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RESUMO

A inefichcia de pesticidas quimicos no controle de fungos fitopatogénicos na
agricultura e a frequente incidéncia de doencas humanas causadas por bactérias
resistentes a antibioticos levam a busca por compostos antimicrobianos alternativos.
Neste contexto, defensinas vegetais constituem uma promissora ferramenta no
controle de agentes patogénicos tanto de plantas quanto de humanos. Defensinas
de plantas sdo peptideos catidbnicos com aproximadamente 50 residuos de
aminoacidos, ricas em cisteinas e cuja estrutura tridimensional é bastante
conservada entre as diferentes espécies vegetais. Estas moléculas de acao
antimicrobiana representam um importante componente inato da resposta de defesa
vegetal contra patdogenos e sdo expressas em diversos tecidos da planta, como
folhas, tubérculos, flores, vagens e sementes. O presente trabalho teve por
finalidade a avaliacdo da atividade antimicrobiana de duas defensinas vegetais
contra diferentes espécies de fungos fitopatogénicos e bactérias patogénicas ao
homem. A defensina Drr230a, cujo gene foi isolado de ervilha (Pisum sativum) e a
defensina CD1, cujo gene foi identificado no transcriptoma de café (Coffea arabica)
foram subclonadas em vetor de expressdo de levedura e expressas em Pichia
pastoris. O gene cdl foi subclonado em duas formas recombinantes: CD1tC,
contendo uma sequéncia codificante para seis histidinas (6xHis) na regidao C-
terminal do peptideo e CD1tN, contendo sequéncia codificante para 6xHis na regido
N-terminal. No caso da defensina Drr230a, a sequéncia codificante para 6xHis foi
inserida apenas na regido N-terminal da proteina. Ensaios de atividade
antimicrobiana das proteinas recombinantes purificadas rDrr230a e rCD1 contra
Phakopsora pachyrhizi, agente causal da ferrugem asiatica da soja, foram realizados
para analisar a inibicdo da germinagdo de esporos in vitro e a severidade da doenga
causada pelo fungo in planta. As duas defensinas recombinantes testadas foram
capazes de inibir a germinacdo de uredosporos de P. pachyrhizi, ndo havendo
diferenca entre a acdo antimicrobiana de CD1tC e CD1tN. Ademais, rDrr230a e
rCD1 reduziram drasticamente a severidade da ferrugem asiatica da soja, conforme
demonstrado em ensaios in planta. Apesar de rCD1 nao ter sido capaz de inibir a
proliferacdo das bactérias patogénicas humanas Staplylococcus aureus e Klebsiella
pneumoniae, rCD1 mostrou-se capaz de inibir o crescimento do fungo fitopatogénico
Fusarium tucumaniae, causador da sindrome da morte subita da soja. Os resultados
obtidos mostram que tais defensinas vegetais sdo candidatas Uteis para serem
utilizadas em programas de engenharia genética de plantas para controlar doencas
fungicas impactantes na agricultura.

Palavras chaves: Defensina antifungica, rDrr230a, rCD1, Pichia pastoris,
Phakopsora pachyrhizi, Fusarium tucumaniae.



ABSTRACT

The inefficiency of chemical pesticides to control phytopathogenic fungi in agriculture
and the frequent incidence of human diseases caused by bacteria which are resistant
to antibiotics lead to the search for alternative antimicrobial compounds. In this
context, plant defensins are a promising tool for the control of both plant and human
pathogenic agents. Plant defensins are cationic peptides of about 50 amino acid
residues, rich in cysteine and whose tridimensional structure is considerably
conserved among different plant species. These antimicrobial molecules represent
an important innate component from plant defense response against pathogens and
are expressed in various plant tissues, such as leaves, tubers, flowers, pods and
seeds. The present work aimed at the evaluation of the antimicrobial activity of two
plant defensins against different phytopathogenic fungi and pathogenic bacteria to
humans. The defensin Drr230a, whose gene was isolated from pea (Pisum sativum),
and the defensin CD1,whose gene was identified within coffee (Coffea arabica)
transcriptome, were subcloned in yeast expression vector and expressed in Pichia
pastoris. The gene cdl was subcloned as two different recombinant forms: CD1tC,
containing a six-histidine sequence (6xHis) at the peptide C-terminal region and
CD1tN, containing 6xHis coding sequence at the N-terminal region. In the case of the
defensin Drr230a, the 6xHis coding sequence was inserted only at the N-terminal
region. Assays of the antimicrobial activity of the purified recombinant proteins
rDrr230a and rCD1 against Phakopsora pachyrhizi, causal agent of soybean Asian
rust, were performed to analyze the in vitro spore germination inhibition and disease
severity caused by the fungus in planta. Both recombinant defensins were able to
inhibit P. pachyrhizi uredospore germination, with no difference between the
antimicrobial action of either CD1tC or CD1tN. Moreover, rDrr230a and rCD1
drastically reduced severity of soybean Asian rust, as demonstrated by in planta
assays. In spite of the fact that rCD1 was not able to inhibit proliferation of the human
pathogenic bacteria Staplylococcus aureus and Klebsiella pneumoniae, rCD1 was
able to inhibit growth of the phytopathogenic fungus Fusarium tucumaniae, that
causes soybean sudden death syndrome. The obtained results show that these plant
defensins are useful candidates to be used in plant genetic engineering programs to
control agriculture impacting fungal diseases.

Keywords: Antifungal defensin, rDrr230a, rCD1, Pichia pastoris, Phakopsora

pachyrhizi, Fusarium tucumaniae.
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LISTA DE ABREVIATURAS E SIGLAS

AMPs - Antimicrobial peptides (Peptideos antimicrobianos)

ROS - Reactive oxygen species (Espécies reativas de oxigénio)

IMAC - Cromatografia de afinidade com niquel imobilizado (Imobilized metal
affinity chromatography)

PR - Proteinas relacionadas a patogénese (Pathogenesis related protein)
PDB - Banco de dados de proteinas (Protein Data Bank)

GlcCer - Glicosilceramidas

AOX1 - Alcool oxidase 1

AOX2 - Alcool oxidase 2

PCR - Reacdo em Cadeia da Polimerase

dNTPs - Desoxirribonucleotideos fosfatados

ODsgoonm - Densidade celular 6ptica a 600 nm

LB - Meio de cultura Luria Bertani

YPD - Yeast Extract Peptone Dextrose Medium - Meio de cultura para
levedura.

YNB - Yeast Nitrogen Base (Base nitrogenada de levedura)

BMG - Meio minimo tamponado contendo glicerol

BMM - Meio minimo tamponado contendo metanol

TBS - Tampao tris salino

BSA - Albumina Sérica Bovina

PDB - Potato Dextrose Broth (Difco™) — Meio agar batata dextrose

MEV - Microscopia Eletrénica de Varredura

Drr230a Disease resistance response gene family from pea

CD1 - Coffea defensin 1

CLSI — Clinical and Laboratory Standards Institute
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1 - INTRODUCAO
1.1 - Defensinas vegetais

Desde 1990, quando foram descobertas em plantas de trigo e cevada, as
defensinas passaram a ser alvo de interesse em diversos ramos da biologia e da
medicina. Elas foram inicialmente nomeadas de y-tioninas devido a semelhanca no
tamanho e no conteddo de residuos de cisteina encontrados em tioninas
anteriormente reportadas. No entanto, estudos estruturais subsequentes revelaram
gue defensinas ndo eram relacionadas com tioninas. Devido a sua semelhanca
estrutural com defensinas de mamiferos e insetos, foram renomeadas e a partir de
1995 passaram a ser chamadas de defensinas de plantas (DE COONINCK et al.,
2013).

O nome defensina deriva do latim “defendo” que significa repelir (NG et al.,
2011). Essas proteinas pertencem a uma familia de peptideos antimicrobianos que
desempenham um papel fundamental na imunidade inata de todas as espécies de
planta, sendo expressas constitutivamente durante o seu desenvolvimento, ou
induzidas em resposta ao atague de patdgenos. Além da inducdo por patégenos,
as defensinas podem ser induzidas por fitorménios como o acido salicilico, acido
jasmonico e etileno que atuam como sinalizadores e indutores da expressao
dessas proteinas, e ainda por fatores ambientais como seca, sal e frio (STOTZ et
al., 2009; VRIENS et al., 2014).

Sua distribuicdo ampla é consistente com o seu papel de defesa, podendo ser
encontrada em diversos tecidos da planta, incluindo folhas, tubérculos, flores,
vagens e sementes. Além disso, estdo presentes no xilema, parénquima,
estbmatos e outras areas periféricas que sado consideradas porta de entrada para
patdgenos em potencial (LACERDA et al., 2014).

As defensinas compreendem uma familia de peptideos catibnicos com massa
molecular de ~5 kDa, contendo de 45 a 54 residuos de aminoacidos e ricas em
cisteinas. Sua estrutura tridimensional é bastante conservada entre diferentes
espécies, sendo caracterizadas por uma a-hélice e trés folhas 3 antiparalelas. Essa
estrutura tridimensional é estabilizada por um motivo tipico, denominado cysteine-
stabilized a-helix (CSa/B), que consiste em duas pontes dissulfeto formadas entre

duas cisteinas da a-hélice com duas cisteinas do C-terminal da folha 8 (Figura 1)
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(KOBAYASHI et al., 1991; ZHU et al., 2005). Adicionalmente, dois motivos estéo
presentes na estrutura das defensinas: o dominio a-core compreendendo o loop
gue conecta a primeira folha B a estrutura de a-hélice, e o y-core contendo o loop
harpin que conecta a segunda e a terceira folha B (LB2B3) (Figuras 1 e 2) (YOUNT
;'YEAMAN, 2004).

PgD5 DFHV. Cs
Pvdl G RD--~D CIT"
PvD2 NC RG~-~ C
NmDe£2 C o RA---Q C
TvD1 C C RD~---D C
MtDef4 C NC RG-~ CH"
alfAFpP C 3C RD~~~DF C
Psdl C (& He——- C
HsAFP1 C G HYQFP C
AhAMP1 C C HKRE C
RsAFP2 C NYVEFP C
RsAFP1 C NYVFP C
NaD1 C SK--1 CIT
SPE10 C RD--~-D C
PhD1 C SK--1 C
sds C NGRPPFK C
VD2 C RD---DF' C
-* * ®x

-
w

T

Figura 1: Alinhamento da sequéncia de aminoacidos das defensinas vegetais antifungicas.PgD5: Defensina de
Picea glauca (Acesso PDB: AAR84643); Pvdl:Defensina 1 de Phaseolus vulgaris (Acesso PDB: ADR30066); PvD2:
Defensina 2 de Phaseolus vulgaris (Acesso PDB: ADR3006); NmDefl: Defensina de Nicotiana megalosiphon (Acesso
PDB: ACR46857); TvD1l: Defensina de Tephrosia villosa (Acesso PDB: AAX86993); MtDef4: Defensina 4 de
Medicago trunculata ((Acesso PDB: 2LR3_A); alfAFP: Peptideoantifingico 1 de Medicago sativa (Acesso PDB:
AAG40321); Psd1: Defensina 1 de Pisum sativum (Acesso PDB:1JKZ_A); HsAFP1: Peptideo antifingico de Heuchera
sanguinea (Acesso PDB: POC8Y5); AhAMP1: Peptideo antimicrobiano de Aesculus hippocastanum (Acesso PDB:
AAB34970); RsAFP1: Peptideo antifingico 1 de Raphanus sativus (Acesso PDB: 1AYJ_A); RsAFP2: Peptideo
antifngico 2 de Raphanus sativus ( Acesso PDB: P30230); NaD1l: Defensina 1 de Nicotiana alata (Acesso
PDB:4ABO_A); SPE10: Defensina de Pachyrrihizus erosus Acesso PDB 3PSM_A); PhD1: Defensina 1 de Petunia
hybrida (Acesso PDB : 1N4N_A); Sd5: Defensin 5 de Saccharum officinarum (Acesso PDB: 2KSK_A); VrD2: Defensin
2 de Vigna radiata (Acesso PDB: 2GL1_A). O asterisco e as caixas em cinza indicam os residuos do aminoéacido
cisteina conservados entre as defensinas. Linhas em cinza representam as pontes dissulfeto entre os residuos do
aminoacido cisteina. Caixa em rosa e residuos de aminoacidos em azul correspondem ao dominio y-core. O
alinhamento foi realizado utilizando a ferramenta Clustal W2 Tool. Adaptado de LACERDA et al.( 2014)



PhD1 Sd5 VrD2

Figura 2 : Estrutura tridimensional de seis defensinas vegetais. A regido em rosa destaca o motivo y-
core de cada peptideo. B1: Folha B 1; p2: Folha B 2; B3: Folha B 3; L1: Loop 1; L2; Loop 2: NaD1:
Defensina 1 de Nicotiana alata (Acesso PDB: 4ABO_A); Rs-AFP1: Peptideo antifingico 1 de Raphanus
sativus (Acesso PDB: 1AYJ_A); SPE10: Defensina de Pachyrrihizus erosus (Acesso PDB: 3PSM_A);
PhD1: Defensina 1 de Petunia hybrida (Acesso PDB:1N4N_A); Sd5: Defensina 5 de Saccharum
officinarum (Acesso PDB: 2KSK_A); VrD2: Defensina 2 de Vigna radiata (Acesso PDB: 2GL1_A).Todas
as figuras foram desenhadas utilizando o programa de graficos moleculares PyMOL versdo 1.2r3pre,
Schrddinger, LLC (LACERDA, et al., 2014).

Apesar dessas proteinas apresentarem uma estrutura tridimensional
conservada entre diferentes espécies, sua sequéncia primaria ndo é conservada,
restringindo-se a apenas alguns residuos de cisteina e um residuo de glicina
posicionados na segunda folha B, conforme demonstrado na Figura 1, que apresenta
o alinhamento de sequéncias de diversas defensinas vegetais (LACERDA et al.,

2014).
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No entanto, algumas defensinas possuem estruturas diferenciadas.
Defensinas isoladas de flores de Petunia hybrida (PhD1 e PhD2) apresentam em
sua estrutura 10 residuos de cisteina formando 5 pontes dissulfeto. A ponte
dissulfeto adicional, localizada apdés a a-hélice e a primeira folha f ndo afeta a
estrutura tridimensional tipica da defensina. A quinta ponte dissulfeto parece reforgar
uma ligacédo de hidrogénio conservada e conferir maior estabilidade termodinamica a
defensina (JANSSEN, et al., 2003; LAY, et al., 2003).

Além disso, defensinas de plantas com estruturas alternativas foram
reportadas na literatura: defensina de tabaco NaD1l isolada de Nicotiana alata,
defensina ZMESRG6 isolada a partir de grdos de milho em desenvolvimento e ainda
as defensinas florais PhD1 e PhD2. Estas defensinas contém um pré-dominio C-
terminal 4cido extra, cuja funcdo ainda ndo é conhecida. No entanto, alguns autores
sugerem estar envolvido no direcionamento vacuolar ou na eliminagéo de possiveis
efeitos prejudiciais provocados pela natureza basica da defensina (DE CONINCK et
al., 2013).

As proteinas dessa familia sdo ultra-estaveis em condi¢cdes ambientais
extremas. As defensinas resistem a temperaturas proximas do ponto de ebulicdo da
dgua sem que a sua atividade e estrutura sejam prejudicadas. S&o capazes de
resistir a ambientes acidos, mesmo quando o pH é inferior a 2, o que € préximo ao
pH do estdmago. Devido a este fato, defensinas resistentes a proteases tém sido
relatadas. Essa alta estabilidade encontrada nas defensinas vegetais € devido a
grande quantidade de residuos de cisteina que formam as pontes dissulfeto
(YANG;LYU, 2008).

A baixa similaridade na sequéncia de aminoacidos encontrada nas defensinas
reflete o amplo espectro de atividades biolégicas que esses peptideos apresentam.
Pequenas alteragfes conformacionais na estrutura terciaria contribuem para o amplo
espectro de atividade dessas proteinas (CARVALHO;GOMES, 2009).

Diversas atividades ja foram descritas, incluindo atividade antimicrobiana,
inibidoras de enzimas como proteases e a-amilases de insetos, inibidoras da sintese
de proteinas, bloqueadoras de canais idbnicos e mediadoras de tolerancia a zinco em
plantas. Algumas defensinas vegetais exibem atividade antiproliferativa contra
células cancerosas ou apresentam atividade inibitéria contra a transcriptase

reversa do virus HIV1 (VAN DER WEERDEN;ANDERSON, 2013).
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Embora apresente a capacidade de inibir o crescimento microbiano, apenas
algumas defensinas vegetais tém sido mostradas ativas contra bactérias. A maioria
das defensinas reportadas na literatura apresenta atividade antifungica, sendo ativas

contra diversos tipos de fungos patogénicos e fitopatogénicos, além de serem ativas

contra leveduras (Tabela 1) (CARVALHO;GOMES, 2009 e 2011).

Tabela 1 : Defensinas vegetais e seu amplo espectro de atividades bioldgicas.

Atividade Biolégica

Nome da defensina

Origem

Referéncia

Antifingica

Antibacteriana

Inibidor de a-amilase

Tolerancia a Zinco (Zn)

Bloqueador de canais idnicos

Rs-AFP1 e Rs-AFP2
NaD1

PhD1, PhD2

SPE10

Zm-ESR6

Psdl

AFP1

Zm-ESR6
Sesquina
Cp-tionina I
Ns-D,, Ns-D,

y-H (gama hordotionina)
VvrD1

VuD1

Defensina de feijdo de
corda (VUDEF)

PDF1

y1-Z e y2-Z (PDC-1)
MsDef1l

Inibidor de transcriptase reversa do virus HIV RBAFP

Sesquina
Vulgarinina

Raphanus sativus
Nicotiana alata
Petunia hybrida
Pachyrrhizus erosus
Zea mays

Pisum sativum
Brassica juncea

Zea mays

Vigna sesquipedalis
Vigna unguiculata
Nigella sativa

Hordeum vulgare
Vigna radiata
Vigna unguiculata

Vigna unguiculata

Arabdopsis halleri

Zea Mays
Medicago sativa

Adzuckia angularia
Vigna sesquipedalis
Phaselus vulgaris

TERRAS, et al ., 1992
LAY, etal., 2003

LAY, etal., 2003
SONG, et al ., 2005
BALANDIN, et al., 2005
ALMEIDA, et al ., 2001
OGURO, etal., 2014

BALANDIN, et al ., 2005
WONG ;NG, 2005
FRANCO, et al ., 2006
ROGOZHIN, etal ., 2011

MENDEZ, et al., 1996
CHEN, et al ., 2004
PELEGRINI, et al ., 2008

CARVALHO, et al ., 2006

MIROULE, et al ., 2006

KUSHMERICK, et al ., 1998

SPELBRINK, et al ., 2004

YE ;NG, 2001
WONG , etal., 2005
WONG ;NG, 2005

Apesar da ocorréncia de muitos relatos na literatura sobre a atividade de
defensinas de plantas, apenas algumas delas tiveram o0 seu mecanismo de agao
elucidado. Devido ao seu carater cationico, sabe-se que essas moléculas interagem
especificamente com compostos de membrana de carga negativa do patégeno, tais
como receptores lipidicos de bactérias, fosfolipidios e esfingolipideos de membranas
fungicas (WILMES et al., 2011; VRIENS et al., 2014).
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Ha dois modelos hipotéticos que tentam explicar 0 mecanismo de acao
dessas moléculas: i) 0 modelo carpete, e ii) 0 modelo de poro toroidal (Figura 3). Em
ambos os modelos, a defensina interage com moléculas carregadas negativamente
na membrana celular do patégeno aumentando a permeabilidade da membrana
celular, levando a desintegracdo e morte por necrose celular. No entanto, a forma
como isso acontece é diferente nos dois modelos propostos. Enquanto, o modelo
carpete propde que a formagdo de poros na membrana ocorre na presenca de
varios peptideos que se acumulam na superficie da bicamada lipidica formando um
carpete e levando a disrupcdo da membrana, no modelo de poro toroidal € proposto
que os peptideos formam oligbmeros, e, em seguida, formam poros multiméricos na
membrana celular (Figura 3) (BROGDEN, 2005).

