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ABSTRACT

Several plant peptides could be used as important tools against human and plant
pathogens. The inefficiency of agrochemicals on plant cultivars and the enhancement of
antibiotic resistance by pathogenic bacteria have lead researchers to study organic compounds in
order to reduce bacteria and fungi resistance towards the products commercialized. In this work,
two peptides from fruit seeds (P. edulis and P. guajava) were isolated and biochemically
characterized. One peptide isolated from passion fruit seeds showed inhibitory activity against
filamentous fungi causing pulmonary infections and also against phytopathogens. Furthermore,
guava seeds proteins were able to inhibit gram-negative bacteria growth, causing hospital and
gastro-intestinal infections. Both proteins showed similarities to storage molecules that usually
are not related to plant defence. Hence, we suggest that some peptides can present more than one
in vivo function, being required for plant defence when in presence of some pathogen attack.
Moreover, a peptide from cowpea (V. unguiculata) had its mRNA cloned and the sequence
expressed in this work. This peptide showed similarities to plant defensins and was able to inhibit
a-amylases from insects. Therefore, the peptide isolated from guava seeds can be used as a novel
source on control of bacteria resistance towards antibiotics, as well it can be used on treatment of
hospital and gastro-intestinal infections. Furthermore, peptides from passion fruit and cowpea
seeds, characterized in this report, could be used as novel biotechnological tools on the control of

phytopathogens and insect-pests, decreasing crop losses in agriculture.
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NaCl 3,0M. B) Perfil da cromatografia de fase-reversa HPLC (Vydac C18-TP) da

fracdo retida na Red-Sepharose gerada de sementes de goiaba (P. guajava). Linha

diagonal indica gradiente linear de acetonitrila. Além disso, o gréafico no canto
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marcador molecular. As setas indicam valores das massas moleculares das bandas
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marcador molecular. As setas indicam valores das massas moleculares das bandas
referentes a linha 1. B) SDS-PAGE de Pg-AMP purificada (linha 2). Linha 1
corresponde ao marcador molecular, sendo os valores das massas indicados por
setas em kDa. MM indica marcador molecular (kDa).
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A de Colicina E3. Ambas apresentam duas a-hélices ligadas por um loop,

indicando que esta estrutura pode ser importante para a atividade antibacteriana
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Figura 22. A) Estrutura dimérica de Pg-AMP1 mostrando os residuos de 82

arginina (rosa e amarelo). A-hélices e loops estdo ilustrados em verde. B)
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arginina (rosa e amarelo). A-hélices e loops estdo ilustrados em verde. B)

Diagrama mostrando somente os residuos de arginina do peptideo Pg-AMP1 na

forma dimérica. Os residuos em rosa representam um dos mondmeros, enquanto

que os residuos em amarelo correspondem ao segundo monémero.

Figura 23. A) Representacdo em forma de Cartoon de Pg-AMPL. Superposicado 84
de seis estruturas obtidas por dinamica molecular em tempos diferentes de
dinamizacdo. Vista lateral e B) Superior. C) Vista lateral e D) Superior da

camada eletrostatica da molécula dimerizada. Regifes em azul representam

presenca de residuos de aminoécidos carregados positivamente. Regido em

branco representa presenca de resiudos de aminoacidos ndo-carregados. Regido

em vermelho representa presenca de residuos de aminoécidos carregados
negativamente.

Figura 24 A) Extracdo de DNA de VuD1l. MM corresponde ao marcador 90
molecular de 500 pb. Linha 1 indica banda correspondente ao DNA de VuD1.

Seta representa banda do marcador molecular referente a 200 pb. B) Gene de

VuD1 em vetor TOP 10. MM corresponde ao marcador molecular de 50pb. Os

nameros 1, 2, 3 e 4 indicam as linhas onde se observa a banda correspondente ao

vetor.

Figura 25 Alinhamento das seqiiéncias de nucleotideos e respectiva traducéo 91-92
para residuos de aminoacidos dos clones de sementes de feijdo-de-corda com o

fragmento de DNA inicial descrito por Ishibashi et al., (1990). Retangulos pretos

indicam alteracdo na sequéncia de nucleotideos que levaram as alteragfes nos

residuos de aminoacidos. Cp10 original corresponde a seqiiéncia de nucleotideos

descrita por Ishibashi (1990) e utlizada como modelo para 0s experimentos
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descrita por Ishibashi et al. (1990) e utlizada como modelo para 0s experimentos

de clonagem.

Figura 26. SDS-PAGE do complexo protéico VuD1-ubiquitina expresso em 95
celulas BL21 (DE3) e purificado em resina de niquel (Ni-NTA). Seta preta indica

banda correspondente a proteina recombinante. MM= marcador molecular; 1=

parte solivel da amostra apds expressao e centrifugacdo; 2 = parte precipitada da

amostra apds expressdo e centrifugagdo; 3= amostra ndo retida na resina de

niquel; 4 = amostra obtida apds lavagem da resina de niquel com tampéo 2A; 5 a

9 = amostras da proteina recombinante apos purificacdo emresina de niquel. Seta

indica banda correspondente a proteina de interesse. MM representa 0 marcador

molecular (kDa).

Figura 27. A) Cromatografia de fase-reversa em coluna Vydac C18-TP acoplada 96
em sistema de HPLC, do complexo protéico VuD1-ubiquitina. Seta indica pico
correspondente a eluicdo da proteina recombinante. Linha diagonal indica

gradiente de acetonitrila B) Re-cromatografia da proteina recombinante (VuD1)

em coluna de HPLC. Linha vertical indica gradiente de acetonitrila.

Figura 28. SDS-PAGE de VuD1 clivada e purificada. Linha 1 indica marcador 97
molecular com massas em kDa. Seta indica o peptideo purificado na linha 2. MM
corresponde ao marcador molecular (kDa).

Figura 29. Bioensaios bacteriano usando VuD1 purificada contra A) Proteus sp e 99
B) Klebsiella sp; (M) indica o controle negativo, (A) indica o controle positivo

e (@) indica o teste usando Pg-AMP1.

Figura 30. Bioensaios bacteriano usando VuD1 purificada contra Escherichia 100

() indica o controle negativo, () indica o controle positivo e ( )
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coli.  (I) indica o controle negativo, (A ) indica o controle positivo e (@)

indica o teste usando Pg-AMP1

Figura 31. Teste de atividade de inibigdo de tripsina bovina por VuD1. A 101
primeira coluna representa a atividade da enzima sem a presenca de VuD1. A

segunda coluna representa a atividade enzimatica da tripsina bovina na presenca

de VuD1.
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diferentes fontes: CMA = enzima de C. maculatus; PPA = enzima de pancreas de
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enzima de A. obtectus; ZSA= enzima de Z. subfasciatus; VuD1 = peptideo

expresso de feijao-de-corda.
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A. obtectus em diferentes concentrac¢des do inibidor (VuD1).

Figura 34. Curva de atividade de VuD1 contra a-amilase de Z. subfasciatus em 106
presenca de diferentes concentragdes de amido.

Figura 35. Alinhamento estrutural de VuD1 com defensinas e tioninas de outras 109
espécies vegetais. Psd1: defensina de Pisum sativum; PdF1: defensina antifingica

de P. sativum; VrD1: defensina de V. radiata; Cp-tioninal e Cp-tionina2:

tioninas de V. unguiculata. Residuos de aminoécidos em caixas pretas indicam as

cisteinas conservadas. Residuos em caixas cinza indicam glicinas e argininas
conservadas. Asteriscos indicam regides conservadas de aminoacidos carregados
positivamente. As estruturas secundarias estdo representadas por setas, para fitas-

b e por cilindros, para a-hélice.
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Figura 36. Ramachandra plot da estrutra obtida por analises in silico de VuD1. 111
Pontos brancos representam os aminoécidos que formam a estrutura primaria do

peptideo. Regides circulares em amarelo e azul representam areas consideradas

aceitaveis para estabilidade dos aminoacidos quando na estrutura terciaria. Os

quatro quadrantes representam as regides de a-hélice e fitas-b.

Figura 37. Modelo da estrutura tridimensional de VuD1, utilizand
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I. Introducéo

1. INTRODUCAO

1. PEPTIDEOS ANTIBACTERIANOS: UMA NOVA ESTRATEGIA NO COMBATE A

INFECCOES CAUSADAS POR MICROORGANISMOS

1.1. InfecgBes hospitalares e bactérias resistentes: um problema a ser enfrentado.

A comercializacdo dos primeiros antibioticos na satide humana foi descrita em meados de
1940 e o surgimento da possibilidade de desenvolvimento de resisténcia a estes antibioticos por
microorganismos foi rapidamente reconhecido com a emergéncia de cepas de Staphylococcus
aureus resistentes a meticilina (Lipsitch et al., 2000). Mais de cingienta anos depois, a
resisténcia a medicamentos tem se tornado um problema de preocupacdo mundial (Lipsitch et al.,
2000). De maneira idéntica, um dos principais problemas enfrentados pelo Sistema Unico de
Saude brasileiro (SUS) vem sendo o uso indiscriminado de antibidticos pela populacéo, o qual
gera um aumento crescente de bacterias resistentes aos medicamentos mais frequentemente
receitados. Como consequiéncia, essa resisténcia favorece a elevagdo de morbidade e mortalidade
na populagdo, proporcionadas por doencgas transmissiveis que levam, entdo, a uma diminuicdo da
qualidade de vida e a um aumento das despesas com a salde e os cuidados médicos. Dentre 0s

mais comuns microorganismos responsaveis por tais infeccgoes,
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estdo os pertencentes a familia Enterobacteriaceae, que inclui bactérias dos géneros Proteus Sp. e
Klebsiella sp., dentre outros (Figura 1).

