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RESUMO

Candida ssp. compreendem um grupo de leveduras que normalmente vivem na pele e mucosas
do homem, podendo ocasionar candidiase, com consequéncias graves particularmente para
individuos imunocomprometidos. Os principais antifungicos utilizados no tratamento da
candidiase sdo toxicos e podem levar ao aparecimento de cepas resistentes. Uma alternativa
promissora aos tratamentos convencionais € o uso de proteinas vegetais. Moringa oleifera é
uma planta de grande valor nutricional e medicinal, com atividade antimicrobiana. Este trabalho
objetivou purificar uma proteina ligante a quitina de sementes de M. oleifera e avaliar sua
atividade antifungica contra espécies de Candida. Mo-CBP2 (Mo: Moringa oleifera; CBP:
“Chitin Binding Protein”) foi purificada a partir da fragdo albumina de sementes de M. oleifera
por cromatografia de afinidade em matriz de quitina, seguida de cromatografia de troca
catibnica. Mo-CBP2 representou em torno de 0,14% da proteina total da semente e se apresentou
como uma Unica banda na eletroforese em condicéo nativa. Por espectrometria de massas, Mo-
CBP2 é uma proteina de 13.160 Da. Em contraste, Mo-CBP2 emergiu em dois picos, com
massas moleculares correspondentes a 33,0 e 66,0 kDa, apds cromatografia de filtracdo em gel
(pH 7,5). Mo-CBP2 apresentou-se como uma Unica banda proteica com massa molecular
aparente de 25,0 kDa quando analisada por PAGE-SDS. Todavia, em Tricina-SDS-PAGE, Mo-
CBP2, em condic¢Bes ndo redutoras, resultou em duas bandas proteicas, uma na faixa de 13,0
kDa e outra superior a 17,0 kDa e, apds tratamento com DTT e -mercaptoetanol, mostrou
bandas com massas moleculares aparentes de 7,0 e 4,0 kDa. Os dados em conjunto sugerem
que Mo-CBP: existe em diferentes formas oligoméricas. Mo-CBP2 é uma glicoproteina basica
(p! 10,9) com 4,1% de carboidratos, ndo apresentando atividade hemaglutinante ou hemolitica
frente a eritrocitos de coelho. A analise comparativa das sequéncias dos peptideos tripticos
obtidos a partir da Mo-CBP2 em solucdo, apds LC-ESI-MS/MS, revelou similaridade com
outras proteinas de M. oleifera, como a albuminas 2S denominada de Mo-CBP3. Mo-CBP: foi
capaz de inibir, in vitro, o crescimento de C. albicans, C. parapsilosis, C. krusei e C. tropicalis,
com CIM variando de 9,45 a 37,9 pM. Em adicdo, Mo-CBP2 (18,9 pM) aumentou a
permeabilidade da membrana celular e induziu a producéo de espécies reativas de oxigénio em
C. albicans, além de ter degradado o DNA do plasmideo circular (pUC18) de Escherichia coli.
Os resultados obtidos apontam para o potencial de uso da Mo-CBP2 como uma nova proteina
antifungica ativa contra Candida spp.

Palavras chave: Prospeccdo; Moringa; Proteina vegetal; Antifingica; Candidiase.



ABSTRACT

Candida species encompass a group of yeast that normally lives on the skin and mucous
surfaces of human beings, in which the infectious disease candidiasis can occur, with severe
consequences particularly for immunocompromised patients. The available antifungal drugs
used for the candidiasis treatment are usually toxic and can lead to the development of resistant
strains. A promising alternative to the conventional treatments is the use of plant proteins.
Moringa oleifera is a plant with valuable nutritional and medicinal properties, including
antimicrobial activity. This work aimed to purify a chitin-binding protein from M. oleifera seeds
and to evaluate its antifungal properties against Candida species. Mo-CBP2 (Mo: Moringa
oleifera; CBP: Chitin Binding Protein) was purified from the albumin fraction of M. oleifera
seeds through chitin affinity chromatography followed by cation exchange chromatography.
Mo-CBP:2 represented about 0.14% of the total seed protein and appeared as a single band on
native PAGE. By mass spectrometry, Mo-CBP2 presented 13,160 Da. However, in contrast,
after native gel filtration chromatography (pH 7.5) two protein peaks with molecular masses of
33.0 and 66.0 kDa emerged from Mo-CBP2. By SDS-PAGE, Mo-CBP2 migrated as a single
band with an apparent molecular mass of 25.0 kDa. Nevertheless, Tricine-SDS-PAGE of Mo-
CBP2 under non-reduced conditions revealed two protein bands in the range of 13.0 and 17.0
kDa. After DTT and B-mercaptoethanol treatments, Mo-CBP2 appeared as been composed of
masses of 7.0 and 4.0 kDa. Altogether, these results suggest that Mo-CBP: exists in different
oligomeric forms. Moreover, Mo-CBP: is a basic glycoprotein (pl 10.9) with 4.1% sugar, with
did not display hemagglutinating or hemolytical activity upon rabbit erythrocytes. A
comparative analysis of the sequence of triptic peptides from Mo-CBP: in solution, after LC-
ESI-MS/MS, revealed similarity with other M. oleifera proteins, as the 2S albumin Mo-CBPs.
Mo-CBP2 possesses in vitro antifungal activity against Candida albicans, C. parapsilosis, C.
krusei and C. tropicalis, with MIC ranging from 9.45 to 37.9 puM. In addition, Mo-CBP2 (18.9
KUM) increased the cell membrane permeabilization and oxigen reactive species production in
C. albicans and promoted degradation of circular plasmid DNA (pUC18) from Escherichia
coli. The results presented in this work point out the potential of Mo-CBP2 as a new antifungal
protein active against Candida spp.

Key words: Prospection; Moringa; Plant protein; Antifungal; Candidiasis.
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1 INTRODUCAO

E extremamente comum a ocorréncia natural de fungos do género Candida na pele e
mucosas de individuos saudaveis. No entanto, dentre cerca de 200 espécies de Candida que ja
foram identificadas até o momento, 10% delas sdo consideradas patogénicas ao homem.
Algumas das espécies mais importantes do ponto de vista clinico incluem as mesmas que sdo
capazes de colonizar a superficie corporea humana, tais como C. albicans, C. glabrata, C.
parapsilosis, C. tropicalis e C. krusei.

As infecgdes ocasionadas por Candida spp., denominadas “candidiase”, sdo um grande
desafio da medicina atual. Essas podem ser desencadeadas pelo uso indiscriminado de
antibidticos, uma vez que a microbiota bacteriana é desbalanceada e, assim, Candida spp. sdo
passiveis de se desenvolver por falta de competicdo interespecifica. A ocorréncia de diabetes
mellitus tipos 1 e 2 e, ainda, de doencas e/ou situa¢es que debilitem o sistema imunolégico
(quimioterapia, individuos soropositivos etc.) também sdo fatores de risco para o surgimento
de candidiase. Em ambiente hospitalar, essas infec¢cbes acometem mais corriqueiramente
pacientes que foram submetidos a alguma intervencéo cirdrgica e fazem uso de sondas, pois,
nesse caso, € comum a formagdo de biofilmes sobre os quais Candida spp. podem se
desenvolver.

As substancias antifungicas atualmente disponiveis no mercado para o tratamento de
candidiase muitas vezes sdo eficientes, mas podem levar a selecdo de cepas resistentes e,
portanto, a eficacia do tratamento é reduzida. Além disso, tais substancias podem apresentar
variados graus de toxicidade devido, dentre outros fatores, a sua baixa especificidade. Dessa
forma, é de grande importancia a busca por novos compostos com atividade antiflngica,
possibilitando o desenvolvimento de drogas e/ou tratamentos alternativos. Nesse contexto, as
plantas surgem como fontes promissoras de compostos bioativos contra Candida spp., uma vez
que produzem ampla variedade de metabdlitos primarios (especialmente proteinas) e
secundarios de forma intrinseca e/ou em resposta ao ataque por herbivoros e/ou fitopatégenos.

Diversas proteinas vegetais ja sdo reconhecidamente dotadas de bioatividade contra
Candida spp., de forma que sua aplicacdo biotecnologica direcionada ao controle destes fungos
é sugerida. Dentre essas, destacam-se as proteinas ligantes a quitina devido a sua capacidade de
interagir com o principal componente estrutural da parede celular fingica e, portanto, alvo

potencial de compostos com acédo antifingica.
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Nosso grupo de pesquisa identificou a presenca de proteinas ligantes a quitina em
sementes de Moringa oleifera, uma planta nativa da India bastante conhecida no Brasil,
especialmente na regido Nordeste, principalmente por suas propriedades floculantes,
nutricionais e farmacologicas. As proteinas ligantes a quitina de M. oleifera, denominadas
genericamente Mo-CBP (Mo: Moringa oleifera; CBP: “Chitin Binding Proteins™) por nosso
grupo de pesquisa, ja foram estudadas quanto ao seu potencial antifingico. Uma dessas
proteinas, Mo-CBPs, apresenta atividade contra fungos fitopatogénicos de importancia
agronémica. O presente trabalho, em particular, tem como objeto de estudo uma nova proteina
ligante & quitina de sementes de M. oleifera, denominada Mo-CBP2, onde estdo sendo propostas
sua purificacdo, caracterizacdo bioquimica e avaliacdo de sua atividade inibitéria contra

Candida spp.
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2 FUNDAMENTAGCAO TEORICA

2.1 Candida spp.

Candida spp. compreende um grupo extremamente heterogéneo de leveduras, ou seja,
células individuais, de formato oval ou esférico, que podem exibir padrdes de brotamento axiais
e bipolares (THOMPSON; CARLISLE; KADOSH, 2011). Cerca de 200 espécies de Candida
ja foram identificadas, dentre estas, mais de 20 espécies sdo sabidamente patogénicas ao
homem. As espécies clinicamente importantes incluem C. albicans, C. tropicalis, C. krusei
(GONG, et al., 2016; TAN, et al., 2016), complexo de C. glabrata (formado por C. nivariensis
e C. bracarensis e C. glabrata sensu strictu) (SWOBODA-KOPEC, et al., 2014) e complexo
de C. parapsilosis (formado por C. orthopsilosis, C. metapsilosis e C. parapsilosis sensu stricto)
(PIRES, et al., 2016).

Macroscopicamente, as colénias de Candida possuem cor de creme a amarelada (em
meio de cultura Agar Sabouraud) e, dependendo da espécie, podem ter uma textura macia,
brilhante ou seca ou enrugada sem brilho. Algumas espécies, como C. albicans e C.
dubliniensis, podem apresentar crescimento envolvendo hifas verdadeiras ou, mais comumente,
pseudohifas. Hifas e pseudohifas distinguem-se pela maneira como sédo formadas. Pseudohifas
sdo formadas a partir de células de levedura por brotamento, mas o novo crescimento
permanece ligado a célula parental e alongado, resultando em filamentos com constri¢fes nas
juncbes célula-célula. N&o ha paredes transversais internas (septos associados com
pseudohifas). Ja as hifas verdadeiras sdo formadas a partir de uma projecao do tubo germinativo
gue se alonga e, em seguida, forma ramos com septos definidos que dividem as hifas fangicas
em unidades separadas. Essa capacidade de formar hifas e pseudohifas que algumas espécies
de Candida possuem € denominada de polimorfismo e esta relacionada com a viruléncia e
patogenicidade do fungo, pois facilita a penetracao nos tecidos do hospedeiro durante a infeccao
(SILVA et al., 2011).

Outros fatores de viruléncia estdo envolvidos na patogenicidade de Candida spp., mas
o papel da parede celular na patogénese destes fungos € indiscutivel. A parede celular é a
estrutura que: (1) entra primeiro em contato com as células do hospedeiro; (2) transporta
importantes determinantes antigénicos do fungo; (3) é responsavel pela adesdo do patdgeno e
(4) estabelece uma conversa cruzada com o hospedeiro, através do "cddigo de glicanos", que
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inclui modificacdes na composicao quimica e nas ligacdes dos polissacarideos da parede celular
(RUIZ-HERRERA et al., 2006). Observagdes microscopicas de sec¢Oes da parede celular de
Candida spp. revelam a existéncia de, pelo menos, duas camadas bem distintas (FIGURA 1).
A camada externa, que é altamente enriquecida com polimeros de manose O- e N-ligados a
proteinas formando glicoproteinas; e a camada interna, contendo um esqueleto constituido
pelos polissacarideos quitina e B-1,3-glucano, que conferem resisténcia e forma a célula. As
glicoproteinas ligam-se ao esqueleto polissacaridico através de um glicano mais flexivel, o B-
1,6-glucano. Desta maneira, a parede celular é formada por 80 — 90% de carboidratos (GOW et
al., 2012).

Em C. albicans, cerca de 2% da massa seca da parede celular normalmente séo
constituidas de quitina, enquanto que 40% e 20% correspondem aos polissacarideos [3-1,3-
glucano ¢ B-1,6-glucano, respectivamente. Contudo, o contetdo de quitina parece estar
relacionado com a defesa e viruléncia deste fungo, pois em condigdes de estresse a quantidade
desse polissacarideo pode quadruplicar. Além disso, em sua forma de hifa, a quantidade de
quitina chega a ser de 3 a 5 vezes maior do a quantidade encontrada na sua forma leveduriforme
(GOW et al., 2012).

A quitina € um polissacarideo linear constituido por mais de 2000 unidades de N-acetil-
D-glucosamina (2-acetamido-2-desoxi-D-glucose, GIcNAc), unidas por liga¢des [-1,4.
Cadeias de quitina sdo associadas de forma antiparalela através de liga¢6es de hidrogénio para
formar microfibrilas compostas de 20 a 400 cadeias. Devido a este arranjo cristalino, quitina é
um dos produtos naturais mais insoluveis, 0 que explica sua posi¢ao na base da parede celular,
formando um verdadeiro alicerce. Portanto, a quitina € um componente essencial da parede
celular de Candida e por isso torna-se um potencial alvo para o desenvolvimento de drogas
antifungicas (RUIZ-HERRERA et al., 2006; GOW, 2012).

2.2 Candidiase

InfecgOes ocasionadas por Candida spp. sdo tidas como um dos principais problemas de
salide publica na medicina atual (VAN DER MEER et al., 2010). E comum individuos
saudaveis serem portadores de algumas espécies de Candida (C. albicans, C. dubliniensis, C.

parapsilosis e C. glabrata), fazendo parte da microbiota natural da pele e superficies de
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Figura 1 - Estrutura da parede celular de Candida albicans apresentando duas camadas
distintas: a camada externa formada por glicoproteinas e a camada interna constituida por um

esqueleto polissacaridico

|100 nm ; : ; == Manana = B-1,6-glucano == Quiting
== Proteinas == B-1,3-glucano

O~ Membrana celular

Fonte: Gow e colaboradores (2012), com adaptacdes.
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mucosas (bucal, trato gastrointestinal e vaginal). Essas leveduras sdo detectadas em
aproximadamente 71% da populacdo mundial vivendo de maneira comensal, sendo muitas
vezes necessaria alguma mudanca no hospedeiro que favoreca o desenvolvimento da infeccéo
por esses microrganismos (MAVOR; THEWES; HUBE, 2005).Candida spp. sdo fungos
oportunistas responsaveis por grande parte das infeccdes fungicas ocorridas em pacientes
imunucomprometidos em hospitais (EGGIMANN et al., 2014; MARTINS et al., 2015). Essas
infeccbes também constituem um dos maiores problemas nas Unidades de Tratamento
Intensivo (UTI), estando associadas a um alto indice de mortalidade (MONTRAVERS et al.,
2011; HAMMARSKJOLD et al., 2013). Pacientes que foram submetidos a alguma intervencéo
cirdrgica e estdo utilizando algum tipo de sonda (por exemplo, sonda urinaria, orogastricas,
drenos etc.) sé@o mais frequentemente colonizados por Candida spp. (SCHELENZ, 2008).

O uso indiscriminado e prolongado de antibi6ticos favorece o surgimento de infecgdes
por Candida spp. ja que esses medicamentos podem ocasionar um desbalan¢o na microbiota
do hospedeiro, possibilitando o maior desenvolvimento desses fungos em um ambiente com
pouca concorréncia por nutrientes (CHOW et al., 2008; SCHELENZ, 2008; ACHKAR; FRIES,
2010). Outro caso em que o tratamento pode acarretar em infec¢bes por Candida spp. € em
individuos portadores de cancer. A radioterapia ou quimioterapia provoca uma supressao do
sistema imunologico ocasionando um desequilibrio na microbiota normal do organismo,
culminando em um desenvolvimento exagerado de Candida spp. (GALL et al., 2013,
NORGAARD et al., 2013; ALNUAIMI et al., 2015).

Em individuos portadores da Sindrome da Imunodeficiéncia Adquirida (AIDS) ha um
favorecimento ao estabelecimento de infec¢bes por Candida spp. Por possuir o sistema
imunolodgico debilitado, o hospedeiro ndo consegue controlar naturalmente sua microbiota.
Geralmente as infec¢fes ocorrem na mucosa da boca, sistema gastrointestinal ou geniturinario
(LORTHOLARY et al., 2012; PATEL et al., 2012; ZHANG et al., 2014). A desordem
metabolica ocasionada pelo Diabetes mellitus tipo 1 e 2 pode ser também outro fator de risco.
Pacientes diabéticos podem apresentar uma baixa na quantidade de células de defesa e, além
disso, devido aos niveis elevados de glucose sanguinea, existe um ambiente mais propicio
nutricionalmente ao desenvolvimento e crescimento das leveduras nos epitélios (principalmente
bucal) e no sangue (BREMENKAMP et al., 2011; AL MUBARAK et al., 2013; SANITA et
al., 2014).
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Apesar de alta frequéncia e morbidade, infeccdes superficiais de Candida geralmente
ndo sao letais. Em contraste, candidiase sistémica (candidemia) estd associada a uma alta taxa
de mortalidade, mesmo com terapia antifungica de primeira linha (PITARCH; NOMBELA,;
GIL, 2016). Alguns fatores de risco contribuem para o surgimento da candidemia, dentre eles
destacam-se a neutropenia, danos na mucosa gastrointestinal, cateteres venosos centrais, uso de
antibioticos de amplo espectro e trauma ou cirurgia gastrointestinal (ANTINORI, et al.,2016).

