - - - 13 %
Herpes (sistémica) 6 % - 5% 10 % 4% -
Histoplasmose 3% - 5-10 % 8% - <2 %
Sarcoma de Kaposi 13 % 5% 30-43% | - 21 % 16 %
Linfoma 4% 4% 10 % - <1% |-
Nocardiose 5% - <2% - - -
Peniciliose - - - 4-25% - -
PML ou HIV encefalite | 6 % 11% - 7% <1% |-
Pneumonia

4% 22% 24 % 26 % 64% |<2%
(Pneumocystis carinii)
Pneumonia 5% 16 % - - - 34 %
Toxoplasmose 21 % 14-34% | 17 % 2% 3% 11%
Tuberculose 54 % 41 % 28 % 20 % 3% 41 %
Outros 9% - - 9% - -

Em cinza estdo doengas causadas por fungos. Espagos com traco (-) significam dados
nao fornecidos. Modificado do manual: HIV-related opportunistic diseases: UNAIDS
Technical Update 1998.



A infecgdo por fungos é também uma complicagdo crescente em outras situagdes
como transplante de 6rgdos, medicina neonatal e cirurgia pediatrica (Steinbach W. J.
2006) sendo uma importante causa de morbidade e mortalidade em criangas
imunocomprometidas (Prasad P. A. e cols., 2008). A maioria das infeccdes ¢ causada
por espécies de Candida e Aspergillus e estdo associadas com mortalidade
significativamente abrupta (Prasad P. A. e cols., 2009).

Dentro da categoria infec¢do fingica, clinicamente, sdo utilizados os termos
infeccdo superficial (pele e mucosa) e infec¢do invasiva. As infeccdes superficiais sao
causadas por fungos dermatofitos e leveduras, e estdo presentes em pacientes
hospitalizados e ndo hospitalizados. Ja as infecgdes invasivas sdo doencas
potencialmente perigosas, com risco de morte para as pessoas doentes e/ou
imunocomprometidas, ou seja, pessoas que precisam de atendimento médico
especializado (Chen S. C. A. e Sorrell T. C. 2007).

A aspergilose invasiva tem emergido no mundo inteiro como uma importante
causa de infeccdo entre pacientes imunocomprometidos, incluindo pacientes em terapia
contra o cancer, transplante de 6rgaos e avancada infec¢do por HIV. Neste ultimo, como
visto na TABELA 1.2, a aspergilose ja se apresenta como uma infec¢do de significativa
prevalecéncia. A mortalidade por aspergilose invasiva ¢ dramaticamente alta,
aproximando-se de 90 % da populacio de pacientes profundamente
imunocomprometidos sendo a principal causa nos transplantados de medula Ossea
(Maertens J. e cols., 2004).

As opgdes terapéuticas viaveis para o tratamento de aspergilose invasiva estao
limitadas a um pequeno arsenal de compostos antifingicos. O deoxicolato de
anfotericina B foi considerado o agente antifingico padrdo para o tratamento de

aspergilose invasiva em pacientes severamente imunocomprometidos, principalmente



pelo longo historico de 40 anos de uso desse farmaco. Porém, a nefrotoxicidade e
toxicidade aguda de infusdo limitam muito seu uso. Formulagdes lipidicas de
anfotericina B diminuem a toxicidade das doses mais altas, mas com resultados
similares ao uso do deoxicolato para o tratamento primario de aspergilose invasiva
(Maertens J. e cols., 2004). O mecanismo de acdo para a atividade antifungica de
anfotericina B (FIGURA 1.2) ocorre através da ligagdo desta ao esterol de membrana do
fungo (ergosterol) e posterior aglomeragao na membrana deste complexo para formagao

de um poro inespecifico contendo em sua luz somente moléculas da droga.

Figura 1.2: estrutura da droga anfotericina B.

Os antifungicos triazélicos (FIGURA 1.3), fluconazol, itraconazol e voriconazol,
sdo outra classe de compostos que podem ser utilizados no tratamento de aspegilose
invasiva. Esses compostos possuem o mérito de serem vidveis em formulacdes orais e
parentais. Entretanto sua indicagdo ¢ realizada com muita cautela por causa de seu alto
grau de hepatotoxicidade e a presenca de interacdes cruzadas com outras drogas
(Maertens J. e cols., 2004). Essa classe de antifugicos € capa de inibir o crescimento de
fungos através da inibi¢do da enzima lanosterol 14-demetilase (ERG11) da via de

sintese do ergosterol. A auséncia de ergosterol diminiu a fluidez de membrana
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impedindo varisa de suas fungdes, inclusive crescimento, e ocorre também o acumulo

de intermediarios da via sintese, muitas vezes toxicos para a cé¢lula do fungo.
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Figura 1.3 : estrutura dos azdéis fluconazol, itraconazol e voriconazol.

A candidiase invasiva, dentre as infec¢des fungicas, sdo as mais freqiientes e
embora Candica albicans permanega como a espécie mais comum (40 - 50 % das
candidemias) foi relatado o aumento de infecgdes por espécies de Candida resistentes a
az6is (Chen S. C. A. e Sorrell T. C. 2007).

Em pacientes com candidemia, ¢ essencial evitar a disseminagdo da infecgao

para outras partes do corpo, como coracao (endocardite) e ossos (osteomietite), o que
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influencia a duragdo do tratamento e suas implicagdes no prognostico (Chen S. C. A. e
Sorrell T. C. 2007).

Equinocandinas (FIGURA 1.4) foram descritas como uma classe muito
promissora de compostos antifingicos, mas com espectro de atividade relativamente
restrito. Apesar de serem ativos contra espécies de Candida e Aspergillus, incluindo
aquelas resistentes a azdis e polienos, suas atividades contra espécies de Penicillium sao
muito variaveis ndo tem atividade contra espécies de Criptococcus, € também possuem
baixa ou nenhuma atividade “in vitro” contra espécies de Fusarium, Rhizopus, Mucor,
Scedosporium e Pseudallescheria boydii. Sem duvida, o breve panorama descrito acima
justifica a procura de novas drogas para o tratamento das infec¢des fingicas (Chen S. C.
A. e Sorrell T. C. 2007). Sdo inibidores da P (1-3) glucan sintase, e dessa forma inibem

o crescimento do fungo por inibir a sintese de parede celular.
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Figura 1.4: estrutura da caspofugina (equinocandina).
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A necessidade de alternativas aos antifingicos tradicionais, com compativel
atividade e viabilidade na produgdo, tem demandado esfor¢cos de muitos pesquisadores
ndo s6 na area médica, mas também na agricola. Trabalhos nessas areas apontam os
peptideos e proteinas antimicrobianas, cujos mecanismos de acdo ndo apresentam
qualquer semelhanca com os antifungicos tradicionais, como uma futura fonte de
antibidticos devido a notorias vantagens como simplicidade molecular, amplo espectro
de agdo e auséncia de mecanismos de resisténcia (Rotem S. e Mor A., 2009).

Duas proteinas antimicrobianas Rs-AFP2 e heliomicin (obtidas de rabanete e
mariposa, respectivamente) apresentam atividade toxica “in vitro” para fungos, mas nao
para células de mamiferos, sendo apontadas como moléculas promissoras a serem
aperfeigoadas para uso terapéutico (Thevissem K. 2007). Adicionalmente foi mostrado
que a proteina Rs-AFP2 reduz o numero de unidades formadoras de colonias de
Candica albicans nos rins de camundongos infectados por via intravenosa com este
microrganismo (Tavares P. M. e cols., 2008). Sem duvida para a utilizagdo dessas e de
outras proteinas devemos avangar na pesquisa basica visando identificar com maior
precisdo, os seus alvos de acdo, bem como, na pesquisa aplicada com a proposi¢ao de

testes pré-clinicos e clinicos, que certamente serdo realizados nos proximos anos.

1.3 Proteinas Antimicrobianas

Proteinas de defesa contra microrganismos invasores estdo presentes em todos
os reinos da natureza constituindo uma forma de defesa inata muito eficiente, visto que
tal sistema foi mantido com poucas alteragdes até os dias de hoje. Nos Reinos Animal e
Vegetal existe uma ampla distribuicdo dessas proteinas, sugerindo que estas possuam
um papel de importancia fundamental no sucesso evolutivo de organismos

multicelulares complexos. Em seres superiores, encontram-se principalmente nos locais
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mais propicios a invasdo por patdégenos (como mucosas de humanos e raizes ou folhas
de plantas), combatendo diretamente ou trabalhando em conjunto com outros efetores
do sistema de defesa, a fim de conter logo nos estagios iniciais uma possivel infec¢do
(Grayer e Kokubun, 2001).

Considerando a quantidade e a diversidade das proteinas antimicrobianas,
podemos categoriza-las com base em suas estruturas secundarias. Um principio geral
para todas as classes ¢ a capacidade destas moléculas em adotar uma conformagdo que
apresenta regides hidrofobicas e cationicas espacialmente organizadas em discretos
segmentos da molécula (Epand, R. M. e Vogel, H. J., 1999). Proteinas lineares com no
maximo 25 aminoacidos, como a magainina (isolada de pele de sapo Xenopus laevis)
possuem somente atividade ao adotarem uma estrutura em o-hélice, mesma estrutura
apresentada por elas quando estdo inseridas na membrana do microrganismo alvo
(Zasloff M., 1987). Proteinas com uma ou duas pontes de dissulfeto, como a protegrin-1
(isolada de neutrofilo de porco) possuem diversidade de tamanho (de 10 a 35
aminoacidos), porém mantém a caracteristica de proteinas catidnicas com atividade
antimicrobiana. Possuem, ainda, estrutura em folha- ¢ seu mecanismo de agdo, assim
como para as proteinas lineares, se concretiza através da formagdo de poros na
membrana do microrganismo (Jang H. e cols., 2007). As proteinas que apresentam em
sua estrutura trés ou quatro pontes dissulfeto englobam varias classes de proteinas, com
atividades complexas como, por exemplo, atividade antimicrobiana, inibidores de
proteases, antiviral, hemolitica, inibidores de canais, entre outros. Uma classe de
proteinas, as defensinas, tem especial interesse para esta tese. As defensinas sdo
proteinas que possuem uma estrutura que consiste em uma o-hélice e uma folha-p anti-
paralela relativamente rigida, mantida pela presenca de pontes dissulfeto. Em algumas

estruturas apresentam somente a folha-f anti-paralela. Em sua estrutura tercidria,
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apresentam regides com grupos de aminoacidos hidrofébicos e catidnicos segregados e

bem organizados (Bruix e cols., 1993; Fant e cols., 1998, 1999; Almeida ¢ cols, 2002).

1.4. As defensinas

Este grupo de proteinas apresenta, como dito anteriormente, caracteristicas em
comum, como massa molecular de aproximadamente 5 kDa e presenca de pontes
dissulfeto, importantes para sua atividade biologica. Apresentam, também, regides bem
definidas com motivos positivos e hidrofobicos caracterizando-as como proteinas
basicas (Osborn e cols., 1995; Broekaert e cols., 1995; Segura e cols., 1998; Almeida e
cols., 2002, Janssen ¢ cols., 2003, e Lin Y. J. ¢ cols., 2006). Como ilustrado na FIGURA
1.5, as defensinas possuem uma estrutura tridimensional caracteristica desse grupo,
composta de uma o-hélice e uma folha-B ou somente folha-B, dispostas no padrdo

conservado de fita-B/a-hélice/ fita-B/ fita-B (Landon C. e cols.,1997).

A atividade antimicrobiana dessa classe de proteinas ¢ o principal ponto de
divergéncia entre as defensinas de plantas e as de mamiferos e insetos. As proteinas
HBD-2 (B-Defensin 2 humana) e cecropina (defensina de inseto) possuem atividade
antibacteriana e antifungica. Outras, como a drosomicina (defensina de inseto), possuem
somente atividade antifiungica (Landon e cols., 2000). As defensinas de plantas possuem
atividade antifiingica e serdo abordadas mais a frente. As defensinas de mamiferos sao
proteinas que possuem trés pontes dissulfetos que estabilizam trés fitas-f anti-paralelas
e uma pequena o-hélice para as B-defensinas (a-defensinas ndo apresentam a-hélice).
As defensinas de mamiferos diferem ainda no pareamento das pontes dissulfetos, sendo
a sequéncia ordinal das cisteinas para a-defensinas 1* CISTEINA - 6* CISTEINA, 2°

CISTEINA - 4* CISTEINA e 3* CISTEINA - 5* CISTEINA ¢ para B-defensinas a ordem
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¢ 1° CISTEINA - 5* CISTEINA, 2* CISTEINA - 4* CISTEINA e 3* CISTEINA - 6

CISTEINA (Sawai e cols., 2001).

“T
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HNP-3 Drosomicina Rs-AFP1

Figura 1.5: Representacdo da estruturas tridimensionais das defensinas HNP-3 (Homo
sapiens, neutr6filo humano), Drosomicina (Drosophila melanogaster, droséfila) e Rs-
AFP1 (Raphanus sativus, rabanete) obtidas por NMR. As fitas-f antiparalelas estdo
representadas por fitas amarelas, com cabecas de seta, enquanto as o-hélices sao
representadas por fitas espiraladas vermelhas; as voltas-p3 estdo coloridas de azul; em
branco sdo as regides sem estrutura definida, chamadas de algas; as pontes dissulfeto
estdo representadas na forma de bastdes Estruturas tridimensionais extraidas do banco
de dados PDB, com os cédigos PDB ID: IDFN (HNP-3), IMYN (Drosomicina) e 1AYJ
(Rs-AFP1).

As defensinas de mamiferos sao descritas como agentes que atuam diretamente
na membrana plasmatica alvo, porém acredita-se que essa nao deva ser o seu Unico alvo
de acdo. Como geralmente 50 % ou mais dos seus residuos sdo hidrofobicos, em
conjunto com os também abundantes residuos basicos, as interagdes das proteinas desta
familia com a membrana bacteriana se refletem nas suas atividades bioldgicas.
Inicialmente, as defensinas de mamiferos interagem com LPSs (lipopolissacarideos)
polianidnicos para posterior destrui¢ao da camada externa da membrana plasmatica. O
proximo passo ¢ uma associacao dessas proteinas com fosfolipidios de carga negativa e

inser¢ao para dentro da membrana, onde se reorientam paralelamente a esta. Apos

atingirem uma concentragdo critica, essas proteinas sdo capazes de formar canais
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transmembranares, chamados poros (FIGURA 1.6), tratando-se de complexos de

proteina/lipideo supramoleculares (Matsuzaki e cols., 1998; Jenssen H. e cols., 2006).

® © ®
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Figura 1.6: Os mecanismos de agdo de proteinas antibacterianas. A membrana
bacteriana ¢ representada como uma bicamada lipidica amarela com as proteinas
representadas como cilindros, em que as regides hidrofilicas estdo em vermelho e as
regides hidrofobicas estdo em azul. Os modelos que explicam os mecanismos de
permeabilizagdo de membrana sdo indicados (A a D). No modelo “A”, as proteinas sdo
reorientadas na membrana como um agregado formando complexos similares a micelas
de proteinas e lipidios, mas sem adotar qualquer orientacdo particular nem poro. No
entanto, as proteinas conseguem acesso a superficie interna da bicamada, de onde
podem continuar agindo na membrana ou ligar-se a alvos intracelulares. O modelo "B"
propde uma reorientagdo perpendicular ao plano da bicamada lipidica com as regides
hidrofilicas da proteina associadas com os grupos de cabeca do fosfolipidio, enquanto as
regides hidrofobicas associam-se com a calda do lipidio. Neste processo, a membrana
curva-se para dentro tal forma que a bicamada também forra o poro. No modelo "C", as
proteinas em uma orientagdo perpendicular ao plano da bicamada, com as regides
hidrofilicas da proteina voltadas para o lumem do poro e as regides hidrofobicas
interagindo com os lipidios da bicamada. Note-se nesse modelo que o didmetro do poro
¢ bem inferior ao apresentado o modelo “B”. O modelo "D" propde o agregado de
proteinas paralelamente a bicamada até que em uma determinada concentragdo dada,
chamada de limiar, ocorre a agdo similar a detergente causando formagao de micelas e
poros na membrana. Adaptado de Jenssen H. e cols., 2006.
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Além da atividade antibacteriana direta, alguns autores acreditam que as
defensinas de mamiferos estejam envolvidas na sinalizacdo de citocinas ¢ mediagdo de
resposta imunologica baseados em: (a) HBD-2 tem sua expressdo fortemente induzida
em queratindcitos apos contato destes com bactéria Gram (+) ou por citocinas pro-
inflamatorias como Fator de Necrose Tumoral (TNF)-a ou IL-18; (b) HBD-2 ¢ capaz de
se ligar a LPS soltuvel e assim antagonizar a habilidade do LPS de estimular a produgio
de citocinas em macréfagos (por exemplo, TNF-a, e assim diminuir o estimulo a
sepsis); (c) outras defensinas de mamiferos foram descritas com capacidade de recrutar
células T e aumentar a quimiotaxia de mondcitos (Sawai e cols., 2001). Todas essas

atividades, entre outras ndo citadas, sdo objeto de estudo de varios grupos de pesquisa.

1.5. Defensinas de plantas

1.5.1. Estrutura tridimensional

As defensinas isoladas de plantas compreendem um grupo de proteinas
antimicrobianas de 45-54 aminoacidos, ricas em cisteinas utilizadas na formacao de
quatro pontes dissulfeto (ndo trés como as de mamiferos). A importancia das pontes
dissulfeto para a organizagdo estrutural das defensinas ¢ indicada pelo fato de que as
mesmas perdem sua atividade quando as cisteinas encontram-se reduzidas (Terras e
cols., 1992).

O nome dado a essa familia de proteinas decorre da similaridade estrutural e
funcional dessas com as defensinas isoladas de mamiferos e de insetos. Apesar da
similaridade de estrutura secundéria e terciaria, as defensinas de plantas ndo apresentam
similaridade significativa de seqiiéncia primaria de aminoacidos com as defensinas de

mamiferos e inseto (Thomma ¢ cols., 2002; Antcheva N. e col. 2009).
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As defensinas de plantas possuem poucos aminoacidos altamente conservados
entre si, porém uma identidade bem mais alta pode ser notada entre alguns membros
dessa familia de peptideos antimicrobianos. Com base nesse fato, Terras e
colaboradores propuseram a subclassificagdo das defensinas de plantas em pelo menos
tr€s grupos distintos (Terras e cols., 1992, 1993; Broekaert e cols., 1995). Apesar dessa
subclassificacdo, a defensina Psdl isolada de semente de ervilha ndo possui identidade
de seqiiéncia primdria suficiente com os membros dos grupos I, IT ou III, o que levantou
a possibilidade de existirem defensinas que poderiam ser classificadas em grupos
distintos (Almeida e cols., 2000). As proteinas sdo agrupadas conforme atividade
antifingica e atividade inibidora de a-amilase, como sera descrito no topico 1.5.2 sobre
atividades das defensinas de plantas.

As defensinas de plantas da figura abaixo (FIGURA 1.7) tiveram suas estruturas
tridimensionais determinadas por espectroscopia de ressondncia magnética nuclear
(NMR). Sao elas: Rs-AFP1 de Raphanus sativus (Fant e cols., 1998), Ah-AMP1 de
Aesculus hippocastanum (Fant e cols., 1999), gamma 1-hordothionin de Hordeum
vulgare (Bruix e cols., 1993), gamma 1-purothionin de Triticum aestivum (Bruix e cols.,
1993), Psd1 de Pisum sativum (Almeida M. S. e cols., 2002), PAD1 de Petunia hybrida
(Janssen e cols., 2003), NaD1 de Nicotiana alata (Lay F, T. e cols., 2003), VD1 de
Vigna radiata (Lin Y. J. e cols., 2006) e VrD2 de Vigna radiata (Lin K. F. e cols.,
2007). Todas elas, com exce¢do da proteina PhD1, possuem estruturas altamente
homologas, em que um segmento Cys-X-X-X-Cys na a-hélice conecta-se através de
duas pontes dissulfeto ao segmento Cys-X-Cys na terceira fita-B. Tal padrao estrutural
¢ conhecido como a-hélice estabilizada por cisteinas e também ¢ encontrado nas

defensinas de insetos e neurotoxinas de veneno de escorpides (Kobayashi e cols., 1991).
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Psd|RPisum_sativum|1 JKZMH-46 -KTE- EHLADTYRBYVEF THASEDDHEK MK AHL | SEBTEHM- - - - WKEFETON
VrD2|Vigna_radiata| 2GL1A-47 -KTE-EMNLANTYREGFEF TTGSEDDHEKNKEHLRSBRERD - - - DFR TRM
RsAFFP1|Raphanus_sativus| 1A4Y 1-51 EKLE- ERFSGTWSBVEGHNNABKMNAE | NLEKARHBSBMNYYFPAHKE | BYFP
AR-AMPT|Aesculus_hippocastanum| 1 BKE1-50 - - LEBMERFSQTWSEHNEGHTAHEDK QBADWEK ASHBABHKRENHWIKEF B F I
FPhDA|Petunia_hybridal 1 N4NA-47 -ATE- KAECPTWDSYVE | NEKKPEVACEBEKK - AKFSDEHESK - - | LRRELETKE
NaD1|Nicotiana_alatal| 1MR4/1-47 -REE- KTESHNTFFEIE | TEFPERKAR | S- EKFTDBHESK - - | LRRELETKF
VrDA|Vigna_radiatal 1 TIS1-46 -RTE-MIKKEGW- BKEL IDTTEAHSEKN- RGY | GBMNEK.G- - MTRTEYEBLYN
gamma_1-hardothionin|Hordeum_vulgare|[1GFT/A-47  -RIE- RRRSAGFEKBFEVSHNEKNEAQVEMG - EGWGGEMNEDG - - FLEREKEMRR
gamma_T-purathionin_|Triticum_aestivum|1GFP5A1-47 - K 18- RRRSAGFEGPEMSNENEAQYEQQR - EGNWGGEMNEDG - - PFRREKE | RQ)

Consensus - KTC-ER+S+TWeG+ C+ +NK+ C++ + CKNKEK++GGNC++ - - PLRRC+CTRNC
Figura 1.7: Alinhamento da seqiiéncia primaria de algumas defensinas isoladas de
varias espécies de plantas com estrutura tridimensional determinada. Os residuos
conservados em todas as defensinas descritas nesta figura estdo em azul escuro. Os
residuos semi-conservados aparecem em azul claro. Os residuos de aminoacidos mais
conservados sdo mostrados na ultima linha da figura (consensus). A numeragdo
apresentada esta relacionada com a seqiiéncia da proteina Rs-AFPI.

Além desse padrao estrutural em comum, em todas as estruturas a alga 1 (apos a
primeira fita-f e antes da o-hélice) ¢ conectada através de uma ponte dissulfeto ao final
da segunda fita-f, e a primeira fita-f € conectada por uma ponte dissulfeto entre a
primeira e a ultima cisteina (residuo C-terminal destas proteinas), com a terceira e
ultima fita-B. A defensina PAD]1, isolada de Petlinia, possui uma ponte dissulfeto a mais
que liga a primeira alga a a-hélice (totalizando cinco pontes dissulfeto), porém essa
ponte dissulfeto adicional, aparentemente, ndo causa alteragdo alguma de estrutura
terciaria com respeito as outras defensinas (Janssen e cols., 2003). Esta proteina também

ndo possui um residuo de glicina na al¢a 1, o que também ndo ¢ comum as defensinas

de plantas.

1.5.2. Atividade biologica

Grande parte das defensinas isoladas de plantas, entre elas todas as defensinas
pertencentes ao grupo I e II, apresentam atividade antifingica em concentragdes
micromolares (Terras e cols., 1992, 1993; Broekaert e cols., 1995; Osborn e cols.,

1995). Outras possuem alta atividade antibacteriana além de serem antifingicas, como
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as isoladas de semente de espinafre Spinacia oleracea (Segura e cols., 1998) ou entdo
sdo capazes de inibir a enzima o-amilase de insetos sem, no entanto, apresentarem
atividade antifingica, o que as inclui no grupo III (revisdo de Broekaert e cols., 1995).
A distingdo em relacdo a atividade das defensinas do grupo I e II se baseia na
observacdo microscopica do fungo Fusarium culmorum incubado na presenca dessas
proteinas. Quando esse fungo ¢ inibido por defensinas pertencentes ao grupo I, hd um
aumento acentuado da ramificacdo das suas hifas, enquanto que as defensinas do grupo
IT sdo incapazes de induzir tal alteracdo morfologica. Essa definicdo, apesar de
simplista, ¢ adotada por alguns autores até hoje (Aerts A. M. e cols., 2008), porque
permitiu o agrupamento de proteinas que apresentaram certa identidade de sequéncia de
aminoacidos em algumas regides da proteina.