Apesar de haver somente algumas estimativas da perda econémica causada pelo impacto
da resisténcia bacteriana aos antibioticos em paises em desenvolvimento, ha indicacdes de que a
situacdo seja preocupante. Estimativas do custo associado a perda de efetividade dos
medicamentos em pacientes nos Estados Unidos alcangam US$ 378 milhdes (Elbasha, 1999).
Informaces do Instituto de Tecnologia dos Estados Unidos estimou que, em 1992, o custo anual
associado a resisténcia de antibioticos em hospitais chegou a pelo menos US$ 1.3 bilhdes (Office
of Technhology Assessment, 1995).

Um dos maiores problemas para se estimar a mortalidade e morbidades causadas por
patdgenos resistentes reside no fato de que os pacientes infectados com cepas resistentes
geralmente ja foram infectados uma primeira vez por bactérias susceptiveis. Portanto, ndo se
pode predizer se um paciente esta tendo a infeccdo pela primeira vez com bactérias ja resistentes
ou, se a infeccdo e o retorno de uma contaminacdo anterior que ndo foi tratada de forma
adequada, produzindo cepas que ndo eliminadas com o uso dos medicamentos adequados
(Trabulsi, 1998). Outro custo importante causado pelo aumento de bactérias resistentes consiste
em um redirecionamento do tratamento para uma segunda linha de antibiéticos, os quais
geralmente sdo mais caros do que os usados em tratamentos de primeira instancia.
Conseqlientemente este fato leva a um aumento significativo de custos em tratamentos
alternativos, havendo uma real necessidade de se providenciar novas estratégias para o tratamento

de doencas infecciosas.
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Figura 1. Lamina de bactérias ilustrando microorganismo dos géneros Klebsiella sp e Proteus sp . BGN- bacilos
gram-negativos; BGP- bacilos gram-positivos; CGP-cocos gram-positivos; CF- células leveduriformes (Fonte:

http://www.saudetotal.com/microbiologia/index.htm).
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De modo geral, as enterobactérias sdo 0s microorganismos isolados em maior nimero a
partir de eventos infecciosos; representando em torno de 70 a 80% das bactérias gram-negativas
isoladas em rotina de laboratorio (Trabulsi e al., 1998). A freqliéncia dos diferentes géneros e
espécies é fortemente influenciada pelo local onde a infecgéo foi adquirida, isto €, na comunidade
ou no hospital. E importante mencionar que as enterobactérias sdo responsaveis por
aproximadamente 50% das infeccOes hospitalares, causadas freqlientemente por Escherichia coli,
Klebsiella spp e Proteus spp. A permanéncia destas bactérias nos hospitais é favorecida pelo uso
constante de antibioticos e pela presenca de pacientes com defesas organicas reduzidas em fungédo
do uso de medicamentos ou de outras formas de tratamento. Deve ser lembrado que antes do uso
intensivo dos recursos modernos de terapéutica, as infeccOes hospitalares eram causadas, na
maioria das vezes, por bactérias gram-positivas, destacando-se, entre elas, 0 S. aureus. Na
realidade este fato em particular indica que a microbiota infecciosa hospitalar foi amplamente
substituida nos ultimos trinta anos, devido provavelmente a um uso massivo de medicamentos e
métodos de higienizagdo tradicionais.

Algumas propriedades dos coliformes enterobacterianos podem ser importantes na
epidemiologia das infeccdes hospitalares. Géneros como Klebsiella, Enterobacter € Serratia,
apresentam um aumento na resisténcia de anti-sépticos e desinfetantes (Baron et al., 1996).
Outras espécies, como Proteus sSp. € E. coli, apresentam capacidade de se proliferar rapidamente
em temperatura ambiente e em liquidos parenterais contendo glicose (Baron et al., 1996). Por
outro lado, a maioria das enterobactérias € geralmente sensivel a diversos antibiéticos, como

ampicilinas,
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Tabela 1. Caracteristicas dos principais grupos de antibacterianos: espectro de acao e indicacdes.

Grupos de Antibidticos Espectro de Acéo e Indicagdes

Antibacterianos

Penicilina G Contra cocos e bacilos gram-positivos, cocos gram-negativos e espiroquetas

Ampicilina e Amoxacilina Efeito sobre cocos e bacilos gram-positivos e negativos

PENICILINAS

Isoxazolilpenicilinas Resistentes a a¢do beta-lactamases estafilococicas, mas ndo contra bacilos gram-negativos

Carboxipenicilinas Ativas sobre Pseudomonas aeroginosa e Proteus Spp

Azlocilina Acdo contra bactérias gram-negativas, especialmente Klebsiella spp, Enterobacter Spp e Proteus Spp

12 Geragdo: cefalotina, cefaloridina, cefazolina, cefalexina, Ativas contra bactérias gram-positivas e gram-negativas causadoras de infecgdes respiratdrias, cirdrgicas e estafilocdcicas.
cefradina, cefaclor.

CEFALOSPORINAS

AMINOGLICOSIDEOS

TETRACICLINAS

CLORANFENICOL

COTRIMOXASOL

QUINOLONAS

22 Geragdo: Cefoxitina, Cefomandol, Cefuroxima.

3 Geragdo: Cefotaxima, Ceftriaxona, Cefoperazona,
Ceftazidima.
Estreptomicina, Caramicina, Gentamicina, Neomicina,

Espectinomicina, Tobramicina, Amicacina, Netilmicina
Tetraciclina

Cloranfenicol

Cotrimoxasol

Acido nalidixico, Acido oxolinico, Acido piromidico,

Cinoxacina, Acido pipemidico,

Boa atividade contra enterobactérias e Haemophilus influenzae

Resistentes a inativacéo pelas beta-lactamases das bactérias gram-negativas. Boa acéo contra Haemophilus influenzae €

Pseudomonas aeruginosa

Ativas contra bactérias gram-negativas e estafilococos. Apresentam atividade sobre Mycobacterium tuberculosis e

Pseudomonas aeruginosa.

Indicadas em infecgGes provocadas por clamidias, riquétsias, micoplasmas, brucelas, borrélias, e calymatobacterium.
Indicado para tratamento da febre tiféide e na meningite provocada por Haemophilus influenzae.

Tratamento e prevencédo da pneumonia causada pelo protozoario Preumocistis carinii em pacientes aidéticos.

Acdo contra bactérias gram-negativas das familias Enterobacteriaceae.
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cefalosporinas, aminoglicosideos, tetraciclinas, cloranfenicol, cotrimoxazol e aos derivados
quinolbnicos (Tabela 1). No entanto, estas bactérias tém mostrado a habilidade de adquirir
resisténcia a qualquer uma das drogas anteriormente descritas. Microorganismos da familia
Enterobacteriaceae ja mostraram resisténcia contra aminoglicosideos e medicamentos da familia
das cefalosporinas. InfeccBes causadas por membros desta familia parecem provir de bactérias
resistentes a medicamentos mal administrados em infecgdes anteriores. A Figura 2 revela um
trabalho realizado por Rice et al. (1990), mostrando a resisténcia ao antibiético ceftazedime, uma
cefalosporina de terceira geragdo (nome comercial; Cefazima) durante o ano de 1990. Observa-se
que, em primeira instancia, h4& uma elevada resisténcia ao medicamento. No entanto, esta
resisténcia claramente decresce ao longo dos meses devido, principalmente, ao uso paralelo de
outros medicamentos como penicilinas, cefalosporinas, aminoglicosideos e tetraciclinas (Tabela
1). Isso indica que, 0 uso de mais de um medicamento em paralelo pode auxiliar na diminuicado
da resisténcia bacteriana aos antibidticos, embora esta estratégia ndo seja completamente

eficiente.