O mecanismo de patogenicidade de Candida spp., seja a forma superficial como a
invasiva, pode variar de acordo com a espécie e os fatores de viruléncia intrinsecos a elas. Para
C. albicans, a espécie melhor estudada, a infeccdo comeca quando células da levedura aderem
as superficies celulares do hospedeiro por expressar adesinas. Apos adesdo, o fungo sofre
polimorfismo projetando hifas que facilitam a penetracdo epitelial e difusdo para os vasos
sanguineos, favorecendo a propagacao de células na corrente sanguinea. Por fim, acontecem a
colonizacgdo e penetracdo do endotélio vascular durante a doenca disseminada (GOW et al.,
2012).

Um importante fator de viruléncia para Candida spp. é a capacidade de formar
biofilmes. Biofilmes podem surgir em superficies de metal, polimeros ou cerdmicas (materiais
utilizados em sondas e cateteres), iniciando pela adesdo de células planctonicas. Essas células
passam a secretar carboidratos, proteinas e sinalizadores que atuam no recrutamento de mais
células para o biofilme. O biofilme funciona como uma barreira fisica protetora contra choques
mecanicos e frequentemente estd associado a resisténcia a antifingicos, espécies reativas de
oxigénio e espécies reativas de nitrogénio produzidas por fagocitos (CUELLAR-CRUZ et al.,
2012; MATHE; VAN DIJCK, 2013; SERRANO-FUJARTE et al., 2015).

2.3 Agentes antifungicos e seus alvos

De uma maneira geral, hd compostos constituintes da parede e da membrana celular de
espécies do género Candida que ndo sdo encontrados em células de mamiferos. Essas moléculas
acabaram se tornando bons alvos para os agentes antifungicos (RUIZ-HERRERA et al., 2006;
PHARMD, 2011). Dentre esses compostos, destacam-se: (I) polimeros de carboidratos (B-
glucanos, quitina) e (I1) lipideo, na forma de ergosterol (CASSONE, 2013).

Os principais antifungicos utilizados atualmente nos tratamentos clinicos contra

Candida spp. séo da classe dos azois (fluconazol, cetoconazol, itraconazol e voriconazol), dos
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polienos (anfotericina B), das fluorpirimidinas (5-flucitosina) e das equinicandinas
(caspofungina e micafungina) (COWEN, 2008).

Os antifangicos da classe dos azois possuem a capacidade de inibir a enzima lanosterol
14-a dimetilase, que participa da rota biossintética do ergosterol, sendo responsavel pela
desmetilacdo do precursor lanosterol. Além da deplecdo nos niveis de ergosterol, ha um
acimulo do composto 14-a-metil-3,6-diol, que é toxico ao fungo (KANAFANI; PERFECT,
2008). Contudo, esta classe é fungistatica e as células remanescentes tornam-se resistentes
(FRANCOIS et al., 2006; SEYEDMOUSAVI et al., 2014). Os azois também apresentam
toxicidade dependendo da quantidade ingerida e do tempo de tratamento (SOLIS-MUNOZ et
al., 2013; YAN et al., 2013).

Os antifangicos da classe dos polienos atuam ligando-se diretamente ao ergosterol
presente na membrana celular dos fungos. Ao se ligarem, formam uma estrutura parecida com
um poro, que permite 0 extravasamento de componentes citoplasmaticos para o0 espago
extracelular, provocando morte da célula. Os polienos possuem uma grande afinidade por
ergosterol. Entretanto, sua especificidade ndo é tdo elevada, pois também se ligam ao colesterol
presente na membrana celular de humanos. Polienos também podem produzir toxicidade renal
quando usados por longos periodos e em altas dosagens (HAC-WYDRO; DYNAROWICZ-
LATKA, 2006).

Os compostos da classe das fluorpirimidinas (sendo a fluocitosina 0 mais conhecido)
atuam inibindo a sintese de DNA e proteinas. A fluocitosina é transportada para o interior da
célula por meio das citosinas permeases, sendo transformada em 5-fluoracil que, efetivamente,
sera responsavel pela sua acdo (ZHANG et al., 2002; PALUSZYNSKI; KLASSEN;
MEINHARDT, 2008).

A classe de antifangicos do tipo equinicandinas é formada por moléculas que atuam
sobre a biossintese dos polissacarideos da parede celular do fungo. A via de atuagéo desta classe
de farmaco ocorre inibindo a enzima p-1,3-D-glucano sintase (GS), que catalisa a producdo de
B-1,3-D-glucano, o qual € o maior componente polissacaridico presente na parede do fungo. A
deplecdo na sintese deste polissacarideo atrapalha o crescimento celular e causa instabilidade
osmotica, culminando em morte celular (GANESAN et al., 2004; PFALLER et al., 2011). A
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Figura 2 - Esquema da localizacdo dos alvos dos principais antifungicos usados no

tratamento clinico contra Candida spp.
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Fonte: elaborado pelo autor.

Figura 2 relaciona as principais classes de agentes antifungicos utilizados nos
tratamentos clinicos contra Candida spp. e seus alvos.

O desenvolvimento de novos agentes antifungicos é considerado um grande desafio.
Isto pode ser atribuido a varios fatores, incluindo os problemas na identificacdo de um agente
capaz de atuar em células eucaritticas de fungos, sem ser toxico para as células hospedeiras,

também eucarioticas. A resisténcia a drogas antifungicas também é um fenémeno que vem
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ganhando destaque e pode ser clinicamente definida como a persisténcia de sinais e sintomas
da infeccdo, mesmo na presenca de um nivel toleravel da droga (DA SILVA et al., 2013).

As espécies de Candida podem desenvolver resisténcia aos antifingicos por varios
mecanismos, 0s quais podem ocorrer de maneira isolada ou até concomitante. Normalmente,
baseia-se em trés processos: (1) reducdo da concentracdo do farmaco no interior da célula; (2)
diminuicdo da afinidade ou processividade do alvo com o qual o farmaco vai interagir e (3)
contra reacdo ao efeito causado pelo farmaco na prépria célula (PERLIN, 2009;
VANDEPUTTE; FERRARI; COSTE, 2012; MATHE; VAN DIJCK, 2013). Os mecanismos
de resisténcia das principais classes de antifungicos usados em infec¢Ges por Candida spp. estdo

listados a seguir:

e Resisténcia a azois

— Reduc¢do do acumulo de fa&rmaco na porcao intracelular: ha um aumento na sintese das
principais bombas de efluxo encontradas na Candida spp. Essas bombas transportam o farmaco
para fora da célula (CANNON et al., 2009).

— Reducéo da afinidade: O alvo dos antifungicos azois ¢é a lanosterol 14-a-demetilase,
codificada pelo gene ERG11. Ja estdo bem descritas na literatura mutacGes neste gene,
diminuindo a afinidade dos azois por esta enzima (LIU et al., 2015).

— Reducéo do efeito ocasionado pelo farmaco: ha uma superexpressédo do gene ERG11.
Além disso, também pode haver a modificacdo na sintese de lipidios para a membrana celular,
onde o fungo deixa de sintetizar o ergosterol e passa a sintetizar outros lipidios que serdo usados
como substitutos (MORIO et al., 2012; NOEL, 2012).

e Resisténcia aos polienos
— Contrarreacdo ao efeito do farmaco: ocorrem mutac6es nos genes ERG3 ou ERGB6, 0s
quais sdo responsaveis por codificar enzimas envolvidas na biossintese do ergosterol, alvo dos

antifungicos polienos (VINCENT et al., 2013).

e Resisténcia a fluorpirimidinas
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— Reducéo do acumulo intracelular do farmaco: ocorre devido ao aumento na sintese de
citosina-permeases (ocasionadas por mutagcdes no gene FCY2), que translocam citosinas para a
porcéo extracelular da levedura (SPAMPINATO; LEONARDI, 2013).

e Resisténcia a equinicandinas

— Decréscimo da atividade do farmaco pelo seu alvo: ocorrem mutagdes pontuais nos
genes que codificam o complexo $-1,3-D-glucano sintase (gene FKS1 e/ou FKS2), ocasionando
uma diminuicgéo no efeito do farmaco (KATIYAR et al., 2012).

Levando-se em conta entdo a pouca variedade de antifangicos disponiveis e seguros,
aliado ao desenvolvimento continuo de resisténcia por parte de Candida spp. aos tratamentos
disponiveis, fica evidente a necessidade de busca de novos farmacos para o tratamento da
infeccdo destes fungos oportunistas. Uma vertente bastante promissora € a busca por
biomoléculas naturais que apresentem atividade antimicrobiana. Uma grande fonte destes
compostos sdo as plantas que, reconhecidamente, apresentam moléculas com ampla atividade
farmacoldgica e reduzida toxicidade (PERLIN, 2011; ALVES-SILVA et al., 2013; MARTINS
etal., 2015).

2.4 Proteinas antifingicas vegetais

As plantas estdo suscetiveis a ataques de fungos e mesmo sendo desafiadas a todo
momento, conseguem se defender de boa parte destas agressoes, utilizando, para isto, barreiras
fisicas (lignina, pectina, celulose) ou biomoléculas provenientes do metabolismo secundario
e/ou primario, como proteinas (HERNANDEZ-BLANCO et al., 2007; MIURA; FURUMOTO,
2013; RATHER et al., 2015).

Vérias sdo as classes de moléculas proteicas vegetais que apresentam atividade
antifungica, podendo ser citadas: proteinas semelhantes a taumatina, defensinas, proteinas
transferidoras de lipidios, snakinas 1 e 2 e proteinas tipo albuminas 2S (BERROCAL-LOBO et
al., 2002; AGIZZIO et al., 2006; CAMPOS et al., 2008; ISAAC et al., 2008; JHA; CHATTOO,
2010).

Os fungos, em geral, possuem constituintes semelhantes, independentemente de serem

filamentosos, leveduriformes, fitopatogénicos ou de importancia clinica. Sdo dotados de parede
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celular composta por carboidratos (quitina e B-glucanos) e membrana celular com ergosterol
(VAN DER WEERDEN; BLEACKLEY; ANDERSON, 2013). Diante das semelhancas entre
os fungos, ndo é incomum encontrar proteinas vegetais que também possuam atividade contra
fungos patogénicos ao homem, além da ac&o contra fungos fitopatogénicos.

Ja é descrito na literatura que lectinas vegetais apresentam atividade contra fungos de
importancia clinica como, por exemplo, Candida spp. (KLAFKE et al., 2012; KUMAR et al.,
2014; REGENTE et al., 2014), Trichosporon sp., Cryptococcus spp. e Malassezia
pachydermatis (KLAFKE et al., 2012). A atividade antimicrobiana das lectinas contra estes
fungos ndo é bem elucidada, podendo estar relacionada ao aumento de permeabilizacdo da
membrana celular e a atividade aglutinante dessas proteinas (KLAFKE et al., 2012; KUMAR
etal., 2014; REGENTE et al., 2014).

Algumas proteinas transferidoras de lipidios além de possuirem atividade contra fungos
fitopatogénicos também sdo capazes de inibir o crescimento de leveduras patogénicas ao
homem, incluindo Candida spp. (DIZ et al., 2011; ZOTTICH et al., 2011). Adicionalmente,
varias outras proteinas, de diferentes classes, isoladas de vegetais demonstraram atividade
antimicrobiana frente a Candida spp., como, por exemplo, inibidor de protease (RIBEIRO et
al., 2012), defensinas (GOMES et al., 2008; LIN; WONG; NG, 2010; MELLO et al., 2011) e
um peptideo do tipo heveina (KOO et al., 2004). Albuminas 2S isoladas de sementes de
Passiflora flavicarpa e Capsicum annuum inibiram o crescimento de C. albicans e C.
passiflora, induzindo a permeabilizagdo da membrana e a producdo de 6xido nitrico por estas
leveduras patogénicas. Foi sugerido que a atividade antifungica das albuminas 2S parece ser
uma caracteristica comum a estas proteinas, podendo ser utilizadas para desenhar futuros
farmacos (RIBEIRO et al., 2012).

2.4.1 Proteinas ligantes a quitina

Os vegetais possuem uma classe de proteinas que sdo capazes de interagir com quitina,
um polissacarideo constituido de residuos de N-acetil-D-glucosamina (GlcNac) interligados
por ligagdo B-1,4, e/ou a seus oligbmeros (ASENSIO et al., 2000). Essas proteinas podem ser
dotadas de um dominio NH2-terminal ligante a quitina semelhante ao sitio encontrado na
proteina heveina (sitio heveinico), ndo estando este sitio necessariamente presente em todas

elas. Sendo mais explicito, 0 termo “sitio heveinico” refere-se ao dominio encontrado na
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proteina heveina, uma merolectina isolada do latex da Hevea brasiliensis por Archer, em 1960
(THEIS; STAHL, 2004; LU et al., 2012; PORTO et al., 2012). Fazem parte das proteinas
ligantes a quitina, proteinas de diferentes classes: lectinas; peptideos do tipo heveina; quitinases
e peptideos semelhantes ao peptideo antimicrobiano de Amaranthus caudatus (Ac-AMP) (van;
XIE; GONG, 2000).

Algumas moléculas que se encaixam na classe das proteinas ligantes a quitina ja foram
isoladas, tais como Ec-CBP, obtida da casca de Euonymus europaeus (VAN DEN BERGH et
al., 2002), avesina, purificada de semente da aveia (LI; CLAESON, 2003), Cy-AMP1, isolada
de sementes de Cycas revoluta (YOKOYAMA et al., 2009) e um peptideo purificado de
sementes de Triticum kiharae (ODINTSOVA et al., 2009).

Diversas proteinas ligantes a quitina estdo relacionadas a defesa vegetal, inclusive
fazendo parte das proteinas relacionadas & patogénese (PR-proteinas), classe 4, que pode ser
dividida em 2 subclasses, levando-se em conta a presenca ou ndo do dominio heveinico. A
subclasse 1 apresenta o sitio heveinico conservado, enquanto que na subclasse 2 ele ndo é
encontrado (KIM et al., 2014). Atividades RNasica, DNasica e antifungica ja foram descritas
para proteinas ligantes a quitina, podendo ser encontradas nas 2 subclasses de PR-proteinas
classe 4 (PEREIRA MENEZES et al., 2014).

Lectinas ligantes a quitina sdo proteinas que podem se ligar a monémeros ou polimeros
de GlcNac, sendo normalmente possuidoras do sitio heveinico (GIOVANINI et al., 2007).
Muitas dessas lectinas apresentam atividade hemaglutinante e podem se ligar a mais de um tipo
de carboidrato (SAMPIETRO et al., 2001; GOMES et al., 2012; ARAUJO et al., 2013). Vérias
lectinas ligantes a quitina sdo capazes de inibir o crescimento de fungos fitopatogénicos.
Trindade e colaboradores (2006) avaliaram o efeito antifingico das lectinas isoladas de
sementes de Artocarpus integrifolia e Artocarpus incisa. Ambas apresentaram efeito inibitério
sobre a germinacdo dos esporos de Fusarium moniliforme. A lectina obtida de rizomas de
Setcreasea purpurea inibiu a germinacdo dos esporos e o crescimento micelial dos fungos
Rhizoctonia solani, Sclerotinia sclerotiorum, Penicillium italicum e Helminthosporiun maydis
(YAO et al., 2010).

Quitinases vegetais tambeém sdo consideradas proteinas ligantes a quitina. Possuem a
capacidade de hidrolisar quitina em residuos de GIlcNac (SANTOS et al., 2004). Algumas
quitinases também apresentaram atividade contra fungos fitopatogénicos. Uma quitinase

purificada das folhas de Ananas comosus demonstrou efeito inibitorio frente ao
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desenvolvimento micelial de Trichoderma viride (TAIRA; TOMA; ISHIHARA, 2005). Uma
quitinase isolada das sementes das Vicia faba mostrou-se efetiva em inibir o crescimento
micelial de Pythium aphanidermatum, Fusarium solani, Physalospora piricola, Alternaria
alternata, Botrytis cinerea e Fusarium oxysporum (WANG et al., 2012). Mais recentemente,
Zhang e colaboradores (2013) encontraram uma quitinase na polpa do Diospyros kaki capaz de
inibir o desenvolvimento micelial do fungo T. viride.

Da mesma forma que Vvérias outras proteinas vegetais detentoras de atividade contra
fungos fitopatogénicos, proteinas ligantes a quitina também possuem a capacidade de inibir o
desenvolvimento de fungos patogénicos ao homem. Koo e colaboradores (2004) mostraram que
um peptideo obtido das sementes de Pharbitis nil, com capacidade de interagir com quitina,
inibiu o crescimento de C. albicans por meio de despolarizacdo da membrana celular do fungo.
J& a lectina ligante a quitina isolada do latex de H. brasiliensis foi eficaz na inibicdo de C.
albicans, C. tropicalis e C. krusei (KANOKWIROON et al., 2008). Mais recentemente, foi
descoberto nas folhas de Schinus terebinthifolius uma lectina com afinidade a quitina capaz de
inibir o desenvolvimento de C. albicans (GOMES et al., 2012).

