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Ainda pior que a convic¢do do ndo e a incerteza do talvez é a
desilusdo de um quase. E o quase que me incomoda, que me
entristece, que me mata, trazendo tudo que poderia ter sido e ndo foi.
Basta pensar nas oportunidades que escaparam pelos dedos, nas
chances que se perderam por medo, nas idéias que nunca sairam do
papel! O nada n&o ilumina, ndo aflinge nem acalma, apenas amplia o
vazio que cada um traz dentro de si. Para as coisas que ndo podem
ser mudadas resta-nos somente paciéncia, porém, preferir a derrota
prévia & davida da vitdria é desperdicar a oportunidade de merecer.
Pros erros ha& perddo; pros fracassos, chance; pros amores
impossiveis, tempo. De nada adianta cercar um coragdo vazio ou
economizar a almal!Por isso, ndo deixe que a rotina acomode, que 0
medo impeca de tentar. Desconfie do destino e acredite em vocé.

Sara Westephal Batista
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Resumo

Psd1é uma defensina de 46 aminoacidos de semente de ervilha (Pisum sativum) que possui uma
estrutura globular compacta consistindo de uma a-hélice e uma B-folha antiparalela interligadas
por quatros pontes dissulfeto intramoleculares, um motivo estrutural conhecido como off
estabilizado por cistina (1jkz). Defensinas antifingicas atuam na membrana do patégeno, sendo
um glicoesfingolipideo (CMH) seu primeiro alvo proposto. Um sitio especifico de interacéo
com o CMH foi mapeado por pertubacdo do deslocamento quimico e mudangas nos parametros
de relaxacdo. A regido de ligacdo coincide com regides de troca conformacional na escala de
tempo de milisegundos e a variabilidade conformacional parece ser um importante fator para a
ligacdo da proteina. O peptideo correspondente ao loop da Psd1 que apresenta essa variabilidade
conformacional (pepLoopl) foi sintetizado quimicamente (Genemed Synthesis Inc.) e
determinamos sua estrutura em micelas de dodecilfosfocolina (DPC) e em DPC:CMH. O
pepLoopl foi assinalado através dos espectros de NOESY e TOCSY. A estrutura entdo foi
calculada usando os NOEs obtidos do espectro de NOESY com um tempo de mistura de 150
ms. Os residuos que participam da interacdo com o DPC séo a Val13, Phel5 e Alal8 que sdo
residuos hidrofébicos. A Asnl7 provavelmente participa da ligacdo fazendo uma ponte de
hidrogénio com o fosfato. Também foi observado o efeito da adi¢do de CMH ao peptideo. J& na
estrutura do Peploopl com DPC:CMH, o nimero de NOEs diminui drasticamente sugerindo
que esse peptideo tenha uma conformagdo mais estendida quando o CMH é adicionado como
foi confirmado pelo célculo da estrutura. Contudo existem NOEs entre a Phel5 e Thrl6 com a
ceramida e o aglcar do CMH mostrando a interagdo entre os dois. Baseados nos resultados do
peptideo correspondente ao loopl da Psd1, n6s decidimos analisar a estrutura da proteina inteira
na presenca de DPC e CMH para identificar se os residuos que interagem entre o peptideo e as
membranas sdo 0os mesmos envolvidos na interagdo da Psdl e ainda identificar outros residuos
na proteina que participam dessa interacao, residuos estes que sao apresentados como essenciais
para a atividade antifungica das defensinas. O assinalamento da proteina foi feito através da
comparagdo do HSCQ dela livre e com DPC:CMH. A maioria dos picos sofreu uma pequena
alteracdo na presenca de CMH, contudo os residuos que formam o loopl da proteina tiveram
seu deslocamento quimico bastante alterado como a Thr9, Tyr10, Argll, Gly12, Vall3, Cysl4,
Phel5 e Asnl7 e ainda diminuiram de intensidade, outros residuos que também tiveram o
deslocamento quimico alterado foram Cys35, His36 e Asn37, estes participam de outra regido
que € essencial para a funcdo das defensinas (turn 3). Os aminoacidos Thr16, Trp38 e a Arg39
ndo sao vistos no espectro de HSCQ da rPsd1 em DPC:CMH devido ao alargamento de seus
sinais.No espectro de TOCSY e NOESY da rPsd1 em DPC:CMH néo foi possivel de visualizar
todos os sistemas de spin da proteina, provavelmente essa supressao de sinal foi causada pela
interacdo de alta afinidade da rPsd1 com o sistema DPC:CMH fazendo com que o sinal da
proteina alargasse. Como esperado a proteina na presenca de DPC:CMH apresentou 0S mesmos
elementos de estrutura secundaria da rPsdl livre. Contudo os primeiros residuos da hélice e
ainda os residuos pertencentes ao loopl e a volta 3 ndo foram assinalados por causa do
alargamento. Os dados mostram que essas regides participam do processo de reconhecimento da
proteina pelo glicoesfingolipideo mas com o desaparecimento dos sinais ndo foi possivél
identificar a presenca de NOEs entre eles. O assinalamento da proteina ndo estd complento
devido a falta das ressonéncias desses aminoécidos e a estrutura ndo pode ser concluida.

Palavras-Chave: Defensina, PepLoopl, Ressonancia Magnética Nuclear, DPC:CMH.
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Abstract

Plant defensins are cysteine-rich cationic peptides, components of the innate immune system.
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. The antifungal sensitivity of certain exemplars
was correlated to the level of complex glycosphingolipids (CMH) in the membrane of fungi
strains. The interaction of Psd1 with CMH 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 (loopl and turn 3) showed conformation
exchange properties in the ps—ms timescale supporting the conformation selection as the
binding mechanism. We sintetyzed a peptide corresponding to part of Loopl (pepLoopl: Gly12
to Serl9) and did the structure in DPC micelles and DPC:CMH by NMR experiments. The
pepLoopl 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. So we decided to do a structure of
full protein in the presence of DPC:CMH to observe the NOEs in the same regions and in
another proteins regions that showed conformation exchange properties in the pus—ms timescale
like a turn 3. The 2D [1H, 1H]-TOCSY, 2D [1H, 1H]-NOESY, 3D 15N resolved [1H, 1H]-
TOCSY and 3D 15N resolved [1H, 1H]-NOESY spectra were acquired and the sequential
assignments of backbone and side chain hydrogen (H) resonances of the protein were obtained.
But not obtained full resonance assignments for Psdl in the DPC:CMH. Residues presents of
the major binding epitope (loopl and turn 3) were not assigned due the line broad and so this
was not possible analyze the presence of NOEs.
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1. Introducéo

Todos 0s organismos vivos, de microrganismos até plantas e mamiferos,
possuem mecanismos de defesa contra o ataque de patdgenos. O mais sofisticado desses
mecanismos chamado de resposta imune adaptativa atua empregando anticorpos e
células “killer” para reconhecer e eliminar moléculas invasoras, contudo esse tipo de
resposta existe somente em vertebrados superiores. A imunidade inata, no entanto é
uma forma primitiva de defesa contra infec¢cdo microbiana compartilhada por plantas,
insetos e mamiferos. O sistema imune inato prové a primeira linha de defesa contra um
grande espectro de microorganismos antes do desenvolvimento da resposta imune
adaptativa. Receptores de reconhecimento padrdo, como o0s receptores tipo Toll em
animais ou receptores com um dominio rico em leucina em plantas agem como
iniciadores da resposta imune inata reconhecendo padrdes moleculares associados a
patdgenos culminando na expressao de genes que codificam peptideos antimicrobianos
(PAM) (Akira et al., 2006). Estes peptideos ndo possuem o reconhecimento especifico
entre antigeno e anticorpo como visto na resposta imune adaptativa, contudo devido a
sua producdo ser através de transcricdo e tradugcdo de um Unico gene, eles podem ser
transportados relativamente rapido apds a interacdo com uma entrada limitada de
energia e biomassa (Thomma, 2002).

A producdo de PAM tem sido descrita em todos os grupos de organismos,
incluindo bacteérias, fungos, plantas e animais. Estes peptideos possuem espectro de
acdo excepcionalmente amplo, incluindo atividade antifingica, antibacteriana e/ou
antiviral. Além de apresentarem baixa similaridade de sequéncia primaria, os peptideos

antimicrobianos possuem uma grande diversidade de estrutura tridimensional. Entre
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estas podemos citar: peptideos cuja estrutura se limita a duas fitas-p estabilizadas por
duas cisteinas: peptideos lineares que formam o-hélices anfipaticas em ambientes
hidrofobicos: peptideos ciclicos e pequenas proteinas (40 a 95 aminoacidos) com
estrutura mais complexa estabilizada por trés a oito cisteinas que inclui trés fitas-f
antiparalelas e algumas vezes uma a-hélice (Leher e Ganz, 2002; Almeida et al., 2002).

Apesar desta baixa similaridade de sequéncia primaria, normalmente estes
peptideos possuem um maior nimero de aminoacidos catiénicos e hidrofébicos que
frequentemente sdo crucias para a sua atividade bioldgica. Diferentes evidéncias
mostram que os PAM atuam primeiramente na membrana dos patdgenos e a partir de
entdo uma série de mudancas acontecem levando a desestabilidade e consequente morte
do organismo (Aerts et al., 2008). Entender o mecanismo de acdo desses compostos
antimicrobianos € importante na elaboracgdo racional de novos medicamentos para fins
terapéuticos visto que uma alta resisténcia de diversos organismos patdgenos é

encontrada aos antibioticos convencionais (Lay e Anderson, 2005).

1.1 Mecanismo de Defesa em Plantas

H& evidéncias da origem primitiva conservada do sistema imune inato de
plantas, insetos e mamiferos. Contudo, diferente dos mamiferos que tém células moveis
especializadas em defesa, cada célula da planta é responsavel por sua propria defesa.
Assim, cada célula integra sinais do meio externo para ativar respostas de defesa locais

e sistémicas.



As plantas tém desenvolvido dois sistemas integrados de resposta imune inata
contra patdgenos. A primeira linha de defesa € ativada através de receptores bem
definidos, conhecidos como receptores de reconhecimento padrdo (PRRs), que
reconhecem padrdes moleculares associados ao patdgeno (PMAPS). Apds esse
reconhecimento existe uma resposta primaria como alteracdo na parede celular,
deposicdo de calose e acumulacdo de proteinas relacionadas com a defesa como
quitinase, gluconases e proteases (Figura 1A). PRRs reconhecem possivelmente um
dominio particular na molécula de PMAPs que com frequéncia possui uma funcéao
enzimética ou estrutural que é crucial para o patégeno. Alguns PMAPs tém sido
identificados, incluindo flagelinas, peptideoglicanos, lipolissacarideos (LPS), fatores de
alongamento Tu (EF-Tu) de bactérias Gram-negativas como também quitinas e
glucanas derivada da parede celular de fungos e oomicetos (Cohn, 2001).

Virus, bactérias e fungos desenvolveram mecanismos sofisticados para escapar
ou suprimir o reconhecimento dos PMAPSs e subsequentemente a indugdo da resposta
imune priméria. Plantas entdo tém desenvolvido resposta imune secundaria que é
ativada ap6s o reconhecimento de moléculas do organismo invasor, chamadas de
efetores ou de perturbacbes causadas por esses efetores ou produtos do gene de
aviruléncia (Avr) (Figura 1B). Os efetores podem ser metaloproteases, proteases,
proteinas ligadoras de quitina, inibidores de proteases, proteinas ricas em cisteinas
(Chisholm et al., 2006). As proteinas de resisténcia monitoram na planta esses efetores
e ativam a segunda resposta imune que com frequéncia culmina numa resposta de
defesa imediata e localizada chamada de resposta hipersensitiva (HR) que bloqueia um
futuro crescimento do patdégeno (Figura 1C). Alguns patdgenos no entanto tem

produzido uma nova geragédo de efetores que ndo sdo reconhecidos pelas proteinas de
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resisténcia e estes conseguem infectar a planta. (Figura 1D). Proteinas de resisténcia
podem se localizar fora ou dentro da célula vegetal e por isso s&o capazes de reconhecer
os efetores intra e extracelular do patégeno. Elas séo classificadas estruturalmente em

cinco diferentes classes, todas contendo os dominios ricos em leucina (Jones e Dangl,

2006).
PRR PRR RP
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Figura 1: Inducédo e supressdo da priméria e secundaria resposta imune em plantas por patégenos. A. A
primeira linha de defesa é ativada através de receptores bem definidos conhecidos como receptores de
reconhecimento padrdo (PRRs) que reconhecem padrfes moleculares associados ao patégeno (PMAPS).
B. Efetores que interagem com o hospedeiro suprimindo a resposta primaria. C. Proteinas de resisténcia
(RP) reconhecem esses efetores e ativam a segunda resposta imune. D. Efetores que ndo séo reconhecidos
pelas proteinas de resisténcia conseguem infectar a planta (Wit, 2007).



A resposta hipersensitiva € rapida, localizada no lugar da infecgéo e consiste na
producdo de substancias toxicas como os intermediarios reativos de oxigénio (ROIs) e
moléculas sinalizadoras: etileno (ET), jasmonato (JA) e acido salicilico (SA). A
producdo de ROIs em plantas é similar ao estresse oxidativo descrito em mamiferos que
emprega um sistema dependente de NADPH-oxidase e H,O; e radicais superoxidos (O
) e resultam num dano celular em ambos, planta e patdgenos (Cohn, 2001). A
sinalizacdo dependente de SA esta relacionada a resisténcia da planta e expressdo de
peptideos antimicrobianos, plantas que sdo atigindas por patdgenos acumulam niveis
muito maiores de SA que aquelas ndo sofrerem ataque. A sinalizagdo dependente de ET
e JA induz a expressdo de compostos antimicrobianos que ndo sdo induzidos por SA e
estdo envolvidos na resposta da planta a feridas mecénicas e causadas por herbivoros
que incluem ativacéo de inibidores de protease (Dong, 1996). A resposta hipersensitiva
é reponsavel tanto pela morte do patdégeno assim como pela morte do tecido vegetal nas
mediacgdes da infeccdo. Essa necrose localizada impede a propagacgéo para outra regides
da planta sendo conceitualmente similar a apoptose em animais (Nurnberger, 2004). Os
caminhos de defesa que sdo dependentes desses horménios sdo ativos ndo s6 contra
microorganismos mas também contra insetos. O nivel e o efeito de ambas as respostas
local e sisttmica e a dependéncia de horménios é determinado pelo tipo do
fitopatdgeno. E ainda sim alguns patdgenos passam por essas barreiras e conseguem
infectar a planta (Figura 1d).

As plantas também sdo protegidas por um mecanismo chamado de resisténcia
sistémica adquirida (RSA) que confere resisténcia a diversos patdgenos por Vvarios
meses apos a infeccdo, ocorrendo simultaneamente com a primeira e a segunda resposta

imune e essa resposta estd intimamente relacionada com a producédo do acido salicilico.

5



A relacdo do SA na inducdo da defesa sistémica adquirida tem sido demonstrada com
experimentos em plantas transgénicas que expressam um gene de bactéria (nahG) que
codifica a enzima salicilato hidrolase inativando o SA, essas plantas entdo néo
acumularam SA ap0s a exposi¢do a patdgenos e foram mais suscetiveis a patdgenos que
causam doengas e patdgenos que induzem resisténcia. Além disso, essas plantas
falharam ao desenvolver a resisténcia adquirida indicando a dependéncia de &cido
salicilico na inducdo da resposta sistémica adquirida (Cohn 2001). RSA ¢é caracterizada
pela inducdo da expressdo de genes que codificam proteinas tdxicas, proteinas
relacionadas com patogénese (PR), inibidores de protease, hidrolases, proteases, e

peptideos antimicrobianos (Wit, 2007).

1.1.1 Peptideos Antimicrobianos de Plantas

Os peptideos antimicrobianos (PAM) sdo amplamente distribuidos na natureza,
estando presentes desde plantas e insetos até vertebrados superiores. Eles séo
geralmente definidos como tendo entre 12 e 50 aminoacidos, hidrofdbicos, possuem
carga positiva e apresentam uma ampla faixa de atividade biolégica contra fungos,
bactérias, virus envelopados ou ndo e também como inibidores de enzimas digestivas
como a-amilases e serino-proteases (Brown e Hancock, 2006).

Em plantas os PAM ocupam um importante papel na defesa, pois apresentam
expressdo constitutiva e também apds a infecgdo. Critérios como atividade
antimicrobiona “in vitro”; distribuicdo e concentracdo do peptideo na planta (antes e

depois da infeccdo); variacGes dos niveis de expressdo do peptideo de acordo com 0s



sintomas da infeccdo e a correlacdo entre a viruléncia e a resisténcia dos patdégenos aos
peptideos sdo avaliados na classificacdo destes (Garcia-Olmedo et al., 1998).

Geralmente os peptideos antimicrobianos de planta apresentam uma diversidade
em suas estruturas primarias, contudo possuem estrutura tridimensional similar, séo
altamente basicos e contém um alto conteddo de residuos de cisteina conservadas que
estdo envolvidas em ligacdo dissulfeto intramolecular e fornecem a esses peptideos
estabilidade estrutural.

Evidéncias crescentes sugerem que peptideos antimicrobianos atuem
inicialmente na membrana plasméatica dos microorganismos alvo, contudo o dano a
membrana seria apenas o primeiro alvo desses peptideos (Jelinek e Kolusheva, 2006,
Lobo et al., 2008). Conforme ja foi dito, uma caracteristica comum a todos os PAM ¢ a
sua carga positiva, muitos estudos demonstram que exista uma interagdo eletrostatica
com as cadeias negativas dos fosfolipideos presentes nas membranas dos
microorganismos patdégenos como fungos e bactérias (Papo e Shai, 2003). Essa
interacdo, em geral, é perturbada pelo aumento da forca i6nica no meio, contudo além
da interacdo eletrostatica alguns estudos mostram alguns componentes especificos na
parede celular ou na membrana dos patdgenos também participam da agdo destes
componentes antimicrobianos (Marcos et al., 2008). Membranas miméticas como
micelas composta por uma mistura de fosfolipideos vem sendo usadas para o melhor
entendimento da interacdo dos peptideos com os patdgenos, uma vez que o peptideo
pode sofrer alteracdo quando encontra a micela (Papo e Shai, 2003).

Baseado na identidade de sequéncia de aminoacidos e estrutural, distintas

familias de PAM tém sido identificadas. Entre elas estdo tioninas, proteinas



transportadoras de lipideos, peptideos ciclicos, snakinas e defensinas (Garcia-Olmedo
etal., 1998).

Tioninas apresentam geralmente de 45 a 47 aminoacidos, sdo anfipaticas e
dividas em cinco tipos (I a V), com base na sua sequéncia priméaria. Contudo apesar
dessa divergéncia na sequéncia elas apresentam uma estrutura tridimensional bastante
similar e que lembra a letra grega y. Essa estrutura € formada por duas o-hélices
antiparalelas no braco maior e por fitas-p antiparalelas no braco menor, possuindo
quatro pontes dissulfeto. Estudos mostram que a super expressdo de tionina enddgena
em Arabidopsis thaliana aumenta a resisténcia dessa planta a Fusarium oxysporum e
Plasmodiophora brassicae (Terras et al., 1992).

Proteinas transportadores de lipideos (LTPs) apresentam de 90 a 95
aminoéacidos, foram classificados inicialmente, como proteinas envolvidas no transporte
de lipideos entre as organelas e recentemente tem sido implicados na defesa da planta.
LTPs tem sido encontrado em varios tecidos de mono e dicotileddneas. A estrutura
terciéria dessas proteinas é formada por quarto a-hélices conectadas por loops flexiveis
com uma cavidade hidrofobica que pode acomodar uma variedade de lipideos. O
possivel papel antimicrobiano de LTPs tem sido observado em plantas transgéncias
como Arabidopsis e tabaco que tém drasticamente os sintomas reduzidos apos a
infeccdo das folhas com Pseudomonas syringae devido a super expressdo de LTP de
cevada (Garcia-Olmedo et al., 1998).

Os peptideos ciclicos ou ciclotideos apresentam uma grande variedade atividade
bioldgica destacando-se como poderosos agentes virais. Eles apresentam seis residuos

de cisteinas conservados que estdo envolvidas em pontes dissulfeto formando um



motivo que conecta a folha-p conferindo sua estrutura ciclica que o torna muito
resistente a protedlise e estavel quimicamente. O primeiro ciclotideo de plantas
estruturalmente caracterizado foi o kalata B1l, que possui 29 aminodcidos de
Oldenlandia alffinis uma planta tropical africana muito usada na medicina popular
como um chd para facilitar e acelerar o parto em mulheres (Craik, 2001).