1.2. Enterobactérias causadoras de infec¢des hospitalares.
1.2.1. Klebsiella spp.

O género Klebsiella apresenta trés principais espécies que agrupam cerca de 72 sorotipos.
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Figura 2. Representagdo numérica de resisténcia ao Ceftazedime, antibidticos do grupo das cefalosporinas, por

bactérias da familia Enterobacteriaceae, durante o ano de 1990 (Figura modificada de Rice ef al., 1990).
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Deste modo, classifica-se a Klebsiella rhinoschleromatis como sorotipos 4, 5 e 6, a
Klebsiellaozaenae, como sorotipo 3 e a Klebsiella pneumoniae, como qualquer um dos outros 72
sorotipos, sendo os sorotipos 1 e 2 os mais freqientes. As bactérias do género Klebsiella sp
podem causar pneumonia em pacientes debilitados, dentre os quais sdo incluidos comumente
individuos alcodlatras com mais de 40 anos de idade. Dentre as espécies pertencentes a este
género, a K. pneumoniae € um dos poucos bacilos gram-negativos capazes de causar pneumonia
lobar (Feldman et al., 1991). Ndo obstante, esta bactéria também pode ser associada a infecgdes
no aparelho urinério, endocardites e varios tipos de infecgdes pos-cirurgicas. Algumas estatisticas
demonstram que a K. pneumoniae pode ser responsavel por 10% das infeccdes hospitalares
(French et al., 1996; Trabulsi, 1998). Além disso, K. pneumoniae S&0 capazes de causar infeccdes
pulmonares hospitalares por aspiracao, prostatites aguda e cronica principalmente em individuos
acima de 35 anos, e até infecgdes no Sistema Nervoso Central. Além disso, a K.
rhinoschleromatis pode causar escleroma, um tipico processo granulomatoso crénico que atinge
as mucosas e seios paranasais, faringe, ouvido médio e até os brénquios (Lim et al., 2003.).
Finalmente, a K. ozaenae tem sido isolada de individuos que sofreram casos graves de septicemia
(Murray et al., 1981). Esta bactéria também vem sendo considerada a principal causadora de
rinite atrofica de origem infecciosa. Neste caso, a infec¢do é caracterizada por ser de evolucao
cronica e por se manifestar pela perda da arquitetura de mucosa nasal e secrecdo mucopurulenta

fétida (Stoor et al., 1999).
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Algumas cepas pertencentes ao género Klebsiella sp, primariamente da espécie K.
pneumoniae, tém-se mostrado produtoras eficientes de [-lactamases e, por isso, resistentes a
antibidticos da familia das penicilinas (French et al., 1996; Senda et al., 1996). Este grupo de
bactérias € denominado de ESBL (B-lactamases de espectro estendido) e vem se tornando um
desafio para os estudiosos da area de salde, uma vez que desenvolvem mecanismos que

desativam a acédo de antibidticos (Figura 3).

1.2.2. Proteus sp.

Na nova classificagdo destas enterobactérias, o género Proteus passou a incluir somente
Proteus mirabilis e Proteus vulgaris (Trabulsi, 1998). O Proteus morganii, que antes também
fazia parte do género Proteus é agora classificado no género Morganella € 0 Proteus rettgeri
passou a integrar o0 género Providencia. As infec¢es urinarias sdo as mais comuns patologias
relacionadas a estas bactérias, devendo ser notado que, enquanto o P. mirabilis ocorre em
infeccdes adquiridas na comunidade, as outras espécies estdo quase sempre associadas a infeccao
hospitalar (Sabbuba et al., 2003). Como P. mirabilis, P. vulgaris, M. morganii € P. rettgeri
hidrolisam a uréia formando amdnia, a urina de pacientes cronicamente infectados por estas
bactérias pode se tornar muito alcalina, favorecendo a formacdo de célculos, uma vez que o
aumento do pH reduz proporcionalmente a solubilidade do célcio. Além de enfermidades no trato
urinério, bactérias do género Proteus sp podem causar infeccdes no Sistema Nervoso Central e
prostatites, bem como pielonefrites e outros tipos de infec¢des urinérias (Sabbuba et al., 2003;

Faus et al., 2003).
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Figura 3. Grafico ilustrando uma comparagdo da resisténcia bacteriana da espécie Klebsiella pneumoniae contra
antibioticos do grupo das cefalosporinas durante os anos de 1991 a 1999. Colunas em azul indicam comparag¢do com
pacientes em UTI. Colunas em vermelho indicam comparagdo feita com pacientes ndo-UTI. Eixo “X” indica 0s anos
em que cada comparacdo foi feita. Eixo “y” indica a porcentagem de resisténcia desenvolvida pela bactéria nos

seguintes pacientes. (Figura modificada de Fridkin e Gaynes, 1999).
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O antigo método classificatorio de espécies de Proteus em indol+ e indol-, tem uma
conveniéncia de ordem terapéutica, uma vez que apenas P. mirabilis (indol-) parece ser sensivel a
ampicilina (Trabulsi ez al., 1999).

Entretanto, na classificacdo atual, 0os Proteus denominados indol+ incluem nédo apenas P.
vulgaris, como também M. morganii e P. rettgeri. Com relagdo a medicamentos, se enfatiza uma
caracteristica comum as bactérias do género Profeus que consiste na resisténcia natural as
polimixinas, um tipo de antibiotico nefrotoxico bastante ativo contra as demais enterobacteérias e

outros germes gram-negativos (Valdivieso et al., 1999).

1.3. Fungos antropo e fitopatogénicos: processos infecciosos e mecanismo de agao.

Os fungos representam um grupo extremamente diverso de organismos, com cerca de
250.000 espécies distribuidas em todo o mundo. Estudos anteriores revelaram que o peso de
fungos no planeta € maior do que o de seres humanos (Muller & Loefler, 1976; Smith et al,
1992). Além disso, os fungos constituem um reino que abriga um grupo numeroso de organismos
bastante diversificados filogeneticamente e de grande importéncia ecoldgica e econdmica. De
acordo com a classificagdo taxonémica, o reino dos fungos € dividido em Mixomicota e
Eumycota. Os Myxomycota incluem organismos que apresentam talo vegetativo plasmidial ou
amebdide. A divisdo Eumicota engloba os fungos propriamente ditos, cujo talo vegetativo é
predominantemente micelial, as vezes unicelular, mas sempre dotado de parede celular. Quanto a
sua classificacdo taxonémica, levam-se em consideracdo todas as caracteristicas morfoldgicas,

principalmente os tipos de frutificacdo sexuadas e assexuadas (Trabulsi, 1998).

11
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Diversas espécies de fungos leveduriformes sdo conhecidas na area da micologia médica e
veterindria, bem como na micologia industrial. Todavia, apenas poucos representantes
demonstram essas caracteristicas na area da Patologia VVegetal. Por isso, a maior parte dos fungos
fitopatogénicos € diferenciada por apresentarem o sistema vegetativo filamentoso (hifas) e
ramificado (conjunto de hifas = micélio). Em relacdo ao tipo de frutificacdo, os fungos
fitopatogénicos podem ter duas naturezas: (i) uma forma teleomdrfica, também conhecida como
‘forma perfeita’ ou sexuada e; (ii) forma assexuada ou clonal, antigamente denominada "forma
imperfeita”, mas hoje classificada como anamorfica. Na maioria das vezes, para cada espécie
existe uma forma anamorfica e uma forma teleomorfica. Em paises tropicais e subtropicais onde
a variacao de temperatura € menor do que em areas temperadas, a grande maioria dos fungos
fitopatogénicos se manifesta sob a forma assexuada ou anamorfica e apenas raramente alguns

desses fungos manifestam a forma sexuada ou teleomérfica (Baron, 1996).

1.3.1. Fungos patogénicos ao homem

Fungos podem ser grandes causadores de graves doencas em seres humanos (Kufe et al.,
2003). Desta forma, as infec¢des fungicas normalmente emergem como um problema significante
em pacientes debilitados por doencas graves como cancer. Espécies como Cdndida spp sdo
responsaveis por grande parte das infeccbes fungicas. Além destes, outros organismos,
especialmente Aspergilus spp, tém sido também responsaveis pelo aumento da freqiéncia de
infeccOes deste género (Pianetti Filho er al,, 2005). Atualmente, pelo menos 40% a 50% das

infeccdes fatais em pacientes com cancer sdo devidas ao ataque de fungos.

12
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Ademais, tem-se observado um aumento considerdvel de infec¢bes fungicas sistémicas
em pacientes submetidos a quimoterapia (Kufe et al., 2003). As infec¢des causadas em pacientes
com céancer podem ser divididas em duas principais categorias: fungos patogénicos
(Cryptococcus neoformans, Histoplasma capsulatum, € Coccidioides immiti) e fungos
oportunistas (Candida spp, Aspergillus spp e outros fungos). Esses fungos costumam causar
infeccOes recorrentes na populacdo em geral, mas desenvolvem infecgOes disseminadas em
pacientes imunodeprimidos (Kufe er al, 2003). Os fungos oportunistas, em especial,
normalmente causam infeccdes superficiais em hospedeiros imunocompetentes, mas sdo mais
comuns como causa de infeccBes sistémicas em pacientes com 0s mecanismos de defesa
comprometidos (Kufe et al., 2003). Além disso, as infec¢Bes fungicas geralmente se estabelecem
em locais com infecgdes prévias ou necrose. Por exemplo, mais de 70% dos casos de aspergilose
pulmonar ocorrem em associa¢do com pneumonias bacterianas prévias ou concomitantes (Kufe et
al., 2003). A Figura 4 ilustra uma lamina contendo hifas de A. fumigatus, retiradas de amostra de

paciente imunocomprometido com aspergilose pulmonar.