Com base na atividade antifngica frente a Candida spp. vinculada a diversas proteinas
de plantas e, em especial, aquelas capazes de se ligar a quitina, € notavel o potencial dos vegetais

como uma fonte promissora de novos compostos a serem empregados na terapia clinica.

2.5 Moringa oleifera Lamarck

A espécie M. oleifera, chamada também de M. pterygosperma Gaertn, trata-se de uma
planta oriunda da regifo nordeste da india, sendo conhecida nesta localidade como “drumstick
tree”. Possui ampla distribuicdo global, sendo encontrada principalmente em regides de clima
tropical e subtropical. Em conjunto com outras 13 espécies, € membro da familia Moringaceae
(RAMACHANDRAN; PETER; GOPALAKRISHNAN, 1980; BEN SALEM; MAKKAR,
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Figura 3 — Moringa oleifera e suas partes constituintes.

Fonte: Proprio autor
A — Arvore de M. oleifera. B — Folhas e fruto maduro. C — Flores. D — Sementes maduras. E — Améndoas de sementes de

M. oleifera.
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2009). No Brasil, a introducdo inicial desta arvore ocorreu em meados da década de 1950, sendo
disseminada principalmente na regido Nordeste, onde é chamada de lirio-branco, quiabo de
quina ou simplesmente moringa (LORENZI; MATQOS, 2002).

A M. oleifera é uma arvore decidua, apresentando estatura média entre 10 e 12 m de
altura. Possui uma copa rala, suas folhas sdo bipinadas e as flores de coloracdo amarelo-palida.
O seu caule é predominantemente delgado, com uma casca grossa e cinza. Os frutos da M.
oleifera séo do tipo capsula, de aproximadamente 35 cm de comprimento, assemelhando-se a
uma vagem com secdo triangular, e as sementes sdo trialadas (LORENZI; MATOS, 2002).

A classificagdo taxondmica da M. oleifera encontra-se descrita a seguir:

* Reino: Plantae
» Sub-reino: Tracheobionta
* Superdiversao: Spermatophyta
* Divisdo: Magnoliophyta (Angiosperma)
* Classe: Magnoliopsida (Dicotiledonea)
* Ordem: Brassicales
* Familia: Moringaceae
* Género: Moringa

* Espécie: Moringa oleifera

Todas as partes desta arvore sdo consideradas comestiveis, sendo utilizadas como fonte
de nutrientes pelo homem (SREELATHA; PADMA, 2009; WADHWA et al., 2013). As folhas
de M. oleifera sdo abundantes em célcio, fésforo, potassio, ferro, vitaminas A, C e D,
aminoacidos essenciais, B-caroteno e flavonoides (AMAGLO et al., 2010; GOWRISHANKAR
et al., 2010; LUQMAN et al., 2012). Tal arvore também é fonte de proteinas de excelente
digestibilidade. Devido a riqueza nutricional inerente a M. oleifera, existe um interesse em
difundir seu cultivo em paises subdesenvolvidos como uma alternativa no combate as altas
taxas de desnutricdo (WADHWA et al., 2013).

Apesar de seus atributos nutricionais ja bem estudados e comprovados, no Brasil a M.
oleifera € mais conhecida pela propriedade purificadora da agua que suas sementes apresentam,
a qual é muito explorada no sertdo do Nordeste (GALLAO; DAMASCENO; BRITO, 2006;
FERREIRA et al., 2008). Acredita-se que este efeito purificador esteja relacionado a agentes

floculantes presentes nessas sementes, sendo estes, em sua maioria, proteinas catiénicas
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(NDABIGENGESERE et al., 1995). Estudos previos relataram o isolamento de uma pequena
proteina das sementes de M. oleifera apresentando um ponto isoelétrico em torno de 10 e
demonstrando atividade coagulante (GASSENSCHMIDT et al., 1995). SANTOS e
colaboradores (2009) obtiveram do extrato salino das sementes de M. oleifera uma lectina
denominada cMoL, com atividades coagulante e hemaglutinante frente a eritrécitos de coelho
e do homem. Esta lectina também apresentou-se como uma proteina basica (LUZ et al., 2013).
Em nosso grupo de pesquisa, foram isoladas duas proteinas ligantes a quitina de sementes de
M. oleifera, denominadas de Mo-CBP3; e Mo-CBP4, que demonstraram atividade coagulante.
Estas proteinas também apresentaram carater basico com pontos isoelétricos variando de 10,5
a 10,8 (GIFONI et al., 2012).

2.5.1 Efeitos farmacologicos

Na literatura, estdo descritos diversos efeitos farmacoldgicos associados a M. oleifera e
praticamente todas as partes desta planta s@o utilizadas popularmente para tratar alguma
enfermidade. As folhas, por exemplo, sdo vastamente usadas para tratar doengas
cardiovasculares. Chumark e colaboradores (2008) mostraram que o extrato aquoso obtido das
folhas de M. oleifera preveniu o surgimento de placas ateroscleréticas, além de ter demonstrado
atividades antioxidante e hipolipidémica em coelhos alimentados com uma dieta rica em
gordura. Adicionalmente, foram isoladas moléculas do extrato etanélico das folhas de M.
oleifera com capacidade de diminuir a pressao sanguinea em ratos (GILANI et al., 1994).

Extrato aquoso das folhas de M. oleifera, quando administrado em ratos diabetizados
com estreptozotocina, se mostrou também capaz de diminuir a glicemia, além de reduzir os
niveis de glucose e proteina excretadas na urina (JAISWAL et al., 2009). Este extrato também
apresentou efeito protetor frente a retinopatia relacionada ao diabetes em ratos (GUPTA et al.,
2012). Yassa e Tohamy (2014) observaram que este mesmo extrato quando ingerido por ratos
com diabetes foi capaz de aumentar a secrecdo de insulina no sangue, assim como de prevenir
alteragdes morfoldgicas nas ilhotas de Langerhans. Além disso, foi observada uma diminuicéo
nos niveis de radicais livres nos animais tratados com o extrato quando em comparagdo com 0s
ndo tratados. Alguns compostos secundarios como N-benzil-tiocarbamato, N-benzil-carbamato,

benzilnitrila e um benzil éster obtidos da extracdo metandlica de frutos também demonstraram
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possuir atividade hipoglicemiante, atuando como agentes secretagogos, estimulando a liberacéo
de insulina nas células-p pancreaticas de roedores (FRANCIS et al., 2004).

Para folhas e raizes da M. oleifera, ja foi relatada acédo antiespasmodica (GILANI et al.,
1994). Além disso, o extrato etandlico da casca da raiz de M. oleifera, por via oral, apresentou
potencial efeito antiulcerogénico em ratos (CHOUDHARY; BODAKHE; GUPTA, 2013).
Efeito hepatoprotetor também foi observado nas raizes, folhas e flores de M. oleifera (GILANI
et al., 1994; PAL; MUKHERJEE; SAHA, 1995; RUCKMANI et al., 1998). Hamza (2010)
mostrou que o extrato etandlico das sementes de M. oleifera inibiu a formacdo de danos no
figado de ratos, em modelo de fibrose hepatica, além de inibir o acimulo de gordura nos
hepatocitos. Extratos hidroetanolico de flores e folhas também mostraram efeito hepatoprotetor
(FAKURAZI; SHARIFUDIN; ARULSELVAN, 2012).

Extrato aquoso e lectinas isoladas das sementes desta planta mostraram possuir efeito
citotdxico em ensaios in vitro utilizando as linhagens celulares NCI-H292 (carcinoma pulmonar
humano), HT-29 (adenocarcionoma de célon humano) e HEp-2 (carcinoma epidermdide de
laringe humana), ndo demonstrando efeito hemolitico para eritrocitos humanos (ARAUJO et
al., 2013). Jung (2014) observou que ao aplicar o extrato aquoso das folhas, in vitro, sobre
células cancerigenas de pulmao humano, a proliferacéo era inibida. Foi, ainda, observada uma
baixa citotoxicidade para células humanas normais e alta citotoxicidade para células da
linhagem cancerigena. Em adicdo, extrato hidroetandlico das folhas da M. oleifera mostrou
atividade citotoxica in vitro frente a células HeLa em concentragdes dose dependentes, sendo
observada baixa citotoxicidade para células humanas (JAFARAIN; ASGHARI; GHASSAMI,
2014).

M. oleifera também é conhecida na medicina popular por tratar varias indisposi¢oes
relacionadas a dor e inflamagdo. Sashidhara e colaboradores (2009) descobriram dois
compostos relacionados as atividades antinociceptiva e anti-inflamatoria no extrato alcodlico
das raizes. Extrato metanolico das raizes e folhas, separadamente ou em conjunto, foram
capazes de reduzir a hiperalgesia térmica e mecanica em modelo de artrite induzida em ratos,
mostrando potencial antiartritico (MANAHEJI et al., 2011). Em extratos obtidos de sementes,
usando etanol ou etil-acetato, foi encontrada atividade antipirética para ratos (HUKKERI et al.,
2006). Mahajan e Mehta (2010) observaram no extrato etandlico das sementes a presenca de
atividade imunossupressora, suprimindo a resposta humoral e diminuindo a atividade fagocitica

de macrofagos. No extrato hidroalcodlico dos frutos, foi relatada atividade antinociceptiva



35

central (SHARMA et al., 2012). Em nosso grupo de estudo, foram testados os efeitos anti-
inflamatorio e antinociceptivo de Mo-CBP4, tendo sido obtido resultados interessantes quanto
a analgesia e a inibicdo da migracdo de leucécitos em camundongos, em modelo de contorcao
abdominal induzida por &cido acético. As atividades encontradas foram obtidas quando a
proteina foi administrada por via intraperitoneal e/ou oral (PEREIRA et al., 2011).

2.5.2 Atividade antifungica

E relatada na literatura a atividade antif(ingica de diferentes partes da M. oleifera para
fungos fitopatogénicos. Extratos aquosos obtidos a partir de raizes, folhas e cascas do fruto
demonstraram atividade inibitoria para a germinacédo de esporos e o crescimento vegetativo dos
seguintes fungos: F. oxysporum, F. solani, Alternaria solani, A. alternata, R. solani, Sclerotium
rolfsii e Macrophomina phaseolina (MOHAMEDY; ABDALLA, 2014). Nkya e colaboradores
(2014) coletaram folhas, raizes, sementes, casca do caule, casca da raiz e flores. Com cada
parte, foram produzidos extratos a base de éter de petréleo, etil-acetato ou metanol, e sua acao
antifungica testada frente a Gibberella xylarioides. Todos os extratos testados foram capazes
de inibir a germinag&o dos esporos desse fungo. Extrato metandlico dos frutos de M. oleifera
também foi capaz de inibir o crescimento vegetativo de Alternaria sp., Colletotrichum sp.,
Curvularia sp. e Fusarium sp. em placas de Petri. A menor concentracdo a apresentar inibi¢ao
foi a de 100 pg por disco (SAYEED et al., 2012).

Nosso grupo de pesquisa testou a atividade antifungica da proteina ligante a quitina
isolada de sementes de M. oleifera, Mo-CBPs, e constatou sua atividade inibitoria para os
fungos fitopatogénicos Fusarium solani, F. oxysporum, Colletotrichum musae e C.
gloesporioides. Tal atividade parece estar relacionada ao aumento da permeabilizacdo da
membrana plasmatica, a producdo de espécies reativas de oxigénio e a desorganizacdo do
citoplasma do fungo. Mo-CBPs apresentou acgéo fungistatica ou fungicida, de acordo com a
concentracéo testada (GIFONI et al., 2012).

Em relacdo aos fungos patogénicos ao homem, sabe-se que M. oleifera é utilizada na
medicina popular para tratar micoses de pele como “pé-de-atleta” e “tinea” (CHUANG et al.,
2007). Na literatura, foi relatado que o 6leo essencial das folhas, assim como o extrato etandlico
das sementes de M. oleifera foram capazes de inibir o crescimento de fungos dermatéfitos como
Trichophyton rubrum e Trichophyton mentagrophytes. Quando tratados com o extrato etanélico



36

das sementes, apos 24 h, os fungos demonstraram ter ruptura na membrana plasmatica e danos
nos componentes intracelulares com consequente morte celular (CHUANG et al., 2007).

Além de trabalhos relacionados aos fungos dermatéfitos, existem estudos demonstrando
a presenca de substancias em M. oleifera relacionadas a inibi¢do do crescimento de leveduras
patogénicas ao homem. Devendra e colaboradores (2011) observaram que o extrato
cloroférmico da casca da vagem era capaz de inibir o crescimento de C. albicans. Compostos
isolados a partir do extrato apresentaram atividade similar aquela observada no extrato total
frente & Candida (NIKKON et al., 2003). Patel e colaboradores (2014) também relataram que
0 extrato etandlico obtido das folhas da M. oleifera foi capaz de inibir o crescimento de C.
tropicalis, mas ndo o crescimento de C. albicans. Mais recentemente, foi testado o efeito
antibiofilme de flavonoides extraidos da casca de sementes de M. oleifera, utilizando C.
albicans. Estes compostos, além de inibir o crescimento dessa levedura de forma similar a
antifungicos padrdes, foram capazes de interferir, ou mesmo interromper, com a formacao de
biofilmes produzidos por C. albicans (ONSORE; ARORA, 2015).

Embora as propriedades antifungicas das sementes de M. oleifera sejam conhecidas e
difundidas pela medicina popular, esta agdo pouco é atribuida aos seus constituintes proteicos.
Este fato é contraditorio, ja que as sementes possuem um teor proteico medio de 40%. Além
disso, ja foi estudado, inclusive por nosso grupo de pesquisa, que proteinas ligantes a quitina
presentes nas sementes de M. oleifera possuem potencial inibitério frente a fungos

fitopatogénicos. Diante do exposto, as seguintes perguntas foram formuladas:

e Proteinas de sementes de M. oleifera apresentam acdo contra leveduras
relacionadas a patogenias humanas, como Candida spp.?

e Se positivo, que estratégia experimental poderia ser utilizada para obtencéo de, pelo
menos, uma proteina pura ativa contra Candida spp.?

e Quais caracteristicas bioquimicas seriam inerentes a essa proteina?

e De que maneira essa proteina poderia atuar, resultando em sua acao antifungica?
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3 HIPOTESE E OBJETIVOS

3.1 Hipotese

Neste trabalho, formulou-se a seguinte hipdtese:

“Mo-CBP2, membro de uma familia de proteinas ligantes a quitina de sementes de
Moringa oleifera, possui propriedades bioguimicas semelhantes a outras do mesmo grupo e,
ainda, exibe atividade antifungica contra Candida spp. Assim, esta proteina se constitui em uma
ferramenta potencial a ser utilizada no desenvolvimento de novas estratégias eficazes no

combate a leveduras do tipo Candida spp. ™.

3.2 Objetivo geral

Purificar e determinar propriedades bioguimicas de Mo-CBP2, uma proteina ligante a

quitina de sementes de M. oleifera e, ainda, avaliar sua atividade antifingica contra Candida

SPp.

3.3 Objetivos especificos

e Estabelecer um protocolo para purificacdo da Mo-CBPz;

e Caracterizar a proteina pura quanto a massa molecular, nimero de subunidades, ponto
isoelétrico, sequéncia aminoacidica, presenca de carboidratos em sua estrutura,
capacidade de oligomerizacgéo e atividade hemaglutinante;

e Avaliar a atividade antifungica da proteina frente a cepas ATCC e isolado clinico de
diferentes espécies de Candida, através da determinacdo da concentragdo inibitdria
minima (ClMso);

e Investigar o0 modo de acdo antifingica da Mo-CBP2, buscando seus possiveis alvos

celulares.
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4 MATERIAL

4.1 Material biolégico

4.1.1 Sementes de Moringa oleifera Lamarck

As sementes de M. oleifera foram coletadas de frutos maduros oriundos de arvores
localizadas no Campus do Pici Prof. Prisco Bezerra, da Universidade Federal do Ceard (UFC).
A exsicata da espécie encontra-se depositada no Herbario Prisco Bezerra da referida

universidade, sob o nUmero EAC34591.

4.1.2 Leveduras

Leveduras das espécies Candida albicans (ATCC 10231), Candida parapsilosis (ATCC
22019), Candida krusei (ATCC 6258) e Candida tropicalis (isolado clinico) foram obtidos da
micoteca do Laboratorio de Patdgenos Emergentes e Reemergentes — LAPERE, Departamento
de Patologia, UFC.

4.1.3 Animais

Um coelho da raga Nova Zelandia foi adquirido no setor de cunicultura do
Departamento de Zootecnia da UFC. O coelho foi mantido no Biotério de Manutengdo do

Departamento de Bioquimica e Biologia Molecular da UFC, com &gua e racéo ad libitum.