Ainda dentre as classes de PAM existe as shakinas que sdo peptideos com 12
cisteinas formando seis pontes dissulfeto descobertos em batata. A St-SN1 possui 63
residuos e é ativa contra fungo, bactéria gram-positiva e gram-negativa (Segura et al.,
1999). As defensinas, tema central e objeto de estudo desta tese sera descrita no topico a

sequir.

1.2 Defensinas

O termo defensina deriva da palavra defendo que em latim significa repelir. Em
1985, Ganz et al. isolaram um grupo de peptideos antimicrobianos de macr6fagos e
granuldcitos de coelho (Lambert et al., 1989). A larga familia das defensinas inclui
moléculas que conservam sua estrutura tridimensional e fungdo sendo descritas em

vertebrados, invertebrados e plantas (Figura 2).

MOLUSCO INSETO PLANTA MAMIFERO

MGD-1 DefensinaADrosomicina Rs-AFP1  HNP-3 HBD-2 RTD-1

Figura 2: Estrutura de defensinas de diferentes espécies. MGD-1: Mexilhdo; DefensinaA e Drosomicina:
Diferentes espécies de Mosca; Rs-AFP1: Rabanete; HNP-3 e HBD-2: Denfensinas Humanas; RTD-1:
Defensinas de Macaco (Thomma et al., 2002).



As defensinas de mamiferos sdo classificadas em trés subfamilias: a, f ¢ 0-
defensinas, que diferem na sua distribuicdo tecidual e no padrdo de ligagdes dissulfeto
entre os seis residuos de cisteina conservados, elas possuem de 18 a 40 aminodcidos e
apresentam atividade contra bactérias e fungos. Quatro a-defensinas foram identificadas
em neutrofilos sendo denominadas de Human Neutrophil Peptides (HNP1, HNP2,
HNP3 e HNP4) onde participam do sistema imune inato, outras duas a-defensinas HD5
e HD6 sdo expressas em células intestinais (células de paneth) e provavelmente
contribuem para a defesa da mucosa do intestino grosso (Cunliffe, 2003). Embora os
genes para 28 B-defensinas tenham sido identificados, apenas seis (HBD1, HBD2,
HBD3, HBD4, HBD5 e HBD6) sdo expressas, principalmente em células epiteliais
(Yang et al., 2000). As defensinas de mamiferos a e B diferem no padrdo das pontes
dissulfetos formadas pelas seis cisteinas conservadas e sdo produtos de dois genes
diferentes mas que tiveram um ancestral comum encontrado em nas snakinas de veneno
de cobra. 6-defensinas sdo encontradas exclusivamente em leucocitos de macacos do
velho mundo (RTD1, RTD2 e RTD3) e apresentam uma potente atividade antiviral,
inclusive contra o virus da imunodeficiéncia adquirida (HIV) (Trabi et al., 2001). 6-
defensinas derivam de uma mutacdo no gene de uma a-defensina e apresentam uma
estrutura ciclica que confere a essas moléculas alta estabilidade (Selsted e Ouellettl,
2005). Transcritos de RNA homologos aos do gene 0-defensina rhesus (DEFT) séo
encontrados na medula dssea humana, contudo estes transcritos contém um codon de
parada pré-maturo anteriormente a sequéncia sinal, abolindo a sua subsequente
traducdo. A discussdo sobre a relagdo entre a auséncia da expressdo dessa proteina em

humanos e a evolugéo da AIDS foi levantada por Nguyen et al., 2003.
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Defensinas de aves sdo bem caracterizadas apresentando-se muito semelhantes
as PB-defensinas de mamiferos. Landon et al., 2004 resolveu a estrutura de uma
defensina de pinguim (AvBD103b) por ressonancia magnética nuclear. Ela possui seis
cisteinas envolvidas na formagdo de trés pontes dissulfeto, e sua estrutura
tridimensional é formada por duas B-fitas e uma a-hélice. Em peixes o estudo de
defensinas ainda esta num estagio inicial, por homologia de sequéncia algumas espécies
apresentam B-defensinas putativas que estdo sendo caracterizadas, contudo apenas a
defensina putativa de Oncorhynchus mykiss mostrou ter atividade antiviral (Falco et al.,
2008).

As defensinas de insetos possuem em torno de 40 aminoacidos, apresentando um
padrdo de seis cisteinas envolvidas na formacao de trés pontes dissulfeto como podemos
exemplificar a defensina A de Sarcophaga bercea onde uma a-hélice é combinada com
duas p-fitas. Contudo foram identificadas defensinas de insetos com 8 cisteinas
formando 4 pontes disulfeto como é o caso da drosomicina isolada de Drosophila
melanogaster que apresenta a a-hélice combinada com trés B-fitas. As defensinas de
inseto apresentam atividade antifungica e antibacteriana (Thomma et al., 2002). Em
moluscos como o mexilhdo ja foram identificadas defensinas com 6 cisteinas e trés
pontes dissulfeto na espécie Mytilus edulis (Charlet et al., 1996) e também com oito
cisteinas apresentando quatro pontes dissulfeto como a defensina MGD-1 de Mytilus
galloprovicialis que teve sua estrutura resolvida (Yang et al., 2000). Outras defensinas
de moluscos tém sido caracterizadas e apresentam atividade antifungica e antibacteriana
(Roch et al., 2008). Crustaceos e aracnideos também apresentam defensinas com

atividade antimicrobiana.

11


http://en.wikipedia.org/w/index.php?title=Sarcophaga_bercaea&action=edit&redlink=1

Tem sido postulado que todas as defensinas possuam um Unico precurssor
comum. Esta hipotese é baseada na homologia de sequéncia onde existe uma relacdo
maior entre B-defensina de vertebrado e defensina de insetos que entre a e p-defensinas
de vertebrados. Mygind et al. em 2005 identificaram a primeira defensina de fungo
denominada de plectasina isolada de Pseudoplectania nigrella, que possui atividade
antimicrobiana. A identificacdo desta proteina num organismo eucarioto inferior
(unicelular) demonstra que existe uma larga distribuicdo das defensinas em diferentes
reinos de eucariotos e sugere que existiu um ancestral genético comum antes das
linhagens de fungos e insetos se dividirem, o que aconteceu a mais de 1 bilhdo de anos
atras. Isso mostra que além da homologia estrutural das defensinas entre os diferentes
reinos de eucariotos parece existir também uma homologia funcional entre elas (De

Paula et al., 2008; Carvalho e Gomes, 2009).

1.2.1 Defensinas de Plantas

Defensinas de plantas foram descritas pela primeira vez em sementes de trigo e
cevada e primeiramente foram relacionadas com tioninas devido a similaridade na
sequéncia de aminoacidos, massa molecular e no nimero de cisteinas. Contudo estudos
posteriores na estrutura dessas proteinas de plantas mostraram a existéncia de algumas
diferencas como, por exemplo, o padrdo de pontes dissulfeto e entdo elas foram
classificadas como uma classe de peptideos antimicrobianos de plantas e foram
denominadas de defensinas por serem funcionalmente e estruturalmente semelhante as
defensinas de mamiferos e insetos (Thomma, 2002). Esses peptideos sdo distribuidos

em quase todas as espécies de plantas, integrando o sistema imune destas. Apesar de
12



apresentarem similaridade de estrutura secundéria e terciaria, as defensinas de plantas
ndo possuem similaridade significativa de sequéncia primaria apresentando poucos

residuos conservados (Figura 3) (Almeida et al., 2002).

——————— LeNERESQT
————— QELC-ERPSGT

—————— ETC-ENLANTYRI

* . * * k * % -k ok *

Figura 3: Alinhamento de nove defensinas de plantas feito através do ClustalW. Oito
sdo estdo presentes em semente e a Phl € uma defensina floral. NaD1: Nicotiana Alata;
Phl:Petunia Hybrida; Sd5: ; TADZ1:Triticum aestivum; Ah-AMP1: Aesculus
hippocastanum; Rs-AFP1:Rafanus sativum; VrD1: Vigna Radiata; Psdl: Pisum
sativum; Psd2: Pisum sativum.

Um grande namero de defensinas de plantas tem sido isoladas de sementes onde
esses peptideos sdo mais abundantes, mas também essa classe de peptideos tem sido
identificada em outros tecidos na planta, incluindo, talos, raizes, folhas, frutos e tecidos
florais. E ainda a maioria das defensinas de planta estdo concentradas principalmente
em células periféricas ou estdbmatos, o que fortalece a teoria do papel desta na protecédo
da planta contra patdgenos (Stotz et al., 2009).

Algumas classificagcdes tém sido propostas para agrupar as defensinas de plantas
em diferentes grupos como, por exemplo, de acordo com sua funcdo bioldgica,
similaridade de sequéncia priméria ou se gera modificacdes na morfologia do fungo
para aquelas que tem atividade antifungica porém essas classificacdes estdo se tornando

imprecisas. Contudo, existe uma classificagcdo que divide as defensinas de plantas em

dois grandes grupos de acordo com a estrutura da proteina precurssora predita pelos
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clones de cDNA. O primeiro e grande grupo a proteina precurssora possui um peptideo
sinal que direciona a molécula para o reticulo endoplasmatico e também o dominio
defensina madura e no segundo grupo além do peptideo sinal de enderecamento para o
reticulo, a proteina precurssora possui um pro-dominio no dominio C-terminal que nédo
possui uma fungdo conhecida como é o caso de algumas defensinas de flores (Lay et al.,

2003).

1.2.2.1 Estrutura

Defensinas de plantas sdo peptideos basicos com um ponto isoelétrico em torno
de 8 a 9. Possuem de 45 a 70 aminoacidos, resultando numa pequena molécula com
massa molecular entre 5 e 7 kDa. Existem oito residuos de cisteinas conservadas em
todas as defensinas de planta que estdo envolvidas em quatro pontes dissulfeto
responsaveis pela estabilizacdo da estrutura tridimensional e essas pontes dissulfeto
estdo organizadas numa arquitetura Bapp (Almeida et al., 2002).

Oito defensinas extraidas de sementes e duas de flores tiveram suas estruturas
determinadas por RMN. Todas elas apresentaram um enovelamento global consistindo
de uma a-hélice ¢ uma B-folha antiparalela interligadas por quatros pontes dissulfeto
intramoleculares, um motivo estrutural conhecido como af estabilizado por cistina
(CSap), como mostra a figura 4 (Villa-Perell6 et al., 2003). Esse motivo estrutural foi
proposto por Kobayashi et al. em 1991, onde dois residuos de cisteina localizados na a-
hélice e separados por trés aminoacidos (CXXXC) formam duas pontes dissulfeto com
outras duas cisteinas separadas por um residuo (CXC) localizadas na ultima [-fita.

CSafy ¢ encontrado também em outras proteinas envolvidas com atividade
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antimicrobiana como podemos citar algumas neurotoxinas de escorpido (Jablonsky et
al., 2001). Adicionalmente a defensina floral PhD1 de Petunia hybrida, possui uma
quinta ponte dissulfeto localizada entre a Cis57 e a Cis23, resultando numa estrutura
mais compacta. Esta quinta ponte dissulfeto ndo afeta a orientagdo global da a-hélice
em relacdo a fita-p quando comparada as outras defensinas com quatro pontes dissulfeto

(Janssen et al., 2003).

Raphanus sativum — 1AYJ

s
Saccharum officinarum — 2KSK

Vigna radiata — 1TI5

Figura 4: Estrutura de seis defensinas de plantas geradas através do programa PyMOL. As estruturas
estavam depositadas no PDB.

1.2.2.2 Atividade Biologica
A descoberta da atividade antimicrobiana das defensinas de plantas foi reportado
em meados em 1990 por Mendez et al. Esta atividade é principalmente evidenciada

contra fungos, e também contra algumas bactérias principalmente aquelas Gran
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positivas. Elas possuem ainda outras atividades bioldgicas, entre elas, inibidoras de
enzimas como proteases e a-amilase de insetos; mediadoras de tolerancia a zinco em
plantas; blogueadoras de canais idnicos (Carvalho e Gomes, 2009). Contudo a atividade

antifingica é a mais bem caracterizada e vai ser melhor descrita nesta tese.

Atividade Antifingica

A incidéncia de infec¢cdes por fungos (micoses) em humanos tem aumentando
consideravelmente, principalmente pelo aumento da ocorréncia de pacientes
imunodeprimidos e 0 aumento do uso de cateteres e implantes. Candida albicans e
fungos filamentosos do género Aspergillus sdo os maiores agentes causadores de
micoses e 0 unico recurso clinico utilizado no combate a essas infec¢des € a terapia com
antifangicos. Os antimicoticos podem ser agrupados em 4 grupos: derivados de azol que
inibem a 14a-lanosterol dermetilase, enzima chave na biossintese do ergosterol,
componente essencial da membrana plasmatica do fungo e que nédo ocorre em células de
mamiferos; polienos que interagem com o ergosterol alterando a fungdo da membrana;
echinocadinas que inibe a B-1,3-glicana sintase e fluorinato de pirimidina que inibe a
sintese de DNA e RNA (Francgois et al., 2005). Contudo uma grande resisténcia é
encontrada a esses medicamentos principalmente pelo fungo Candida albicans e
também por diferentes espécies de Fusarium.

Os primeiros experimentos que tentaram revelar o mecanismo de acdo das
defensinas contra fungos foram conduzidos por Thevissen et al. em 1996. Esses estudos
iniciais verificaram a interagdo de duas defensinas Rs-AFP, e Dm-AMP; com o fungo

Neurospora crassa gerando uma aumento no influxo de Ca*?, efluxo de K*, mudanca no
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potencial de membrana e comcomitante alcalinizagdo do meio de incubacdo. E como
depois foi mostrado que o crescimento das hifas estava diretamente relacionado com o
gradiente de Ca*? (Silverman-Gavrila e Lew, 2002), pensou-se que a entrada de Ca*?
provocada pelas interacdo com as defensinas poderia alterar este gradiente, resultando
numa inibicdo do crescimento do fungo. Contudo outras drogas que inibem o
crescimento de N. crassa como a carbendazima ndo altera esse fluxo de Ca*? (Thevissen
et al., 1996). Thevissen et al. em 1999, usando uma sonda fluorescente (Sytox green)
que penetra na célula quando a membrana esta estruturalmente comprometida forma um
complexo fluorescente com &cidos nucléicos, mostraram que em contato com a Dm-
AMP; ocorre uma permeabilizacdo da membrana pela formacdo deste complexo
fluorescente, sugerindo que a inibicdo do crescimento do fungo estd diretamente
relacionado com essa desestruturagdo da membrana.

Dados experimentais indicam uma possivel interacdo das defensinas de plantas
com um receptor especifico presente na membrana ou na parede celular do fungo. Esses
sitios de interacdo das defensinas de plantas na membrana do fungo foram identificados
como lipideos complexos. As principais classes de lipideos presentes em membranas
bioldgicas de eucariotos sao fosfoglicerolipideos, glicoglicerolipideos, esfingolipideos e
esterdis. Diferencas estruturais entre os lipideos pertencentes ao fungos e as plantas
fazem com que as defensinas sejam toxicas apenas para as celulas dos fungos
(Thevissen et al., 2003).

O preciso modo de acdo das defensinas de plantas nédo é totalmente elucidado e
para a maioria das defensinas os componentes moleculares envolvidos na sinalizacéo,

na interacdo e na inibicdo permanecem desconhecidos. Para as defensinas Dm-AMP; e
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Rs-AFP, parte das bases moleculares dessa inibi¢cdo dos fungos S. cerevisiae e Pichia
pastoris respectivamente foi revelada.

Para a defensina Dm-AMP; o sitio de interagdo com S. cerevisiae é um
esfingolipideo de membrana denominado manose-(inositol-fosfato),-ceramida
(M(IP).C). O gene IPT1 codifica uma proteina chamada inositol fosfotranferase que
esta envolvido na biossintese de M(IP),C e este gene determina ndo s6 a capacidade de
ligagdo como também esta envolvida na permeabilizacdo e inibicdo do crescimento do
fungo. Eliminacdo do IPT1 em leveduras faz com que estas ndo tenham M(IP),C
incorporada em sua membrana e a Dm-AMP; praticamente ndo se liga a membrana
destas leveduras mutantes, ndo causa permeabilizacdo caracterizada pela incorporagéo
do SYTOX green e ndo inibe o crescimento de S. cerevisiae (Thevissen et al., 2000a).
Contudo uma cepa mutante de S. cerevisiae sem o0 gene IPT1 crescendo em meio com
poucos nutrientes apresentou a mesma sensibilidade a defensina que a cepa selvagem e
esta cepa estava produzindo pequenas quantidades de M(IP),C por uma via biossintética
alternativa, indicando que a resisténcia a Dm-AMP; é dependente da presenca do
esfingolipideo.

Estudos usando ensaios de ELISA revelaram uma interacéo direta entre M(IP),C
e a defensina. Essa interacdo facilita a insercao desta defensina na membrana, alterando
a permeabilidade e finalmente inibindo o crescimento do fungo (Thevissen et al.,
2000b). Em estudos anteriores foi visto que existia uma competicdo pelo sitio de
interacdo com o fungo entre a defensina Dm-AMP; e outras defensinas homologas
como a Ah-AMP; isolada de Aesculus hippocastanum e Ct-AMP; isolada de Clitoria
ternatea sugerindo que essas defensinas possuam 0 mesmo sitio de interacdo e a

levedura mutada sem o gene IPT1 tambeém ficava mais resistente a estas defensinas.
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Enquanto defensinas menos relacionadas a Dm-AMP; como Rs-AFP; e a defensina de
Heuchera sanguinea (Hs-AFP,) ndo existe essa competi¢do pelo sitio de interacdo e ndo
apresentam diferencas na atividade antifungica (Thevissen et al., 1996 e Thevissen et
al., 2000a).

O gene que determina a sensibilidade de P. pastoris e C. albicans & defensina
Rs-AFP, foi identificado como GCS, esse gene codifica uma enzima (GlcCer sintase)
que esta envolvida na sintese de glicoensfingolipideos como a monohexosilceramida
(CMH) usada nos experimentos desta tese. P. pastoris e C. albicans mutantes que néo
possuem esse gene apresentam cerca de 20 vezes maior a resisténcia a esta defensina e
essas leveduras mutantes ainda se apresentaram mais resistentes a heliomicima, uma
defensina de inseto (Thomma et al., 2002). Essa observagdo que ambas defensinas de
plantas e insetos possuam um mesmo sitio de interagdo na membrana de fungo suporta a
idéia de uma conservacao evolutiva desses peptideos no reino animal e vegetal.

O envolvimento de esfingolipideos no processo de inibicdo do crescimento do
fungo pelas defensinas de planta também foi demonstrado com o uso de mutantes do
fungo filamentoso N. crassa. Esses mutantes foram mais resistentes a permeabilizacéo
de suas membranas e tiveram seus lipideos analisados. O padrdo de alguns principais
lipideos foram estruturalmente e quantitativamente diferentes entre as cepas mutantes a
a selvagem (Ferket et al., 2003).

Foi recentemente descrito que Rs-AFP, induz a producdo de espécies reativas de
oxigénio (ROS) em C. albicans, ndo demostrando essa producdo em cepas mutantes
desse fungo que ndo possuem o gene GSC sugerindo uma ligacéo entre a producédo de
ROS e a tividade antifungica (Aerts et al, 2008). Como a inducdo de ROS é

caracteristica de apoptose em fungos (Madco et al., 1997) as defensinas poderiam
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induzir essa morte celular, porém ainda é preciso uma maior investigacdo desse
fenoméno.

Ainda € incerto se as defensinas de plantas sdo internalizadas para dentro das
células fungicas apds a interacdo destas com esfingolipideos ou se apenas essa interagdo
modula os processos que véo levar o fungo a morte como por exemplo a producdo de
ROS (Figura 5). Esfingolipideos de membrana de fungo sdo promissores alvos na
elaboracdo de novos agentes antimicéticos porque eles sdo importantes fatores na
patogenicidade de cepas de fungos, parecem ter um importante papel na transducéo e
regulacdo celular e os esfingolipideos de fungo sdo estruturalmente diferentes daqueles

encontrados na membrana plasmaticas de humanos.