1.3.1.1. Aspergillus sp

Cerca de 200 espécies sdo extremamente patogénicas a mamiferos, sendo muitos destes
microorganismos capazes de produzir toxinas nocivas ao homem (Almeida et al., 2000). A

maioria das exposicoes a fungos e infeccdes sdo autolimitaveis em hospedeiros animais.
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Figura 4. llustragdo de hifas de 4. fumigatus retiradas de amostra pulmonar de paciente imunocomprometido com
aspergilose. Acima: Grupamentos de hifas de Aspergillus, corados por método histoquimico. Abaixo: Grupamentos

de hifas de Aspergillus, corados por método argéntico (metenamina prata de Gomori X 200) (Fonte: Franca et al.,

1996).
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No entanto, em pacientes imunodeprimidos, as infeccdes por fungos podem ser mortais.
Este é o caso de pacientes com Sindrome da Imunodeficiéncia Adquirida (AIDS) e pacientes com
leucemia, cuja letalidade por infeccdo fungica sistémica chega a 50% dos casos. InfeccGes
sanguineas nosocomiais também apresentam a mesma porcentagem (Levitz, 1992; Lyman et al.,

1992; Selitrennikoff, 2001). As principais infec¢fes sdo doencas causadas ao trato respiratorio,
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Figura 5. Efeitos do F. oxysporum no tomateiro, causando o aparecimento de folhas murchas e amareladas
(Fonte:Embrapa Hortalicas, Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecuaria, Centro Nacional de Pesquisa de

Hortalica, Attp://sistemasdeproducao.cnptia.embrapa.br/FontesHTML/Tomate/Tomatelndustrial/doenca_fungo.htm)

17



I. Introducdo

Vérios sdo os casos de resisténcia a fungicidas. Os primeiros produtos a entrar no
mercado nas décadas de 60 e 70 foram os pertencentes ao grupo dos benzimidazois. A sua
atuacdo ocorria em diversos pontos do metabolismo dos fungos, chamados de produtos
protetores ou convencionais e, por isso, 0 risco de resisténcia ndo era significativo. Todavia,
com a introdugéo de fungicidas sistémicos, 0s quais atuam em poucos passos do metabolismo
do fungo, o risco de resisténcia foi gradativamente sendo reduzido, permitindo o
desenvolvimento de linhagens resistentes (Ghini, 2001). O primeiro caso registrado foi
observado nos Estados Unidos com oidio em pepino causado por Sphaerotheca fugilinea onde,
apos um ano de aplicacdo de fungicidas, observou-se uma reducéo nos efeitos do fungicida e
uma elevacgdo consideravel no desenvolvimento de espécies resistentes. No Brasil h4 poucos
estudos feitos com o intuito de se diminuir a resisténcia de fungos sob agédo de fungicidas. A
maioria dos trabalhos descreve apenas a ocorréncia de resisténcia causada por fungos de
diversas espécies, tais como Alternaria dauci, Botrytis cinerea, B. squamosa, Cercosporidium
personatum, Colletotrichum fragariae, Cylindrocladium scoparium, Drechslera teres,
Fusarium subglutinans f.sp. ananas, Guinardia citricarpa, Glomerella cingulata, Monilinia
fructicola, Mycosphaerella fragarie, Penicillium sp., Phytophthora infestans, Plasmopara

viticola e Venturia inaequalis (Ghini, 2001).

1.3.2.1. Fusarium Sp

18



O género Fusarium constitui um dos grupos de fungos filamentosos mais estudados, uma
vez que é responsavel por diversos tipos de infeccdes em varias espécies de plantas, causando

perdas significativas em plantagdes (Brown et al., 2006) (Figura 6).

I. Introducéo

De maneira idéntica, os membros do género Fusarium incluem numerosos patdégenos de
plantas que causam doencas destrutivas em algumas das espécies de plantas importantes para a
agricultura, tais como milho, trigo, batata, banana, tomate, e numerosos outros vegetais (Brown et
al., 2006). Fungos deste género apresentam facilidade em formar diversas coldnias nas plantas e,
conseqguentemente, espalham-se rapidamente para o solo e outras plantas (Burgess, 1981). As
infeccOes causadas por organismos do género Fusarium podem ocorrer em qualquer fase do
desenvolvimento da planta, desde durante a germinacdo das sementes, até ao amadurecimento
dos tecidos vegetativos, dependendo da espécie de fungo envolvida e da planta-hospedeira

atacada (Paavanem-Huhtala ez al., 2000).

Espécies pertencentes ao género Fusarium estdo distribuidas em varios paises do mundo e
encontra-se em abundancia em alguns ambientes. Em determinados locais e campos de plantio,
pode-se encontrar mais de 100.000 esporos de Fusarium por grama de solo (Snyder et al., 1954).
Na América como um todo, as espécies F. solani e F. oxysporum Sa0 capazes de predar inumeras

plantas agricultaveis como cevada, soja e mamao (Paavanem-Huhtala et al., 2000).

Estudos anteriores revelaram que nos Estados Unidos, no ano de 1993, o Fusarium
causou uma perda de cerca de U$ 1.000.000.000,00 (um bilhdo de dolares) em plantios de trigo

(Paavanem-Huhtala et al., 2000). Além disso, na Europa, os individuos do género Fusarium
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também sdo fitopatdgenos perigosos para os cultivos de grdos e batata. O F. avenaceum é 0
principal agente da doenca ‘head blight’ em gréos. Quando associado a outras especies, 0 F.

avenaceum também pode facilitar o desenvolvimento do caruncho de raiz ou de pé, uma vez que
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Figura 6. Cultura de Fusarium oxysporum, ilustrando formagao de esporos (A e B) e na forma filamentosa, com o

desenvolvimento de hifas (C e D) (Fonte: Burdon e al., 2007).
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o fungo aumenta a sensibilidade da planta ao ataque de outros patogenos (Yli-Matilla et al.,

1996).

A Figura 5 ilustra os sintomas causados pela murcha-do-fusario em tomateiro. As folhas
ficam murchas e geralmente de coloracdo amarelada, os frutos podem ndo se desenvolver ou
amadurecer precocemente, inviabilizando-os para o consumo. Além disso, algumas espécies
pertencentes ao género Fusarium Sao capazes de produzir micotoxinas, as quais sdo nocivas a
seres humanos e animais, reduzindo significativamente o valor de produtos vegetais no mercado
agroindustrial. Micotoxinas de Fusarium apresentam uma extensa diversidade estrutural de
compostos que sdo produzidos durante o processo de infec¢do da planta. Estes compostos sdo de
extrema preocupacdo econdmica e na saude humana, uma vez que, quando acumulados nos

alimentos, podem torné-los téxicos e impréprios para 0 consumo.

1.4.  Peptideos antimicrobianos: uma estratégia alternativa no controle de patogenos.

Plantas estdo continuamente sendo expostas a um grande numero de organismos
patogénicos. Apesar de estas ndo apresentarem um sistema imunitario como nos mamiferos, as

plantas tém desenvolvido, ao longo do processo de evolugdo, diversos mecanismos de defesa,
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incluindo a sintese de componentes com baixo peso molecular, proteinas, e peptideos com
atividades antifingicas e antibacterianas (Bull et al., 1992; Tulasi & Nadimpali, 1997). Do

mesmo modo, outros seres, como mamiferos, insetos, moluscos, e até mesmo bactérias e fungos
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sintetizam compostos protéicos com atividade antimicrobiana (Moralejo et al., 1999; Natori,
1994; Schimitt er al., 1997). Centenas de proteinas com atividade antimicrobiana foram
descobertas nos Ultimos anos, podendo estes ser classificados em diversos grupos, de acordo com
sua massa molecular, atividade, carga e estrutura tridimensional. Dentre os principais grupos
(Tabela 2), destacam-se: proteinas PR-1, (1,3) B-glucanases, quitinases, proteinas de ligacdo a
quitina, defensinas e tioninas, proteinas semelhantes & taumatinas, proteinas semelhantes a
ciclofilinas, proteinas ricas em glicina/histidina, proteinas inativadoras de ribossomos (PIRs),
proteinas transferidoras de lipideos (LTPs), proteinas “killer’ (killer toxins), inibidores de enzimas
e outras proteinas (Selitrennikoff, 2001). A tabela abaixo mostra alguns destes peptideos.

Os mecanismos de acdo destas proteinas antimicrobianas sdo variados, podendo as
mesmas atuar na degradacdo de polimeros, na formagdo de canais e poros de membrana, na
destruicdo de ribossomos celulares, na inibicdo da sintese de DNA e na inibicdo do ciclo celular.
Todavia, muitas das proteinas ndo apresentam mecanismo de a¢do conhecido e necessitam de
estudos mais detalhados (Selitrennikoff, 2001).

Desta forma, os genes que codificam proteinas antifingicas estdo sendo utilizados na agro-
industria para modificacdo e melhoramento de plantas ao ataque de fungos. Alem disso, estas

proteinas também estdo sendo testadas em larga escala, em inddstrias farmacéuticas, no intuito de
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se obter medicamentos que possam combater infecgdes humanas causadas por fungos. Ademais,

algumas proteinas se especializaram na capacidade de inibir o crescimento de
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Tabela 2. Peptideos antimicrobianos de plantas. (Fonte: Garcia-Olmedo ez al., 2001).