Assim como para as defensinas de insetos e mamiferos, a atividade antifingica e
antibacteriana das defensinas de plantas ¢ alterada, na maioria das vezes, na presenga de
cations. Nesses casos, que dependem nao s6 do tipo de defensina, mas também do tipo
de organismo-alvo, as defensinas de plantas apresentam sua poténcia antifungica
reduzida em aproximadamente 100 vezes, quando o meio de cultura onde se realiza o
ensaio de atividade antifungica ¢ suplementado com CaCl, 1 mM ou KCl 50 mM
(Terras e cols., 1992, 1993; 1995; Osborn e cols., 1995; Almeida M. S. e cols., 2000).
Essa diminui¢do da atividade antifingica causada pelo aumento da forga idnica ¢ um
indicio da possivel interacdo das defensinas de plantas com receptor (es) especifico(s)
presente(s) na membrana ou parede celular dos fungos. A alta afinidade de ligagao das
defensinas [*>S]Hs-AFP1 (isolada de Heuchera sanguinea) ¢ [>>S]Dm-AMP]1 (isolada
de Dahlia merckii) tanto em hifas como em uma preparacdo bruta de membrana de

Neurospora crassa (KD~ 28 nM) apontam nesta direcao.
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As defensinas capazes de inibir o crescimento de N. crassa como Ct-AMP1
(Clitoria ternatea), Rs-AFP2 (Raphanus sativus), Dm-AMP1 (Dahlia merckii), Ah-
AMPI1 (Aesculus hippocastanum) e a propria Hs-AMP1 (Heuchera sanguinea)
competem com a ligacdo das [*°S]Hs-AFP1 e [*S]Dm-AMPI, porém deslocam
parcialmente a ligagdo destas defensinas marcadas com radioisotopos. Acredita-se que o
principal efeito responsavel pela inibicao do crescimento do fungo pelas defensinas ¢ a
permeabilizacdo da membrana desses microrganismos, porém essa permeabilizacio
pode apresentar duas caracteristicas distintas dependendo da concentracdo de defensina.

As defensinas (Dm-AMP1, Hs-AFP1 e Rs-AFP2), em concentragcdes acima de
10 uM (cerca de 100 vezes acima do 1Csg), induzem permeabilizagdo por toda hifa do
fungo. Esse efeito pode ser detectado pelo extravasamento de ['*C] 4cido
isoaminobutirico (composto que nao ¢ metabolizado pelo fungo) previamente
incorporado ao citoplasma de N. crassa ou entdo pelo influxo de um corante hidrofilico
(SYTOX GREEN) muito usado para investigar comprometimento da membrana celular
e que se torna fluorescente apos ligacdo com acidos nucléicos (Thevissen e cols., 1996,
1999). Em concentragdes necessarias para inibir o crescimento de N. crassa (acima de
80 nM), pelo menos duas defensinas, Rs-AFP2 ¢ Dm-AMPI1, induzem um aumento do
fluxo 16nico na membrana de N. crassa. Esse efeito ¢ caracterizado por um influxo de
Ca”", efluxo de K e alcaliniza¢do do meio onde se incuba o fungo com as defensinas.

Foi descrito recentemente que a defensina NaD1 isolada de tabaco ¢ capaz de
ligar-se a superficie celular ao longo da hifa do fungo Fusarium oxysporum. Apos 1
hora de incubagdo do fungo com 2 uM NaDI, observou-se também a presenca da
proteina no citoplasma. Nessas condi¢des, houve ainda a incorporagdo de SYTOX
GREEN indicando um aumento da permeabilidade celular. Porém, essa permeabilidade

¢ aparentemente seletiva por tamanho, uma vez que também foi observada a entrada de

22



moléculas de dextran de 4 kDa mas ndo de dextran de 10 kDa (van der Weerden N. L.
2008). Esta proteina, assim como Rs-AFP2, foi capaz de aumentar o nimero de espécies
reativas de oxigénio, sugerindo uma ac¢ao no processo de morte celular.

Foi demonstrado por Lobo D. S. e colaboradores (2006) que a defensina de
ervilha Psdl apresenta pelo menos um alvo intracelular. Os resultados apresentados
neste trabalho serdo abordados na se¢do 1.6.

A atividade antibactericida apresentada pelas defensinas de mamifero foi
atribuida a quantidade e posicionamento na estrutura terciaria de residuos de
aminoacidos positivos bem como as diferengas na composi¢do entre membranas
procarioticas e eucaridticas (a primeira apresenta uma membrana rica em fosfolipidios
de carga negativa).

A atividade das defensinas de plantas foi descrita, principalmente, como
antifingica, sendo a atividade antibacteriana ou mesmo atividade contra células de
plantas ou mamiferos muito pouco encontrada nessa classe de proteinas (Osborn, R. W.
e cols., 1995; Fujimura M. e cols., 2005; Yokoyama S. e cols., 2008). Na tentativa de
explicar essa atividade, a pesquisa de componentes de fungos que podem ser
reconhecidos por defensinas revelou que alguns esfingolipidios, principalmente as
glicosil ceramidas e as manose-(inositol-fosfato),-ceramida, presentes nas células de
fungos sdo importantes para a atividade antifingica.

Esfingolipidios, particularmente esfingomielina e  glicoesfingolipidios,
encontrados predominantemente na camada externa da membrana plasmatica sdo
essenciais para a manutencao de células eucaridticas. Durante a sintese desses lipideos,
ocorre a formagao de moléculas estruturalmente diferentes das encontradas nas células
de mamiferos (ceramidas e seus derivados). Como descrito por Dickson R. C. e Lester

L. R. (1999), todos os fungos estudados adicionam inositol fosfato a fitoceramida para
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formar inositol-fosforilceramida (IPC), diferentemente das células de mamifero que nao
apresentam enzimas capazes de catalisar tal reagdo e sim transferir fosfocolina ou
fosfatidilcolina a ceramida para formar o seu principal esfingolipidio, a esfingomielina.
Células de mamifero podem ainda adicionar glicose ou galactose a ceramida e uma
posterior sulfatacdo destes leva a formagdo das mais complexas estruturas de
glicoesfingolipidios. Em fungos, outros tipos de esfingolipidios sdo encontrados, dentre
eles a monohexosil ceramida (CMH) e a dihexosil ceramida (CDH) que se localizam
predominantemente na membrana e parede celular. Também chamados de
cerebrosideos, sdo sintetizados a partir da unido de uma ceramida com um hexosideo
pela acdo da enzima glicosilceramida sintase (GCS), como vista na FIGURA 1.8.
(Duarte e cols., 1998. Barreto-Bergter E. e cols., 2004).

Thevissen K. e colaboradores (2000) demonstraram que a auséncia de um gene
na via de sintese de inositol fosfoceramida (IPC) de S. cerevisiae, o IPT1, que codifica
para a enzima IPC sintase que converte MIPC em M(IP),C, provoca praticamente perda
total da atividade antifungica das defensinas Rs-AFP1, Rs-AFP2, Dm-AMP1, Ah-AMP1
e Ct-AMPI. Posteriormente, esse mesmo grupo de pesquisadores demonstrou que a
defensina Rs-AFP2 possui especificamente maior afinidade pelo glicolipidio isolado de
Pichia pastoris do que os isolados de células de humano e soja através de ensaio de
ligagdo baseado no ELISA, em que os glicolipidios foram imobilizados na superficie do
pogo e para revelagdo foram utilizados anticorpo anti- Rs-AFP2 de coelho como
anticorpo primario e anticorpo anti-imunoglobulina de coelho como secundério

(Thevissen e cols., 2004).
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Figura 1.8: Glicosilagao de lipideos de fungo contendo ceramida. A CMH ¢ sintetizada
a partir de UDP-Glicose mais ceramida através da enzima glicosilceramida sintase
(GCS). CDH ¢ formado a partir da substitui¢do na glicofitoesfingosina de uma molécula
de glicose por uma de galactose por uma galactosyl transferase. CMH foi caracterizado
em Candida albicans, Fusarium espécies, Aspergillus espécies, dentre outros. CDH foi
caracterizado em Aspergillus espécies e Schizophyllum commune, ambos apresentando
as duas formas de glicoceramidas. Modificado de Barreto-Bergter E. e cols., 2004.
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Glicoesfingolipidios sdo moléculas presentes na camada externa da
membrana celular de fungos e a sintese ¢ regulada durante o desenvolvimento. A
administracdo exogena desses compostos induz a proliferagdo e diferenciagdo celular,
sugerindo importante participagdo no desenvolvimento fungico (Kasahara K. e cols.,
2000, Barreto-Bergter E. e cols., 2004). Recentes estudos sugerem que lipideos de
membrana plasmatica ndo sdo homogeneamente distribuidos podendo se localizar em
microdominios e/ou compartimentos. Esses microdominios podem ser isolados em
fragdes de baixa densidade apds centrifugacdo em gradiente diferencial de sacarose e
sdo insoluveis na presenca de detergentes neutros. Sdo fragdes ricas em
glicoesfingolipidios, colesterol, proteinas ligadas a glicosilfosfatidilinositol e mais uma
variedade de moléculas sinalizadoras. Esses microdominios, considerando sua
constitui¢do, indicam a presenca de “lipid rafts” na membrana celular, que sdo
envolvidos na transdugdo de sinal. (Kasahara K. e cols., 2000). Tudo indica que, esses
“lipid rafts” funcionam como uma plataforma para associacdo dinamica de moléculas de
sinalizacdo. A interacdo de defensinas com esfingolipidios, presentes nos “lipid rafts”,

poderia explicar a inibi¢do de crescimento e sobretudo diferenciacao.

1.6. A defensina Psd1

Nosso grupo de pesquisa isolou duas proteinas de sementes de ervilha Pisum
sativum. Estas proteinas foram selecionadas através de suas atividades antifungicas e
apo6s terem sido purificadas, seqiienciadas e comparadas com aquelas depositadas nos
principais bancos de dados, mostraram as mesmas caracteristicas das defensinas de
plantas, sendo entdo denominadas de Psd1 e Psd2 (Pisum sativum defensina 1 e Pisum

sativum defensina 2, respectivamente). Analises de imunohistoquimica mostraram que
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as mesmas se encontram predominantemente localizadas em feixes vasculares e
epiderme de vagens de ervilha, ressaltando seu papel de prote¢do contra invasdes por
microrganismos (Almeida e cols., 2000).

A defensina Psd1 é composta por 46 residuos de aminoacidos (FIGURA 1.9),
apresentando um largo espectro de atividade antifingica sem, no entanto, apresentar
atividade contra diversas bactérias por nos testadas. Ela é capaz de inibir fungos com
concentragdes necessarias para inibir 50 % do crescimento fungico (ICsy) abaixo de 5
uM (TABELA 1.5). Como as demais defensinas de plantas, Psd1 possui quatro pontes
de dissulfeto, entre as cisteinas Cys3-Cys46, Cysl4-Cys35, Cys20-Cys40 e Cys24-
Cys42 (FIGURA 1.9), que sdo importantes para sua atividade biologica (Almeida e

cols., 2000).

1 10 20 30 40

KTCEHLADTYRGV(I:FTNAS(IjDDHCKNKAHLISGT?HNWK(I:FCTQNC

AN\

Fita-B3 1 Alga 1 a-hélice Alga2 Fita-B2 Volta3  Fita-3

Figura 1.9: Sequéncia da defensina Psd] isolada de semente de ervilha. Em vermelho
as cisteinas conservadas com o padrao de pontes de sulfeto representado pelas linhas
abaixo da sequéncia. Em azul os aminoacidos bésicos. Desenho representativo das
estruturas secundarias presentes em Psd1 determinadas por NMR.
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Tabela 1.5: Espectro de acao das proteinas Psd1 e Psd2 contra diversos
microrganismos.

Psdl Psd2
Microrganismos
ICso (uM) | ICso (UM)
Aspergillus niger 2,3 1,9
Aspergillus versicolor <0,1 0,06
Fusarium moniliforme 472 1,9
Fusarium oxysporum >19,2 > 18,5
Fusarium solani 2,3 1,6
Fusarium subglutinans Fsp ananas 5,1 NT
Neurospora crassa 0,01 < 0,09
Colletotricum gloesporioides 0,67 NT
Trichophyton mentagrophytes > 19,2 <18,5
Sacchamyces cereviseae >19,2 < 18,5
Pseudomonas syringae > 38,5 >37,0
Agrobacterium tumefaciens > 38,5 >37,0
Rhizobium leguminosarum BR619 NT* >37,0
Rhizobium leguminosarum BR10062 NT >37,0

ICsp € a concentragao necessaria para inibir 50 % do crescimento microbiano em relagao
ao controle sem antifungico. NT — ndo testado.

A elucidagdo da estrutura tridimensional da Psdl por ressondncia magnética
nuclear 'H bidimensional permitiu uma melhor comparagio dessa proteina com as
demais defensinas com estruturas ja resolvidas (FIGURA 1.10). As 20 possiveis

solugdes para a estrutura a partir dos pardmetros de restri¢ao utilizados indicam que as
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regides de fitas-f anti-paralelas (3) e a-hélice (1) como bem definidas. Porém, a regido
N- e C-terminal e a regido da alca 1 e da volta 3 sdo bem menos definidas, indicado pela

baixa sobreposicao destas regides nas 20 estruturas de menor energia.

Figura 1.10: Estrutura tridimensional da Psd1 nas formas de (A) fita e (B) superficie
com potencial eletrostatico. Em (A), as setas azuis simbolizam a folha-f tripla e a
espiral vermelha a estrutura em o-hélice. As ligagdes dissulfeto sdo representadas na
forma de esqueleto em amarelo. Em (B), as regides em branco sdo de aminoacidos com
cadeia lateral neutra, em azul com cadeia lateral basica ¢ em vermelho com cadeia
lateral acida (Almeida e cols., 2002).

O motivo o/f (trés fitas-f anti-paralelas e uma a-hélice) e o potencial
eletrostatico de superficie (regides positivas e neutras) como visto na figura 1.8, sdo as
principais caracteristicas conservadas na classe de defensinas de plantas. Porém a baixa
homologia de sequéncia primaria entre as proteinas com estrutura tridimensional
resolvida (FIGURA 1.7) ndo ajuda muito na determina¢cdo do componente do fungo que
serve como alvo para o mecanismo de a¢ao da defensina Psdl.

O gene da defensina Psd1 madura foi clonado a partir de RNA de semente de
ervilha e a proteina foi expressa heterologamente na levedura metilotrofica Pichia

pastoris. A proteina recombinante obtida possui estrutura compativel com a nativa,

como demonstrado por comparagdes através das espectroscopias de dicroismo circular e

29



ressonancia magnética nuclear (Cabral K. M. S. e cols., 2003). A obten¢ao da proteina
de forma heter6loga facilitou o uso da ressonancia magnética nuclear por permitir o
enriquecimento da proteina com is6topos como "N, estratégia que serd utilizada nesta
tese.

O mecanismo de acdo da defensina Psdl ainda ndo esta claro, mas nossos dados
mais recentes vao de encontro a esse objetivo. Lobo D. S. e colaboradores (2006)
mostraram a presen¢a da Psdl marcada com fluor6éforo FITC no citoplasma de hifas
intactas do fungo Fusarium solani apés incubagdo deste com Psdl por até 5 horas.
Micrografias dessa cultura mostraram que Psd1-FITC se encontra no nticleo, uma vez
que foi possivel demonstrar sua co-localizagdo junto ao marcador nuclear DAPI,

sugerindo a presenca de um alvo nuclear (FIGURA 1.11).

1 2

Figura 1.11: Analise de microscopia de fluorescéncia de Psd1 conjugada com FITC e
nucleo marcado com DAPI. Hifas de Fusarium solani foram incubadas por 5 horas com
Psdl conjugada com FITC (fluorescéncia verde, painel 1). Apds esse periodo de
incubacao, o nucleo foi marcado com DAPI (fluorescéncia azul, painel 2). No painel 3,
a sobreposicao do painel 1 sobre o painel 2. As setas brancas indicam co-localizacdo de
Psdl e nucleo. Barras brancas representam 50 um no painel 1 ¢ 2, ¢ 10 pm no painel 3.

Ensaios de duplo-hibrido mostraram a interacdo de Psdl com ciclina F, uma
proteina que participa na regulacdo do ciclo celular de alguns fungos, e nesse trabalho
foi realizado contra uma biblioteca de cDNA de Neurospora crassa, interagdo depois
confirmada por ensaio de GST “pull-down”.

Através de citometria de fluxo, observamos que Psdl foi capaz de interferir na

divisdo nuclear de conidios de Neurospora crassa afetando o ciclo celular, muito
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possivelmente, através da interagdo com ciclina F (Lobo D. S. e cols., 2007). Esse
trabalho foi e ainda é muito importante, porque abriu uma nova perspectiva sobre o
mecanismo de agdo de Psdl e de outras defensinas de plantas, levando outros grupos a
também trabalharem nesta linha (van der Weerden N. L. e cols., 2008; Aerts A. M. e
cols., 2009)

Outra contribuicdo no sentido de esclarecer o mecanismo de agdo foi a
determinagdo da dinamica da Psd1 em solugdo (FIGURA 1 — Parte II, Medeiros L. N. e
cols., 2009). Esse trabalho, em que foi possivel mapear as regides de Psdl que
apresentavam mobilidade interna, foi crucial para o direcionamento dos demais
experimentos realizados nesta tese.

A deteccdo de proteinas apresentando variagdes conformacionais levou a uma
nova visdo da relacdo entre estrutura e funcdo das mesmas, em que a diversidade
conformacional fornece um mecanismo para controlar a ativagdo de proteinas e permitir
multi-funcionalidade. (James L. C. and Tawfik D. S., 2003).

Tipicamente, h4 movimentos coletivos de maior amplitude entre o numero
relativamente pequeno de estados possiveis. A proteina ndo se encontra estatica dentro
de um desses estados; em vez disso, flutua ao redor da estrutura média num periodo de
tempo mais rapido, explorando um conjunto grande de estruturas proximamente
relacionadas. Dinamicas em escalas de tempo “lentas” definem flutuagdes entre estados
cineticamente distintos que sdo separados por barreiras de energia de varios kT (o
produto da constante de Boltzmann e a temperatura absoluta, ou ainda, 1,3 8x107% J/K x
K), correspondendo a periodos de tempo de iguais ou menores que microssegundos. As
dindmicas nesses periodos de tempo receberam muita atengdo recentemente, porque

muitos processos biologicos — inclusive catdlises de enzima, transducdo de sinal e
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interagdes de proteina com proteina — ocorrem nesse periodo de tempo (Henzler-
Wildman K and Kern D., 2007).

Experimentos de velocidade de relaxacdo (R1 ¢ R2) e NOE - heteronuclear de
Psdl em solugdo foram utilizados no presente trabalho a fim de determinar a
variabilidade conformacional na escala de tempo de mili a microssegundos de acordo
com o formalismo livre do modelo descrito por Lipari-Szabo (Lipari G. e Szabo A.,
1982). O parametro Rex (taxa de troca conformacional) indica a variabilidade
conformacional, onde valores positivos de Rex estdo relacionados com uma maior troca
conformacional. Os residuos Argl1, Vall3, Cysl4, Phel5 e Asnl7 presentes na alca 1 e
Cys35 e His36 presentes na volta 3 apresentam valores significativamente altos (entre 5
e 12) para Rex, comparados com a média desse pardmetro para a proteina (2,5),
significando que esses residuos realizam mudangas conformacionais na escala de ps a
ms (FIGURA 1B, PARTE II da tese). A estrutura tridimensional da proteina evidenciou
uma proximidade espacial entre essas duas regides (FIGURA 1.10). Esses resultados
nos fizeram vislumbrar um possivel sitio de ativo ou de interagdo em Psdl. A partir
daqui, o trabalho foi direcionado para a procura de possiveis ligantes no fungo. Diversos
lipideos de fungos foram descritos como diretamente responsaveis pela atividade de
defensinas de plantas, uma vez que, na auséncia deles, as proteinas tinham seu potencial
antifungico perdido ou diminuido (Thevissen K. e cols., 2000; Ferket K. K. A. e cols.,
2003; Thevissen K. e cols., 2005; Park C. e cols. 2005). Corroborando essa hipotese,
duas defensinas, uma de planta (Rs-AFP2) e uma de inseto (hemolicidin), apresentaram
uma capacidade de ligacdo maior a glicolipidios de Pichia pastoris do que a humana,
como descrito anteriormente (Thevissen e cols., 2004). Esses resultados indicam que

determinados lipideos de fungos, estruturalmente diferentes dos encontrados nas células
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de mamiferos, podem ser um componente importante para atividade biologica das
defensinas, incluindo Psdl.

Nesta tese temos entdo como objetivo principal descrever a interacdo da
defensina Psd1 com o monohexosil ceramida (CMH) isolado do fungo Fusarium solani,
importante patégeno da planta Pisum sativum, e sua contribui¢do na sensibilidade do
fungo a Psdl. Também pretendemos correlacionar as regides de mudangas
conformacionais presentes na al¢a 1 e na volta 3 na interagdo com CMH, bem como

com a atividade bioldgica desta proteina.
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2. Objetivos

Parte I
Interagao da defensina Psd1 com vesiculas multilamelares (MLV), contendo ou

ndo uma glicoceramida isolada de Fusarium solani (monohexosil ceramida - CMH),
capazes de mimetizar uma membrana biolodgica utilizando para esse fim a sonda

radioativa fotoativada ['*’I] TID-PC.

Parte 11

Avaliacdo da interagdo de Psdl com grandes vesiculas unilamelares (LUV)
contendo ou ndo CMH por Ressonancia Magnética Nuclear (NMR) e mapeamento dos

residuos de aminoacidos de Psdl responsaveis por esta interagao.

Parte 111

Comparacdo da afinidade de Psdl a pequenas vesiculas unilamelares (SUV)
compostas de PC, de PC:CMH e de CMH por Ressonancia Plasmonica de superficie
(SPR).

Avaliagdo da importancia dos residuos de glicina na posi¢dao 12 e histidina na
posi¢do 36 de Psdl na interagdo com CMH por SPR bem como para sua atividade

biologica.
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3. Parte |

Interacdo da defensina Psdl com vesiculas multilamelares (MLYV), contendo ou
nio uma glicoceramida isolada de Fusarium solani (monohexosil ceramida -
CMH), capazes de mimetizar uma membrana biologica utilizando para esse fim a
sonda radioativa fotoativada ['*I] TID-PC.

Em 2006 nosso grupo divulgou a intera¢do entre a defensina Psd1 e um alvo
intracelular, a ciclina-F de Neurospora crassa nos levando a sugerir um novo modelo de
acdo para a defensina Psdl, que talvez se aplique a maioria das defensinas de plantas,
onde a interagdo do peptideo com a membrana plasmatica de alvos fingicos leva a
posterior internalizacdo da mesma. Uma vez no citoplasma, esta ¢ direcionada ao nucleo
impedindo o progresso do ciclo celular da fase S para a fase G2, possivelmente devido a
sua interagdo com a ciclina F (Lobo et al., 2006). Recentemente, Van der Weerden
descreveu que a defensina NaD1, também ¢ internalizada por Fusarium oxysporum,
reforcando nossos achados prévios (van der Weerden N. L. 2008).

Apesar da descricdo da interagdo de Psdl com este alvo intracelular, seu
mecanismo de entrada ainda ¢ pouco conhecido. Para melhor explorar este fenomeno,
experimentos com a sonda radioativa fotoativada ['*1] TID-PC foram realizados na
presenca de Psdl. A sonda é capaz de se orientar na membrana como os demais
lipideos de forma a posicionar a estrutura fotoativavel (TID) no interior da bicamada.
Como a sonda, ap6s ativagdo com luz UV, liga-se a moléculas nas proximidades do TID
acreditamos ser esta uma boa ferramenta para detectar a inser¢do ou ndo dessa proteina
a vesiculas multilamelares (MLV), contendo PC ou PC:CMH, uma
monohexosilceramida (CMH) fungo especifica, o que serd explorado a seguir. Os
experimentos desta se¢do foram realizados em colaboracdo com o Dr. Jos¢ Maria
Delfino do Departamento de Quimica Bioldgica e Instituto de Bioquimica e Biofisica da

Universidade de Buenos Aires, Buenos Aires, Argentina.
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3.1. Materiais e métodos

3.1.1. Expressao da proteina recombinante Psd1 (rPsd1) em

levedura Pichia pastoris.

Uma coldnia de Pichia pastoris (GS115/Psdl) previamente crescida em placa de
Petri em meio MD (Minimal dextrose: YNB sem aminoacidos 1,34 %, biotina 4.10° %
e dextrose 1%) foi cultivada em 5 mL (frasco de 50 mL) de meio BMG (tampao fosfato
de potassio 100 mM pH 6,0, YNB sem aminoacido 1,34%, biotina 4.10° % e glicerol
1%) por aproximadamente 18 horas a 30° C com agitagdo constante. Esta cultura foi
transferida para 600 mL (frasco de 2 L) de meio BMG pH 6,0 ¢ cultivada a 30° C com
agitacdo constante (180 RPM) até atingir absorvancia entre 6,0 e 10,0 a 600 nm para
obtencdo de uma grande massa de células. Apos atingir a absorbancia esperada, a
cultura foi centrifugada (2.800 g por 10 min) e a massa de células ressuspensa em 100
mL (frasco de 500 mL) de meio BBS metanol (tampao fosfato de potassio 100 mM pH
6,0, cloreto de amonia (NH4Cl) 4 g/L, biotina 4.10” %, CaCl, 0,68 mM, NaCl 1,7 mM,
solugdo 2 M de Mg 0,1 %, suplementado com metanol para concentracio final de 0,7
%). Para obtengdo da proteina Psdl marcada com o isdtopo "N foi acrescentado ao
meio BBS 4 g/L de "NH,Cl. A indugio da sintese da proteina foi mantida pela adigdo

de 0,7 % de metanol a cada 24 horas até um total de 120 horas.