@ RsAFP2
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Figura 5: Modelo tentativo da acdo de Rs-AFP, (defensina de rabanete) em C. albicans. A defensina
representada por bolas rosas interage com glicosilceramidas (representados por quadrados azuis) na
membrana plasmatica do fungo. Apoés essa inicial interacdo, a membrana é permeabilizada (setas laranjas)
levando a morte das células fungicas. Ainda, Rs-AFP, induz a producdo de espécies reativas de oxigénio
(ROS) apos a interacdo com glicosilceramidas (Thevissen et al., 2007).
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N&o existem experimentos in vivo utilizando defensinas de plantas como
antimicotico contudo uma variante da defensina de inseto heliomicina, EDT-151,
apresentou uma maior atividade contra Candida sp. e Aspergillus sp. em camundongos
infectados que o0s antimicoticos tradicionais, como o cetoconazol, fluconazol,
intraconazol e AmB. Ainda a defensina EDT-151 apresentou baixa toxicidade quando
administrada intravenosamente fazendo deste peptideo um forte candidato para futuros

ensaios clinicos (Andres e Dimarcq, 2004).

1.2.2.3 Relagé&o entre estrutura e funcéo

A diversidade de atividade bioldgica parece estar relacionada com a divergéncia
na estrutura priméria e essa diversidade na sequéncia de aminoacidos dificulta a
identificacdo de um sitio de ligacdo com aminoacidos conservados durante a evolugdo e
o entendimento do mecanismo de agdo destas. SO os oito residuos de cisteinas séo
conservados em todas as defensinas de plantas como mostrado na figura 5.

Algumas estratégias tem sido usadas para identificar um dominio ativo coma
finalidade de criar agentes antimicrobianos. As defensinas de rabanete, Rs-AFP; e Rs-
AFP; diferem em apenas dois amino4cidos. Glu5 e Asn27 em Rs-AFP; foi substituida
por GlIn e Arg em Rs-AFP,. A carga da Rs-AFP, apresenta duas cargas positivas a mais
e apresenta maior poténcia na atividade antifingica que a Rs-AFP;. Essa relacdo entre
atividade antimicrobiana e carga positiva tem sido usada para revelar os aminoacidos
importantes na interacédo (Terras et al., 1992).

Estudos com mutantes de Rs-AFP; baseados em sequéncia de outras defensinas
antifungicas foram feitos para identificar possiveis aminoacidos envolvidos nessa

atividade. Um sitio importante para a atividade biologica ocorre na volta que conecta a
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fita-B, e a fita-B, entre os aminoécidos Tyr38, Phe40, Pro4l, Alad2, Lys44 e lle46. Com
excecdo da prolina e da lisina todos os outros aminoacidos séo hidrofobicos. Insercéo de
um aminoacido de carga positiva na posicao 39 resulta num mutante que tem uma alta
atividade antifungica comparada com a defensina selvagem e a substituicdo de uma
lisina por uma glutamina diminui a atividade. Um outro sitio indicado por esse estudo
ocorre dentro do loop que conecta a fita-p1 ¢ a o-hélice como também os residuos
continuos entra a hélice e a fita-p3 (Thr10, Ser12, Leu28 ¢ Phe49). Ainda quando num
mutante a Val39 foi trocada por uma residuo de carga positiva como uma arginina
resultou num aumento da atividade antifungica. Contudo nem todas as insercfes de
residuos positivos aumentou a atividade antifingica mostrando a existéncia de um
lugar caracteristico da interacdo (De Samblanx et al., 1997). Um outro estudo com um
mutante da defensina MsDEF1 revelou que a Arg38 localizada no loop entre a fita-p, e
a fita-p3 € essencial para a atividade antimicrobiana pois a troca deste residuo pela
glutamina fez esta defensina perder a sua atividade antifungica (Kushmerick et al.,
1998).

Em 2000, Sharper et al. sintetizaram um peptideo de 19 residuos correspondente
ao loop entra a fita-P, e a fita-p3 da defensina de rabanete (Rs-AFP;) com trés cisteinas
(MBG 01) e um outro onde as cisteinas foram retiradas (MBG 02). Os dois peptideos
surpreendentemente mativeram suas atividades . Outro peptideo de seis residuos (13 ao
19) baseado na tionina de Pyrularia pubera também permanece com a atividade
antibacteriana similar a proteina nativa (Vila-Perelld et al., 2005 e Vila-Perell6 et al.,
2006).

Resultados similares foram observados para as B defensinas humanas, onde a

perda das cisteinas ndo interferiram na atividade antibacteriana (Wu et al., 2003).
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1.2.2.4 Contexto Biotecnol6gico

Durante a ultima década a antiga idéia do uso de PAM tem sido revisitada.
PAMs apresentam algumas atividades que tem atraido a atencdo dos pesquisadores.
Entre elas incluem: um largo espectro de agdo contra microorganismos como Virus,
bactérias (Gram + e Gram -) e fungos e também contra protozoérios; atividades em
baixas doses; sinergismo com outros agentes terapéuticos; habilidade em inativar
endotoxinas; improvavel desenvolvimento de resisténcia; geralmente apresentam baixa
toxicidade em células de mamiferos e alguns PAMSs sdo habeis em modular a resposta
imune em mamiferos, criando novas possibilidades terapéuticas ( Giulliani et al., 2007).

As atividades bioldgicas caracteristicas das defensinas de plantas fazem destas
proteinas moléculas atrativas para o uso em biotecnologia. Entre estas atividades estdo
antimicrobiana, inseticida e antiparasitaria fazendo desses peptideos candidatos para o
seu uso em engenharia de proteinas e na criacdo de plantas transgénicas que sejam
importantes agronomicamente pois plantas que expressam essas peptideos
antimicrobianos em grande quantidades ficariam mais resistentes a patégenos e pestes.
Adicionalmente, defensinas podem trabalhar junto com outros compostos
antimicrobianos conferindo ou aumentando a resisténcia a patdgenos. A hipotese de que
as defensinas participam no processo de defesa dos vegetais superiores € refor¢ada pelo
fato de que plantas transformadas com genes que expressam defensinas
constitutivamente em quantidades muito maiores que o normal apresentam maior
resisténcia a infeccéo por fungos em relacéo as plantas ndo transformadas.

Terras et al. em 1995 verificou que a resisténcia do tabaco ao patdgeno
Alternaria longipes aumentou quando esta planta foi transformada com um gene da

defensina Rs-AFP,. O aumento da resisténcia da batata (Solanum tuberosum) ao fungo
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Verticillium dahliae a partir da superexpressdao da defensina de alfAFP, isolada de
Medicato sativa (alfafa) (Gao et al., 2000). Arroz transgénico que expressa
constitutivamente a defensina de Wasabia japonica e tb Rs-AFP, tem maior resisténcia
ao fungo Megnaporth grisea que aquele ndo transformado (Kanzaki et al., 2002).
Ainda, Carica papaya expressando a defensina Dm-AMP; se torna mais resistente ao

patégeno Phytophthora palmivora (Zhu et al., 2007).

1.4 Defensinas de Pisum sativum

A famila Fabaceae (leguminosas) apresentam mais de 15 defensinas descritas de
diferentes espécies. A maioria destas possuem atividade anti-fungica. As defensinas
dessa familia apresentam residuos bem conservados principalmente na regido do loopl

como a Phel5 e Thrl6 (Figura 8).

Psdl KICEHLADTYRGVCETNASCDDHCENKAHLISGTCHEN-——-WECECTQNC 4¢€
Tfgdl ATCENLADTFRGPCEGNSNCNEFHECKTEEHLLSGRECRDD-—FRCWCTERC 47
MtDEFZ KTCENLADEYRGPCE——-SGCDTHCTTKENAVSGRECRDD-—FRCWCTERC 45
Lc-def KTCENLSDSFEGPCIPDGNCNKHCKEKEHLLSGRCRDD-—FRCWCTRNC 47
Psd2 KTCENLSGTFEGPCIPDGNCNEKHCENNEHLLSGRCRDD-—FRCWCTNRC 47
vrDl KTCENLANTYRGPCETTGSCDDHCENKEHLRSGRCRDD-—FRCWCTRNC 47
VULDEF KTCENLADTYRGPCETTGSCDDHCENKEHLLSGRCRDD-—-VRCWCTRNC 47
PvD1 KTCENLADTYKGPCETTGSCDDHCENKEHLRSGRCRDD-—FRCWCTENC 47
TwvD1 KTCENLADTYRGPCETTGSCDDHCENKEHLLSGRCRDD-—FRCWCTERC 47
SPELQ KTCENLADTFRGPCETDGSCDDHCENKEHLIKGRECRDD-—FRCWCTRNC 47
Ct-AME1 NLCERASLTWIGNCGNTGHCDTQCRNWESAKHGACHEERGNWECECYFNC 45
- . - W e E - e i ks

* - * k3

Figura 8: Alinhamento de onze defensinas da familia fabacea mostrando os residuos conservados

utilizando o programa Clustalw. Tfgd1: Trigonella foenum-graecum; MtDEF2: Medicago truncatula;

Lc-def: Lens culinaris; Psdl: Pisum sativum; Psd2: Pisum sativum; VrD1: Vigna Radiata; VUDEF:

Vigna unguiculata; PvD1: Phaseolus vulgaris; TvD1: Tephrosia villosa; SPE10: Pachyrhizus erosus; Ct-
| AMPZ1: Clitori ternatea.
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Duas defensinas foram isoladas de sementes de ervilha (Pisum sativum)
denominadas Psdl e Psd2, com 46 e 47 aminoacidos, respectivamente. Apesar da
identidade da sequéncia primaria ser relativamente baixa entre elas (45 %), essas
proteinas possuem algumas caracteristicas comuns como: baixo peso molecular; ponto
isoelétrico levemente basico, oito residuos de cisteinas conservados, envolvidos em
pontes dissulfeto e oito residuos hidrofobicos, homologos ou idénticos, conservados ao
longo da sequéncia, sendo que a Psd1 possui um total de onze residuos hidrofobicos e a
Psd2 possui nove. Elas apresentam atividade antifungica, mas ndo contra bactérias.

As duas defensinas estdo localizadas nos feixes vasculhares e na epiderme da
vagem da ervilha que sdo tecidos periféricos e possuem atividade antiflngica contra
Neurospora crassa, Aspergillus niger, Aspergillus Versicolor, and Fusarium solani
mas ndo contra Saccharomyces cerevisiae e essa atividade é modulada pela presenca de
cations. A expressao da Psdl é constitutiva enquanto que a expressao da Psd2 é
induzida em resposta a infeccdo com fungo (Almeida et al., 2000).

Almeida et al. em 2001 clonaram a Psdl através da obtencdo do cDNA através
de RT-PCR a partir de preparacfes de RNA total de vérios tecidos da planta e a sua
expressdo heterdloga foi em Pichia pastoris onde os autores conseguem uma grande
quantidade de Psdl recombinante (rPsdl) (Cabral et al., 2003). Espectros
bidimensionais de RMN (NOESY) mostram que as duas proteinas sao bem enoveladas
e que as oito cisteinas tanto na proteina nativa como na recombinante participam da
formagéo de quatro pontes dissulfeto organizadas numa arquitetura Bap. A atividade
antifngica da rPsd1 também foi a mesma que a proteina nativa. A Psdl teve entdo sua

estrutura tridimensional resolvida em 2002 (Almeida et al., 2002). Esta defensina possui
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estrutura globular compacta que inclui uma o-hélice entre os residuos Asnl7 e Leu27 e
uma folha-p anti-paralela composta de trés fitas-p (Thr2-Leu6, Ser32-His36 e Lys39-
Asn45) conectados por dois loops (Ala 7-Thrl6 e Ala28-1le31). Ainda a Psdl possui 0
padrdo de pontes dissulfeto (Cys3-Cys46, Cysl4-Cys35, Cys20-Cys40, Cys24-Cys42)

conhecido como CSaf tipico para proteinas de defesa como ja foi dito (Figura 9).

Figura 9: Estrutura tridimensional da defensina de Pisum sativum (Psd1) (Almeida et.al., 2002).

Recentemente foi demonstrado que a rPsdl € internalizada e interage com a
ciclina F de Neurospora crassa, uma proteina relacionada com o ciclo celular.
Experimentos mostraram que a Psd1 esta colocalizada no ndcleo afetando a progressao
do ciclo celular. Estes resultados demonstram que existe um alvo intracelular na planta
para a Psd1 que demonstram que além do dano a membrana plasmatica visto para as
outras defensinas esta defensina tem um alvo intracelular (Lobo et al., 2007).

Contudo, como a Psdl e outras defensinas vencem a sua primeira barreira, a

membrana ainda ndo esta totalmente esclarecido, principalmente a nivel molecular.
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Finalmente, defensinas de plantas sdo produtos naturais criados e fortalecidos
através da evolucdo para lidar com as ameacas a sobrevivéncias das plantas. A
habilidade desta na protecdo da planta tem sido bastante estudada e sua utilizagdo
apresenta novas oportunidades para um melhoramento da colheita e em novas
estratégias biomédicas que podem gerar um grande impacto na economia e saude na
sociedade.

Estudar a estrutura tridimensional € um primeiro passo para tentar entender o
mecanismo de acdo dessas proteinas pois o tipo de enovelamento e os elementos de
estrutura secundéaria nos dao informac@es sobre algumas caracteristicas da molécula e a
ressonancia magnética nuclear é uma ferramenta importante nesse estudo porque através
desta técnica podemos visualizar a estrutura e também mapear os residuos que

participam de interacdes e que sao fundamentais para a sua funcéo bioldgica.

1.3 Ressonancia Magnética Nuclear (RMN)

1.3.1 Ressonancia Magnética Nuclear na Caracterizacdo Estrutural de Proteinas

Até o presente momento, as duas técnicas capazes de fornecer uma descrigdo
completa da estrutura de proteinas ao nivel atbmico sdo a cristalografia e difracdo de
raios-X e a espectroscopia de ressonancia magnética nuclear. Ao contrario da
cristalografia e difracdo de raios-X, que necessita da obtencao de cristais, as medidas de
RMN sdo feitas em solucdo, condi¢cdo mais proxima a fisioldgica. Isto permite ndo so o
estudo da estrutura das proteinas, mas também uma descricdo do seu comportamento

dindmico (Clore e Gronenborn, 1998).
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O tamanho das proteinas que podem ter suas estruturas determinadas por RMN
tem aumentado durante os ultimos anos. O desenvolvimento de uma gama de
experimentos de RMN bidimensionais (2D), no inicio dos anos 80, culminou na
determinacdo de um nimero de estruturas de pequenas proteinas (Clore e Gronenborn,
1991a). No final dos anos 80 e inicio dos anos 90, o surgimento dos experimentos em
trés e quatro dimensdes permitiu um aumento da resolucdo espectral e,
consequentemente, uma melhora na exatiddo das estruturas tridimensionais (Clore e
Gronenborn, 1991a). Avancos tecnoldgicos mais recentes, como o desenvolvimento de
espectrometros de alto campo e a introdugdo da criosonda, fizeram com que a RMN
superasse limitagOes anteriores, principalmente no que diz respeito ao tamanho das
proteinas. Em paralelo, a introdugdo de novas metodologias como a técnica de TROSY
(Transversed Relaxation Optimized SpectroscopY) permitiu um aumento na
sensibilidade dos experimentos de RMN realizados para proteinas grandes (> 30 kDa)
(Pervushin et al., 1997). Recentes avancos na metodologia com RMN multidimensional
(4D) e de magnetos mais potentes tém permitido elucidar estruturas de proteinas de até
250 residuos (Clore e Gronenborn, 1998). Tal fato possibilitou também um consideravel
avanco nos estudos de dindmica molecular que, antes da RMN, limitava-se quase que
exclusivamente a dados cristalograficos (Key, 2005).

A utilizacdo desta técninca posibilitou a determinacdo da estrutura da malato
sintase de 82 kDa (Tugarinov et al., 2002) e da DHNA de Staphylococcus aureus, uma
proteina multimérica de 110 kDa (Salzmann et al., 2000), assim como a obtencdo de
espectros de correlacdo heteronuclear *H-">N para o complexo GroES-GroEL de
Escherichia coli, que apresenta uma arquitetura oligomérica com uma massa molecular

combinada de 1 MDa (Fiaux et al., 2002).
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1.3.2 Fundamentos

A ressonancia magnética nuclear (RMN) é um tipo de espectroscopia onde a
interacdo da radiacdo eletromagnética com a matéria se da com o campo magnético e
ndo com o campo elétrico como, por exemplo, o infravermelho ou o ultravioleta. A
RMN encontra-se nas radiofrequéncias (MHz). Em um campo magnético sob
determinadas condic¢6es, uma amostra pode absorver radiacdo eletromagnética na regido
de radiofrequéncia, absorcdo essa governada por caracteristicas da propria amostra. Essa
absorcdo é funcdo de determinados ndcleos presentes na molécula que sdo sensiveis a
radiacdo aplicada e, por isso, esses nucleos sdo alvo de estudo para compreensdo da

RMN (Nascimento e Bloch Jr., 2001).

1.3.2.1 Energia e Frequéncia em RMN

A grandeza fisica envolvida em RMN é o spin nuclear e 0 seu conceito provém
da Mecanica Quantica podendo ser entendido como uma propriedade que determinados
nacleos apresentam. Tais nucleos, devido a sua configuracdo nuclear, assumem um
comportamento caracteristico de momento angular, capaz de gerar um momento
magnético, pois uma carga em movimento gera um campo magnético. O momento
magnético (1) gerado pode ser descrito em termos do numero de spin (I), cujos valores,
calculados pela mecénica quantica, podem ser 0, 1/2, 1, 3/2 etc (Strauss, 1968;
Matthews, 1986).

Quando uma amostra é submetida a um campo magnético (Bo) externo de alta

intensidade e homogéneo, 0s spins nucleares tendem a assumir determinadas
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orientacOes, segundo a mecanica quantica o nimero de orientacdes é determinado pelo
namero de spin através da relacdo 21 + 1.

Para nucleos com valores de spin = 1/2, por exemplo, apenas duas orientacoes
sdo possiveis quando é aplicado um campo magnético: uma parcialmente alinhada (a) ¢
outra parcialmente contra (B) o campo magnético. As duas orientagdes representam
diferentes estados energéticos: a ¢ o de menor energia (+1/2) e B o de maior energia (-
1/2). As energias desses niveis podem ser descritas como E = - peB sendo a diferenca
de energia que surge entre esses dois niveis expressa por AE = 2uBy (Martin et al.,
1980), estando diretamente relacionada com o campo magnético aplicado: quanto maior
for o campo magnético, maior sera a diferenca de energia entre os dois niveis e maior
sera a diferenca de populacdo associada a esses niveis. Isso significa que, para uma
melhor resolucdo de spins nucleares em ambientes quimicos semelhantes, sdo

desejaveis espectrometros com campos cada vez mais intensos.

1.3.2.2 Constante Magnetogirica

O momento angular (L) e 0 momento magnético (1) podem ser representados
por vetores e a proporcionalidade entre eles € chamada de constante magnetogirica.
Essa constante que determina a frequéncia de ressonancia do ndcleo constitui um
parametro muito importante em RMN e é representada por y, apresentando um valor
proprio para cada nucleo, sendo expressa pela relagdo: y = 2un/ kI, onde h é a constante
de Plank (AE = hv). Além de ser responsavel pela frequéncia de ressonancia de cada
nacleo, a constante magnetogirica influencia outros fenémenos importantes da
ressonancia magnética nuclear, como é o caso do acoplamento de spins, da sensibilidade

dos nucleos, em processos de polarizacdo cruzada, entre outros (Derome, 1995).
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Substituindo-se as equacdes anteriores (AE = hv e y = 2un/ hl), pode-se chegar a v =
yBo/27 expressa em Hertz que é a equacdo fundamental utilizada em RMN e que define
a condicdo de ressonancia para um nucleo com spin = 1/2.

Observa-se que a diferenca entre niveis de energia, inicialmente inexistente,
surge devido ao efeito do campo magnético externo aplicado sobre o sistema de spins
em estudo. Essa € uma outra diferenca entre RMN e outros tipos de espectroscopia: em
infravermelho e ultravioleta, por exemplo, ja existem diferentes niveis energéticos
(vibracionais e eletronicos, respectivamente), bastando a aplicacdo de uma radiacdo de
frequéncia apropriada para que uma transigdo (vibracional ou eletrénica) ocorra. No
caso da RMN, os diferentes niveis energeticos devem ser primeiramente criados pela
aplicacdo de um campo magnético externo de alta intensidade; s6 assim € que se pode
proceder a espectroscopia, aplicando-se entdo, a radiacdo de frequéncia apropriada para
cada nucleo.