Familia NUmero de residuos LigacGes Tipos / Ativo contra
dissulfeto Subfamilia

LTPs 90-95 3-4 I-11 Bactérias e fungos
Snakinas 61-70 6 I-111 Bactérias e fungos
Defensinas 45-54 4 I-1v Bactérias e fungos
Tioninas 45-47 3-4 I-1\v Bactérias e fungos
Hevein-like 43 4 | Bactérias Gram (+) e fungos
Knottin-like 36-37 3 | Bactérias Gram (+) e fungos
Sheperdinas 28-38 0 (linear) I-11 Bactérias e fungos
MBP-1 33 2 | Bactérias e fungos
Peptideos 29-31 3 I-111 Bactérias Gram (+) e fungos
macrociclicos

Ib-AMPs 20 2 | Bactérias Gram (+) e fungos

N
w
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determinadas espécies de bactérias, dificultando a invasdo destes microorganismos no tecido, seja
ele animal ou vegetal e, consequentemente, livrando os individuos de uma infeccdo (Kus et al.,
2002). De maneira idéntica, tem-se descrito a presenca de a- e (- defensinas e catelicinas
encontradas na superficie epitelial de mamiferos, especialmente 0 homem, as quais apresentam
atividade antibacteriana funcionando como barreira protetora do tecido, também podendo ser
induzidas durante a infeccdo e inflamacdo (Niyonsaba et al., 2003; Bolam, 2003). B-Defensinas
de rato tém demonstrado um papel importante na protecdo pulmonar, especialmente no controle
de Pseudomonas aeruginosa, uma bactéria causadora de pneumonias (Zhou et al., 2003). Além
disso, estudos anteriores demonstraram que defensinas humanas e tioninas de plantas mostraram
atividade inibitoria para o crescimento da bactéria Listeria monocytogenes, um microorganismo
patogénico encontrado em alimentos industrializados, o qual pode causar abortos, septicemia e
meningoencefalites quando ingerido (Vazquez-Boland er al., 2001; Lopez-Solanilla et al., 2003),

sugerindo que estes peptideos podem ser utilizados com eficiéncia pela indUstria farmacéutica.
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2. INIBIDORES DE ENZIMAS DIGESTIVAS: O USO DA BIOTECNOLOGIA NA

DIMINUICAO DE PERDAS NA LAVOURA

2.1 Insetos-peste: perdas na agricultura e resisténcia a inseticidas

Além de bactérias e fungos fitopatogénicos, insetos também sdo importantes agentes
responsaveis pela destruicdo de gréos e lavouras em todo o mundo (Moreira, 2005).Sendo uma
das principais fontes de alimentacdo em diversos paises, 0 amido presente nas leguminosas e
sementes fornece energia metabdlica para a dieta humana. No entanto, outros predadores de tais
plantas utilizam os mesmos nutrientes, competindo pelos cultivares para seu proprio consumo
(Moreira, 2005). No Brasil, as perdas na colheita chegam a 10% na presenca de agrotdxicos,
sendo que um dos principais fatores destas perdas esta associado ao ataque de insetos, tanto no
campo como em sementes estocadas em armazéns (Moreira, 2005). Geralmente, as plantas
apresentam certo grau de resisténcia, sendo resultado de um conjunto de mecanismos de defesa
adquiridos pela planta durante o processo de evolugdo e co-evolucdo (Gatehouse et al., 1992;
Schuler et al., 1998). Nos ultimos anos, alguns compostos secundarios e inimeras proteinas tém
sido descritos como associados a defesa de plantas. Essas defesas, porém, ndo sdo suficientes,

uma vez que os insetos sdo capazes de infestar sementes e diferentes tecidos da planta,
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independente da presenga ou ndo de compostos de defesa (Hilder et al., 1987). Assim, dois

fatores parecem estar ligados diretamente a este fendmeno. O primeiro consiste no fato de que

varias plantas tiveram sua
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Figura 7. Acanthoscelides obtectus. A) llustracdo do inseto-praga. B) Destruicdo de sementes de feijdo pelo inseto.

(Fonte: HYPP Zoology home page: http://www.inra.fr/Internet/Produits/HYPPZ/RAVAGEUR/6acaobt.htm).
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quantidade de compostos de defesa reduzida durante o processo de domesticacao (Hilder et al.,

1987).

Com isso, algumas caracteristicas como um maior valor nutricional e um melhor sabor
tiveram prevaléncia ao grau de resisténcia aos predadores. O segundo encontra-se na capacidade
dos insetos em também desenvolverem mecanismos de defesa contra os compostos produzidos
pelas plantas, existindo, entdo, uma co-evolucdo entre parasita e hospedeiro (Erlish & Raven,
1964) (Figura 7).

Dentro deste enorme contexto e de um problema considerado global, larvas de alguns
bruquideos tém causado perdas consideraveis para a agricultura em todo o0 mundo. Estes besouros
sdo extremamente dependentes de amido para sua sobrevivéncia, e utilizam a-amilases para
producdo de energia em seu metabolismo (Vyjayanthi e Subramanyam, 2002). Estas enzimas
catalisam o amido em oligossacarideos, para depois serem quebrados em pequenas moléculas de
carboidratos, que serdo absorvidas pelo organismo. Larvas e insetos que se alimentam de graos
dependem das suas a-amilases para sua sobrevivéncia, como € o exemplo do Tenebrio molitor,
Callosobruchus maculatus, Acanthoscelides obtectus € Zabrotes subfasciatus (Campos et al.,

1989; Grossi-de-Sa e Chrispeels, 1997; Strobl et al., 1998; Franco et al., 2005).

Além das perdas consideraveis, atualmente, um problema adicional enfrentado pelos

agricultores é o uso indiscriminado de agrotoxicos para 0 combate de insetos-praga. O uso em
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excesso de inseticidas quimicos causa problemas ambientais, bem como podem levar inimeros

consumidores a intoxicacao. Além disso, a resisténcia destes insetos aos
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mecanismos de defesa da planta tém aumentado os custos devido ao maior ndmero de
agroquimicos utilizado ano a ano, levando o agricultor a um ciclo vicioso de gastos. Com isso,
diversos estudos tém sido desenvolvidos, no intuito de se obter novas ferramentas para o combate
a insetos-praga, como a purificacdo de peptideos de defesa e a sintese de compostos secundarios
(Moreira, 2005).

O A. obtectus, comumente conhecido como caruncho do feijao, é um inseto da familia
Bruchidae e um dos principais causadores da perda da qualidade de sementes de feijoes
armazenados por pequenos agricultores. Tipico de climas tropicais e subtropicais, 0 4. obtectus €
capaz de se multiplicar com facilidade dentro de grdos armazenados, podendo gerar até 63 ovos
por dia (Botelho et al.,2002). A ovoposicdo ocorre na superficie das sementes de forma aleatdria,
sendo que alguns ovos podem ndo se fixar nas sementes, ndo havendo selegéo por parte da fémea
(Thierry et al., 1994; Parsons et al. 2003). A larva do inseto se alimenta dos nutrientes contidos
nas sementes, como carboidratos, proteinas e lipideos, inviabilizando-as para o consumo. O dano
causado por esse caruncho varia da diminuicdo da qualidade do feijdo estocado a perda total dos

gréos (Botelho ef al., 2002).

2.2. a-Amilases de insetos
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Larvas de insetos-pestes de bruquideos sdo extremamente dependentes de amido para sua
sobrevivéncia, e utilizam amilases (R-1,4-glucano-4-glucanohidrolases: EC 3.2.1.1) para a
producdo de energia metabdlica (Vyjayanthi e Sbramanyam, 2002; Franco et al.,2005). Essas

enzimas catalisam a hidrdlise de amido em oligossacarideos, 0s quais podem ser entéo,
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assimiladas pelo organismo. Os insetos que se alimentam de grdos em seu estagio larval ou na
fase adulta dependem de suas amilases para sobrevivéncia, como é o caso de T. molitor, C.
maculatus e Z. subfasciatus (Grossi-de-Sa & Chrispeels, 1997; Franco et al., 2005). Assim como
na maioria dos insetos, as informag6es sobre o processo de digestdo de amido em bruquideos sdo
escassas, em contraste ao conhecimento sobre 0s aspectos cinéticos das
enzimas envolvidas neste mesmo processo (Podoler & Applebaum, 1971: Lemos et al., 1990;
Baker e Woo, 1992; Terra e Ferreira, 1994; Grossi-de-S& & Chrispeels, 1997, Silva et al., 2001).
Estudos recentes com enzimas digestivas de Z. subfasciatus demonstraram que suas larvas
apresentam consideravel quantidade de enzimas para quebra de amido (Silva et al., 2001).
Interessantemente, a larva de Z. subfasciatus apresenta capacidade de modular a concentragéo de
a-glucosidases e a-amilases quando em presenca de diferentes sementes, secretando uma alta
quantidade de isoformas de amilases e uma de a-glucosidase (Shade et al., 1994; Schroeder et
al., 1995; Silva et al, 2001). Além disso, as enzimas de insetos possuem uma estrutura
tridimensional capaz de se ligar ao substrato e, por meio da acdo de grupos cataliticos altamente
especificos, promovem a quebra das ligacGes glicosidicas (Terashima e Katoh, 1996; lulek et al.,

2000).
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Dentre os insetos, somente as a-amilases de Tenebrio molitor tem sua estrutura
tridimensional estudada (Strobl et al., 1998). Assim, a estrutura cristalizada da amilase de T.
molitor (TMA) trouxe novas informacbes sobre o processo catalitico de enzimas de insetos
(Mazur et al., 1994, Davies & Henrissat, 1995; Pereira et al., 1999). Desta forma, a estrutura final
de TMA ¢é composta por uma cadeia polipeptidica de 471 aminoacidos, um ion calcio e um ion
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cloro. E 261 moléculas de &gua (Strobl ez al., 1998). A enzima apresenta trés dominios principais
A (residuos 1 ao 97, e 160 a 379), B (residuos 98 a 159) e C (residuos 380 a 471), sendo que as
ligacGes dissulfetos ocorrem intra-dominios.