Modelo Carpete Modelo Poro Toroidal

COOOOOOOO00OC

Figura 3 : Modelo dos mecanismos de a¢éo propostos para as defensinas vegetais. No modelo carpete
os peptideos perturbam a membrana plasmatica através da orientacao paralela do peptideo a superficie
da bicamada de lipidos formando um carpete, com consequente formacdo do poro e disrup¢do da
membrana. No modelo poro toroidal, os peptideos ligados a membrana agregam-se e induzem ao
dobramento da bicamada lipidica, resultando na formacdo de um poro revestido pelos préprios
peptideos. Regibes hidrofilicas do peptideo sdao mostrados na cor vermelha e regides hidrofobicas dc
peptideo sédo mostrados em azul. Retirado de BROGDEN (2005).
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Uma hipoOtese alternativa a esses modelos propde que a interacdo da
defensina na célula alvo pode ndo danificar a membrana plasmética. Ao invés disso,
a interacdo com os componentes da membrana conduz a uma permeabilidade iGnica
seletiva, formacédo de poros transientes e transporte da molécula para o interior da
célula hospedeira. Uma vez presente no interior da célula, interagem com alvos
intracelulares, aumentando a producdo de espécies reativas de oxigénio (ROS) e
desencadeando a morte celular programada (THEVISSEN et al., 2003; BROGDEN,
2005; HEGEDUS ;MARX, 2013). Tal mecanismo foi observado para as defensinas
Psdl (LOBO et al.,, 2007), NaD1 (VAN DER WEERDEN et al., 2008), (VAN DER
WEERDEN, et al., 2010) e MtDef4 (SAGARAM et al., 2013) .

1.2 - Sistemas heterdlogos para a producéo de proteinas recombinantes

O surgimento da tecnologia do DNA recombinante no inicio da década de 70
provocou uma revolucdo na biologia molecular. O conjunto de técnicas
desenvolvidas e utilizadas até entdo foram ainda mais reforcadas com o advento da
reacdo em cadeia da polimerase (PCR), levando os cientistas a capacidade de
explorar e compreender 0s processos essenciais para a vida de maneira mais facil e
simples. Com isso, foi demonstrado que o DNA eucariético poderia ser propagado
em microorganismos (Escherichia coli) e produtos funcionais poderiam ser
sintetizados a partir de genes heterdlogos clonados em plasmideos bacterianos
(ROSANO;CECCARELLI, 2014).

Desde entéo, pesquisadores tém aproveitado as potenciais aplicagbes dessas
técnicas para direcionar a producdo de proteinas de interesse biotecnolégico em
sistemas heterdlogos. Diferentes tipos de organismos tém sido estudados a fim de
compreender as caracteristicas especificas do seu genoma e de sua maquinaria
molecular para que seja feita a escolha do sistema de expressédo adequado para a
producéo de proteina recombinante de interesse (VIANA et al., 2012).

Nos ultimos anos, a produgdo de peptideos tem sido objeto de intensos
estudos, gerando avancos significativos no campo da biotecnologia. No entanto,
este conhecimento produziu poucas melhorias no que diz respeito a escolha dos

hospedeiros para a expresséo desses peptideos.
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A grande mudanca desde entdo se refere a quantidade de peptideo
produzida. Os sistemas de hoje sdo muito mais produtivos do que aqueles de duas
décadas atras. Isto surgiu principalmente devido as melhorias na composicao dos
meios de producéo, particularmente nas estratégias de alimentacéo, resultando em
células mais saudaveis por um periodo de tempo mais longo (HACKER, et al.,
2009).

A escolha de um sistema de expressao para a producédo de uma proteina de
interesse depende de muitos fatores. Estes incluem caracteristicas de crescimento
celular, os niveis de expressao, expressao intracelular e extracelular, modificacdes
pés-traducionais e a atividade biologica da proteina de interesse, bem como
questdes relacionadas a regulacdo da producédo (LIU et al., 2013).

Além disso, deve se levar em consideracdo o tipo de proteina em questédo, se
sdo proteinas sollveis, proteina ligada a membrana, proteinas multidominio,
quantidade de pontes dissulfeto e a intencdo de uso do produto final. As proteinas
produzidas por métodos recombinantes geralmente sao utilizadas em estudos
estruturais, ensaios de atividade in vitro e in vivo, como antigenos para 0S
anticorpos, como alvo para a geragdao de drogas ou propriamente como drogas
(medicamentos). Estas diferentes aplicacdes requerem diferentes qualidades e
qguantidades do produto de interesse em questdo (SORENSEN, 2010). As
caracteristicas citadas anteriormente, juntamente com a funcionalidade, velocidade
de producéo e produtividade da proteina sdo os fatores mais importantes a serem
considerados na escolha do sistema de expresséo mais adequado para a producéo
da proteina recombinante (DEMAIN;VAISHNAYV, 2009). Atualmente, os sistemas de
expressdo mais utilizados sdo baseados em cultura de células de bactérias,
leveduras, fungos filamentosos, mamiferos, plantas, insetos (baculovirus) ou por
meio de plantas e animais transgénicos (DEMAIN;VAISHNAYV, 2009)

O primeiro microorganismo a ser utilizado para expressdo de proteinas
recombinantes foi uma enterobactéria, a Escherichia coli, ha quase 40 anos
(SORENSEN, 2010). Ainda hoje, o sistema de expressdao em E. coli domina os
sistemas bacterianos de expressao e continua a ser o preferido para investigacdes
laboratoriais e etapas iniciais de desenvolvimento de atividades comerciais
envolvendo proteinas recombinantes. Além disso, serve como uma referéncia util

para a comparacao entre as varias plataformas de expressédo (CHEN, 2012).
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As vantagens do uso de E. coli como hospedeiro para producdo de proteinas
recombinantes sdo bem conhecidas. Trata-se de um versatil sistema de expressao,
apresentando facil manipulacdo e genética bastante conhecida; cinética de
crescimento rapida, alta densidade celular, alta produtividade e baixo custo
(DEMAIN;VAISHNAYV, 2009; ROSANO;CECCARELLLI, 2014).

Em E. coli as proteinas recombinantes sdo expressas no citoplasma
bacteriano, podendo permanecer no local ou serem direcionadas para outros
compartimentos celulares, sendo, na maioria das vezes, para 0 espaco
periplasmatico. Ainda, podem ser depositadas no interior ou exterior da membrana
ou, em casos raros, secretada para o meio extracelular. Cada um desses
compartimentos celulares apresenta caracteristicas préprias que podem ser
benéficas ou limitantes para a expressao da proteina recombinante (BERLEC
;STRUKELJ, 2013).

Embora este sistema possua algumas vantagens, algumas desvantagens
limitam a sua escolha quando a proteina de interesse € de origem eucariotica. As
altas densidades celulares alcancadas resultam na toxicidade devido a formacao de
acetato durante a fermentacédo. As proteinas que sdo produzidas como corpos de
inclusdo sdo frequentemente inativas, insolUveis e requerem renaturamento.
Adicionalmente, h4 um problema com a producédo de proteinas com muitas pontes
dissulfeto. Este sistema ndo possui a capacidade de processamento pés-traducional
e nesse caso 0 renaturamento torna-se extremamente dificil (DEMAIN;VAISHNAV,
2009). Atualmente, algumas estratégias tém sido utilizadas para superar esses
desafios e assim alcancar uma eficiente expressdo da proteina de interesse
(ROSANO;CECCARELLI, 2014).

Muitas das vantagens de E. coli também s&o oferecidas por outros sistemas
de expressdo. As leveduras sao organismos hospedeiros adequados para a
producdo de proteinas recombinantes uma vez que elas combinam a facilidade de
manipulagdo genética, a alta produtividade, crescimento rapido, altas densidades
celulares e a capacidade de processamento pos-traducionais com padrdo de
glicosilacdo semelhante ao de mamiferos (FICKERS, 2014).

A levedura Saccharomyces cerevisiae foi 0 primeiro organismo eucariético a
ser utilizado como sistema de expressao de proteinas recombinantes, no inicio da

bY

década de 80. No entanto, problemas relacionados a instabilidade do plasmideo,
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baixo rendimento da producdo e hiperglicosilacdo das proteinas secretadas
(CELIK;CALIK, 2012) levaram a utilizacdo de sistemas alternativos de expresséo
incluindo Pichia pastoris, Hansenula polymorpha, Kluyvero myceslactis,
Schizosaccharomyces pombe, Arxula adeninivorans e Yarrowia lipolytica (FICKERS,
2014). Dentre estes, destaca-se a levedura metilotréfica P. pastoris que, ao longo
dos ultimos 15 anos, tornou-se um dos organismos hospedeiros mais utilizados. Seu
uso tem crescido consideravelmente e atualmente é considerado o segundo sistema
mais utilizado para a expressao de proteinas recombinantes. Dados recentes da
literatura mostram que o uso de P. pastoris como sistema de expressdo aumentou
de 4% para 17% do total de proteinas recombinantes de 1995 a 2009. Dentro do
mesmo periodo, 0 uso de E. coli permaneceu constante com aproximadamente 60%
das proteinas recombinantes (SORENSEN, 2010).

1.3 - Pichia pastoris como sistema para expressao de proteinas heterélogas

Pichia pastoris € uma levedura classificada como pertencente ao Reino Fungi,
Divisdo Eumycota, Subdivisdo Ascomycotina, Classe Hemoascomycetes, Ordem
Endomycetales, Familia Saccharomycetaceae e Subfamilia Saccharomycetoideae
(Figura 4) (PHAFF;KNAPP,1956 )

Figura 4: Levedura metilotréfica Pichia pastoris.
Fonte:http://www.pichia.com/
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A aplicacao inicial de P. pastoris ocorreu em 1960, quando foi escolhida para
a producéo de proteina de célula unica (Single Cell Protein, SCP) por ser capaz de
crescer eficientemente em meio contendo metanol, uma fonte de carbono
relativamente barata, obtida a partir do metano presente no gas natural. No entanto,
com a crise do petréleo em 1970 e com o0 aumento do cultivo da soja, a producéo de
SCP nesta levedura ndo se tornou economicamente viavel. Em 1980, a empresa
Phillips  Petroleum juntamente com pesquisadores da Salk Institute
Biotechnology/Industrial Associates Inc. (SIBIA) desenvolveram uma linhagem de P.
pastoris como um sistema de expressdao de proteinas recombinantes
(CEREGHINO;CREGG, 2000).

Ao longo dos ultimos 20 anos, a levedura metilotrofica P.pastoris tornou-se
um dos sistemas mais utilizados na producdo e secrecdo de proteinas
recombinantes e, portanto, utilizada para a producdo de proteinas de diversas
origens, como de humano, animal, plantas, fungos, bactérias e viral. Sdo geralmente
usadas para a producdo de proteinas que ndo podem ser isoladas em quantidades
suficientes a partir de suas fontes naturais. Atualmente, mais de 1.000 proteinas ja
foram clonadas e expressas em P. pastoris (DEMAIN;VAISHNAV,2009).

Este sistema tornou-se uma plataforma atraente para a producéo de proteinas
heterdlogas por combinar diversas caracteristicas com outras também apresentadas
pelos organismos procariéticos. Assim como em E. coli, sdo de facil manipulacdo
genética, apresentam crescimento rapido e em altas densidades celulares, podendo
alcancar até 130 g/L em meio relativamente simples (CEREGHINO;CREGG, 2000;
CREGG, et al., 2000)

Além destas vantagens, P. pastoris apresenta diversas outras vantagens,
destacando-se a capacidade de complexas modificacdes pos-traducionais, como:
processamento da sequéncia sinal, enovelamento e formacao de pontes dissulfeto,
secrecdo do produto recombinante para o meio extracelular, facilitando assim o
processo de purificacdo, auséncia de hiperglicosilagdo, produto recombinante livre
de endotoxinas e também de DNA virais e oncogénicos (DEMAIN;VAISHNAYV, 2009;
DAMASCENO et al., 2012).

Como todo sistema de expressédo, as leveduras apresentam como principal
desvantagem a presenca de um padrédo de glicosilagao diferente ao dos humanos. O

padrdo de glicosilacdo consiste em muitos residuos de manose que, em excesso,
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podem levar a uma degradacdo mais rapida da proteina produzida e,
consequentemente, em menor atividade (BERLEC;STRUKELJ, 2013).

O sucesso alcangado por P. pastoris na produgdo de proteinas recombinantes
deve-se a presenca de um forte promotor induzido por metanol, regulador da
expressdo do gene que codifica a primeira enzima da via de utilizacdo do metanol, a
alcool oxidase 1 (AOX1). A maioria dos promotores utilizados na producdo de
proteinas heterdlogas em P. pastoris é derivada de genes que codificam enzimas
envolvidas no metabolismo do metanol (alcool-oxidase AOX1, DHAS
dihidroxiacetona sintase, formaldeido desidrogenase FLD1) (STADLMAYR et al.,
2010).

Dois genes codificam para a alcool oxidase 1, AOX1 e AOX2, sendo AOX1
responsavel por 92% da atividade da célula. Ambos os genes séo reprimidos por
glicose, glicerol e etanol e fortemente induzidos na presenca de metanol, podendo
os niveis de AOX1 chegar a 30% do total de proteinas soltveis. Um dos maiores
niveis de expressao de proteinas heterélogas em P. pastoris foi alcancado com
pAOX1, sendo 22 ¢g/L de uma proteina intracelular e 15 g/L de uma proteina
extracelular (CREGG et al., 2000; VOGL ;GLIEDER, 2013).

A utilizacdo do pAOX para a producéo de proteinas € uma alternativa viavel,
pois neste caso as culturas podem ser primeiramente cultivadas a densidades
celulares elevadas e, em uma segunda fase, a producdo da proteina heteréloga
pode ser iniciada pela inducdo por metanol. No entanto, o cultivo em duas etapas
requer maior disponibilidade de tempo e esforcos de manipulacdo maiores. Além
disso, a indugdo com metanol, por ser considerado um composto téxico e inflamavel,
€ um inconveniente para a producao em larga escala (VOGL;GLIEDER, 2013).

Ainda com relacdo ao uso do metanol, o0 acimulo desse composto no meio de
cultura pode levar a uma diminuicdo da viabilidade celular e consequentemente
reducdo da producdo da proteina recombinante. Apesar do promotor pAOX1 ser um
promotor forte e apresentar diversas vantagens principalmente para a producéo de
proteinas heterdlogas que sao toxicas, promotores alternativos tem sido utilizados
na tentativa de otimizar a producdo dessas proteinas e contornar os obstaculos do
uso de pAOX. Para contornar este obstaculo, promotores constitutivos sao
atualmente uma excelente opgédo para a producdo de proteinas recombinantes em

P. pastoris.
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Em 1997, Waterham e colaboradores desenvolveram um vetor de expressao
baseado no promotor do gene que codifica para a enzima glicolitica gliceraldeido 3-
fosfato desidrogenase (pGAP), mostrando que este promotor € forte e constitutivo,
atingindo niveis de expressdo semelhantes aos alcancados por pAOX1. Devido ao
fato da expresséo ser constitutiva, ndo ha a necessidade de inducéo, o que leva a
reducdo do tempo de processo para a producao de proteina. Os niveis de expressao
alcancados dependem da fonte de carbono utilizada para o crescimento celular.
Quando as células sao crescidas em meio contendo glicose, 0s niveis de expresséo
obtidos pelo promotor séo significativamente maiores do que aqueles obtidos com o
promotor pAOX1l na presenca de metanol (WATERHAM et al., 1997,
VOGL;GLIEDER, 2013; FICKERS, 2014)

Apesar da forca dos promotores pAOX1 e pGAP, esta caracteristica nem
sempre € a condicdo mais favoravel para a producéo da proteina heteréloga. Caso o
dobramento correto da proteina ou 0 processamento na via secretora sejam fatores
limitantes para altas quantidades do produto ativo, promotores com um nivel de
expressdo mais fraco podem ser mais desejaveis. Ademais, com a finalidade da
expressao simultanea de genes diferentes, outros promotores séo utilizados, embora
menos explorados que os demais. Dentre estes promotores, incluem pFLD1
(formaldeido desidrogenase), pPEX8 (peroxin 8), PYPT1 (GTPase), pAOX2 (&lcool
oxidase 2), pICL1 (isocitrato liase, ICL) e PGK1 (3-fosfoglicerato quinase)
(WATERHAM et al., 1997; DE ALMEIDA et al., 2005; VOGL ;GLIEDER, 2013).

1.4 - Expresséo heterdloga de defensinas vegetais utilizando P. pastoris como

sistema de expressao

Devido ao modo especifico de atuagdo sobre as células microbianas e o seu
amplo espectro de atividade, as defensinas vegetais atualmente tém sido foco de
interesse para o desenvolvimento de novos compostos antimicrobianos. O uso
dessas moléculas em aplicagcbes farmacéuticas ou biolégicas requer uma
guantidade significativa da molécula purificada. A obtencdo dessas moléculas a

partir de suas fontes naturais € complexo devido o0s baixos niveis de expressao e a
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presenca de uma variedade de outros compostos da planta (PADOVAN et al.,
2010).

Diferentes métodos sdo descritos na literatura para a producédo de peptideos
antimicrobianos, tais como o isolamento direto do organismo que produz o peptideo
de interesse, sintese quimica e, como j& foi dito anteriormente, a expressao
recombinante através de sistemas heter6logos. O isolamento de peptideos a partir
de sua fonte natural € uma estratégica que nao é economicamente sustentavel para
as empresas farmacéuticas, sendo restrita a universidades e laboratérios de
bioprospecc¢do. Esta técnica é importante para a descoberta de novos peptideos,
mas para a producdo com fins terapéuticos e farmacolégicos requer um longo
tempo, e, muitas vezes, o peptideo purificado € ineficiente (DE SOUZA CANDIDO et
al., 2014).

Embora a sintese quimica seja uma alternativa para a producéo de peptideos,
moléculas com caracteristicas estruturais complexas como as defensinas ndo séo
produzidas com éxito por este sistema. A agregacédo, producao de isoformas durante
0 processo de dobramento da molécula e o elevado custo de producédo tornam este
meétodo desfavoravel (OKUMURA et al., 2014; VRIENS et al., 2014).

Diante disso, fica evidente a busca por outros sistemas de expressao para a
producdo de proteinas como as defensinas vegetais. O alto teor de cisteinas requer
um complexo dobramento da proteina, incluindo a formacdo de multiplas pontes
dissulfeto. Neste caso, a escolha por um sistema eucariético de expressdo é o
preferido, e, nesse contexto, P. pastoris tem sido amplamente utilizada para a
producéo eficiente dessas moléculas.

Existem varios relatos da literatura que corroboram com a eficiéncia do
sistema de expressdo em P. pastoris para a producdo de defensinas vegetais. A
defensina AX2 é produzida em quantidades muito baixas nas folhas de beterraba e
para estudar em maiores detalhes sua estrutura e funcao biolégica, a levedura P.
pastoris foi utilizada para a producdo em grande escala. Ensaios de atividade
biolégica mostraram que a proteina recombinante produzida foi ativa contra
Cercospora beticola, com ICsp de 2,5 ug/ml (KRISTENSEN et al., 1999).

ALMEIDA e colaboradores (2001) demonstraram, por meio de ressonancia
magneética nuclear, dicroismo circular e fluorescéncia, que a proteina recombinante

rPsD1 produzida em P. pastoris apresentou a mesma conformacdo e 0 mesmo
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padrdo na formacdo das pontes dissulfeto que a proteina na sua forma nativa.
Quando comparada com a proteina nativa, a proteina recombinante foi
eficientemente expressa na sua forma ativa, sendo significativamente efetiva contra
os fungos Neurospora crassa e Aspergillus versicolor.