Para se proceder entdo a ressonancia deve ser aplicado um segundo campo
magnético (B;), proveniente de uma fonte de radiofrequéncia aplicada
perpendicularmente ao campo externo. Esse segundo campo magnético é o que permite
a observacdo de absorcBes nesta técnica. A absorcdo em RMN §é, portanto, uma
consequéncia entre o nivel de maior e menor energia, possiveis pela aplicacdo de um
segundo campo magnético na regido de radiofrequéncia.

O campo B, é aplicado na forma de um pulso, ou seja, a fonte de radiofrequéncia
permanece ligada por periodos controlados da ordem de microssegundos (us) a
milissegundos (ms). O pulso eletromagnético é criado por manipulacdo da fonte de
radiacédo eletromagnetica, ligando-a ou desligando-a, e a durag¢do do pulso (us a ms) é o

tempo para qual a fonte de radiacdo se encontra ligada. No método pulsado, os nudcleos
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sdo excitados em uma regido de frequéncia em um ou mais pulsos. A aplicacéo entdo de
B, faz com que alguns nucleos que se encontravam em situacdo de equilibrio
(magnetizagdo liquida em z) absorvam energia e seus momentos magnéticos nucleares
passem a precessar no plano xy. Ou seja, o campo B; altera a direcdo de precessao da
magnetizacdo, acarretando, portanto, uma perturbacdo do sistema, retirando-o do
equilibrio. A nova componente gerada no plano xy pode ser observada com o auxilio de
um detector no mesmo plano de precessdo. Para isso a fonte de radiofrequéncia deve ser
desligada. O sistema volta a situacédo inicial de equilibrio e esse processo é conhecido
como relaxacdo fazendo os nucleos perderem o excesso de energia e retornem as suas

posi¢des originais de equilibrio.

1.3.2.3 Free Induction Decay

O decaimento da magnetizacdo xy, que da origem ao sinal de RMN, para
retornar a sua posicao de equilibrio é exponencial e d& origem ao chamado sinal FID
(Free Induction Decay). Os sinais da FID séo detectados como uma funcéo do tempo,
encontrando-se ai todas as informacfes sobre acoplamento e deslocamento quimico
contidos em um espectro de RMN. Como existem varios nlcleos em uma amostra,
também sé&o originados varios sinais de FID que se superpdem, de forma que se torna
muito dificil a extracdo das informacdes desejadas. Para que estas sejam interpretadas
de maneira facilitada, os sinais da FID sdo convertidos para um dominio de frequéncias
de ressonancias, caracteristicas de cada nudcleo, através de uma operacdo matematica
chamada transformada de Fourier. A transformada de Fourier dos diferentes sinais de

FID da origem ao espectro de RMN comumente analisado.
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1.3.2.4 Deslocamento Quimico

Os espectros de RMN evidenciam o aparecimento de sinais em diferentes
valores de frequéncia, isto indica que o campo magnético experimentado por cada
nacleo depende da localizagdo do mesmo na molécula como também a vizinhanga de
nacleos que a rodeiam. Cada nucleo possui um deslocamento quimico (8) de acordo
com a nuvem eletrdnica ao seu redor, cuja densidade varia com o ambiente quimico.
Essa nuvem eletrénica gera campos magnéticos secundarios que sdo 0s principais
responsaveis pela alteracdo do deslocamento quimico de um nucleo em uma
macromolécula. Este feito chamado de Blindagem Nuclear justifica diferentes absorcdes
para nucleos eletronegativos, onde a desblindagem é maior, uma vez que atomos
eletronegativos diminuem a densidade eletrénica dos atomos de hidrogénio que estejam
em suas vizinhangas. Os valores de deslocamento quimico em unidades de frequéncia
sdo valores muito préximos, por isso é muito usual a chamda escala delta (5) dada pela
relacdo: 6 = Vamostra X 106/Vespectr@metm, onde Vamostra € dada em Hertz (Hz) e Vespectrometro
em MHz. A escala 6 é, portanto adimensional com valores expressos em ppm. Os
nicleos mais blindados apresentam valores de & menores, enquanto os mais
desblindados apresentam valores de 6 maiores. O deslocamento quimico é de extrema
importancia para os estudos de hidrogénios em proteinas por RMN, pois € possivel
distinguir diversos grupos de atomos de hidrogénio através do seu deslocamento

quimico caracteristico.

1.3.2.5 Acoplamento Spin-Spin
Observando-se um espectro de RMN, pode-se ver que 0s sinais originados das

absorcbes nem sempre aparecem como picos Unicos ou singletos, mas podem aparecer
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também como dupletos, tripletos, quartetos e isso esta relacionado com o que se chama
acoplamento spin-spin. Esse fendbmeno €é originado quando nucleos em diferentes
ambientes eletrdnicos estdo proximos entre si (normalmente o efeito é observado em até
trés ligagdes, exceto quando existirem duplas ou triplas ligac6es). Basicamente, existem
dois tipos de acoplamento spin-spin: o acoplamento homonuclear, quando o
acoplamento ocorre entre 0 mesmo tipo de ndcleos, como, por exemplo, quando
hidrogénios em diferentes ambientes quimicos acoplam entre si, e o acoplamento
heteronuclear, que ocorre entre nlcleos diferentes, como, por exemplo, entre hidrogénio
e nitrogénio (Gil e Geraldes, 1987).

A distancia entre cada um dos picos de um multipleto é chamada de constante de
acoplamento J e indica o quanto um acoplamento entre nicleos ¢é efetivo: uma maior
constante de acoplamento significa um acoplamento mais efetivo. Além disso, a
constante de acoplamento também pode servir para identificar diferentes acoplamentos
no espectro. Essa identificacdo é facilitada tendo-se em conta que, se um nucleo A
acopla-se a um nucleo B com uma constante de acoplamento Jag, a constante de
acoplamento de B com A (Jga) deve ser igual a Jas (Jas = Jsa). Tabelas contendo
diferentes valores de constantes de acoplamento para diferentes grupos funcionais e
moléculas podem ser encontradas na literatura, o que facilita a interpretacdo dos sinais
em um espectro de RMN de uma maneira inequivoca. Os valores das constantes de
acoplamento J sdo dados em unidades de frequéncia (Hz) e sdo chamadas 1J, 2J, 3J,.,
nJ, dependendo do namero de ligacdes existentes entre os nucleos que acoplam (1, 2,

3,., n ligacOes, respectivamente) (Martin, 1980).

1.3.2.6 Efeito Nuclear Overhauser (NOE)
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A principal fonte de informacdo geométrica empregada na determinacdo da
estrutura tridimensional de proteinas reside no efeito nuclear Overhauser, que pode ser
utilizado para identificar nucleos separados por menos de 5 A (Overhauser, 1953). Este
limite resulta do fato de que o NOE é proporcional ao inverso da distancia entre os
nacleos elevada a sexta poténcia. Por esta razdo, a intensidade do NOE diminui muito
rapidamente com o aumento da distancia entre o par de nlcleos. A despeito do pequeno
alcance das interagdes observadas, as distancias derivadas das medidas de NOE sé&o
altamente restritivas para a conformacéo da proteina, particularmente quando envolvem
residuos que estdo longe na seqliéncia priméria (Gil e Geraldes, 1987).

O principio do NOE é relativamente simples. Consideremos um sistema
constituido apenas por um par de nucleos de hidrogénio i e j, acoplados entre si via
acoplamento dipolar, entre os quais a magnetizacdo é transferida através de um processo
conhecido como relaxagédo cruzada. Uma vez que a velocidade de relaxacgdo cruzada nas
duas direcBes € igual, a magnetizacdo dos dois hidrogénios no equilibrio é igual. Este
sistema pode ser comparado a duas espécies interconversiveis que apresentam uma
constante de equilibrio de 1. A taxa de relaxacdo cruzada é proporcional a duas
variaveis: r®, onde r é a distancia entre os dois hidrogénios, e efr, 0 tempo de correlagdo
rotacional efetivo do vetor interndcleos. Se a magnetizagdo de um dos nucleos é
perturbada, a do segundo ird mudar. A mudanca na magnetizacéo do hidrogénio i apos a
perturbacdo da magnetizacdo do hidrogénio j é conhecida como efeito nuclear

Overhauser (Gil e Geraldes, 1987).

1.3.3 Experimentos Bidimensionais e Tridimensionais para a Determinacdo de Estrutura

de Proteinas
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O primeiro passo para determinar a estrutura tridimensional de uma
macromolécula é a obtencdo de espectros de boa qualidade e a interpretacdo destes
através do assinalamento dos picos de ressondncia. Os experimentos unidimensionais
sdo muito importantes porque podem evidenciar rapidamente informac6es quanto ao
estado da amostra. Com apenas este experimento, problemas como concentracdo de
proteina, grau de pureza e solubilidade sdo observados. O espectro unidimensional da
proteina contém informacgdes quanto a dispersdo do deslocamento quimico, que pode
nos informar sobre estrutura, pois quanto maior a dispersdo do deslocamento quimico
mais estruturada a proteina. Apesar deste experimento mostrar todos os picos da
proteina, € impossivel o assinalamento somente com este espectro, devido a
sobreposicao dos picos (Harris, 1986).

Para diminuir este tipo de problema é necessaria a utilizacdo de experimentos de
duas ou mais dimensdes como o 2D TOCSY e 2D NOESY que sdo espectros de
correlagdo homonuclear e HSQC de correlagdo heteronuclear e ainda experimentos

tridimensionais.

1.3.3.1 TOCSY (Total Correlated Spectroscopy)

O TOCSY compreende uma seqiiéncia de pulsos que nos fornece as correlacfes
entre os hidrogénios via acoplamento escalar. Nesta seqiiéncia a magnetizacdo €
transferida para todo o sistema de spins de um aminoécido.

Este experimento nos permite observar picos de correlacdo referentes a
conectividades entre nlcleos ligados covalentemente um ao outro. E amplamente

utilizado na determinacdo estrutural de proteinas pois, em um espectro deste tipo,

36



podemos observar correlagdes entre hidrogénios de um mesmo amino&cido, ou seja, de
um Unico sistema de spins. Estes sistemas de spins possuem uma configuracdo padrdo
em um espectro de TOCSY (Figura 6) e, deste modo, pode-se fazer o reconhecimento
individual de cada tipo de aminoacido constante da sequéncia priméaria da cadeia

polipeptidica (Sanders e Hunter, 1993).
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Figura 6: Sistemas de spins esperados em um espectro de TOCSY para os hidrogénios dos 20
aminoacidos mais comuns. Cada linha vertical representa as correlagfes escalares existentes entre 0s
hidrogénios amidicos e os demais hidrogénios de um determinado aminoacido. Cada nucleo est4
representado por uma cor como indicado na legenda acima da figura.

1.3.3.2 NOESY (Nuclear Overhauser Effect Spectroscopy)

O NOESY compreende uma seqiiéncia de pulsos que nos fornece as correlagdes
entre os hidrogénios via acoplamento dipolar. Este experimento baseia-se no efeito
nuclear Overhauser (NOE), descrito anteriormente. Em um espectro de NOESY
observamos picos de correlacdo entre nicleos que estdo distantes espacialmente até 5 A,

distancia méaxima para a observacio de NOE entre eles. E essencial no estudo estrutural
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de proteinas, pois correlacionam aminoacidos distantes na sequéncia primaria, mas
proximos na estrutura terciéria, que pode ser reconstruida a partir de um grande nimero
de tais correlagdes (Gil e Geraldes, 1987). Na préatica, 0 que se observa em ambos 0s
espectros (TOCSY e NOESY) séo picos cruzados em uma mesma linha vertical, sendo

cada uma destas linhas um sistema de spins pertencente a um residuo de aminodcido.

1.3.3.3 HSQC (Heteronuclear Single Quantum Coherence)

Nos experimentos em que obtemos correlagdes heteronucleares, ocorre a
transferéncia de magnetizacdo entre 'H e heterontcleos como N, *3C ou 'P. Apés a
transformada de Fourier, em uma dimensdo observamos o espectro de um tipo de spin,
como C, N ou 'P, e na outra, de spins *H acoplados a estes nucleos (Sanders e
Hunter, 1993). Cada pico de um espectro deste tipo nos fornece o deslocamento
quimico de, por exemplo, um carbono e os hidrogénios acoplados a ele. Estes
experimentos podem ser utilizados para o assinalamento dos heterondcleos, para
adicionarmos uma segunda dimensdo a um espectro complexo ou para observarmos
indiretamente um ndcleo através de seu efeito sobre outro.

Na seqiiéncia de pulsos destes experimentos a magnetizacdo é transferida entre
ndcleos isotopicamente distintos e unidos através de acoplamento escalar. O *H/*°N-
HMQC ou HSQC correlaciona o deslocamento quimico dos nitrogénios com o
deslocamento quimico dos hidrogénios diretamente ligados a estes. Ja o *H/**C-HMQC
ou HSQC, fornece a mesma relacdo para os carbonos. Em um espectro HSQC, estéo
contidos os sinais de todos os hidrogénios amidicos do esqueleto proteico (com exce¢édo
do N-terminal), além dos sinais das cadeias laterais de asparaginas e glutaminas, e de

grupamentos aromaticos de triptofanos.
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1.3.3.4 Experimentos Tridimensionais

Os experimentos tridimensionais combinam as caracteristicas dos experimentos
bidimensionais para fornecer espectros 3D correlacionando qualquer combinagédo das
frequéncias do *H, °N e *3C. O espectro 3D pode ser considerado como varias séries de
espectros 2D transformados ao longo da terceira dimensao para formar uma matriz 3D.
Nesta tese foram utilizados os espectros 3D [1H, 1H]-TOCSY resolvido para *°N e 3D
[1H, 1H]-NOESY resolvido para >N e 0 3D HCCH-TOCSY.

O 3D [1H, 1H]-TOCSY resolvido para *°N contém picos de correlacio via
acoplamento escalar como observados no 2D TOCSY, porém agora o espectro contém
uma terceira dimensdo correspondente ao *°N. Esta terceira dimensdo permite que o
espectro seja separado em planos referentes ao deslocamento quimico do °N, de forma
que cada plano conterda um sistema de spin relativo a um aminoécido especifico sem
sobreposicao de sinal com outro sistema de spin, como é observado em um espectro 2D
para proteinas maiores que 8 kDa. Desta forma, consegue-se identificar os sistemas de
spin sem ambigUidades.

O 3D [1H, 1H]-NOESY resolvido para >N contém correlages 1H-1H NOE
entre os protons amidicos e os outros protons localizados proximos espacialmente. Os
prétons ligados a *°N sdo detectados na dimenséo direta do experimento, enquanto que
os deslocamentos quimicos do *°N e os deslocamentos quimicos dos prétons proximos
no espaco sao detectados nas outras duas dimensdes indiretas.

O 3D HCCH-TOCSY correlaciona os hidrogénios alifaticos das cadeias laterais
com as ressonancias de *3C dentro um mesmo aminoacido. Este experimento fornece o

assinalamento quase completo das ressonancias de *H e *3C alifaticos, com algumas
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excecOes de cadeias laterais longas, como Lis e Arg, que possuem muitas
sobreposicdes. Em um espectro deste tipo os deslocamentos quimicos de *H, *C e 'H

estdo dispostos em trés dimensdes independentes.

1.3.4 Estratégia geral para a determinacdo de estruturas de proteinas

A estratégia basica para a determinagdo de estruturas de proteinas por RMN ¢
bastante objetiva e pode ser dividida em quatro etapas. A primeira etapa consiste em
obter os assinalamentos sequenciais das ressonancias utilizando a combinacdo de
correlagOes através da ligacdo quimica e através do espaco. A segunda etapa consiste
em identificar as conectividades via espaco entre hidrogénios separados por menos de 5
A através da anélise dos espectros de NOESY.

A terceira etapa consiste em obter restricbes experimentais de angulos torcionais
utilizando medidas de constante de acoplamento escalar a cada trés ligagdes (°J). A
quarta e ultima etapa envolve o célculo das estruturas tridimensionais com base nas
restricdes experimentais de distancias e angulos, utilizando um ou mais algoritmos de
dindmica molecular, como geometria de distancia e/ou “simulated annealing” (Clore e
Gronenborn, 1989). N&o é essencial assinalar todos os NOEs inicialmente. De fato,
muitos deverdo ser ambiguos, e muitas possibilidades existirio para 0S Seus
assinalamentos. Uma vez que uma estrutura de baixa resolucéo foi calculada a partir de
um conjunto de NOEs que foram interpretados de forma ndo ambigua, é entdo possivel
empregar metodos interativos para resolver a maioria das ambigtiidades. Consideremos,
por exemplo, um pico de correlacdo NOE que pbde ser atribuido a interacdo via espaco

entre dois hidrogénios A e B, ou A e C. Tendo uma estrutura de baixa resolugédo
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disponivel, é usualmente possivel se discriminar entre estas duas possibilidades. Se os
hidrogénios A e C estdo significativamente mais longe do que 5 A, enquanto os A e B
estdo a menos de 5 A de distancia, esta claro que o pico de correlacdo deve se originar

do NOE existente entre os hidrogénios A e B.

1.3.4.1 Assinalamento sequencial das ressonancias

Em uma proteina, cada aminoéacido esté separado do seu vizinho através de uma
ligacdo peptidica. Devido a natureza eletronica desta ligacdo, os aminoécidos
constituem grupos de spins nucleares isolados conectados via acoplamento escalar. A
primeira etapa durante o processo de assinalamento seqliencial € a identificacdo dos
sistemas de spins através das possiveis correlacfes via ligacdo quimica. Isto é feito
através da analise dos experimentos de correlacdo homonuclear ‘H-'H COSY
(Correlated SpectroscopY) e/ou TOCSY (Withrich, 1986).

Os 20 aminoacidos encontrados em proteinas produzem dez padrdes de
correlagbes intraresiduais para os hidrogénios alifaticos e quatro padrdes para oS
aromaticos, como mostrado pela Figura 7. Combinando estes padrdes com os valores de
deslocamento quimico dos hidrogénios de cada aminoécido em conformacdo randémica
é possivel distinguir o sistema de spins de cada residuo da proteina estudada.

Com base na seqliéncia primaria da proteina em questdo e nas informacdes
obtidas a partir das correlagbes intraresiduais, inicia-se a etapa de identificacdo
sequencial dos sistemas de spins de aminoacidos vizinhos a partir das conectividades

inter-residuais fornecidas pelo espectro de NOESY (Figura 7).
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i-1 i i+1

Figura 7: Segmento tripeptidico de uma proteina hipotética mostrando a estratégia de identificacdo dos
NOEs seqtienciais para assinalamento das ressonancias de trés sistemas de spin a partir do aminoacido i,
segundo a abordagem de Wiithrich (1986). As cores das setas representam os tipos de NOEs seqlienciais
(vermelho — dNN; azul — daN; verde - dBN). Para o assinalamento procuram-se conectividades (NOE) do
HN do aminoacido na posi¢do i com Ho, HN e algumas vezes, Hp do aminoacido que o precede na
seqliéncia (posicéo i -1), assim como conectividades do Ho, HN e as vezes do HB do aminoécido i com o
HN do amino4cido que o sucede (posicéo i +1).

Uma vez tendo todos ou quase todos os sistemas de spins identificados através
das conectividades de curta distancia (NOEs sequenciais), 0 proximo passo é assinalar
0s NOEs de média e de longa distancia entre os prétons da cadeia principal (HN e Ho) e
também entre os protons da cadeia lateral dos aminoacidos (Wuthrich, 1986).

Existe ainda os chamados experimentos de tripla ressonancia, realizados com
amostras de protefnas duplamente marcadas com *°N e *3C, correlacionam trés nicleos
diferentes através das constantes de acoplamento escalares entre eles. A nomenclatura
destes experimentos indica os caminhos de correlacdo entre os nacleos. HN, N, HA,
CA, HB, CB e CO, representam os spins hidrogénio amidico (NH), nitrogénio amidico
(**N), hidrogénio alfa (C*H), carbono alfa (*C%), hidrogénio beta (C*H), carbono beta
(**C”) e carbono da carbonila (*CO), respectivamente. Ncleos através dos quais a
coeréncia é apenas transferida durante a seqiéncia de pulsos sdo indicados entre

parénteses (Kay et al., 1990).
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2. Objetivos

Estudar a interacdo da defensina de Pisum sativum (Psd1l) com membrana por

RMN através da identificacdo de sitios de interacdo e mecanismos envolvidos.