3.1.2. Purifica¢ao da proteina Psd1 da cultura de expressiao de

Pichia pastoris

Apds o término da expressdo, o meio de cultura contendo as células foi
centrifugado e o sobrenadante, contendo a proteina Psd1, diluido em citrato de so6dio 30
mM pH 3,0 na propor¢do de 1: 2 (concentragdo final de citrato igual a 20 mM). A

purificagdo ocorreu através da interacdo das proteinas presentes na amostra com 50 mL
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de resina de troca cationica TOYOEARL SP 650M pré-equilibrada com 20 mM citrato
de soédio pH 3,0 em duas passagens com fluxo constante de 1,5 mL/minuto.
Posteriormente, A resina foi lavada com 50 mL de citrato de sédio 20 mM pH 3,0 e as
proteinas eluidas com Tris-Cl 50 mM pH 7,5 com fluxo constante de 1,5 mL/minuto. A
eluicdo foi acompanhada do recolhimento de fragdes com volume aproximado de 3 mL
(120 gotas) e medida da absorvaancia de cada fracdo a 280 nm. Um pico Unico
enriquecido da proteina de interesse ¢ obtido, sendo que as fragdes correspondentes a
proteina foram agrupadas e posteriormente aplicadas (5 mL) em uma coluna
semipreparativa de fase reversa Vydac C8, previamente equilibrada com uma solugdo
aquosa de TFA 0,1 % e acetonitrila 9 %, em sistema de HPLC. A proteina Psdl foi
eluida com um gradiente linear de acetonitrila (9 % - 45 % v/v) em TFA 0,1% em 50
minutos. O fluxo foi de 4 mL/minuto e a absorvancia monitorada a 214 nm e 280 nm. A

fracdo correspondente a proteina foi coletada, seca sob vacuo e solubilizada em agua

Milli-Q.

3.1.3. Observaciao da ligacdo de Psdl em membranas
artificiais através da sonda [1251] TID-PC.

3.1.3.1. Iodinacio da sonda com '*L.

Todo o processo de iodinacao foi realizado em temperatura ambiente e em sala
escura. 3-(trifluorometil)-3-fenildiazirina-fosfatidilcolina (TID-PC) (Sigma) foi diluido
em cloroformio e o volume equivalente a 100 nmol foi transferido para um baldao de
fundo redondo de 125 mL. O cloroférmio foi removido por evaporagdo com nitrogénio
gasoso e o material foi dissolvido em 10 mL de acido acético puro. Em seguida, foi
adicionado em torno de 5 mCi de Na'*I. Ap0s solubilizagdo do sal, a reacdo foi iniciada

pela adi¢do de 5 pL de acido paracético. A reagdo ocorreu por 10 minutos e a
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temperatura foi mantida em torno de 25° C com ajuda de um banho. Apoés este periodo,
a reacdo foi interrompida com a adi¢do de 100 pL de uma solu¢do Na,S,05 10 %. O
['*1] TID-PC (FIGURA 3.1) foi purificado através de extragdo utilizando 10 mL de
uma mistura de cloroformio:metanol (2:1, v/v). A sonda foi purificada em
cromatografia utilizando como fase estacionaria silica e fase movel uma mistura de
cloroférmio:metanol:agua:acido acético (65:25:4:1) com eluicdo ocorrendo por
gravidade. Foram recolhidas fragdes de aproximadamente 200 uL e 1 pL de cada fragdo
foi aplicada em papel de filtracdo de aproximadamente 2 cm por 2 cm. A contagem por
minuto (CPM) da radiacdo gama foi aferida para determinacao das fragdes que contém a
sonda marcada. Em paralelo foi realizada uma cromatografia de camada fina em silica
nas mesmas condi¢des da purificagdo para observacdo do padrido de migracdo das
amostras. Em uma mesma placa foram cromatografados TID-PC (ndo radioativo e
visualizado através de impregnacdo com iodo sublimado por alguns minutos. As
amostras eluidas foram autoradiografadas em filme impressionavel. As fragdes 4 e 5

renderam um volume de 400 pL com uma contagem total de 2,6 x 10° CPM total.
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Figura 3.1: molécula de ['*’I] TID-PC. Note que o TID possui um '*I ligado ao anel
benzénico, este emite radiacdo gama usada para deteccdo da proteina Psdl apods sua
ligagio ao radical benzénico presente em TID-PC. A posi¢io ocupada pelo ['*I] TID na
molécula (cauda lipidica) s6 permitird a marcagcdo de proteinas que apresentem uma
forte ligagdo com a membrana ou que sejam capazes de se incorporar a membrana de
fato.
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3.1.3.2. Ensaio de interacdo de Psdl com vesiculas multilamelares
(MLYV).

A sonda ['*°I] TID-PC foi adicionada a preparacio de lipideos contendo PC ou
PC:CMH (9:1, M/M) em cloroférmio numa contagem préxima a 2 x 10° CPM de sonda
(sempre ao abrigo da luz) e o cloroférmio removido pela adi¢dao de nitrogénio gasoso. O
CMH isolado de Fusarium solani foi fornecido pela Profa Dra. Eliana Barreto Bergter
do IMPPG-UFRJ (Duarte R. S. e cols., 1998). O CMH em po6 foi ressuspenso para uma
concentracdo final de ImM em fosfato de sodio 5 mM pH 5,0. Os lipideos foram
misturados por 5 minutos por agitacdo em vortex e depois sonicados em banho por 30
minutos para clarificacdo da amostra lipidica. Apds sonicacao, a solucao de lipideos foi
dividida em duas partes iguais chamadas aqui de: experimental — em que foi adicionada
proteina Psdl para concentragdao final de 10 uM; e controle — em que foi adicionado
mesmo volume de fosfato de so6dio SmM pH 5,0. A amostra foi misturada por agitacao
em vortex por mais ou menos 5 segundos, incubada por 15 minutos em banho a 25° C e
exposta a luz UV (comprimento de onda de 366 nm) por mais 15 minutos. Apds este
tempo, foi adicionado mesma quantidade de Psdl ao controle e ambas as amostras
foram secas a vdcuo com temperatura proxima a 4° C até secagem.

A sonda ['*I] TID-PC uma vez incorporada as membranas lipidicas artificiais é
ativada através da luz UV formando um radical carbeno instdvel e muito reativo capaz
de ligar-se covalentemente as proteinas, desde que estas estejam proximas a sonda na
hora da formagdo do radical (FIGURA 3.2). A maior parte dos radicais formados

reagem com agua e sao perdidos.
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Como nesse caso, a sonda foi posicionada na molécula de TID-PC de forma a
ocupar o interior da bicamada formada (figura 3.1), a ligagcdo entre Psdl e TID-PC
somente ocorrerd caso Psdl consiga interagir a ponto de acessar o interior da bicamada,
seja porque interaja de forma suficientemente estavel com a monocamada externa ou
pela perturbacdo ou destruicao da bicamada.

Cada amostra (experimental e controle) foi solubilizada em 30 pL de tampao de
amostra (SDS 0,1 %, B-mercaptoetanol 20 % e azul de bromofenol 8 %), mantido em
banho a 95° C por 5 minutos e aplicado em diferentes volumes (5 pL, 10 pL e 15 uL)
em gel de gradiente 15 % - 20 % tricina-glicina com 0,1 % SDS. Os parametros para a
corrida foram: 50 mA, 100 mV em camara fria a 4° C por mais ou menos 4 horas.
Foram aplicados também no gel 2 pg, 4 ug e 6 pg de albumina de soro bovino e padrao
de peso molecular contendo as seguintes amostras: 6,5 kDa — aprotinina, 14,2 kDa — a-
lactoalbumina de leite bovino, 20 kDa — inibidor de tripsina de soja, 24 kDa —
tripsinogénio de pancreas bovino, 29 kDa — anidrase carbonica de erotrécito bovino, 36
kDa — gliceroldeido-3-fosfato desidrogenase de musculo de coelho, 45 kDa -
ovalbumina de ovo de galinha, 66 kDa — albumina de soro bovino, 97 kDa — fosforilase
B de musculo de coelho, 116 kDa — B-galactosidade de E. coli, e 200 kDa — miosina de
coragdo de porco. Posteriormente, o gel foi corado com comassie blue brilhante R250
por 18 horas e descorado com solugdo contendo metanol 40 % e acido acético 10 %.
Com uma boa visualiza¢do das bandas, o gel foi foto documentado e exposto em filme

autoradiografico por 3 minutos para em seguida ser revelado e foto documentado.
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Figura 3.2: esquema simplificado da fotoativagao do radical carbeno do TID e posterior
ligacdo a proteina. Note que a ligacdo formada é covalente, o que reflete numa
marcagao estavel e independente do is6topo que se pretende usar para a deteccao.
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Cada banda protéica do gel revelada tanto na coloragio com comassie blue
quanto no filme autoradiografico foi recortada do gel e descorada por 6 a 144 horas com
no minimo de 1 mL de solug¢do contendo SDS 30 % e isopropanol 50 % em um banho a
37° C.

O sobrenadante foi utilizado para aferi¢do da quantidade de proteina na banda
recortada do gel através da leitura da absorvancia a 595 nm pela comparagcdo com a
curva de absorvancia obtida para 2 pug, 4 ug e 6 pug de albumina.

Todas as bandas do gel depois de descoradas foram levadas a um contador de
radiacdo gama. Os controles utilizados foram: somente gel que ndo representava banda
protéica; albumina; além da sonda ativada na auséncia de Psdl.

OS valores de CPMs de cada banda do gel foram divididos pela quantidade de
proteina presente naquela banda, obtendo assim a medida de CPM / pg de proteina.
Assim, pudemos verificar a relagdio CPM versus pg de Psdl em 3 amostras contendo

quantidades diferentes de proteina (5 pL, 10 pL e 15 pL de um total de 30 uL
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aplicados) para a amostra experimental e para a amostra controle. A média obtida para a
amostra experimental foi subtraida da média de contagens obtida para a amostra
controle, para quantificacdo da sonda ligada especificamente a Psd1. O experimento foi

realizado trés vezes.
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3.2. Resultados

125

Para obten¢do da sonda [ “’I] TID-PC foi realizado a iodinagdo do composto

1251, Apds a iodinagdo, o composto resultante foi purificado

comercial TID-PC com Na
por cromatografia em que a silica gel ¢é a fase estacionaria e
cloroférmio:metanol:dgua:acido acético (65:25:4:1). Nessa cromatografia foram
recolhidas fragdes de aproximadamente 200 pL de volume e 1 pL de cada fracdo foi
pingada em papel de filtro para contagem de radiagdo gama (FIGURA 3.3) e as fragdes
com maior contagem de radiacdo foram observadas apos cromatografia fina em silica
gel para comparagdo da migracdo destas com TID-PC ndo iodinado (FIGURA 3.4). As

fracdes de nimeros 2 a 5 apresentaram alta contagem de radiacdo gama, sendo que as de

numeros 4 e 5 apresentaram as mais altas contagens, em torno de 10° CPM.
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Figura 3.3: Contagem (CPM) de radiacdo gama das fragcdes de 200 uL da purificagdo
de ['*’I] TID-PC em silica gel (fase estaciondria) utilizando como fase moével uma
mistura de solventes cloroformio:metanol:agua:acido acético (65:25:4:1).

As fragdes de nimero 4 e 5 apresentaram migracdo compativel com TID-PC
utilizado como padrao (FIGURA 3.4). Diferente delas, a fragdo de nimero 3 apresentou

125

quantidades muito pequenas de [ “'I] TID-PC quando comparada com as fragdes de
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nimeros 4 ¢ 5 na cromatografia de camada fina (FIGURA 3.4), apesar da alta contagem

obtida (5.10* CPM) como visto na FIGURA 3.3.

Linha - amostra

- TID-PC

—

2 -Fracao 5
3 -Fragao4
4

TID-PC ’ - Fracao 3

Origem —>»

Figura 3.4: Cromatografia em camada fina de silica do composto ['*’I] TID-PC
purificado. Na figura sio mostradas as fracdes 3, 4 e 5 obtidas da purificacdo de ['*’I]
TID-PC em silica e fase movel de cloroféormio:metanol:agua:acido acético. Note que na
linha 1 ndo hé radioatividade, isso porque utilizamos como referencia de migra¢ao o
composto ndo iodinado. Este Gitimo foi evidenciado através da impregnacdo com iodo
sublimado.

Depois de obtida a sonda marcada com '*I, realizamos os experimentos de
ligacdo em MLVs contendo a sonda sintetizada incorporada. A quantidade de sonda
utilizada em relacdo a quantidade de lipideo foi muito pequena, uma proporcdo de
nmolar a umolar da sonda marcada para mmolar de lipideo total. Apds formagao das
MLVs com as sondas incorporadas, seja a MLV composta de PC ou PC:CMH (9:1,
M/M), adicionou-se Psdl para concentracao final de 10 uM. Apods uma incubacao de 15
minutos a 25° C, a sonda foi ativa com exposicao a luz UV por outros 15 minutos.
Terminada a ativacdo a amostra foi seca em concentrador a vacuo. Em paralelo uma
preparagao de lipideos, seja a MLV composta de PC ou PC:CMH (9:1, M/M), com a

sonda incorporada sofreu todo o processo de ativagao, porém na auséncia de Psdl. Essa

ultima, somente recebeu proteina ao final da ativacao com luz UV e recebeu o nome de
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amostra CONTROLE. A amostra em que a sonda foi ativada na presenca de proteina
Psd1 recebeu o nome de EXPERIMENTAL.

As amostras secas, controle e experimental, foram solubilizadas em 30 pL de
tampao de amostra para eletroforese, aliquotadas em volumes 5 pL, 10 pL e 15 pL.
Cada aliquota foi aplicada em gel de eletroforese com gradiente 15-20 % de Triscina-
Glicina SDS. Apds 4 horas de eletroforese, o gel foi corado com comassie blue durante
a noite e depois descorada até boa visualizagdo das bandas correspondentes a Psdl.

A observagdo dos géis dos experimentos com MLV de PC (figura 3.5 A) ou de
PC:CMH (figura 3.5 B) mostrou bandas visiveis apos coloragdo com comassie blue,
com tamanho esperado dentro do perfil de migracdo de Psdl pura (5 kDa), repare a
banda de aprotinina (6,5 kDa) (setas vermelhas) do padrao de peso molecular com
migracdo muito semelhante. Em ambos os géis, fica clara a pureza das proteinas, uma
vez que somente aparece uma banda para cada linha de migracdo. Outra observagao
relevante ¢ de que as bandas referentes as amostras chamadas experimentais (onde a
proteina foi incubada com a sonda antes da ativagdo da com luz UV) no gel apresentam
uma redu¢do da quantidade de proteina em comparagdo ao controle (onde a proteina so6
foi adicionada apds o termino da ativagdo com luz UV) (figura 3.5 A e B). Este
primeiro problema dificultou muito em todos os casos a terminagdo da massa,
importante para determinagdo da CPM/ pg da proteina observada. A aplicagdo no gel de
albumina em concentracdes crescentes (2 pg, 4 ug e 6 pg) serviu de referéncia em todos
os géis de triscina-glicina (materias e métodos).

Outro problema ocorrido com o gel foi a contaminagao inicial de radioatividade,
isso porque nao importava se a autoradiografia era feita antes ou depois da coloragao

por comassie blue, a alta contagem de radioatividade impedia a diferenciagdo entre
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controle e experimental, uma vez que a proteina migrava nessa condi¢do muito préxima

do fronte da corrida.

albumina ===

6,5 kD2 s = Psd1

linhas: 1 — 6 pug albumina; 2 — 4 pg albumina; 3 — 2 ug albumina; 4 — padrdo de peso molecular;
5 — 15 pL amostra controle; 6 — 10 pL amostra controle; 7 — 5 pL. amostra controle; 8 — 15 pL.
amostra experimental; 9 — 10 pL amostra experimental; 10 — 5 pL amostra experimental.

albumina ===

6,5 kDa €= Psdl

linhas: 1 — padr@o de peso molecular; 2 — 6 pg albumina; 3 — 4 pg albumina; 4 — 2 pg albumina;
5 — 15 pL amostra controle; 6 — 10 pL amostra controle; 7 — 5 pL amostra controle; 8 — 15 pL
amostra experimental; 9 — 10 pL amostra experimental; 10 — 5 uLL amostra experimental.

Figura 3.5 — Eletroforese da preparacdo Psd1-PC (A) e Psd1-PC:CMH (B) apos
fotoativagdo da sonda ['*’I] TID-PC (ver mais detalhes na secio 3.1.3.2) em gel
desnaturante (0,1 % SDS) de triscina-glicina. Padrdo de peso molecular Sigma: 6,5 kDa
— aprotinina, 14,2 kDa — a-lactoalbmina, 20 kDa — inibidor de tripsina, 24 kDa —
tripsinogénio, 29 kDa — anidrase carbdnica, 36 kDa —  gliceroldeido-3-fosfato
desidrogenase, 45 kDa — ovalbumina, 66 kDa — albumina, 97 kDa — fosforilase B, 116
kDa — B-galactosidade, e 200 kDa — miosina.
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A reducgdo da radioatividade nao especifica nas bandas descoradas foi realizada
até os controles (albumina e gel sem proteina) possuissem valores de contagem de
radiagdo gama inferiores a 500 CPMs (figura 3.6) o que foi obtido entre 18 ¢ 24 horas
de incubagdo com a solugdo de SDS e isopropanol. Tempos de incubagdo maiores do
que 24 horas (48 horas e 144 horas) ndo resultaram em diminui¢do significativa dos
valores de contagem de radiacdo gama.

Os valores obtidos para as amostras experimental e controle, nas interagdes
Psd1-PC e Psd1-PC:CMH, respeitados os procedimentos acima descritos, foram
significativamente diferentes (figura 3.6). A subtracdo da média dos valores de CPM/
ng da Psdl do chamado experimental pela média dos valores de CPM/ pg de Psdl do
controle nas interagdes Psd1-PC e Psd1-PC:CMH mostra que a proteina interage com
ambas as MLVs. A diferenga obtida foi de 390 + 120 CPM para a interacao Psd1-PC e
435 + 65 CPM para interagdo Psd1-PC:CMH, mostrando que a Psdl foi capaz de

interagir com ambos os sistemas (PC e PC:CMH), (figura 3.6, caixa no topo a direita).
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Figura 3.6: Interagdo de Psdl com MLV compostas de PC ou PC:CMH contendo a
sonda ['*I] TID-PC. PC ou PC:CMH experimental — amostra em que a sonda foi
ativada na presenca de Psdl. PC ou PC:CMH controle — amostra em que a sonda foi
ativada na auséncia de Psdl, sendo proteina posteriormente adicionada. Albumina foi
utilizada como controle de impregnagdo inespecifica do ['*I] TID-PC, isto é, ligagdo
nao covalente formada durante a eletroforese e coloracdo com comassie blue pela sonda
com as proteinas do gel, bem como serviu como pardmetro para a estimativa de
quantidade de proteina na banda corada. # - branco nada mais ¢ que pedaco recortado do
gel de tamanho equivalente do gel sem proteina aparente, utilizado na estimativa de
proteina (0 pg de proteina) e na contagem de fundo, portanto o grafico apresenta somete
a contagem de CPM sem normalizar pela quantidade de proteina. Caixa superior direita
indica a marcagao especifica nos sistemas Psd1-PC e Psd1-PC:CMH obtida pela
subtragdo da média de CPM das amostras PC ou PC:CMH experimental das amostras
PC ou PC:CMH controle.

48



Uma vez que a sonda ['*’I] TID encontra-se inserida na ponta da cauda
hidrofobica da molécula de PC, permitindo desta forma somente a marcagdo de
proteinas que de alguma forma tem acesso ao interior da bicamada acreditamos que a
marcagdo obtida ¢ suficiente para dizer que ha interagdo da proteina com a membrana,
sem a principio distinguir entre as composi¢des PC ou PC:CMH, uma vez que ambas

situacdes resultaram na marcagdo da proteina Psdl.
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4. Parte |1

Avaliacio da interacio de Psdl com grandes vesiculas unilamelares (LUYV)
contendo ou nio CMH por Ressonancia Magnética Nuclear (NMR) e mapeamento

dos residuos de aminoacidos de Psd1 responsaveis por esta interacgao.

A avaliacdo realizada na PARTE I indica que Psdl possui a capacidade de
ligacdo a membranas através da interagdo com lipideos. Essa ligagdo com Psdl ¢ forte o
suficiente para comprometer a integridade da membrana e expor o interior hidrofébico
da bicamada ou para permitir a insercdo de Psd1 na mesma, podendo estar relacionada a
sua acao antifingica.

A razdo da especificidade de acdo em fungos pode residir na presenca de
moléculas lipidicas  existente somente em células fungicas, como a
monohexosilceramida (CMH). Esta parece ser uma hipdtese plausivel, uma vez que
Psdl ndo possui atividade inibitoria do crescimento de células de mamiferos
(dissertagdao de mestrado de Luciano Neves de Medeiros, 2004).

Fortalecendo esta hipotese, foi demonstrado que a defensina Rs-AFP2 ¢ capaz de
interagir mais fortemente com glicosilceramidas isoladas do fungo Pichia pastoris do
que com glicoceramidas isoladas de bago humano e de soja (Thevissen K. e cols.,
2004).

A medida da interagdo de Psd1 a MLVs, contendo somente PC ou contendo um
misto de PC:CMH (9:1, M/M) mostrada na PARTE I, ndo indicou significativa
diferenca de ligacdo entre as duas MLVs, devendo ser aplicadas outras técnicas para

busca da distingdo da ligagdao de Psd1 com PC e com CMH.

50



Ainda nesse sentido, como demonstramos anteriormente na minha dissertacao de
mestrado, a defensina Psdl apresenta mobilidade interna na regido da alga 1 (Ala7-
Asnl7) e da volta 3 (His36-Trp38) associados na literatura com sitios ativos, como
regides de reconhecimento de ligante ou de interagdo proteina — proteina (James L. C. e
Tawfik D. S., 2003; Henzler-Wildman K. e Kern D., 2007).

Esses resultados serviram de base para os questionamentos: Uma vez que a
defensina Psdl ¢ capaz de ligar-se as membranas artificiais de PC e PC:CMH (9:1)
como visto na PARTE I, essas interagdes com as membranas artificiais sdo similares ou
ha especificidade de ligagdo ao CMH? Os mobilidade da al¢a 1 (Ala7-Asnl7) e da volta
3 (His36-Trp38) estdo de alguma forma envolvidos na interagdo com a(s) membrana(s)?

Para responder essas perguntas, experimentos de interagcdo por perturbacdo de
deslocamento quimico (CSP) e razdo dos tempos de relaxagdo R2/R1 de Psdl na
presenga das LUVs contendo PC, ou contendo PC:CMH (9:1, M/M) foram realizados
nessa PARTE da tese com a intengdo de medir e mapear a interagdo com membranas

artificiais, contendo ou nao CMH.
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Abstract

Plant defensins are cysteine-rich cationic peptides, components of the innate
immune system. The antifungal sensitivity of certain exemplars was correlated to the
level of complex glycosphingolipids in the membrane of fungi strains. Psdl is a 46
amino acid residue defensin isolated from pea seeds which exhibit antifungal activity.
Its structure is characterized by the so-called cysteine-stabilized o/f motif linked by
three loops as determined by two-dimensional NMR. In the present work we explored
the measurement of heteronuclear Nuclear Overhauser Effects, R1 and R2 5N
relaxation ratios, and chemical shift to probe the backbone dynamics of Psdl and its
interaction with membrane mimetic systems with phosphatidylcholine (PC) or
dodecylphosphocholine (DPC) with glucosylceramide (CMH) isolated from Fusarium
solani. The calculated R2 values predicted a slow motion around the highly conserved
among Glyl12 residue and also in the region of the Turn3 His36-Trp38. The results
showed that Psdl interacts with vesicles of PC or PC:CMH in slightly different forms.
The interaction was monitored by chemical shift perturbation and relaxation properties.
Using this approach we could map the loops as the binding site of Psdl with the
membrane. The major binding epitope showed conformation exchange properties in the
us—ms timescale supporting the conformation selection as the binding mechanism.
Moreover, the peptide corresponding to part of Loopl (pepLoopl: Glyl2 to Serl9) is
also able to interact with DPC micelles acquiring a stable structure and in the presence
of DPC:CMH the peptide changes to an extended conformation, exhibiting NOE mainly

with the carbohydrate and ceramide parts of CMH.

53



1. Introduction

Defensins have been identified in many organisms from insect to humans,
including plants. They play an important role in innate immunity against invading
microorganisms. Defensins present a wide and distinctive antifungal and/or antibacterial
spectrum of activity, suggesting their application as natural antimicotics and/or
antibiotics [1,2]. Recently, the availability of complete genomes or transcriptomes has
revealed a surprising abundance of genes encoding putative defensins [3,4]. They have
been underestimated mainly because they share low similarity in the primary sequence
but new bioinformatics techniques revealed the universe of defensin sequences [3]. The
amount of coded proteins presumably protect against tolerance because it represents a
dynamic strategy against pathogens. The biotechnological opportunity of defensin has
been long recognized both as antibiotics for resistant strains and also expression in plant
for crop protection [5,6,7,8].

Some important structural features can be identified by comparing the defensins:
the majority shares the same -cysteine-stabilized o/f motif, composed of three
antiparallel B-strands and one a-helix. Their positive charge at physiological pH seems
to be related to the initial interaction with anionic head groups of the microbial
membrane lipids. The hydrophobic properties enable interaction with the core of the
membrane that permits accommodation of the protein and consequently membrane
disruption [9].

Different evidences have shown that the membrane permeation or disruption is
only one among several mechanism involved but still the microbial membrane is the
first barrier that should be overcome [7,9-11]. Thevissen et al. [12,13] proposed that
glucosylceramide present in fungus membrane is one important receptor for plant

defensin binding. The blockage of glucosylceramide synthesis changes the fungus to a
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defensin-resistant form. Evidence from the literature demonstrated that patches of fungi
membrane containing mannosyldiinositolphosphoryl-ceramide and glucosylceramides
are selective binding sites for plant defensins Dm-AMP1 and Rs-AFP2 isolated from
Dahlia merckii and Raphanus sativus, respectively [2,7,12,13].