4.2 Reagentes quimicos e outros materiais

Os reagentes Tris (hidroximetil) aminometano, acrilamida, bisacrilamida, TEMED,
“Coomassie Brilliant Blue” R-250 e G-250, ditiotreitol (DTT), B-mercaptoetanol foram obtidos
da Sigma Aldrich-Co (St. Louis, MO, EUA). A matriz cromatografica CM Sepharose™ Fast
Flow e os marcadores de massa molecular para SDS-PAGE e cromatografia de exclusao

molecular foram obtidos da GE HeathCare (Uppsala, Suécia). O meio de cultura batata dextrose
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foi obtido da Kasvi (Curitiba, PR, Brasil). Os demais reagentes usados foram de grau analitico

e obtidos comercialmente.
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5 METODOS

5.1 Purificacdo da Mo-CBP,, uma proteina ligante a quitina de sementes de M. oleifera

Para purificacdo da Mo-CBP, foi utilizado o protocolo descrito a seguir. As sementes
foram obtidas de frutos maduros, destegumentadas manualmente e as améndoas submetidas ao
processo de trituracdo em liquidificador e, em seguida, em moedor de café comercial. A farinha
resultante foi delipidada usando n-hexano, na propor¢do de 1:10 (m/v). Para extragdo das
proteinas, 30 g de farinha delipidada foram homogeneizados em 300 mL de tampao de extracao
Tris-HCI 0,05 M, pH 8,0, contendo NaCl 0,15 M e mantidos sob leve agitacao por 4 horas, a 4
°C. A suspensao foi filtrada em tecido de trama fina, seguida de centrifugacdo a 15.000 x g, por
30 minutos, a 4 °C. O sobrenadante foi posteriormente filtrado em papel filtro e o filtrado obtido
chamado de extrato total. O extrato total foi dialisado contra 4gua destilada por 5 dias, com 3
trocas diarias, e centrifugacdo (15.000 x g, por 30 minutos, a 4 °C) em dias alternados, até a
completa separacdo das por¢oes insoltuvel (globulina) e solavel (albumina). Apds remocao
completa da porcdo insoltvel, a albumina foi congelada e liofilizada.

Uma amostra de 1,0 g de albumina foi solubilizada em 30 mL de tampé&o Tris-HCI 0,05
M, pH 8,0, contendo NaCl 0,15 M e submetida a cromatografia de afinidade em matriz de
quitina (192,3 mL; 3,5 x 20,0 cm), previamente equilibrada com o mesmo tampdo de
solubilizacdo da amostra. As proteinas ndo retidas foram obtidas da matriz usando tampéo de
equilibrio em um fluxo continuo de 30 mL/hora. As proteinas adsorvidas na matriz foram
eluidas com solucao de acido acético 0,05 M, em fluxo de 60 mL/hora, e fragdes de 4,5 mL
foram coletadas. A eluicdo das proteinas foi monitorada por espectrofotometria em
comprimento de onda de 280 nm. O pico proveniente da eluigdo com &cido acético foi dialisado
contra &gua, liofilizado e denominado Pac.

Uma amostra (400 mg) do Pac foi solubilizada em 20 mL do tampéo acetato de sédio
0,05 M, pH 5,2, e aplicado em matriz de troca idnica CM Sepharose™ Fast Flow previamente
equilibrada com o tampédo de solubilizagdo da amostra. A eluicdo das proteinas que nao
interagiram com a matriz foi realizada utilizando o tampdao de equilibrio, enquanto que as
proteinas retidas foram eluidas com esse mesmo tampéo acrescido de NaCl 0,4 M, 0,5 M ou
0,6 M. A cromatografia foi realizada em fluxo continuo de 45 mL/hora, coletando-se fracGes

de 4,5 mL. A proteina alvo correspondeu ao segundo pico cromatogréafico, cuja eluicdo foi
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realizada com tampao de equilibrio acrescido de NaCl 0,4 M. A proteina foi nomeada de Mo-
CBP2 (Mo: Moringa oleifera, CBP: “Chitin Binding Protein”). O esquema completo de

purificacdo esta representado na Figura 3.

5.2 Quantificacéo das proteinas solGveis

As proteinas soltveis foram quantificadas como descrito por Bradford (1976). Cem
microlitros de amostra em diferentes concentracOes receberam 2,5 mL de reagente de Bradford.
A solucéo foi agitada e depois deixada em repouso por 10 minutos. Leituras foram realizadas
em espectrofotdmetro (Biochrom, Libra S12) a 595 nm. A concentracao proteica foi mensurada

a partir de concentragdes conhecidas de albumina sérica bovina (BSA).

5.3 Caracterizacgdo bioquimica da Mo-CBP>

5.3.1 Determinacéo da massa molecular e da presenca de subunidades por eletroforese em

gel de poliacrilamida em condig¢des desnaturantes (PAGE-SDS)

Com intuito de analisar o grau de pureza da Mo-CBP2, bem como de verificar se esta
proteina seria composta por subunidades, foi realizada eletroforese em condig¢Ges néo redutora
e redutora, respectivamente, seguindo a metodologia descrita por Laemmli (1970), com
adaptacéo para placas de 10,0 x 8,0 cm. O gel de aplicacéo encerrava 3,5% de acrilamida e SDS
1,0%, preparado em tampdo Tris-HCI 1,0 M, pH 6,8. O gel de separacédo continha 15,0% de
acrilamida e SDS 1,0%, preparado em tampédo Tris-HCI 1,5 M, pH 8,8. Aliquotas de 10 pL,
contendo 1 ug de proteina, foram preparadas adicionando-se tampdo de amostra (Tris-HCI
0,0625 M, pH 6,8, acrescido de SDS 1%, glicerol 20% e azul de bromofenol 0,1%), na
¢proporcado 1:2 (v/v). A amostra foi agitada e centrifugada a 5.000 x g, por 10 minutos, a 25 °C
e, em seguida, aplicada nos pocos da placa.

Para avaliacdo da presenca de subunidades, aliquotas de 10 pL, contendo 1 pg de
proteina, foram submetidas a dois tratamentos distintos. O primeiro consistiu da incubacdo da
Mo-CBP2 com -mercaptoetanol 2, 4, 6 ou 8%, por 4 horas, a 100 °C. No segundo tratamento,
Mo-CBP:2 foi incubada com DTT 0,001, 0,01 ou 0,1 M e submetida as mesmas condi¢fes. Apds

aquecimento, as amostras foram resfriadas e incubadas com iodoacetamida



Figura 4 - Esquema de purificagdo da Mo-CBP2, uma proteina ligante a quitina de
sementes de M. oleifera
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(1IAA) 0,002, 0,02 e 0,2 M, respectivamente, e mantidas protegidas da luz por 45 minutos. Antes
da aplicacéo no gel, as amostras foram preparadas adicionando-se tampéo de amostra (Tris-HCI
0,0625 M, pH 6,8, acrescido de SDS 1%, glicerol 20% e azul de bromofenol 0,1%), na
proporgao 1:2 (p/v).

A corrida eletroforética foi realizada em sistema vertical (Hoefer, SE250), em condi¢des
de 200V, 20 mA e 10 W, por um periodo de 50 minutos. Como marcadores de massa molecular
foram utilizados: fosforilase B (97,0 kDa); albumina sérica bovina (67,0 kDa); ovoalbumina
(45,0 kDa); anidrase carbonica bovina (30,0 kDa); inibidor de tripsina da soja do tipo Kunitz
(20,1 kDa) e a-lactalbumina (14,2 kDa). A visualizacdo das bandas proteicas foi realizada
através de coloragéo por “Coomassie Brilliant Blue R-250" 0,025%, dissolvido em uma solugéo
de metanol, acido acético e agua (1,0: 3,5: 8,0 v/v/v), durante um periodo aproximado de 2
horas. Em seguida, foi procedido o descoramento do gel com solugdo de metanol, &cido acético
e agua (1,0: 3,5: 8,0 viv/v).

5.3.2 Determinagao da presenca de subunidades por eletroforese em Tricina-SDS-PAGE

Com intuito de analisar o perfil eletroforético da Mo-CBP2 em condicdes redutoras mais
drésticas, foi realizada eletroforese em gel de poliacrilamida seguindo a metodologia descrita
por Schagger e VVon Jagow (1987). Para tanto, 6 pg de proteina foram tratados com DTT 0,1 M
e submetidos a tratamento térmico a 100 °C, por 4 horas. Apos aquecimento, a proteina foi
resfriada e incubada com IAA 0,2 M em ambiente protegido da luz. Em seguida, B—
mercaptoetanol em concentracdo final de 4% foi colocado em contato com a proteina e a
solugéo foi aquecida novamente a 100 °C, por 10 minutos. Antes da aplicacdo das amostras no
gel, Mo-CBP: foi preparada adicionando-se tamp&o de amostra (Tris-HCI 0,05 M, pH 6,8
acrescidos de SDS 4%, “Coomassie Brilliant Blue” G-250 10% e agua Milli-Q), seguida de
centrifugacdo a 5.000 x g, por 10 minutos, a 25 °C.

A corrida foi realizada em sistema vertical (MiniVE Vertical Electrophoresis System,
Amersham Biosciences, Uppsala, Suécia), em condi¢des de 200 V, 20 mA e 10 W, por um
periodo aproximado de 7 horas. Como marcadores de massa molecular foram utilizados:
mioglobina (16,9 kDa), mioglobina 1+11 (14,4 kDa), mioglobina I+11l (10,6 kDa), mioglobina
I (8,2 kDa), mioglobina Il (6,2 kDa), glucagon (3,5 Da) e mioglobina Il (2,5 kDa). A
visualizagdo das bandas proteicas foi realizada através da coloracdo com “Coomassie Brilliant
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Blue” G-250 0,025% dissolvido em acido acético 10%, durante um periodo aproximado de 2

horas, seguido de descoramento com solucgéo de &cido acético 10%.

5.3.3 Andlise por eletroforese em gel de poliacrilamida em condi¢do nativa

Mo-CBP2 foi submetida a uma eletroforese nativa para proteinas basicas, seguindo a
metodologia descrita por Reisfield e colaboradores (1962), adaptada para placas de 10,0 x 8,0
cm. O gel de separagdo encerrava 12,5% de acrilamida, preparado em tampdo acetato de
potéassio 1,5 M, pH 4,3, utilizando glicerol 50% ao invés de agua. A solugdo utilizada nas
camaras catodica e anodica foi tampéo B-alanina-acido acético, pH 4,5. A amostra (1 mg/mL)
foi solubilizada em tampé&o de amostra (acetato de potassio 0,25 M, pH 6,8, contendo glicerol
50% e azul de metileno) e, em seguida, centrifugada a 5.000 x g, por 10 minutos, a 4 °C. A
corrida foi realizada em sistema vertical (Hoefer, SE250), a 160 V, 30 mA e 10 W, por um
periodo de 5 horas, 4 °C. Ao final, as bandas proteicas foram visualizadas como descrito no
item 5.3.1.

5.3.4 Determinacéo do ponto isoelétrico (pl) por eletroforese bidimensional (PAGE-2D)

Para determinacdo do ponto isoelétrico, Mo-CBP2 foi submetida & eletroforese
bidimensional de acordo com Gorg e colaboradores (2000). Inicialmente, uma fita de gel do
tipo “Immobiline Dry Strip” (11 cm, pH 6-11; GE Healthcare, Uppsala, Suécia) foi reidratada
com uma solucéo de reidratacdo (ureia 6 M, tioureia 2 M, CHAPS 2%, DTT 2%, IPG Buffer
pH 3-10 2% e azul de bromofenol 0,002%) contendo 150 pg de Mo-CBP, totalizando um
volume final de 250 uL. A focalizagdo isoelétrica foi realizada utilizando-se 0 equipamento
Multiphor Il (Amersham Pharmacia Biotech, Uppsala, Suécia), sob as seguintes condi¢des: 1
hora a 200 V; 1,5 horas a 500 V; 2,5 horas a 5.000 V e 5,5 horas a 10.000 V. Apés a
eletrofocalizagdo, a fita de gel foi equilibrada em tamp&o de equilibrio contendo DTT 2,5%,
por 15 minutos, seguido de iodoacetamida 7,5%. A fita foi entdo submetida & eletroforese em
gel de poliacrilamida (15%) em condicdes desnaturantes, adaptada para o uso de placas (16 x
18 cm). A corrida em segunda dimensao foi realizada em sistema Hoefer SE 600 Ruby (GE
Healthcare, Uppsala, Suécia), a 250 V e 30 mA, por aproximadamente 8 horas. Foram utilizados

0s seguintes marcadores de massa molecular: fosforilase B (97,0 kDa); albumina sérica bovina



45

(67,0 kDa); ovoalbumina (45,0 kDa); anidrase carbdnica bovina (30,0 kDa); inibidor de tripsina
da soja do tipo Kunitz (20,1 kDa) e a-lactaloumina (14,2 kDa). Para visualizagdo dos “spots”,
o gel foi corado com “Coomassie Brilliant Blue G-250”, de acordo com a metodologia descrita
por Candiano e colaboradores (2004). Em seguida, o gel foi digitalizado em “scanner”
ImageScanner Il (GE Healthcare, Uppsala, Suécia) e o programa ImageMaster 2D Platinum v

5.0 (Amersham Biosciences, Uppsala, Suécia) utilizado para determinacéo do ponto isoelétrico.

5.3.5 Determinacdo da massa molecular e avaliacdo da influéncia do pH sobre o perfil de

eluicdo da Mo-CBP; através de cromatografia de exclusdo molecular

Para determinagdo da massa molecular da Mo-CBPz, foi realizada cromatografia de
exclusdo molecular utilizando a matriz Superdex 75 HiLoad 16/60 (GE Healthcare, Uppsala,
Suécia), acoplada a um sistema FPLC AKTAprime plus (GE Healthcare, Uppsala, Suécia).
Inicialmente, a matriz foi equilibrada com tampéo Tris-HCI 0,025 M, pH 7,5, acrescido de NaCl
0,4 M e, em seguida, a coluna foi calibrada utilizando o “Kit Gel Filtration Calibration” (GE
Healthcare, Uppsala, Suécia). Como marcadores de massa molecular, foram utilizados
aprotinina (6,5 kDa), ribonuclease (13,7 kDa), anidrase carbonica (29,0 kDa), ovalbumina (44,0
kDa) e albumina sérica bovina (66,0 kDa) (Sigma Aldrich Co., MO, EUA). O volume morto
da matriz foi calculado com base no volume de elui¢do do “blue dextrano” (2.000 kDa). Dois
miligramas de cada marcador, bem como da Mo-CBPz, foram solubilizados separadamente em
1 mL de tampdo de equilibrio. Para o0 “blue dextrano”, 3 mg foram solubilizados no mesmo
tampdo. Todas as amostras foram centrifugadas a 10.000 x g, por 15 minutos, a 4 °C. O
sobrenadante foi coletado e aplicado na matriz, utilizando um “loop” de 1 mL. A corrida
cromatogréfica foi realizada a fluxo constante de 0,5 mL/minuto e foram coletadas fracdes de
1mL.

Para avaliar a influéncia do pH sobre o perfil de eluicdo da Mo-CBP2, a proteina foi
submetida novamente a cromatografia de exclusdo molecular, desta vez, variando-se o tampéao
de equilibrio da coluna. Foram utilizados os tamp®es acetato de sédio 0,025 M, pH 5,2 e borato
de sddio 0,025 M, pH 10,0, ambos acrescidos de NaCl 0,4 M. Apos o equilibrio da coluna, 2
mg da Mo-CBP2foram solubilizados nos referidos tampdes, centrifugados e aplicados na coluna

conforme mencionado anteriormente.
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Todas as corridas cromatograficas foram acompanhadas por medidas

espectrofotométricas a 280 nm.

5.3.6 Determinacdo da massa molecular real por espectrometria de massas

Com o intuito de verificar o grau de pureza da Mo-CBP2, bem como determinar com
maior exatiddo sua massa molecular, foi realizada uma analise do tipo ESI-TOF em
espectrometro de massa Synapt HDMS (Waters, Manchester, UK), com a proteina em sua
forma integra. Para isto, Mo-CBP2 foi primeiramente submetida a uma cromatografia de fase
reversa em coluna C18 (Symmetry®, 5 um, 4,6 mm x 250 mm), acoplada a um sistema HPLC
(LC 2000, Jasco International Co., Japao). Para eluicdo das proteinas retidas na coluna, foram
utilizadas diversas combinagdes entre os tampdes A (acido trifluoroacético — TFA 0,1% +
acetonitrila— ACN 2%) e B (TFA 0,1% + ACN 80%). Tais combinagdes foram as seguintes:
100% de A e 0% de B por 6 minutos; 65,6% de A e 34,4% de B por 3 minutos; 51,4 % de A e
48,6% de B por 3 minutos; 47,1% de A e 52,9% de B por 3 minutos; 3% de A e 97% de B por
6 minutos; 2% de A e 98% de B por 6 minutos e 0% de A e 100% de B por 4 minutos. A
cromatografia ocorreu sob fluxo continuo de 0,5 mL/minuto. Foram coletadas frages de
aproximadamente 0,2 mL. Os picos obtidos foram submetidos a eletroforese conforme descrito
no item 5.3.1 e, apds identificacdo do pico correspondente & proteina de interesse, esta foi
submetida a anélise por espectrometria de massas. Os espectros de Mo-CBP2 foram processados

usando uma técnica de entropia maxima (MaxEnt).

5.3.7 Deteccéao e quantificacdo de carboidratos

Para avaliar se Mo-CBP2 seria uma glicoproteina, foi utilizada a metodologia descrita
por Freitas e colaboradores (2011), com modificacdes. Inicialmente, foi realizada uma PAGE-
SDS (15%), na qual foram aplicados fetuina (30 pg) como controle positivo e Mo-CBP2 (15
Hg). Apds a corrida eletroforética, o gel foi fixado com solugdo de &cido acético 7,5%, por 2
horas. Em seguida, o gel foi submerso em uma solucéo de acido periodico 0,2%, durante 45
minutos, 4 °C e depois, tratado com reagente de Schiff (Sigma-Aldrich Co., MO, EUA) por 45
minutos, 4 °C, em ambiente protegido da luz.
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Para quantificacdo do teor de acucar redutor na proteina, foi utilizada a metodologia

descrita por Dubois e colaboradores (1956), utilizando-se D-glucose como padréo.