Mais recentemente, uma defensina de mostarda (Brassica juncea),nomeada
AFP1, foi expressa em P. pastoris, sendo capaz de interagir com moléculas de
glicosilceramida (GlcCer) da parede celular de Candida albicans e inibir o
crescimento fangico (OGURO et al., 2014), assim como foi relatado para a defensina
Rs-AFP2 (THEVISSEN et al., 2004; THEVISSEN et al., 2012). A defensina AFP1
compartilha 94% de identidade na sequéncia de aminoacidos com a defensina de
rabanete Rs-AFP2 e, por esta razdo, era provavel que AFP1 interagisse com
glicosilceramidas presentes na parede celular do fungo Candida albicans.

Além dessas proteinas, diversas outras defensinas ja foram relatadas sendo
eficientemente expressas em P. pastoris e ativas contra um amplo espectro de
patdogenos, conforme demonstrado na tabela 2. Diante da demonstracdo da
atividade antimicrobiana das defensinas recombinantes produzidas em P. pastoris,
fica evidente a eficicia desse sistema de expresséo para a producdo de defensinas
vegetais com potencial uso no controle de doencas de plantas e patégenos

humanos.
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Tabela 2: Defensinas vegetais expressas em Pichia pastoris.

Nome da defensina Origem Alvo ICso Referéncia
AX2 Beta vulgaris (beterraba) Cercospora beticola 2,5 ug/mL  KRISTENSEN, et al .,1999
PsD1 Pisum sativum (ervilha) Neurospora crassa 10 pg/mL ALMEIDA etal .,2001
Fusarium solani 25 pg/mL
Aspergillus niger >100 uM
Aspergillus versicolor >100 uM
PpDfnl Prunus persica (péssego) Penicillium expansum - WISNIEWSKI et al ., 2003

Botrytis cinerea

VD1 Vigna radiata Fusarium oxysporum 1uM CHEN etal., 2004
line VC6089A (feijdo mungo)  Fusarium oxysporum CCRC 35270 3,4 uM
SPE10 Pachyrrhizus erosus Colletotrichum gloeosporides >20 uM  SONG et al.,2005

Fusarium oxysporum f.sp. lycopersic
Fusarium oxysporum f.sp. vasinfectum

Fusarium oxysporum 1uM PORTIELES etal., 2010
NmDef02 Nicotiana megalosiphon
(tabaco)
ZmDEF1 Zea mays (milho) Phytophthora parasitica var. nicotianae - WANG etal .,2011

1.5 - O potencial uso de defensinas vegetais como moléculas bioativas para

controle de doencas de plantas e patégenos humanos

Como mencionado anteriormente, as defensinas sdo componentes inatos do
sistema de defesa de plantas, e devido as suas propriedades fisico-quimicas e seu
amplo espectro de atividade, esses peptideos tém sido alvo de interesse e de
grande aplicabilidade tanto na area biomédica como na agricultura.

A utilizacdo dessas moléculas para fins terapéuticos e farmacolégicos vém
aumentando consideravelmente nos Uultimos anos, tendo em vista os estudos
relatados de defensinas ativas contra fungos patogénicos humanos, incluindo
Candida spp. e Aspergillus spp e bactérias gram positivas e gram negativas,
também patogénicas ao homem, tais como Staphylococcus aureus, S. epidermidis,
Listeria monocytogenes, Salmonella enterica serovar Paratyphi, Escherichia coli e
Helicobacter pylori. Ao longo desses anos, algumas patentes relacionadas com a
aplicacdo médica das defensinas foram requeridas (YANG;LYU, 2008; RIGANO et
al., 2012; GUZMAN-RODRIGUEZ et al., 2013).
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As infeccdes fungicas e bacterianas causadas pelos microorganismos C.
albicans, K. pneumoniae e S. aureus estdo entre 0s principais problemas
relacionados as infec¢cdes hospitalares. A infeccdo relacionada a Assisténcia a
Saude (IrAS), ou mais comumente conhecida como infec¢cdo hospitalar €, segundo a
OMS (Organizacdo Mundial de Saude), toda infeccdo adquirida em unidades
hospitalares ou em qualquer outra instituicdo de assisténcia a salude (ambulatérios,
enfermarias e consultorios). Estas infeccoes podem ser diagnosticadas apos 48
horas de hospitalizacdo ou estadia em algum desses ambientes, ou, ainda, se
manifestarem apos a alta do paciente (CORREA, 2008).

Nos ultimos anos, devido ao aumento da resisténcia dos patdégenos aos
agentes de tratamento, diversas medidas tém sido adotadas com o objetivo de
diminuir e controlar essas infec¢bes. E extensa a lista de bactérias e fungos que
desenvolveram resisténcia a antibiéticos e antifiingicos nos ultimos anos. Estima-se
que 70% das bactérias sdo resistentes a pelo menos um antibiético prescrito
(SPELLBERG et al., 2004). Desde 1960, o surgimento da resisténcia aos farmacos é
observado, incluindo os patégenos S. aureus e C. albicans, alvos de estudo desta
tese (MADIGAN et al., 2010).

O aumento da resisténcia dos microorganismos aos métodos de tratamento
convencionais tem levado a busca por novos agentes terapéuticos que sejam mais
seguros e eficazes no controle das infeccbes hospitalares. Os peptideos
antimicrobianos (AMPSs), incluindo as defensinas vegetais, constituem uma
alternativa vidvel e promissora na busca por esses novos compostos (SPELLBERG
et al., 2004) por terem demonstrado alto potencial antifingico e antibacteriano contra
diversos patdgenos humanos.

Algumas defensinas de plantas ja foram reportadas na literatura sendo ativas
contra C. albicans. Thevissen e colaboradores revelaram que as defensinas RSAFP2
e DmAMP1, quando testadas nas concentracbes 2,5 yM e 5 yM, respectivamente,
interagiam com componentes especificos da membrana fungica de C albicans
inibindo o seu crescimento (THEVISSEN et al., 2003). Posteriormente, GAMES et al.
(2008) isolaram e caracterizaram uma defensina (PvD1l) de sementes do feijao
comum (P. vulgaris L.), ativa contra diversas espécies do género Candida, incluindo
C.albicans. Aléem disso, mostraram que a mesma defensina foi capaz de inibir o

crescimento micelial de fungos fitopatogénicos.
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Ensaios de inibicdo do crescimento e de viabilidade celular de C. albicans
realizados com a defensina floral de tabaco (NaD1), mostraram que o crescimento
do fungo foi inibido em baixas concentracdes da proteina (ICso >10 uM) e apenas
50% das células se mantiveram viaveis na presenca de 15 pM de NaD1.
Adicionalmente, foi proposto nesse estudo o mecanismo de interagédo entre NaD1 e
a superficie da célula fangica, revelando que apds interacdo da defensina com a
superficie da membrana, ocorre a sua entrada no citoplasma, hiperproducéo de
espécies reativas de oxigénio e morte induzida por dano oxidativo (HAYES et al.,
2013). O mesmo mecanismo de ac¢ao foi identificado por Oguro e colaboradores
para a defensina AFP1. AFP1 quando testada na concentragao de 3,5 pg/ml induziu
a permeabilizacdo da membrana plasmatica e a producdo de espécies reativas de
oxigénio (ROS), inibindo em 50% o crescimento do fungo (OGURO et al., 2014).

Embora a atividade antimicrobiana de defensinas de plantas serem relatadas,
em sua maioria, sendo ativas contra fungos, alguns estudos reportaram a atividade
contra bactérias, especialmente as espécies gram-positivas. Em 2006, Franco e
colaboradores isolaram a partir de sementes de feijdo caupi (V. unguiculata), a Cp-
tionina ll.Ensaios de inibicdo do crescimento revelaram que a defensina apresentou
significativa atividade bactericida contra a bactéria patogénica S. aureus. A
concentracéo inibitéria minima (MIC) que apresentou atividade bactericida foi de 128
pMg/ml. Além de S.aureus, bactérias gram-negativas como E.coli e Pseudomonas
syringae tiveram seu crescimento inibido na presenca da defensina, entretanto, a
concentracdo minima inibitéria (MIC) necesséria foi menor quando comparada a S.
aureus (FRANCO et al., 2006).

Mais recentemente, uma defensina de abacate (Persea americana var.
drymifolia), expressa em células endoteliais bovinas imortalizadas com o oncogene
viral do papilomavirus humano tipo 16 mostrou atividade antibacteriana contra duas
bactérias patogénicas ao homem. Ensaios de proliferacdo celular MTT (brometo de
3-[4,5-dimetil-tiazol-2-il]-2,5-difeniltetrazélio) utilizando a defensina PaDef mostraram
gue a viabilidade celular de S. aureus foi reduzida em 52-65% utilizando 100 ug/ml
de proteina total (GUZMAN-RODRIGUEZ et al., 2013).

Apesar do potencial uso de defensinas vegetais como substancias
terapéuticas no controle de doencas infecciosas, atualmente a principal aplicacao

das proteinas da familia das defensinas vegetais esta concentrada na agricultura no
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controle de doencas de plantas. Estudos com plantas transgénicas expressando
defensinas vegetais demonstram claramente o potencial que essas moléculas
apresentam em fornecer resisténcia contra microorganismos fitopatogénicos e,
ainda, reduzir a dependéncia de pesticidas quimicos nos campos de producéo,
sendo assim de grande interesse para o agronegocio. Muitos trabalhos envolvendo a
expressdo heterdloga de peptideos antimicrobianos em plantas, especialmente
defensinas, com o objetivo de aumentar a resisténcia a fitopatdgenos ja foram
relatados para muitas culturas de importancia econémica (DE SOUZA CANDIDO et
al., 2014). Nesse contexto, as defensinas de plantas com atividade antifingica foram
as primeiras a serem escolhidas para o desenvolvimento de culturas transgénicas
resistentes aos fitopatdgenos.

A defensina de rabanete, Rs-AFP2, foi o primeiro peptideo expresso em outra
planta. Niveis elevados do peptideo foram observados nas plantas de tabaco
transformadas, conferindo resisténcia contra o fungo Alternaria longipes (TERRAS et
al., 1995). A mesma defensina foi utilizada quatro anos mais tarde para estudos de
resisténcia em macieiras transgénicas. Plantas transformadas via Agrobacterium
(Agrobacterium tumefaciens) foram selecionadas, a defensina expressa foi isolada e
ensaios in vitro foram realizados, mostrando que o peptideo recombinante foi capaz
de inibir a germinacéo dos esporos de Fusarium culmorum (DE BONDT et al., 1999).
Linhagens de tomate também foram transformadas com a defensina Rs-AFP2.
Nesse estudo, peptideos expressos em folhas de tomateiro foram extraidos e
testados contra os fungos Alternaria solani, Fusarium oxysporum, Phytophthora
infestans e Rhizoctonia solani. Os ensaios demonstraram que 0 extrato bruto
contendo a defensina de rabanete inibiu o crescimento de todos os fungos testados
(PARASHINA et al., 2000).

Plantas transgénicas de arroz (Oryza sativa L. cv. Pusa basmati)
superexpressando a defensina Rs-AFP2 foram geradas via transformacao via
agrobacterium. A expressdo constitutiva suprimiu o crescimento dos fungos
Magnaporthe oryzae e Rhizoctonia solani em 77 e 45%, respectivamente. Esses
dois fungos fitopatogénicos sdo causadores da brusone e da queima das bainhas,
sendo responsaveis por grandes perdas econdmicas na producdo de arroz. A

atividade inibitéria in vitro conferida pelas plantas expressando Rs-AFP2 indicam
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gue a defensina produzida pela planta transgénica foi biologicamente ativa e capaz
de controlar essas doencas em arroz (JHA;CHATTOO, 2010).

O trabalho mais recente sobre Rs-AFP2 foi publicado em 2011, quando Li e
colaboradores demonstraram que plantas de trigo da linhagem Yangmai 12
geneticamente modificadas expressando Rs-AFP2 eram mais resistentes ao ataque
dos fungos Fusarium graminearum e Rhizoctonia cerealis quando comparada a
linhagem Yangmai 12 n&o transformada (LI, et al., 2011). Além desses, outros
trabalhos utilizando defensinas antifingicas como agente de resisténcia foram

relatados na literatura conforme demonstrados na tabela 3.

Tabela 3: Defensinas antifungicas utilizadas para transformacédo genética de plantas

Defensina Origem Planta Microorganismo alvo Referéncias
transformada
Rs-AFP2 Rabanete Tabaco A.longipes TERRAS etal ., 1995
Maca F. culmorum DE BONDT etal ., 1999
Tomate A. solani PARASHINA etal ., 2000
F. oxysporum
P. infestans
R. solani
Arroz M. oryzae JHA etal ., 2010
R. solani
Trigo F. graminearum Lletal ., 2011
R. cerealis
alfAFP Alfalfa Batata V. dalhiae GAO etal.,, 2000
DmAMP1 Délia Arroz M. oryzae ZHU et al., 2007
R. solani
ZmDEF1 Milho Tabaco P. parasitica WANG etal ., 2011
BjD Mustarda Tabaco F. moniliforme SWATHI ANURADHA etal ., 2008
P. parasitica
Amendoim C. arachidicola
P. personata
BSD1 Repolho chinés  Tabaco P. parasitica PARK etal ., 2002
WT1 Wasabi Arroz M. grisea KANZAKI et al ., 2002
Melédo A. solani NTUletal ., 2010
F. oxysporum
cdefl Pimenta Tomate P. infestans ZAINAL etal ., 2009
Fusarium sp.
C gloeosporioides
Curvularia sp.
PhDefl e PhDef2 Petlnia Banana F. oxysporum f. sp. cubense  GHAG etal ., 2012
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Embora haja muitos estudos relatando o potencial uso de defensinas vegetais
na producdo de plantas transgénicas ou até mesmo na producdo de fungicidas
comerciais, ndo ha disponivel no mercado nenhuma planta transgénica resistente ou
tolerante a fungos fitopatogénicos, nem mesmo contendo defensinas de planta como
fator de resisténcia. De fato, hd& um maior interesse na producdo e liberacdo de
variedades que sejam resistentes a seca e insetos-praga, uma vez que 0s danos
causados pelo ataque de fungos fitopatogénicos sdo considerados, até agora,
menos prejudiciais do que as perdas ocasionadas por estresse hidrico e insetos
pragas. Atualmente, ha um grande numero de empresas privadas e instituicbes
publicas em todo o mundo empenhadas na transformacao e producdo de diferentes
espécies com importancia socioeconémica que venham a controlar essas
adversidades e, consequentemente, gerar melhoria nas colheitas e aumento na
producdo no campo (LACERDA, et al., 2014).

Ha um longo processo necessério para a analise da eficiéncia, riscos
ambientais e de biosseguranca para que uma planta transformada seja liberada ao
mercado para comercializacdo. Diante dos resultados ja alcancados, € possivel, que
em um futuro proximo, agro-produtos comerciais baseados em defensinas
antifingicas sejam considerados essenciais para o controle de fitopatbgenos e
também para o aumento da producao agricola.

1.6 - Projeto Genoma Café: Selecdo de genes de defensina para controle

biotecnolégico

O café (Coffea sp.) € uma das culturas tropicais mais importantes do mundo,
sendo fundamental para a economia e politica de muitos paises em
desenvolvimento. O Brasil, em 2014, manteve sua posi¢ao de destaque no mercado
mundial, permanecendo como o maior produtor e exportador mundial de café e de
segundo maior consumidor do produto. Aproximadamente 45,34 milhdes de sacas
de 60 kg de café beneficiado foram produzidos no ano de 2014 pelos 15 estados
produtores do Brasil, com destaque para o estado de Minas Gerais, responsavel por
49,93% da producdo nacional, seguido do Espirito Santo, S&o Paulo, Bahia,

Rondbénia e Parana (BRASIL, 2015).
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A importancia econémica do café levou o Brasil ao lancamento do Projeto
Genoma Café. O Projeto foi criado em 2002, por meio de um acordo de cooperacao
entre o Consorcio Brasileiro de Pesquisa e Desenvolvimento do Café (CBP&D-Café),
Embrapa Café, a Fundacdo de Amparo a Pesquisa do Estado de Sao Paulo
(FAPESP) e o Férum Permanente das Rela¢gBes Universidade-Empresa (UNIEMP).
O projeto gerou o maior banco de dados do mundo sobre o genoma café, compondo
mais de 200.000 “reads”, contendo 25.000 genes e representando em torno de 2/3
de todos os genes (VIEIRA, et al., 2006). Atualmente, esse banco possui mais de 30
mil genes identificados e esta a disposicdo das 45 instituicbes participantes e
parceiras do Consércio Pesquisa Café, coordenado pela Embrapa Café.

O principal objetivo do Projeto Genoma Café Brasileiro foi disponibilizar
recursos da gendmica moderna a comunidade cientifica e aos diferentes segmentos
da cadeia produtiva do café. Para a construcdo do banco de dados de ESTs foram
sequenciados 214.964 clones escolhidos aleatoriamente de 37 bibliotecas de cDNA
de Coffea arabica, C. canefora e C. racemosa, de estagios especificos do
desenvolvimento de células e de tecidos do cafeeiro, resultando em 130.792, 12.381
e 10.566 sequéncias de cada espécie, respectivamente. Apds analise e montagem
das sequéncias, os resultados de anotacao foram armazenados em uma base de
dados on line pertencente ao Laboratorio de Genémica e Expressao—LGE, situado
no Instituto de Biologia da UNICAMP e a disposi¢cado de pesquisadores brasileiros e
do exterior envolvidos em projetos relacionados ao melhoramento da cultura do café.
O endereco para acesso as sequéncias esta disponivel em
http://www.lge.ibi.unicamp.br/cafe.

O sequenciamento do genoma funcional do café forneceu a base de dados
para o sequenciamento genémico do cafeeiro, finalizado em 2010 e posteriormente
publicado em 2014 (DENOEUD, et al., 2014). O sequenciamento completo do café
(Coffea canephora) foi decorrente de um consorcio internacional composto por 11
paises, incluindo o Brasil, o qual contou com a participacdo de um pesquisador da
Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia, envolvido anteriormente no
sequenciamento realizado em 2004 do genoma funcional do café.

No presente trabalho, a biblioteca de cDNA do projeto genoma café
(EMBRAPA/UNICAMP),obtido em 2004, foi utilizada como fonte de busca pelos

genes de defensinas de café, defensinas essas até entdo néo relatadas na literatura.
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Como ja dito anteriormente, as defensinas vegetais representam uma classe
de peptideos antimicrobianos com crescente interesse cientifico, terapéutico e
biotecnoldgico e, portanto, tem sido considerada uma potencial ferramenta para o
controle de pragas e patdgenos na agricultura e no desenvolvimento de
medicamentos na industria farmacéutica.

Tendo isso em vista, esta tese mostra os resultados obtidos da avaliacédo da
atividade antimicrobiana de duas defensinas vegetais contra diferentes espécies de
fungos fitopatogénicos e bactérias patogénicas ao homem, a defensina Drr230a,
cujo gene foi isolado de ervilha (Pisum sativum) e a defensina CD1, cujo gene foi
identificado no transcriptoma de café (Coffea arabica). Ambas as defensinas foram

subclonadas em vetor de expresséo de levedura e expressas em Pichia pastoris.
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2 - JUSTIFICATIVA

O uso de peptideos antimicrobianos em programas biotecnolégicos tem sido
objeto de grande interesse, tendo em vista a sua vasta aplicabilidade na industria
farmacéutica e na agricultura. O crescente aumento da incidéncia de doencas
infecciosas com resisténcia aos antibiéticos, bem como a diminuicdo do nimero de
aprovacgfes de novos antibidticos no mercado tem levado as empresas pela busca
por compostos antimicrobianos que possam ser utilizadas no desenvolvimento de
novos medicamentos. NoO cenario agricola, a ocorréncia de pragas e doencas € um
dos principais fatores responsaveis pela reducdo da produtividade no campo. A
busca por moléculas bioativas que confiram resisténcia a esses insetos-pragas e
fitopatdgenos visando o desenvolvimento de plantas transgénicas tem sido alvo de
grande interesse entre produtores e empresas de pesquisa agropecuaria.