Defensin mechanism of action is still unknown and the divergence in primary
sequence hampers the identification of binding site and their mechanism of action being
cysteines the only (clear) conserved amino acid. Recently a new feature was included in
the analysis: dynamic properties.

The importance of protein dynamics in binding process has gained huge
attention in the last few years. The possibility to measure movements in the ns to ms
timescale has revealed the complexity of protein conformation ensemble in solution.
[14,19,20]. Recent studies on protein dynamic have led to the realization that proteins
are not structured in a unique conformation; rather, they frequently display regions
undergoing conformational exchange. The novel view of binding and allostery takes
into consideration the equilibrium among pre-existing conformational states of the
protein before it encounters the ligand. In the ligand-bound form, no significant
conformational transition is needed; instead, there is a population shift toward the
ligand-bound conformational state. Several evidences have shown that regions
displaying conformational diversity participate directly either in binding or in allosteric
transitions [14-18].

The dynamics of the backbone of a protein can be monitored by Nuclear
Magnetic Resonance (NMR) relaxation measurements, typically 15N longitudinal
relaxation (T1), transverse relaxation (T2), and 15N-1H heteronuclear NOE of a
uniformly 15N labeled protein. The relaxation measurements can be interpreted in terms

of physical events, such as order parameters and correlation times, to obtain a
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hydrodynamic description of the protein by fitting data with the Lipari-Szabo modelfree
formalism [19-21]. Multiple timescales can be resolved, from seconds (real time
measurements) to picoseconds. Movement on the pico- to nanosecond timescale
corresponds to local and segmental motions whose energy barrier is below the thermal
energy (kT) [19,20]. These are the so called thermal motions. Overall rotational
tumbling occurs on a timescale of tens of nanoseconds and is also thermally.

Our group used relaxation studies to access the importance of conformation
selection for protein-membrane binding. We used PRE (Paramagnetic Relaxation
Enhancement) effect to investigate the conformation ensemble of PW2, an anticoccidal
peptide selected by phage-display, with no stable structure in solution and that acquires
different stable conformations in the presence of SDS and DPC micelles [22,23].
Cruzeiro-Silva et al., 2007 [24] showed that PW2 in solution is not completely flexible.
The distances measured by PRE revealed the constrained motion in the aromatic region
(Trp-Trp-Arg) and 10 ns molecular dynamic simulation in water showed the increase in
order parameters in this same region. Measurements of relaxation dispersion pointed the
amino acids in exchange and they locate close to the WWR motif. Interesting to note
that the aromatic region is the consensus among different peptides in the phage-display
selection process [25].

In this work we assessed the defensin-membrane interaction using Pisum
sativum defensin 1 (Psdl) as our model [26]. Psdl exhibit high antimicrobial activity
against specific fungi, including pea pathogens, but not against bacteria [26]. The
solution structure of Psd1 was determined by high-resolution NMR spectroscopy [27].
Psdl adopts a typical cysteine-stabilized o/ motif, composed of three antiparallel -

strands and one a-helix. The secondary elements are joined by two loops and one turn
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(Ala7-Asnl7, Ala28-I1e31 and His36-Trp38) and those were the less defined regions in
the calculated structure [27]. The recombinant Psd1 was acquired at high levels in
Pichia pastoris expression system [28] and it exhibit the same structural and functional
properties as the native one.

We have used NMR to analyze the conformation and dynamics of Psdl in the
presence of vesicles containing phosphatidylcholine (PC) and a mix of PC with
glycosphingolipid extracted from hyphae of Fusarium solani (CMH). We also
investigated the effect of DPC micelles with or without CMH. The results showed that
Psdl interacts with vesicles of PC or PC:CMH in slightly different manner. The
interaction was monitored by chemical shift perturbation and relaxation properties.
Using this approach we could map the loops as the binding site of Psdl with the
membrane. The major binding epitope showed conformation exchange properties in the
us-ms timescale supporting the conformation selection as the binding mechanism.
Moreover, the peptide corresponding to this loop is also able to interact with DPC
micelles acquiring a stable structure and in the presence of DPC:CMH the peptide
change to an extended conformation, exhibiting NOE mainly with the carbohydrate and
ceramide parts of CMH. This is in accordance with previous studies showing the

fragments of defensins presents antimicrobial activity [29-31].
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2. Materials and Methods

L-a-Phosphatidil-choline (PC) from egg yolk was purchased from Avantis
Corp.; Perdeuteretade D38-dodecylphosphocholine (DPC) and 15NH4Cl was purchased
from Cambridge Isotope Laboratory; Monohexosylceramide (CMH) from Fusarium
solani was isolated as described by Duarte et al., 1998 [32]. All other chemicals were
purchased from Sigma Chemical (St. Louis, MO, USA). All products were of analytical

grade.

2.1. Pichia pastoris expression and purification of 15N Psd1

Psdl was expressed and purified as described elsewhere [26]. Briefly, Psdl-
expressing P. pastoris colony was grown in minimal glycerol medium (BMG) for
approximately 24 h at 28 °C and for 18 h at 30° C with constant shaking. These cultures
were centrifuged and the cell mass was ressuspended in BBS medium containing 0.7 %
methanol and 4 g/ ISNH4CI. The induction of Psdl synthesis was carried out for 120
h by daily supplementation of 0.7 % methanol. The crude culture was applied to a
Toyopearl SP-650M column. The peak containing proteins with low molecular weights
was pooled and purified by semipreparative reversed-phase HPLC on a Vydac C8
column (208TP510). The fractions collected were dried under vacuum and dissolved in

milli-Q water.

2.2. Vesicles preparation

Large unilamellar vesicles (LUV, 100 nm in diameter) were prepared according
to the extrusion method of [33]. PC (3.8 mg) or PC:CMH (9:1 ratio containing 3.42 mg
PC and 0.37 mg CMH) were dissolved in 200 pl of chloroform, dried under a stream of

nitrogen and hydrated in 1 ml of 20 mM sodium phosphate buffer and 20 mM sodium
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chloride. The final concentration of PC or PC:CMH was 5 mM. Extrusion was done 40

times through stacked polycarbonate filters with a pore size of 0.1 um.

2.3. NMR spectroscopy
All experiments were carried out at 25° C on a Bruker DRX-600 spectrometer.

Water suppression was achieved using the WATERGATE technique [34,35].

2.3.1. Relaxation paramenters

15N relaxation measurements were acquired using two-dimensional, proton-
detectedheteronuclear NMR experiments, for each of assigned amide nitrogen
implementing standard pulse sequences based on Farrow et al. (1994) [36]. T1, T2 and
NOE spectra were recorded with spectral widths of 1024 x 256 points in the 1H and
15N dimensions. The field strength of the CPMG refocusing train was 3.3 kHz and a
1.2 ms delay was used between the refocusing pulses [37,38]. The effects of cross
relaxation between 1H-15N dipolar and 15N chemical shift anisotropy were removed
applying 1H 1800 pulses during relaxation delays [39]. The relaxation delay for T1 and
T2 measurements was 4 and 2 s, respectively. T1 values were measured in a series of
spectra with relaxation delays of 0.020 s; 0.050 s; 0.100 s; 0.200 s; 0.300 s; 0.400 s;
0.500 s; 0.700 s; 0.900 s; 1.000 s; e 1.250 s. T2 measurements were taken with
relaxation delays of 0.010 s; 0.025 s; 0.050 s; 0.075 s; 0.100 s; 0.125 s; 0.150 55 0.175 s;
0.200 s; 0.250 s; € 0.300 s. To allow NOE evolution, 1H-15N steady-state NOE values
were measured with two different data sets, one collected with no initial proton
saturation and a second with initial proton saturation. The proton saturation period was

5.
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2.3.2. Model-free calculations

Relaxation parameters were fitted according to Lipari-Sazabo model free
formalism to extract the intramolecular dynamics. We have used the software Model-
free (v. 4.0) [19,40], from Arthur G. Palmer III research group. We used R1, R2, and
NOE relaxation parameters and an axially symmetric diffusion model. The estimates of
the overall correlation time 1, was obtained using the R2/R1 ratio mean in a Monte-

Carlo simulation.

2.3.3. Psd1 in PC and PC:CMH vesicles

Chemical shift perturbation (CSP) spectra were obtained using 1H-15N
heteronuclear single quantum coherence (HSQC) spectra with 1024 points x 256 points.
NMR spectra were recorded on 0.5 mL samples of 50 — 200 uM 15N-labeled Psd1 in 20
mM sodium phosphate buffer pH 5.0 and 20 mM sodium chloride in the presence or
absence of 5 mM PC or PC:CMH (9:1, molar ratio) vesicles. The chemical shift
perturbation was evaluated by the following equation: Ad= (A8y> + (ASN/ 10))"* in
ppm, and ASH or ASN equal 6H or N of Psdl in presence of vesicles less 6H or 6N of

Psdl1 free in solution.

2.3.4. Psd1 or pepLoop1l in DPC and DPC:CMH micelles

Psdl1 (160 mM) or pepLoopl (3.6 mM) were dissolved in 300 mM DPC, 40 mM
sodium phosphate buffer (pH 5.5) and 10% D20. DPC:CMH samples were prepared by
adding dry weight of CMH to the DPC/protein or peptide sample. Psd1:CMH molar

ratio was 1:10 and pepLoopl/CMH was analyzed in two molar ratios 0.5: 1 and 3:1.
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2.3.5 — PepLoopl structural calculations

The peptide pepLoopl (GVSFTNAS) was synthesized by Genemed Synthesis
Inc at 95 % purity and certified by mass spectrometry. For pepLoopl in DPC, the
structure were calculated using CNS_solve v.1.1 using a set of 300 distance restraints
derived from a NOESY spectra acquired in a Bruker Avance III 800 MHz. The peptide
was fully assigned using a combination of NOESY and TOCSY spectra; three NOESY
spectra were acquired at 100 ms, 150 ms and 200 ms; we used the 200 ms NOESY for
structural calculation. No spin diffusion was observed at this mixing time. For the
peptide in DPC plus CMH using pepLoopl:CMH molar ratio of 3:1, we used
CNS solve v 1.1 with a set of 80 NOEs most of them sequential NOEs. We also use
dihedral restraints derived from 3JHNHa. According to Figure 5, when 3JHNHa. was
higher than 8 Hz we used the phi angle restrained to from 900 to 1500. The 3JHNHa.
was measured using the splitting of the NOESY spectra processed using Gaussian
Multiplication window functions. For the sample DPC plus CMH using
pepLoopl:CMH molar ratio of 3:1 we also run a COSY spectrum. For the structure

statistics see supplementary Table.
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Results

3.1. Psd1 backbone dynamics in the free state

The backbone dynamics of Psdl have been determined through solution NMR
measurements of relaxation parameters R1, R2 and steady-state NOE of the amide
group resonances. FIGURE 1A shows the relaxation measurements values for the Psdl
amino acid residues. Most of Psd1 residues showed similar values for R1, R2 and NOE
compatible with the defensin fold and therefore stable secondary structure elements.
Glyl12 is the only residue that showed reduced values of R1, R2 and HNNOE,
indicating the presence of motion in the timescale of picoseconds. R2 values in the first
loop (Ala7-Asnl7) and turn 3 (His36-Trp38) showed bigger values than the average,
typical of internal motion in ps-ms time scale.

We used the extended Lipari Szabo model free formalism to obtain the order
parameter (S%), that describe the presence of thermal motion and the residues involved
in conformational exchange, undergoing motions timescale ps-ms (Rex). High values
(0.87) observed in S* indicated significant restriction of the fast motion of the amide
bond vector (N-H vector), consistent with well-organized Psd1 structure. Gly12 is the
only exception, showing thermal motion with an order parameter of 0.51. The extended
model, with the inclusion of the parameter Rex, was necessary to correctly describe the
dynamics around the loops, especially Loop 1 (from Ala7 to Asnl7) and Turn3 (from
His36 to Trp38). The isotropic overall correlation time was 5.0 ns, consistent with the
monomeric form of the protein.

Another way to find the presence of conformational exchange is by analysis of
R2/R1 ratio. Values of R2/R1 bigger than the average value can be readily attributed to
conformational exchange, especially for Psdl as shown in FIGURE 2. In the present

manuscript we will use R2/R1 ratio to compare the milli- to microsecond motion
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Figure 1: 15N backbone relaxation measurements for Psdl free in solution. (A) — R1,
R2, and 1H/15N heteronuclear NOE plotted as a function of the residue number for
Psdl. Values of R1 and R2 were obtained from the fit as single exponential decay of the
time dependence of the relaxation data measured. The error bars indicate the fitting
error. The absence of bars indicates that the values could not be accurately measured
due to overlaps. (B) Lipari-Szabo model-free analysis of 15N relaxation data of Psdl.
The figure shows Rex, R2/R1 and order parameter (S2) plotted as a function of the
residue number for Psd1. The experiments were run at 25 oC. (C) Ribbon representation
of Psdl highlighting the side chains of the residues in conformational exchange in blue
and the flexible hinge Gly12 in red. Glyl2 is the only residue with decreased order
parameter, showing thermal flexibility.
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between Psdl free in solution and in the presence of phospholipid vesicles. The
advantage of using this ratio is that it does not depend on any model or fitting. This is an
important advantage since it is not trivial to describe the hydrodynamic motion of Psdl
in rapid exchange between the free and vesicle-bound form. Both the fitting of Rex by
using the extended Lipari-Szabo model free formalism or by looking at R2/R1 values
indicated the presence conformational variability in Loopl and Turn3, with the
exchange between conformers in the micro- or millisecond time scale. The residues in
Loop1 that exhibited significant conformational exchange were Argl1, Vall3, Cysl4,
Asnl7, resulting in positive values of Rex and residues Cys35 and His36, close to turn
3. It is not surprising the correlated motion between Loopl and Turn3, since they are
connected via disulfide bond (Cysl4-Cys35). FIGURE 1C shows the ribbon
representation of Psd1 where the amino acids with conformational exchange (high Rex)
were colored in blue and the Glyl2 in red. Note that the residues in conformation
exchange are close to each other forming a patch in Psdl structure. Gly12 displayed
thermal motion, which occurs in the timescale of pico to nanoseconds, acting as a hinge
in the middle of the loop in conformational exchange. This hinge motion of Gly12 plays
an important role in the loop dynamic properties; it is worth mentioning that this residue

is highly conserved among plant defensins.

64



A 0,16

0,14 -

0,12 -

0,10 -

CSP

0,08 -
0,06 -

o] 1
. e | 1A | =
0,00 - |
0 5 10 15 20 25 30 35 40 45
Residue Number

C

F15 T16

65



Figure 2: Chemical shift perturbation (CSP) of Psdl in the presence of vesicles of PC
and PC:CMH (9:1) (A). CSP was obtained according to the equation shown in the
Methods section. The horizontal line shows the limit of one standard deviation. To map
CSP evoked by the presence of PC, we considered significant CSP above one standard
deviation (above the line). Sample condition was as following: 50 mM [Psd1], 20 mM
phosphate buffer pH 5.0 plus 20 mM NaCl. Black bars refer to chemical shift
perturbation in the presence of PC vesicles and white/red bars in the presence of
PC:CMH (9:1) vesicles. The residues that were perturbed by PC:CMH (9:1) in more
that 100 % relative to PC only were colored in red bars. (B) Ribbon representation of
Psd1 highlighting in blue the CSP evoked by the presence of PC vesicles. (C) Ribbon
representation of Psdl highlighting in red the CSP evoked by the presence of CMH.
These residues were also colored as red bars in A. (D) Electrostatic potential surface of
Psdl. Blue are positive, red are negative and white neutral residues. The structure
shown in the left are in the exact same orientation as in B and C. In the right it was
rotated by 180o.
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3.2. Psdl1 interaction with vesicles of PC and PC:CMH: Chemical shift
perturbation

We used chemical shift perturbation (CSP) to monitor Psd1 interaction with PC
and PC:CMH vesicles. We acquired HSQC spectra of the 15N labeled Psdl free and in
the presence of vesicles prepared with PC and PC:CMH (molar ratio 9:1). FIGURE 2A
shows the difference in chemical shift observed for the amide group for the free protein
and in the presence of vesicle of PC (black bars) and PC: CMH (white and red bars).

The changes in chemical shift indicated that Psdl interacts with PC and
PC:CMH vesicles causing similar CSP. Since the line width did not increase
significantly, we could also infer that Psd1 interacts in fast exchange with the PC
vesicle. Similar regions were probed by both systems, and bigger changes were
observed around Loopl and helix1 in the presence of both PC and PC:CMH. The line in
Figure 2A shows the limit of one standard deviation. In FIGURE 2B the residues with
CSP above the line are highlighted. Note that the perturbed regions are predominantly
positive (FIGURE 2D), mainly due to Argl1, His23 and Lys27 residues. This indicates
that Coulombic attraction is very important for the interaction of Psd1 with PC vesicles,
as expected. This data suggested that Psd1 might slide freely in the PC bi-dimensional
interface. The increase in salt concentration leaded to a decrease in CSP values, tending
to the chemical shift values of the free state (not shown). The salt dependence reinforce
that the Coulombic attraction as the first binding event.

Also CSP decreases with the increase of protein concentration, showing a
saturation behavior. The effect showed in FIGURE 2A tends to vanish at Psdl
concentration above 200 mM and lipid concentration of 5 mM. All the experiments of
CSP in the present manuscript are done at non-saturant concentrations of Psdl (50

mM).
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Since PC comprises the vast majority of the PC:CMH vesicle surface (~ 90 %),
it was expected that the absolute value of CSP was predominantly due to the contact
with PC. Nevertheless, significant differences were observed comparing the CSP in the
presence of PC (black bars) and PC:CMH (white and red bars). To further analyze these
differences we looked at residues that exhibited changes in CSP greater than 100 %
when compared with PC only (FIGURE 2A, red bars). They are highlighted in red in
FIGURE 2C. The presence of CMH in the bilayer generated perturbation in the residues
located at loop regions, especially those in Loopl and Turn3. Remarkably, several
cysteines changed in the presence of CMH indicating a conformation accommodation of
Psdl in this type of vesicle. Overall we believe that the main perturbation was probably
due to non-specific electrostatic interaction with PC, while changes generated by the
presence of CMH involve other type of interactions such as hydrogen bonds (Thr16 and
Asnl7 among others) and hydrophobic interactions with residues Vall3, Phels,

Alal8and Trp38.

3.2. Psd1 interaction with vesicles of PC and PC:CMH: Dynamic properties

To further investigate the interaction of Psdl with membranes we compared
theR2/R1 ratio observed in the free state and in the presence of PC:CMH vesicles, since
it has a relationship with overall rotational correlation time, tm, and motions in ms-ms
timescale [40]. The R2/R1 ratio of the each residue for Psdl free solution was very
similar in all protein, with an average value around 2.15 (FIGURE 3A). The residues
around the first loop and the turn3 (Ala7-Asnl17 and His36-Trp38) had bigger R2/R1
values when compared to the average, compatible with exchange processes

The presence of PC:CMH vesicles induced several changes in the R2/R1 ratio.
Amino acids Cys14, Phel5 and His36 had a decrease in R2/R1 ratio (FIGURE 3B, red).

In opposition, residues Asnl7, His29, His36, Asn37 and Trp38 had an increase in the
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R2/R1 ratio (FIGURE 3B, magenta). As expected, the amino acids with that presented
bigger changes co-localize in the first loop and turn3 region.

Here, we used the information from R2/R1 ratio solely as a way to map the site
of interaction of Psdl with PC:CMH (FIGURE 3B). Since binding can induce
restriction of motion of a certain regions of a protein, stabilizing one particular
conformer [14]. This conformational selection leads to a decrease in Rex, as observed
for residues Cys14, Phel5 and His36. On the other hand, transient binding can induce
an increase in Rex, since the ligand can be in exchange between its free and bound
conformation. The binding of Psdl to PC:CMH vesicle can evoke both effects in Rex.

Probably, conformational selection is taking place, but the transient binding prevent
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Figure 3: (A) R2/R1 ratio for each amide 15N of Psdl (top), values obtained for Psdl
free in solution, the same shown in Figure 1; (bottom), values obtained for Psd1 in the
presence of PC:CMH (9:1) vesicles. The experiments were performed with extruded
vesicles prepared with 20 mM phosphate pH 5, 20 mM NacCl, 200 mM Psd1 and 5 mM
total lipids. The error bars are the sum of the fitting error from R1 and R2. The bars in
red highlight the residues with significant difference in R2/R1. We considered
significant when the observed difference in R2/R1 ratio are bigger than the sum of the
error. The red star indicates the residues where R2/R1 ratio could not be measured due
to broadening of the line beyond detection. These residues are in conformational
exchange. The arrow indicates the increase or decrease of conformational exchange.
The absence of bars indicates that the values could not be accurately measured due to
overlaps. (B) Ribbon representation of Psdl highlighting the residues where
conformation exchange were modified by the presence of PC:CMH (9:1) vesicles.
Increase in conformational exchange is in magenta and decrease in red. Note that both
reflect binding.
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us to fully analyze this data. To completely understand this phenomenon we need
further data and this is not the main purpose of this manuscript.
3.3. Psd1 interaction with micelles of DPC: Chemical shift perturbation and
Dynamic properties

The use of vesicles for solution NMR studies is restricted to systems in fast
exchange; otherwise the resonances would be broadened. Micelles are the alternative
system for membrane protein studies. We decided to investigate the changes in
chemical shift of Psdl in the presence of micelles of DPC and DPC CMH. FIGURE 4A
shows the CSP when chemical shift values in the presence of compared to Psdl in the
free state. The residues that were perturbed above one standard deviation were colored
in magenta (FIGURE 4B). Residues that the resonances are broadened beyond detection
are shown in red (FIGURE 4B). The same regions probed by the experiments with
phospholipid vesicles were also monitored with DPC micelles: Loopl and Turn3.
Furthermore, the changes observed extend the ones in vesicles, probably because due to
micelle properties the Psd1 binding equilibrium is shifted toward the bound-state. It is
possible to speculate that in micelles, due to different dynamics (faster) and bigger
curvature, the hydrophobic aliphatic chains are more exposed leading to bigger Psdl

insertion.
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Figure 4: (A) Chemical shift perturbation of Psd1 by the presence if DPC micelles and
DPC micelles plus CMH, respecting a molar ratio CMH:Psd1 1:10. The presence of
CMH did not show any change in the HSQC spectrum. The CSP plot refers to both
conditions. The sample condition was as following: 160 mM [Psdl] in 20 mM
phosphate buffer pH 5.0 plus, 20 mM NaCl, 300 mM DPC. In the sample containing
CMH, we added 600 mM of CMH. The horizontal line shows the limit of one standard
deviation. To map CSP evoked by the presence of DPC or DPC plus CMH, we
considered significant CSPs above one standard deviation (above the line). The black
stars shows residue with broadening of the line beyond detection. These residues are in
conformational exchange. (B) Ribbon representation of Psdl highlighting in magenta
the residues with significant CSP. In red are the residues that vanished from the spectra
indicting that the presence of DPC significantly increased conformational exchange.

73



3.4. PepLoopl (Glyl12-Vall13-Ser14-Phe15-Thr16-Asn17-Ala18-Ser19) structure in
DPC and DPC:CMH.

Based on the mapped specific interaction with CMH we synthesized pepLoopl.
PepLoopl comprises the residues that were perturbed by the presence of CMH.
Fragments of a given protein do not necessarily display the same conformation when it
is free in solution. However, they maintain the interaction properties, often with lower
affinities. One explanation is that the peptide free in solution is in equilibrium among
several conformations and upon interaction the interacting-conformer is stabilized [14,
18, 24]. Based on this assumption, we mapped the specific interaction with CMH using
pepLoopl.

Loop! extends from residue 7 to 17 and appear as the most important membrane
binding site. We decided to synthesize pepLoopl starting from Gly12, since it is the
flexible hinge of Loopl. To facilitate the experimental procedure we switched Cys14 to
Serl4 in the synthetic peptide. Next we probe the interaction of pepLoopl with DPC
and DPC:CMH. The peptide sequence is the following: Glyl12-Vall3-Ser14-Phel5-
Thr16-Asnl17-Alal8-Serl9.

PepLoopl did not have stable structure in solution but was stabilized in the
presence of DPC micelles. Interesting for such small peptide, its structure converged as
shown in FIGURE 5A. The side chain of Serl14, Phel5 and Thrl6 are well converged.
Vall3, Phel5 and Alal8 form a hydrophobic surface, probably facing the micelle, while
Thr16 seems to be interacting with the polar head group.

Figure 6A shows the observed NOEs for pepLoopl in DPC micelles. Several
medium and long range connectivities were observed. The long range NOE between
Vall3 and Ala 18 imposed a slight bend in the peptide.

When the micelles were mixed with CMH, there was a big change in the NOE

74



profile and scalar coupling values (3JHNHa). FIGURE 5B shows the calculated
structure for the new set of NOEs and the observed scalar coupling (3JHNHa). It is
worth mentioning that in the presence of CMH 3JHNHa ranged from 7 to 15 Hz in the
region Vall3-Ans17, indicative of an extended conformation.

FIGURE 6B shows the observed NOEs for pepLoopl in the presence of
DPC:CMH (0.5:1 - CMH:pepLoopl) and FIGURE 6C DPC:CMH (3:1 -
CMH:pepLoopl). There was a decrease in the number of NOEs when compared with
the peptide in DPC. This is probably due to the adoption of an extended conformation in
the presence of CMH. The long range NOE between Vall3 and Alal8 observed for the
peptide in DPC was not observed in the presence of CMH. The structural statistics are
shown in supplementary TABLE 1.