5.3.8 Determinacdo da massa molecular apos deglicosilagio

Com o intuito de verificar a diferenca entre as massas da Mo-CBP2 com e sem a por¢ao
glicidica, a proteina foi submetida a um processo de deglicosilacdo utilizando o kit Edegly
(Sigma). Uma aliquota de 15 pL de Mo-CBP2 (2,7 mg/mL) foi posta em contato com 5 L do
tampéo de deglicosilagdo. Posteriormente foram adicionados 0,5 pL de cada enzima do Kit
(PNGase F, O-glicosidase, a-2-neuraminidase,  [B-1,4-galactosidase e  B-N-
acetilglucosaminidase). A combinacédo das enzimas a proteina foi incubada durante 3 dias a 37
°C para garantir a completa reagdo. O mesmo procedimento foi realizado com o controle
positivo fetuina disponivel no kit. Apds o periodo de incubacdo, as amostras foram submetidas
a eletroforese em gel de poliacrilamida 15% em condic¢des desnaturantes, como descrito no item
5.3.1. Amostras da Mo-CBP: e fetuina integras foram utilizadas na eletroforese para

comparagdo das massas moleculares.

5.3.9 Determinagao da sequéncia NH-terminal

Para obtengdo da sequéncia de aminoacidos NH2-terminal da Mo-CBPz, foi utilizado
um sequenciador automatico de proteinas (Shimadzu, PPSQ-23A), baseado no principio de
degradacdo de Edman. Os derivados feniltioidantoina dos aminoécidos (PTH-aminoacidos)
foram detectados a 269 nm, apds separacdo em coluna de fase reversa C18 (4,6 x 2,5 mm),
conduzida em condicdes isocraticas de acordo com as instrucées do fabricante. A sequéncia de
aminoacidos obtida foi submetida a analise comparativa atraves do sistema NCBI-BLAST

(“National Center for Biotechnology Information” — “Basic Local Alignment Search Tool”).
5.3.10 Obtencao da sequéncia de peptideos tripticos por espectrometria de massas
Espectrometria de massas ESI-Q-TOF MS/MS foi utilizada para obtencéo de peptideos

tripticos da Mo-CBP2. Para isso, 50 pL de uma solugdo 1 mg/mL da proteina em &cido férmico
1% foi aquecida a 80 °C, por 15 minutos. Apds este periodo, foi adicionado 2,5 L de DTT 0,1
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M e incubado a 60 °C, por 20 minutos. Posteriormente, 2,5 puL de iodoacetamida 0,3 M foi
adicionada a solucéo, protegendo-a da luz. Apos o procedimento de reducdo, a proteina foi
submetida a digestdo utilizando tripsina modificada (Promega), na propor¢cdo 1:100
(enzima:proteina), por 12 horas. Aliquotas de 5 pL da amostra contendo Mo-CBP: digerida
foram aplicadas no espectrometro de massas. Os espectros gerados foram analisados usando o
programa Mass Lynx™ (Waters), onde os dados obtidos de MS e MS/MS foram processados
e submetidos ao programa de buscas Protein Lynx Global Server. Foi realizada uma analise
comparativa das sequéncias dos peptideos obtidos com proteinas depositadas no banco de dados
do NCBI (“National Center for Biotecnology Information”), usando a ferramenta de busca
BLAST (http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi). As proteinas que demonstraram melhor
percentual de identidade foram selecionadas, alinhadas com o auxilio do programa Clustal

Omega (http://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalo/) e analisadas.

5.3.11 Determinagéo da atividade hemaglutinante

O ensaio para avaliar a capacidade hemaglutinante da Mo-CBP: foi realizado seguindo
0 protocolo descrito por Cui e colaboradores (2014), com modificagdes. Aliquotas de100 L (1
mg/mL) da Mo-CBP: solubilizada em NaCl 0,15 M foram aplicadas em microplacas de 96
pocos e submetidas a diluicdes seriadas em NaCl 0,15 M. Em seguida, 100 pL de uma
suspensdo (4%) de hemécias de coelho em NaCl 0,15 M, tratada ou ndo com a enzima
proteolitica tripsina, foram aplicados em cada poco. A placa foi incubada a 37 °C, por 24 horas,
sendo as analises do ensaio realizadas com 1 e 24 horas apés incubacdo da proteina com a
suspensdo de eritrdcitos. A visualizacdo dos aglutinados foi feita a olho nu e os resultados foram
expressos em unidade de hemaglutinagdo (UH), definida como o inverso da maior dilui¢do da
proteina ainda capaz de aglutinar hemacias. A atividade especifica foi calculada a partir da

relacdo entre a atividade hemaglutinante e a concentracdo de proteina (mg/mL).

5.4 Atividade antifungica da Mo-CBP; contra Candida spp.

5.4.1 Determinacao da Concentragdo Inibitoria Minima
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O teste de susceptibilidade de microdiluicdo em caldo foi realizado de acordo com o
documento M27-A3 do “Clinical and Laboratory Standards Institute — CLSI” (CLSI, 2008),
com modificacdes. Para o ensaio, foi utilizado o meio de cultura caldo batata-dextrose. Nistatina
(22,23 — 0,085 uM) (EMS, Pharma) e Mo-CBP2 (37,9 — 0,1 uM) foram dissolvidas em &gua
grau Milli-Q estéril.

Para realizacdo dos ensaios, células de leveduras (C. albicans, C. parapsilosis, C. krusei
e C. tropicalis) foram inicialmente cultivadas em meio caldo batata-dextrose (pH 5,1), por 24
horas. Apos este periodo, uma aliquota de cada in6culo foi transferida para placas contendo
meio agar batata-dextrose e, entdo, cultivadas por 24 horas. Posteriormente, foram preparadas
suspensdes iniciais de cada inéculo em NaCl 0,15 M até atingir o ponto 0,5 da escala de
McFarland. As suspensdes foram entdo diluidas 1000 vezes para obtencéo de indculos finais
em uma faixa de 0,5 a 2,5 x 10° UFC/mL. Uma aliquota de 100 pL de cada suspensdo foi
aplicada nos pocos contendo 50 pL de solucdo de Nistatina ou Mo-CBP2 em diferentes
concentracdes e 50 pL de meio caldo batata dextrose em concentracdo equivalente a 4 vezes
aquela recomendada pelo fabricante. As placas foram incubadas a 37 °C por 24 horas e a
avaliacdo do crescimento das leveduras foi realizada nos tempos 0 e 24 horas apés o inicio da
incubacdo. Foi observado o crescimento das células por meio de absorbancia a 620 nm. A
Concentracdo Inibitéria Minima foi definida como sendo a menor concentracdo da amostra
0s poc¢os contendo apenas 0 meio de cultura e a suspensdo padronizada do inéculo em NaCl
0,15 M.

5.4.2 Avaliacao do modo de acdo da Mo-CBP;
5.4.2.1 Preparo da suspensao de leveduras

A investigacgéo referente a0 modo de acdo da Mo-CBP2 sobre leveduras foi realizada
utilizando C. albicans como modelo. As suspensdes de C. albicans utilizadas nos ensaios
descritos a seguir foram preparadas partindo de culturas em fase de crescimento exponencial,

como anteriormente descrito no item 5.4.1.

5.4.2.2 Tratamento das células
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Para os experimentos de determinacdo da integridade da membrana celular e producéo
de espécies reativas de oxigénio (EROs), as leveduras foram tratadas isoladamente com NaCl
0,15 M, Nistatina ou Mo-CBP2 em concentracfes equivalentes ao CIM (11,11 e 18,95 puM,
respectivamente), por um periodo de 24 horas.

5.4.2.3 Determinacdo das espécies reativas de oxigénio (EROs)

O ensaio para avaliar a producdo de espécies reativas de oxigénio (EROs) foi realizado
segundo Mendieta e colaboradores (2006), com modificacdes. Inicialmente, as leveduras foram
submetidas ao tratamento com NaCl, Nistatina ou Mo-CBP2, conforme explicitado no item
5.4.2.2. Uma aliquota de 100 pL de suspensdo de C. albicans previamente tratada foi incubada,
por 1 hora a 30 °C, com 100 pL de 3,3'-diaminobenzidina (DAB) (1 mg/mL). Em seguida,
foram preparadas laminas para analise em microscépio dptico (Olympus System Microscope
BX 60). As imagens foram obtidas com camera digital acoplada ao microscopio, com

ampliacdo de 1000 x.

5.4.2.4 Determinacao da integridade da membrana celular

Este ensaio foi realizado segundo Gifoni e colaboradores (2012) com modificagdes. A
integridade da membrana celular foi avaliada por meio da utilizagdo do reagente iodeto de
propideo (IP). lodeto de propideo funciona como um marcador celular, sendo capaz de se ligar
a acidos nucleicos que compdem o material genético das células. Este composto ndo é capaz de
penetrar livremente através da membrana celular, sendo possivel sua entrada apenas em células
que possuam rupturas em sua membrana.

Neste ensaio, as leveduras foram tratadas isoladamente com NaCl, Nistatina ou Mo-
CBP2, conforme explicitado no item 5.4.2.2. Apds este tratamento, aliquotas das suspensdes de
células foram coletadas e incubadas com IP (0,001 M), por 30 minutos, a 30 °C, sob agitacé&o.
Posteriormente, as células foram observadas em microscopio de fluorescéncia Olympus System
BX 60 (comprimento de onda de excitagdo, 400 — 500 nm; comprimento de onda de emissao,
600 — 700 nm). As fotomicrografias foram obtidas com camera digital acoplada ao microscopio,
com ampliagéo de 400 x.
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5.4.2.5 Atividade DNasica

A capacidade da Mo-CBP2 em degradar DNA foi analisada seguindo o protocolo
descrito por Tomar e colaboradores (2014). O DNA utilizado no ensaio foi obtido a partir do
plasmideo circular pUC18 de Escherichia coli. Uma aliquota de 2 uL (0,5 pug) de plasmideo foi
incubada com 0,5 pg (1 pL) da Mo-CBP2 em tampéo Tris-HCI 0,05 M, pH 7,4, por 1 hora, a
37 °C, em um volume de reacdo de 20 pL. DNase (2 unidades; DNase | recombinant, RNAse-
free, Roche) e BSA (0,5 pg; Sigma Aldrich-Co, St. Louis, MO, EUA) foram utilizadas como
controle positivo e negativo, respectivamente. Apos o periodo de incubacdo, as amostras foram
submetidas a eletroforese horizontal em gel de agarose 1% (10 x 10 cm) sob condicdes nativas,
em tampédo Tris-Acetato-EDTA. A corrida eletroforética foi realizada a 60 V em sistema
MultiSUB Midil0 (Cleaver Scientific, Reino Unido). Em seguida, o gel foi lavado com solucéo
de brometo de etidio (0,5 pg/mL), por 30 minutos. As bandas de DNA presentes no gel foram

visualizadas em camara escura sob luz ultravioleta.

5.5 Avaliacao da atividade hemolitica

Neste ensaio, foi avaliada a liberagdo de hemoglobina de eritrécitos de coelho incubados
na presenca de diferentes concentragfes (1,9 — 1000 pg/mL) da Mo-CBP2 ou BSA.
Inicialmente, o sangue foi lavado com NaCl 0,15 M e centrifugado a 3.000 x g, por 10 minutos,
para separar o plasma. Apos a realizacao de trés lavagens, a suspensao de eritrdcitos foi diluida
até a concentracdo de 4%. Uma aliquota de 100 pL da suspensdo de eritrécitos foi transferida
para microtubos e incubada com 100 pL de BSA, Mo-CBP2, Triton X-100 0,1% (controle
positivo) ou NaCl 0,15 M (controle negativo), a 37 °C, por 1 hora. Posteriormente, 0s
microtubos foram centrifugados a 1.500 rpm, por 10 minutos, e aliquotas dos sobrenadantes
tiveram suas absorbancias mensuradas em espectrofotdmetro de placa de multiplos pogos a 414
nm. Para o calculo da porcentagem de hemdlise, foi usada a seguinte equacéo: [(Abssi4 nm da
solugdo de eritrocitos com proteina - Absai4 nm da solugdo de eritrocitos com NaCl 0,15
M)/(Abss14 nm da solucdo de eritrécitos com Triton X-100 0,1% - Abss14 nm da solucdo de
eritrécitos com NaCl 0,15 M)] x 100 (CHOI; LEE, 2014).
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5.6 Andlise estatistica

Os ensaios de determinacdo da CIM foram realizados em triplicata e em dias distintos.

A andlise estatistica foi realizada através de comparacdo de médias.
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6 RESULTADOS

6.1 Purificacdo da Mo-CBP;

O protocolo para extracdo e isolamento da Mo-CBP2 esta demonstrado na Figura 4 (na
secdo “Métodos”, item 5.1. O teor médio de proteinas extraidas a partir da farinha delipidada
de sementes de M. oleifera correspondeu a 205,41 mgP/gF. Da fracdo albuminica, foram
obtidos em torno de 112,45 mgP/gF, representando 54,74% das proteinas contidas no extrato
total.

A fracdo albuminica quando submetida a cromatografia de afinidade em matriz de
quitina resultou na obtencdo de material proteico nao retido, oriundo com o préprio tampéo de
equilibrio (Tris-HCI 0,05 M, pH 8,0 contendo NaCl 0,15 M). As proteinas ligadas a quitina
foram eluidas com uma solucédo de &cido acético 0,05 M e denominadas de Pac (FIGURA 5).
O rendimento proteico dessa fracdo foi em média 47,57 mgP/gF, representando 23,16% das
proteinas presentes no extrato total.

A fracdo Pac foi posteriormente submetida a cromatografia de troca idnica em matriz
de CM Sepharose® Fast Flow, que resultou em um pico néo retido, eluido com o préprio tamp&o
de equilibrio (tampéo acetato de sédio 0,05 M, pH 5,2), e mais trés outros picos oriundos das
proteinas retidas, as quais foram eluidas com esse mesmo tampao acrescido de NaCl 0,4 M, 0,5
M e 0,6 M (FIGURA 6). O material de interesse no presente estudo correspondeu ao segundo
pico proteico obtido nessa cromatografia (eluicdo com NaCl 0,4 M), proteina essa que recebeu
a denominacdo de Mo-CBP2 (Mo: Moringa oleifera; CBP: “Chitin Binding Protein”). Mo-CBP2
mostrou um rendimento médio de 0,28 mgP/gF, representando 0,14% das proteinas contidas

no extrato total (Tabela 1).
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Figura 5 — Cromatografia de afinidade em matriz de quitina
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Fonte: Proprio autor.

Amostra (1 g) da fragdo albumina foi aplicada em coluna cromatografica contendo matriz de quitina (3,5 x
20,0 cm) previamente equilibrada com tampao Tris-HCI 0,05 M, pH 8,0, contendo NaCl 0,15 M. Pico 1
representa o material ndo retido na matriz, obtido com tampéo de equilibrio. Pico 2 (Pac) corresponde a fragdo

proteica eluida com &cido acético 0,05 M. Fluxo: 60 mL/h; Fragdes: 5,0 mL.



Figura 6 - Cromatografia de troca idnica em matriz de CM Shepharose® Fast Flow
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Fonte: Proprio autor.
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A fragdo Pac (400 mg) foi aplicada em coluna cromatogréafica contendo matriz CM Shepharose® Fast Flow

previamente equilibrada com tampéo acetato de sédio 0,05 M, pH 5,2. Mo-CBP2, Mo-CBP; e Mo-CBP4

correspondem as proteinas retidas eluidas com tamp&o de equilibrio acrescido de NaCl 0,4 M, 0,5M e 0,6 M,

respectivamente. Fluxo: 45 mL/h; Fragdes: 4,5 mL.
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Tabela 1 - Teor proteico e rendimento das diferentes fracdes obtidas durante a purificacéo

da Mo-CBP2

Material obtido nas

etapas de purificaco Proteina (mgP/gF)? Rendimento (%)°®
Extrato Total 205,41 + 2,55 100,0
Fracdo Albumina 112,45 + 3,00 54,74
Pac’ 47,57 £ 5,46 23,16
Mo-CBP,° 0,28 £ 0,02 0,14

Fonte: Proprio autor.

Os resultados representam a média e o desvio padrdo de seis procedimentos similares.

aQuantidade total de proteina recuperada (mg), a partir de 1 g de farinha delipidada de sementes de M. oleifera.
O teor de proteinas foi estimado através do método de Bradford (1976).

bRecuperacio da proteina em cada etapa de purificacio, considerando o extrato total igual a 100%.

°Fracdo proteica eluida da matriz de quitina com &cido acético 0,05 M.

dProteina ligante a quitina eluida da CM Shepharose® Fast Flow, com tamp#o acetato de sodio 0,05 M, pH 5,2

acrescido de NaCl 0,4 M.
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6.2 Caracterizacdo bioquimica da Mo-CBP;

6.2.1 Perfil eletroforético em gel de poliacrilamida em condi¢des desnaturantes (PAGE-SDS)

e perfil eletroforético em sistema tris-tricina

Na Figura 7, esta mostrado o perfil eletroforético da Mo-CBP2em gel de poliacrilamida
15%, na presenca de SDS. Mo-CBP2 mostrou uma massa molecular aparente de 25,0 kDa. Na
Figura 7-A, foi observado que, mesmo na presenca de 3-mercaptoetanol 4%, 6%, 8% ou 12%,
a proteina praticamente manteve o perfil observado na auséncia do agente redutor. O mesmo
aconteceu quando Mo-CBP: foi submetida a reducéo por DTT 0,001 M, 0,010 M ou 0,1 M,
seguida de alquilagdo por IAA 0,002 M, 0,02 M ou 0,2 M, respectivamente, e nova reducéo
com B-mercaptoetanol 4%, conforme demonstrado na Figura 7-B.