A presenca do ion calcio no dominio B parece ser importante para a integridade da
estrutura da enzima, enquanto que o ion cloro no dominio A, diretamente ligado ao sitio ativo,
parece atuar iniciando a quebra da cadeia do substrato. Estudos comparativos puderam
determinar o sitio catalitico de TMA, o qual se encontra no dominio A, correspondendo a trés
residuos acidicos Aspigs, Gluzz, € Aspasy (Strobl et al., 1998). Dois residuos de histidina, Hisgg €
His,gs, também mostraram ser importantes na interagdo com o substrato. Assim, a larva do T.
molitor contém uma a-amilase que constitui de uma proteina acida com pH 6timo para clivagem
de amido em torno de 5,8 (Buonocore, 1976; Strobl et al, 1997). A enzima encontra-se
totalmente adaptada ao meio no qual é encontrada, o intestino do inseto, onde o pH é levemente
acido (Strobl et al, 1997). As propriedades cataliticas do TMA com o substrato ja tém sido
relatadas (Strobl ez al., 1997). De maneira idéntica, foi demonstrado que a atividade de TMA

pode ser reduzida por inibidores de planta de origem protéica.
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2.3 Inibidores enzimaticos

2.3.1 Inibidores de a-amilases

Os bruquideos sdo extremamente dependentes de amido para sobreviver. Por esta razao,
eles usam suas enzimas a-amiloliticas para clivar o amido em pequenas moléculas de
carboidratos, como observado em intestinos de larvas de 7. molitor, C. maculatus, A. obtectus €
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Z. subfasciatus (Grossi-de-Sa & Chrispeels, 1997; Strobl et al, 1998; Franco et al, 2005;
Pelegrini et al., 2006). No entanto, alguns estudos tém sido feitos com o intuito de se descobrir
inibidores para estas enzimas digestivas.

Até 0 momento, tem-se descrito seis tipos diferentes de inibidores de amilase: lectina-like,
knottin-like, cereal-type, Kunitz-like, y-purotionina-like e thaumatina-like. Essas classes de
inibidores apresentam estrutura tridimensional bastante diferentes entre si, levando a diferentes
mecanismos de inibicdo, bem como perfis de especificidade e massas moleculares diferentes
(Franco et al., 2002).

Inimeros estudos tém sido feitos com o intuito de se descobrir inibidores para a-amilases.
Até o momento, foram descritos seis tipos diferentes de inibidores de amilase: lectina-like,
knottin-like, cereal-type, Kunitz-like, y-purotionina-like e thaumatina-like. Essas classes de
inibidores apresentam estrutura tridimensional bastantes diferentes entre si, levando a diferentes
mecanismos de inibicdo, bem como perfis de especificidade e massas moleculares diferentes
(Franco et al., 2002).

A familia de inibidores do tipo y-purotioninas apresenta altas similaridades as defensinas,

especialmente devido a alta especificidade a uma determinada enzima de insetos e baixa massa
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molecular. A primeira defensina de planta descrita com atividade inibitoria de a-amilase foi um
peptideo isolado de sorgo (Sorghum bicolor). Ele foi capaz de inibir a-amilases de insetos, tais
como as de Periplaneta americana € Shistocera americana, mas ndo foi capaz de causar efeitos
inibitorios em a-amilases de mamiferos (Bloch & Richardson, 1991). Da mesma forma, um
inibidor de a-amilase de Vigna unguiculata, com propriedades bioquimicas semelhantes a de
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defensinas de plantas, mostrou atividade contra a-amilases de insetos (Melo et al., 1999). Além
disso, um outro peptideo de sementes de mamao (Carica papaya), também semelhante a
defensinas de planta, foi capaz de inibir a—amilases de C. maculatus, conhecido como caruncho
do feijdo (Farias et al., 2007). Ensaios utilizando sementes artificiais contendo 0,5-1,0% de
inibidores de maméo (p:p) mostraram que o peptideo foi capaz de inibir 50% do crescimento da
larva do caruncho (Farias et al., 2007).

Ademais, poucos trabalhos mostraram tantos detalnes como o descrito por Liu et al.
(2006). Neste artigo, os autores demonstraram que uma defensina de Vigna radiata, chamada
VrD1, foi capaz de inibir a-amilases de 7. molitor (TMA). Neste caso, o tamanho do Loop?2
parece ser bastante importante para interacdo com as enzimas de insetos (Liu et al., 2006). Assim,
VrD1 é capaz de formar pontes de hidrogénio com trés residuos de aminoacidos do sitio ativo de
T. molitor (Glugy, Aspasz, € ASpssz), bem como mostrou que o segundo Loop era realmente
importante para a interacdo e inibicdo enzimatica (Liu et al, 2006). O mesmo mecanismo foi
observado com uma y-hordotionina (y-H) de cevada (Mendez et al., 1990). PGde-se observar que
0 Loop2 de y-H insere-se dentro do sitio ativo de TMA, impedindo a entrada do substrato.
Ademais, demonstrou-se que residuos carregados positivamente nos Loopl e 2 (Lis;2 € Argsg in
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VrD1, Argsg € Argyo in y-H) eram importantes para a interacdo com a a-amilase (Mendez et al.,
1990; Liu et al., 2006), o que ndo ocorria com defensinas de plantas que apresentavam um Loop2
curto. O mecanismo de acdo para defensinas de plantas inseticidas ainda ndo foi completamente
estudado, mas outra hipOtese para o mecanismo de acdo contra amilases tem sido proposta

(Pelegrini et al., 2006). Neste caso, alguns autores
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sugerem que as defensinas sdo capazes de quelar o célcio, desestabilizando a enzima, levando a

sua inibicdo (Castro & Fontes, 2005; Pelegrini e Franco, 2005).

3. PROTEINAS E PEPTIDEOS BIOATIVOS CONTRA PESTES E PATOGENOS.

3.1. Albuminas 2S

As proteinas do tipo albuminas 2S formam um grande grupo de moléculas de
armazenamento em sementes, principalmente em espécies dicotiledéneas. Apesar das albuminas
2S mostrarem certo nivel de polimorfismo, elas apresentam uma estrutura heterodimérica
conservada constituida em subunidades de cerca de 30-40 e 60-90 residuos, respectivamente, e
unidas por ligacdes dissulfeto tipicamente encontradas nesta familia de proteinas (Pandya et al.,
1999). As albuminas 2S estdo se tornando de grande interesse para estudos clinicos e
nutricionais, uma vez que tém sido descritas como conhecidos alergénicos de plantas (Monsalve
et al., 2001; Sathe et al., 2005). Como exemplo tem-se a ‘Ber el'e a ‘Ses i 1°, duas proteinas

descritas como importantes agentes alergénicos isolados de castanha-do-para (Bertholletia
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escelsa) e sementes de gergelim (Sesamum indicum), respectivamente (Monsalve et al., 2001;
Sathe et al., 2005). Elas estdo associadas com a imunoglobulina E (IgE) e sdo uma das maiores
causa de reacOes alérgicas severas (Pastorello et al., 1998; Pastorello et al., 2001).