Nesse contexto, avaliar a atividade antimicrobiana de moléculas como as
defensinas vegetais € de fundamental importancia, uma vez que comprovado o seu
potencial antimicrobiano, constituem uma alternativa promissora para o
desenvolvimento de novos produtos que possam ser utilizados no combate as
doencas infecciosas. Além disso, sdo potenciais alvos para a producdo de
variedades transgénicas que confiram resisténcia contra pragas e patégenos de

importancia econdmica para o Brasil.
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3 - OBJETIVOS

3.1 - Objetivo Geral

Avaliar a atividade antimicrobiana de duas defensinas vegetais expressas na

levedura metilotrofica Pichia pastoris,visando o controle de fungos fitopatogénicos de

importancia agronémica, bem como de patégenos relevantes para a saude humana.

3.2 - Objetivos Especificos

1-

Expressar a defensina Drr230a de ervilha (Pisum sativum) na levedura P.

pastoris e purificar a proteina recombinante por cromatografia de afinidade;

Avaliar a atividade antifungica da defensina recombinante (rDrr230a) de
ervilha contra o fungo fitopatogénico Phakopsora pachyrhizi causador da

ferrugem asiética da soja;

Subclonar e expressar uma nova defensina (CD1) de café (Coffea arabica)

na levedura Pichia pastoris e purificar a proteina recombinante

Determinar a massa molecular e sequencia parcial de aminoacidos da CD1
por espectrometria de massa;

Avaliar a atividade antifangica da defensina CD1 contra os fungos
fitopatogénicos Fusarium solani (Mart.) Sacc. f. sp. glycines (Fusarium

tucumaniae), Fusarium oxysporum e Phakopsora pachyrhizi;

Avaliar a atividade antifingica da defensina CD1 contra o fungo patogénico ao
homem Candida albicans;

Avaliar a atividade antibacteriana da defensina CD1 contra as bactérias

patogénicas ao homem Klebsiella pneumoniae e Staphylococcus aureus.
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4 - MATERIAL E METODOS

4.1 - Expressao da defensina (Drr230a) de ervilha (Pisum sativum) na levedura
Pichia pastoris e purificacdo da proteina recombinante por cromatografia de

afinidade

Para a expressdo do gene de defensina de ervilha drr230a, originalmente
isolado de ervilha (Pisum sativum) e subclonado no vetor induzivel pPICZaA
(LACERDA,2009;2015), um clone positivo contendo o gene de interesse, foi
inoculado em 2 ml de meio YPD (1% de extrato de levedura, 2% de glicose; 2%
peptona) e incubado a 28 + 1°C, 200 rpm, por 16 horas. Posteriormente, os 2 ml,
referente ao pré indculo, foram adicionados a 200 ml de meio BMG (1,34 % de YNB,
1% de glicerol, 4 x 10 % biotina, 100 mM de fosfato de potassio, pH 6,0). O inéculo
foi incubado a 28 + 1°C, com agitacdo de 200 rpm, até atingir ODgoonm 20, cerca de
24 horas. Apos atingir a ODgoonm 20, 0 indculo foi centrifugado a 1500 x g durante 5
minutos, e as células ressuspensas em 200 ml de meio BMM (1,34 % de YNB, 4x
10 % biotina, 100 mM de fosfato de potassio, pH 6,0 e 1% de metanol). Em
seguida, a cultura foi incubada a 28 £1°C, com agitacao de 220 rpm para expressao
da proteina recombinante. A cada 12 horas, a cultura foi suplementada com metanol
1%, visando a inducédo da expressédo, uma vez que o vetor de expressado utilizado
era induzivel. A cada 24 horas, aliquotas foram retiradas para analise da expressao
da proteina. Apés 48 horas de expressao, visando a renovacdo dos nutrientes no
meio de cultura, o meio foi centrifugado a 1500 x g e as células ressuspensas
novamente em meio BMM e mantidas por mais 48 horas a 28 +1°C, com agitacéo de
220 rpm , até completar 96 horas de expressédo.Apos o término, o meio de cultura foi
centrifugado a 3000 x g, o pellet descartado e 0 sobrenadante, contendo a proteina,
foi filtrado em membrana 0,22 um (Millex-GV, Millipore) para posterior analise da
expressao e purificacao.

Para analise da proteina recombinante expressa, a proteina foi precipitada em
Acetona/TCA 10% e separadas por eletroforese em gel desnaturante de duas fases,
em presenca de Tricina (SDS-Tricina-PAGE), conforme descrito por SCHAGGER e
VON JAGOW (1987). As amostras (aproximadamente 20 pg de proteina) foram
dissolvidas em tamp&o de amostra (50 mM de Tris-HCI pH 6,8, SDS 8,2 % (p/v),

sacarose 2% (p/v), azul de bromofenol 0,001% (p/v)) , fervidas e submetidas a
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eletroforese durante aproximadamente 4 horas, a 70 V, em camara fria. A
eletroforese foi realizada usando-se o sistema Mini Protean Il Electroforesis Cell
(Bio-Rad). ApoOs separacdo das proteinas no gel, estas foram transferidas para
membrana de nitrocelulose 0,22 um (Hybond C, Amersham), de acordo com o
manual de transferéncia do equipamento Trans-blot® SD Semi Dry (Bio Rad).
Posteriormente, a membrana foi bloqueada com solucéo de gelatina 3% em TBS na
concentracéo final de 1x durante 2 horas, sob agitacdo, a temperatura ambiente. Em
seguida, a membrana foi incubada com o anticorpo monoclonal Anti-6xHis produzido
em camundongo (diluido 1:2000 em TBS/gelatina 1%) conjugado a fosfatase
alcalina® (Invitrogen) durante 4 horas. Apés a incubacdo, a membrana foi lavada
com tampao TBS - Tween 0,05%. Para a deteccdo das proteinas, a membrana foi
incubada na solucdo de revelagéo, conforme descrito pelo fabricante do substrato
para fosfatase alcalina (AP Conjugate Substrate Kit - Bio Rad).

Para purificacdo e deteccdo da proteina recombinante, o sobrenadante
contendo as proteinas foi centrifugado a 3000 x g, o pellet descartado e o
sobrenadante filtrado em membrana millipore 0,22 um. Em seguida, a amostra foi
diluida na proporcédo 1:1 em tampao fosfato de sédio 40 mM pH 7,4 e NaCl 500 mM
e submetida a cromatografia de afinidade com niquel, usando-se a coluna HisTrap
FF crude 1.6 x 2.5 cm (5 ml), da GE Healthcare. A coluna foi equilibrada com 7
volumes (35 ml) da solugédo de equilibrio (tampéo fosfato de sédio 40 mM pH 7,4,
NaCl 500 mM). A amostra foi aplicada na coluna em um fluxo de 4 ml/min e a fracéo
nao retida foi removida com 7 volumes (35 ml) da solucdo de lavagem (tampéo
fosfato de so6dio 40 mM pH 7,4; NaCl 500 mM; Imidazol 20 mM). A fracéo retida na
coluna foi eluida com 7 volumes (35 ml) da solucdo de eluicdo contendo tampéao
fosfato de sédio 40 mM, pH 7,4;NaCl 500 mM; Imidazol 500 mM). Aliguotas de cada
fracdo foram coletadas para posterior analise em gel de poliacrilamida. O material
eluido contendo a rDrr230a foi entdo dialisado contra H,O, liofilizado e quantificado
por densitometria em gel, utilizando-se Soro Albumina Bovina (BSA) como padréo.
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4.2 - Subclonagem de cd1 no vetor pGAPZa-B para expressdo constitutiva em

Pichia pastoris

O gene da defensina cdl foi obtido diretamente de uma biblioteca de cDNA
do Projeto Genoma Café — Unicamp/Embrapa (http://www.lge.ibi.unicamp.br/cafe/).
Diversas reads contidas no banco continham sequéncias com alto grau de
similaridade com defensinas de plantas. A read CAOO-XX-RT5-011-B03-JM.F,
anotada como Coffea Defensin 1 (CD1), foi selecionada para a subclonagem no
vetor de expressao em levedura.

Para subclonagem da regido codificadora do peptideo maduro, codificado
pelo gene cdl no vetor pGAPZa-B ,oligonucleotideos especificos foram desenhados
a fim de inserirem em cdl sitios de restricdo para EcoRI e Sall na extremidade 5’ e
3, respectivamente. Duas construgbes génicas foram estabelecidas: uma delas
contendo uma sequéncia codificante para seis histidinas (6xHis) na regidao C-
terminal do peptideo, denominada CD1tC; e uma outra, cuja proteina resultante
possuiria uma sequéncia codificante para seis histidinas (6xHis) na regido N-
terminal, sendo entdo denominada CDI1tN. A insercdo da sequéncia de seis
histidinas (6xHis) teve por finalidade a purificagcdo por cromatografia de afinidade
com metal imobilizado (IMAC), bem como a imunodeteccdo da proteina
recombinante com anticorpos Anti-His. As sequéncias dos respectivos iniciadores

sdo mostradas na tabela 4.

Tabela 4: Oligonucleotideos desenhados para a subclonagem da regido codificadora do peptideo
maduro codificado pelo gene cdl no vetor pGAPZa-B.

Primers Sequéncia 5' - 3' Sitio de restri¢ao
CD1tCfwd TAAGAATTCATAAATCTTGCCAGAAGCCTAGCA EcoRI
CD1tCrev TTAGTCGACACATTTGTAGCGACAGTAGCAAG Sall
CD1tNfwd TAAGAATTCATCATCATCATCATCATAAATCTTGCCAGAAGCCTAGCA EcoRI
CD1tNrev TTAGTCGACTCAACATTTGTAGCGACAGTAGCAAG Sall

46


http://www.lge.ibi.unicamp.br/cafe/

Regido de terminagdo de transcricdo CYC1

A fim de se manter o sitio de EcoRI na pauta de leitura correta, foi necessario
adicionar uma histidina na regiao “upstream” a cdltc, cujo primeiro aminoacido seria
uma lisina. A escolha da histidina se deu a fim de se manter, da forma mais coerente
possivel, as caracteristicas fisico-quimicas do primeiro aminoacido. A construcao
resultante € mostrada na Figura 5.

promotor pGAP

L/ pGAPZaB/CD1

3679 bp

‘«\ \ Sequéncia sinal do fator Alfa
\.‘\ \\‘
ORF $h ble / \\ EcoRI
N\
N Y CD1
MR
Promotor EM7 © ~ \ Sal
ol \ Cauda Poli-histidina (6His)"
Promotor TEF1 / y &y
: / ’ Cédon de parada
/" /Epitopo c-myc

. /Cauda Poli-histidina (6xHis)
/Regiao terminadora de transcrigdo AOX1

Figura 5: Mapa da construgdo do vetor pPGAPZaB/CD1para expresséo heteréloga em Pichia pastoris

Para insercao dos sitios de restricdo EcoRI e Sall nas extremidades 5’ e 3’ do
gene foi realizada uma reacao de PCR utilizando como DNA molde o vetor pPSPORT
1 contendo o gene cdl. Na reacao de amplificacdo foram utilizados 10 uM de cada
iniciador (Tabela 4), 50 mM de MgSQO,4, 10 mM de cada dNTP, tampé&o da polimerase
(600 mM de Tris-SO4 pH 8.9, 180 mM de Sulfato de Aménio) e 0,4 U/ul de Tag DNA
polimerase de alta fidelidade (Taq Platinum® - Invitrogen, Co.). As condicbes para
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amplificagéo foram as seguintes: 98°C durante 30 segundos; seguido de 20 ciclos de
10 segundos, a 98°C; 58°C durante 10 segundos; 72°C durante 35 segundos; com
extensao final a 72°C, durante 5 minutos. Ao final da reacéo, o produto de PCR foi
analisado por eletroforese em gel de agarose 1,5%. Os fragmentos de DNA
apresentaram o tamanho esperado de 180bp para cdltc e 195 bp para cdltn.
Posteriormente, os fragmentos de DNA foram excisados do gel e purificados
utilizando o kit “Geneclean” Il (Biolabs), conforme manual descrito pelo fabricante
para ligacdo ao plasmideo pGEM T-easy (Promega). A reacdo de ligacdo foi
incubada durante 16 horas em banho de gelo, a uma temperatura de
aproximadamente 15 +1°C e, posteriormente, dialisada contra agua para ser usada
na transformacdo de células competentes de E. coli linhagem XL- | Blue, via

eletroporacéo.

Na transformacédo foram utilizados 40 uL de células competentes, juntamente
com 2 ulL do sistema de ligacdo. Uma cubeta de eletroporacéo estéril de 0,1 cm foi
usada em um eletroporador Bio-Rad Gene Pulser ™ com os seguintes parametros:
1,8 kV de voltagem, 200 Q de resisténcia e 25 uFD de capacitancia. Em seguida, as
células foram ressuspensas em 1,0 ml de meio de cultura LB - Luria Bertani
(Triptona 1%, Extrato de Levedura 0,5%, Cloreto de Sdédio 0,5%, pH 7,5) e
incubadas durante 1 hora, a 37 +1°C. Apés esse periodo, as células foram
transferidas para placas com meio LB-4gar contendo ampicilina 100 pg/ml e
incubadas em estufa a 37 *1°C, durante aproximadamente 16 horas. Os
transformantes resistentes ao antibiotico foram selecionados e crescidos em meio
LB liquido com ampicilina 100 ug/ml, durante 16 horas, a 37 +1°C. O DNA plasmidial
foi extraido utilizando-se o método da lise alcalina, conforme sugerido por
(SAMBROOK;RUSSELL, 2001).

A presenga do gene foi confirmada pela digestdo do DNA plasmidial com as
enzimas EcoRI e Sall. O DNA digerido foi analisado em gel de agarose 1,5% e 0s
fragmentos de aproximadamente 200 pb (cd1) e 2,9 kb (pGAPZaB) foram excisados
da matriz de agarose e purificados utilizando-se o kit “Geneclean” Il (Biolabs). Para
analise da integridade do gene, o DNA obtido foi encaminhado para sequenciamento
e as sequéncias nucleotidicas obtidas foram utilizadas para gerar as sequéncias

peptidicas mostradas na Figura 6.
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CD1tC; PilMw : 9.02 | 7344,20 (tedrico)
GIHKSCQKPSKSWSGKCADKGCHNYCKSRDHADSG SCMWTGQGHARHYACY CRY KCYDHHHHHH

CD1tN; PilMw : 9.16 | 6992.84 (tedrico)
GIHHHHHHKSCQKPSKSWSGKCADKGCHNVCKSRDHADSGSCMWT GQGHAQRHYACY CRYKCY

Figura 6: Sequéncia de aminoacidos obtidas para CD1tC e CD1tN. As sequéncias peptidicas foram
obtidas a partir da traducdo direta das seqiiéncias nucleotidicas utilizando a ferramenta de
bioinformatica “BLASTxX”, disponivel no enderego eletrénico http://blast.ncbi.nim.nih.gov. As
sequéncias sombreadas representam a sequéncia codificante para seis histidinas (6xHis) e
aminoacidos inseridos no processo de clonagem . Em vermelho estéo representadas os residuos de
cisteina.

Para a transformacao de células competentes de P. pastoris, linhagem X33,
com a constru¢do cd1l/pGAPZaB (Figura 5), foram utilizados aproximadamente 10
ug de DNA, previamente digeridos com a enzima Bglll. Uma cubeta de
eletroporacao estéril de 0,2 cm foi usada em um eletroporador Bio-Rad Gene
Pulser™ com os seguintes parametros: 1,5 kV de voltagem, 400 Q de resisténcia e
25 uFD de capacitancia. Apés a transformacédo por eletroporacao, as células foram
solubilizadas em 1 ml de sorbitol 1M, incubadas a 28+1°C durante 1 hora e, em
seguida, semeadas em meio YPD (1% extrato de levedura, 2% peptona, 2%
dextrose) contendo 100 pg/ml de Zeocina (Invitrogen, Co.). Os clones que
apresentaram resisténcia ao antibiético foram analisados por PCR de colbnia,
conforme sugerido por LINDER, et al. (1996), usando-se os iniciadores especificos
do gene conforme especificado na tabela 4 ou os que anelam na regiao do promotor
e terminador AOX1 (tabela 5)

Tabela 5: Oligonucleotideos utilizados para sequenciamento do gene de defensina de café (cdl)
subclonado no plasmideo pGAPZaB

Oligonucleotideos Sequéncia
AOX 5’ for 5-GACTGGTTCCAATTGACAAGC-3
AOX 3’ rev 5-AATGGCATTCTGACATCC-3’
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Apo6s confirmacéo dos clones PCR positivos, uma col6énia contendo CD1tC/
pGAPZa-B e outra contendo CDI1tN/ pGAPZa-B foram utilizadas em ensaios de
expressao piloto. As colbnias foram inoculadas em 100 ml de meio YPD e as
culturas foram mantidas a 30 +1°C por 3 dias. Apds esse periodo, os 100 ml foram
utilizados para inocular 1 L de meio YPD. As culturas foram mantidas a 30 +1°C por
4 dias, quando, entdo, as células foram precipitadas por centrifugacdo e os
sobrenadantes filtrados em membrana Millipore 0.2 ym. Apds analise da expresséo
por TRICINA-SDS-PAGE e confirmacdo da expressao da proteina, o clone foi
selecionado para producéo em larga escala em biofermentador (BioFlo®/CelliGen®
115).

Para a producdo da proteina de interesse em larga escala, uma colénia
contendo CD1tC/pGAPZa-B e outra contendo CD1tN/pGAPZa-B foram utilizadas
para ensaios de expressdo em biofermentador de 3 litros (BioFlo®/CelliGen® 115).
Uma col6nia foi inoculada em 3 frascos contendo 100 ml de meio YPD. As culturas
foram mantidas a 30 +1 °C, 220 rpm, por 3 dias. Apos esse periodo, os 300 ml foram
utilizados para inocular 1,5 L de meio de fermentacdo basal seguindo os seguintes
parametros de fermentacao: oxigénio dissolvido 30%; temperatura 30+1 °C; rotacao
500 rpm, aeracao 1 vvm e glicerol sendo acrescentados constantemente como fonte
de carbono. A cultura foi mantida por 4 dias e a cada 24 horas uma aliquota foi
retirada para andalise em gel de poliacrilamida. Apés 96 horas de expressao, as
células foram precipitadas por centrifugacao a 1500 x g, o sobrenadante filtrado em
membrana Millipore 0,2 um e concentrado em um sistema de ultrafiltracdo tangencial
(QuixStand Benchtop System-GE Healthcare — 3 kDa).

ApoOs concentracdo no sistema de ultrafiltracdo tangencial, o rendimento da
expressdo das proteinas CD1tN e CD1tC foi determinado por densitometria em gel
utilizando como padréo Soro Albumina Bovina (BSA).

Posteriormente, as proteinas foram separadas por eletroforese em gel
desnaturante de duas fases, em presenca de Tricina (TRICINA-SDS-PAGE),
conforme descrito por SCHAGGER e VON JAGOW (1987) para confirmacdo da
expressado. O gel de duas fases (separacdo 14%, pH 8,9; concentracéao 4%, pH 6,8),
foi desenvolvido com tampéo do catodo contendo Tris 0,1 M, Tricina 0,1 M e SDS
0,1 % (pH 8,25), e do anodo contendo Tris 0,2 M (pH 8,9).
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Cada amostra, contendo 20 uL do sobrenadante proveniente da expressao,
foi dissolvida em tampao de amostra (50 mM de Tris-HCI pH 6,8; SDS 8,2 % (p/v);
sacarose 2% (p/v), azul de bromofenol 0,001% (p/v)) e fervida durante 10 minutos.
As amostras foram submetidas a eletroforese durante aproximadamente 4 horas, a
70 V, em camara fria. A eletroforese foi realizada usando-se o sistema Mini Protean
Il Electroforesis Cell (Bio-Rad).