No gel de poliacrilamida utilizando o sistema tris-tricina, Mo-CBP2 em condic¢des nio
redutoras apresentou-se como uma banda proteica localizada acima do marcador de massa
molecular de 17,0 kDa e outra banda proteica com massa molecular aparente de 13,0 kDa.
Contudo, em condicdes redutoras (tratamento com DTT 0,1 M a 100 °C, por 4 horas, seguido
de alquilagdo com IAA 0,2 M e incubacdo com [-mercaptoetanol 4% na mesma temperatura,
por 10 minutos) foram verificadas duas bandas proteicas, com massas moleculares aparentes
de 7,0 e 4,0 kDa (FIGURA 8).

6.2.2 Perfil eletroforético em gel de poliacrilamida sob condicao nativa

Em condicdo nativa, Mo-CBP2 apresentou-se como uma unica banda proteica, como

mostrado na Figura 9.

6.2.3 Massa molecular e ponto isoelétrico obtidos por PAGE-2D

Atraveés de eletroforese bidimensional, foi verificado que Mo-CBP2 apresenta massa
molecular de 22,3 kDa e ponto isoelétrico de 10,9 (FIGURA 10).
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Figura 7 - Perfil eletroforético da Mo-CBP2 em condicBes desnaturantes (PAGE-SDS)
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A - Raia 1: Mo-CBP, em condic¢des ndo redutoras; Raias 2-5: Mo-CBP; na presenga de B-mercaptoetanol 2%,
4%, 6% ou 8%, respectivamente. B - Raia 1: Mo-CBP, em condi¢Bes néo redutoras; Raias 2-4: Mo-CBP; na
presenca de DTT 0,001 M, 0,01 M ou 0,1 M, seguida de alquilagdo com IAA 0,002 M, 0,02 M ou 0,2 M,
respectivamente. Raias 5-7: Mo-CBP; na presenca de DTT 0,001 M, 0,01 M ou 0,1 M e posterior alquilacdo
com IAA 0,002 M, 0,02 M ou 0,2 M, respectivamente, seguida da reducdo com B-mercaptoetanol 4%.

Amostras da Mo-CBP; (1 pg) foram aquecidas a 100 °C, por 4 horas.
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Figura 8 - Perfil eletroforético da Mo-CBP2 em condic¢des desnaturantes em sistema tris-
tricina
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M: Marcadores de massa molecular. Raia 1: Mo-CBP; (5 pg) em condi¢des ndo redutoras. Raias 2: Mo-CBP;
(5 pg) na presenca de DTT 0,1 M e posterior alquilagdo com IAA 0,2 M, seguida da reducdo com f-

mercaptoetanol 4%. O tratamento de reducdo de Mo-CBP foi realizado a 100 °C, por 4 horas.
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Figura 9 - Perfil eletroforético da Mo-CBP2 em condicdo nativa

Fonte: Proprio autor.
Mo-CBP- (1 mg/mL) foi solubilizada em tampdo de amostra (acetato de potassio 0,25 M, pH 6,8, contendo
glicerol 50% e azul de metileno). O gel de separacdo encerrava 12,5% de acrilamida. O gel foi corado com

“Coomassie Brilliant Blue R-250" 0,025%.
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Figura 10 - Massa molecular e ponto isoelétrico da Mo-CBP2, obtidos por PAGE-2D
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Fonte: Préprio autor.
Mo-CBP; foi submetida a focalizagdo isoelétrica em fita de 11 cm, pH 6-11. O gel de poliacrilamida (15%) foi

corado com “Coomassie Brilliant Blue” G-250, de acordo com Candiano e colaboradores (2004).
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6.2.4 Massa molecular obtida por cromatografia de exclusdo molecular em valores de pH
distintos

A Figura 11 mostra os perfis de eluicdo da Mo-CBP2 obtidos na cromatografia de
exclusao molecular em matriz de Superdex™ 75, utilizando tampdes com diferentes pHs (5,2;
7,5 e 10,0). Em todos os pHs analisados, Mo-CBP2, ap6s essa cromatografia, resultou em dois
picos proteicos: um menor, o qual foi seguido por outro bem mais proeminente. Ao
correlacionar os volumes de eluicdo dos referidos picos proteicos e suas respectivas massas
moleculares em cada pH analisado, o0 primeiro pico apresentou massas moleculares de 65,8;
65,8 e 66,8 kDa e 0 segundo pico, massas moleculares de 34,2; 33,8 e 33,6 kDa, nos pHs 5,2;

7,5 e 10,0, respectivamente.

6.2.5 Massa molecular e sequéncias de peptideos tripticos identificados por espectrometria

de massas

6.2.5.1 Massa molecular

Antes da Mo-CBP2 ser submetida a espectrometria de massas, foi realizada uma
cromatografia de fase reversa em sistema HPLC para retirar quaisquer resquicios de
contaminantes. O perfil eletroforético do pico que corresponde a Mo-CBP2 estd mostrado na
Figura 12. A proteina pura foi tratada para dar prosseguimento a andlise da massa por
espectrometria de massas utilizando o sistema ESI-TOF.



Figura 11 - Cromatografia de exclusdo molecular da Mo-CBP2 em pHs diferentes
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Em A, estdo representados os cromatogramas obtidos apds aplicagdo da Mo-CBP; (1 mg) em matriz de
Superdex™ 75, previamente equilibrada com os tampdes acetato de sédio 0,025 M, pH 5,2, Tris-HCI 0,025
M, pH 7,5 e borato de sddio 0,025 M, pH 10,0, todos acrescidos de NaCl 0,4 M. Em B, esta representado o
grafico de determinagdo da massa molecular dos picos proteicos obtidos nas cromatografias citadas. A
coluna foi previamente calibrada com 1 - BSA (66,0 kDa); 2 - ovalbumina (44,0 kDa); 3 - anidrase carb6nica
(29,0 kDa); 4 - ribonuclease A (13,7 kDa) e 5 - aprotinina (6,5 kDa). P1: pico 1; P2: pico 2. Fluxo: 0,5

mL/minuto. Fracdo: 1 mL.
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Figura 12 — Perfil eletroforético da Mo-CBP2 aplicada em cromatografia liquida de alta eficiéncia
em coluna de fase reversa
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Fonte: Proprio autor
PAGE-SDS da Mo-CBP; e o0 pico eluido do HPLC corada com “Coomassie Brilliant Blue” R-250. Raia M —

Marcadores de massa molecular; Raias 1 e 2: Mo-CBP; antes e apds a corrida cromatogréfica, respectivamente.
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O espectro de massas desconvoluido da proteina integra apresentado na Figura 13

mostra um pico majoritario com massa molecular de 13.160 Da.

6.2.5.2 Sequéncias de peptideos tripticos

Mo-CBP2 foi submetida a digestéo triptica e, em seguida, analisada por espectrometria
de massas do tipo ESI-Q-TOF MS/MS. Foram identificados 4 peptideos tripticos, totalizando
74 residuos de aminoacidos (TABELA 2). Estes foram submetidos ao alinhamento e
comparacao com sequéncias de proteinas ja depositadas em banco de dados NCBI, utilizando
a ferramenta BLAST. Todos os peptideos gerados apresentaram alta similaridade (acima de
60%) com demais proteinas obtidas de sementes de M. oleifera, como as isoformas do precursor
de albumina 2S, proteina floculante, MO 2.1 e MO 2.2. Além disso, houve alinhamento com
albuminas 2S de outras espécies de plantas como a de Bertholletia excelsa e de Capparis
masaikai (TABELA 2).

Com o auxilio da ferramenta Clustal Omega, foi verificado que os peptideos gerados
apos digestdo triptica de Mo-CBP2 alinhavam com as quatro isoformas do precursor da Mo-
CBP3, uma albumina 2S de sementes de M. oleifera. As sequéncias com 0s numeros de
identificacdo (NCBI) AHG99681.1, AHG99683.1, AHG99684.1 e AHG99682.1 foram
denominadas como Mo-CBP3-1, Mo-CBP3-2, Mo-CBP3-3 e Mo-CBPs-4, respectivamente,
seguindo a nomenclatura proposta por Freire e colaboradores (2015). De acordo com a Figura
14, todos os peptideos de Mo-CBP2 alinharam com as 4 isoformas de Mo-CBP3, porém com
percentuais de similaridade diferentes, variando de 65 — 100% (TABELA 3). Todos 0s
peptideos foram melhores alinhados a isoforma Mo-CBP3-3, apresentando 100% de

similaridade para os peptideos 1, 2 e 3, e 79% para o peptideo 4.
6.2.6 Sequéncia NHz-terminal

Varias tentativas foram realizadas a fim de se determinar a sequéncia NHz-terminal da
Mo-CBP2. No entanto, em nenhuma delas se obteve sucesso devido, provavelmente, ao

blogqueio desta por¢do da proteina.

6.2.7 Deteccdo de carboidratos ligados a proteina



Figura 13 - Espectro de massas de Mo-CBP2 por TOF-ESI-MS
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Espectro desconvoluido da Mo-CBP; (10 pg) mostrando um pico com massa molecular de 13.160 Da.
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Tabela 2 - Sequéncia de aminoacidos de peptideos da Mo-CBP: identificados por ESI-Q-TOF MS/MS ap0s digestdo triptica em solugéo da proteina
purificada

Peptideo/Proteina Espécie Sequéncia Similaridade NuUmero de acesso
(NCBI)
Peptideo 1 Moringa oleifera QQFLTHQRL
Mo-CBPs-3 Moringa oleifera 47 QQFLTHQRL 55 100% AHG99684.1
Mo-CBPs-2 Moringa oleifera 43 QQFQTHQRL 51 89% AHG99683.1
Peptideo 2 Moringa oleifera QAVQLAHQQQGQVGPQQVRQ
Mo-CBPs-3 Moringa oleifera 117 QAVQLAHQQQGQVGPQQVRQ 136 100% AHG99684.1
Mo-CBPs3-2 Moringa oleifera 115 QAVQLTHQQQGQVGPQQVRQ 134 95% AHG99683.1
MO 2.1 = flocculating protein ~ Moringa oleifera 30 QAVQLTHQQQGQVGPQQVRQ 49 95% AAB34890.1
Mo-CBPs-4 Moringa oleifera 117 QAVQSAQQQQGQVGPQQV 134 89% AHG99682.1
Mo-CBPs-1 Moringa oleifera 117 QAVQSAQQQQGQVGPQQV 134 89% AHG99681.1

Mabinlin I-1, B-chain Capparis masaikai 28 QAAHQQLYQGQIEGPRQVRQ 47 70% AAB31597.1
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Tabela 2 (CONTINUACAO) - Sequéncia de aminoacidos de peptideos da Mo-CBP: identificados por ESI-Q-TOF MS/MS apo6s digestdo triptica
em solucdo da proteina purificada

Peptideo/Proteina Espécie Sequéncia Similaridade  NUmero de acesso
(NCBI)
Peptideo 3 Moringa oleifera LASNIPAICNLRPMSCPFGQQ
Mo-CBP3-3 Moringa oleifera 140 LASNIPAICNLRPMSCPFGQQ 160 100% AHG99684.1
Mo-CBPs-4 Moringa oleifera 141 ASRIPAICNLQPMRCPFRQQ 160 80% AHG99682.1
Mo-CBPs3-2 Moringa oleifera 139 ASNIPSMCNLQPMSCLFRQQ 158 75% AHG99683.1
Mo-CBPs-1 Moringa oleifera 141 ASRIPAICNPQPMRCPFRQQ 160 75% AHG99681.1
2S albumin, Chain A Bertholletia excelsa 90 LAENIPSRCNLSPMRCPMG 108 68% 2LVF
2S albumin precursor Bertholletia excelsa 122 LAENIPSRCNLSPMRCPMG 140 68% ACI70207.1
Peptideo 4 Moringa oleifera QAVQSAQQQQGQVGPQQVGHMYRV
Mo-CBPs-4 Moringa oleifera 117 QAVQSAQQQQGQVGPQQVGHMYRYV 140 100% AHG99682.1
Mo-CBPs-1 Moringa oleifera 117 QAVQSAQQQQGQVGPQQVGHMYRYV 140 100% AHG99681.1
Mo-CBPs-3 Moringa oleifera 117 QAVQLAHQQQGQVGPQQVRQMYR 139 83% AHG99684.1
Mo-CBP3-2 Moringa oleifera 115 QAVQLTHQQQGQVGPQQVRQMYRYV 138 79% AHG99683.1
MO 2.1= flocculating protein Moringa oleifera 30 QAVQLTHQQQGQVGPQQVRQMYRYV 53 79% AAB34890.1

aMo-CBP3: Proteina ligante a quitina purificada de sementes de M. oleifera (Batista et al., 2014).
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Figura 14 - Alinhamento multiplo das sequéncias de aminoacidos dos peptideos tripticos da

Mo-CBP2com as quatro isoformas do precursor de Mo-CBP3?, uma albumina 2S de M. oleifera

A
Peptideo 1 e QQFL 4
Mo-CBP3-1 MAKLTLLLATFALLVLLANASIYRTTVELDEEPDDN----QQQRCRHQFQ 46
Mo-CBP3-2 MAKITLLLATFGLLLLLTNASIYRTTVELDEEADEN----QQQRCRQQFQ 46
Mo-CBP3-3 MAKFTLLLAIFALFLILANANVYRTTVELDEEPDDNQQGQQOQQQCRQQFL 50
Mo-CBP3-4 MAKLTLLLATLALLVLLANASIYRTTVELDEEPDDN----QQQRCRHQFQ 46
sk
Peptideo 1 THORL == === === —mmmm o m 9
Mo-CBP3-1 SQQRLRACQRVIRRWSQGGGPMEDVEDEIGETDEIEEVVEPDQAR-RPPT 95
Mo-CBP3-2 THORLRACQRFIRRRTQGGGPLDEVEDEV---DEIEEVVEPDQGPGRQPA 93
Mo-CBP3-3 THQRLRACQRFIRRQTQGGGALEDVEDDV---EEIEEVVEPDQA--RRPA 95
Mo-CBP3-4 TQORLRACQRVIRRWSQGGGPMEDVEDEIDETDEIEEVVEPDQAR-RPPT 95
kK
B
Peptideo 2 —mmm—mm— e ——— o QAVQLAHQQQGQVGPQQVRQ-—-—-—-————— 20
Mo-CBP3-1 LORCCRQLRNVSPFCRCPSLRQAVQOSAQQQQOGQVGPQQVGHMYRVASRIP 145
Mo-CBP3-2 FOQRCCQQLRNISPPCRCPSLRQAVQLTHQQQGQVGPQQVROMYRVASNIP 143
Mo-CBP3-3 IQRCCQOLRNIQPRCRCPSLRQAVQLAHQQQGQVGPQOVROMYRLASNIP 145
Mo-CBP3-4 LORCCRQLRNVSPFCRCPSLRQAVOSAQQQOOGQVGPQQVGHMYRVASRIP 145
Akkk . KKXKKKXKKKKAK
C
Peptideo 3~ oo LASNIP 6
Mo-CBP3-1 LORCCRQLRNVSPFCRCPSLRQAVQSAQQQQGOVGPOQVGHMYRVASRIP 145
Mo-CBP3-2 FQRCCQQLRNISPPCRCPSLRQAVQLTHOQQGOVGPQQVROMYRVASNIP 143
Mo-CBP3-3 IQRCCQQLRNIQPRCRCPSLRQAVOLAHQQQGQVGPQQVROMYRLASNIP 145
Mo-CBP3-4 LORCCRQLRNVSPFCRCPSLRQAVQSAQQQQGOVGPOQVGHMYRVASRIP 145
Lkk kK
Peptideo 3 AICNLRPMSCPFGQQ----- 21
Mo-CBPs-1 AICNPQPMRCPFRQQQGS-- 163
Mo-CBP3-2 SMCNLQPMSCLFRQQQSSWL 163
Mo-CBP3-3 AICNLRPMSCPFGQQ----- 160
Mo-CBP3-4 AICNLQPMRCPFRQQQSS-- 163
Skk L kk Kk kK
D
Peptideo 4  mmmmmmm QAVQSAQQQOGOVGPQQVGHMYRV————— 24
Mo-CBP3-1 LORCCRQLRNVSPFCRCPSLRQAVQSAQQQQOGQVGPQQVGHMYRVASRIP 145
Mo-CBP3-2 FORCCQQLRNISPPCRCPSLRQAVQLTHQQOQGQVGPQQVROMYRVASNIP 143
Mo-CBP3-3 IQRCCQQOLRNIQPRCRCPSLRQAVQLAHQQQGQVGPQOVROMYRLASNIP 145
Mo-CBP3-4 LORCCRQLRNVSPFCRCPSLRQAVQSAQQQQOGQVGPQQVGHMYRVASRIP 145

KAKK o s KAKXKAKAAAKAKAKAKX o KA Ko

aMo-CBP3: Proteina ligante a quitina purificada de sementes de M. oleifera (Batista et al., 2014). Para o
alinhamento foi utilizada a ferramenta Clustal Omega. A, B, C e D apresentam o alinhamento das isoformas
da Mo-CBP3; com os peptideos 1, 2, 3 e 4 oriundos da Mo-CBP, respectivamente. Aminodcidos idénticos sdo
identificados por asterisco (*); Substituicbes conservadas sdo identificadas por dois pontos (:); Substituicdes
semiconservadas sdo identificadas por apenas um ponto (.).
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Tabela 3 - Similaridade (%) entre as sequéncias de aminoacidos dos peptideos tripticos da Mo-

CBP2 e isoformas do precursor de Mo-CBP3?, uma albumina 2S de M. oleifera

Peptideos tripticos de Mo-CBP;
Isoformas de Mo-CBP3

1 2 3 4
Mo-CBPs-1 (AHG99681.1) 65% 80% 71% 100%
Mo-CBPs-2 (AHG99683.1) 89% 95% 71% 79%
Mo-CBP3-3 (AHG99684.1) 100% 100% 100% 79%
Mo-CBP3-4 (AHG99682.1) 67% 80% 76% 100%

Matriz gerada apds o alinhamento utilizando a ferramenta Clustal Omega. ®Mo-CBP3: Proteina ligante a quitina
purificada de sementes de M. oleifera (Batista et al., 2014).
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Para avaliar se Mo-CBP2 apresenta carboidratos em sua estrutura, foi realizada
primeiramente uma andlise qualitativa por PAGE-SDS, seguida de coloragcdo com reagente de
Schiff. A Figura 15, mostra na raia 1 a glicoproteina padrao fetuina e na raia 2 Mo-CBP:2 corada,
evidenciando carboidrato em sua composicdo. O teor de agUcar determinado correspondeu a
4,1% da massa total da Mo-CBP2.