As albuminas 2S sdo proteinas com uma massa molecular de até 15 kDa, geralmente

contendo oito ou mais residuos de cisteina que formam ligacdes dissulfeto. As fungdes
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fisiol6gicas destas proteinas ainda ndo estdo claras, mas o seu papel como doadores de nitrogénio
e enxofre tém sido sugeridos com base em sua composi¢do de aminoécidos, da abundancia em
sementes e de sua mobilizacdo durante a germinacéo (Youle e Huang, 1979;

Barciszewski et al., 2000). A maioria das albuminas 2S é sintetizada como proteinas
precursoras com um ou mais passos de modificacBes pds-transcricionais. As napinas, por
exemplo, constituem um grupo de albuminas 2S de Brassica napus, e S0 sintetizadas como
precursores de 20 kDa, sendo subsequentemente clivadas em quatro posicdes, resultando em duas
subunidades de 4,5 kDa e 10 kDa, ligadas por pontes dissulfeto (Gehrig e Biemann, 1996; Muren
e Rask, 1996; Muntz et al., 1998). Os dados estruturais sobre as albuminas 2S tém sido obtidos
por estudos com a Bnlb, uma napina proveniente de sementes de B. napus (Rico et al., 1996),
com a RicC3, uma proteina de armazenamento de Ricinus communis (Pantoja-Uceda et al.,
2003), e com a estrutura de SFA-8 de sementes de Helianthus anuus (Pantoja-Uceda et al., 2004).
A figura 8 ilustra a estrutura tridimensional por ressonancia magnética de Bnlb, mostrando uma
composicdo em a-hélices e loops (Rico et al., 1996).

Apesar de alguns estudos apontarem albuminas do tipo 2S como primariamente

alergénicas, tais como as relatadas em castanha-do-paré (Bertholletia excelsa) e castanha de caju
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(Anacardium occidentale) (Moreno et al, 2004; Robotham et al., 2005; Puumalainen et al.,
2006), alguns trabalhos descrevem a presenca de proteinas deste grupo com atividades
secundérias contra fungos filamentosos (Wang et al., 2001; Agizzio et al., 2003). No entanto,

somente poucos relatos descrevem albuminas 2S como antifungicas, tais como as isoladas de
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Figura 8: Estrutura tridimensional de Bnlb de Brassica napus, uma proteina da familia das albuminas 2S. Cores

verde e azul ilustram fitas-f3 e a-hélices. (Fonte: Rico et al., 1996).
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sementes de Raphanus sativum (Terras et al.,1992), Passiflora edulis (Agizzio et al., 2003),

Malva parviflora (Wang et al., 2001) e espécies de Brassica (Terras et al., 1993).

3.2. Proteinas ricas em glicina

Proteinas ricas em glicina (PRGs) aparecem como um novo grupo de moleculas de
plantas com atividade contra o crescimento de bactérias. Elas foram primeiramente descritas
como proteinas de armazenamento, sendo usadas como fontes essenciais de aminoacidos
(Mousavi, 2005). Estudos anteriores revelaram que genes de proteinas ricas em glicinas podem
ser encontrados em tecidos vasculares, principalmente no xilema (Ryser, 1992; Keller, 1988;
Keller, 1989), apesar de também poderem ser encontrados em cotilédones e outras partes da
planta (Ye, 1991).

As PRGs podem ser caracterizadas pelo alto conteido de residuos de glicina na sua
estrutura primaria, mas a concentracdo deste aminoacido varia em cada organismo (Mousavi,
2005). As proteinas ricas em glicina podem ser classificadas dentro de trés grupos principais, de
acordo com o conteudo de glicina e a presenca de dominios conservados. Assim, o primeiro

grupo contém proteinas que apresentam mais de 70% de sua seqiiéncia com glicinas, tais como as

36



PRGs de A. thaliana e B. napus (Ringli, 2001; Mousavi & Hotta, 2005). Proteinas com dominios
adjacentes aos dominios com quantidades menores de residuos de glicina pertencem ao segundo
grupo, como é o caso das PRGs de tomate (Ringli, 2001). H& também um terceiro grupo que

inclui proteinas com conteddo elevado de glicinas,
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mas sem os dominios particularmente ricos em glicina (Ringli, 2001; Mousavi & Hotta, 2005).

A expressdo de genes prg parece estar relacionada com inducdo de estresses sendo
influenciada por alteragfes no meio ambiente, como ferimento, tratamentos com hormonios,
baixa temperatura e desidratacdo (Keller, 1988; de Oliveira, 1990; Bergeron, 1994; Keister, 1995;
Laberge, 1993; Condit; 1987). Alem disso, estudos tém demonstrado que a atividade de proteinas
ricas em glicina é elevada em condicGes de adaptagdo ao frio, aumentando a tolerancia ao gelo,
como também podem atuar como fatores de ligacdo ao RNA, sendo importantes no controle do
seu processamento, transporte desta molécula no citoplasma, bem como na sua estabilidade
(Shinozuka, 2006). Ademais, foi observado que proteinas deste grupo poderiam alterar o tempo
de germinacgdo e desenvolvimento da plantula sob condi¢des de estresse, tais como aumento da
concentracdo de sal e desidratagdo, uma vez que a produgdo de seu RNA aumenta,
proporcionando também o aumento da sintese e expressdo de RNAS ativos em diversos 6rgdos da
planta (Kwak, 2005). Finalmente, proteinas ricas em glicina mostraram atividade contra
fitopatdgenos (Egorov, 2005). Estudos anteriores mostram que oito proteinas isoladas de

sementes de Triticum kiharae ndo demonstraram atividade contra bactérias, mas mostraram
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capacidade de inibir o crescimento de fungos filamentosos, tais como Helmintrhosporium

sativum e Fusarium culmorum (Egorov, 2005).
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3.3. Defensinas e tioninas.
Defensinas de plantas sdo pequenas proteinas catidnicas, alcancando cerca de 45-54
residuos de aminoacidos, estabilizados por quatro ligagdes dissulfeto, que formam uma

macromolécula com peso molecular em torno de 5,0 kDa (Thomma et al., 2002).
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confusdo no sentido de determinar se uma proteina € uma y-tionina ou uma defensina, pois ambas
apresentam diferencas estruturais minimas.

As defensinas com atividade antimicrobiana podem ser tanto inibidoras do crescimento
de fungos fitopatogénicos, quanto de bactérias nocivas a plantas, ou mesmo ao homem (Thomma
et al, 2002). N&o obstante, observa-se um maior nimero de defensinas contra fungos do que

contra bacterias devido a ocorréncia de um maior nimero de pesquisas
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Figura 9. Estrutura tridimensional de defensinas de plantas, invertebrados (insetos e moluscos), e de vertebrados

(mamiferos). As estruturas foram retiradas do banco de dados de proteinas (http://www.resb.org/pdb; Numeros de
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acesso para o PDB: MGD-1: 1FJN, defensina A: 1ICA, drosomicina: IMYN, Rs-AFP1: 1AYJ. HNP-3: 1DFN,

HBD-2: 1FD3. RTD-1: 1HVZ). (Figura modificada de Thomma et al., 2002)
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direcionadas a atividades antifungicas das defensinas em detrimento de suas funcdes
antibacterianas.

Os peptideos antifingicos geralmente sdo ativos contra mais de uma espécie, como € 0
caso do peptideo tipo-defensina de Phaseolus vulgaris, 0 qual apresentou atividade contra F.
oxysporum € Mycosphaerella arachidicola (Wang & Ng, 2007), e do peptideo de Trigonella
foenum-graecum, 0 qual mostrou capacidade de inibir o crescimento de Rhizoctonia solani e
Phaeoisariopsis personata (Olli & Kirti, 2006). Todavia, geralmente as defensinas de plantas
também podem apresentar atividade especifica contra um Unico patdgeno, como é o caso da
defensina de Pisum sativum, a qual apresentou atividade contra Neurospora crassa (Lobo et al.,
2007). Outro exemplo é a NaD1 de Nicotiana alata que apresenta atividade contra Fusarium
oxysporum (Lay, et al., 2003).

As defensinas de planta com atividade antibacteriana podem ser encontradas
principalmente como agentes fitopatogénicos como, por exemplo, dois peptideos de bambu
(Phyllostachys pubescens), Pp-AMP1 e Pp-AMP1, que apresentaram atividade contra

Agrobacterium radiobacter, A. rhizogenes, Clavibacter michiganensis, Curtobacterium
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flaccumfaiens e Erwinia carotovora (Fujimura et al., 2004). Ademais, algumas defensinas de
plantas tém sido descritas por apresentar atividade contra bactérias patogénicas ao homem, como
a sesquina, um peptideo tipo-defensina isolado de Vigna sesquipedalis, a qual foi capaz de inibir

o0 crescimento de E. coli (Wong & Ng, 2005).
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Recentemente, uma tionina e feijao-de-corda (Vigna unguiculata) denominada Cp-tionina
Il apresentou atividade contra bactérias patogénicas ao homem como Staphylococcus aureus,
Escherichia coli € Pseudomonas syringae, como também apresentou atividade inibitéria do
crescimento de fitopatdgenos, tais como Ralstonia solanacearum, Rathaybacter Sp € Erwinia Sp
(Franco et al., 2006).