4.3 - Purificagdo das proteinas recombinantes rCD1tN e rCD1tC e deteccéo das

proteinas purificadas por Western blot

Os sobrenadantes provenientes da expressao e concentrados no sistema
QuixStand Benchtop System- GE Healthcare — 3 kDa foram filtrados em membrana
millipore 0,22 um para purificacdo por cromatografia de afinidade e por
cromatografia Liquida de Alta Performance (HPLC). Primeiramente, a amostra foi
diluida na proporcao 1:1 em tampao fosfato de soédio 40 mM, pH 7,4 e NaCl 500 mM
e submetida a cromatografia de afinidade com niquel, usando-se a coluna HisTrap
FF crude 1.6 x 2.5 cm (5 ml), da GE Healthcare. A coluna foi equilibrada com 7
volumes (35 ml) da solucdo de equilibrio (tampéo fosfato de sddio 40 mM pH 7,4;
NaCl 500 mM) e aplicada na coluna em um fluxo de 5 ml/min onde permaneceu em
circulacdo por trés dias. As proteinas recombinantes eram eluidas diariamente. A
fracdo nao retida foi removida com 7 volumes (35 ml) da solucdo de lavagem
(tampéo fosfato de sédio 40 mM, pH 7,4, NaCl 500 mM, Imidazol 20 mM). A fracao
retida na coluna foi eluida com 7 volumes (35 ml) da solucdo de eluicdo contendo
tampéao fosfato de sédio (40 mM, pH 7,4; NaCl 500 mM; Imidazol 500 mM). A fracédo
eluida da cromatografia de metaloafinidade foi dessalinizada utilizando-se a coluna
cromatogréfica de dessalinizacdo HiTrap Desalting™ (G.E. Healthcare). As amostras
dessalinizadas foram liofilizadas para serem posteriormente submetidas a
cromatografia liquida de alta performance (HPLC) em fase reversa.

Para detecgcdo das proteinas recombinantes purificadas, as amostras foram
dissolvidas em tampéao de amostra (50 mM de Tris-HCI pH 6,8; SDS 8,2 % (p/v);
sacarose 2% (p/v), azul de bromofenol 0,001% (p/v)), fervidas durante 10 minutos e

submetidas a eletroforese (SDS-Tricina-PAGE) aproximadamente 4 horas, a 70 V,
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em céamara fria. A eletroforese foi realizada usando-se o sistema Mini Protean I
Electroforesis Cell (Bio-Rad). As proteinas separadas no gel foram transferidas para
membrana de nitrocelulose 0,22 um (Hybond C, Amersham), de acordo com o
manual de transferéncia do equipamento Trans-blot® SD Semi Dry (Bio Rad). O gel
foi feito em duplicata, sendo que o primeiro foi usado para a imunodeteccdo e o
segundo para a coloragcdo com Coomassie Brilliant Blue R-250 0,1% (p/v) em 25%
(v/v) de metanol e 10% (v/v) de &cido acético.

Apés a transferéncia, a membrana foi bloqueada com solugéo de gelatina 3%
em TBS na concentracédo final de 1x durante 2 horas, sob agitacdo, a temperatura
ambiente. Em seguida, a membrana foi incubada com o anticorpo monoclonal Anti-
6XxHis produzido em camundongo (diluido 1: 2000 em TBS/gelatina 1%) conjugado a
fosfatase alcalina® (Invitrogen) durante 4 horas. Ap6s a incubacéo, a membrana foi
lavada com tampdo TBS - Tween 0,05%. Para a deteccdo das proteinas, a
membrana foi incubada na solucdo de revelacédo, conforme descrito pelo fabricante
do substrato para fosfatase alcalina (AP Conjugate Substrate Kit - Bio Rad).

Posteriormente, os materiais liofilizados passaram por uma segunda etapa de
purificacdo. As amostras foram submetidas a cromatografia liquida de alta
Performance (HPLC). Cinco miligramas das amostras foram dissolvidos em 500 ul
em solugdo de TFA 0,1% e filtrado em 0,22 um. A amostra foi aplicada em uma
coluna analitica C18 Phenomenex” previamente equilibrada com TFA 0,1% e
acoplada a um sistema Prominence LC-20AT" Shimadzu, com fluxo de 2 ml/min. A
eluicdo das amostras se deu através de um gradiente linear de 0,5 a 55% de
acetonitrila em TFA 0,1% por cerca de 50 minutos. O acompanhamento da
cromatografia foi realizado fotometricamente em A280. O pico contendo a proteina
de interesse foi coletada manualmente em tubos de 1,5 ml e estocada a -20 +1°C

para posterior analise de suas massas moleculares e ensaios de atividade bioldgica.

4.4 - Andlise da massa molecular e sequenciamento parcial das proteinas

recombinantes CD1tN e CD1tC por espectrometria de massa

Amostras liofilizadas apds cromatografia liquida de alta performance (HPLC)
foram ressuspensas em agua Milli-Q e adicionados a uma solugdo saturada de

matriz a-ciano-4-hidroxicinamico (CHCA) em uma proporcgéo 1:3 (v/v). A solucédo de
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CHCA foi preparada em H20O/ACN/TFA (50/50/0,3, v/viv) a 10 mg.ml-1 (50 mmol.L-
1). As amostras foram homogeneizadas e aplicadas em triplicata em placa de MALDI-
TOF/TOF e cristalizados a temperatura ambiente. Posteriormente, foram analisadas
por espectrometria de massa do tipo MALDI-TOF em um espetrometro Microflex (Bruker
Daltonics, Billerica, EUA) em modo linear positivo em na faixa de deteccao 3.500-24.500
Da.

4.5 - Sequenciamento do N-terminal das defensinas recombinantes (rCD1tN e
rCD1tC) por degradacao de Edman

A fim de determinar a sequéncia dos aminoacidos das proteinas
recombinantes, amostras foram enviadas para Universidade Federal do Ceara (UFC)
para serem submetidas ao sequenciamento da regido amino terminal pelo método
de Degradacdo de Edman (EDMAN, 1950), em um sequenciador automatico do tipo
Shimadzu PPSQ-10.

4.6 — Avaliacdo da atividade antimicrobiana das defensinas recombinantes
rDrr230a e rCD1

4.6.1 - Andlise da atividade das defensinas recombinantes rDrr230a e
rCD1 (rCD1tN e rCD1tC) sobre a germinacao dos uredosporos do fungo
P. pachyrhizi

Os ensaios com o fungo P. pachyrhizi foram realizados com uredosporos
coletados de plantas de soja infectadas, crescidas e mantidas sob condi¢des
controle em casa de vegetacdo na Embrapa Soja (Londrina-PR).

Para a andlise da inibicdo da germinacdo dos uredosporos de P. pachyrhizi
50 pl de uma suspensdo de esporos (10* esporos/ml) em agua estéril contendo
0,01% (v/v) tween 20 foram adicionados incubados em pocos de microplacas

contendo as proteinas recombinantes rDrr230a e rCD1 na concentragéo final de 3
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ug/ul. Os ensaios foram realizados em um volume final de 100 pl. E importante
destacar que os ensaios foram realizados separadamente para cada defensina.
Posteriormente, as amostras foram incubadas em uma camara umida a 24 +1°C
durante a noite. Lactofenol (30 pl) foi adicionado apos o periodo de incubacéo para
paralisar a germinagédo dos uredosporos. Os esporos germinados foram contados
em uma camara de Neubauer ao microscépio oOtico (Olympus Optical Co.). Os
esporos foram considerados germinados quando o comprimento de seu tubo
germinativo foi maior ou igual ao didametro do uredosporo. Todos os tratamentos
foram realizados em triplicata, usando como controle negativo tampé&o Tris-HCI 20
mM pH 7.,4.

4.6.2 - Andlise da atividade das defensinas recombinantes rDrr230a e
rCD1 (rCD1tN e rCD1tC) sobre o fungo P. pachyrhizi em ensaios in planta

Como o fungo P. pachyrhizi € um fungo biotréfico obrigatério, o qual necessita
da planta viva para completar o seu ciclo, ndo € possivel avaliar a atividade
antifingica das defensinas recombinantes sobre o crescimento do fungo em ensaios
in vitro. Desta forma, a atividade das proteinas rDrr230a e rCD1 sobre o fungo P.
pachyrhizi foi avaliada em bioensaios in planta (folha destacada), no qual a
severidade da doenca foi analisada diariamente de acordo com uma escala de
severidade que varia de 0% até 100%, conforme estabelecido por GODQY et al.
(2006).

Para isso, metade de folhas de soja foram inoculadas com 150 pl de uma
suspensdo de uredosporos (8 x 10* uredosporos/ml em agua estéril contendo 0.01%
(v/v) tween 20 por injuria do tecido sadio da planta (método de raspagem).
Posteriormente, o0 mesmo local foi tratado com uma solu¢éo contendo as proteinas
recombinantes a serem testadas na concentracédo final de 3 pg/ul. As amostras
foram incubadas a 24 £1°C durante 13 dias em uma camara umida. A severidade da
doenca foi avaliada diariamente. Todos os tratamentos foram realizados em
triplicata, usando como controle negativo tampéao Tris-HCI 20 mM pH 7,4.

Adicionalmente, 24 h apds a inoculacdo, folhas infectadas foram perfuradas

com tampa de microtubo e os discos foliares resultantes coletados para analise
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microscépica da germinagdo dos uredesporos sob microscopio eletrbnico de
varredura. Para esse fim, os discos foliares foram imediatamente fixados em solugao
de Karnovisky (glutaraldeido 2%; paraformaldeido 2% e sacarose 3% em meio
tamponado com cacodilato de sédio 0,05M pH 7,2 ). ApGs lavagens em tampéao
cacodilato de sédio 0,05 M pH 7,2, os discos foram fixados por uma hora em solugéo
de 6smio (tetroxido de 6smio 0,5%; ferricianeto de potassio 0,8%; cloreto de célcio 5
mM e cacodilato de sédio 0,05 M pH 7,2), lavados novamente em tampéao cacodilato
de sddio e fixados por 2 horas a 4 £1°C, protegidos da luz, em solucdo de uranila
(acetato de uranila 0,5%). Apds novas lavagens em tampdao cacodilato de sddio, as
amostras foram desidratadas em incubacbes de 15 minutos em solucdes de
concentracdo crescente de acetona (acetona 30%, 50%, 70%, 80%, 95 % e 100%).
Em seguida, acetona presente nas amostras foi removida por secagem ao ponto
critico. Por fim, as amostras foram revestidas com ouro em metalizador, por
pulverizacdo de baixo vacuo, e em seguida, observadas e fotografadas sob

microscopio eletrénico de varredura (Jeol).

4.6.3 - Andlise da atividade da defensina recombinante rCD1 (rCD1tN e
rCD1tC) sobre os fungos fitopatogénicos Fusarium tucumaniae e
Fusarium oxysporum

Os ensaios para avaliar a atividade da rCD1 sobre os fungos fitopatogénicos
Fusarium tucumaniae e Fusarium oxysporum foram realizados conforme descrito no
Método de Referéncia para Testes de Diluicdo em Caldo, disponivel no CLSI M27-
S3 (CLSI, 2008). Foram utilizados in6culos padrédo de Fusarium oxysporum e
Fusarium tucumaniae pertencentes ao banco da Universidade Catodlica de Brasilia-
UCB.

Inicialmente, os isolados fungicos foram cultivados em meio PDB — Potato
Dextrose Broth (Difco™) a 28 +1°C por 7 dias. Ap6s esse periodo, 0os esporos foram
coletados pela adicdo de 1 ml de agua estéril as placas contendo os fungos
crescidos previamente. A contagem dos esporos foi realizada em cémara de
Newbauer e diluidos para uma concentracéo final de 10 * esporos/ml.

Posteriormente, uma solugdo contendo 100 microlitros de esporos fungicos

(10* esporos/ml) foi adicionada ao meio RPMI 1840, juntamente com as proteinas
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recombinantes a serem testadas. A solugao final, contendo aproximadamente 150
pl, foram dispensadas em microplacas de 96 pocos e incubadas a 28 +1°C por 72
horas, sob leve agitacdo, em leitor do tipo Biotek (PowerWave™ HT Microplate
Reader). A absorbancia foi mensurada a 600 nm e as leituras realizadas a cada 2
horas. As duas formas recombinantes da defensina foram testadas na concentracao
de 52 yM (128 pg). Vale salientar que a concentragédo testada corresponde a um
valor intermediario da curva de determinacdo da CIM (Concentracdo Inibitéria
Minima) que varia entre 2 pg/ml e 512 pg/mil.

Todos os tratamentos foram realizados em triplicata, usando como controle
positivo Anfotericina B (20 pg/ml) (concentracdo necesséaria para inibir 100% do
crescimento fungico) e tamp&o Tris-HCI 20 mM pH 7,4 como controle negativo, uma

vez que as proteinas foram solubilizados neste tampao.

4.6.4 - Andlise da atividade antifungica da defensina rCD1 (rCD1tN e

rCD1tC) sobre o fungo patogénico Candida albicans.

O ensaio para andlise da atividade da rCD1 sobre o fungo Candida albicans
foi realizado conforme descrito no Método de Referéncia para Testes de Diluicdo em
Caldo, disponivel no CLSI M27-S3 (CLSI, 2008). Foi utilizado in6culo padrdo de
C.albicans (ATCC:10231) gentilmente cedido pela Universidade Catdlica de Brasilia.

A metodologia utilizada foi a mesma descrita no item 4.6.3, entretanto o
ensaio foi incubado a 28+1°C por 48 horas, tempo necessario para o crescimento do
fungo. Assim como estabelecido no ensaio anterior, as duas formas recombinantes
da defensina foram testadas na concentracdo de 52 pM. A absorbancia foi
mensurada a 600 nm e as leituras realizadas a cada 2 horas. Todos os tratamentos
foram realizados em triplicata, usando como controle positivo anfotericina B (20
pg/ml) e tampéo Tris-HCI 20 mM pH 7,4 como controle negativo.
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4.6.5 - Anélise da atividade antibacteriana da defensina rCD1 (rCD1tC)
sobre as bactérias patogénicas Klebsiella pneumoniae e Staphylococcus

aureus

Os ensaios para andlise da atividade da rCD1 sobre as bactérias patogénicas
Klebsiella pneumoniae e Staphylococcus aureus foram realizados conforme a
metodologia descrita no CLSI M07-A9 (CLSI, 2012) Os isolados bacterianos de K.
pneumoniae (ATCC:13883) e S. aureus (ATCC:25923) foram gentilmente cedidos
pela Universidade Catdlica de Brasilia.

Inicialmente as bactérias foram cultivadas em meio agar Mueller-Hinton
(Sigma-Aldrich) por um periodo de 24 h a 37 +1°C. ApGs esse periodo, 2 a 5
colénias isoladas foram selecionadas e incubadas em caldo de Mueller-Hinton.
Posteriormente, foi realizada a leitura em espectrofotdbmetro a 600 nm até se obter
um intervalo de absorbéancia entre 0,08 e 0,10 de acordo com a escala 0,5 de
MacFarland. Desse modo obteve-se uma concentracao final de 1,5 x 10® UFC/ml, a
qual foi diluida de modo a obter um inéculo final de 1 x 10° UFC/ml. O ensaio foi
realizado em microplacas de 96 pocos, incubadas em leitor do tipo Biotek
(PowerWave™ HT Microplate Reader) por um periodo 24 h, a 37 +1°C e sobre
agitacdo constante. A absorbéncia foi mensurada a 600 nm e leituras realizadas a
cada 30 minutos.

Neste ensaio apenas uma das formas recombinantes de CD1 foi avaliada.
Foram utilizados 40 uM de rCD1tC e todos os tratamentos foram realizados em
triplicata, usando como controle positivo cloranfenicol (30pg/mP e tamp&o Tris-HCI

20 mM pH 7,4 como controle negativo.

4.7 — Andlises estatisticas

Todos os tratamentos foram realizados em triplicata, expressos com média +
DP (Desvio Padrdo). A andlise estatistica (ANOVA) foi realizada pelo software

Genes GraphPad Prism versdo 6.05. Os tratamentos foram submetidos a analise
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pelo Teste de Tukey para determinar a existéncia de diferencas significativa (p<
0,05) entre os tratamentos.
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5 - RESULTADOS

5.1 - Expressao da defensina (drr230a) de ervilha (Pisum sativum) na levedura
Pichia pastoris e purificacdo da proteina recombinante por cromatografia de
afinidade

De acordo com a andlise das proteinas por eletroforese em gel de
poliacrilamida SDS-TRICINA-PAGE, na Figura 7a é possivel observar a expressao
de uma proteina com massa molecular de aproximadamente 6,52 kDa em todos os
intervados de expressdo. A massa observada correspondente a estimada para a
proteina recombinante Drr230a. As analises por Western blot com anticorpos anti-his
detectaram a proteina recombinante confirmando a expresséo da rDrr230a em todos

0s tempos de expressao (Figura 7b).

" M1 23456 738" M12345678
<
-
o > - L

Figura 7: Andlise por TRICINA-SDS-PAGE 14% (a) e Western blot (b) da expresséo de rDrr230a em
P. pastoris .M: Marcador de massa molecular SeeBlue® Plus2 Pre-Stained Standard — Invitrogen;
Linhas 1, 2, 3 e 4: 24, 48, 72 e 96 h de expressao; Linhas 5, 6, 7, 8: Controle negativo (Linhagem X33
nao transformada) 24, 48, 72 e 96 h de expressdo. Gel corado com Coomassie Brilliant Blue R-250.
Anticorpos Anti-histag diluido 1:2000 em TBS/gelatina 1% foram utilizados para a imunodeteccao.

ApoOs deteccdo da expressdo da proteina recombinante o sobrenadante foi
filtrado e submetido a purificacdo por cromatografia de afinidade com niquel
imobilizado, utilizando a coluna HisTrap FF crude. A rDrr230a foi eluida com tampéao
contendo 0,5 M de imidazol. A fracdo eluida foi entdo analisada por TRICINA-SDS-
PAGE 14% e detectada por Western blot utilizando anticorpos anti-histag.
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A andlise das proteinas separadas no gel revelou presenca de uma banda de
aproximadamente 6,52 kDa, correspondente & massa molecular esperada para a
proteina recombinante rDrr230a (Figura 8a ). A mesma proteina foi detectada por
Western blot, comprovando, assim, que a proteina purificada detectada correspondia

a proteina recombinante rDrr230a (Figura 8b). O rendimento apds a expressao e
purificacdo foi de 3,5 mg/L de proteina
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Figura 8: Analise por TRICINA-SDS-PAGE 14% (a) e Western blot (b) de
rDRR230a apos purificagdo por cromatografia de afinidade (Histrap FF
crude). M: Marcador de massa molecular SeeBlue® Plus2 Pre-Stained
Standard — Invitrogen; Linha 1: Extrato total de P. pastoris contendo a
rDrr230a apds 96 horas de indugcdo com metanol; 2: Fragdo eluida contendo
a rDrr230a purificada. Gel corado com Coomassie Brilliant Blue R-250.

Anticorpos Anti-histag diluido 1:2000 em TBS/gelatina 1% foram utilizados
para a imunodeteccéo.

5.2 - Subclonagem de cdl no vetor pGAPZa-B para expressao constitutiva em
Pichia pastoris

Para subclonagem do gene cdl nas duas formas recombinantes (CD1tC e
CD1tN) no vetor constitutivo pGAPZa-B, oligonucleotideos especificos foram
desenhados a fim de inserirem em cdl sitios de restricdo para EcoRI e Sall na
extremidade 5 e 3’ do gene, bem como uma sequéncia codificante para seis
histidinas (6xHis). Reacdes de PCR foram realizadas utilizando como template o

vetor pSPORT 1 contendo o gene cdl. Andlise do produto de PCR em gel de
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agarose 1,5% revelou fragmentos amplificados no tamanho esperado do gene
referente a defensina cdl. A Figura 9 mostra a amplificagdo dos fragmentos de 180
pb para cdl1tn (linha 1) e 195 pb para cdltc (linha 2).

M 1 2

il o

Figura 9: Andlise da reacdo de PCR para a
deteccdo da amplificacdo da defensina de café
CD1. M: marcador (1 Kb plus® INVITROGEN);
Linha 1: cd1tn (180 bp); Linha 2: cdltc (195 bp).
Gel de agarose 1,5 % corado com brometo de
etidio.