2.1 Objetivos especificos:

- Determinar a a estrutura do peptideo pepLoopl (peptideo de 8 residuos

correspondente ao loop 1 da Psd1) em micela de dodecilfosfocolina (DPC);

- Determinar a a estrutura do peptideo pepLoopl em DPC:CMH (glicosilcermida

purificada da hifa do fungo Fusarium solani);

- Assinalar os aminoacidos da rPSD1 na presenca de DPC:CMH,;

-> Avaliar por pertubacdo do deslocamento quimico os residuos que interagem com a

membrana.
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3. Metodologia

3.1 Materiais

O peptideo pepLoopl (GVSFTNAS) correspondente ao loop 1 da defensina de
sementes de ervilha (Psdl) foi sintetizado pela Genemed Synthesis Inc com de 95 % de
pureza e certificado por espectroscopia de massas.

Perdeuterada D38-dodecilfosfocolina (DPC) foi adquirido da Cambridge Isotope
Laboratory; Monohexosilceramida (CMH) de Fusarium solani foi isolado como
descrito por Duarte et al., 1998. Todos os outros reagentes foram adquiridos da Sigma

(St. Louis, MO, USA).

3.2 Preparacéo do PepLoopl em DPC e micelas de DPC:CMH

PepLoopl (3,6 mM) foi dissolvido em 300 mM D38-dodecylphosphocholine
(DPC) perdeuterado (Cambrigde Isotop), 40 mM de tampédo fosfato de sodio pH 5,5 e
10 % de &gua deuterada (D,0). As amostras de DPC:CMH foram preparadas pela
adicdo de CMH seco a amostra de DPC:Peptideo. A razdo molar do pepLoopl/CMH foi

de 0,5:1 e 3:1.

3.3 Assinalamento do PepLoopl em DPC e DPC:CMH

Todos os experimentos de RMN foram coletados em um aparelho Bruker-DRX
600 MHz, a 25 °C. O sinal da agua foi suprimido utilizando a seqliéncia WATERGATE

(Piotto et al., 1992). Para a aquisi¢do dos dados foi utilizado o programa XwinNMR
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(Bruker BioSpin) em uma estacdo Silicon Graphics. Para o assinalamento do peptideo
em DPC foi usado uma combinagdo de espectros de TOCSY (Braunschweiler et al.,
1983) com 60 ms de tempo de mistura e NOESY (Jeener et al., 1979) com 100, 150 e
200 ms de tempo de mistura. Os dados foram adquiridos a 25 °C. E para o
assinalamento do pepLoopl em DPC/CMH com uma razdo molar de 3:1 além dos
espectros de TOCSY e NOESY. O espectro de COSY foi utilizado para analisar o
glicoesfingolipideo. Todos os dados foram processados utilizando o programa
NMRPipe (Delaglio et al., 1995). Para a analise dos espectros foi utilizado o programa

NMR View 5.0 (Johnson e Blavins, 1994).

3.4 Célculo da Estrutura do pepLoopl em DPC e em DPC:CMH

Para o pepLoopl em DPC, a estrutura foi calculada usando CNS_solve v.1.1
(Briinger et al., 1998) usando 300 restri¢cGes de distancia derivados do NOESY com 200
ms de tempo de mistura, ndo foi observada difusdo de spin nesse tempo. Para o caculo
da estrutura do pepLoopl em DPC/CMH, foi usado o CNS solve v 1.1 com 80
restricdes de distancia derivados do NOESY sendo a maioria NOEs sequénciais.
Também foram utilizadas restri¢cbes de diedro derivadas de 3JunHe, quando sdpnme foi
maior que 8Hz foi usada medidas de restricdes do angulo phi de 90° a 150°. As
estruturas calculadas foram visualizadas e analisadas com o programa MOLMOL
(Koradi et al., 1996). As violagbes das restri¢ces utilizadas foram analisadas com o

programa VMD-XPLOR (Schwieters e Clore, 2001).
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3.5 Assinalamento da °N rPsd1 em DPC:CMH

A proteina rPsd1 recombinante marcada com *°N foi obtida de acordo com
Cabral et al., 2003. Os experimentos foram feitos usando 1 mM de rPsd1, 300mM de
DPC e CMH com a taxa molar de 1:3 (rPsd1/CMH). Todos os experimentos de RMN
foram coletados em um aparelho Bruker-DRX 600 MHz, a 25 °C. O sinal da agua foi
suprimido utilizando a seqtiéncia WATERGATE (Piotto et al., 1992). Para a aquisigéo
dos dados foi utilizado o programa XwinNMR (Bruker BioSpin) em uma estacédo
Silicon Graphics. Para o assinalamento da proteina em DPC:CMH foi usado uma
combinacdo de espectros de TOCSY com 60 ms de tempo de mistura e NOESY com
100, 150 e 200 ms de tempo de mistura e também HSQC. Os dados foram adquiridos a
25 °C. Todos os dados foram processados utilizando o programa NMRPipe (Delaglio et
al., 1995). Para a analise dos espectros foi utilizado o programa NMR View 5.0

(Johnson e Blavins, 1994).

3.6 Assinalamento da °N/*3C rPsd1 em DPC:CMH

A proteina rPsd1 recombinante duplamente marcada com °N e *3C foi obtida de
acordo com Cabral et al., 2003 mas o metanol usado no protocolo foi marcado com o
isétopo *3C (Cambridge Isotope Laboratory). Os experimentos foram feitos usando 300
uM de rPsdl, 300 mM de DPC e CMH com a taxa molar de 1:3 (rPsd1/CMH).
Experimentos de RMN foram coletados em aparelhos Bruker-DRX 600 MHz e
800MHz, a 25 °C. O sinal da agua foi suprimido utilizando a sequiéncia WATERGATE

(Piotto et al., 1992). Para a aquisi¢do dos dados foi utilizado o programa XwinNMR
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(Bruker BioSpin) em uma estacdo Silicon Graphics. Para o assinalamento da proteina
em DPC:CMH foi usada uma combinacéo de espectros de TOCSY com 60 ms de tempo
de mistura e NOESY com 100, 150 e 200 ms de tempo de mistura. Ainda espectros de
3C HSQC e tridimensionais como 3D-TOCSY resolvido para **C e °N e 3D-NOESY
resolvido para **C e N e 0 3D HCCH-TOCSY. Todos os dados foram processados
utilizando o programa NMRPipe (Delaglio et al., 1995). Para a analise dos espectros foi

utilizado o programa NMR View 5.0 (Johnson e Blavins, 1994).
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4. Resultados

4.1 Resultados Parte |

4.1.1 Estrutura do pepLoopl em DPC e em DPC:CMH

O CMH ¢é um lipideo neutro extraido da hifa de Fusarium solani, sendo uma
monohexasilceramida que pertence a segunda maior classe de lipideos de membrana,
conhecidos como esfingolipideos. Este possuem uma cabeca polar, duas caudas nao
polares e uma molécula de glicose ligada diretamente ao —OH no C-1 da por¢édo
ceramida, sendo subclassificado em glicoesfingolipideo. A determinacdo da sua
estrutura foi feita por Duarte et al., em 1993 através de experimentos de cromatografia
gasosa, ressonancia magnética nuclear e espectrometria de massas.

Baseado no mapeamento da interacdo especifica da rPsdl com CMH nos
decidimos sintetizar a regido da proteina que foi perturbada por essa interacao (pepLoop
1). O loop 1 se estende do residuo 7 até o 17 e parecer ser, pelos experimentos de
perturbacdo do deslocamento quimico, dinamica e por comparagd0 com outras
defensinas, 0 mais importante sitio de ligacdo a membrana do fungo e apontado como o
responsavel pelo primeiro evento da atividade antifingica da defensina. Fragmentos de
uma proteina ndo necessariamente apresentam a mesma conformacdo quando estdo
livres solugdo, contudo eles conservam suas propriedades de interagdo com menor
afinidade. Peptideos livres em solucdo apresentam diversas conformagdes em equilibrio

e quando estes encontram um alvo de interacdo uma conformacéo é selecionada.
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O pepLoopl foi sintetizado a partir da Gly12 (Unico residuo, além das cisteinas,
conservado nas defensinas de plantas) e se estende até a Serl9. Para facilitar os
procedimentos experimentais a Cys14 foi trocada por uma serina no peptideo sintético.
Na figura 10 observamos os residuos do pepLoopl destacados em vermelho na estrutura

da rPsd1, esta estrutura como ja dito foi descrita por Almeida et al., em 2002.

Figura 10: Regido da rPsd1 onde fica localizado 0 pepLoopl.
KTCEHLADTYRGVCFTNASCDDHCKNKAHLISGTCHNWKCFCTQNC.

Antes de fazer os experimentos de interacdo do peptideo com o CMH, o
glicoesfingolipideo foi reassinalado através de experimentos de TOCSY e COSY . A
figura 11B mostra o espectro de TOCSY do peploopl em DPC:CMH (3:1) com 0s
valores dos deslocamentos quimicos do glicoesfingolipideo com base no assinalamento

de Duarte et al., 1993 (figura 11A).
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Figura 11: Espectro de TOCSY com o assinalamento do CMH com base na estrutura publicada por
Duarte et al.,, 1998. O circulo roxo indica a regido do assinalamento que pertence a glicose do
glicoesfingolipideo. O peptideo (3,6 mM) foi preparado em 300 mM de DPC e 10.8 mM de CMH, 20
mM de tampao fosfato de sédio (pH: 5,5) e 10 % de D,0 (H,O deuterada) e o espectro foi feito a 25 °C.

PepLoopl ndo apresenta uma estrutura estavel em solucdo mas foi estabilizado
na presenca de micelas de DPC. Na figura 12, podemos ver 0s espectros
unidimensionais do peptideo em DPC e em DPC:CMH, a presenca do CMH causa um
alargamento de linha na regido onde esta localizado o agucar do esfngolipideo,

provavelmente pela presenca de troca lenta do OH da glicose com a agua.
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Figura 12: Espectro unidimensional do peploopl em DPC e DPC:CMH. O peptideo (3,6 mM) foi
preparado em 300 mM de DPC e 10.8 mM de CMH, 20 mM de tampdo fosfato de sodio (pH: 5,5) e 10 %

de D,O (H,0O deuterada) e o espectro foi feito a 25 °C.
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Apesar de ser um pequeno peptideo, ele apresenta uma estrutura convergente
como podemos ver na figura 12 com as cadeias laterais da Serl4, Phel5 e Thrl6
também se apresentando convergentes. Vall3, Phel5 e Alal8 formam uma superficie
hidrofobica que provavelmente esta revestindo a micela. Quando o CMH é adicionado a

estrutura, ela se torna mais estendida (figura 12B).

F15 F15

Figura 13: Sobreposicdo das 15 estruturas de menor energia do pepLoopl na presenca de DPC (A) e
com DPC:CMH (B). O peptideo (3,6 mM) foi preparado em 300 mM de DPC, e 10,8 mM de CMH (B),
20 mM de tampdo fosfato de sddio (pH: 5,5) e 10 % de D,O (H,O deuterada). O CMH foi adicionado
seco a amostra contendo pepLoopl e DPC. Abaixo é mostrado uma representacdo do conjunto de cada
estrutura.

Esta diferenca estrutural € melhor verificada quando é avaliado o perfil de NOEs
nas duas estruturas. Na figura 13A podemos observar os NOEs do pepLoopl em

micelas de DPC. Conectividades de media e longa distancia sdo observadas e ainda um

54



NOE de longa distancia entre a Val13 e a Alal8 que é impde uma ligeira curvatura ao
peptideo. Quando o CMH é adicionado (figura 13B) o perfil de NOE muda bastante e
todas as conectividades de média e longa distancia sdo perdidas fazendo a estrutura do

peptideo ficar mais estendida como foi visto na figura 12B.
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Figura 14: Sumaério de NOEs do pepLoopl em DPC (A) e em DPC:CMH (B). Os dados foram extraidos
do espectro de Noesy com tempo de mistura de 150 ms. Todos os experimentos fora feitos com 3,6 mM
de pepLoopl, 20 mM de fosfato de sédio e 300 mM de DPC e ainda de 10,8 mM de CMH (B).
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Contudo foram observados NOEs entre o CMH e o pepLoopl indicando que
houve interacdo entre os dois. Os residuos que interagem séo a Phel5 e Thrl6 com a
parte ceramida e a glicidica respectivamente. A figura 14 mostra a regido do espectro
de NOESY onde existe NOE entre o hidrogénio delta da Phel5 com os hidrogénio
localizados na parte ceramida do CMH. E na figura 15 estdo sobrepostos os espectros de
TOCSY (vermelho) e NOESY (preto) na regido onde a Thrl6 interage com 0s

hidrogénios da parte glicidica do glicoesfingolipideo.

NoesyPepLoop1 em DPC:CMH 3:1

4.HD1 4.HB2
3.0F

4.HD1 4.HB1
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4. HD1 2cmh

#187

HNcmh 3cmh

4.0f

4 .HD1 3cny

HNcmh 5.HB

4.21

75 74 73 72
THx

Figura 15: Espectro de  NOESY na regido onde existe NOE entre 0 HD1 da Phel5 (nomeado como 4

referente a0 ndmero desse residuo no pepLoople os hidrogénios 2 e 3 da ceramida do CMH). O peptideo

(3,6 mM) foi preparado em 300 mM de DPC, 3 mM de CMH, 20 mM de tampé&o fosfato de sédio (pH:
5,5) e 10 % de D,0 (H,O deuterada) e o espectro foi feito a 25 °C.
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Figura 16: Sobreposicéo dos espectros de TOCSY (vermelho) e NOESY (preto) em DPC:CMH na regido
onde existe NOE entre o HB da Thrl6 (nomeado como 5 referente ao ndmero desse residuo no
pepLoopl) e os hidrogénios da parte glicidica do CMH. O peptideo (3,6 mM) foi preparado em 300 mM
de DPC, 3 mM de CMH, 20 mM de tampéo fosfato de sodio (pH: 5,5) e 10 % de D,0 (H,O deuterada) e
0 espectro foi feito a 25 °C.

Esses dados relacionados ao pepLoopl juntamente com dados da dindmica da proteina
inteira foram publicados na revista BBActa (doi:10.1016/j.bbamem.2009.07.013) que

esta anexo no final desta tese.
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4.2 Resultados Parte 11

4.2.1 Assinalamento da rPsd1 na presenca de DPC:CMH

Baseados nos resultados do peptideo correspondente ao loopl da Psdl, nds
decidimos analisar a estrutura da proteina inteira na presenca de DPC e CMH para
identificar se os residuos que interagem entre o0 peptideo e as membranas sdo 0s
mesmos envolvidos na interacdo da Psdl e ainda identificar outros residuos na proteina
que participam dessa interacdo, residuos estes que sdo apresentados como essenciais
para a atividade antifungica das defensinas.

Como a rPSDL1 ja teve sua estrutura resolvida nds fizemos um assinalamento por
comparagdo, observando os aminoécidos  pelo seus deslocamentos quimicos
visualizados através do espectro de HSQC. Na figura 16 estdo os espectros de HSQC da
rPsdl livre (preto) e na presenca de DPC:CMH (vermelho). A maioria dos picos sofreu
uma pequena alteracdo na presenca de CMH, contudo os residuos que formam o loopl
da proteina tiveram seu deslocamento quimico bastante alterado como a Thr9, Tyr10,
Argll, Glyl12, Vall3, Cysl4, Phel5 e Asnl7 e ainda diminuiram de intensidade, outros
residuos que também tiveram o deslocamento quimico alterado foram Cys35, His36 e
Asn37, estes participam de outra regido que é essencial para a funcdo das defensinas
(turn 3) (Terras et al., 1992; De Samblanx et al., 1997).

Os aminoéacidos Thrl6, Trp38 e a Arg39 ndo sdo vistos no espectro de HSCQ da
rPsdl em DPC:CMH devido ao alargamento de seus sinais. Esses residuos sdo os

mesmos que nos experimentos de dindmica apresentam movimentos na escala de micro
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a milisegundos, estando em troca conformacional (Medeiros et al., 2009 — anexo desta

tese).

E importante notar que a Thr16 corresponde ao aminoécido que interagiu com a

parte glicidica do CMH nos estudos com o peploopl mostrando entdo que esse residuo

deve ter uma grande participacdo na interagdo com o ligante.
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Residuos

Figura 17: Diferencas de deslocamento quimico observadas entre a °N rPsdl livre (preto) e com
DPC:CMH(vermelho). A: Sobreposicao dos espectros de *H-""N HSQC coletados para as amostras de *°N
rPsd1 e com DPC:CMH. A rPsd1 (1 mM) foi preparado em 300 mM de DPC, 20 mM de tampdo, 3 mM
de fosfato de sodio (pH: 6,0) e 10 % de D,O (H,O deuterada) e o espectro foi feito a 25 °C. Os residuos
sdo indicados pelo correspondente nimero da sequéncia primaria e aqueles que sofreram maiores
mudancas de deslocamento quimico estdo indicados pela  B: Quantificagdo dos valores absolutos das
diferengas de deslocamento quimico das ressonancias de hidrogénio e nitrogénio amidicos observadas nos
espectros mostrados em A feita segunda a equagdo A8 = [(ASHN)? + (ASHN/6,49)*¥2 Os assinalamentos
dos residuos que mostraram diferencas de deslocamento quimico significativas tiveram A8 acima de 0,01.
C: Estrutura tridimensional da rPsd1 colorida de acordo com os valores das diferencas de deslocamento
quimico medidas em B. Os residuos que sofreram mudancas de deslocamento quimico significativas
estdo em vermelho os coloridos em azul dizem respeito aqueles cujas ressonancias amidicas ndo puderam
ser identificadas nos espectros de *H-">N HSQC na presenca de DPC:CMH.
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Durante a identificacdo dos sistemas sequenciais também foi usado o0s
experimentos TOCSY e TOCSY-HSQC, onde observamos os deslocamentos quimicos
dos prétons de um mesmo residuo. Como mostrado anteriormente na figura 6, cada
residuo possui um padrdo de frequéncias préprio, que sera utilizado para o
reconhecimento de cada um deles no espectro. Os hidrogénios amidicos estdo
localizados em torno de 8,0 ppm, assim como os hidrogénios o estdo préximos de 4,0
ppm; os B, & e y se localizam entre 3,0 e zero ppm. No espectro de TOCSY na rPsd1 em
DPC:CMH néo foi possivel visualizar todos os sistemas de spin da proteina (Figura 17).
O TOCSY-HSQC também ndo apresentou sinais suficientes para prosseguir com o
assinalamento sequencial. Isso dificultou bastante o assinalamento pois experimentos
TOCSY e NOESY sdo analisados simultaneamente, para que as correlagfes intra-
residuais possam ser distinguidas das inter-residuais. O TOCSY da rPsd1 livre foi entdo
usado para assinalar os sistemas que ndo sofreram mudancas bruscas do seu
deslocamento quimico (analisados no **N HSQC da rPsdl livre e em DPC:CMH)
contudo a maioria dos aminoacidos pertencentes ao loopl e aqueles em que o sinal no
HSQC néo foram visualizados ndo puderam ter seus sistemas assinalados por essa
comparacao.

Provavelmente essa supressdao de sinal foi causada pela interacdo de alta
afinidade da rPsd1 com o sistema DPC:CMH fazendo com que o sinal da proteina
alargasse. Diferentes tempos de mistura foram utilizados para tentar melhorar o sinal
mas os resultados foram os mesmos, ainda nos experimentos da proteina duplamente

marcada também ndo houve nenhuma melhora na qualidade dos espectros.
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Figura 18: Espectro de TOCSY da "N rPsd1 em DPC:CMH. A rPsd1 (1 mM) foi preparado em 300
mM de DPC, 20 mM de tampdo, 3 mM de fosfato de sédio (pH: 6,0) e 10 % de D,0 (H,O deuterada) e o
espectro foi feito a 25 °C.

O espectro de NOESY ¢é a principal fonte de informacdo para o célculo de
estruturas tridimensionais através da RMN. Este nos fornece sinais referentes a
conectividades via espaco (NOE), que sdo convertidos em restricbes de distancia
interatdmica, como visto no item 1.3.3.2. O espectro 2D NOESY (Figura 18) e 3D-
NOESY editado para Nitrogénio possuem um grande nimero de conectividades do tipo
NOE, o que contribui enormemente para a qualidade da estrutura final. J& no 3D-
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NOESY editado para Carbono ndo foi possivel visualizar muitos NOEs.
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Figura 19: Espectro de NOESY N rPsd1. A rPsd1 (1 mM) foi preparado em 300 mM de DPC, 20 mM
de tampdo, 3 mM de fosfato de sddio (pH: 6,0) e 10 % de D,O (H,O deuterada) e o espectro foi feito a
25 °C.