Moreover, several NOEs between pepLoopl and CMH were observed (FIGURE
7). CMH was re-assigned in DPC based on previously published values [32]. Phel5
aromatic d protons showed NOEs with the ceramide part of CMH and Thr16 b protons
showed several unambiguous NOEs with the glycosil part of CMH. These data suggest

that Psd1 is interacting with the surface of the micelle.
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Figure 5: Summary of NOEs of pepLoopl in DPC micelles (A) or DPC plus CMH,
respecting the CMH:pepLoop! molar ratio of 0.5:1 (B) and 3:1 (C). The data were
extracted from NOESY spectra with mixing time of 150 ms. All experiments were
carried out at 3.6 mM pepLoopl, 20 mM phosphate buffer and 300 mM DPC.
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Figure 6: Superposition of the 15 lowest energy structures of pepLoopl in the presence
of DPC (A, top) and DPC plus CMH, respecting a molar ratio CMH:pepLoop1 3:1 (B,
top). pepLoop1 sample (3.6 mM) was prepared in 300 mM DPC, 20 mM sodium
phosphate buffer (pH 5.5), 10% D20 and DPC:CMH samples were prepared by adding
dry weight of CMH to the DPC sample. In the bottom it is shown a representative of the
ensemble for each of the structures.
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Figure 7: Representation of pepLoop1, two DPC monomers and one CMH. The arrows
shows the observed intermolecular NOEs obtained from a NOESY spectrum with
mixing time of 150 ms. All experiments were carried out at 3.6 mM pepLoop1, 20 mM
phosphate buffer and 300 mM DPC and 10.8 mM CMH (CMH:pepLoop1 molar ratio of
3:1). Note that the interaction of the peptide with CMH occurred through the contact of
Phel5 side chain with the aliphatic chains and Thr16 with the carbohydrate group,
possibly making hydrogen bonds. We could not observe intermolecular NOEs with
DPC, possibly because it is only 1 % protonated.
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4. Discussion

4.1. Identification of minimal domains in defensins

Several strategies have been used to identify minimal active domains of
defensins in an attempt to create new antimicrobial agents [29-31, 41]. Peptides derived
from full length proteins are sometimes even more potent than the source. The MBGO1
peptide (19-mer) deduced from Raphanus defensin Rs-AFP2, that corresponds to the
b2-b3 loop was synthesized and its cysteines replaced by a-aminobutyric acid [31]. The
derived peptide showed improved antifungal activity when compared to the native
defensin (lower MIC value). Interesting, this peptide also has a Phe and a Val in the
loop region. Vila-Perelld et al [29,30] synthesized 13- to 19- mer peptides based on a
thionin from Pyrularia pubera and the resulting peptides showed an antimicrobial
activity similar to the native thionin. Here we showed that pepLoopl binds CMH,
helping us to contribute toward the elucidation of the binding mechanism of Psdl to
fungal membranes. For now we do not know if this peptide shows anti-microbial
activity. Studies with peptides, including pepLoopl, corroborate the assumption that
fragments of defensins conserve the interaction properties.

Similar results were observed for human defensins where the three-dimensional
structure is not always important for antimicrobial activity since the replacement of
cysteines by a-aminobutyric acid does not interfere in the antibacterial activity but
changes chemotatic properties of the protein [42]. On the other hand, it is not clear if
this is always the case. The presence of cystines and, thus the correct fold, seems to be
important for many of the activities of defensins [43,44].

Summarizing, these results suggest that specific region in the defensins is
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responsible for activity and that includes the ability to interact with membranes and
other parts of defensins are responsible for specific recognition and anchoring to the
membrane.

There are features of the primary sequences of plant defensins that are important
to comment with perspective of the results showed in this manuscript. We compared the
primary sequence of Psd1 with other defensins, focusing the ones from the same family
and tribe. Defensins that are evolutionary related may maintain the mechanism of action
and their interaction target in the membrane [4]. Cysteines are conserved in all
defensins. The highly conserved Gly (position 12 in Psdl) is present in all plant
defensins. Among the residues that compose the interacting Loopl, the Glyl2
contributed to the plasticity of the loop and is probably essential for the recognition
process. A conserved residue with thermal flexibility may be a key feature maintained
by evolution.

The CMH interacting residue Phe (Phel5 in Psdl) is 50 % conserved among
plant defensins and alternatively is replaced by bulky hydrophobic residues. The second
hit is Leu with 18.5 %. If we compare the presence of Phe among defensins of Fabaceae
family the conservation increases to 74 %. The other interacting residue Thr (Thr16 in
Psdl) is not so conserved as Phel5 but is maintained in 26 % among all plant defensins.
Thrl6 is 51 % conserved among Fabaceae family. Thr is frequently changed by Ser,
which appear at a frequency of 38.5 % in the same family. In conclusion, the ability to
make hydrogen bonds with the glucosyl group is maintained for 69.5 % of the Fabaceae
defensins. Based on these results the ability to bind CMH should be a conserved feature
within Fabaceae defensins.

Defensins in general tends to show low conservation of primary sequence. This

is probably due to different mechanisms of interaction with the membrane. The
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interaction with the membrane may be only the first cellular target. Afterward, they can
get internalized and interact with a cytoplasmic target. Therefore, although the
similarity between defensin sequences is small this region can reach high scores in the
interacting loops if we compare defensins that share the same membrane target.
Similarity is higher among defensins from the same family (Fabaceae). We also found

high similarity scores among defensins from Poaceae [4].

4.2. Dynamic properties and membrane interaction

Our data pointed out the importance of Loop 1 for Psd1 membrane interaction.
The mapping was only effective with the use of dynamic properties upon binding. The
chemical shift perturbation for such small protein could only partially identify the
specific changes that occurred in the binding site. The accommodation in the membrane
leaded to chemical shift changes in different regions of Psdl.

On the other hand the R2/R1 ratio changed in specific regions of the protein due
to differences in conformational exchange. The decrease in R2/R1 ratio in Loopl was
indicative of decrease in conformational exchange upon membrane binding, probably
because the membrane stabilized a specific conformation. Other residues showed
increased conformational exchange. This is also indicative of transient binding and
mapped the same Loop1 and Turn3.

We mapped the same regions in the presence of PC:CMH vesicles and DPC
micelles. However, no difference was observed in DPC micelles in the presence or
absence of CMH. We believe that the higher protein insertion of Psd1 in micelles
hampered the observation of small differences in the interaction in PC and PC:CMH.
Our data suggests that the phosphatidylcholine head groups are the major attractor of
Psdl through coulombic attraction. Psdl search for specific CMH binding in the

membrane surface. The recognition of CMH triggers a conformational change that
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promote protein insertion in the membrane, possibly through a local destabilization of
the membrane that ultimately leads to exposure of hydrophobic aliphatic chains. The
protein flips toward the membrane surface leading to interaction of Loopl and turn3.
Since in micelles there are higher hydrophobic exposure the specific effect was not
observed.

Several data in the literature suggest the importance of loop regions for
interaction [45,46]. The analysis of protein-protein complexes showed that loop regions
are preferred contact points and the frequent presence of aromatic amino acids suggest
that their side chain are important probably to restrict the loop conformation in the free

state [45.,47].

4.4. Conformation selection

In the last ten years a new view of binding and allostery is being deduced from
the dynamical behavior of protein in their free states. Frequently, regions that participate
in recognition show motions in the timescale of milli- to microseconds. In the case of
Psdl, Loopl and Turn3 showed concerted motion in this timescale. In the free state,
these recognition regions (frequently loops) are in equilibrium between two or more
conformational states. The process of recognition implies in the stabilization of one of
these pre-existent conformational states and selection occurs through population shift
toward the bound state. These binding mechanisms are being named conformational
selection [14-18]. Here, we showed that conformational selection took place in
membrane recognition by Psdl. Binding to the membrane leaded to decrease in
conformational exchange for residues Cysl4 and Phel5 and His36. We showed that
Phel5 interacted directly to CMH. The construction of mutants will validate the

important amino acids for interaction.
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Supplementary Table 1: Summary of structural statistics for PepLoopl in DPC micelles
and DPC/CMH (Molar Ratio of PepLoop 1/CMH was 3:1).

Total no. of distance constraints

No. of intraresidue constraints

No. of sequential constraints

No. of medium range constraints (> i, i+2)
No. of dihedral constraints (3JHNHA)

R.M.S. deviation from ideal geometry

Bonds (A)

Angles (degrees)

Dihedral (degrees)

Improper (degrees)

NOE (A)

Energy (Kcal/mol)

Overall

Bonds

Angle

Improper

VDW (Repel)

NOE

Pairwise RMSD (A)
Backbone/Heavy Atoms (all)
Backbone/Heavy Atoms (2-7)
Procheck

Allowed region

PepLoopl in
DPC

106
36
37
33
0

0.0027 +/- 0.00030
0.4637 +/- 0.0550
6.759 +/-2.4210
0.2574 +/- 0.0695
0.0123 +/- 0.0041

21.86 +/- 4.56
0.75+/-0.16
6.17 +/- 1.40
0.60 +/- 0.36
7.92 +/-2.05
1.32 +/-0.90

0.852/1.337
0.515/1.143

99.6 %

PepLoopl in
DPC:CMH

34
18
14
2

0.0021 +/- 0.00095
0.2452 +/- 0.0415
1.982 +/- 0.7398
0.1058 +/- 0.0120
0.0300 +/- 0.0183

7.37 +/- 3.88
0.55+/-0.36
1.75 +/- 0.54
0.10 +/- 0.02
1.38 +/- 0.67
3.11+/-2.32

1.097/1.538
0.613/1.134

100 %
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5. Parte 111

Comparacio da afinidade de Psdl a pequenas vesiculas unilamelares (SUV)
compostas de PC, de PC:CMH e de CMH por Ressonincia Plasménica de
superficie (SPR) e avaliacdo da importancia dos residuos de glicina na posiciao 12 e
histidina na posi¢ao 36 de Psd1 na interagdo com CMH por SPR bem como para

sua atividade biologica.

Os resultados apresentados nas partes | e II dessa tese mostram que a proteina
Psdl interage com CMH através da alga 1 e da volta 3, regides que possuem mudancas
conformacionais (figura 2 e 3, parte II). As medidas através CSP e parametros de
relaxa¢io de 'H-""N por NMR forneceram uma visdo geral sobre o mecanismo de
interagdo de Psd1 com CMH, atragdo por carga da superficie, orientagdo da proteina na
membrana, e estabilizagdo em uma (s) conformagao (des) por conta da ligagdo ao CMH.
Entretanto a metodologia utilizada n3o permitiu que informagdes quantitativas desta
interacao fossem.

Nessa parte a seguir, o objetivo principal sera quantificar a interacdo de Psdl
com CMH de forma a tentar diferencia-la numericamente da interagdo com PC,
mostrada nas segdes anteriores, bem como relaciona-la com a atividade antifungica
através de ensaios utilizando a cepa de Candida albicans deficiente no gene que
codifica a enzima glicosilceramida sintase (GCS), em compara¢do com a cepa parental.

A interagdo foi avaliada por Ressonancia Plasmonica de Supeficie (SPR) que
fornece dados sobre a dinamica da interacdo em tempo real, como as velocidades de
associa¢do e de dissociagdo. A relevancia da glicoceramida CMH para a atividade
bioldgica de Psdl foi testada contra as cepas de Candida albicans selvagem e AGCS],
portanto deficiente em CMH. Ainda nesta linha, foi realizada a avaliacdo da importancia

de residuos de Psdl presentes na alga 1 (Glyl2) e na volta 3 (His36) na intera¢do por
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CMH por SPR e para sua atividade biologica por ensaio de microcultura através da
utlilizagdo de mutantes sitio-dirigidas de Psdl em que os aminoacidos Gly12 e His36

foram substituidos por Glu e Lys respectivamente.
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5.1 Materiais e métodos

5.1.1. Mutantes sitio-dirigidas da defensina Psd1

5.1.1.1. Transformacio de Pichia pastoris com os plasmideos
recombinantes para producio das mutantes sitio-dirigidas
Psd1Gly12Glu e Psd1His36Lys

Os genes de PsdlGlyl2Glu e PsdlHis36Lys foram sintetizados pela
GeneScripts Company e inseridos no vetor de expressao pPIC9 gerando os plasmideos
recombinantes pPIC9-Psd1Gly12Glu e pPIC9-Psd1His36Lys. Cepas da bactérias E.
coli DH5-a foram transformadas com os plasmideos recombinantes pPIC9-
Psd1Gly12Glu ou pPIC9-Psd1His36Lys e plaqueadas em meio LB 4gar contendo
ampicilina (100 pg/mL).

Bactérias contendo o plasmideo de interesse foram crescidas em 50 mL de meio
LB com ampicilina (100 pg/mL) e os respectivos DNAs plasmidiais foram purificados
utilizando o kit PureYield™ Plasmid Midiprep System (Promega). Todos os DNAs (25
ug cada) foram linearizados com 2 U da enzima Sal I durante a noite a 37° C. O produto
completamente linearizado foi submetido a eletroforese em gel de agarose 1,0 % e uma
vez verificada a digestdo, todo o material foi recuperado utilizando-se kit Wizard SV Gel
and PCR Clean-Up System (Promega) para transformacgdo de Pichia pastoris GS115
como descrito a seguir.

Uma colonia da cepa selvagem Pichia pastoris GS115 foi crescida em 250 mL de
meio YPD por 12 horas até atingir absorvancia 1,5. Nesta fase do crescimento, as
culturas foram imediatamente resfriadas e centrifugadas a 2.300 g por 15 minutos a 4° C
para descarte do sobrenadante. As células foram ressuspendidas em 250 mL de agua
Milli-Q estéril gelada e novamente recuperadas através de centrifugagao. Este passo foi

repetido por mais duas vezes utilizando-se 250 e 125 mL de dgua Milli-Q estéril. Uma
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quarta lavagem das células foi realizada com 10 mL de sorbitol 1 M gelado. Apos esta
ultima centrifugagdo, as células foram ressuspensas em 2 mL de sorbitol 1 M gelado e
mantidas em gelo até o momento da transformagao.

80 microlitros das células eletrocompetentes obtidas na etapa anterior foram
incubados por 5 minutos no gelo em cubeta de 0,2 cm (propria para eletroporagdo) com
vetor linearizado (volume final obtido com adi¢do de sorbitol 1 M gelado foi de 400
pulL). Passado este tempo, as cubetas foram submetidas ao pulso com 400 Q de
resisténcia, 2.5 kV e 25 pF de capacitancia. Imediatamente apds o pulso, as amostras
receberam 1 mL de sorbitol 1 M gelado e foram transferidas para tubos de 15 mL. Estes
foram incubados por 1 hora a 30° C até adigdo de 1 mL de meio YPD. Apos isto, as
células foram mantidas a 30° C por mais 1 hora até plaqueamento de 200 pL desta
suspensdo em meio MD Agar (YNB sem aminoacidos 1,34 %, biotina 4 x 10° %,
glicose 1 %, agar bacterioldgico 2 %). As placas foram mantidas a 28° C por 72 horas
até visualizagdo das colonias transformadas. Células de Pichia pastoris somente

submetidas ao choque (sem plasmideo) foram usadas como controle da transformacao.

5.1.1.2. Selecdo da levedura de melhor expressao.

Cinco colonias de cada transformagdo foram crescidas em 3 mL de meio BMG a
28° C com agitagao constante em frasco de 50 mL por 24 horas. A seguir, as culturas
foram submetidas a centrifugacdo em centrifuga clinica por 5 minutos a velocidade total
e apos retirada do sobrenadante as células foram ressuspensas em cinco mL de meio
BBS contendo 0,5 % metanol. A concentragdo inicial de células nessas amostras variou
entre 1,0 e 2,0 de absorvancia. As culturas foram mantidas por 72 horas em BBS com a
adicdo de 2,5 pL. de metanol (0,5 %) a cada 24 horas para expressdo das proteinas de

interesse.
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O sobrenadante foi separado das células em suspensdo por centrifugacdo em
centrifuga clinica por 5 minutos a velocidade total. Os sobrenadantes foram submetidos
a eletroforese em gel de SDS-poliacrilamida 18 % e as amostras de interesse

evidenciadas por coloragdo por prata (Oakley, B.R. e cols., 1980).

5.1.1.3. Confirmacao da producio das proteinas recombinantes.

As proteinas Psdl, Psd1Glyl12Glu e Psd1His36Lys foram seqiienciadas apds
digestdo com tripsina e LC/MS/MS pela Molecular Biology Proteomics Facility, The
University of Oklahoma Health Sciences Center. Os resultados obtidos estdo no anexo

1.

5.1.2. Interacdo proteina-lipideo por Ressonancia
Plasmonica de superficie (SPR).

5.1.2.1 Preparacao de vesiculas lipidicas para SPR.

Os lipideos PC, CMH ou uma mistura dos dois PC:CMH na proporcao de 7:3
(M/M), foram solubilizados em cloroférmio e secos com nitrogénio gasoso até total
remog¢do do solvente organico. Uma vez obtido o filme lipidico seco, o material foi
ressuspenso em HEPES 10 mM, pH 7,4 e NaCl 150 mM, para um concentragdo final de
lipideo igual a 1 mM. Apos forte agitagdo em vortex por 5 minutos a preparagdo foi
mantida no gelo e sonicada no sonicador de ponteira microson ultrasonic cell disruptor
(Misonix) com pulsos de 5 segundos de duragdo, com apusa de 5 segundos entre os
pulsos (pulsator, Virtis) por um tempo total de 5 minutos, sempre no gelo. Apos a
sonicagdo a preparacdo foi centrifugada a 14 000 RPM por 20 minutos a 4° C e a parte

superior da preparacao foi utilizada nos experimentos de SPR.
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5.1.2.2. Verificacgdo do tamanho das vesiculas por contrastacio

negativa.

Uma aliquota das vesiculas obtidas como descrito em acima foi diluida 100
vezes em HEPES 10 mM, pH 7,4 e NaCl 150 mM e submetida a andlise por
contrastacdo negativa. Uma gota da suspensdo de vesiculas foi depositada sobre grade
de cobre, revestida com filme de formvar. Apds 3 minutos o excesso do liquido foi
retirado, aproximando da borda da grade um pedaco de papel de filtro, com o cuidado
de ndo deixar secar completamente o filme. Uma gota de acetato de uranila 3% foi
pingada sobre a grade e ap6s 30 segundos o excesso do reagente foi retirado com papel
de filtro e a grade foi seca em contato com o ar. Este material foi observado no

Microscopio Eletronico de Transmissdo Zeiss 900.

5.1.2.3. Ensaio de ligacdo de Psd1 a vesiculas lipidicas por Ressonancia
Plasmonica de Superficie (SPR).

A Ressonancia Plasmonica de Superficie (SPR) foi introduzida na década de
1990 como uma tecnologia de ponta em biosensores de afinidade para analises de
interagdes biomoleculares. SPR ¢ um fendmeno elétrico-6ptico obtido da interacdo da
luz com uma superficie metalica. Sob certas condi¢des a energia carreada pelos fétons
da luz ¢ transferida para a nuvem de elétrons, formando os chamados plasmons, sobre a
superficie do metal. Essa transferéncia de energia ocorre somente em um especifico
comprimento de onda ressonante da luz. No angulo correspondente a ressonincia
plasmonica de superficie, ocorre, na superficie do metal, a diminui¢ao da refletividade
devido ao aumento da absor¢do da energia da luz incidente (Englebienne P. e cols.,
2003).

A FIGURA 5.1 mostra como o fenomeno de SPR tem aplicabilidade como

biosensor. Quando a luz polarizada ¢ desviada por um prisma para uma parte do sensor

96



chip contendo uma pelicula fina de metal no topo que neste caso é composta de ouro, a
luz sera refletida pela pelicula do metal, agindo como um espelho. Ao mudar o angulo
de incidéncia da luz e monitorar a intensidade de luz refletida, a intensidade de luz
refletida atinge um minimo (angulo A). Neste angulo de incidéncia, a luz excitard os
elétrons da superficie do metal formando plasmons e, causando uma diminui¢do da
intensidade da luz. O angulo em que ocorre a perda maxima da intensidade de luz
refletida ¢ chamado de angulo da ressonancia ou angulo de SPR sendo, por exemplo,
dependente dos indices de refratividade dos meios de comunicagdo em ambos os lados
do metal. Qualquer altera¢do nas proximidades da superficie de metal do sensor chip,
como adsor¢do de moléculas, causard alteragdo do angulo ideal para formagdo de
plasmon (angulo B) observado pelo aumento de intensidade de luz detectada
(Schasfoort R. B. M. and Tudos A. J., 2008). Esta variacdo com relagcdo ao angulo de
ressonancia e a intensidade de luz tem sido explorado com sucesso por SPR.

A cinética de interacdo em SPR tem como principio basico medir a afinidade de
um par de ligantes em que um deles estd imobilizado na superficie (ligante, FIGURA
5.2) e outro ligante (analito, FIGURA 5.2) deve ser exposto ao primeiro de forma e com
concentragdo constante. Neste sistema, na associagdo a concentracdo do analito ¢
mantida pela injecdo constante do mesmo armazenado no sistema (FIGURA 5.3). O
fluxo constante utilizado para a injecdo visa manter a concentra¢do soluvel do analito
dentro da camara sempre igual, independendo da quantidade de analito ligado ao ligante
imobilizado na matriz do chip. Logo, o real objetivo é encontrar uma situagdo em que
podemos mensurar a velocidade da associagdo (ka) e da dissociagdo (kd) da interacao,
de preferéncia obtendo a resposta na situagdo de equilibrio, isto €, em que quantidade de

analito associando ao ligante ¢ igual a quantidade de analito dissociando do ligante.
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Figura 5.1: esquema experimental da excitagdo em SPR. A - O sensor chip que
apresenta uma fina camada de metal é representado sobre o prisma (triangulo amarelo).
A luz polarizada incide no metal apds ser desviada pelo prisma e atinge o metal no
angulo ¢ e a intensidade da luz refletida ¢ medida no detector. B — em um angulo A
(linha A), a excitagdao dos plasmons de superficie ocorre, resultando numa diminuig¢ao
da intensidade da luz refletida. O angulo de minima intensidade de luz refletida ¢ o
angulo de ressonancia plasmodnica de superficie. A mudanga do indice de refracdo na
superficie do metal, por exemplo, pela adsor¢do do analito, causard uma mudanga no
angulo de ressonancia (linha B) evidenciado pelo aumento da intensidade de luz que
chega ao detector. Adaptado do livio Handbook of Surface Plasmon Ressonance,
Schasfoort R.B.M. and Tudos A. J., 2008.
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Por outro lado, a dissociagdo consiste na utilizagdo somente do tampao de corrida para
observac¢ao da dissociagdo, e desse modo o fluxo constante também € importante porque
evita o acimulo do analito ndo ligado na camara, assim toda a dissociagdo ¢ medida
considerando sempre zero a concentracao de analito soluvel na camara (Schasfoort R.

B. M. and Tudos A. J., 2008).

A

Analito/
P-TER Ny~
Ligante /’%C t f

ouro >

vidro —»

Figura 5.2: Esquema mostrando os planos no chip sensor para SPR. A superficie do
chip voltada para o interior da cdmara possui uma matriz capaz de imobilizar o ligante
de forma permanente. A interacdo ocorre de maneira dindmica uma vez que o analito
(que interage com o ligante) ¢ adicionado ao sistema constantemente durante a injecao
(fase de associagdo) e posteriormente o desligamento entre o par ligante-analito ¢é
observado utilizando somente tampao de corrida (fase de dissociagdo) (FIGURA 5.2).
Seta cinza indica dire¢do do fluxo. Modificado do livro handbook of Surface Plasmon
Ressonance, Schasfoort R. B. M. and Tudos A. J., 2008.

Enquanto o indice de refratividade do prisma ndo pode ser alterado, o indice de
refratividade da vizinhanga imediata a superficie metal pode ser alterado por adsor¢ao

de material. Nessas condicdes de mudanca da SPR, a alteracdo do angulo de SPR
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(FIGURA 5.1, linha B) fornece informagdes da cinética de adsor¢do de um determinado

material na proximidade da superficie do metal (FIGURA 5.3).

Fase de dissociacao

us)

Fase de associacao

T

Término da injecido
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>
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EE——
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Figura 5.3: Sensograma obtido do esquema experimental do método de excitacdo em
SPR. Note que a mudanga do dngulo A para o dngulo B ¢ expressa em unidades de
resposta. A fase de associagdo sempre ocorre com injecdo de amostra com fluxo e
concentragdo constante. A fase de dissociacdo sempre ocorre com tampao de corrida e
observa-se o retorno do angulo B para o angulo A. Adaptado do livro Handbook of
Surface Plasmon Ressonance, Schasfoort R. B. M. and Tudos A. J., 2008.

Nao somente o fluxo deve ser considerado como interferente em SPR, outros
fatores podem influenciar a resposta como a distancia entre o ligante (e por
conseqiiéncia a distancia onde ocorrera a interagcdo ligante-analito) e a superficie do
metal. Quanto maior a distancia entre o ligante e a superficie, menor ¢ a interferéncia na
formagdo do plasmon de superficie o que acarreta numa menor resposta. A FIGURA 5.2
exemplifica como ocorre a disposi¢do de uma proteina imobilizada (ligante) em uma
matriz de dextran fixa na superficie de ouro. Note que a disposicao do ligante ndo ¢
homogenia, com moléculas imobilizadas no inicio da cadeia de dextran (proximas a
superficie de ouro) e outras ao longo da cadeia de dextran ficando mais distantes da

superficie metalica. Normalmente o valor observado de interacdo ¢ uma média das

interacoes que podem ocorrer livremente tanto proximo, quanto mais afastados da
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superficie metélica, a menos que o analito tenha problemas de difusdo pela matriz de
dextran. Isso ocorrendo, uma maior fracao de analito estara ligada ao ligante presente no
final da cadeia de dextran, o que prejudica muito a analise da interacdo porque a
resposta obtida ¢ menor ndao s6 pela distdncia, mas também pelo nimero total de
interagdes formadas (Schasfoort R. B. M. and Tudos A. J., 2008).