Para confirmacdo da subclonagem do gene cdl (cdltn e cdltc) no vetor de
expressdo em levedura pGAPZaB, apés ligacdo do gene ao vetor, o DNA foi
digerido com as enzimas de restricdo EcoRI e Sall e, posteriormente, analisado por
eletroforese em gel de agarose 1,5%. A analise da digestdo mostra a liberacdo de
um fragmento de aproximadamente 200 pb, juntamente com uma banda de cerca de
3600 pb. O fragmento liberado de 200 pb corresponde ao tamanho esperado para o
gene de defensina cdl, ja o fragmento de aproximadamente 3600 pb refere-se ao
plasmideo pGAPZaB. A analise do DNA digerido com as enzimas EcoRI e Sall
confirmou a presenca do gene da defensina cdl em todos os clones testados
(Figura 10).
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Figura 10: Analise da digestéo do plasmideo pGAPZa-B/CD1 com as enzimas
de restricdo EcoRI e Sall. Gel de agarose 1,5 % corado com brometo de
etidio. M: marcador (1 Kb plus® INVITROGEN); Linhas 2 e 4: clones positivos
cdltc; Linhas 6,8 e 10: Clones positivos cdltn; Linhas 1,3,5,7,9: DNA
plasmidial ndo digerido.

5.3 - Expressédo da defensina (cdl) de café (Coffea arabica) na levedura Pichia
pastoris e deteccdo das proteinas recombinantes (rCD1tN e rCD1tC) por
eletroforese em gel de poliacrilamida (TRICINA-SDS-PAGE)

ApoOs transformacdo das células de P. pastoris com o plasmideo
pGAPZaB/CD1, ensaios de expressdo em larga escala foram realizados em
biofermentador. Apés 96 h de expressao,as aliquotas que foram coletadas a cada
24 horas foram analisadas por eletroforese em gel de poliacrilamida TRICINA-SDS-
PAGE 14% e por Western blot.

Analisando as proteinas resolvidas no gel TRICINA- SDS-PAGE, foi possivel

observar que uma proteina com massa molecular aproximada de 7 kDa, estava
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presente em todos os tempos analisados (24, 48, 72 e 96 h) (Figura 1la , Figura
11b).
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Figura 11: Analise por TRICINA-SDS-PAGE 14% da expressdo das proteinas recombinantes
rCD1tN e rCD1tC. (a) Expressédo rCD1tN: M: Marcador de massa molecular SeeBlue® Plus2
Pre-Stained Standard — Invitrogen; Linhas 1, 2, 3 e 4: 24, 48, 72 e 96 h de expresséo; (b)
Expressdo rCD1tC: Linhas 1, 2, 3 e 4: 24, 48, 72 e 96 h de expressédo. Gel corado com
Coomassie Brilliant Blue R-250

Posteriormente, o sobrenandante contendo a proteina recombinante foi
concentrado em um sistema de ultrafiltracdo tangencial (QuixStand Benchtop
System-GE Healthcare — 3 kDa) e novamente a presenca da proteina foi confirmada
(Figura 12). O rendimento da expressdo das proteinas CD1tN e CD1Tc, apds

concentracéo, foi de aproximadamente 8 mg/l para CD1tN e 24 mg/l para CD1tC.
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Figura 12: Andlise por TRICINA-SDS-PAGE 14% da expressao de rCD1tN e
rCD1tC apds filtracdo tangencial (QuixStand Benchtop System).M: Marcador de
massa molecular SeeBlue® Plus2 Pre-Stained Standard — Invitrogen; Linhas 1,
2, 3: Expresséo de rCD1tN apds 96h; Linhas 4, 5, 6: Expresséo rCD1tC apos
96 h. Gel corado com Coomassie Brilliant Blue R-250

5.4 - Purificacdo das proteinas recombinantes e deteccdo das proteinas
purificadas por Western blot

Os sobrenadantes contendo as proteinas recombinantes rCD1tC e rCD1tN
foram pré -purificados por cromatografia de afinidade, utilizando-se a coluna HisTrap
FF crude. As proteinas recombinantes foram eluidas com tampéao contendo 0,5 M de
imidazol. A frag&o purificada foi analisada por TRICINA-SDS-PAGE, o qual revelou a
presenca de uma banda de aproximadamente 7 kDa correspondente a proteina
recombinante CD1 (Figura 13a e Figura 14a). A confirmacdo das proteinas
purificadas foi realizada por Western blot utilizando anticorpos anti-histag. Uma Unica
e intensa banda de aproximadamente 7 kDa foi detectada, o que implica afirmar que
a proteina recombinante purificada corresponde a rCD1 (Figura 13b e Figura 14b).
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Figura 13: Andlise por TRICINA-SDS-PAGE 14% (a) e Western blot (b) de rCD1tN apos
purificagcdo por cromatografia de afinidade (Histrap FF crude. M: Marcador de massa molecular
SeeBlue® Plus2 Pre-Stained Standard — Invitrogen. 1: Controle positivo Cry8Ka5; 2 Extrato total
contendo 1,5 ug de rCD1tN; 3: 2,5 ug de rCD1tN purificado. Gel corado com Coomassie Brilliant
Blue R-250. Gel corado com Coomassie Brilliant Blue R-250..Anticorpos Anti-histag diluido
1:2000 em TBS/gelatina 1% foram utilizados para a imunodeteccéo.
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Figura 14: Analise por TRICINA-SDS-PAGE 14% (a) e Western blot (b) de rCD1tC apo6s purificagdo
por cromatografia de afinidade (Histrap FF crude). M: Marcador de massa molecular SeeBlue®
Plus2 Pre-Stained Standard — Invitrogen. 1: Controle positivo Cry8Ka5; 2 Extrato total contendo 1,5
Mg de rCD1tC; 3: 2,5 ug de rCD1tC purificado. Gel corado com Coomassie Brilliant Blue R-250 . e
anticorpos Anti-histag diluido 1:2000 em TBS/gelatina 1% foram utilizados para a imunodetecc¢ao.

Posteriormente, a fracdo eluida proveniente da cromatografia de afinidade
com niquel foi submetida a uma segunda etapa de purificacdo por cromatografia
liguida de alta performance (HPLC). Andlise do cromatograma mostrou a presenca
de apenas um pico majoritario para ambas as formas recombinantes. rCD1tC foi
eluida com 40% de acetonitrila e rCD1tN com 38% de acetonitrila Os tempos de

retencdo das duas formas recombinantes de CD1 estado apresentados na Figura
15a e 15b.
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Figura 15: Cromatograma obtido apds cromatografia de fase reversa em coluna C18 das formas
recombinantes de CD1 em HPLC. (a) rCD1tC. A coleta da fragao eluida iniciou-se aos 50 mAu. (b)
rCD1tN. A coleta da fracdo eluida iniciou-se aos 20 mAu.
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5.5 - Andlise da massa molecular e sequenciamento parcial das proteinas
recombinantes CD1tN e CD1tC por espectrometria de massa

Com o intuito de determinar as massas moleculares das proteinas
recombinantes (rCD1tN e rCD1tC), bem como suas sequéncias parciais, amostras
liofilizadas apos cromatografia liquida de alta performance (HPLC) foram dissolvidas
em agua Milli-Q e adicionadas a uma solucdo saturada de matriz a-ciano-4-
hidroxicinamico (CHCA) em uma proporcdo 1:3 (v/v). Em seguida, as amostras
foram analisadas por espectrometria de massa do tipo MALDI-TOF em um
espectrometro Microflex (Bruker Daltonics, Billerica, EUA) e suas massas
moleculares exatas determinadas. A Figura 16 mostra 0s espectros de massa
obtidos por MALDI-TOF, os quais uma proteina majoritaria com massa molecular de
7081 e 7600 Da para rCD1tN e rCD1tC é observada.
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Figura 16: Espectros de massa das proteinas recombinantes rCD1tC e
rCDtN adquiridos em espectrdmetro de massa do tipo MALDI-TOF. (a)
rCD1tC ;(b) rCD1tN. rCD1tN apresentou massa de 7081 Da e rCD1tC de
7600 Da,.rCD1tC- 7344.20 (predito)/ rCDtN - 6992.84 (predito).
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A fim de obter a sequéncia parcial das proteinas recombinantes, ambas as
proteinas foram digeridas com tripsina e os fragmentos tripticos sequenciados por
MALDI-ToF/ToF. A sequéncia “DHADSGSCMWTGQGHQR” presente em ambas as
formas recombinantes confirmou a expressao da defensina rCD1 na levedura P.

pastoris.

5.6 - Sequenciamento do N-terminal das defensinas recombinantes rCD1tN e

rCD1tC por Degradacéao de Edman.

Apbs obtencao da sequéncia parcial das proteinas recombinantes por MALD:I-
ToF/ToF, analise dos aminoacidos presentes no N- terminal das proteinas
recombinantes foi realizada por degradacdo de Edman. Os 27 primeiros residuos de
aminoécidos da forma recombinante rCD1tC e 23 residuos da rCD1tN foram
determinados. Os residuos restantes foram gerados através da sequéncia parcial
obtida por MALDI-ToF/ToF e por meio do sequenciamento de DNA apoés clonagem

no vetor de expressdao pGAPZaB (Figura 17a e 17b).

A

1 10 20 30 40 50 60

* * %k k%

GAHKSCQTQKPSWSGKCADKGCHNVCKSRDHADSGSCMWTGQGHQRHYACYCRYKCVDHHHHHH  rCD1tC
GIHKSCQKPSKSWSGKCADKGCHNVCKSRDHADSGSCMWTGQGHQRHYACYCRYKCVDHHHHHH ~ CD1tC

B

*

GAIHHHHHHKS CQKPSKSWGKCADKGCHNVCKSRDHADSGSCMWTGQGHQRHYACYCRYKCV rCD1tN
GIHHHHHHKSCQKPSKSWSGKCADKGCHNVCKSRDHADSGSCMWTGQGHQRHYACYCRYKCV CD1tN

Figura 17: Comparagdo de sequéncias de aminoacidos das formas recombinantes rCD1tC e rCD1tN
com as sequéncias preditas para as proteinas. A sequéncia de aminoacidos de Asp30 até Arg46 foram
obtidas pelo sequenciamento parcial por MALDI-ToF/ToF. A sequéncia sublinhada corresponde ao obtido
pela degradacdo de Edman. Os demais residuos foram obtidos a partir da traducdo direta das
sequéncias nucleotidicas do sequencimento de DNA. Asterisco (*) indica a substituicdo de residuos de
aminoécidos
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5.7 — Avaliagdo da atividade antimicrobiana das defensinas recombinantes
rDrr230a e rCD1

5.7.1 - Analise da atividade das defensinas recombinantes rDrr230a e
rCD1 (rCD1tN e rCD1tC) sobre a germinacao dos uredosporos do fungo
P. pachyrhizi

O ensaio realizado para avaliar a atividade antifungica das defensinas
rDrr230a e rCD1 (rCD1tN e rCD1tC) sobre a geminacédo dos uredosporos do fungo
P. pachyrhizi demonstrou que apds 16 horas de incubacéo, utilizando-se 3 pg/ul das
proteinas recombinantes, rDrr230a foi capaz de inibir em 100% a germinacao dos
uredosporos do fungo (Figura 18). No controle negativo, onde ha auséncia da
proteina recombinante (rDrr230a), é possivel visualizar a presenca de uredosporos
germinados (Figura 18a), caracterizados pela presenca do tubo germinativo (setas
em negrito) com tamanho maior ou igual ao tamanho do uredosporo, enquanto que
na presenca da proteina recombinante ndo € observada a formacdo do tubo

germinativo (Figura 18b)

8N

Figura 18: Efeito de rDrr230a sobre a germinacdo de uredosporos do fungo P.
pachyrhizi (a) Germinacdo de uredosporos de P.pachyrhizi na auséncia de
rDrr230a,incubado com tampao Tris-HCI 20 mM pH 7,4 (controle negativo); (b)
Inibicdo da germinacéo dos uredosporos de P. pachyrhi na presenca de rDrr230a.
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Os ensaios realizados com a defensina recombinante rCD1 mostraram que as
formas recombinantes, rCD1tC e rCD1tN inibiram a germinacdo dos esporos em
26% e 18%, respectivamente, ndo havendo diferenca significativa entre as duas
formas recombinantes (p > 0,05). Ao comparar os tratamentos com o controle pode
se perceber que houve diferenca significativa entre eles (p= 0,0029) (Figura 19a). No
controle negativo (Tris-HCI 20 mM pH 7,4) n&o foi observada inibicdo da germinacéo
dos uredosporos (Figura 19b). As Figuras 19c e 19d mostram a inibicdo da

germinacao dos uredosporos por rCD1tC e rCD1tN. .
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Figura 19: Inibicdo da germinacdo de uredosporos do fungo P. pachyrhizi por rCD1tC e
rCD1tN. (a) Porcentagem de inibicdo dos uredosporos do fungo P. pachyrhizi na auséncia e
presenca de rCD1; (b) Tampéo Tris-HCI 20 mM pH 7,4 (controle negativo);(c) e (d) Inibicao da
germinacdo dos uredosporos por rCD1tC e rCDL1tN, respectivamente. Barras com letras
diferentes diferem entre si (p<0,05)
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5.7.2 - Andlise da atividade das defensinas recombinantes rDrr230a e
rCD1 (rCD1tN e rCD1tC) sobre o fungo P. pachyrhizi em ensaios in

planta.

Como ndo é possivel analisar a atividade das defensinas recombinantes
rDrr230a e rCD1 sobre o crescimento do fungo P. pachyrhizi in vitro, ensaios in vivo
foram realizados por meio de ensaios in planta, utilizando folhas destacadas de
plantas de soja infectadas com esse fungo

AO final do tratamento, apos 14 dias, folhas infectadas com o fungo e na
presenca de 3 pg/pl das defensinas recombinantes ndo apresentaram sintoma da
doenca, sendo considerado 0% de severidade (Figura 20a, Figura 2la e 21b).
Folhas infectadas com o fungo e que nao foram tratadas com as proteinas
recombinantes rDrr230a e rCD1 apresentaram 80% de severidade da doenca
guando comparada com a escala proposta por GODOY et al. (2006) (Figura 20c e
Figura 21c). Adicionalmente, folhas infectadas foram submetidas a analise por
microscopia eletrénica de varredura para acompanhar o efeito da proteina sobre as
estruturas da planta e do fungo. Ap6s 24 horas de inoculagdo, as analises por
microscopia mostraram que ndo houve germinacdo dos uredosporos nas folhas
infectadas na presenca de rDrr230a (Figura 20b). Todavia, pode se observar
germinacdo dos esporos nas folhas nas quais a proteina rDrr230a ndo estava
presente (Figura 20d). O mesmo pode ser observado com as proteinas
recombinantes rCD1tN e rCD1tC.

Além disso, foi possivel observar que as células epidérmicas das folhas
infectadas, na auséncia das duas proteinas recombinantes (rDrr230a, rCD1)

encontraram - se danificadas (Figura 20d, Figura 21f).
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Figura 20: Analise da atividade da rDrr230a sobre folhas de soja infectadas
com P. pachyrhizi. (a) Auséncia de sintoma da ferrugem asiatica na presenca
da rDrr230a (3 pg/pL) — 0% de severidade;(b) Micrografia representativa de
uredosporos ndo germinados de P. pachyrhizi e células epidérmicas intactas na
presenca de 3 pg/pL de rDrr230a; (c) Sintoma da ferrugem asiatica na auséncia
da rDrr230a (3 pg/pL) — 80% de severidade; (d) Micrografia representativa de
uredosporos germinados de P. pachyrhizi e células epidérmicas danificadas na
presenca de 3 pg/pL de rDrr230a. E e T: uredosporo e tubo germinativo de P.
pachyrhizi,respectivamente.

74



Figura 21: Analise da atividade da rCD1 sobre folhas de soja infectadas
com P. pachyrhizi (a) Auséncia de sintoma da ferrugem asiatica na
presenca da rCD1tN (3 pg/pl) — 0% de severidade; (b) Auséncia de
sintoma da ferrugem asiatica na presenca da rCD1tC (3 pg/ul) (c)
Sintoma da ferrugem asiatica na auséncia da rCD1 (3 pg/pl) — 80% de
severidade (d) e (e) Micrografias representativas de uredosporos nédo
germinados de P. pachyrhizi e células epidérmicas intactas na presenca
de 3 pg/ul de rCD1tN e rCD1Tc, respectivamente; (f) Micrografia
representativa de uredosporos germinados de P. pachyrhizi e células
epidérmicas danificadas na presenga Tris-HCI 20 mM pH 7,4. E e T:
uredosporo e tubo germinativo de P. pachyrhizi ,respectivamente.

75



5.7.3 - Andlise da atividade da defensina recombinante rCD1 (rCD1tN e
rCD1tC) sobre os fungos fitopatogénicos Fusarium tucumaniae e

Fusarium oxysporum

Os ensaios realizados para avaliar a atividade antifungica das formas
recombinantes rCD1tN e rCD1tC sobre o fungo fitopatogénico Fusarium tucumaniae
revelaram que a proteina recombinante rCD1tC foi responsével por 28% da inibi¢cao
do crescimento fangico quando testada na concentracdo de 52 uM, sendo
significativo quando comparado ao controle( p<0,05) (Figura 22). Na mesma
concentracdo (52 uM), CD1tN nédo foi capaz de inibir o crescimento micelial de F.

tucumaniae (Figura 23).
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Figura 22: Avaliagdo da atividade antifungica da defensina recombinante
rCD1tC contra Fusarium tucumaniae. Anfotericina B (20 pug/ml) e tampéo
Tris-HCI 20 mM pH 7,4 foram utilizados como controle positivo e negativo,
respectivamente.
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Figura 23: Avaliacdo da atividade antifingica da defensina recombinante
rCD1tN contra o fungo fitopatogénico Fusarium tucumaniae. A defensina
recombinante foi testada na concentracdo de 52 yM. Anfotericina B (20
pg/ml) e tampéo Tris-HCI 20 mM pH 7,4 foram utilizados como controle
positivo e negativo, respectivamente.

Em relacdo aos ensaios realizados com o fungo fitopatogénico F. oxysporum,
0s resultados obtidos mostraram que ndo houve inibicdo do crescimento quando as
duas formas recombinantes (rCD1tC e rCD1tN) foram testadas na concentracdo de

52 uM (Figura 24a e 24b).
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Figura 24: Avaliacdo da atividade antifiingica das defensinas recombinantes rCD1tN e rCD1tC
contra o fungo fitopatogénico Fusarium oxysporum. (a) Andlise do crescimento micelial do fungo
Fusarium oxysporum na presenca da defensina rCD1tC (52 pM); (b) Andlise do crescimento
micelial do fungo Fusarium oxysporum na presenca da defensina rCD1tN (52 uM). Anfotericina B
(20 pg/ml) e tampéo Tris-HCI 20 mM pH 7,4 foram utilizados como controle positivo e negativo,
respectivamente.
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5.7.4 - Analise da atividade antifungica da defensina rCD1 (rCD1tN e
rCD1tC) sobre o fungo patogénico Candida albicans

O terceiro ensaio realizado para avaliar a atividade da defensina rCD1 quanto
a inibicdo do crescimento foi contra o fungo patogénico C. albicans. A mesma
metodologia utilizada para os fungos fitopatogénicos foi usada para andlise da
atividade da defensina contra C.albicans. Foi possivel verificar que ndo houve
inibicdo do crescimento fangico quando as defensinas recombinantes (rCD1tC e

rCD1tN) foram testadas na concentracdo de 52 uM, conforme demonstrado na
Figura 25a e 25b.
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Figura 25: Avaliacdo da atividade antifingica da defensina recombinante rCD1tC e rCD1tN contra o
fungo patogénico Candida albicans. a) Andlise do crescimento micelial na presenga da defensina
rCD1tC (52 uM); b) Andlise do crescimento micelial na presenca da defensina rCD1tN (52 pM).