Entretanto os residuos do loopl (Thr9, Tyrl0, Argll, Glyl2, Vall3, Cysl4,
Thrl6, Asnl8 e Serl9) e a regido formada pela aminoacidos: His36, Trp38 e Lys39 nédo
puderam ser visualizados nestes espectros. Ainda das 8 cisteinas presentes na rPsdl
apenas 3 puderam ser assinaladas (3, 40 e 46). Esses aminoacidos entdo nao foram
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assinalados. Outros experimentos de 2D — 3D — NOESY na temperatura de 15° C

também foram feitos para tentar encontrar as ressonancia dessa regido mas como

podemos ver na figura 19 (sinais em verde), o experimento de HSQC a 15° C

apresentou um perfil muito similar do que aquela feito a 25° C, e também os residuos

Thrl6, Trp38 e Lys39 ndo foram visualizados.
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Figura 20: Sobreposicdo dos espectros da **N rPsd1 livre (preto) e com DPC:CMH a 25 °C (vermelho) e
15 °C (verde) . A rPsd1 (1 mM) foi preparado em 300 mM de DPC, 20 mM de tampéo, 3 mM de fosfato

de so6dio (pH: 6,0) e 10 % de D,0O (H,O deuterada).
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Uma outra fonte de informacdo é o indice de deslocamento quimico (CSI) de
ntcleos como *Ca e 'Ha. Este indice representa a diferenca entre o deslocamento
quimico experimental e valores teoricos referentes a uma estrutura em conformacéo
randémica. Em relacdo ao *Ha, quando um minimo de 4 residuos sequénciais possuem
valores menores que os teoricos, é sugerida conformacdo em hélice alfa nesta regido. O
contrario, valores maiores que o tedrico é verdadeiro para fitas beta (Wishart e
Sykes,1994). Os indices de deslocamento quimico e sua estrutura secundaria

relacionada para a rPsd1 em DPC:CMH estéo na figura 20A.
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Figura 21: A. Diferencas de deslocamento quimico entre os hidrogénios o da rPsdl na presenga de
DPC:CMH e em estrutura randdmica. Em B podemos ver os elementos de estrutura secundaria da Psdl
livre.

Como esperado a proteina na presenca de DPC:CMH apresentou 0s mesmos
elementos de estrutura secundaria da rPsd1 (figura 20B). Contudo os primeiros residuos

da hélice ndo foram assinalados e ainda os outros residuos ja citados nesta tese.

65



Para assinalar os carbonos foram utilizados espectros de HSQC editado pra

Carbono (**C-HSQC) e ¥*C-HCCH-TOCSY da *N/=C rPsd1 com DPC:CMH. Os

carbonos assinalados também foram baseados no assinalamento do tocsy da rPsd1 livre.

Portanto aqueles residuos do loop e também as cisteinas ndo puderam ter suas

ressonancias assinaladas nesse espectro, mas a maioria do Carbonos Beta e Gama foram

assinalados (Figura 21).
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Figura 22: Espectro de HSQC de Carbono da **N/*C rPsd1 em DPC:CMH. A rPsd1 (300 uM) foi
preparado em 300 mM de DPC e 0,9 mM de CMH, 20 mM de tampao, 0,9 mM de fosfato de sédio (pH:
6,0) e 10 % de D,O (H,O deuterada) e o espectro foi feito a 25 °C.
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5. Discussao

Defensinas em geral apresentam um baixa conservacdo de sequéncia primaria.
Vérias estratégias tem sido usadas para identificar dominios minimos ativos nessas
proteinas e a partir dai criar novos agentes antimicrobianos (Kushmerick et al., 1998;
Vila-Perell6 et al., 2005 e Vila-Perell6 et al., 2006)

Nesta tese estudamos a interacdo da defensina recombinante de ervilha rPsdl
com o CMH, um glicoesfingolipideo presente na membrana ou parede celular de fungo
que tem sido proposto como sendo o primeiro alvo de acdo da defensina (Thomma et
al., 2002). Os glicoesfingolipideos presente em fungos estdo implicados em processos
celulares fundamentais incluindo crescimento, diferenciacdo e morfogénesis. E como
suas estruturas ndo sdao encontradas em mamiferos, bloguear a biossintese deste tem se
tornado um alvo para o desenvolvimento de terapias (Toledo et al., 2007).

O loopl da Psdl € uma regido muito importante para a interacdo da proteina
com a membrana e provavelmente para a sua atividade. As proteinas constituem
sistemas dindmicos intrinsecamente flexiveis e a dindmica mostrada por elas esta
intimamente relacionada as suas propriedades biofisicas e fungdes biologicas (Henzler-
Wildman e Kern, 2007). Através de experimentos de dinamica por RMN da proteina
livre, Medeiros et al., 2009 (Anexo 1) mostraram que essa regido apresenta movimentos
na faixa de micro- a milisegundos. Esses movimentos sdo interpretados como uma
interconversdo entre duas ou mais conformagfes possiveis e essas regifes da proteina
que apresentam variabilidade conformacional participam diretamente de eventos de
ligagdo ou de transicdo alostérica. Existe ainda regides que apresentam movimentos na

escala de tempo de pico a nanosegundos, ditos movimentos térmicos e sdo interpretados
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como uma flexibilidade local de determinadas regifes da proteina (Valente et al., 2006).
Na figura 22 podemos ver os movimentos caracteristicos dentro da proteina e ainda

aqueles que acontecem em escala de tempo que podem ser medidas por experimentos de

RMN.
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Figura 23: Painel de Disposi¢do Energética (Energy Landascape) que define a amplitude e a escala de

tempo dos movimentos nas proteinas. E a ainda aqueles que podem ser mapeados por experimentos de
RMN (relaxag&o).

Baseados nos resultados dos experimentos de dindmica e da descoberta de
regibes em troca lenta, um peptideo correspondente a regido do loopl foi sintetizado
(pepLoopl), e sua estrutura em micelas de DPC e de DPC:CMH foram resolvidas. O
peptideo foi sintetizado a partir da Glicina (Gly12), residuo conservado em todas as
defensinas de plantas. Entre os residuos que compdem o loop 1, a Glyl2 é o Unico

aminoéacido que apresenta movimentos na escala de pico a nano segundos (movimentos
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térmicos), contribuindo para a plasticidade dessa regido e provavelmente essencial para
0 processo de reconhecimento. Um residuo conservado que apresenta flexibilidade
térmica pode ser a caracteristica chave mantida pela evolugdo dessas proteinas.

PepLoopl mesmo sendo um peptideo com 8 residuos apresentou uma estrutura
bem convergente em DPC com um grande numero de NOEs. Ainda quando o
glicoesfingolipideo foi adicionado, a maioria dos NOEs s&o perdidos e a estrutura do
pepLoopl entdo se torna mais estendida mas ainda bastante convergente. O sumario da
estatisticas estruturais estdo em anexo como material suplementar do artigo (anexo 1).

Nos conseguimos observar NOEs entre o peptideo e 0 CMH. Dois residuos do
pepLoopl estdo diretamente envolvidos na interagdo. A Phel5 através dos hidrogénios
Delta interagindo com Hidrogénios da cauda ceramida do CMH e a Thrl6 através dos
Hidrogénios Beta que interage com os Hidrogénios presentes na porcdo glicidica,
provavelmente fazendo pontes de hidrogénio.

Esse residuo de Fenilalanina € 50 % consevado nas defensinas de plantas e
alternativamente é substituido por outros residuos hidrofébicos. Se comparamos a
presenca de Fenilalanina (Phel5) entre as defensinas de Fabaceae a conservagédo
aumenta para 74 %. O outro residuo que participa da interacdo: a Treonina (Thrl6) é 51
% conservado nas defensinas de Fabaceae (figura 8). A partir disso, pode-se sugerir que
a habilidade de interagir com o CMH é uma caracteristica conservada dentro das
defensinas de Fabaceae.

Na figura 23 podemos ver a representacdo esquematica da interacdo do

pepLoopl com o CHM.
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DPC

CMH

Figura 24: Representa¢do do pepLoopl, dois monémeros de DPC e um de CMH. As setas mostram 0s
NOEs intermolecular obtidos do espectro de NOESY com tempo de mistura de 150 ms. Todos 0s
experimentos fora feitos com 3,6 mM de pepLoopl, 20 mM de fosfato de s6dio e 300 mM de DPC e
ainda de 10,8 mM de CMH (B). Notar que a interacdo do peptideo com CMH ocorreu através do contato
da cadeia lateral da Phel5 com grupos alifaticos e da Thrl6 com a glicose. Ndo foi observada NOE com
DPC porque ele é 1 % protonado.

Estudos com peptideos corroboram a afirmacdo que fragmentos de defensinas
conservam suas propriedades de interacdo e que peptideos derivados da proteina sdo em
alguns casos mais potentes que a fonte. Um grande esforco tem sido empregado no
entendimento da relacdo estrutura — funcé@o de peptideos que desestabilizam membrana
com o objetivo de fazer o designer racional de novos peptideos que séo potencialmente
importantes para aplicacdes biotecnoldgicas no campo de antibioticos, biosensores e

transporte de drogas.
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Como na interagdo do pepLoopl com o CMH foi possivel ver atomicamente 0s
residuos envolvidos diretamente nesse reconhecimento, nés pensamos em analisar a
estrutura da rPsd1 com o0 CMH para reconhecer esses mesmos residuos e eventualemte
outros que também participam dessa interacdo. Como ja foi dito, frequentemente
regides da proteina que participam de reconhecimento apresentam movimentos na
escala de tempo de mili a microsegundos e a Psd1 apresenta duas regides que tem esses
movimentos caracteristicos, o Loopl e uma outra regido conhecida como Turn 3,
formada pelos residuos 37 ao 39.

Contudo a proteina quando interagiu com o glicoesfingolipideo apresentou uma
alargamento de sinal exatamente nessas regiGes e ainda alguns residuos foram tédo
afetados pela adicdo do CMH que suas ressonancias ndo puderam ser vistas nos
espectros. Os residuos presentes na interface de interacdo do estado ligado
experimentam um ambiente quimico diferente daquele do estado livre e suas
ressonancias amidicas exibem um alargamento de linha dos seus sinais devido a
interconversdo entre estes dois ambientes quando os estados livre e ligado estdo em
equilibrio (Ishima et al., 2000).

Esses dados corroboram que essas regifes participam desse processo de
reconhecimento da proteina pelo glicoesfingolipideo mas com o desaparecimento dos
sinais ndo foi possivel identificar a presenca de NOEs entre eles. Ainda o assinalamento
da proteina ndo esta completo devido a falta das ressonéancias desses aminoacidos.
Experimentos em diferentes temperaturas foram feitos e estdo sendo analisados para
tentar encontrar as ressonancias desses residuos. Ainda assim, como a maioria dos
aminoacidos foram assinalados foi possivel inferir as regides de estruturas secundarias

regulares a partir dos valores de deslocamento quimico de *H®.
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J& é conhecido na literatura que os residuos presente no Turn 3 sdo 0s maiores
responsaveis pela atividade antifungica da defensina. Na Psdl ela é composta por
Asn37, Trp38 e Lys39, e esses dois ultimos residuos desaparecem na presenga de
DPC:CMH (figura 24 — residuos coloridos em azul). Na defensina de Rs-AFP; a
insercdo de um aminoécido de carga positiva na posi¢do 39 resulta hnum mutante que
tem uma alta atividade antifungica comparada com a defensina selvagem e a
substituicdo da Lisina por uma Glutamina diminui a atividade. Essa relacdo entre
atividade antimicrobiana e carga positiva tem sido usada para revelar os aminoacidos
importantes na interacdo (Terras et al., 1992). Contudo nem todas as insercdes de
residuos positivos aumentou a atividade antifingica mostrando a existéncia de um

lugar caracteristico de interacdo (De Samblanx et al., 1997).

Figura 25: Estrutura da rPsd1. Os residuos coloridos em azul sumiram do HSQC quando foi adicionado
DPC:CMH e os residuos em vermelho apresentaram os seus deslocamentos bastantes pertubados quando
da adicdo da membrana.

Nos altimos anos, uma nova visdo de ligagdo e alosteria tem sido deduzida, a

partir do comportamento dindmico das proteinas em seus estados livres. Neste estado as
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regides de reconhecimento estdo em equilibrio entre duas ou mais conformacGes e a
ligagdo a um determinado substrato protéico estaria selecionando uma conformacéo que
ja existiria no estado livre da proteina. Desta maneira, nenhuma mudanca
conformacional seria requerida para a ligagcdo. A ligacdo estaria apenas deslocando o
equilibrio em direcdo ao estado conformacional ligado. Com este modelo, a entropia
conformacional nédo seria tdo reduzida, em oposicdo ao modelo de ajuste induzido,
contribuindo positivamente para a energia livre de ligacdo (Valente et al., 2006). No
modelo de ajuste induzido, a interacdo inicial entre a proteina e o ligante induz a uma
mudanca conformacional na proteina num processo gradativo. Esta nova visdo é
conhecida como selegdo conformacional e foi descrita pela primeira vez por Dill e Chan
em 1997. A técnica de RMN é particulamente efetiva em revelar a verdadeira
diversidade conformacional em proteinas. Analises por RMN tem demonstrado de fato
que proteinas podem adotar diferentes conformacdes em solugédo na auséncia do ligante
(Choy e Forman-Kay, 2001; James and Tawfik, 2003; Valente et al., 2006; Henzler-
Wildman and Kern., 2007; Csermely et al., 2010).

Os dados de dinamica da Psdl livre somados aos dados de pertubacdo do
descolamento quimico dessa mesma regido na presenca de CMH argumentam
fortamente em favor da hipdtese de que a Psd1 adota diferentes conformacgdes no estado
livre acordando com a nova visdo de selecdo conformacional que algumas regides da
proteina experimentam varios estados conformacionais e que essas estdo envolvidas em
processos de reconhecimento e no desempenho do seu papel bioldgico. A ligacao
especifica da Psd1 com o CMH ja esté codificada na proteina.

A figura 25 mostra os dois modelos estudados de reconhecimento entre proteina

e ligantes. A selegdo conformacional é muito mais adequada se formos pensar em
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evolucdo e ainda na capacidade das proteinas de se ligarem a diferentes alvos
(promiscuidade funcional) e com isso serem capazes de realizar diferentes fungdes. A
visdo tradicional de especificidade funcional e absoluta de uma Unica estrutura bem

definida provavelmente ndo respondem as pressdes evolutivas.
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Figura 26: Mecanismos de Reconhecimento Molecular Molecular em Proteinas. A: Modelo do ajuste
induzido — Interacdo inicial entre a proteina e o ligante, seguida de mudanca conformacional que atua
para otimizar a interacdo. Abaixo é visto o Energy Landascape representativo da mudanga estrutural
induzida pela ligacdo. B: Modelo de Selecdo Conformacional — Vérias conformagdes em equilibrio e na
presenca de um ligante, uma conformacdo é reconhecida. Abaixo é visto o Energy Landascape
representativo da selecdo de uma das conforamgdes existentes no equilibrio (Boehr e Wright, 2008)
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Conformagdes que sdo pré-existentes no estado livre da Psd1l (loopl e turn 3)
séo importantes para o reconhecimento de receptores presentes na membrana de fungos.
Os dados com o peptideo mostram a interacdo especifica dos residuos do loop
com o CMH podendo ajudar a compreender a relagdo estrutura-funcdo de peptideos que
reconhecem e interagem com membranas com alvos especificos na membrana de
patdégenos com o objetivo de desenhar novos agentes terapéuticos para tratar doengas

infecciosas e também no combate a resisténcia aos antibioticos.
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6. Conclustes

O loopl da Psdl é uma regido muito importante para a interacdo da proteina
com a membrana e provavelmente para a sua atividade. A partir disso, um peptideo
correspondente aos residuos do loopl foi sintetizado quimicamente (pepLoopl).

O pepLoopl teve sua estrutura resolvida na presenca de micela de
dodecilfosfatilcolina (DPC) e apesar de ser um peptideo com oito residuos apresentou
uma estrutura bastante convergente. Os residuos Vall3, Phel5 e Alal8 formam uma
superficie hidrofébica que provavelmente esté revestindo a micela. Também foi feita a
estrutura do peptideo na presenca de DPC e CMH. O CMH € um glicoesfingolipideo
presente na membrana de fungos e tem sido proposto como sendo o primeiro alvo da
acdo das defensinas de plantas que possuem atividade antifingica.

Quando o CMH é adicionado entdo muitos NOEs sdo perdidos e a estrutura do
pepLoopl se torna mais estendida, contudo é observado NOEs entre 0 peptideo e o
CMH. Dois residuos do pepLoopl estdo diretamente envolvidos na interagdo. A Phel5
através dos hidrogénios Delta interagindo com Hidrogénios da cauda ceramida do CMH
e a Thrl6 através dos Hidrogénios Beta que interage com os Hidrogénios presentes na
porcédo glicidica. Esses residuos sdo bastante conservados nas defensinas de planta e
ISSO sugere que essas proteinas tenham conservado um sitio de interacdo com o CMH.

Baseados nos resultados do peptideo correspondente ao loopl da Psdl, noés
decidimos analisar a estrutura da proteina inteira na presenca de DPC e CMH para
identificar se os residuos que interagem entre o peptideo e as membranas sdo 0s
mesmos envolvidos na interacdo da Psd1 e ainda identificar outros residuos na proteina

que participam dessa interacéo, residuos estes que sdo apresentados como essenciais
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para a atividade antifingica das defensinas. A interacdo da rPsd1 com DPC:CMH foi
monitorada atraveés do alargamento de linha diferencial das ressonancias amidicas
comparando-as com a da proteina livre.

Como a proteina ja foi assinalada foi feita um assinalamento por comparagao
contudo dos 46 residuos da proteina 19 ndo puderam ser assinalados pois suas
ressonancia aparecem no HSQC mas as mesmas ndo sao vistas no NOESY e TOCSY.
Ainda toda a regido do loop1 tiveram seus deslocamentos bastantes alterados no HSQC
e trés residuos ndo puderam ser viasualizados. Os aminoacidos do Turn 3 que é uma
regido ja conhecida como sendo resposavel pela atividade das defensnas de plantas e o
residuo 16 pertencente ao loopl que foi visto nos experimentos com o peptideo
interagindo com o CMH. Por fim, estes residuos correlacionam bem com os residuos

identificados como importantes para a interacdo entre a proteina e o glicoesfingolipideo.
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8. Anexos

Artigo 1: Backbone dynamics of the antifungal Psdl pea defensin and its correlation
with membrane interaction by NMR spectroscopy (artigo publicado na revista
Biochimica et Biophysica Acta)

Artigo 2: NMR Metabolomics identified the profile of systemic healthy children with
and without caries lesion. (artigo submetido a revista Analytical Biochemistry)
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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. Psd1 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/ 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 "N relaxation ratios, and chemical shift to probe the backbone
dynamics of Psd1 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 Gly12 residue and also in the region
of the Turn3 His36-Trp38. The results showed that Psd1 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 Psd1 with the membrane. The major
binding epitope showed conformation exchange properties in the ps-ms timescale supporting the
conformation selection as the binding mechanism. Moreover, the peptide corresponding to part of Loop1
(pepLoop1: Gly12 to Ser19) 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.

Antifungal

© 2009 Elsevier B.V. All rights reserved.

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 transcrip-
tomes has revealed a surprising abundance of genes encoding

Abbreviations: CMH, monohexosylceramide; CSP, chemical shift perturbation;
DmAMP, Dahlia merckii antimicrobial peptide; DPC, dodecylphosphocholine; Het-
NOE, Heteronuclear >N Nuclear Overhauser Enhancement; -M(IP),C), mannosyldii-
nositolphosphoryl-ceramide; pepLoop1, Gly12 to Ser19; Psd, Pisum sativum defensin;
RsAFP1, Raphanus sativus antifungal peptide; PC, L-a-phosphatidylcholine; PRE,
paramagnetic relaxation enhancement; R1, heteronuclear longitudinal relaxation
time; R2, heteronuclear transverse relaxation time
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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 [5-8].

Some important structural features can be identified by comparing
the defensins: the majority shares the same cysteine-stabilized o/p
motif, composed of three antiparallel 3-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 evidence 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
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glucosylceramide present in fungus membrane is one important
receptor for plant defensin binding. The blockage of glucosylcer-
amide synthesis changes the fungus to a 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-AMP; and Rs-AFP, 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 evidence 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 N longitudinal relaxation (T1), transverse relaxation
(T2), and '>N-'H heteronuclear NOE of a uniformly '°N labeled
protein. The relaxation measurements can be interpreted in terms of
physical events, such as order parameters and correlation times, to
obtain a hydrodynamic description of the protein by fitting data with
the Lipari-Szabo model-free 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. [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 (Psd1) as our model [26]. Psd1
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].
Psd1 adopts a typical cysteine-stabilized o/ motif, composed of
three antiparallel R-strands and one o-helix. The secondary
elements are joined by two loops and one turn (Ala7-Asn17,
Ala28-1le31 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
rPsd1 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 Psd1 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 Psd1 with the membrane. The major binding
epitope showed conformation exchange properties in the ps-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].