A andlise das curvas de interagdo pode ser realizada a partir de diversos
parametros da ligagdo, sendo os mais importantes: ka (constante de velocidade de
associac¢do), kd (constante de velocidade de dissociagdo), Req (resposta maxima obtida
em uma curva de associagdo que atinge uma situagdo de equilibrio) ¢ Rmax (nimero
maximo de ligantes na superficie do chip); lembrando que a razdo kd/ka informa o KD
(constante de dissociagao).

A constante de velocidade de associagdo (ka) mede o nlimero de complexos AB
sendo formados a partir dos ligantes A e B (equag@o 1) por unidade de tempo, assim
como a constante de dissociagdo (kd) mede o numero de complexo sendo desfeitos por

unidade tempo. Em SPR ha a vantagem de observar esse fenomeno em tempo real.

Equacao 1
Inicio da interagdo: nA +nL # AL +n-1A +n-1L

Req ¢ um bom indicador sobre a razdo ka /kd numa determinada concentracao.
No inicio de inje¢do, o nimero de ligantes livres ¢ maior do que o numero de ligantes
ocupados (uma vez que nao ha ligantes ocupados ate 0 momento da injecdo) a constante
determinante do equilibrio ¢ ka (equagdo 1). Conforme vao sendo ocupados os ligantes
por moléculas no analito, o nimero de ligantes disponiveis diminui e outro fator comega

a trabalhar no sentido de antagonizar ka, o kd. O equilibrio ocorre quando apds algum

101



tempo de injecdo e uma parte dos ligantes estdo ligados ao analito, o nimero de ligantes
livres sendo ocupados por analito é igual ao numero de analitos desligando de ligantes
na superficie, numa determinada concentragdo do analito sempre mantida constante

(equagao 2).

Equaciao 2

Equilibrio da interacdo: nA + nL. —2~  xAL +n-xA + n-xL (2)
Nkd

Ou ainda, as constantes podem ser descritas pela equacao:

kd — RUO(-kd(tX-tO) + RUx.

Req = ka x [] x Rmax /ka([]+kd) = ka x [|] (Rmax — Req)

No inicio da associacdo, ka>>>kd, a velocidade de associagdo (o) tem a seguinte

relacdo:

o = ka x [] x Rmax.

A quantidade de resposta obtida pela interagdo durante o equilibrio (XAL,
equacdo 2) indica a grandeza de ka frente kd. Quanto maior for Req, maior serd a
relacdo ka/kd, quando comparamos nas mesmas condi¢cdes € mesma concentragdo de
analito injetado em superficies com ligantes diferentes. Lembremos que ao tratarmos de
Req, ndo podemos inferir que ka em uma situacdo ¢ maior do que em outra situacao,
sem levarmos em consideracdo kd. Se numa mesma condicdo duas superficies
apresentarem o mesmo ka, quem possui o menor kd terd um maior Req. Ou ainda, caso

uma superficie tenha proporcionalmente o dobro do valor de ka que uma segunda
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superficie, porém se o valor de kd também for o dobro, ambas apresentaram Req muito
proximos, se ndo iguais.

Para efeito de comparagdo, vamos considerar que quanto maior o valor de Req,
maior a razao ka/kd e por conseqiiéncia menor a constante de dissociacao (KD) que ¢
expressa pelo inverso da razdo ka/kd, kd/ka. Quanto menor KD, maior a afinidade do
par ligante-analito.

O sistema tem sido utilizado para medir diversos pares de ligantes, proteina-
proteina, proteina-DNA, proteina-lipideo, droga-proteina, droga-lipideo dentre outros.
Para cada tipo de interacdo ha uma superficie, obtida comercialmente, desenvolvida
para imobilizar o ligante, ¢ um protocolo de imobilizagdo especifico para cada
superficie e tipo de ligante ¢ utilizado.

Nesta tese, nés realizamos a interagdo Psdl e mutantes pontuais com vesiculas
lipidicas. O chip comercial (L1) possui um superficie de ouro e, ligada a essa superficie
um polimero de carboximetil dextran que possui na outra extremidade uma cadeia
carbonica com pelo menos 10 carbonos. Essa tltima orienta-se no sentido da extensdo
da cadeia, permitindo a ligacdo estruturas lipidicas, vesiculas principalmente. A cadeia
carbonica pode se inserir na estrutura lipidica o suficiente para manté-la estdvel na
superficie do chip. Note que essa superficie imobiliza o ligante (a estrutura lipidica) de
forma estavel, porém ndo covalente. A estrutura ¢ estdvel porque o lipidio ¢ muito
pouco soluvel no tampao aquoso para o qual o aparelho estd configurado. Outro fator
importante ¢ o tamanho desta estrutura lipidica por dois motivos: 1- estruturas muito
grandes que promovem a interacdo distante da superficie de ouro diminuindo a
sensibilidade do sistema; 2- estruturas muito grandes dificultam a compactagdo e

cobertura da superficie, deixando expostas as cadeias carbonicas hidrofobicas da matriz,
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capazes de ligar inespecificamente a proteinas. A literatura indica que estruturas com 50
nm ou menor sdo ideais para este experimento.

O sistema BIACORE X foi previamente equilibrado com tampao de corrida
contendo HEPES 10 mM, pH 7,4, na presenga NaCl 150 mM, a temperatura de 25° C.
10 uL de CHAPS 20 mM foram injetados com fluxo constante de 2 uL/minuto por 5
minutos para limpeza da superficie. Em seguida com mesmo fluxo, foram injetados 20
uL da preparacdo de vesiculas (topico 5.1.2.1) no tampao acima descrito por 10
minutos, para imobiliza¢ao destas vesiculas na superficie do chip L1 (BIACORE). Apos
o término da injecdo, o sistema permaneceu equilibrando ainda com o mesmo fluxo de 2
uL/minuto, por 30 minutos a 60 minutos, entdo o fluxo foi alterado para 30 pL/minuto.
Foram realizadas 5 lavagens (protocolo de limpeza automatico realizado pelo sistema)
para limpeza dos lipideos do sistema e também ajuda na estabilizagdo da superficie
lipidica com rédpidos fluxos de 200 pL/minuto. Antes de iniciar a interagdo da Psdl
nativa ou uma das mutantes, realizamos a inje¢do de 100 uL. do tampao de corrida para
verificagdo do sistema. O sistema ¢ monitorado de forma a se obter uma linha de base
com varia¢ao menor que 0,3 unidades de resposta por minuto e a variagdo apds inje¢ao
de tampao de corrida menor que 5 unidades de resposta.

Foram injetados 100 pL de Psdl, Psd1Glyl2Glu ou Psdl1His36Lys, nas
concentragdes de 0,5 uM até 28 uM em tampao de corrida, no fluxo de 30 pL/min por
3,3 minutos e apo6s término da injecdo foi medida a dissociacdo por 5 minutos.
Terminado a dissociagdo, o fluxo foi alterado novamente para 2 pL/minuto e 10 pL de

CHAPS 20 mM foi injetado para remocao das vesiculas.
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5.1.3. Ensaio antifingico

Os testes de inibigdo de crescimento dos fungos foram realizados em
microplacas de 96 pogos, onde cada pogo recebeu o equivalente a 5 uLL da proteina teste
(Psdl, Psd1Gly12Glu e Psd1His36Lys) ou do antifingico de referéncia (itraconazol),
para uma concentragdo final entre 0,125uM e 20 uM, e 100 pL. de uma suspensdo de
células de Candida albicans ou Candida albicans AGCS1 (1 x 10" células/mL), em fase
exponencial de crescimento (ap6s crescimento prévio de 24 horas) em meio YPD
modificado (extrato de levedura 5 g/L, peptona 10 g/L, glicose 10 g/L e ajustado para
pH 7,0 com hidréxido de potéassio SM).

As células utilizadas neste experimento foram inoculadas em 10 mL de meio
YDP modificado e crescidas por 24 horas, 25° C e sob agitacdo de 200 RPM em frasco
de 50 mL. Apos esse tempo, o nimero de células foi estimado em camara de Neubauer
sendo as mesmas diluidas em YPD modificado para realizagao do teste. As placas foram
mantidas entre 24 e 36 horas em cuba tmida a 25° C. Ensaios controles foram
realizados em paralelo, onde a proteina teste foi omitida (cultura sem antifingico), ou
somente meio de cultura na auséncia de fungo ou culturas na presenca de itraconazol. O
crescimento foi verificado pela absorvancia das microculturas a 540 nm em um leitor
automatico de microplacas. A porcentagem de inibi¢do foi obtida a partir da
comparacao entre culturas com determinada concentragdo de antifiingico, e culturas sem

antifingico (0 % de inibi¢cdo) e meio de cultura sem fungo (100 % de inibicao).
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5.2 Resultados

Para avaliar a importancia dos residuos Gly12 e His36 de Psdl na interagdo com
o CMH bem como para sua atividade bioldgica objetivamos expressar em larga escala
as mutantes pontuais Psd1Gly12Glu e Psd1His36Lys

Logo, o primeiro passo foi a transformacdo de Pichia pastoris GS115 com os
plasmideos pPIC9Psd1Gly12Glu e pPIC9Psd1His36Lys amplificados em bactéria
E.coli DH5-a. Apds selegao em meio MD sem histidina, pelo menos cinco coldnias de
cada transformagdo foram crescidas em 5 mL de BMG, para analise da producdo das
proteinas de interesse no meio BBS acrescido de 0,7 % metanol. O sobrenadante apos
72 horas da indugdo de expressao da proteina de interesse na presenga de metanol foi
analisado por gel SDS poliacrilamida 18 %. A FIGURA 5.4 mostra a andlise da
expressao da proteina Psd1His36Lys de cinco coldnias selecionadas (#1 - #5). 15 uL de
sobrenadante de cada amostra foram analisados por eletroforese em gel SDS
poliacrilamida 18 % corado por prata onde cada linha representa o sobrenadante de uma
colonia (#1 - #5). O resultado apresentado mostra que 4 das 5 colonias (#2, #3, #4 e #5)
apresentavam niveis detectaveis de uma proteina de cerca de 5 kDa, massa molecular
correspondente a da proteina de interesse, com destaque para as colonias #3 e #5 que
apresentaram niveis superiores da proteina de interesse representadas pela presenca de
uma banda mais intensa. A colonia #3 foi a escolhida para expressao em maior escala
(100 mL). O mesmo tipo de avaliagdo e selecao foi realizado para a escolha da Pichia
pastoris recombinante secretora de Psd1Gly12Glu.

Uma vez selecionadas as colonias produtoras de PsdlGlyl2Glu e
Psd1His36Lys, o protocolo de expressao em escala piloto, utilizado rotineiramente no
laboratdrio para a proteina Psdl, foi aplicado (vide materiais e métodos Parte I). Para

purificacao das proteinas mutantes, a partir do sobrenadante também foi utilizado o
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mesmo protocolo utilizado para a purificagdo de Psdl nativa, cromatografia cationica,
seguida de cromatografia de fase reversa (vide materiais ¢ métodos Parte I). O
rendimento de producdo das proteinas Psd1Gly12Glu e Psd1His36Lys foi 30 mg e 55
mg por litro de meio de cultura (respectivamente), semelhante ao obtido para proteina

Psd1 (50 mg por litro de meio de cultura).
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Figura 5.4: Sele¢do de colonia de Pichia pastoris GS115 produtora de Psd1His36Lys
através da andlise do contetdo protéico dos sobrenadantes de 5 colonias em gel de
poliacrilamida 18 % com SDS e coloragao por prata. Cada linha indica um sobrenadante
recolhido apo6s expressio de 72 horas das transformantes #1-#5. Linhas 1-5:
Psd1His36Lys colonias #1-#5, linha 6: PageRuler™ Unstained Protein Ladder range 10
kDa - 200 kDa, linha 7: Psdl recombinante pura. A seta vermelha indica a proteina
Psd1 pura com peso aproximado de 5 kDa.

As sequéncias primarias das proteinas obtidas, Psd1Gly12Glu e Psd1His36Lys,
foram confirmadas através de seqiienciamento dos fragmentos obtidos apds digestao das
mesmas com tripsina, seguido de cromatografia liquida de fase reversa acoplada a um
espectrometro de massa - ESI-TOF-MS.

Uma vez confirmadas as seqiiéncias de aminodcidos das proteinas de interesse,
partimos para responder nossas perguntas: Qual a afinidade da interagdo Psdl e
glicohexosil ceramida (CMH)? Os residuos Glyl2 ou His36 sdo importantes para esta

interagdo e essas modificagdes sdo capazes de alterar a atividade bioldgica?
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Para responder a primeira pergunta, vesiculas de PC ou CMH ou ainda uma
mistura de PC:CMH (7:3, M/M), com diametro inferior a 50 nm obtidas por sonicagao
de ponteira e cujo tamanho foi aferido por contrastagdo negativa (FIGURA 5.5), foram

imobilizadas em chip L1 para realizagdo dos experimentos de interacdo com Psdl,

Psd1Gly12Glu e Psd1His36Lys.

A

Figura 5.5: microscopia de contrastacio negativa das SUVs utilizadas nos
experimentos de SPR. A — SUV composta de PC, B - SUV composta de PC:CMH (7:3,
M:M), C — SUV composta de CMH. Barras = 50 nm.

A ativacdo da superficie do chip L1 ocorreu através da injecdo da solucao
CHAPS 20 mM (FIGURA 5.6, ponto 1) para limpeza da mesma. Uma vez a superficie
ativada, as SUVs, na FIGURA 5.6 sdo SUVs compostas de PC:CMH (7:3, M/M), foram
injetadas com fluxo constante de 2 pL/minuto por 10 minutos (20 uLL de volume total)
(FIGURA 5.6, ponto 2). Como observados a imobilizacdo foi bem sucedida atingindo
um valor aproximado de 28.000 unidades de resposta contra uma resposta inicial de
23.500 unidades de resposta, representando um aumento de 4.500 unidades de resposta
(FIGURA 5.6, ponto 3). O excesso de lipideos da superficie foi removido pela
passagem do tampao de corrida pelo sistema por um tempo ndo inferior a 30 minutos e

ndo superior 60 minutos.
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Figura 5.6: Sensograma resumido com os passos utilizados na medida de interagao
Psdl com SUVs compostas de PC:CMH (7:3, M/M), no caso a vesicula mista de
PC:CMH, por SPR. A superficie foi ativada/limpa com inje¢ao de 10 uL de CHAPS (1)
para em seguida imobilizar SUVs compostas de PC:CMH (neste exemplo) com a
injecdo de 20 pL da preparacdo de PC:CMH (2). Quando a injecao da preparacao de
lipideos termina (3) a superficie recebeu o equivalente a 4.500 unidades de resposta,
quantidade suficiente para cobrir toda a superficie. Apdés 60 minutos o fluxo ¢ alterado
para 30 puL por minuto (4), o sistema limpo e estabilizado com cinco repeti¢des do
protocolo de lavagem do sistema. Depois da estabilizagdo da superficie (5) iniciamos a
injecdo (6) de Psd1 28 uM e medimos a associacdo até o fim da injecdo (7). Terminada
a inje¢do de proteina, utiliza-se somente tampao da corrida medida da dissociagdo por
pelo menos 5 minutos e regeneracdo da superficie com nova adigdo de 10 pL de
CHAPS (8).

Apds este tempo, o fluxo foi alterado para 30 uL por minuto (FIGURA 5.6,
ponto 4) e o sistema limpo e estabilizado ap6s cinco repeticdes do protocolo de lavagem
do sistema. A superficie foi entdo estabilizada alcancando variagdes inferiores a 0,3
unidades por minuto FIGURA 5.6, ponto 5). A inje¢do de 100 pL de Psdl 28 uM foi
realizada (FIGURA 5.6, ponto 6) com fluxo de 30 pL por minuto por 3,33 minutos

(FIGURA 5.6, ponto 7) com a obtencdo da curva da cinética de associacdo entre Psdl e

SUVs compostas de PC:CMH. Ao término da inje¢do, o sistema retorna a passar o
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tampao de corrida sendo possivel a obteng¢do da cinética de dissociagdo entre Psdl e
SUVs compostas de PC:CMH por pelo menos 5 minutos. A superficie do chip é entdo
regenerada com a remocgao das estruturas lipidicas pela adicdo de 20 uL de solugdo
CHAPS 20 mM com fluxo de 2 pL. por minuto.

O sensograma da FIGURA 5.7 apresenta a interacdo de concentragdes crescentes
de Psdl (3,5 uM — 28 uM) com uma superficie contendo SUVs compostas de PC
ligadas ao chip L1. Como visto a proteina Psdl foi capaz de interagir de forma
concentragdo-dependente com esta superficie. Concentragdes menores que 3.5 uM ndo
resultaram em curvas de interagdo reprodutiveis devido principalmente a pequena

resposta obtida nestas associacdes (dados ndo mostrados).
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Figura 5.7: Sensograma da cinética de associacdo e dissociacdo de diferentes
concentragdes de Psdl contra SUVs compostas de PC por SPR. As setas vermelhas
indicam o inicio (127 segundos) e término (308 segundos) da inje¢do de Psdl. A
associac¢do de Psdl e PC esta compreendida entre o inicio e o final da injecao de Psdl.
A dissociacdo entre Psd1 e PC pode ser observada logo ap6s o término da inje¢ao.
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Essa interagdo ndo apresenta alta especificidade uma vez que a resposta maxima
atingida no equilibrio foi de aproximadamente 35 unidades para a concentra¢do de 28
uM de Psd1 (FIGURA 5.7).

A partir destes resultados calculamos a velocidade de associacdo apartir a
inclinagdo da reta dos 10 segundos iniciais da associa¢do de Psdl com SUVs compostas
de PC. Os valores de 1* para as retas obtidas para cada concentracdo de proteina (3,5
uM, 7 uM, 14 uM e 28 uM) indicam um bom ajuste aos pontos experimentais exceto
para a concentragdo mais baixa de Psd1 com r* igual a 0,63 (TABELA 5.1).

Os resultados mostram ainda que ha um pequeno incremento na velocidade de
associacao (inclinagdao da reta) com o aumento da concentragdo, corroborando com a

baixa afinidade mostrada na curva de interacao.
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Figura 5.8: Velocidade de associagao (inclinagdo da reta) da interacdo de Psdl com
SUVs compostas de PC considerando os pontos obtidos nos primeiros 10 segundos da
curva de associagdo. O inicio da associacao das concentragdes de 3,5 uM - 28 uM de
Psd1 ocorrem com o tempo de 127 segundos.

Tabela 5.1: tabela de valores da velocidade de associagdo a LUV contendo PC pela
concentragao de Psdl.

Velocidade de 5
Concentracio (uM) Erro r
associaciao (RU/s)
3,5 0,13 0,03 0,63
7 0,32 0,02 0,95
14 0,38 0,03 0,93
28 0,46 0,02 0,98

Valores obtidos a partir dos pontos experimentais de associacao da interagdo entre Psdl
e SUVs compostas de PC (FIGURA 5.9). As concentracdes de Psdl utilizadas foram
3,5uM, 7 uM, 14 uM e 28 uM.
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Na FIGURA 5.9 estd mostrado o sensorgrama da interacdo de concentragdes
crescentes de Psdl (3,5 uM — 28 uM) com uma superficie contendo SUVs compostas
de PC:CMH na propor¢ao molar de 7:3. A proteina Psd1 foi capaz de interagir de forma
concentragdo-dependente com esta superficie as sim como com PC (FIGURA 5.7),
porém a resposta observada no equilibrio foi bem maior. Na concentracdo de 7 uM de
Psdl foi possivel observar uma resposta maxima de aproximadamente 63 unidades de
resposta (FIGURA 5.9), resposta esta quatro vezes maior do que a observada na
interagdo com SUVs compostas de PC (16 unidades de resposta). A comparagdao dos
sensorgramas na concentra¢do de 14 pM Psd1 apresentou uma razao quatro vezes maior
para PC:CMH (93 unidades de resposta, FIGURA 5.9) em relagdo a PC (25 unidades de
resposta, FIGURA 5.8). A mesma comparagdo realizada na concentragdo de 28 uM
mostra uma relacdo de trés a quatro vezes maior na interacdo de Psdl quando SUVs
contendo PC:CMH foram utilizadas (117 unidades de resposta, FIGURA 5.9) quando
comparado na presenca de somente PC (35 unidades de resposta, FIGURA 5.8). Isto
mostra que a presenca de CMH na membrana aumenta a afinidade de Psd1 pela mesma,
uma vez que a presenca de trés moléculas de CMH em cada dez moléculas lipidicas
presentes na vesicula aumenta a resposta maxima de interagdo (em unidades de

resposta) em torno de quatro vezes pela superficie lipidica.
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Figura 5.9: Sensograma da cinética de associagdo e dissociacdo de diferentes concentracdes

de Psdl contra SUVs compostas de PC:CMH (7:3) por SPR. As setas vermelhas indicam o

inicio (137 segundos) e término (325 segundos) da injecao de Psdl. A associacdo de Psdl e

PC:CMH esta compreendida neste periodo. A dissociagdo entre Psdl e PC:CMH pode ser

observada logo apds o término da injegao.

A velocidade de associac¢ao nos 10 segundos iniciais da inje¢do de Psdl e

SUVs compostas de PC:CMH mostra que had um incremento na inclinagdo da reta com

o aumento da concentracdo de Psdl (FIGURA 5.10 e TABELA 5.2), assim como
demonstrado na interacdo Psd1 com SUVs compostas de PC.

A observacdo das retas obtidas para cada concentracdo de proteina (3,5 uM, 7

uM, 14 uM e 28 pM) indica um bom ajuste aos pontos experimentais, indicado pelo r*

obtido para cada reta (TABELA 5.2). As velocidades de associagao (inclina¢des da reta)

na interacdo entre Psdl e SUVs compostas de PC:CMH (TABELA 5.2) foram valores

significativamente maiores quando comparados com os valores obtidos na interagdo

entre Psd1 e PC (TABELA 5.1).
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Figura 5.10: Velocidade de associagdo (inclinacdo da reta) da interacdo de Psdl com
SUVs compostas de PC:CMH considerando os pontos obtidos nos primeiros 10
segundos da curva de associa¢do. O inicio da associagdo das concentragdes de 3,5 uM -
28 uM de Psdl ocorre com o tempo de 137 segundos.

Tabela 5.2: tabela de valores da inclinag@o da reta de associag@o pela concentragdo de
Psdl.

Velocidade de 5
Concentracao (uM) Erro r
associaciao (RU/s)
3,5 0,69 0,03 0,99
7 0,97 0,03 0,99
14 1,53 0,03 0,99
28 1,76 0,04 0,99

Valores obtidos a partir dos pontos experimentais de associacao da interagdo entre Psdl
e SUVs compostas de PC:CMH (FIGURA 5.11). As concentragdes de Psdl utilizadas
foram 3,5 uM, 7 uM, 14 uM e 28 uM..

Esses dados mostram uma grande diferenca de afinidade de Psdl pelas SUVs

compostas de CMH e a SUVs compostas somente de PC, em que todas as
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concentragdes de proteina o valor de inclinagdo da reta é sempre superior nas interagdes
com vesiculas contendo CMH. Nao s6 isso, o aumento de concentracdo leva a um
aumento da diferencga do valor de inclinacdo da reta, onde a concentra¢do mais baixa de
Psdl mostrada na comparagdo, 7 uM, possui uma diferenga na ordem de cinco vezes
entre a vesicula com e sem CMH. Na concentracdo de 14 uM a ordem de diferenca
aumenta para nove vezes e na concentracdo de 28 uM aumenta para onze vezes.

O sensorgrama da FIGURA 5.11 apresenta a interacdo de concentragdes
crescentes de Psdl (0,5 uM — 14 uM) com uma superficie contendo SUVs compostas
de CMH. Como observado, a proteina Psdl foi capaz de interagir de forma
concentragdo-dependente com esta superficie, assim como foi capaz de interagir nas
condigdes anteriores, contudo a resposta observada foi muito superior até mesmo
quando comparada as SUVs compostas de PC:CMH. O sensorgrama de interagdo de 7
uM Psdl com SUVs compostas CMH indica uma resposta no equilibrio de
aproximadamente 775 unidades (FIGURA 5.12) contra 63 unidades observados na
interagdo Psdl e SUVs compostas de PC:CMH (FIGURA 5.9) e contra 16 unidades
observados na interacdo Psdl e SUVs compostas de PC (FIGURA 5.7). A observagdo
da interagdo na concentracdo de 14 pM deixa ainda mais evidente a diferenca de
afinidade de Psdl frente as trés superficies testadas. Com uma resposta em torno de
1540 unidades, a interagdo entre Psdl e SUVs compostas de CMH supera a resposta
obtida com SUVs compostas de PC:CMH (93 unidades), e SUVs compostas de PC (25
unidades). A razdo da resposta observada na interagdo Psdl e CMH puro pela resposta
na intera¢do de Psd1 e PC:CMH, nas concentra¢des de 7 uM e 14 uM foi de dezesseis
vezes. Se levarmos em conta a razdo de interagdo de Psdl com PC, ao invés de
PC:CMH, nas mesmas concentragdes de Psdl, o valor observado foi proximo a sessenta

VECZCES.
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Figura 5.11: Sensograma da cinética de associagao e dissociagdo de diferentes concentragdes
de Psdl contra SUVs compostas de CMH puro por SPR. As setas vermelhas indicam o inicio
(50 segundos) e término (244 segundos) da inje¢do de Psdl. A associacdo de Psdl ¢ CMH
esta compreendida neste periodo. A dissociagdo entre Psdl e CMH pode ser observada logo

apods o término da injecao.

