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Purificacao e avaliacéo da atividade antimicrobiana da
defensina de planta PvD; sobre o crescimento de Candida
tropicalis

Evillyn Jacinto Tofanelli, Erica de Oliveira Mello, Gabriel Bonan Taveira, André de
Oliveira Carvalho, Valdirene Moreira Gomes

As defensinas de plantas sdo peptideos catibnicos que apresentam peso molecular de
aproximadamente 6 kDa, contendo de 45 a 54 residuos de aminoacidos, com um dominio
caracteristico de oito residuos de cisteinas formando quatro pontes dissulfeto. Tem carga
liquida positiva em pH fisioldgico, e mostram clara, embora limitada, conservacdo de
sequéncia. Em 2008, foi caracterizada por Games e colaboradores, uma nova defensina
extraida de sementes de Phaseolus vulgaris, denominada PvD;. Com o objetivo de purificar a
defensina PvD; e avaliar sua atividade inibitéria em combinacdo com as drogas comerciais
(Fluconazol e Anfotericina B), sobre o desenvolvimento da levedura Candida tropicalis, foi
realizada a extragdo da “farinha” dessas sementes por precipitacdo salina em tampdo fosfato.
A partir de cromatografia em coluna DEAE-Sepharose, foram obtidos 2 diferentes picos
denominados D1 e D2. A fragdo D1, néo retida, foi submetida a eletroforese em gel de tricina,
que revelou a presenca de duas bandas, uma de 6 kDa e uma de 26 kDa. O pico nao retido D1
foi submetido a Cromatografia em coluna C2C18 em HPLC, dois picos foram coletados, um
em 25min e outro em 36min. As fracdes foram submetidas a eletroforese em gel de Tricina
para confirmar a retencdo da defensina PvD1, que pode ser observada na fracdo de 25min.
Esta fracdo foi entdo dialisada, liofilizada e submetido a ensaios de inibigdo de crescimento
utilizando-se as concentracdes de 100, 150 e 200 pg/ml de PvD; e 1 x 10* células.mL ™ de
levedura incubadas em 100 pL de caldo Sabouraud. O ensaio foi realizado em placas de
cultura de células (96 pocos), em triplicata, incubadas a 30 °C por 24 h. Os resultados
demonstraram a inibicdo de praticamente 100% do crescimento fangico em todas as
concentragdes testadas, o que confirma os resultados observados anteriormente por Mello et
al., (2011). Os préximos passos consistem na avaliacdo do efeito causado pela defensina
PvD1 em combinagdo com Fluconazol e Anfotericina B sobre o crescimento da levedura C.
tropicalis em diferentes dosagens, bem como se ha permeabilizacdo da membrana, inducdo de
estresse oxidativo e formacéo de H,0,,
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