2. Materials and methods

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

2.1. P. pastoris expression and purification of "°N Psd1

Psd1 was expressed and purified as described elsewhere [26].
Briefly, Psd1-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 resuspended in BBS medium containing 0.7%
methanol and 4 g/L "NH,CI. The induction of rPsd1 synthesis was
carried out for 120 h by daily supplementation of 0.7% methanol. The
crude culture was applied to a Toyopearl SP-650 M 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. Vesicle 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 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 pm.

2.3. NMR spectroscopy

All experiments were carried out at 25 °C on a Bruker DRX-600
spectrometer. Water suppression was achieved using the WATER-
GATE technique [34,35].

2.3.1. Relaxation parameters
15N relaxation measurements were acquired using two-dimensional,
proton-detected heteronuclear NMR experiments, for each of assigned
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amide nitrogen implementing standard pulse sequences based on
Farrow et al. [36]. T1, T2 and NOE spectra were recorded with spectral
widths of 1024 x 256 points in the 'H and >N 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 'H-'>N dipolar and >N chemical shift anisotropy
were removed applying 'H 180° 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;
0.500s; 0.700 s; 0.900 s; 1.000 s; and 1.250 s. T2 measurements were
taken with relaxation delays of 0.010 s; 0.025 s; 0.050 s; 0.075 s;
0.1005s;0.1255; 0.150's; 0.175 55 0.200 5; 0.250 s; and 0.300 s. To allow
NOE evolution, 'H-'°N 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 s.

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 7,,, 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 'H-
15N heteronuclear single quantum coherence (HSQC) spectra with
1024 pointsx 256 points. NMR spectra were recorded on 0.5 mL
samples of 50-200 pM '°N-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:
A6 = (A% +A8%/10)"? in ppm, and Ady or Ady equal 6y or &y of
Psd1 in presence of vesicles less 6y or 6y of Psd1 free in solution.

2.3.4. Psd1 or pepLoop1 in DPC and DPC:CMH micelles

Psd1 (160 uM) or pepLoop1 (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
pepLoop1/CMH was analyzed in two molar ratios 0.5: 1 and 3:1.

2.3.5. PepLoop1 structural calculations

The peptide pepLoop1 (GVSFTNAS) was synthesized by Genemed
Synthesis Inc at 95% purity and certified by mass spectrometry. For
pepLoop1 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 Il 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
pepLoop1: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 3J;jnq. According to Fig. 6, when *Jpniq Was higher than
8 Hz we used the phi angle restrained to from 90° to 150°. The Junna
was measured using the splitting of the NOESY spectra processed using
Gaussian Multiplication window functions. For the sample DPC plus
CMH using pepLoop1:CMH molar ratio of 3:1 we also run a COSY
spectrum. For the structure statistics see supplementary Table 1.

3. Results
3.1. Psd1 backbone dynamics in the free state

The backbone dynamics of rPsd1 have been determined through
solution NMR measurements of relaxation parameters R1, R2 and
steady-state NOE of the amide group resonances. Fig. 1 shows the
relaxation measurements values for the rPsd1 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. Gly12 is the only residue that showed reduced
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Fig. 1. "°N backbone relaxation measurements for Psd1 free in solution. (A) R1, R2, and 'H/*>N heteronuclear NOE plotted as a function of the residue number for Psd1. 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 '°N relaxation data of Psd1. The figure shows Rex, R2/R1 and
order parameter (S?) plotted as a function of the residue number for Psd1. The experiments were run at 25 °C. (C) Ribbon representation of Psd1 highlighting the side chains of the
residues in conformational exchange in blue and the flexible hinge Gly12 in red. Gly12 is the only residue with decreased order parameter, showing thermal flexibility.
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values of R1, R2 and HNNOE, indicating the presence of motion in the
timescale of picoseconds. R2 values in the first loop (Ala7-Asn17) and
Turn3 (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 (5?), 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 Loop1 (from Ala7 to Asn17)
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
Psd1 as shown in Fig. 2. In the present manuscript we will use R2/R1
ratio to compare the milli- to microsecond motion between Psd1 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 Psd1 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 Loop1 and Turn3, with the exchange
between conformers in the micro- or millisecond time scale. The
residues in Loop1 that exhibited significant conformational exchange
were Argll, Val13, Cys14, Phel5 and Asnl17, resulting in positive
values of Rex and residues Cys35 and His36, close to Turn3. The
correlated motion between Loop1 and Turn3 is not surprising, since
they are connected via disulfide bond (Cys14-Cys35). Fig. 1 shows the
ribbon representation of Psd1 where the amino acids with confor-
mational exchange (high Rex) were colored in blue and the Gly12 in
red. Note that the residues in conformation exchange are close to each
other forming a patch in Psd1 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.

3.2. Psd1 interaction with vesicles of PC and PC:CMH: chemical shift
perturbation

We used chemical shift perturbation (CSP) to monitor rPsdl
interaction with PC and PC:CMH vesicles. We acquired HSQC spectra
of the >N labeled rPsd1 free and in the presence of vesicles prepared
with PC and PC:CMH (molar ratio 9:1). Fig. 2 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 rPsd1 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 Loop1 and
helix1 in the presence of both PC and PC:CMH. The line in Fig. 2 shows
the limit of one standard deviation. In Fig. 2 the residues with CSP
above the line are highlighted. Note that the perturbed regions are
predominantly positive (Fig. 2), mainly due to Arg11, 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 led 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 Fig. 2 tends to
vanish at Psd1 concentration above 200 M and lipid concentration of
5 mM. All the experiments of CSP in the present manuscript are done
at non-saturant concentrations of Psd1 (50 uM).

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 (Fig. 2, red bars).
They are highlighted in red in Fig. 2. The presence of CMH in the
bilayer generated perturbation in the residues located at loop regions,
especially those in Loop1 and Turn3. Remarkably, several cysteines
changed in the presence of CMH indicating a conformation accom-
modation of Psd1 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
Asn17 among others) and hydrophobic interactions with residues
Val13, Phe15, Ala18 and Trp38.

3.3. Psd1 interaction with vesicles of PC and PC:CMH: dynamic
properties

To further investigate the interaction of Psd1 with membranes we
compared the R2/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, 7, and motions in ps-ms timescale [40)].
The R2/R1 ratio of the each residue for Psd1 free solution was very
similar in all protein, with an average value around 2.15 (Fig. 3). The
residues around the first loop and the Turn3 (Ala7-Asn17 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, Phe15 and His36 had a decrease in
R2/R1 ratio (Fig. 3, red). In opposition, residues Asn17, His29, His36,
Asn37 and Trp38 had an increase in the R2/R1 ratio (Fig. 3, 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 Psd1 with PC:CMH (Fig 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,
Phe15 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 Psd1 to PC:CMH vesicle can
evoke both effect in Rex. Probably, conformational selection is taking
place, but the transient binding prevent 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.

3.4. 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
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Fig. 2. Chemical shift perturbation (CSP) of Psd1 in the presence of vesicles of PC and PC:CMH (9:1) (A). CSP was obtained according to the equation shown in the Materials and
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 uM [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 Psd1 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 Psd1. 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 180°.

shift of rPsd1 in the presence of micelles of DPC and DPC CMH. Fig.
4 shows the CSP when chemical shift values in the presence of
compared to rPsd1 in the free state. The residues that were
perturbed above one standard deviation were colored in magenta
(Fig. 4). Residues that the resonances are broadened beyond
detection are shown in red (Fig. 4). The same regions probed by
the experiments with phospholipid vesicles were also monitored
with DPC micelles: Loop1 and Turn3. Furthermore, the changes
observed extend the ones in vesicles, probably because due to
micelle properties the rPsd1 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 Psd1 insertion.

3.5. PepLoop1 (Gly12-Val13-Ser14-Phe15-Thr16-Asn17-Ala18-Ser19)
structure in DPC and DPC:CMH

Based on the mapped specific interaction with CMH we synthe-
sized 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



110 L.N. de Medeiros et al. / Biochimica et Biophysica Acta 1798 (2010) 105-113

R2/R1

R2/R1

Residue Number

F15

§

[.’

Fig. 3. (A) R2/R1 ratio for each amide '°N of Psd1 (top), values obtained for Psd1 free in
solution, the same shown in Fig. 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 NaCl, 200 uM 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 asterisk
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 Psd1 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.

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 pepLoop1.

Loop1 extends from residue 7 to 17 and appears as the most
important membrane binding site. We decided to synthesize
pepLoop1 starting from Gly12, since it is the flexible hinge of Loop1.

To facilitate the experimental procedure we switched Cys14 to Ser14
in the synthetic peptide. Next we probe the interaction of pepLoop1
with DPC and DPC:CMH. The peptide sequence is the following:
Gly12-Val13-Ser14-Phe15-Thr16-Asn17-Ala18-Ser19.

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 Fig. 6A. The side chain of
Ser14, Phe15 and Thr16 are well converged. Val13, Phe15 and Ala18
form a hydrophobic surface, probably facing the micelle, while Thr16
seems to be interacting with the polar head group.

Fig. 5A shows the observed NOEs for pepLoop1 in DPC micelles.
Several medium and long range connectivities were observed. The
long range NOE between Val13 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 profile and scalar coupling values (*Jinne). Fig. 6B shows
the calculated structure for the new set of NOEs and the observed
scalar coupling (*Junua). It is worth mentioning that in the presence of
CMH 3Jynne ranged from 7 to 15 Hz in the region Val13-Ans17,
indicative of an extended conformation.

Fig. 5B shows the observed NOEs for pepLoop1 in the presence of
DPC:CMH (0.5:1 — CMH:pepLoop1) and Fig. 5C DPC:CMH (3:1 —

0.4
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1 dThay [
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Fig. 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 follows: 160 uM [Psd1] in 20 mM phosphate buffer pH 5.0 plus,
20 mM Nacl, 300 mM DPC. In the sample containing CMH, we added 600 pM 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 asterisks shows residue with broadening of the
line beyond detection. These residues are in conformational exchange. (B) Ribbon
representation of Psd1 highlighted in magenta shows the residues with significant CSP.
In red are the residues that vanished from the spectra indicating that the presence of
DPC significantly increased conformational exchange.
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Fig. 5. Summary of NOEs of pepLoop1 in DPC micelles (A) or DPC plus CMH, respecting
the CMH:pepLoop1 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
pepLoop1, 20 mM phosphate buffer and 300 mM DPC.

CMH:pepLoop1). 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 Val13 and Ala18 observed for the peptide in
DPC was not observed in the presence of CMH. The structural statistics
are shown in Supplementary Table 1.]

A

F15

Moreover, several NOEs between pepLoopl and CMH were
observed (Fig. 7). CMH was re-assigned in DPC based on previously
published values [32]. Phe15 aromatic 6 protons showed NOEs with
the ceramide part of CMH and Thr16 3 protons showed several
unambiguous NOEs with the glycosil part of CMH. These data suggest
that Psd1 is interacting with the surface of the micelle.

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
32-p3 loop was synthesized and its cysteines replaced by o-
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-Perell6 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 pepLoop1 binds CMH, helping us to
contribute toward the elucidation of the binding mechanism of Psd1
to fungal membranes. For now we do not know if this peptide shows
antimicrobial 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 cysteines 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 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.

F15

Fig. 6. Superposition of the 15 lowest energy structures of pepLoop1 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% D,0 and DPC:CMH samples were prepared by adding dry weight of CMH to
the DPC sample. In the bottom it shows a representative of the ensemble for each of the structures.
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OH

Fig. 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 pepLoopl, 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
Phe15 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.

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 Psd1) is present in all plant defensins. Among the residues that
compose the interacting Loop1, the Gly12 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 (Phe15 in Psd1) 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 Psd1) is not so conserved as Phe15 but is maintained in 26%
among all plant defensins. Thr16 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 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 Loop1 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 led
to chemical shift changes in different regions of Psd1.

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 Loop1l 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 Psd1 through Coulombic attraction. Psd1 search for
specific CMH binding in the membrane surface. The recognition of
CMH triggers a conformational change that 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 Loop1 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].

4.3. 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
Psd1, Loop1 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 mechan-
isms are being named conformational selection [14-18]. Here, we
showed that conformational selection took place in membrane
recognition by Psd1. Binding to the membrane led to decrease in
conformational exchange for residues Cys14 and Phel5 and His36.
We showed that Phel5 interacted directly to CMH. The construc-
tion of mutants will validate the important amino acids for
interaction.
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ABSTRACT

NMR salivary metabolite profiles of healthy children with primary, mixed
and permanent dentition were investigated for the first time. In this work we
used NMR and Principal Component Analysis (PCA) to identify differences in
the salivary metabolites of children at different dentition stages. We also
compared the profile obtained for children with or without caries lesion.
Unstimulated whole saliva samples from 65 systemic healthy children aged
from 3 to 13 years old were analyzed using *H NMR spectra, acquired and
processed on a Bruker 400 MHz Advance spectrometer. Analysis showed small
but consistent difference between dentitions: Gamma-aminobutyric acid (GABA)
appeared more expressively in permanent dentition and mixed dentition showed
higher levels of proline. In the case of children with caries lesions saliva, others
metabolites such as lactate, lysine, glucose, glutamate, glutamine, propionate,
ornithine and saturated fatty were statistically higher distinguishing them from
caries lesion-free children (p<0.05; F test). Our data showed similar salivary
metabolite profiles for healthy subjects despite differences in their oral hygiene

habits, socioeconomic status and food intake.

Key words: Saliva; Magnetic Resonance Spectroscopy; Principal component

analysis; Metabolomics; Dental caries.

INTRODUCTION
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Saliva is a complex biofluid that has important functions in oral
homeostasis and its composition is related to systemic and oral physiological
conditions [1; 2]. Dental caries is the most common chronic disease of children
between 6 and 11 years old (25%) and adolescents from 12 to 19 years old
(59%). Dental caries have been reported to be five times more prevalent than
other childhood diseases such as asthma [3].

Individual differences among oral metabolites could be associated to
physiological or pathological conditions as well as environmental factors, which
may influence the salivary composition and could also be correlated to disease
susceptibility [4]. Human saliva is a potential source of novel diagnostic markers
for both systemic and oral diseases [5; 6; 7; 8; 9].

Despite the large amount of information about saliva macromolecular
composition, there are few data available concerning the low molecular weight
metabolites in children and their relation to individual oral health condition [7].
Since physiological modifications occur during childhood especially in the pre-
pubertal period [10], we decided to investigate salivary metabolites from oral
healthy children with different dentition stages and oral conditions. We used
NMR for metabolites analysis and all spectra were acquired using standard
pulse sequences, including a T2 filter to suppress signals from proteins and
other macromolecules. The samples of whole saliva were stable throughout the
NMR acquisition period.

The NMR data obtained from each subject was analyzed using the
principal component analysis (PCA) and standard distance (SD). PCA is a
multivariate statistical technique widely used in metabolomics [11; 12], which is

used to reduce the dimensionality of a data set with a large number of



interrelated variables [13]. Here, it was used to identify saliva metabolites
among subjects based on PC and SD [14].

NMR salivary metabolite profiles of oral healthy children with primary,
mixed and permanent dentition were investigated for the first time. In this study
we found that few salivary metabolites had different concentrations depending
on the dentition stage. For instance mixed dentition subjects were found to have
a higher amount of proline in their saliva, probably due to the physiological root
re-absorption of collagen. Other metabolites characterized the presence or
absence of caries, such as propionate, lactate and n-valerate that probably are
from microorganism metabolism. Our data showed similar salivary metabolite
profiles for oral healthy subjects despite differences in their oral hygiene habits,
socioeconomic status and food intake;

MATERIALS AND METHODS

Sample collection and preparation

Sixty five systemically healthy children attending the Pediatric Dentistry Clinic
for regular dental care were recruited for the study. None of the subjects had
any periodontal disease or systemic disease nor had they taken any systemic
antibiotics or used anti-bacterial toothpaste in the six months prior to sample
collection. Dental caries was diagnosed clinically according to the World Health
Organization's (WHO) diagnostic criteria using the Decayed Missing and Filled
Teeth index (dmft for primary teeth and DMFT for permanent teeth and
dmft/DMFT for mixed dentition) [15]. High scores indicate higher severity of
caries disease. The group of oral healthy children with different dentitions was
constituted of children with dmft/DMFT=0 and the breakdown according to

dentition stage was: primary (n=15, mean age=4.27 + 1.27, 11 female and 4



male), mixed (n=18, mean age=7.94 = 2.09, 9 female and 9 male) and
permanent (n=17, mean age=10.88 + 1.05, 9 female and 8 male) dentition. For
dental caries assessment, a group of children with dental caries in mixed
dentition was also recruited (n=15, mean age= 7.23 + 2.01, 6 female and 9
male) and compared with the children without caries in the same dentition
stage. A visual-tactile examination of each subject was carried out by a single
examiner. The dmft/DMFT index was calculated for each subject and they were
separated according to the presence and absence of caries, with mean of
dmft=0.33 and DMFT=5.40.

A 3 mL of unstimulated whole saliva was expectorated (~5 minutes) into
a plastic universal tube in the morning. Each subject was also requested to
refrain from oral activities (i.e., eating, drinking, toothbrushing, oral rinsing)
during the period between awakening and sample collection, about 2 hours [16].
All samples were centrifuged at 10,000g for 60 minutes at 4°C, and the
supernatants were stored at —80°C until NMR analysis.

The use of human materials was approved by the proper Research
Ethics Committee of Community Health Studies.
NMR measurements
NMR spectra were acquired using a Bruker 400 MHz Advance spectrometer
(Bruker Biospin, Rheinstetten, Germany) equipped with a Bruker 5 mm high-
resolution probe and operating at a frequency of 400.13 (*H) MHz. All spectra
were recorded at 25°C, with water suppression by presaturation [17]. Samples
were prepared by mixing 0.45 mL of salivary supernatant, deuterium oxide
(99.8% D20; 0.05 mL to provide a field frequency lock) and a 500 uM solution

of sodium 3-trimethylsilyl [2,2,3,3-2H4] propionate (TSP) for chemical shift



reference of *H spectra, & = 0.00 ppm. The CPMG (Carr—Purcell-Meiboom-Gill)
pulse sequence was used to suppress signals from proteins and other
macromolecules through a T2 filter, using 1024 scans. *H-'H total correlation
(TOCSY) experiments with acquisition parameters of 256 t1 increments, each
with magnitude of 2048 data points; spectral width 12,019 Hz in each dimension
and a mixing time of 70 ms. A control investigation showed that the samples of
whole saliva were stable throughout the NMR acquisition period and showed
reproducibility (data not shown). The major signals could be unambiguously
assigned consistent with earlier studies [16; 18].

NMR signals were determined over a defined range of frequency
resonances called chemical shifts, expressed in ppm. Saliva was analyzed
using NMR spectroscopy and assignments were identified based on Silwood et
al [16] and the Human Metabolome database (http://www.hmdb.ca/).

Each spectral dataset was normalized to the total sum of the integrals to
partially compensate for differences in concentrations.

Statistical analysis

The metabolite data were computed on the statistical program AMIX (Bruker
Biospin, Rheinstetten, Germany). Each NMR spectrum was reduced to a
smaller number of variables, calculated by integrating regions of an equal
bucket size of 0.01 ppm. The water region was excluded (4.5 - 5.5 ppm).

For the assessment of the group of oral healthy children with different dentitions
the datasets of the different dentition stages were stored in a matrix E with 50
rows (50 subjects) and 906 columns (906 chemical shifts) and the operating
characteristic curve (AUC) was set at 0.933; overall accuracy was set at 0.938;

sensitivity was set at 0.867 and specificity was set at 1.000.



For the assessment of the dental caries, the datasets of caries lesion
subjects and caries lesion-free were stored in a matrix E with 33 rows (33
subjects) and 906 columns (906 chemical shifts). The matrix was normalized by
Pareto scaling [19]: accuracy= 0.94, sensibility= 0.93, specificity= 0.94.
Principal component analysis (PCA) was applied to the covariance matrices S
(906x906) from each E, by the linear system [13]:

Sx =4

where A is the eigenvalues of S ranked in decreasing order and x is the
corresponding normalized eigenvectors or principal components (PCs). These
PCs are independent waveform features, representing the loading factor
applied to the corresponding sample of the original waveforms. The first PCs
correspond to the largest sources of variation, being orthogonal to each other.
The screen plot selected the relevant PCs for the analysis. Datasets of PC
vectors retained in the screen test were represented as data points in 2
dimensional loading plots. The PC scores of the permanent, mixed and primary
dentition individuals correspond to the product of the respective eigenvector and
the matrix E.