Uma vez mais, as velocidades de associagdo obtidas para cada concentracdo de

proteina (0,5 uM, 1,5 uM, 3,5 uM e 7 uM) nos 10 primeiros segundos da associagdo

indicam um bom ajuste aos pontos experimentais, exceto pela resposta na concentragao

de Psdl de 7 uM, indicado pelo r* obtido para cada reta (FIGURA 5.12; TABELA 5.3).
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Figura 5.12: Velocidade de associacdo (inclinagdo da reta) da interacdo de Psdl com
SUVs compostas de CMH considerando os pontos obtidos nos primeiros 10 segundos
da curva de associacdo. O inicio da associacdo das concentracdes de 0,5 uM - 7 uM de
Psd1 ocorrem com o tempo de 137 segundos.

Tabela 5.3: tabela de valores da inclinacdo da reta de associacdo pela concentragdao de
Psdl.

Velocidade de 5
Concentrac¢ao (uM) Erro r
associacio (RU/s)
0,5 1,79 0,03 0,99
1,5 7,0 0,4 0,99
3,5 10,4 0,3 0,99
7 20 3 0,84

Valores obtidos a partir dos pontos experimentais de associacao da interagdo entre Psd1
e SUVs compostas de CMH (FIGURA 5.12). As concentracdes de Psdl utilizadas
foram de 0,5 uM, 1,5 uM, 3,5 uM e 7 uM.
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Esses dados mostram uma grande diferenga de afinidade de Psdl pela vesicula
contendo somente CMH em relagdo a vesicula contendo PC. Em todas as concentragdes
de proteina testadas as velocodades de associagdo foram superiores quando SUV
compostas de CMH eram o alvo da interagdo para Psdl. Esta preferéncia ja havia sido
observada para vesiculas de PC enriquecidas com o monoglicosilceramida CMH
(FIGURA 5.9) em comparagdao com vesiculas de PC na auséncia de CMH (FIGURA
5.7).

A FIGURA 5.13 ilustra a relag@o entre a resposta no equilibrio (Req) obtida nas

interacoes entre Psdl e as vesiculas PC, PC:CMH ¢ CMH em fun¢do da concentra¢do

de Psdl.
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Figura 5.13: graficos das respostas no equilibrio (Req) versus concentragao de Psdl
contra PC (A), PC:CMH (B) e CMH(C).

Se observarmos os valores de Req de resposta para Psdl para cada uma das
superficies lipidicas (FIGURA 5.13) notaremos que na presenca de SUVs compostas
somente ou enriquecidas com CMH os valores de Req sdo superiores aqueles obitidos

na auséncia de CMH (SUVs compostas de PC somente). Vale ressaltar ainda que os
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maiores valores de Req obtidos na presenga de CMH puro em relagdo a mistura com PC
ndo se devem somente ao fato da presenca de um menor niimero de ligantes disponiveis
no ultimo caso. Isso, porque, a inclinagdo da reta da associacdo no inicio da associa¢ao
do par Psd1-CMH ¢ vinte vezes maior do que do par Psd1-PC:CMH enquanto a razao
molar ¢ somente pouco mais de trés vezes.

Outra observagdo importante ¢ a proximidade entre a resposta do equilibrio
(Req) e resposta maxima (Rmax) em que todos os sitios de interag@o estdo ocupados. As
curvas de Req de Psdl da interagdo com as SUVs compostas de PC:CMH e PC
apresentam tendéncia a saturacdo (FIGURA 4.13A e B) e determinagdo do Rmax,
diferente da curva de Req de Psdl da interacdo com as SUVs compostas de CMH.

Como forma de identificar a importancia do aminoacido Gly12 presente na alga
1 (Ala7Asnl7) e His36 na volta 3 (His36-Trp38) para interagdo de Psdl com CMH, as
mutantes Psd1Gly12Glu e Psd1His36Lys foram utilizadas nos ensaios de SPR.

A FIGURA 5.14 mostra o sensorgrama da interacdo das proteinas Psdl,
Psd1Glyl12Glu e Psd1His36Lys na concentragdo de 1,5 pM com vesiculas de CMH.
Todas as proteinas foram capazes de interagir com CMH, porém apresentaram respostas
muito diferentes quando comparadas entre si. Psd1 apresentou um Req em torno de 260
unidades de resposta, superior as proteinas Psd1Glyl2Glu e Psd1His36Lys que
apresentaram Reqs inferiores com unidades de resposta de 65 e 160, respectivamente

(FIGURA 5.15).
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Figura 5.14: Sensorgrama da interacdo de 1,5 uM das proteinas Psd1, Psd1Gly12Glu e
Psd1His36Lys contra SUVs compostass de CMH. As setas vermelhas indicam o inicio
(50 segundos) e término (244 segundos) da injecdo de Psdl, Psd1Glyl2Glu e
Psd1His36Lys.

Em um sistema onde a Unica alteragdo ¢ a substituicdo de um elemento do par
ligante-analito, mantendo-se todas as outras varidveis constantes inclusive as
quantidades de ligante e analito, quanto maior o valor de Rmax, menor ¢ o KD e maior
¢ a afinidade. Logo, a ordem crescente da afinidade para o ligante CMH ¢ KDpgq; <
KDpgdinis3srys < KDpsdaigiyiog. Isto indica que a substituicdo do residuo de glicina
presente na posicdo 12 por acido glutdmico ou na posi¢ao 36 por lisina prejudica a
interacao da proteina com CMH.

Resumindo os resultados até aqui, a defensina Psdl interage especificamente
com a monoglicosilceramida (CMH) através da al¢a 1 e da volta 3 (FIGURAS 2 e 3,
parte II). Por SPR, essa interagdo observada em relagdo ao CMH mostra que esta

afinidade ¢ muito maior em relagdo ao outro lipideo testado (PC) e maior até que a

afinidade em relacdo as SUVs mistas compostas de PC:CMH. Esta interagao ¢
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dependente dos aminoacidos Glyl2 e His36 presentes na alga 1 e na volta 3,
respectivamente. A mutacdo pontual dos aminodcidos nestas posigdes levou a
diminui¢do da afinidade da defensina pelo CMH.

A importancia da presenca do cerebrosideo CMH para atividade de Psdl foi
também mensurada através da medida da atividade antifiingica dessa defensina contra o
fungo Candida albicans selvagem em comparagdo com a cepa de Candida albicans
AGCSI. Esta ultima ¢ incapaz de sintetizar glicosilceramidas devido a incapacidade de
produzir a enzima Glicosilceramida sintase codificada pelo gene GCS1 (Leipelt M. e
cols. 2001).

A FIGURA 5.15 comparara a sensibilidade dos fungos Candida albicans e
Candida albicans AGCS1 a agdo antifingica da proteina Psd1. Como podemos notar a
proteina Psdl apresenta atividade inibitoria aproximada de 60 % para o crescimento do
fungo Candida albicans na concentracao de 10 uM enquanto a concentragcdo capaz de
inibir aproximadamente 100 % do crescimento foi de 20 uM.

A auséncia de glicosilceramidas na cepa Candida albicans AGCS1 ocasiona
uma menor sensibilidade a Psd1 visto que, as concentra¢des de 10 uM e 20 uM de Psd1
foram capazes de inibir somente 30 % e 70 % do crescimento do fungo,
respectivamente. Concentracdes iguais ou menores que 5 uM de Psdl ndo foram
capazes de inibir mais que 20 % do crescimento dos fungos Candida albicans e

Candida albicans AGCS1 (FIGURA 5.15).
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Figura 5.15: Curva de inibig¢do de crescimento dos fungos Candida albicans
(vermelho) e Candida albicans AGCS1 (azul) pela proteina Psdl. Resultados
representativos de quatro experimentos independentes feitos em duplicata.

Esses resultados indicam que a presenca do CMH tem relacao direta na atividade
antifungica uma vez que sua auséncia resultou em uma reducgdo de 60 % para 30 % da
atividade antifiingica da proteina Psd1.

Quando avaliada a atividade das proteinas Psd1Glyl12Glu e Psd1His36Lys
frente ao fungo Candida albicans confirmamos a importancia dos residuos de glicina na
posicao 12 (Gly12) e histidina na posicao 36 (His36) para a atividade da proteina Psdl.
A proteina PsdlGlyl2Glu ndo apresentou atividade antifingica detectavel em
concentragdes iguais ou menores que 20 uM (FIGURA 5.16). A mudanga de Glyl12
para Glu diminuiu a atividade antifingica na concentracdo de 20 uM de 95 % de
inibi¢do de crescimento observado para a proteina nativa, para menos de 10 %

indicando a importancia funcional do residuo Gly12.
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A proteina Psd1His36Lys também apresentou baixa atividade antiflingica se
comparada a proteina nativa Psdl. A concentracdo de 20 pM de Psd1His36Lys foi
capaz de inibir 25 % Do crescimento do fungo Candida albicans, 4 vezes menos que a
proteina nativa (< 95 %).

A diferenca de atividade inibitdria encontrada para a proteina Psd1His36Lys, em
relacdo a Psd1Glyl12Glu (de 25 % para 5 %) pode ser explicada pela menor afinidade
desta proteina pelo CMH alvo, onde o Rmax de Psd1His36Lys foi quase 3 vezes maior

que o de Psd1Gly12Glu (FIGURA 5.16).
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Figura 5.16: Curva de inibicdo de crescimento dos fungos Candida albicans pelas
proteinas Psdl, Psd1Gly12Glu e Psd1His36Lys.

A interagdo especifica de Psd1 com o monohexosilceramida (CMH) isolado de
Fusarium solani descrita na Parte II por NMR foi reconfirmada por SPR. A diferenga de
afinidade das SUVs compostas de CMH em relacdo as SUVs compostas de PC ndo

deixa duvida qunato a isso. A que intriga ¢ a grande diferenca de afinidade encontrada
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entre as interagdes de Psd1 com PC:CMH e CMH puro. Esta diferenca pode indicar que
a partir de uma concentragdo mais alta de CMH ha um aumento da ligagdo de Psd1 ndo
explicada somente pelo aumento do nimero de ligantes.

O CMH tem relagao direta com a atividade antifingica de Psd1. Sua auséncia na
composicao lipidica do fungo Candida albicans acarreta em redugdo da sensibilidade,
sem aboli-la totalmente.

O envolvimento da alga 1 e da volta 3 na atividade antifungica de Psdl foi
avaliada pela mutacdo pontual do residuo de aminoéacido na posi¢ao 36 (volta 3), que
esta envolvido diretamente com a interagdo com CMH (Parte II), reduz tanto a afinidade
por CMH quanto a atividade biologica. A mesmo acontece com substitui¢do do residuo
de aminodcido na posicdo 12 (alga 1). A glicina nesta posi¢do permite que a alga 1, e
por conseqiiéncia toda a regido, movimentos intramoleculares (Parte II, FIGURA 1B)
necessarios para assumir diferentes estados conformacionais, dentre eles a(s) de maior
afinidade por CMH. Estes resultados explicam a maior redugdo encontrada tanto na

afinidade por CMH quanto na atividade bioldgica se comparada a mutante na posi¢ao

36.
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6. Discussao

O contetdo lipidico de células fingicas compreende principalmente
componentes de membranas e estoques lipidicos. Os componentes de membranas
determinam a estrutura e propriedades de permeabilidade da membrana que delimita
organelas, compartimentos de processos metabdlicos, além disso providenciam locais
de inser¢do e fixacdo de proteinas. Lipideos de membrana de fungos incluem
fosfoacilglicerois, glicosilacilglicerdis e esfingolipidios (Prassad e Ghannoum, 1996). A
diversidade e a versatilidade dos fungos para a sintese desses lipideos ainda tém sido
exploradas de forma limitada (Leipelt e cols., 2001).

Esfingolipidios sdo moléculas polares que se orientam de maneira a definir a
interface das fases aquosa e lipidica na formac¢do das membranas, estabilidade que pode
ser também futuramente modificada pela presenga de esterdis. A grande diversidade de
esfingolipidios, particularmente glicoesfingolipidios em que o agucar ¢ conjugado com
o grupo hidroxil primério da base N-acetilada, tem sido investigada em espécies
fungicas. Longas cadeias de acidos hidroxi-graxos (Cis2) de leveduras e de fungos
filamentosos se encontram geralmente associadas com esfingolipideos de parede
celular, membrana plasmatica ou vesiculas secretoras (Prassad e Ghannoum, 1996).

Ceramidas e cerebrosideos (monoglicosilceramidas) constituem
aproximadamente 0,2 % da massa de peso seco do fungo Fusarium oxysporum, sendo
30 % desta massa de cerebrosideos. Os acidos hidroxi-estedrico e hidroxi-palmitico sdo
os principais acidos graxos encontrados em ambos ceramidas e cerebrosideos (Prasad R.
and Ghannoum M. A, 1996). O cerebrosideo CMH (monohexosilceramida) que esta
presente na maioria dos fungos filamentosos ¢ estruturalmente diferente do encontrado

em células de mamiferos, chamada esfingomielina. Ambas CMH e esfingomielina sao
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sintetizadas a partir da ceramida e estdo relacionadas tanto com o crescimento celular
como com a atividade de proteinas na membrana.

Estruturas lipidicas e ester6is apresentam um papel chave na organizagdo da
bicamada lipidica, onde interacdes energeticamente desfavoraveis presentes na regiao
hidrofébica dos lipideos resultam numa linha de tensdo que induz uma separagdo de
fases: lipidios saturados (dentre eles esfingolipidios) e esterois sdo seqliestrados dentro
do dominio chamado liquido-ordenado, freqiientemente chamando “lipid raft”, distintos
dos lipideos insaturados presentes nos dominios liquido-desordenados (FIGURA 6.1).
Os “lipid rafts” foram implicados em véarios processos biologicos, desde organizagdo
lateral de proteinas até sinalizacdo e regulacdo da tensio da membrana plasmatica
(Ursell e cols., 2009). Estes “lipid rafts” sdo dominio capazes de se locomover por toda
a membrana ou até acumular em regides para desempenhar determinada funcao.

Os fungos apresentam esfingolipidios estruturalmente diferentes dos encontrados
em células de mamiferos e plantas (Dickson R. C. e Lester R. L., 1999). CMH de
fungos apresentam base esfingdide C19 conservada com um grupamento metil na
posicdo C9 e duas insaturagdes nas posicdes 4 e 8. Possui ainda na cadeia N substituida
e um grupo hidroxil na posi¢cdo 2 desta cadeia. A diferenca da estrutura encontrada nas
células de plantas e mamiferos ¢ a base esfingoide, sendo que as plantas possuem a
fitoesfigosina e mamiferos s6 possuem a insaturagdo na posicao 4 da base esfingoide.
Por esse motivo, CMHs presentes em fungos sdo candidatos a alvos para

moléculas/drogas antifungicas.
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Figura 6.1: Esquema resumido da estrutura de um “lipid raft”. Os “lipid rafts” (caixa
azul) sdo regides especializadas de membrana contendo concentragdes altas de esterois,
esfingolipidios e glicoesfingolipideos. Eles também sdo enriquecidos em fosfolipidios
que contém cadeias acil saturadas (linhas retas da representacdo do lipideo). Esta
composi¢ao resulta em separagdo lateral de fase e a geracao de um territorio de liquido-
ordenado. A membrana plamatica liquido-desordenada (caixa cinzenta) contém menos
esterdis, esfingolipidios e glicoesfingolipideos, e mais fosfolipidios com cadeias acil
insaturadas. Como resultado, ¢ mais fluido que os “lipid rafts”. Uma grande varidade de
proteinas esta contida nestes ultimos: proteinas ancoradas por glicosilfosfoinositol (GPI)
e proteinas transmembranas (TM) s@o um bom exemplo. Adaptado de Pike L. J. e cols.,
2003.

A maior atividade apresentada por Psdl contra determinados fungos, ou até
mesmo a especificidade de tipo celular mostrada por nosso grupo (Almeida M. S. e
cols., 2000) pode ser explicada por sua afinidade por membranas contendo o
cerebrosideo CMH, isolado de Fusarium solani e descrito por Duarte e cols. (1998),
como presente principalmente em parede celular. A CMH também esta presente em

membrana celular e em vesiculas secretoras, estruturas lipidicas importantes.

Rittershaus P. C. e cols. (2006) mostraram que a presenca da enzima glicosil ceramida
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sintase (GCS) ¢ um fator essencial para o sucesso da infec¢do pelo fungo Cryptococcus
neoformans, por garantir sua sobrevivéncia durante a fase inicial de colonizagdo no
pulmao do hospedeiro. A cepa de Cryptococcus neoformans deficiente na enzima GCS
¢ incapaz de colonizar o ambiente no espaco extracelular no pulmao, caracterizado pelo
pH levemente alcalino.

Dados do nosso grupo mostram ainda que, a CMH apresenta estreita relacao
com o mecanismo de defesa da planta Pisum sativum contra o fungo Fusarium solani da
qual a CMH foi isolada. Uma vez que plantas sdo expostas a moléculas de CMH, ocorre
o aumento da expressdo de mRNA de Psdl, de forma similar ao que ocorre quando ha a
infeccdo com o fungo Fusarium solani (Almeida M. S. e cols., 2002). Adicionalmente,
trabalhos de outros grupos demonstraram que defensinas de tabaco, rabanete e délia sdo
capazes de se ligar a parede celular (van der Weerden e cols., 2008), promover
permeabilizacdo de membrana (Thevissen e cols., 1996, 1999, van der Weerden e cols.,
2008) e até mesmo promover o efluxo de K* (Thevissen e cols., 1996).

A atividade da defensina Rs-AFP2 foi totalmente dependente da presenca de
glicosil ceramida (CMH) como descrita por Thevissen K. e cols. (2004). A dele¢ao do
gene que codifica a enzima GCS nas leveduras Pichia pastoris e Candida albicans
gerou cepas resistentes a acdo antifungica da proteina Rs-AFP2. Outro resultado
mostrado foi a permeabilizacdo de células de Pichia pastoris parientais, mas nao
ocorrendo o mesmo com células AGCS (Thevissen e cols., 2004)

De acordo com o exposto acima, o envolvimento do CMH encontrado em
Fusarium solani foi testado em relagdo a atividade antifungica de Psd1, principalmente
com relagdo a localizagdo desses lipideos no fungo e suas diferencas estruturais que os
diferenciam dos encontrados nas células de mamiferos. Ensaios de interacdo da

defensina Psdl com vesiculas multilamelares (MLV) (obtidas com sonicagdo em
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banho) e vesiculas (obtidas por filtragdo em poro de 100 nm, LUV) foram realizados
para avaliar a capacidade de ligagdo da defensina Psdl a lipideos de membrana.

Mostramos na parte I desta tese que as MLVs compostos de PC ou PC:CMH
(9:1, M/M) contendo também a sonda radioativa ['*’I]TID-PC incorporadas sio capazes
de ligar a Psdl de forma detectdvel, uma vez que apos ativagdo por luz UV foi
observada a presenca da sonda radioativa covalentemente ligada a proteina Psdl. A
posicdo da sonda na membrana (na extremidade da cauda apolar do fosfolipidio PC)
exigia que a interagdo proteina-membrana fosse capaz de expor a sonda a proteina, seja
por diminuir a integridade da membrana, seja por acomodagdo e penetragdo da proteina
na superficie lipidica, ou ainda por favorecer algum tipo de rearranjo dos lipideos. Para
as composi¢des de lipidios testadas, a proteina foi marcada de forma similar, ndo
havendo diferenciagdo de ligagdo (FIGURA 3.5). Estes resultados nos mostraram a
capacidade de interagdo da proteina Psdl com as superficies lipidicas para possivel
formagao de poros ou inser¢ao na bicamada lipidica e até mesmo para translocacdo da
bicamada, porém sem mostrar especificidade ao componente de membrana CMH.

Esses dados de interacdo com membranas, juntamente com dados anteriores do
nosso grupo que mostraram que Psdl foi capaz de promover o estreitamento e
extravasamento do conteudo citoplasmatico de hifas de Fusarium solani apos segundos
de exposicao sem, no entanto, observar tal efeito em todas as hifas expostas a proteina.
Em torno de metade das hifas ocorre o estreitamento e extravasamento e em quase todas
as hifas (~ 100 %) observa-se uma diminuicdo significativa da taxa de crescimento
medida em pm/min (Cabral K. S., tese de doutorado, 2003). O efeito de diminui¢do do
crescimento ¢ acompanhado do aparecimento de Psdl no citoplasma em poucas horas
(Lobo D. S. e cols., 2007), e isso pode ter relacdo direta com a interacdo, inser¢ao e até

translocagdo da proteina pela membrana.
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Com o objetivo de melhor caracterizar a interagdo de Psd1 na presenga de LUVs
compostas de PC ou PC:CMH foi utilizado experimentos de perturbacdo do
deslocamento quimico (CSP). O deslocamento quimico ¢ uma propriedade fisica do
nucleo, em se tratando de RMN, que define a localizagdo deste nticleo no espectro de
ressonancia em relagdo a uma referencia. (Wuthrich, 1986). A unidade de deslocamento
quimico utilizada ¢ ppm (partes por milhdo), que significa a freqiiéncia do 4&tomo em
determinado campo magnético em funcdo da intensidade desse campo magnético. O
deslocamento quimico ¢ alterado (perturbado) como conseqiiéncia de mudancas
estruturais depois de um evento quimico ou fisico, como no exemplo desta tese, em que
protons amidicos de cada aminodcido de Psdl experimentariam ambientes quimicos
diferentes, em solucdo na presenca ou auséncia LUVs de PC ou de PC:CMH (9:1). Esta
técnica permite a observacdo da alteracdo de ambiente quimico sentido pelo proton
amidico, e desta forma fornecer dados dos aminodcidos que na presenca de LUVs
observaram esta mudanga de ambiente e por conseqiiéncia a mudanca de deslocamento
quimico. A forte interagdo de Psdl com as duas LUVs (PC e PC:CMH) pode ser
observada pela grande variacdo de CSP de residuos positivos (Argll, His23 e Lys27)
que formam uma superficie capaz de interagir com ambas as LUVs. A analise explica
os dados observados na parte I (figura 3.5), em que ambas as composi¢oes de MLVs
foram similarmente marcadas, nos levando a concluir que se tratava de uma interagao
ndo especifica. Entretanto, foram observados valores de CSP para aminoécidos de Psdl,
principalmente na alga 1 (Asp8 e Glyl2 - Cys20) e na volta 3 (Asn37 - Lys39)
(FIGURA 6.2), que na presenga de LUVs de PC:CMH apresentaram-se pelo menos 2
vezes superiores aos encontrados nas presenga de LUVs contendo somente PC (para
maiores detalhes observe a FIGURA 6.2B, em que as cadeias laterais desses

aminoacidos estdo destacadas em vermelho). Ainda, a razdo de relaxa¢do de Psdl na
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presenga LUVs de PC:CMH apontam para uma diminui¢do das mudangas
conformacionais na alga 1 e na volta 3, indicando que essa regido de Psd1 participa da

interacdo com CMH.

F15 T16

Figura 6.2: Estrutura tridimensional de Psdl indicando os aminoacidos que participam
da interacdo inespecifica com a membrana (A, em azul) e os aminoacidos que
participam da interagdo especifica com CMH (B, em vermelho).

As mesmas regides da alca 1 e volta 3 que tiveram CSP mais alterado e estdo
alteradas na figura 6.2B apresentaram também alteracdo da razdo de relaxa¢do R2/R1.
Sabemos que a proteina Psd1 livre em solugdo apresenta uma estrutura bem rigida, visto
o alto nimero de NOEs e conseqiiente convergéncia da estrutura calculada por RMN e
pela média dos valores de pardmetro de ordem (grau de liberdade) obtidos para Psdl (S?
= 0,85, sendo o maximo possivel igual a 1,0) (Almeida M. S. e cols., 2002; Medeiros L.
N. e cols., 2009). A avaliagdo de movimentos intramoleculares em Psd1 apontam para a

alca 1 e volta 3 como regides de alta taxa de troca confromacional uma vez que
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apresentam altos valores para a constante de troca conformacional (Rex entre 8,0 e
12,00, sendo a média da proteina em torno de 2,5, FIGURA 1B, PARTE II) explicando
o porque da baixa convergéncia apresentada por essas regides quando da determinagdo
de sua estrutura por NMR em solugdo (Almeida M. S. e cols., 2002). Vale ainda
ressaltar o valor do pardmetro de ordem DE S* = 0,59 para o residuo de glicina na
posicdo 12 presente na alga 1, conferindo uma flexibilidade para a regido compreendida
pela alga 1.

A busca de regides de proteinas com mudangas conformacionais tem sido usada
como suporte para determinacgao de sitios ativos ou regides de interacdo. Mais de 400
trabalhos envolvendo dinamica molecular ¢ NMR examinaram o efeito da interacdo de
um determinado ligante sobre a dindmica do esqueleto da proteina parceira. Esses
trabalhos revelaram o papel de dindmicas sobre a afinidade, especificidade e até efeitos
de cooperatividade da ligagdo nas interagcdes com pequenas moléculas (ADP, palmitoil-
CoA, retinol, por exemplo), DNA, metais (Ca™, Zn", por exemplo) conforme descrito
por Jarymowycz V. A. e Stone M. J.( 2006).