Apesar de ter sido detectado carboidrato na estrutura da Mo-CBP2, ndo houve diferenca
entre as massas aparentes da proteina com ou sem a porcdo glicidica, visualizada pelo perfil
eletroforético em PAGE-SDS (Figura 16). Fetuina, utilizada como controle positivo, teve sua
massa reduzida de 88,0 kDa para 61,0 kDa ap6s o processo de deglicosilacéo.

6.2.8 Avaliaco da atividade hemaglutinante

Apesar da Mo-CBP: ter a capacidade de se ligar a quitina (carboidrato), no ensaio de
hemaglutinacdo nédo foi visualizada aglutinacéo de eritrocitos de coelho, mesmo quando estes

foram tratados com tripsina.
6.3 Atividade anti-Candida da Mo-CBP; e investigacdo do seu modo de acao

6.3.1 Avaliacdo do efeito inibitorio da Mo-CBP> sobre o crescimento de Candida spp.

Espécies diferentes de Candida foram incubadas com Mo-CBP2 durante 24 horas, em
diferentes concentracdes, a fim de avaliar a inibigcdo do crescimento destas leveduras. Nistatina
comercial foi utilizada como antifingico de referéncia. De acordo com os resultados
apresentados na Tabela 4, Mo-CBP: inibiu o crescimento de todas as cepas testadas, incluindo
uma cepa de isolado clinico. A proteina exibiu uma maior influéncia sobre C. krusei (CIMso de
9,45 uM), seguida de C. albicans e C. tropicalis e, por ultimo, C. parapsilosis (CIMso de 37,9
UM, 18,9 uM e 37,9 UM, respectivamente).

6.3.2 Investigacdo do modo de acéo anti-Candida da Mo-CBP;

Para avaliar como Mo-CBP2 poderia interferir no crescimento de Candida spp., foram
empregadas diversas metodologias, usando como modelo experimental a cepa de C. albicans
ATCC 10231.



Figura 15 - Deteccdo de glicoproteina pelo método de Schiff

Fonte: Préprio autor.
Mo-CBP; (15 ug) foi aplicada na raia 2 do gel de poliacrilamida (15%). A glicoproteina fetuina (30 pg)
foi utilizada como controle positivo (Raia 1). O gel foi corado com acido periodico de Schiff. A seta

aponta para a banda correspondente a Mo-CBP..
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Figura 16 — Perfil eletroforético de Mo-CBP:2 antes e apés deglicosilagdo (PAGE-SDS)
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Raia 1 e 2: Mo-CBP; (2 ug) glicosilada e deglicosilada, respectivamente; Raias 3 e 4: fetuina (5 pg) glicosilada
e deglicosilada, respectivamente. A deglicosilacdo foi realizada utilizando o kit Edegly (Sigma). Raia M:

marcadores de massa molecular. O gel foi corado com “Coomassie Brilliant Blue” R-250 0,025%
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Inicialmente, foi avaliada a capacidade da Mo-CBP2 em induzir a formacé&o de espécies
reativas de oxigénio (EROs) em C. albicans. A Figura 17 mostra que a proteina na concentracéo
de 18,9 uM promoveu a formacéo de granulos escuros no interior das células, tipicos da reacao
do DAB com peroxidases endogenas, evidenciando a formagdo de EROs. Nistatina foi usada
como controle positivo e também apresentou a formacéo dos granulos.

A influéncia da Mo-CBP2 sobre a permeabilidade da membrana celular de C. albicans
foi avaliada utilizando iodeto de propidio. O tratamento das células de C. albicans com o
controle positivo Nistatina (11,1 uM) ou Mo-CBP2 (18,9 uM) por 24 horas promoveu a emissao
de fluorescéncia, evidenciando o aumento da permeabilidade da membrana celular (Figura 18).
Nas células incubadas apenas com NaCl 0,15 M ndo foi possivel visualizacéo de fluorescéncia.

A Figura 19 mostra que Mo-CBP2 (0,5 pg) apresentou atividade DNasica, uma vez que
foi eficiente em degradar, in vitro, DNA do plasmideo circular pUC18 de Escherichia coli. Esta
atividade foi similar a apresentada pela DNase recombinante de pancreas bovino, usada como
controle positivo. As amostras de BSA (0,5 pg) e tampdo Tris ndo degradaram o plasmideo
circular puC18.

A capacidade da Mo-CBP2 em romper a membrana de células foi avaliada utilizando
como modelo eritrdcitos de coelho. Enquanto que Triton X-100 0,1% (controle positivo) causou
100% de hemolise, Mo-CBP2 e BSA ndo apresentaram atividade hemolitica, mesmo na maior

concentragdo (1 mg/mL).



75

Tabela 4 — Efeito inibitério da Mo-CBP:z e Nistatina frente a cepas ATCC e isolado clinico

de Candida spp.

aCIM (uM)
Cepas Mo-CBP- Nistatina
C. albicans ATCC 10231 18,9 11,11
C. parapsilosis ATCC 22019 37,9 22,23
C. krusei ATCC 6258 9,45 11,11
C. tropicalis 18,9 22,23

4 Concentracao Inibitéria Minima capaz de inibir o crescimento das leveduras em 50%;
b Cepa de isolado clinico.

Fonte: Proprio autor



Figura 17 — Inducéo de espécies reativas de oxigénio (EROs) em C. albicans tratada
com Mo-CBP2

Fonte: Proprio autor.

As células foram tratadas com NaCl 0,15 M (A); Nistatina 11,1 uM (B) ou Mo-CBP; 18,9 uM (C) por
24 horas e incubadas com 3,3'-diaminobenzidina (DAB) na concentracéo final de 0,5 mg/mL. As barras
pretas representam 10 pm.
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Figura 18 — Permeabilizacdo de membrana em C. albicans tratada com Mo-CBP2
-
-
Fonte: Proprio autor.

As células foram tratadas com NaCl 0,15 M; Nistatina 11,1 uM ou Mo-CBP- 18,9 uM por 24 horas

e incubadas com iodeto de propideo 0,001 M. Controle: A-B; Mo-CBP,: C-D; Nistatina: E-F. Campo
claro: A, C e E. Fluorescéncia: B, F e G. As barras pretas representam 10 pm.
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Figura 19 - Atividade DNésica da Mo-CBP:

M Tris DNase BSA Mo-CBP>

Fonte: Proprio autor.

M: Marcadores de massa molecular; Tris: tamp&o Tris-HCI 0,05 M, pH 7,4; DNase: 2 unidades; BSA: 0,5 ug;
Mo-CBP,: 0,5 pg. As amostras foram incubadas previamente com 0,5 pg de plasmideo circular pUC18 de
Escherichia coli.
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7 DISCUSSAO

Em novembro do corrente ano, durante a “Semana mundial para o bom uso dos
antibioticos”, com o tema “Antibidticos: Manusear com Cuidado”, a Organiza¢do Mundial da
Saude (OMS) fez uma alerta a comunidade sobre o uso indiscriminado de antibidticos e o
surgimento de microrganismos super-resistentes. Alem disso, a OMS fez as seguintes
recomendac0es: utilizar antibidticos apenas quando prescritos por um médico; manter o
tratamento até o final do periodo determinado, mesmo ndo havendo mais sintomas da doenca;
ndo utilizar antibiéticos de uma prescricdo anterior e nunca compartilhar antibiéticos com
outras pessoas (WHO, 2015). Unificada a esses cuidados, esta a comunidade cientifica na busca
incessante de novos agentes antimicrobianos que oferecam menos resisténcia, maior eficacia,
reduzidos efeitos adversos e baixo custo. Nesse sentido, as plantas apresentam-se como fontes
generosas de novos compostos com potencial para o tratamento de doencas, incluindo doengas
infecciosas. Estudos que exploram o mecanismo de acao e 0s aspectos estrutura-atividade de
tais compostos naturais podem proporcionar a descoberta de antimicrobianos adicionais e,
também, contribuir para superar a resisténcia antimicrobiana (HAYASHI; BIZERRA; DA
SILVA JR., 2013). Com essa premissa, 0 presente estudo foi desenvolvido, destacando a
purificacdo e mostrando dados relevantes vinculados a caracterizacdo fisico-quimica e
avaliacdo da atividade anti-Candida de uma nova proteina ligante a quitina obtida de sementes
de M. oleifera.

As etapas iniciais da purificacdo dessa proteina ligante a quitina foram baseadas
nos protocolos estabelecidos por Pereira e colaboradores (2011), com algumas modificaces.
A extracdo das proteinas a partir da farinha de sementes de M. oleifera rendeu um valor médio
de 205,41 + 2,55 mg proteina/grama de farinha (mgP/gF), valor semelhante ao encontrado no
protocolo original. Através da dialise exaustiva do extrato total contra &gua, seguida de
centrifugagéo, duas fragcdes com diferentes solubilidades foram obtidas: fragdo albuminica e
fracdo globulinica. A primeira fracédo, soltvel em agua, foi separada, congelada e liofilizada ao
invés de passar por um processo de concentracdo com sulfato de amonio, correspondendo a
primeira modificacdo em relagcdo ao protocolo proposto por Pereira et al. (2011). A fracdo
albuminica representou em torno de 55% do teor proteico do extrato total.

Apos aplicacdo da fracdo albuminica em matriz de quitina, as proteinas retidas
(Pac) foram eluidas através da percolagdo de solucao de acido acético 0,05 M, pH 3,0. Em

cromatografias de afinidade, mudanga de pH pode ser usada para dissociar as proteinas da
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matriz, pois em ambientes com potenciais hidrogenidnicos altos ou baixos, a conformagao
tridimensional dos polipeptidios ¢ afetada, provocando uma desestabilizagdo da ligagdo
proteina-ligante (matriz). Desta maneira, a fragdo Pac foi recuperada e apos didlise,
congelamento e liofilizag¢ao correspondeu uma fragao em torno de 23% das proteinas do extrato
total.

A fracdo Pac foi submetida a matriz trocadora de cations CM-Sepharose,
produzindo um pico proteico ndo retido e outros quatro picos retidos. Destes picos retidos, o
segundo correspondeu a proteina ligante & quitina denominada no presente trabalho de Mo-
CBP2, eluida com tampéo de equilibrio acrescido de NaCl 0,4 M. Ao final do processo de
isolamento, Mo-CBP:2 apresentou um rendimento médio de 0,28 + 0,02 mgP/gF, representando
0,14% das proteinas totais contidas no extrato. Um rendimento final proximo ao aqui obtido foi
o da lectina coagulante de sementes de M. oleifera (cMoL), com um rendimento médio de 0,25
mgP/gF (SANTOS et al., 2009).

Na eletroforese em gel de poliacrilamida utilizando SDS, Mo-CBP2 apresentou-se
como uma proteina constituida por uma Unica banda com massa aparente de 25,0 kDa. Com o
objetivo de avaliar a presenga de subunidades proteicas, o agente redutor 3-mercaptoetanol 2%
foi adicionado a Mo-CBP2, porém a proteina continuou com perfil bem semelhante ao
verificado em condicdes ndo redutoras. Como ja havia sido constatada a resisténcia a reducéo
para outra proteina ligante a quitina de M. oleifera, Mo-CBPs, purificada pelo nosso grupo de
pesquisa (BATISTA et al., 2013), diversas tentativas de reducdo da Mo-CBP2 foram realizadas
nesse trabalho, visando confirmar a presenca ou ndo de subunidades proteicas. Mesmo
utilizando B-mercaptoetanol 8%, com aquecimento prévio da proteina, esse tratamento nao
resultou na reducdo da Mo-CBP2. O tratamento da Mo-CBP2 com varias concentracGes de DTT
(0,001 a 0,1 M), sequido de alquila¢cdo com iodoacetamida (0,002 a 0,2 M) também ndo se
mostrou efetivo em reduzi-la. Apenas quando foram combinados aquecimento a 100 °C e 0s
dois tratamentos de reducdo (DTT seguido de B-mercaptoetanol), surgiram bandas proteicas
abaixo de 14,0 kDa.

Com o objetivo de melhor verificar as bandas proteicas abaixo de 14,0 kDa,
visualizadas por PAGE-SDS em condigdes desnaturantes, foi utilizado o sistema tricina-SDS-
PAGE, proprio para analise de peptideos. Os resultados mostraram que a reducéo de Mo-CBP2
gerou duas bandas proteicas distintas, com massas moleculares aparentes de 4,0 e 7,0 kDa. A
presencga de subunidades proteicas tambeém € caracteristica da Mo-CBPs e Mo-CBP4; nesse
ultimo caso, uma proteina ligante a quitina de sementes de M. oleifera, também purificada por
nosso grupo de pesquisa (PEREIRA et al., 2011; GIFONI et al., 2012). Analises moleculares
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da Mo-CBPs3 revelaram que esta proteina possui 8 residuos de cisteina, que formam pontes
dissulfeto intra e intercadeia, possuindo uma estrutura tridimensional globular bastante
compacta. Tais caracteristicas conferem a Mo-CBPs uma elevada estabilidade a altas
temperaturas, além de dificultar sua reducdo (FREIRE et al., 2015; ULLAH et al., 2015). Mo-
CBP4 e outras proteinas basicas de M. oleifera, como a hemaglutinina MoL e a lectina
coagulante cMoL também mostraram alta termoestabilidade (KATRE et al., 2008; SANTOS et
al., 2009; PEREIRA et al., 2011). Assim, a dificuldade em obter as subunidades da Mo-CBP2
pode ser uma caracteristica intrinseca a esta familia de proteinas bésicas de M. oleifera.

Complementando a anélise da massa molecular da Mo-CBP2 por eletroforese, estdo
os resultados obtidos através de PAGE-2D, na qual um “spot” mais intenso foi visualizado,
exibindo massa molecular de 22,3 kDa e ponto isoelétrico (pl) de 10,9. Esse elevado pl
possibilita a inclusdo da Mo-CBP2 na familia de proteinas bésicas de M. oleifera, algumas delas
apresentando atividade floculante, que é tipica das sementes desta planta. Estudos posteriores
poderdo ser realizados a fim de comprovar a propriedade coagulante em Mo-CBP2. Uma vez
confirmado o carater basico da Mo-CBPz, eletroforese em condigdes nativas para proteinas
bésicas foi realizada e, nesse estado, Mo-CBP2 se apresentou como apenas uma banda proteica.

A cromatografia de exclusdo molecular em matriz de Superdex 75 mostrou que, em
pH neutro (7,5), Mo-CBP2 apresenta dois picos, com massas moleculares de 33,8 kDa e 65,8
kDa, sendo 0 de menor massa 0 mais proeminente. Assim, a hipotese de que a proteina estaria
formando oligdmeros foi levantada, pois a maior massa praticamente correspondia ao dobro da
menor. Entdo, a influéncia do pH sobre a estrutura da proteina passou a ser especulada. Em pH
mais acido ou mais basico (5,2 e 10,0, respectivamente), Mo-CBP2 tendeu a ter massa em torno
de 33,0 kDa, comportamento esse melhor evidenciado em condicao basica.

Dada as diferencas nas massas encontradas para Mo-CBP2, de acordo com a
metodologia empregada, buscou-se uma analise mais precisa por espectrometria de massas. A
proteina integra apresentou massa de 13.160 Da, bem proxima as massas das demais proteinas
ligantes a quitina de M. oleifera isoladas por nosso grupo de pesquisa.

A massa molecular de uma proteina pode variar dependendo do protocolo de
extracdo e diferentes sistemas de tamponamento usados no processo de purificacdo
(PAVANKUMAR et al., 2014). Por exemplo, Okuda e colaboradores (2001) reportaram que
uma proteina coagulante extraida com solucdo salina apresentou massa molecular de 3,0 kDa,
enquanto que a massa aparente da mesma proteina foi de 12,0-14,0 kDa quando extraida com
agua. Parece que o potencial eletrostatico e energia livre de solvatacao estdo ligados a formacéo

de dimeros. A variacdo do pH também pode ocasionar mudancas na estrutura tridimensional de
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proteinas, levando a um estado de desnaturacdo. Essas alteragdes podem estar relacionadas a
mudanca de carga nos residuos de aminoacidos da proteina que, eventualmente, resultam na
repulsdo carga-carga intra ou intercadeia. Além disso, muitas interacdes ndo covalentes que
ajudam na manutencédo da forma multimérica das proteinas sdo dissociadas com a mudanca do
pH (KHAN et al., 2013).