Anfotericina B (20 pg/ml) e tampéo Tris-HCI 20 mM pH 7,4 foram utilizados como controle positivo e
negativo, respectivamente
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5.7.5 - Analise da atividade antibacteriana da defensina rCD1 (rCD1tC)
sobre as bactérias patogénicas Klebsiella pneumoniae e Staphylococcus

aureus

Para analisar se a defensina recombinante rCD1 apresenta atividade
antibacteriana, duas espécies de bactérias patogénicas ao homem e de interesse
em saude publica, foram selecionadas. Vale salientar que, neste ensaio, apenas
umas das formas recombinantes da defensina foi testada (rCD1tC). Testes com a
forma recombinante rCD1tN serdo realizados nas mesmas condicbes que as
descritas aqui. Neste ensaio, foram testados 40 yM de rCD1tC e todos os
tratamentos foram realizados em ftriplicata, usando como controle positivo
cloranfenicol (30 pug/ml e tampéo Tris-HCI 20 mM pH 7,4 como controle negativo.

Nas Figuras 26 e 27 sdo mostradas as curvas de crescimento bacteriano, nas
quais é possivel verificar que ndo houve inibicdo do crescimento quando comparado

ao controle negativo.
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Figura 26: Avaliacdo da atividade antibacteriana da defensina
recombinante rCD1tC contra a bactéria patogénica Klebsiella
pneumoniae. Analise do crescimento bacteriano na presenca da
defensina rCD1tC (40 uM); Cloranfenicol (30 p/ml) e tamp&o Tris-HCI 20
mM pH 7,4 foram utilizados como controle positivo e negativo,
respectivamente.
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Figura 27: Avaliacdo da atividade antibacteriana da defensina
recombinante rCD1tC contra a bactéria patogénica Staphylococcus
aureus. Andlise do crescimento bacteriano na presenca da defensina
rCD1tC (40 pM); Cloranfenicol (30 pg/mL) e tampéo Tris-HCI 20 mM pH
7,4 foram utilizados como controle positivo e negativo, respectivamente.
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6 — DISCUSSAO

A utilizacdo de sistemas heterdlogos para a producdo de proteinas
recombinantes € considerada uma excelente ferramenta na biologia molecular.
Diversas areas de aplicacdo tém experimentado avangos consideraveis gracas a
possibilidade de produzir grandes quantidades dessas proteinas pela crescente
disponibilidade de organismos geneticamente manipulados (PALOMARES et al.,
2004).

Neste trabalho, foram demonstradas a expressdo heterdloga de duas
defensinas vegetais, nomeadas Drr230a e CD1, utilizando P. pastoris como sistema
de expressdo, bem como a purificagdo das proteinas recombinantes visando a
utilizacdo em bioensaios para determinacdo de suas atividades bioldgicas. Embora
existam diversos sistemas disponiveis para a producdo de defensinas vegetais,
neste trabalho, P. pastoris foi escolhida como sistema de expressdo por apresentar
todas as caracteristicas necessarias para o processamento adequado de uma
proteina com as caracteristicas apresentadas pelas defensinas. Como dito
anteriormente, sistemas eucaribticos sdo mais eficientes na expressao de proteinas
que necessitam realizar modificacdes pds-traducionais para se tornarem ativas,
como por exemplo, a formagdo das pontes dissufeto e glicosilacdo
(DEMAIN;VAISHNAYV, 2009).

A revisdo da literatura relata diversas defensinas que foram expressas
eficientemente utilizando E. coli como sistema de expressao (OLLI;KIRTI, 2006),
(VIJAYAN et al., 2008), (KOVALSKAYA;HAMMOND, 2009), (KANT et al., 2009),
(PICART et al., 2012), (KOVALEVA et al., 2011), (SAGEHASHI et al., 2013) (SEO et
al., 2014), (SHENKAREV et al.,, 2014), entretanto, a expressdo em ceélulas
procaridticas é quase sempre ineficiente, uma vez que as proteinas sdo produzidas
como corpos de inclusédo. Por ndo apresentar a capacidade de processamento pos-
traducional, torna-se necessario a renaturacdo para que ela retorne as condicdes
nativas e mantenha a sua atividade, tarefa essa extremamente dificil e muitas vezes
nao alcancada (MACAULEY-PATRICK et al., 2005) (DEMAIN;VAISHNAYV, 2009).

Como exemplo, uma defensina isolada de feijdo mungo (Vigna radiata), foi
primeiramente expressa como proteina de fusdo em E. coli (VICRP) (CHEN et al.,

2002), todavia o nivel de expressdo alcancado néo foi satisfatorio. Posteriormente,
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producdo desta proteina em P. pastoris, (VrD1), resultou em maiores niveis de
expressdo (3 mg/L) e a atividade biolégica foi similar & alcancada em E. coli. A
defensina recombinante foi capaz de inibir o crescimento de fungos tais como F.
oxysporum, P.oryza, R. solani, e Trichophyton rubrum e também o desenvolvimento
larval de bruquideos (Callosobruchus chinensis) (CHEN et al., 2004).

Ja no caso da defensina PDC1, isolada de milho, Kant e colaboradores (2009)
demonstraram que ambos 0s sistemas eucariético e procariético foram eficientes
para a producgéo da defensina. Entretanto, quando expressa na levedura P. pastoris,
a proteina recombinante demonstrou ser mais ativa contra o fungo F. graminearum
(ICso 7.5 pM). Foram necessarios cerca de 4 vezes a quantidade de proteina
utilizada para inibir o mesmo fungo quando a rPDC1 foi expressa em E. coli (ICsp 30
MM) (KANT et al., 2009).

No presente estudo, os resultados mostram que ambas as defensinas
vegetais foram eficientemente expressas nas condi¢cdes testadas. O gene da
defensina Drr230a codifica para uma proteina de 6,52 kDa. Analises realizadas por
eletroforese em gel de poliacrilamida (TRICINA-SDS-PAGE) do sobrenadante da
expressao confirmaram a presenca de uma proteina com a mesma massa molecular
esperada para a defensina Drr230a. A proteina recombinante foi detectada e
confirmada posteriormente por Western blot em todos os tempos analisados (24, 48,
72 e 96 h), provando, assim, que a proteina foi produzida ap6s o processo de
inducao por metanol (Figura 7).

Diversas estratégias podem ser utilizadas para a purificacdo da proteina de
interesse produzida por P. pastoris. Diversos trabalhos com defensinas vegetais
mostraramm a purificagcdo por outros métodos cromatograficos. Neste trabalho,
visando facilitar o processo de purificacdo, uma sequéncia que codifica para seis
histidinas foi inserida no gene, para que pudesse ser utilizada a cromatografia de
afinidade contendo niquel imobilizado (Histrap FF Crude). Além do mais, tal
estratégia possibilitaria a deteccdo da proteina recombinante por Western Blot
utilizando anticorpos anti-histag, uma vez que ndo possuiamos anticorpos contra as
defensinas.

Apoés deteccdo da expressdo da proteina recombinante o sobrenadante foi
submetido ao processo de purificacdo por cromatografia de afinidade. A andlise

através de eletroforese revelarou a presenca de uma banda de aproximadamente
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6,52 kDa, correspondente a massa molecular esperada para a proteina
recombinante rDrr230a (Figura 8a). Neste caso, a proteina foi visualizada tanto no
extrato total de P. pastoris, o qual representa todas as proteinas secretadas, quanto
no extrato purificado. A mesma proteina foi detectada por Western blot,
comprovando assim, que, a proteina purificada corresponde a proteina
recombinante rDrr230a (Figura 8b). De fato, P. pastoris secreta baixos niveis de
proteinas enddgenas. A baixa secrecado dessas proteinas permite que as proteinas
heter6logas secretadas constituam a maior parte da fracdo protéica do meio,
facilitando assim a sua purificacdo (HIGGINS;CREGG, 1998) (CEREGHINO
;CREGG, 2000). O rendimento da expressao alcancado por rDrr230a (3,5 mg/ml) foi
abaixo do alcancado para a defensina de ervilha (Pisum sativum) PsD1 clonadas no
plasmideo pPIC9 e também expressa em P. pastoris. A produtividade de rPsD1 foi
de = 13.8 mg/L de cultura (ALMEIDA et al., 2001). No entanto, resultados similares
foram alcancados com a defensina VrD1, de feijjdo mungo em condi¢cbes
semelhantes de expressdao. Uma média de 3 mg de rVrD1 purificada foi recuperada
a partir de 1 L de meio de cultura (CHEN et al., 2004).

Para a defensina de café CD1, optou-se pela expressao constitutiva utilizando
o vetor pGAPZaB ao invés do vetor pPICZaA, utilizado na expressédo da defensina
de ervilha. Sendo o promotor constitutivo, ndo seria necessaria a utilizacdo de
metanol para a inducdo da expressdo da proteina em biofermentador. Embora seja
possivel, metanol é toxico e inflamavel, e, portanto inconveniente para a producao
em larga escala (VOGL;GLIEDER, 2013).

Apbs expressao das proteinas CD1tN e CD1tC em fermentador uma proteina
com massa molecular aproximada de 7 kDa foi observada por TRICINA- SDS-PAGE
14% em todos os tempos analisados (24, 48, 72 e 96 h) (Figura 11). As sequéncias
preditas para as defensinas recombinantes CD1tN e CD1tC estimavam massas
moleculares de 6,99 e 7,34 KDa, respectivamente.

Tendo em vista que a massa molecular esperada para a proteina
recombinante correspondia ao visualizado em gel de poliacrilamida, o sobrenadante
contendo a proteina de interesse foi submetida ao sistema de ultrafiltragéo
tangencial QuixStand Benchtop System- GE Healthcare — 3 kDa, para concentragéo
das proteinas presentes. Esta etapa teve por finalidade reduzir o volume proveniente

da expressao e facilitar a posterior purificagdo das amostras. Desta forma, o volume
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de expressao de 2 litros proveniente do biofermentador foram reduzidos para 150
ml, facilitando assim o volume a ser aplicado na coluna de purificagdo por
cromatografia de afinidade (His Trap FF crude). Apos esta etapa, as amostras foram
submetidas a eletroforese em gel (TRICINA-SDS-PAGE) para confirmar a presenca
da proteina, uma vez que durante o processo de ultrafiltracdo a proteina de
interesse poderia ser perdida. Analisando as proteinas no gel, pode se observar a
presenca da defensina de café em meio as proteinas enddgenas secretadas pela
levedura P. pastoris, com a mesma massa molecular de 7 kDa anteriormente
visualizada (Figura 12).

Neste estudo, expressao da defenisna rCD1 alcancou niveis satisfatérios (8
mg/L para CD1tN e 24 mg/L para CD1Tc) quando comparado com a defensina
Drr230a (3,5 mg/l). Poucos sdo os relatos de defensinas expressas utilizando
biofermentadores. KRISTENSEN et al., (1999) relataram a expresséo eficiente de
uma defensina de beterraba, denominada AX2 em biofermentador, assim como
OGURO et al., (2014) que reportaram a expressdo de uma defensina de mostarda
(AFP1). Entretanto os niveis de expressao alcancados ndo sao mostrados. Almeida
e colaboradores, utilizando outra abordagem metodoldégica em processos
fermentativos obtiveram 63 mg da proteina secretada rPsdl por litro de cultura
(ALMEIDA et al., 2003), valor bem acima do anteriormente alcancado ALMEIDA et
al., (2001).

Embora haja poucas proteinas secretadas endogenamente pela levedura P.
pastoris (HIGGINS;CREGG, 1998;CEREGHINO ;CREGG, 2000), optou-se por fazer
a purificacdo da proteina em dois passos cromatogréaficos, assim como foi relatado
para outras defensinas vegetais (ALMEIDA et al., 2001), (SONG et al.,, 2005).
Inicialmente, as proteinas foram submetidas a cromatografia por afinidade utilizando
Niquel (His Trap FF Crude). Apls esta etapa de purificacdo, as proteinas
recombinantes CD1tN e CD1tC foram detectadas e confirmadas por Western blot.
Uma unica banda detectada com a massa molecular esperada de 7 KDa (Figura 13
e 14) confirma que a proteina purificada corresponde a proteina observada no
extrato total analisado apds expresséo e filtragéo tangencial.

Posteriormente, a fracdo proveniente da cromatografia de afinidade foi
submetida a segunda etapa de purificacdo por cromatografia liquida de alta

performance (HPLC) em coluna C18. Andlise dos cromatogramas representados nas
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Figuras 15a e 15b, mostram a presenca de um pico majoritario em 38% de
acetonitrila para a rCD1tN e40% de acetonitrila para a forma recombinante rCD1tC.

Para analise das massas moleculares e obtencédo das sequéncias parciais, as
proteinas recombinantes purificadas foram dessalinizadas e analisadas por
espectrometria de massa do tipo MALDI-TOF. O espectro de massa de rCD1tC
(Figura 16a) mostrou um pico majoritario com massa molecular de 7600 Da. Um pico
similar e de mesma intensidade foi detectado no espectro de rCD1tN (Figura 16b),
com massa molecular de 7081 Da. Outros picos foram observados nos espectros
mostrados, no entanto estes nao foram analisados por apresentarem sinal de menor
intensidade. Ambas as formas recombinantes apresentaram massas moleculares
maiores que a massa molecular predita (rCD1tC- 7344.20/ rCDtN - 6992.84).

Andlise da sequéncia priméaria das proteinas recombinantes obtidas (Figura
17a e 17b) mostra que houve a substituicdo de alguns residuos de aminoacidos.No
entanto, essa substituicdo ndo foi responsavel pelo aumento da massa molecular,
uma vez que foram substitiidos por aminoacidos com massas moleculares
proximas. Esses aminoacidos sdo considerados isobaricos, ou seja, aminoacidos
que possuem a mesma, ou massas molares muito proximas. Isto sugere que o
aumento observado na massa molecular predita pode ser devido a modificacdes
pés-traducionais ocorridas durante o processamento e secrecdo da proteina. As
modificacdes pos traducionais sdo processos que podem alterar o tamanho, a
composicdo e a funcdo das proteinas, além da localizacdo dentro da célula
(JENSEN, 2004; SEO;LEE, 2004; LARSEN et al., 2006). De fato, modificacdes pos-
traducionais e processamento de proteinas debe levar a um aumento ou diminui¢éo
da massa em relacdo aquela predira a partir da sequéncia nucleotidica. Por
exemplo, a fosforilacdo de um residuo de serina leva a um aumento da massa em
80 Da, aumentando, assim, a massa nominal deste residuo de 87 para 167 Da
(JENSEN, 2004). E provavel que o aumento da massa observado na forma
recombinante rCD1tC seja devido a alguma modificacdo pos-traducional que possa
ter ocorrido durante a secrecéo da proteina.

Conforme descrito anteriormente, existem varios relatos na literatura de
defensinas de plantas sendo expressas eficientemente em levedura (KRISTENSEN,
et al., 1999) (ALMEIDA et al., 2001) (WISNIEWSKI et al., 2003) (CHEN et al., 2004)

(SONG et al., 2005) (PORTIELES et al., 2010) (WANG et al.,2011) (LAY et al., 2012)
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(OGURO et al., 2014), (Tabela 2). Contudo, ndo ha até o presente momento dados
mostrando a expressdo de uma defensina de café em sistema heterdlogo. Desta
maneira, os resultados descritos neste trabalho atestam a eficiéncia de P. pastoris
como sistema heterélogo para a producao das defensinas recombinantes rDrr230a e
rCD1. Os resultados alcancados permitiram que estudos posteriores das atividades
biolégicas das proteinas fossem realizados.

As doencas fungicas sdo um dos maiores fatores que afetam a produtividade
nas culturas agricolas. Métodos de controle basicos, como rotacdo de cultura,
controle biolégico, escolha de cultivar mais adequada e controle quimico, tém
auxiliado os agricultores a superar muitas doencas de plantas comuns. No entanto,
as perdas provocadas por fungos fitopatogénicos ainda ocorrem em muitos campos
de producéo.

Diversas medidas de controle da ferrugem asiatica tém sido utilizadas visando
minimizar as perdas ocasionadas na produtividade da soja. Desde o seu surgimento,
em 2001, o controle vem sendo realizado por medidas de manejo conjuntas.,
Entretanto, o uso de fungicidas quimicos ainda € o principal método de controle.O
uso de fungicidas s6 é eficiente quando aplicado logo apds o surgimento dos
sintomas iniciais da doenca na lavoura. A aplicagdo inadequada do produto, bem
como o seu uso indevido, além de elevar o custo de producdo podem levar a um
controle deficiente da doenca (YORINORI, et al., 2005). Apds estabelecimento da
ferrugem, os fungicidas apresentam eficacia reduzida (FORCELINI, 2003). Estudos
com fungicidas no campo realizados por ANDRADE;ANDRADE (2002) comprovaram
que a aplicacdo do fungicida apds sete dias de estabelecimento da doenca foi
suficiente para o aumento da desfolha em 82%, quando comparado ao que recebeu
o produto durante o aparecimento da doenca. Quando a pulverizacdo do fungicida
ocorreu 14 dias apds o aparecimento dos sintomas, a desfolha aumentou em 155%,
conforme relatado por AZEVEDO et al. (2004).

A utilizacdo de cultivares resistentes seria 0 método mais viavel no controle
da doenca. Embora existam algumas cultivares com resisténcia natural a ferrugem
asiatica, a estabilidade dessa resisténcia é preocupante devido a alta diversidade
genética que o fungo possui, dificultando o desenvolvimento de cultivares que sejam
efetivas por longo tempo. Atualmente, ndo existem cultivares com resisténcia

completa ao patégeno, sendo a obtencdo de cultivares de soja resistente a ferrugem
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asidtica um grande desafio para os pesquisadores. Ainda, vale salientar que ndo ha
relatos de cultivares disponiveis comercialmente utilizando peptideos
antimicrobianos como genes de resisténcia. Este fato reforca a necessidade da
busca por novas moléculas com potencial uso no controle da ferrugem asiatica.

Poucos sdo os relatos na literatura demonstrando compostos ou moléculas
que apresentem atividade contra a ferrugem asiatica. Em um recente estudo
realizado por nosso grupo de pesquisa na Embrapa Recursos Genéticos e em
parceria com a Embrapa Soja, uma proteina inibidora de xilanase similar a quitinase
de café, denominada CaclXIP (Coffea arabica Chitinase-like Xylanase Inhibitor
Protein) foi identificada com potencial atividade no desenvolvimento do fungo
causador da ferrugem asiatica. ApOs clonagem e expressdo heteréloga em P.
pastoris, CaclXIP mostrou-se capaz de inibir em 45% a germinacdo dos
uredosporos de P. pachyrhizi quando os ensaios foram realizados na presenca de
1,5 pg/ul da proteina (VASCONCELOS et al., 2011).

SUBRAMANYAM K et al. (2012) demonstraram que plantas de soja cv. Pusa
16 geneticamente modificadas expressando uma osmotina de tabaco (Tbosm)
conferiram resisténcia a ferrugem asiatica da soja. Osmotinas (Osmotin Like proteins
ou OLPs), assim como as defensinas, sdo membros da familia de proteinas
relacionadas a patogénese (PR-Proteinas), que sdo produzidas em plantas sob
diferentes estresses bidticos e abitticos (WEBER et al., 2014). Neste estudo, folhas
infectadas foram analisadas de acordo com o grau de infeccdo provocado pelo
fungo, o qual foi dividido em quatro classes entre 0 e 4; 0: folhas saudaveis, sem
infecgdo fangica; 1: < 25% da superficie da folha com sintomas da doencga; 2: < 50%
da superficie da folha com sintomas da doenca: 3: < 75% da superficie da folha com
sintomas da doencga; 4: 275% da superficie da folha com sintomas da doenca. De
acordo com os resultados obtidos, foi possivel observar que as folhas das plantas de
soja T1 expressando o transgene apresentaram niveis insignificantes da doenca,
com grau de infeccdo 1, enquanto as folhas de soja nado transformada (NT)
apresentaram sintomas severos da doenca, classificado como grau 4.