Eventos de ligacdo sdo caracterizados pela formacao de novas interagdes, como
ligacdes de hidrogénio, interacdes de van der Waals e hidrofobicas, que ddo origem a
um reconhecimento especifico entre a proteina estudada e seu ligante. Embora essas
interagdes sejam favordveis termodinamicamente, elas passam por um processo de
perda de interagdes favoraveis entre a superficie de ligacdo e o solvente e perda da
entropia rotacional e translacional associada a interagdo biomolecular. Nesse sentido, a
flexibilidade na superficie de ligacdo pode ser reduzida no complexo de ligacdo de
forma a otimizar a for¢ca de novas interagdes. Um exemplo disso foi o estudo da
interagdo entre A enzima dihidrofolato redutase (DHFR), um analogo do acido félico

E) e NADP",em que a ligagdo DHFR-E nio altera significativamente os movimentos
q g g
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internos e somente com a formagdo do complexo DHFR-E-NADP+ que a proteina
exibe significativas mudancas em sua dindmica que poder ser racionalizadas em
mudangas nas conformagdes da enzima durante a atividade enzimatica (Jarymowycz V.
A. e Stone M. J., 2006).

Nossos dados mostram que os movimentos intramoleculares sdo os de interacao
entre de Psdl e CMH. Foram exatamente as regides da alca 1 e volta 3 que mostraram
variagdes na razdo R2/R1 quando na interagdo com CMH. A avaliagdo de movimentos
intramoleculares de Psdl foi simplificada pela razao entre as constantes de velocidade
de relaxacdo transversal pela de velocidade de relaxagdo longitudinal (R2/R1) porque
fornecem informagdes mais rapidas e confidveis sobre trocas conformacionais do que a
aproximacao realizada por Lipari G. e Szabo A., (1992). A FIGURA 1B (parte II)
mostra o grafico da razdo R2/R1 da proteina livre em solu¢do abaixo do grafico de Rex
também para a proteina livre. O grau de reprodutibilidade foi considerado satisfatorio e
o mesmo tipo de andlise foi utilizado na comparagdo com Psdl agora na presenga de
CMH.

A comparac¢do da razdo R2/R1 para Psdl na presenga de vesicula contendo
CMH em relagdo a proteina livre em solu¢dao confirmou o envolvimento da al¢a 1 e da
volta 3 na interagdo com CMH. Trés aminoécidos da al¢a 1 (Cys14, Phel5 e Asnl7) e
tr€s aminodcidos da volta 3 (His36, Asn37 e Trp38) tiveram seus movimentos
intramoleculares modificados na presenga de CMH (FIGURA 3, parte II). Isto relaciona
as trocas conformacionais da al¢a 1 e da volta 3 com a ligacdo da molécula alvo no
fungo, o CMH.

Possivelmente, a interagdo por carga domina a aproximag¢do da proteina Psdl a
membrana do fungo, porém uma vez que a proteina encontra a molécula de CMH

presente nesta membrana, ocorre a ligagdo e reorientagdo da proteina na superficie, que
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explica a mudanga representada na FIGURA 6.1A com a alteragdo de CSP dos
aminoacidos Argl1, His23 e Lys27 em azul para a representada na FIGURA 6.1B, em
que foi observada diferenga nos valores de CSP em que Psdl esta na presenga de
PC:CMH dos valores observados para a mesma proteina na presenga de PC nos residuos
de Glyl2, Val 13, Cysl4, Phe 15, Thrl6, Alal8, Serl9, His36, Trp38 e lys39. Esta
reorientacdo pode ter ocorrido devido a interacdo especifica de Psdl com CMH, e para
que isso acontega a proteina precisa encontrar a conformacdo na regido da alca 1 e da
volta 3 capaz de interagir, € ao fazer isso assume menos conformag¢des como visto na
FIGURA 2 da PARTE II.

Um segundo modelo de membranas miméticas, micelas de DPC, foi ainda
utilizado para descrever a interagdo de Psdl com CMH, porque fornece algumas
vantagens como a medida da dindmica de troca conformacional na ordem de ps e
maleabilidade frente a vesiculas uni ou multilamelares. Enquanto a troca de moléculas
em LUVs ¢ fortemente reduzida por conta da baixa solubilidade de fosfolipidios em
meio aquoso, em micelas a instabilidade favorece a integracdo proteina-detergente,
sendo muito utilizada para estudos com proteinas, principalmente as integrais. (Ollivon
e cols., 2000)

A defensina Psd]l manteve sua estrutura na presenca do detergente DPC como
verificado pelo espectro de HSQC (experimentos de CSP de Psdl na presenca de
micelas de DPC ou DPC:CMH e Psdl livre em solu¢ao, FIGURA 4 da PARTE II).
Nesta situacdo, a interacdo de Psdl com DPC foi muito similar a proteina Psdl na
presenga ou ndo de CMH, porém pelo observado para os valores de deslocamento
quimico (CSP) a regido da alga 1 e a volta 3, tem seu deslocamentos mudados se
comparado a Psdl livre em solugdo. As propriedades fisicas das micelas favoreceram a

orientagdo da regido da alga 1 e volta 3 da proteina a membrana, em detrimento das
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demais orientagdes que foram observadas quando a proteina estava na presenga de
LUVs, o que pode ser explicado pelo fato das LUVs serem muito estaveis de forma a
resistirem melhor a acdo direta da proteina, se comparadas a micelas. A forte interagdo
com micelas ¢ um dado muito importante porque corrobora com os dados de MLVs
utilizando a sonda ['*’I]TID-PC. Em ambas as situacdes, ocorrem a integracio maior de
Psdl com a membrana artificial, seja MLV ou micela, do que ocorreu com LUV. A
orientacao da proteina em micelas fornece informagdes sobre a orientacdo e posi¢ao da
mesma quando inserida em uma membrana, seja somente a camada externa ou mesmo a
bicamada. Experimentos realizados em colaboracdo com Renata Angeli e Prof Fabio
Almeida, do CNRMN, mostraram a intera¢ao do peptideo sintético pepLoopl (Gly12-
Ser19) semelhante a al¢ca 1 de Psdl, diferindo somente pela substitui¢do da Cys14 por
Ser com CMH. Foi observado que o CMH incorporado a micelas de DPC foi capaz de
interagir com os residuos correspondentes aos Phel5 e Thrl6 na alca 1 através da
observacao de NOEs, que tem origem no acoplamento dipolar entre diferentes nucleos,
que envolve a transferéncia de magnetizagdo entre os spins acoplados pelo espaco sendo
muito limitado pela distancia (Medeiros L. N. e cols., 2009).

A quantificacdo da ligagdo de Psdl em SUVs contendo CMH por ressonancia
plasmonica de superficie (SPR) foi o proximo passo dado no sentido de caracterizar a
ligacdo da alga 1 e da volta 3 de Psdl, porque permite uma medida de intera¢do entre
estas duas moléculas, fornecendo informagdes do processo de associagdo, equilibrio e
dissociacdo. A afinidade de Psdl por CMH foi comparada através da interagdo da
proteina com SUVs contendo CMH ou PC:CMH (7:3) ou PC, além de determinar a
magnitude da importancia da al¢a 1 e da volta 3 através da medida da interacdo de
mutantes pontuais para os residuos de glicina na posi¢do 12 e histidina na posicdo 36

por acido glutamico e lisina, respectivamente. A constante de dissociagdo (KD) ¢
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normalmente a variavel escolhida para comparagdo entre interagdes, uma vez que €
resultado da razdo da constante de dissociacdo kd e da constante de associagdo ka.
Porém, em situagdes em que a cinética de interacdo nao corresponde ao modelo de
interagdo 1:1 de Langmuir, este ndo podera ser aplicado, como em interagdes em que ha
mais de um sitio de interagdo, efeito cooperativo, analito ou ligante bivalente, dentre
outros. Nesses casos, outras constantes ajudam a descrever a interagdo e, com devido
cuidado, também servem como parametro de comparacdo. A inclinagdo da reta da curva
de associacdo nos segundos iniciais pode ser considerada como diretamente
proporcional ao produto ka x concentragdo x Rmax. As interagdes em que ha mais de
um sitio de interagdo, portanto mais de um ka (ka;, ka,, ....), a medida da inclinacdo da
associacdo fornece informagdes sobre o ka mais relevante para a associagao.

Nossos resultados mostram que a proteina Psdl foi capaz de se ligar de forma
concentragdo-dependente acarretando em um aumento da inclinagdo da reta relacionada
ao aumento da concentracdo de Psd1l em todas as superficies testadas PC, PC:CMH e
CMH, FIGURAS 5.9, 5.11 ¢ 5.13. A inclinagao da reta obtida na interacdo de Psd1 com
vesiculas de CMH apresentou notéria diferenga quando comparada com as outras
situacdes experimentais PC e PC:CMH. Adicionalmente a diferenca na quantidade de
proteina adsorvida a superficie no equilibrio (Req) quando na superficie do chip esta
imobilizada SUVs de PC, ou de PC:CMH, ou de CMH, numa mesma concentragao
indica um acumulo de proteina com o aumento de CMH confirmando que este Gltimo ¢
o alvo preferencial para que Psdl na membrana do fungo. Se tomarmos o Req ou a
inclinagdo inicial da associagdo como referéncias, a afinidade de Psd1 por CMH esta em
torno de 50 vezes. Esses dados ndo s6 confirmam como quantificam a afinidade de
Psdl por CMH. A medida do KD, bem como ka e kd ndo foi possivel at¢ o0 momento

devido a grande complexidade que envolve a interacdo. A razao desta dificuldade reside
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provavelmento no efeito de transporte de massa. Afinidades mais altas (pico a
nanomolar) apresentam problemas em suas cinéticas devido a incapacidade do aparelho
de manter a concentracdo constante, subestimando o valor de ka ¢ Rmax
principalmente.

A importancia do CMH para atividade antifingica de Psdl foi verificada no
intuito de se fazer correspondéncia entre a afinidade de Psd1 por CMH e sua atividade
inibitéria do crescimento. A cepa Candida albicans AGCS1, deficiente em CMH foi
caracterizada por Leipelt M. e colaboradores no ano de 2008 que mostraram que essa
cepa nao possuia quantidade de CMH detectavel por TLC em silica gel. Para suprir a
falta do CMH que é componente essencial para o crescimento celular, a cepa AGCSI
sintetiza um glicosil esterol que cumpre o papel pertence ao CMH. A redugdo da
atividade antifungica de Psdl nas células de Candida albicans AGCS1 em comparagdo
a cepa selvagem foi a prova bioldgica de que CMH ¢ uma molécula importante pela
sensibilidade do fungo a Psdl, e a reducdo da atividade antifiungica de Psd1 em 50 % ¢
prova disso. Resta saber que outro componente do fungo poderia ainda ser o alvo da
ligagdo de Psdl para explicar a inibicdo encontrada. Essa cepa de Candida albicans
AGCSI1 ¢ um interessante modelo que deve ser melhor explorada pelo nosso grupo, uma
vez que através de seu uso poderemos estudar em que agdes a interagdo de Psd1l com
CMH estio envolvidas, como por exemplo, no acimulo na parede/membrana celular,
no acesso ao citoplasma, e no efeito observado de estreitamento e estravazamento na
célula.

Outro objetivo desta tese foi o de relacionar a al¢a 1 e da volta 3 de Psd1 com a
afinidade caracterizada por CMH. Apos a avaliagdo dos dados encontrados de dinamica
molecular de Psdl em solucdo em que estas regides se destacaram como regides de

movimentos intramoleculares, dois residuos em especial pareceram importantes € por
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esse motivo foram pontualmente mutados: um residuo apresenta movimentos
intramoleculares relacionados a flexibilidade da regido e em ensaios de CSP interagem
diretamente com CMH, o residuo de glicina na posi¢do 12 (Gly12); o outro também
possui movimentos intramoleculares, porém mais lentos e relacionados com mudancgas
conformacionais, ¢ recalmente se destaca na interagdo com CMH, observado os
experimentos de CSP e razdo R2/R1, o residuo de histidina na posi¢ao 36 (His36).

A substituicdo do residuo de histidina na posi¢do 36 por lisina levou a uma
diminui¢do da afinidade por CMH bem como uma drastica diminui¢do da atividade
antifungica quando comparada coma proteina nativa (FIGURA 5.15 e 5.17,
respectivamente, PARTE III). Vale ressaltar que o residuo His36 apresentou redugdo
significativa da R2/R1 quando a defensina Psdl se encontrava na presenca de LUVs
contendo o CMH comparada a proteina livre em solugdo, indicando que este residuo, e
esta regido, apresentam reducdo da mudanga de conformacgdes devido a interacdo direta
da regido com CMH (FIGURA 3 da PARTE II). Outro ponto importante foi que a
substitui¢do da histidina por lisina ndo afetou tanto a distribui¢ao de cargas na superficie
daquela regido, o que indica que coordenagdes entre o residuo de histidina e o CMH sdo
prevalecentes para interacdo do que a carga da cadeia lateral.

A modificacdo do residuo de glicina na posi¢do 12 para acido glutdmico foi
ainda mais drastica para afinidade de Psdl com CMH quando comparado com a
mutante Psd1His36Lys e com Psdl nativa como mostrado na FIGURA 5.15. O residuo
de glicina ¢ um aminodcido sem cadeia lateral (CHH(COORaa)(NHRaa)) que na
familia das defensinas de plantas ¢ muito conservada na al¢ca 1 (com exce¢do para a
defensina PAD1 que ndo apresenta o residuo de glicina nesta posi¢do), e apresenta um
alto grau de liberdade ao proton amidico (S* = 0,51), que ¢ resultado direto de

movimentos intramoleculares rapidos, ou o também chamado de flexibilidade.

139



Mudangas no residuo de glicina que confere flexibilidade a alca 1 para o acido
glutamico devera afetar bastante os movimentos intramoleculares o que refletird na
afinidade por CMH e na atividade bioldgica, o que se confirma com os resultados
apresentados. Essa muta¢do diminuiu em mais de 4 vezes a afinidade por CMH e mais
importante, aboliu a atividade antifiingica contra Candida albicans.

As mutagdes pontuais demonstraram também que a modificagdes na alga 1 e na
volta 3 prejudicam ainda mais a atividade antifungica do que a auséncia de CMH na
célula do fungo. Tal afirmacdo pode ser feita com base nos resultados obtidos em que a
auséncia de CMH permitiu o maximo de 70 % de inibi¢do que ¢ bem mais do que os 25
% de inibicdo obtidos com PsdlHis36Lys e proximo a zero de inibicdo para
Psd1Gly12Glu, o que pode indicar que esta regido estda envolvida em outros
mecanismos que levam a atividade antifingica além da interagdo com CMH.

A interacdo especifica com o componente do fungo deve ser futuramente
estudada para determinacdo de seqiiéncias minimas de interagdo, de atividade, ou ainda
tendo como objetivo um aumento na especificidade. Os dados obtidos com o peptideo
pepLoopl (FIGURA 7, partell) possibilitou um grande avango nesse sentido, uma vez
que demonstramos sua capacidade de reconhecer e de se estruturar durante interagdo
com o CMH.

A literatura demosntra alguns casos de fragmentos de diversas proteinas com
atividade antifingica, como histonas, hemoglobina e até albumina. Dentre esses
trabalhos, o realizado com a defensina Rs-AFP2 serve melhor aos nossos interesses
porque busca seqliéncias dentro da proteinas capazes de mimetizar a atividade da
proteina inteira. Os peptideos foram sintetizados e a atividade antifungica foi avaliada
como forma de sele¢@o para posterior estudo. Dentre os peptideos sintetizados, somente

um apresentou comparavel atividade antifingica a proteina inteira, a sequencia que
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compreendeu as fitas B-2 e B-3. Este peptideo, além de possuir atividade antifiingica
comparavel, observou-se a reducdo da atividade na presenca de cations tal qual a
proteina inteira. Esta regido ¢ bem diferente da que descrevemos nesta tese, até porque
nao nos baseamos na atividade do fragmento e sim na capacidade de ligagdo ao CMH.

Apesar de ndo ter sido determinada a atividade antifingica do peptideo
pepLoopl, o reconhecimento de um alvo especifico de fungo como nesta tese estd mais
do que acreditada tanto para peploopl quanto para Psdl.Esta especificidade da proteina,
ou do peptideo, podera ser explorada futuramente como ou na construgdo de quimeras
de CTP (cell-targeting peptides) ou CPPs (cell-penetrating peptides) (Vives E. e cols.,
2008).

CTPs sdo peptideos que reconhecem especificamente células quaisquer com alta
especificidade e afinidade. CPPs s3o moléculas muito eficientes no direcionamento de
varias moléculas para o interior da célula. Um fragmento da alca 1 seguida do
fragmento da volta 3, provavelmente ligadas por ponte dissulfeto, ou ainda um
fragmento da alga 1 como pepLoopl ou menor, poderiam ser utilizadas para
reconhecimento de fungos por reconhecerem o CMH. A capacidade de internalizagdo
desta proteina sintética, da al¢a 1 seguido da volta 3 ou somente a alga 1, sera objeto de
analises futuras. A proteina Psdl inteira ou ainda parte dela pode ser uma CPP,
carreando especificamente para dentro da célula fiungica um fator cujo o mecanismo
seja nocivo para esta, por exemplo, a ativagdo da apoptose (caso seja ligada a proteina
inteira ou um fragmento ativo de um fator pré-apoptético). Por causa da sua natureza
altamente catidonica, os CPPs sdo altamente eficientes em mediar a entrada “in vitro” de
varias moléculas para o interior de células, mas com a mediag@o “in vitro” o uso parece
mais complicado por causa da completa falta de especificidade, e acabando sendo

dispersada e encontrada em células por todo o corpo independente do modo da
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administracdo (Vives E. e cols., 2008). O fato da proteina Psdl reconhecer
especificamente o glicolipideo (CMH) pode ser uma vantagem na comparagao de CPPs
como agentes antifungicos. Pode-se também adicionar a seqiiéncia de um CPP a
seqiiéncia de Psdl na esperanga dele melhorar o acesso ao citoplasma de células
normais.

A interagdo com membranas de Psdl respondeu nossos questionamentos, que
agora passaram a outras, devido principalmente ao exposto nesta tese. Porém, como
também exposto, os esfingolipideos, dentre eles o CMH, concentra-se em micro-
dominios junto ergosterol, e outros lipidios saturados. O entendimento da dindmica de
interagdo de um modelo mais realistico com varios componentes formando uma
membrana artificial. A andlise de dados de interacdo de Psd1 com vesiculas lipidicas de
outras composic¢des, como por exemplo, vesiculas mistas contendo esfingomielina em
vez de CMH. Este pode ser um bom parametro de comparacdo, por conta de alguma
semelhanca estrutural. A adi¢do de esterdis (colesterol e ergosterol) a vesiculas também
pode ser interessante. Esterdis possuem uma cadeia carbonica curta e muito hidrofobica,
que em membranas sdo responsdveis por reduzir a compactacdo da membrana ao
diminuir as intera¢des hidrofobicas no interior da bicamada. Estdo presentes em “lipids
rafts” exatamente por permitir uma melhor disposicdo dos lipideos diminuindo a
compacta¢ao (dominio rico em lipideos saturados) e acomodagdo de proteinas de
membrana. E factivel imaginar que a presenca de ergosterol deixaria a membrana
menos rigida podendo facilitar a interagao de Psd1 com CMH.

Como a interacdo de Psdl com CMH na membrana do fungo serve como um
dos pilares da atividade antifingica, um modelo de acdo em que a proteina aja sobre a
membrana pode ser esbocado. Sabe-se hoje que proteinas antimicrobianas, com

tamanho da até 23 aminodcidos e estrutura em o-hélice, uma vez ligados a membrana
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celular bacteriana sdo capazes que procurar ¢ interagir com lipideos anidnicos. Depois
de interagir com lipideo em questdo, ocorre a concentragdo em um ponto qualquer da
membrana destes lipideos formando a separacdo de fase lateral, que perturba outros
dominios. Somado a isso, o aumento da permeabilidade provocado pelo descrito acima
leva a formagao de uma fase de defeitos criticos (Epand R. M. and Epand R. F., 2009)
Baseado nisso, imaginar Psd1 interagindo com a membrana do fungo, ¢ uma vez
na membrana ligar-se ao CMH (PARTE I), ¢ mudar sua orientacio (PARTE II) no
momento que encontra o CMH para promover o agregamento de moléculas de CMH,
formando a separacdo de fase lateral. Essa separacdo de fase atrapalha todo o
funcionamento dos outros microdominios por interferir na composi¢do lipidica destes
ultimos, que contém canais de ions, receptores, sinalizadores, dentre outros, até atingir a
fase de defeitos criticos. Também permite a partir dai, a entrada de moléculas como a
propria Psdl e busca dos alvos intracelulares. Esta interagdo depende muito da alga 1 e

a volta 3 para que haja a interagdo com o CMH (PARTE III) além do proprio CMH..
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Imensity, cps

Anexo |

LC/MS data for sample Psd1

The following is a manual inspection of the LC/MS data for sample Psd1. We
“extracted” the ions predicted to be present in peptides produced in the tryptic digestion
Psdl.

<+—— AHLISGTCHNWKCFCTQNC

3.0u5] KTCEHLADTYRGVCFTNASCDDHCKNK

KTCEHLADTYRGVCFTNASCDDHCK

2485
Psd1 UNK
2.2e5- Inta*m 737.3(+3)

UNK
{ 608.4{+1)
18051 GVCFTNASCDDHCK

| UNK
1 685 AHLISGTCHNWK

1.485 \

1.0e5. KTCEHLADTYR

UNK

8.0ed- 453.3(+2)

6.084

4094, KTCEHLADTYRGVCFTNASCDDHCK

UNK = Unknown
T = Trypsin

16 18 20 22 24 26 28 30 32 34 36 38 40 42 44 46 48 50 52 54 36 58 60
Time, min

2.0e4-

0.0

Figurel: This is the total ion chromatogram for the tryptic-digested sample Psdl. All
ionizable material is detected in this plot; therefore it is analogous to a UV trace.
Peptide peaks identified in the subsequent data are labeled. We detected Psd-1 wild type
only.

155




W XIC of +TOF MS: Exp 1, 602.3 to 603.3 Da from Sample 1 (09-081:}'H Kurtenbac... Max. 1.5ed cps.
14 NKAHLISGTCHNWKCFCTQNC
602.8 m/z (+4)
g Lo Psd1 26-46
=
g 5000.0
=
: \
Q0 v v+ v e ——.——— T T — - T . —— . . ’
16 186 20 22 24 26 28 30 32 34 36 38 40 42 44 45 48 50 52 54 56 58 60
Time, min
| W XIC of +TOF MS: Exp 1, 704.6 fo 705.6 Da from Sample 1 (09-0817H Kurtentac... Max. 2.5ed cps.
2.5ed
KTCEHLADTYRGVCFTNASCDDHCK
2.0847 705.1 miz (+4)
a
=l Psd1 1-25
=
a 1.0ed
]
£ 50000
¥
16 18 20 22 24 26 28 30 32 34 36 38 40 42 44 45 48 50 52 54 s6 58 60
Time, min |
B XIC of +TOF MS: Exp 1, 722.2 to 723.2 Da from Sample 1 (09-0817H Kurtenbac... Max. 4.7e4 cps.
4.7ed
40041 AHLISGTCHNWKCFCTQNC
A8 7227 miz (+3)
(%]
i Psd1 28-46
£ 20e4
@
E  1.0e4
b
1 1 9 A O et S R B ST SRS S s s IR SIS (s e R e B e RS L N e R
1656 18 20 22 24 26 28 30 32 34 36 38 40 42 44 45 48 50 52 54 56 58 60
Time, min

Figura 2: Upper panel is the total ion chromatogram for the tryptic-digested sample
Psidl. The lower three panels are the “extracted ion currents” for Psd1l peptide 26-46,
Psdl peptide 1-25 and Psdl peptide 28-46.
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Figure 3: The top panel is the total ion chromatogram for the tryptic digested sample
Psd1Gly12Glu. The middle panel is the extracted ion chromatogram specific for the
major peptide ion of the Glyl12Glu mutant defensin-1 peptide 12-25. The peptide was
found in high yield, as judged by the ion intensity of ~2.0 x es (see vertical scale). The
bottom panel is the extracted ion chromatogram specific for the major peptide ion (+3
charged with a mass of 453.6 amu) of the His36Glu mutant defensin-1 peptide 28-39.
This peptide was not found. The peaks detected were unrelated ions of a different
charge and mass.
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Figure 4: The following data is a manual inspection of the LC/MS data for sample
Psd1His36Lys. We “extracted” the ions predicted to be present in peptides produced in
the tryptic digestion, with special attention to the peptide that should contain the
His36Lys mutation. We did find the mutation, it is the peak eluting at ~24 minutes in
the chromatogram below. The peptide we found was AHLISGTCKNWK (+3 ion with
m/z = 465.2) representing positions 28-39.
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Baixar livros de Literatura

Baixar livros de Literatura de Cordel
Baixar livros de Literatura Infantil
Baixar livros de Matematica

Baixar livros de Medicina

Baixar livros de Medicina Veterinaria
Baixar livros de Meio Ambiente
Baixar livros de Meteorologia
Baixar Monografias e TCC

Baixar livros Multidisciplinar

Baixar livros de Musica

Baixar livros de Psicologia

Baixar livros de Quimica

Baixar livros de Saude Coletiva
Baixar livros de Servico Social
Baixar livros de Sociologia

Baixar livros de Teologia

Baixar livros de Trabalho

Baixar livros de Turismo
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