No caso das proteinas basicas das sementes de M. oleifera, os primeiros artigos
publicados mostraram que as massas moleculares dessas moléculas variavam entre 6,0 e 16,0
kDa. Porém, ao utilizar membranas de dialise com porosidade de 12,0 kDa sempre havia
retencdo de compostos floculantes, sugerindo a formacdo de dimeros, trimeros ou tetrameros
(NDABIGENGESERE; NARASIAH; TALBOT, 1995). Essa sugestdo é condizente com varios
outros achados. Na auséncia do agente redutor, a hemaglutinina MoL de sementes de M.
oleifera se mostrou como duas bandas de massas moleculares aparentes de 13,6 e 27,1 kDa,
porém, quando esta proteina foi submetida a filtracdo em gel, um Unico pico correspondendo a
massa molecular de 14,0 kDa foi obtido, sugerindo a formacdo de um dimero oriundo da
agregacdo da proteinaem PAGE-SDS (KATRE et al., 2008). cMoL, a outra lectina de sementes
de M. oleifera com propriedade floculante, quando submetida a filtragdo em gel, apresentou
apenas um pico correspondendo a massa molecular de 30,0 kDa. No entanto, quando a estrutura
priméria desta proteina foi resolvida, foi observado que, na verdade, se tratava de uma molécula
com massa molecular de 12,0 kDa. Assim, foi também sugerida a formacdo de oligdmero,
consistindo de trés subunidades de 12,0 kDa (LUZ et al., 2013). Adicionalmente, analise in
silico da proteina recombinante MO21 mostrou que a forma dimérica dessa molécula seria a
mais estavel. Este estudo foi realizado primeiramente com o intuito de entender a discrepancia
de massas moleculares obtidas para esta proteina por diversas metodologias (PAVANKUMAR
et al., 2014). Foi também verificado que um peptideo catibnico antibacteriano, isolado de
sementes de M. oleifera, era capaz de formar dimeros e trimeros em SDS-PAGE (SHEBEK et
al., 2015). Assim, Mo-CBP2 também pode estar sujeita a tal processo, 0 que explicaria as
diversas massas moleculares obtidas quando utilizadas metodologias diferentes.

Semelhantemente ao observado com outras proteinas ligantes a quitina de sementes
de M. oleifera, Mo-CBP2 apresentou-se como uma glicoproteina ao ser corada pelo reagente de
Schiff, possuindo teor glicidico estimado em 4,1%. Esse percentual, no entanto, foi maior do
que os verificados para Mo-CBP3 e Mo-CBP4, 0s quais compreendem cerca de 2% (PEREIRA
et al., 2011; GIFONI et al., 2012). Diante dessa observacéo, a deglicosilagdo da Mo-CBP: foi
procedida, utilizando uma mistura de enzimas capazes de remover carboidratos N- e O-ligados,

a fim de saber se essa porcdo glicidica seria capaz de influenciar na mobilidade da proteina em
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gel e, assim, de alguma forma contribuir para o entendimento nas diferencas de massas
moleculares encontradas. Resumidamente, o meétodo consistiu na retirada do carboidrato
intrinseco a glicoproteina, seguida de analise por PAGE-SDS. Mo-CBP2 com ou sem
carboidrato apresentou a mesma massa molecular aparente, o que pode ser devido a pequena
porcentagem glicidica que estéa proteina possui.

Na tentativa de obter dados sobre sua estrutura priméaria, Mo-CBP: foi submetida a
digestdo triptica, seguida do sequenciamento dos peptideos gerados através de espectrometria
de massas. Um total de quatro peptideos foram gerados, correspondendo a 74 residuos de
amino&cidos, o que representa cerca de 63% da Mo-CBP2, tomando como base a massa obtida
por espectrometria de massas (13.160 Da). Dentre os aminoacidos observados, 2 sdo residuos
de cisteina, o que possibilita a formacéo de ponte dissulfeto e a sua quebra quando em presenca
de um agente redutor. Assim como verificado para as outras proteinas ligantes a quitina de M.
oleifera, o residuo de aminoacido mais abundante foi a glutamina, correspondendo a 31% do
total dos aminoacidos propostos. Proteinas com regides ricas em glutamina apresentam
tendéncia a formar oligbmeros. Esta agregacao proteica pode ser explicada pela formacéo de
folhas beta-pregueada, mantidas juntas por ligacdes de hidrogénio (PERUTZ et al., 1994;
MICHELITSCH; WEISSMAN, 2000; BROIN et al., 2002). Este fato fornece mais subsidio a
hipotese de que Mo-CBP2 pode formar oligbmeros, como abordado anteriormente. Além de
ajudar na formac&o de agregados, os residuos de glutamina estdo também relacionados com a
atividade floculante relatada para algumas proteinas bésicas de sementes de M. oleifera
(BROIN et al., 2002; SHEBEK et al., 2015).

As sequéncias dos quatro peptideos da Mo-CBP2 mostraram alta similaridade com
as sequéncias de outras proteinas basicas de M. oleifera, incluindo Mo-CBP3, MOz2.1, além de
albuminas 2S de Bertholletia excelsa e Capparis masaikai. Em relagdo a albumina 2S de M.
oleifera (Mo-CBPs3), todos os quatro peptideos da Mo-CBP: apresentaram similaridade acima
de 60% com pelo menos uma de suas isoformas. Os peptideos 1, 2 e 3 alinharam melhor com
aisoforma Mo-CBPs-3, apresentando uma similaridade de 100%, quando utilizada a ferramenta
Clustal Omega. O peptideo 1 se alinhou em uma regido da cadeia menor (residuos de
aminoacido 1-92) da Mo-CBPs. J& os peptideos 2, 3 e 4 se alinharam em regibes constituintes
da cadeia maior (residuos de aminoacido 93-160) desta mesma proteina, aparecendo em
sequéncia.

Adicionalmente, varias tentativas foram feitas em busca da obtencdo da sequéncia
NH:-terminal da Mo-CBP2, porém os resultados s&o ainda inconclusivos, provavelmente

devido a algum tipo de bloqueio. Muitas proteinas de eucariontes sao protegidas por bloqueio
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NH2-terminal (WELLNER; PANNEERSELVAM; HORECKER, 1990). Dentre os principais
grupos que propiciam o bloqueio desta terminacao destacam-se o acetil, formil e piroglutamato
(BROWN; ROBERTS, 1976; COUSSOT et al., 2007). A por¢cdo NHz-terminal da Mo-CBP-
pode estar sendo blogueada por grupos piroglutamato, considerando a grande quantidade de
residuos de glutamina encontrados no sequenciamento dos peptideos gerados a partir da
digestéo triptica da proteina.

Albuminas 2S, definidas de acordo com o coeficiente de sedimentacéo, representam
o0 principal grupo de proteinas de reserva das sementes, vastamente distribuido nas plantas
mono- e dicotiledéneas (YOULE; HUANG, 1981). Como outras proteinas de reserva, as
albuminas 2S sdo depositadas nos corpos proteicos das sementes em desenvolvimento e
utilizadas pela planta como nutriente (aminoacidos e esqueleto carbénico) durante a germinacao
e crescimento da plantula. Além disso, ha relatos demonstrando que albuminas 2S também sdo
ativas contra fungos (AGIZZIO et al., 2006; MORENO; CLEMENTE, 2009; CANDIDO et al.,
2011). Assim, com base nesta ultima funcdo creditada as albuminas 2S, a proxima etapa deste
trabalho foi avaliar a atividade anti-Candida da Mo-CBP-.

Existem cerca de 150 espécies de leveduras classificadas no género Candida.
Destas, C. albicans, C. tropicalis e C. glabrata compreendem mais de 80% das espécies de
Candida isoladas clinicamente, enquanto que C. krusei, C. parapsilosis, C. guilliermondii e C.
kefyr sdo isoladas mais esporadicamente e supde-se serem menos virulentas. A relevancia
dessas ultimas espécies como fungos importantes para a medicina passou a ser reconhecida
apenas a partir do inicio do seculo XX (PFALLER et al., 2008). Estudos mais recentes mostram
que espécies diferentes de C. albicans tém emergido como causadoras de infeccOes
(DEORUKHKAR; SAINI; MATHEW, 2014). Em relacdo a C. krusei, esta espécie vem sendo
reconhecida como um patoégeno fangico potencialmente resistente a maltiplos farmacos, devido
a sua resisténcia intrinseca ao fluconazol, combinada com relatos de sensibilidade diminuida
para flucitosina e anfotericina B (ABBAS et al., 2000; DRAGO et al., 2004; MUNOZ et al.,
2005; PFALLER et al., 2008).

O primeiro teste de atividade antifangica com Mo-CBP: foi realizado utilizando as
especies C. albicans, C. parapsilosis, C. krusei e C. tropicalis, sendo esta ultima de uma cepa
isolada clinicamente. Mo-CBP: inibiu o crescimento de todas as espécies testadas, sendo mais
eficiente para C. krusei (CIM de 9,45 uM). A maior eficécia exibida por Mo-CBP2 em inibir o
crescimento de C. krusei trata-se de um dado bem relevante, com base, sobretudo, nas

consideracdes feitas previamente em relacéo a essa espécie de Candida.



85

Proteinas da familia das albuminas 2S também apresentaram atividade inibitdria
para diversas leveduras, incluindo C. albicans, C. parapsilosis, C. tropicalis e C. guilliermondii
(RIBEIRO et al., 2007; CANDIDO et al., 2011). Albumina 2S de Passiflora flavicarpa (Pf-
Alb) e de Capsicum annuum (Ca-Alb) mostraram-se eficazes em inibir o crescimento de
leveduras (RIBEIRO et al., 2012). Pf-Alb, com massa molecular de 13,0 kDa, inibiu em 25%,
35% e 5% o crescimento de C. albicans, C. parapsilosis e C. tropicalis, respectivamente, na
concentragdo de 0,6 mg/mL (em torno de 46 uM). Ca-Alb inibiu o crescimento de C. tropicalis
e C. albicans em 21% e 27%, respectivamente, na concentragéo de 0,2 mg/mL (15,3 uM). O
modo de acdo dessas proteinas parece envolver o aumento da permeabilidade da membrana
plasmatica, aliado a inducdo da producédo endogena de dxido nitrico pelas leveduras.

Em busca de conhecer o modo de acdo antifungica da Mo-CBP2, algumas
metodologias foram utilizadas, usando como modelo C. albicans, por ser a espécie mais
conhecida desse género. Primeiro, foi avaliado o efeito da Mo-CBP2 sobre a permeabilidade da
membrana da levedura, utilizando iodeto de propideo. Apos 24 horas de contato da C. albicans
com Mo-CBP2, a membrana plasmética da levedura teve sua permeabilidade aumentada,
propiciando a entrada do iodeto de propideo.

A porosidade natural da parede celular de C. albicans e Saccharomyces cerevisiae,
qguando estdo em fase de crescimento estacionario, é permeavel a moléculas com massa de até
620 Da. Contudo, experimentos realizados com S. cerevisiae demonstraram que estando em
fase de crescimento exponencial, a porosidade de sua parede celular aumenta, possibilitando a
passagem de compostos com até 70,0 kDa (KLIS; DE KOSTER; BRUL, 2014). Assim, este
aumento ou alteracdo na porosidade da parede celular poderia estar ocorrendo de maneira
similar em C. albicans, dando acesso a Mo-CBP: até a camada de quitina. Este polissacarideos
funciona como uma espécie de alicerce, sendo localizada na por¢do mais interna da parede
celular, tendo a sua frente uma camada de B-glucanos e glicoproteinas (GOW et al., 2012). A
interacdo da Mo-CBP2 com a quitina poderia ocasionar, inclusive, a desestabilizagdo da
membrana, tratando-se também de uma estrutura celular superficial, culminando no aumento
de sua permeabilidade.

Outros tipos de interagdes seriam também passiveis de ocorrer entre a Mo-CBP2 e
a parede celular de C. albicans. A parede celular de C. albicans possui em sua constituicdo
ligacOes fosfodiesteres envolvendo cadeias laterais de carboidratos N-ligados e grupos
carboxilicos de proteinas, proporcionando uma carga ligeiramente negativa. Isso faz com que
moléculas catiénicas possam interagir eletrostaticamente com a parede celular, dependendo do

pH do meio (KLIS et al., 2009). Harris et al. (2009) mostraram que o efeito inibitério do
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peptideo catidnico antimicrobiano DsS3(1-16) diminui em cepas mutantes de C. albicans que
apresentam diminuicdo na quantidade de fosfomananas em sua parede. Em adicdo, foi
observado que DsS3(1-16), ao ser incubado com glucosamina-6-fosfato exdgena, tem sua acédo
antimicrobiana diminuida frente a cepas ndo mutantes de C. albicans. A diminuicdo do efeito
inibitério de DsS3(1-16) foi atribuida ao impedimento da ligagcdo do peptideo com 0s grupos
fosfatos existentes nas fosfomananas que compdem as glicoproteinas da parede celular da
levedura. Dessa maneira, visto que Mo-CBP2 € uma proteina catiénica, ela também poderia
interagir eletrostaticamente com o0s grupamentos fosfato presentes nas fosfomananas,
ocasionando a desestabilizacdo da parede celular da levedura. Esse processo culminaria em
posterior aumento da permeabilidade da membrana celular de C. albicans.

Ainda em relacdo a alteracdo na permeabilidade da membrana de C. albicans, foi
proposto que peptideos catidnicos, por apresentarem carga liquida positiva, podem interagir
com fosfolipidios constituintes da membrana celular, desestabilizando-a ou formando poros,
culminando com o aumento de sua permeabilidade (TANIGUCHI et al., 2013; CHOI; LEE,
2014). Dessa maneira, Mo-CBP2 sendo uma proteina cationica, ela também poderia apresentar
0 mesmo comportamento, interagindo com os fosfolipidios da membrana celular da levedura,
com consequente aumento de sua permeabilidade.

Dando continuidade aos ensaios relacionados a avaliagdo do modo de acao
antifungica da Mo-CBP2, o proximo passo foi observar a capacidade dessa proteina em induzir
estresse oxidativo nas células de C. albicans. A producdo de espécies reativas de oxigénio
(EROs) pode estar relacionada com o aumento da permeabilidade da membrana celular da
levedura, o que seria um efeito secundario da Mo-CBP2. Nistatina, um antifungico da classe
dos polienos, e que foi utilizada como controle positivo no presente estudo, agiu de maneira
similar & Mo-CBP2, causando inicialmente aumento na permeabilidade da membrana celular e,
posteriormente, indugdo na produgdo de EROs em células de C. albicans. A capacidade de
induzir a producéo de EROs € conhecida para antifngicos das classe dos azoles e dos polienos
(MELLO et al., 2011).

Havendo evidéncias de que Mo-CBP: teria a capacidade de aumentar a
permeabilidade da membrana celular, a toxicidade as células de C. albicans poderia, também,
ser decorrente da interacdo da proteina com o seu material genético, com possibilidade,
inclusive, de degradacédo. Nesse sentido, foi investigada a capacidade da Mo-CBP2 de degradar
acidos nucleicos, utilizando o plasmideo circular pUC18 de Escherichia coli. O resultado
obtido foi semelhante ao observado com a DNase recombinante comercial. Este resultado

ratifica a atividade DNasica ja demonstrada por proteinas ligantes a quitina (GUEVARA-
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MORATO et al., 2010; PEREIRA MENEZES et al., 2014), bem como por albuminas 2S de
diferentes plantas (ODINTSOVA et al., 2010; TOMAR et al., 2014a,b).

Embora Mo-CBP2 tenha se mostrado toxica para células de Candida spp., o teste
de atividade hemolitica mostrou que, mesmo na maior concentracdo (1000 pg/mL) testada, Mo-
CBP2 ndo se mostrou capaz de romper membranas de eritrécitos de coelho. A atividade
hemolitica € um dos testes utilizados com a finalidade de avaliar a seguranca de uso de
compostos antimicrobianos pelo homem e outros animais superiores (RAGUPATHI RAJA
KANNAN et al., 2013; SELLAMI et al., 2013; CHRISTOFFERSEN et al., 2015).

Os dados em conjunto mostram ser Mo-CBP2 a mais nova proteina ligante & quitina
isolada de sementes de M. oleifera com potencial em inibir diferentes espécies de Candida,
podendo ser objeto de estudos posteriores mais aprofundados em relagdo ao mecanismo de agao

e toxicidade, com vista a sua utilizacdo como nova droga antimicrobiana.
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8 CONCLUSAO

Mo-CBP2 é uma nova proteina ligante & quitina purificada de sementes de M. oleifera,
béasica (pl 10,9), com massa molecular de 13,2 kDa, composta por subunidades de 7,0 e 4,0
kDa, apresentando-se em multiplas formas oligoméricas. Essa proteina possui em torno de 4,1%
de carboidratos e apresenta similaridade a outras proteinas de M. oleifera e albuminas 2S. Mo-
CBP2 mostra uma promissora atividade inibitoria do crescimento de Candida albicans, C.
parapsilosis, C. krusei e C. tropicalis, com CIM na faixa de 9,45 a 37,9 uM, provavelmente
por causar alteracfes primarias na superficie da célula fungica, ocasionando aumento da
permeabilidade da membrana celular, inducéo da producéo de espécies reativas de oxigénio e
degradacdo do DNA. O uso dessa proteina como antifingico parece ser seguro, como sugerido

pelo teste de atividade hemolitica.
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