The standard distance (SD) proposed by Flury and Riedwyl [20] was
calculated including the selected PC scores in matrix E. This index represents
the distance between each subject and the center of the ellipsis in the space of
the PC scores from caries lesion-free subjects. To classify caries lesion-free
and caries lesion subjects, the cut-off point between SD values from the caries
lesion-free and caries lesion subjects was obtained by logistic regression. In the
same way, to classify dentition stages the cut-off point between SD values from

permanent and primary dentition and permanent and mixed dentition was



obtained by logistic regression. The permanent dentition was chosen as a
control as it had lower inter-individual variation. The classifier performance was
assessed by the leave-one-out cross-validation technique [21].

The ANOVA and Tukey’s tests were used to compare differences among
PC scores from primary, mixed and permanent dentitions. The Wilcoxon rank-
sum test was used to compare standard values from caries lesion-free and
caries lesion subjects. The F test was performed to compare the chemical shifts
that contributed to the separation between the groups. The significance level
was set at 5%. All signal processing procedures and statistical tests were

executed in Matlab 6.5 (The Mathworks, USA).

RESULTS

Resonances that correspond to salivary components were assigned
based on chemical shift reports available by Silwood [16] and the Human
Metabolome database (http://www.hmdb.ca/). Ambiguous assignments were
resolved through analysis of TOCSY spectrum.

Oral healthy children with different dentitions

Fig. 1 shows the 400 MHz 1D *H NMR spectra of human saliva samples.
There are clear differences in intensity of resonances that are related to
different concentrations of components for each subject. Each spectrum was
analyzed using AMIX and their intensity variation was compared using PCA and
SD.

Fig. 2A illustrates the PCA results obtained for subjects in different
dentition stages. This analysis quantifies the multivariable boundaries that

characterize the metabolite profile in each stage (primary, mixed and
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permanent) that, in this case did not show any significant group separation. A
total of 13 PCs were used, which explained 81.9% of the variation. The first and
the second principal components in the PCA explained 17.9% and 11.5% of the
data variation, respectively.

Although the PCA analysis showed that the data presented low
metabolite inter-relationship, we could see that the level of some components
were different (ANOVA and Tukey’s tests; p<0.05). The metabolites gamma-
aminobutyric acid, proline, ethanol, propane-1,2-diol, propionate and valine
presented differences among dentitions (p<0.05). The main difference between
primary, mixed and permanent dentition occurs in valine, where primary
dentition has more variation than mixed dentition (p = 0.017). Table 1
summarizes the information about the changes in the metabolite
concentrations.

In order to classify the subjects according to dentition stage the standard
distance was applied. So that the index represents the distance between each
subject and the center of the ellipsis in the space of the PC scores from healthy
subjects with permanent dentition, which is normalized by the variance of each
parameter (see Material and Methods for details). Therefore, subjects with
similar SD values belong to a similar pattern and its variability can be used to
calculate the heterogeneity of the group.

Fig 2B and Table 2 show the SDs values for each subject in the
corresponding dentition stage. Table 2 shows the standard distance for each
subject. The cut-off was 4.48 for permanent dentition, for median primary

dentition it was 29.70 and for mixed it was 16.64. The individuals in the primary



dentition (blue), showed high SD variability followed by mixed (red) and

permanent dentition (green) that showed the lowest inter-individual variability.

Dental caries assessment

To evaluate if our methodology was able to distinguish specific individual
oral conditions, we compared the SD values obtained from caries lesion-free
and those with caries lesion. We decided to investigate individuals with mixed
dentition since they were the largest group in terms of numbers and the
individuals, besides they had an intermediary inter individual variation. Fig 3
shows the aliphatic region of the saliva *H NMR spectra of caries lesion-free (A)
and caries lesion (B) subjects. Several differences were observed and each
number in Fig. 3 indicates the metabolites that showed intensity differences
between the two samples.

The PCA analysis showed the differences between the caries lesion-free
and caries lesion groups. The main difference was demonstrated by the scatter
plot formed by the third PC score versus the fourth PC score (Fig. 4A). The
screening test retained 10 PCs in the analysis, which explained 86.13% of the
total variation. The classification was mainly carried out by the third PC score
plane when the most caries-lesion subjects were placed on the left side of the
graphic.

The loadings of the 10 PCs which most influenced the separation of
caries lesion-free and caries group are summarized in Table 3. The metabolites
lactate, propionate and N-valerate were statistically higher in children with

caries lesion (p<0.001) and probably are from microorganism metabolism.
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Choline, 3-D-hydroxybutyrate, sucrose, acetate, glycerol and 4-hydroxyproline
were higher in the caries lesion-free group (p<0.05).

The inter-individual variation is much higher for subjects with caries
lesion. Also, the caries-lesion free subjects had a mean SD statistically lower
than caries-lesion subjects (Mean = 2.96 for caries free and 19.35 with caries,
Fig. 4B; Table 4). In this case, the calculated SD cut off value for caries free
subjects was 3.98. Fig. 4B shows the SD values calculated for the caries-free
(blue) and the caries lesion (red) subjects.

Only one subject in the caries lesion-free group presented a higher SD
and only one of the caries group had a normal SD value. No particularity was
found in any of these individuals.

Additionally, no statistical correlation between SD values neither with
dmft/DMFT index (p=0.45), which indicates severity of caries disease, nor with

the number of teeth with caries-lesion (p=1.10) was found (Table 4).

DISCUSSION

The saliva assay is a growing area of research with implications for basic
and clinical settings. Metabolites from adult saliva have already been analyzed
by NMR, however this is the first data presented of saliva from children with
different dentitions using this method. Surprisingly, the profile of salivary
metabolites of oral healthy children showed similar pattern and could be
identified as normal differences independent of the oral hygiene habits,
socioeconomic status and food. In the present study, metabolite data were
determined by *H NMR spectroscopy and showed a few compound differences

among the dentition stages.
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In the oral healthy group, inter-individual variation in salivary metabolites
was higher in primary dentition, thereafter it was slightly smaller in mixed
dentition and it was very small in permanent dentition. This small variation in the
metabolites in saliva of children in permanent dentition can be related to the
stabilization of the oral environment.

The analysis of specific metabolites that are different between each
group gave some interesting insights such as propano-1,2-diol, propionate and
ethanol, which are considered microorganism metabolites [22], were in low
levels in primary dentition. On the other hand, these metabolites were found in
much higher levels in permanent dentition. This difference can be associated to
the eruption of permanent teeth and increased contact surfaces and therefore
associated with elevated bacterial sites [23]. Proline is a non-essential amino
acid which is a principal component of dentine collagen [24]. In the present
study, mixed dentition showed higher levels of proline than primary dentition,
probably because the root dentine is reabsorbed and the collagen
rearrangement leads to increased levels of proline in saliva in the mixed
dentition. Gamma-aminobutyric acid (GABA) appeared more expressively in
permanent than in primary dentition. Silwood et al [16] reported GABA in adult
saliva and, in the present work, GABA was also found in the children’s saliva.
GABA is an inhibitory neurotransmitter found in the nervous systems and
alteration of the GABA level is correlated to some degenerative diseases [25].

The dental caries group was chosen with mixed dentition due to
availability of these children with caries lesions at the dental clinic. In addition,
children with mixed dentition were found to have an intermediated salivary

metabolites variation. To the best of our knowledge this is the first time that
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caries lesion and caries lesion-free saliva samples have been evaluated using
high-resolution *H NMR.[2; 18].

The high-resolution *H NMR spectroscopy datasets are represented as
complex matrices with hundreds of proton signals originating from the various
metabolites. These complexities can be untangled using chemometric methods
that are used to reduce the size of the *H NMR data for visualization purposes
and to identify inherent patterns among sets of spectral measurements [19].
Principal components (PCs) are new variables created from linear combinations
of the starting spectra descriptors with appropriate weighting coefficients.

The PC3 and PC4 were the CPs that contributed more to the
classification caries lesion-free subjects than PC1 and PC2; this was possible
since the best trade-off between variance and classification should be taken into
account in the classification approaches [13]. SD is a multivariate statistical
method to quantify the extent by which an experimental condition deviates from
that of an unimpaired control [26]. SD is computed using PCA as a standard
multivariate statistical technique. The classifier model, calculated by the leave-
one-out approach, showed good accuracy. A direct relationship between SD
and the number of teeth with caries lesions was not found as demonstrated in
the CPOD index and the number of caries cavities. For this reason it is
suggested that SD could determine an individual’s susceptibility to caries lesion.

Metabolites such as propionate, lactate, n-butyrate and n-caproate are
probably metabolites from oral microorganisms and for that reason caries lesion
subjects have a larger quantity of them. On the other hand, choline and
ornithine are probably endogen metabolites. Thus, the presence or absence of

endogen biomarkers will be of great value for evaluating susceptibility of dental
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caries. Sucrose has been considered the most cariogenic carbohydrate due to
the increased porosity of dental plaque matrix formed in its presence [27]. This
disaccharide is composed of glucose and fructose; several oral microorganisms
lower the pH of dental plaque in the presence of glucose [28; 29]. Lower
amounts of sucrose but higher amounts of a—glucose were found in the caries
lesion than the caries lesion-free subjects, indicating that sucrose was
metabolized by oral microorganisms in individuals that presented more caries
susceptibility into a—glucose.

Glutamate and glutamine were found in higher quantities in the caries-
lesion group using NMR analysis and PCA. In the literature a study carried out
by mass spectrometry found higher levels of glutamate and glutamine in saliva
in systemic and oral cancer adult subjects suggesting that those metabolites
could be a biomarker for cancer [1].

Hexogen metabolites were identified in saliva from both caries lesion and
caries lesion-free subjects. Valine is an essential amino acid and probably
originates from food intake. In the current study, all children were requested to
refrain from oral activities before sample collection, however sodium dodecyl
sulfate (SDS) was found in saliva. SDS is an ionic surfactant component that is
widely used in toothpaste [30; 31] and has affinity for biofilm formed on oral
cavity surfaces. Higher amounts of SDS were found in caries lesion subjects,
probably due to adsorption and desorption of SDS on dental biofilm and on the
irregular surfaces of the caries lesions.

According to Tomita et al [32], lipid concentrations in parotid saliva from
caries susceptible subjects were higher than those from caries resistant ones

and a difference in fatty acid composition was detected, corroborating with our
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data. Although the current study analyzed whole saliva, saturated fatty acid was
also highest in caries lesion individuals. The variations in the lipid levels and
fatty acid composition may be associated with those in caries development. The
presence of the lipids on the salivary pellicle of tooth surfaces increases the
effect of caries development by inhibition of acid diffusion [33].

Conclusion

This study showed that it was possible to analyze saliva from healthy
children using NMR. The profile of the salivary metabolites of oral healthy
children showed a similar pattern which could be identified as being
independent of the oral hygiene habits, socio-economic status and food intake;
however some salivary metabolites differed from those among caries lesion

subjects.
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Fig. 1: Representative *H NMR spectrum of child saliva samples in the 0—
4.5ppm (A,B,C) and 5.5-10.0ppm regions (D,E,F). A, D- Primary dentition; B, E-
Mixed dentition; C, F- Permanent dentition. No statistical differences were
found among dentitions in the 5.5-10.0ppm region. Assignments: 1- propionate,
2- ethanol, 3- propane-1,2-diol, 4- gamma aminobutyric acid, 5- proline, 6-

valine.

Fig. 2. A- The principal components analysis shows no differences among
dentitions; B- Standard distance showing low inter-individual variability in

permanent dentition.

Fig. 3: Representative *H NMR spectra of whole saliva from caries-lesion free
(A) and caries-lesion (B) subjects demonstrating differences in metabolites (1-
propionate, 2-lactate, 3- acetate, 4- ornithine, 5- 4-hydroxyproline, 6- sucrose,
7- a—glucose and 8- 3-D-hydroxybutyrate).

Fig. 4: A- Scores plot of a two-component PCA model of 'H NMR spectra
showing sample clustering according to the presence or absence of caries-
lesion. The percentage of variance captured by PC3 was 7.84% and PC4 was
10.93%. B- Standard distance showing that caries lesion-free subjects

presented lower SD values than caries-lesion ones.

Tables
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Table 1: Resonance assignments of unstimulated human saliva, its metabolites
components (p<0.05; ANOVA, Tukey’s test) detectable in 400 MHz. 'H-NMR

spectra comparison between primary, mixed and permanent dentition.

Table 2: Standard distance index for classify primary, mixed and permanent
dentition.

Table 3: The standard distance classifying caries-free lesion and caries-lesion
individuals with respective dmft/DMFT index and number of teeth with caries
lesion.

Table 4: Resonance assignments of unstimulated human saliva, its metabolites
components (p<0.05) detectable in 400 MHz 'H-NMR spectra comparison

between caries-lesion and caries-lesion free children subjects.
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Table 1

Table 1: Resonance assignments of unstimulated human saliva, its metabolite
components (p<0.05; ANOVA, Tukey’s test) detectable in 400 MHz. *H-NMR spectra and
comparison between primary, mixed and permanent dentition.

Metabolites Ou (ppm) H Multiplicity* Dentitions p-value
Gamma 1.88 B-CH, m Mixed>Primary 0.033
aminobutyric acid 2.29 oa-CHy t Primary>Permanent  0.032
3.02 v-CHa t '
2.07 a-CH; m
2.07 B-CH> m
Proline 2.35 B-CH, m Mixed >Primary 0.033
3.40 0-CH; m
4.16 a -CH, m
Ethanol 1.21 CHs- t Permanent>Primary  0.024
3.66 CH,OH q Permanent>Mixed 0.028
1.18 CCI:-|H03H d Permanent>Primary
Propane-1,2-diol ggg CH,OH rc]I1 Permanent>Mixed 0.036
' CHOH
. 1.04 B-CH, t .
Propionate 517 a -CH, q Permanent>Primary  0.037
0.97 CH3 d
. 1.02 B-CH> m . .
Valine 508 B-CH m Primary>Mixed 0.017
3.64 a -CH d

*Multiplicity indicates peak quantities in *H-NMR spectra (d-duplet, t- triplet, g- quartet and
m- multiplet). &y — Chemical shift.



Table 2

Table 2: Standard distance for primary, mixed and
permanent dentition classification.

Primary Mixed Permanent
dentition dentition dentition
4.97 7.96 3.86
6.55 5.39 2.68
11.61 3.81* 3.25
9.70 9.16 2.87
6.33 7.76 3.56
23.93 16.93 2.80
111.37 7.48 2.51
6.93 7.87 3.68
7.24 7.35 3.88
6.17 11.95 3.60
3.06* 7.83 3.71
9.89 4.22* 3.88
4.59 18.50 3.82
181.86 14.83 3.86
51.36 10.63 3.85
6.49 3.87
5.83 3.27

145.60

29.70 £50.75**  16.64 + 32.44** 3.47 £ 0.48**

Cut-off point = 4.48. *Indicates normal standard
distance; ** Median + Standard deviation.



Table 3

Table 3: Resonance assignments of unstimulated human saliva, its metabolite components
(p<0.05) detectable in 400 MHz H-NMR spectra and comparison between caries-lesion and
caries-lesion free child subjects.

Caries-

1 : .
. H Chemical L . : Caries
Metabolites Shift Multiplicity Assignment lesion lesion p-value
free
Acetate 1.92 S CHs i 1 0.020
3.70, 3.82, m, m, He', He,
a -galactose 3.82, 3.87, dd, t, Ha, Hs, l 1
3.97 dd Ha p<0.001
3.84,3.82 m m, He, Hs,
a -glucose g;g gz& m, t, He, Hs, l 1 <0.001
e dd, t Hz, Ha p<b.
Choline 3.21 s -N+(CHs)s 1 ! 0.008
: 3.81,2.47 t,m, a-CH, v -CH,
Glutamine 514 m B -CH> ! 1 p<0.001
2.10, 2.37, m, m, B-CHa, v-CHoy,
Glutamate 379 ¢ a-CH I 1 0.004
3.55, 3.63, dd, dd, -C-CH20H, -C-CH-0H,
Glycerol 378 m CHOH 0 1 0.033
Lactate 1.33,4.13 d,q CH3, CH l 1 p<0.001
1.49,1.73, m, m, v -CHa, 5-CH,
Lysine 1.90, 3.01, m, t, B-CHy, -CHz, l 1 0.002
3.76 t a-CH
. 3.67, 3.75, dd, m, CH20H (C1/C6), H2 and H5,
Mannitol 379 d H-3 and H-4 ) 1 p<0.001
Propionate 1.04, 2.17 t,q B-CHs, a-CH; l 1 p<0.001
CHs, CH,CH,0OH
0.93, 1.78, s, m, LY L
Provitamin B5 3.34, 3.49, ts, CHzNH, -C(CHs),-CH,OH, | 1 0.003
3.68, 4.01 t,s CHAOH, -C(CHa)z-
A ' CHOH(CONH)
0.83, 1.35, t, m, -CHs, v,0-CHZ2’s,
N-caproate 1.58, 2.15 m, t -CHz, a-CH l 1 0.001
0.85, 1.40, t, m, 0 -CH3, v -CHjy,
N-valerate 1.58, 2.15 m, t f-CHz, a-CH l 1 p<0.001
. 2.23,2.47, m, m, y -CHOH, B-CH,
4-hydroxyproline 3.47, 4.46 m, m 5-CHy-NH, a-CH t ! 0.001
0.86, 1.28, tm CHj3, CH3CH2/CH3CH,-
Saturated fatty acid 1.53,2.18 m t (CH2)n-, CH2CH2CO2R, l 1 p<0.001
' CH,CH,CO2R
0.92, t, CHs,
Sodium dodecyl 1.34, m, CH3CH2/CH3CH2-(CH2)n-, | 1 <0.001
sulfate 1.71,1.71 m, m CH>CH2CH,0S0s3/, p=0.
4.00 t CH,CH,0SO03



3.47,3.56,
3.68, 3.76,
3.76, 3.76,
3.83, 3.83,
3.86, 3.89,
4.05, 4.22,
541

Sucrose

1.25, 2.18,
Thymol 3.18, 6.61,
6.66, 6.99

4.13, 2.45,

3-D-hydroxybutyrate 234 1.24

1.81, 1.95,
3.05, 3.80

3.64, 3.64,
Xylitol 3.72, 3.80,
3.86

Ornithine

L 3

3.3~

3330

K
o

2
»

m, dd, dd, m,
dd

Ha, Hz,
Hq, Hs,
Hs, He',
He", Hs,
Hs, Hs,
Ha, Ha,
Hi

(CH3)2CH, CH3-Ar,
(CH3)2CH, Hs,
Hz, Hs

CHs, CHa,
CHa, CH

v -CH2 B-CH2,
5-CH2, a-CH

Has, CH20H (C1/C5), CH,OH
(C1/C5), Hz and Ha, CH,OH
(C1/C6)

!

1

0.006

p<0.001

p<0.001

p<0.001

p<0.001

*Multiplicity indicates peak quantities in 'H-NMR spectra (s, singlet; d, doublet; t, triplet; q,
quartet; m, multiplet). The 10 PCs used explained 86.13% of variation to find out precisely
which regions of the NMR spectra have caused the separation between groups. The respective
metabolites that presented statistical differences (p<0.05; F test) are indicated. The metabolite
a-galactose was identified in all 10 PCs.



Table 4

Table 4. The standard distance classifying caries-free lesion and
caries-lesion individuals with respective dmft/DMFT index and
number of teeth with caries-lesion.

Caries-lesion | caries-lesion dmft/DMFT Number of teeth
free with caries-lesion
3.99* 57.97 3 3
3.91 51.80 9 9
3.85 49.54 5 5
3.77 44.37 5 4
3.77 25.67 7 7
3.68 10.24 5 2
3.40 8.90 1 1
3.36 7.58 5 4
3.31 7.43 6 5
3.11 5.37 5 4
2.94 4.86 4 3
2.61 4.31 5 5
2.20 4.21 2 2
2.24 4.10 7 2
2.10 3.86** 5 4
1.98
1.78
1.30

2.96+0.85° 19.35+20.58° 4.92+2.148 4.00 + 2.248

Cut-off=3.98; *Upper than cut-off; **Lower than cut-off. *Median +
Standard deviation
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