No presente trabalho, as defensinas recombinantes rDrr230a e rCD1, ambas
expressas em P. pastoris foram avaliadas quanto ao seu potencial de inibir os
uredosporos de P. pachyrhizi in vitro, assim como de interferir na severidade da

doenca em ensaios in planta. Os resultados obtidos mostraram que rDrr230a inibiu
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100% a germinacao de esporos de P. pachyrhizi quando testada na concentracéo de
3 pg/ul (Figura 18). Com relacdo a defensina rCD1, a inibicdo da germinacdo dos
uredosporos também foi observada, no entanto quando comparado a defensina
recombinante rDrr230a, o fungo mostrou se menos sensivel a presenca das formas
recombinantes rCD1tN e rCD1tC, havendo inibicdo em 18% e 26%,
respectivamente, ndo se observando diferenga significativa entre as duas formas
recombinantes testadas (Figura 19).

Em concentracbes semelhantes, as defensinas recombinantes rDrr230a e
rCD1 (rCD1tN e rCD1tC) foram capazes de reduzir drasticamente a severidade da
doenca in planta. Constatou-se que folhas ndo apresentaram nenhum sintoma da
doenca (0% severidade) quando tratadas com as defensinas recombinantes
rDrr230a e rCD1 Além disso, foi observado por meio da MEV (Microscopia Eletronica
de Varredura) que folhas infectadas na auséncia da rDrr230 e rCD1 apresentavam
suas células epidérmicas alteradas (Figuras 20d, 21f). Fato este ndo observado nas
folhas ndo tratadas com as proteinas recombinantes (Figura 20b, 21d, 21e). Estes
resultados corroboram com aqueles anteriormente observado (Figura 18 e 19),
mostrando que as defensinas vegetais rDrr230a e rCD1 afetam diretamente a
germinacdo dos esporos de P. pachyrhizi e consequentemente no grau de
severidade da doenca.

A defensina Drr230a, alvo deste estudo, foi primeiramente estudada em
plantas transgénicas por WANG et al. (1999), os quais constataram que plantas de
canola (Brassica napus) expressando constitutivamente o gene que codifica para a
Drr230a apresentavam resisténcia a doenca canela preta, causada pelo fungo
Leptosphaeria maculans. Posteriormente, expressa em canola, a defensina foi capaz
de reduzir consideravelmente a mortalidade das plantas infectadas com o fungo
biotrofico Rhizoctonia solani e diminuir as lesées das folhas inoculadas com o fungo
Sclerotinia sclerotirum, levando ao retardo do desenvolvimento da doenca
(WANG;FRISTENSKY, 2001)

LAI et al. (2002), provaram que a defensina Drr230a esta realmente envolvida
nos mecanismos de defesa vegetal, uma vez que foi detectada a presenca do seu
transcrito em diversas partes da planta, como folhas jovens e maduras, caule, raiz,
radicula, flores e vagens. Plantas de tabaco (Nicotiana tabacum) expressando o

transgene Drr230a foram analisadas quanto a sua capacidade de inibir o
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crescimento de diversos fungos fitopatogénicos. Quando comparadas com plantas
de tabaco nao transformadas, extrato de plantas transgénicas de tabaco
expressando Drr230a na concentracdo de 25 ug/pL reduziu o crescimento dos
fungos F.oxysporum (= 60%), Ascochyta pinodes (= 56%), Trichoderma reesei
(=71%), Fusarium solani (= 51%), dentre outros.

A fim de analisar a atividade antifingica da Drr230a contra doencas de
importancia agronémica para o Brasil, nosso grupo de pesquisa na Embrapa
Recursos Genéticos Biotecnologia também testou a defensina rDrr230a, expressa
em P. pastoris, quanto a sua capacidade de inibir o crescimento dos fungos
Fusarium tucumaniae, agente causal da sindrome da morte subita em soja e
Colletrotrichum gossypii var. cephalosporioides, responsavel pela ramulose no
algodoeiro. Nesse trabalho foi avaliada o seu potencial na inibicdo da germinacao
dos esporos, tendo sido observado que a defensina recombinante rDrr230a foi
capaz de inibir a germinacao dos esporos e o crescimento dos respectivos fungos. A
ICso calculado contra F. tucumaniae foi de 7,67 pM e para C. gossypii var.
cephalosporioides a ICsy correspondeu a 0,84 uM. Ja no ensaio de inibicdo da
germinacdo de esporos, rDrr230a foi testada na concentragdo de 25 ng/ul e
observou-se que apo6s 12 horas de incubacédo a proteina recombinante foi capaz de
inibir 100% a germinacdo dos esporos de ambos os fungos testados (LACERDA et
al. 2015). E importante salientar que, até entdo, ndo havia sido reportada nenhuma
defensina de planta ativa contra os fungos F tucumaniae e C. gossypii var.
cephalosporioides, fungos de grande relevancia para as culturas de soja e
algodéo,respectivamente. Ndo havendo controle quimico satisfatorio, nem tdo pouco
resisténcia natural contra esses fitopatdgenos, estes resultados apontam para
rDrr230a como uma ferramenta promissora para o desenvolvimento de plantas
transgénicas de soja e algoddo, na perspectiva de se tornarem resistentes contra
estes impactantes fungos fitopatdgenicos.

No presente trabalho, foi claramente demonstrado que ambas as defensinas
recombinantes reduziram em 100% a severidade da ferrugem asiatica da soja em
ensaios in planta. Pela primeira vez na literatura € reportado a atividade de
defensinas vegetais ativas e eficazes no controle de um fungo biotréfico obrigatorio
como P. pachyrhizi. Embora tenha sido necesséaria uma concentracao relativamente

alta das defensinas (3 pg/ul), estas foram capazes de combater o surgimento dos
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sintomas da ferrugem asiatica da soja. Sendo esta doenca controlada basicamente
pelo uso de agrotoxicos quimicos, a utilizacdo destas defensinas, seja na producéo
de fungicidas ou no desenvolvimento de plantas geneticamente modificadas,
constitui uma excelente alternativa biotecnoldgica no controle de fitopatégenos,
levando, assim, a reducdo do uso destes compostos quimicos que afetam o meio
ambiente, s&o prejudiciais a saude e elevam os custos de producao nas lavouras.

As duas formas recombinantes (rCD1tN e rCD1tC) foram testadas contra
fungos fitopatogénicos do género Fusarium e contra o fungo patogénico ao homem
C.albicans. Apenas a forma recombinante rCD1tC foi capaz de inibir o crescimento
do fungo F tucumaniae. rCD1tC inibiu o crescimento do fungo em 28 % quando
testada na concentracao de 52 uM (Figura 22). Com relag&o ao fungo F. oxysporum,
nao foi observado inibicdo do crescimento fungico para nenhuma das formas
recombinantes quando testadas na mesma concentracdo de proteina (52 pM)
(Figura 24).

A mesma concentracdo de proteina (52 uM) utilizada nos ensaios contra 0s
fungos fitopatogénicos F. tucumaniae e F. oxysporum foi testada para o fungo C.
albicans. No entanto nenhuma inibicdo do crescimento fungico foi observada quando
comparada com o controle positivo (Figura 22).

Os ensaios contra os fungos F. tucumaniae, F. oxysporum, P. pachyrhizi e C.
albicans foram realizados com as duas formas recombinantes rCD1tC e rCD1tN.
Como dito anteriormente, foi adotada a estratégia de expressar a defensina rCD1
nas duas formas recombinantes, baseada em dados da literatura que atestam que o
N-Terminal e C-terminal dessas proteinas estdo relacionados com sua atividade
(KRISTENSEN et al., 1999; ALMEIDA et al., 2001; SPELBRINK et al., 2004). Devido
a este fato, a presenca de seis residuos de histidina (His-Tag) em uma dessas
extremidades poderia alterar a atividade biolégica da defensina rCD1.

No ensaio realizado com o fungo P. pachyrhizii as duas formas
recombinantes foram ativas na inibicdo da germinacao dos uresdosporos do fungo e
na capacidade de reducdo da severidade da ferrugem asiatica da soja. A presenca
de seis residuos de histidina (His-Tag) nas regides carboxi e amino terminal nao
interferiu na atividade biologica da defensina rCD1. Nao foi observada diferenca

significativa entre as duas formas recombinantes (rCD1tN e rCD1tC). Tal fato
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provavelmente é devido ao mecanismo de acéo diferenciado dessa defensina contra
este fitopatdégeno.

Embora o mecanismo de acéo nao tenha sido alvo deste estudo, sabe-se que
essas moléculas apresentam mecanismos de acdo e alvos especificos para cada
patogeno (THEVISSEN et al., 1997; THEVISSEN et al., 2000; THEVISSEN et al.,
2003). Dessa forma, h4 a hipétese de que o modo de acéo especifico contra este
fungo néo esteja relacionado as regiées carboxi e amino terminal da proteina.

rCD1tC foi capaz de inibir em 28% o crescimento fungico de F. tucumanie. Do
mesmo modo que a atividade da defensina sobre P. pachyrhizi parece nao estar
relacionada ao C-terminal da proteina, 0 mesmo pode ser atribuido para F.
tucumaniae. A presenca da His-Tag no C-terminal parece nao ter interferido na
atividade da defensina contra este patdgeno. Dados obtidos por KANT et al. (2009)
em bioensaios contra Fusarium graminearum, comprovaram que a presenca ou
auséncia da His-tag nas extremidade C-terminal influencia na atividade da proteina.
Neste estudo, a defensina recombinante PDC1 de milho expressa sem a sequéncia
His-tag no C-terminal da proteina foi significativamente mais eficaz na inibicdo do
crescimento de F. graminearum, em comparacdo com a rPDC1 com a sequéncia
His-tag. Tal fato confirma a importancia dessa regido para a atividade da proteina,
comprovando que essa moléculaé sensivel a modificacbes covalentes no C-terminal.

Outro estudo, reportado por SPELBRINK et al., (2004) também relata a
importancia da extremidade C terminal com a atividade das defensinas. A
caracterizacdo da atividade antifungica in vitro de uma quimera contendo diferentes
por¢cOes de duas defensinas vegetais, MsDefl e MtDef2, revelou que 0s principais
determinantes da atividade antifangica residia na regido carboxi terminal
(aminoacidos 31-45) da defensina MsDef1.

Com relacdo a defensina rCD1, a andlise das massas molecular por Maldi-
TOF das proteinas rCD1tC e rCD1tN revelou que ambas as formas recombinantes
apresentaram massas moleculares maiores do que a esperada (Figura 16). Além
disso, o sequenciamento do N-terminal mostrou que a sequéncia primaria das
proteinas foi diferente daquela que era predita (Figura 17). Foi observado que
ambas as formas recombinantes apresentaram a adicdo de um residuo de
aminoacido (Glicina- Glyl) no N-terminal da proteina e a substituicdo de um residuo

de glicina por um residuo de Alanina (Alanina — Ala2). Além disso, quatro residuos
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de aminoacidos foram substituidos (Lys8, Pro9, SerlO, Lysll) na regido
aminoterminal de rCD1tC (Figura 17). Os quatro aminodcidos foram substituidos
respectivamente por treonina, glutamina, lisina e prolina. A adicdo do residuo de
glicina na regido N-terminal de ambas as formas recombinantes pode ter levado a
perda da atividade da defensina rCD1 contra os fungos F. oxysporum e C. albicans.

Levando em consideracdo que houve a substituicdo de quatro residuos de
aminoacidos na regido N-terminal da forma recombinante rCD1tC, e, que dois
residuos eram carregados positivamente (Lisina-K) , a perda desses dois residuos
pode ter levado a uma alteracdo na carga total da proteina e,consequentemente,
interferido negativamente na sua atividade biol6gica. Sendo as defensinas vegetais
de carater catibnico e carregadas positivamente, sua interacdo com o patégeno €&
dependente das cargas positivas que interagem especificamente com as cargas
negativas do patégeno.

Diferentemente do relatado para a defensina MsDefl, alguns autores
mostram a importancia do N-terminal na atividade da proteina. A defensina AX2,
isolada de folhas de beterraba, inibiu o crescimento do fungo Cercospora beticola.
Entretanto, a atividade biologica da AX2 recombinante, expressa em P. pastoris, foi
menor quando comparada com a defensina original. Os autores atribuiram esta
diferenca a adicdo de um aminoacido na regido N-terminal, aminoécido este
adicionado como estratégia de clonagem. O residuo de arginina no amino-terminal
introduziu uma carga positiva adicional na proteina, interferindo negativamente na
potencialidade antifungica, possivelmente por enfraquecer as interacbes ibnicas
entre a proteina e o receptor especifico no fungo (KRISTENSEN et al., 1999).

ALMEIDA et al. (2001) demonstraram que a presenca de um tetrapeptideo no
N-terminal (Glu-Ala-Glu-Ala) da defensina rPsD1 expressa em P. pastoris levou a
uma diminuicdo do potencial antifingico da proteina, reduzindo em 5 vezes a
atividade para F. tucumaniae e A. niger quando comparada a proteina PsD1 nativa.
No entanto, a atividade para N. crassa ndo foi afetada, o que sugere distinto
mecanismo de acdo desta defensina para os respectivos fungos citados.

Embora a atividade das defensinas vegetais seja mais pronunciada contra
fungos, algumas bactérias, especialmente as Gram-positivas sdo sensiveis a acao
destas defensinas. Neste sentido, a atividade antibacteriana da defensina de café foi

b

avaliada contra duas bactérias patogénicas, por estarem relacionadas a infeccéo
92



hospitalar, sendo de grande relevancia na saude. Andlise da curva de crescimento
(Figura 26 e Figura 27) revelou que nao houve inibicdo do crescimento bacteriano de
S. aureus e K. pneumoniae quando rCD1Tc foi testada na concentracao de 40 pM.

Poucos sdo os relatos de defensinas vegetais que apresentam atividade
antifingica e antibacteriana (CARVALHO;GOMES, 2009 e 2011), tal fato pode estar
atribuido as diferencas estruturais nas membranas desses microorganismos, e
consequentemente, alvos e mecanismos de acédo diferentes dos relatados para as
defensinas antifingicas. Ainda é preciso realizar ensaios com a forma recombinante
rCD1tN para assegurar que a defensina possui apenas atividade antifungica. No
entanto, os resultados encontrados até agora corroboram com o0s dados
encontrados na literatura, os quais reportam que a maioria dessas defensinas € ativa
contra fungos.

Sendo assim, os dados relatados neste trabalho e na literatura corroboram
conjuntamente para provar que modificacbes covalentes na regido amino e carboxi-
terminal das defensinas vegetais podem levar a alteracdes na sua atividade

bioldgica.
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7 - CONCLUSAO

O sucesso da expressdo das defensinas rDrr230a e rCD1 usando Pichia
pastoris, bem como a sua purificacdo e atividade antimicrobiana contra fungos
fitopatogénicos impactantes para a agricultura foram reportados neste trabalho. As
duas defensinas recombinantes testadas foram capazes de inibir a germinacédo dos
uredosporos do fungo P. pachyrhizi, além de reduzir substancialmente a severidade
da ferrugem asiatica da soja em ensaios in planta. Adicionalmente, rCD1 inibiu o
crescimento fungico de F. tucumaniae, agente causal da sindrome da morte subita
de soja.

Conjuntamente, estes resultados revelam o potencial uso das defensinas
rDrr230a e rCD1 como candidatas ao desenvolvimento biotecnoldgico de novas

formulacdes para o controle de fungos fitopatogénicos de importancia agronémica.
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INTRODUCTION

Since the beginning of the 90s lots of cationic plant, cysteine-rich antimicrobial peptides
(AMP) have been studied. However, Broekaert etal. (1995} only coined the term “plant
defensin,” after comparison of a new class of plant antifungal peptides with known insect
defensins. From there, many plant defensins have bean reported and studies on this class
of peptides encompass its activity toward microorganisms and molecular features of the
mechanism of action against bacteria and fungi. Plant defensins alsc have been tested
as biotechnological tools to improve crop production through fungi resistance generation
in organisms genetically modified (OGM]. Its low effective concentration towards fungi,
ranging from 0.1 to 10 pM and its safety to mammals and birds makes them a better
choice, in place of chemicals, to control fungi infection on crop fields. Herein, is a review of
the history of plant defensins since their discovery at the beginning of 90s, following the
advances on its structure conformation and mechanism of action towards microorganisms
is reported. This review also points out some important topics, including: (i} the most
studied plant defensins and their fungal targets; (il the molecular features of plant defensins
and their relation with antifungal activity; (i) the possibility of using plant defensin(s) genes
to generate fungi resistant GM crops and biofungicides; and (iv) a brief discussion about
the absence of products in the market containing plant antifungal defensins.

Keywords: plant defensins, antifungal, phytopathogens, peptide structure, peptide function, transgeny
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Abstract

Plant defensins are antifungal peptides produced by the innate immune
system plants have developed to circumvent fungal infection. The defensin Drr230a,
originally isolated from pea, has been previously shown to be active against various
entomopathogenic and phytopathogenic fungi. In the present study, the activity of a
yeast-expressed recombinant Drr230a protein (rDrr230a) was tested against
impacting soybean and cotton fungi. Firstly, the gene was subcloned into the yeast
expression vector pPICZaA and expressed in Pichia pastoris. Resulting rDrr230a
exhibited in vitro activity against fungal growth and spore germination of Fusarium
tucumaniae, that causes soybean sudden death syndrome, and against
Colletotrichum gossypii var. cephalosporioides, that causes cotton ramulosis. The
rDrr230a ICso corresponding to inhibition of fungal growth of F. tucumaniae and C.
gossypii var. cephalosporioides was 7.67 puM and 0.84 pM, respectively,
demonstrating the moderate activity against F. tucumaniae and high potency against
C. gossypii var. cephalosporioides. Additionally, rDrr230a at 25 ng/ul (3.83 uM)
resulted in 100% inhibition of spore germination of both fungi, demonstrating
rDrr230a affects fungal development since spore germination. Moreover, rDrr230a at
3 pg/ul (460.12 pM) inhibited 100% of in vitro spore germination of the obligatory
biotrophic fungus Phakopsora pachyrhizi, which causes Asian soybean rust.
Interestingly, rDrr230a substantially decreased the severity of Asian rust, as
demonstrated by in planta assay. To our knowledge, this is the first report of a plant
defensin active against a obligatory biotrophic phytopathogenic fungus. Results
revealed the potential of rDrr230a as a candidate to be used in plant genetic

engineering to control relevant cotton and soybean fungal diseases.

Keywords: Defensin, Pisum sativum, Pichia pastoris, Fusarium tucumaniae,

Colletotrichum gossypii var. cephalosporioides, Phakopsora pachyrhizi.
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ABSTRACT

Africa, Asia and Latin America are regions around the globe constantly affected by
endemic diseases, such as Leishmaniasis, Malaria and Chagas’ disease. They Kkill
thousands of patients every year, once that there is still no cure for these illnesses
and the medicaments used are inefficient against the pathogenic parasites. In Brazil,
more than 29 million people live in endemic areas, being vulnerable to be infected by
these diseases. During the life cycle of some parasitic protozoa, insects become the
most important host and disseminator of the diseases triggered by these
microorganisms. As they do not develop nocive symptoms, insects can carry the
parasites for long time inside their body, enabling the microorganism to multiplicate
and complete the main stages of its life cycle. Eventually, parasites infect a human
being after insects transfer them through their salive and/or feces. Hence, host
insects and general arthropods, which developed a way to coexist with such
microorganisms, are a promissory source for the prospection of antiparasitic
compounds, with the aim of developing alternatives for the treatment of protozoa-
related diseases. Among the molecules already isolated and investigated, there are
proteins and peptides with high activity against parasites, which are able to inhibit
their activity in different stages of development. Although studies are still taking their
first steps, initial results are showing new perspectives on the treatment of parasitic
diseases. Therefore, in this report, we described and discuss the most recent
researches on the identification of proteins and peptides from host insect sources
with activity against the three most endemic parasites: Leishmania sp, Plasmodium
sp. and Trypanosoma sp. Moreover, we describe the future application of non-hosts
insect transcriptomes on the prospection of novel molecules that can be used for the
treatment of parasitic diseases.

Keywords: proteins, peptides, antiparasitic, host insects, tropical diseases.
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