Uma defensina vegetal pode apresentar tanto uma funcdo Unica, como duas ou mais
funcdes, sendo uma principal e outra secundaria, com relacdo a importancia de atuacdo. Um
exemplo é a defensina de Vigna radiata denominada 7rD1, a qual demonstrou atividade
antifangica contra Fusarium oxysporum, Pyricularia oryza, Rhizoctonia solani, € Trichophyton
rubrum, bem como atividade inibitoria de a-amilase de T. molitor (Chen et al., 2004; Liu et al.,
2006). Um peptideo homdlogo as defensinas de plantas denominado phaseococina e isolado de
Phaseolus coccineus mostrou atividade antifungica contra Botrytis cinerea, Coprinus comatus, F.
oxysporum, Mycosphaerella arachidicola, Physalospora piricola, € Rhizoctonia solani, atividade
antibacteriana contra diversas espécies de Bacillus sp, bem como foi capaz de inibir a

proliferacdo de células de leucemia do tipo HL60 e L1210 (Ngai & Ng, 2005).
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As defensinas de plantas também podem ser potentes inibidores enzimaticos, agindo na
interacdo com a-amilases e proteases. Assim, tem-se descrito a presenca de peptideos de

feijdo-de-corda (Vigna unguiculata) com capacidade para se interagir com tripsina bovina,

causando inibicdo da sua atividade (Melo et al., 2002).
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Além disso, observou-se a presenca de defensinas de Vigna radiata € Hordeum vulgare
com atividade inibitéria em a-amilases de insetos (Bruix et al., 1993; Liu et al., 2006).

Tem-se mostrado que a expressdo constitutiva de defensinas de rabanete (R. sativus)
aumenta evidentemente a resisténcia de plantas de tabaco (V. tabacum) contra fungos
patogénicos, tais como Alternaria longipes (Terras et al., 1995), o mesmo sendo observado em
tomateiros, sendo que, neste caso, a resisténcia foi contra o fungo Alternaria solani (Parashina et
al., 2000; Thomma et al., 2002). Portanto, as defensinas de plantas ndo somente podem atuar na
defesa de seu organismo de origem, como também podem ter atividade inibitoria contra
patdgenos de outras especies de plantas, podendo ser usados em plantas geneticamente
modificadas (Vigers, 1991; Thomma et al., 2002). Com isso, torna-se também possivel o
desenvolvimento de bio-inseticidas a partir da construcdo de plantas transgénicas produtoras de

proteinas de defesa.
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II. OBJETIVOS

Caracterizar bioguimica e molecularmente diferentes peptideos de sementes de frutas e

graos (P.edulis, P. guajava e V. unguiculata) com atividades antimicrobianas ou inseticidas.

1. OBJETIVOS ESPECIFICOS

1.1. Objetivos especificos as atividades antimicrobianas:

- Isolar e purificar peptideos de sementes de maracujd (P. edulis) e goiaba (P. guajava) por
cromatografia de Red-Sepharose seguida por cromatografia de fase reversa em HPLC;

- Analisar a massa molecular dos peptideos obtidos por espectrometria de massa (MALDI-TOF e
Eletrospray);

- Sequienciar os respectivos peptideos;
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- Modelar a estrutura tridimensional a partir das seqiiéncias primarias dos respectivos peptideos;
- Avaliar o mecanismo de acdo destes peptideos por meio de analise da estrutura tridimensional;

- Testar os peptideos contra bactérias gram-negativas patogénicas ao homem;

I1. Objetivos

- Testar os peptideos contra fungos fitopatogénicos;

- Testar os peptideos contra fungos patogénicos ao homem.

1.2. Objetivos especificos as atividades inseticidas:

- Clonar o gene de interesse que codifica uma defensina em feijao-de-corda;

- Expressar 0 gene em células bacterianas;

- Testar a acdo desta proteina contra enzimas digestivas de insetos;

- Obter a estrutura tridimensional in silico da defensina de feijdo-de-corda;

- Analisar in silico a interagdo entre a defensina e enzimas de inseto;

- Testar a competitividade da defensina de feijao-de-corda com o substrato por meio de ensaios

enzimaticos.
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I11. Material e Métodos

lIl. MATERIAL E METODOS

1. Proteinas de Reserva: albuminas 2S e proteinas ricas em glicina
1.1. Extracdo e isolamento dos peptideos antimicrobianos

As sementes de maracuja (P. edulis) e goiaba (P. guajava) foram secas e trituradas e suas
proteinas foram extraidas utilizando solu¢do de HCI 1% contendo NaCl a 0,6M (1:3 m/v). Este
extrato foi centrifugado a 5.000 rpm em 4°C, e o sobrenadante submetido a precipitacdo com
sulfato de amonio (0-100%). ApoOs a precipitacdo, o material foi dialisado e novamente
centrifugado a 5000 rpm por 20 min a 4°C sendo o precipitado colocado em dialise contra agua
destilada. ApoOs nova centrifugacdo, o sobrenadante foi liofilizado. A fracdo precipitada com
sulfato de amonio foi aplicada em coluna de Red-Sepharose equilibrada com tampéo Tris-HCI
0,15 M contendo CaCl, 5,0 mM. A fracdo ndo retida foi removida com o tampéo de equilibrio, e
0 pico retido foi eluido com Unico passo de NaCl 3,0 M dissolvido no mesmo tampéo. Apoés a
didlise e liofilizagdo, 1,0 mg da fracdo retida foi dissolvida com o pareador idnico &cido

trifluoracético 0,1% e aplicado em cromatografia de fase reversa em coluna analitica de HPLC
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(Vydac C-18TP 522). As proteinas retidas foram eluidas com um gradiente linear de acetonitrila

(0-100%), liofilizadas e armazenadas a 20°C.
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1.2. Anélises de massa molecular por SDS-PAGE

As massas moleculares dos peptideos purificados por HPLC foram analisadas por SDS-
PAGE de acordo com Laemmli ez al. (1970). O gel concentrador utilizado foi a 4,5% (0,42 ml de
acrilamida 30%; 1,75 ml de agua destilada; 25 pul de perssulfato de aménio 10%; 3 ul de TEMED
(N, N, N’, N’- Tetrametiletilenediamina), 0,34 ml de tampdao Tris-HCI pH 6, 8, com SDS 10%).
O gel separador usado foi manufaturado a uma concentracéo de 15% (2,5 ml de acrilamida 30%;
1,2 ml de agua destilada; 50 pl de perssulfato de aménio 10%; 3ul TEMED; 1,25 ml de tampéo
Tris-HCI pH 8, 8, com SDS 10%). . Tampao de amostra 1x (Tris-HCI pH 6.8 0,08M; SDS 2,0%;
B-mercaptoetanol 2,0%; Sacarose 12%; Azul de bromofenol 0,002%) foi adicionado as amostras
e fervidas por 5 min antes de serem aplicadas no gel. O marcador de peso molecular foi utilizado
segundo instrucfes do fornecedor (Sigma). As amostras correram no gel a 200 volts por 45

minutos e foram coradas com nitrato de prata (Blum et al., 1987).

1.3 Analise de massa molecular por MALDI-TOF
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A amostra das fracOes obtida por HPLC foi analisada por espectrometria de massa de
acordo com Franco et al. (2000). As amostras liofilizadas das fragdes de HPLC foram preparadas
para analise de MALDI-TOF Voyager-DE STR Bioworkstation. As amostras foram diluidas em
acido trifluoracético 1.0% e a matriz foi adicionada. A matriz foi composta por acido sinapinico

(uma solucéo dissolvida de acetonitrila/acido trifluoracético
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0.1% 1:1, v/v). A solucdo foi homogeneizada em vortex, sendo 1.0ml aplicado no Voyager
Bioworkstation.

As amostras foram secadas a temperatura ambiente. O espectrometro foi operado em
modo linear. Os ions das amostras foram irradiados com um laser N2 em comprimento de onda
de 337nm, e acelerado a um potencial de 23kV na fonte do ion com um atraso de 150ns. As
amostras foram, entdo, ionizadas com 100-200 tiros em um pulso de laser de 3ns. O sinal foi
digitalizado a uma fracdo de 500 MHz e os dados avaliados foram mostrados num sistema de

dados padrédo do Voyager para manipulacéo.

1.4 Analises de massa molecular por Electrospray

A massa molecular dos peptideos de semente de goiaba foram analisados por ESI-Q-TOF
(Bruker). 2,0 mg.I"* da solugdo de peptideos foi injetada numa coluna Vydac dC18, sendo o
solvente A consistindo de acido formico a 0,1% em agua, e o solvente B de &cido formico a 0,1%

em acetonitrila. Os peptideos foram separados usando gradientes lineares de solvente B e,
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posteriormente, inseridos no eletrospray do espectrémetro de massa Q-TOF, ajustados com uma
fonte nanoLockSpray, numa velocidade de 250nl/min. O espectro de massa foi adquirida m/z de
300-1600 para 1s, seguidos por 3 escaneamentos de MS/MS de m/z de 50 a 1900 por 1s cada. A
energia de colisdo usada para o0 MS/MS variou de acordo com a massa e o0 estado da carga do
peptideo eluido. Leu-enk, um calibrante de massa, ou Lockmass, foi adicionado numa
concentracdo de cerca de 250 nl/min e adquirido por 1% a cada 2 min através da corrida (Moraes
& Lago, 2003).
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1.5 Seqlienciamento dos peptideos por espectrometria de massa

As fragdes obtidas de HPLC de Pg-AMP1 foram liofilizadas pra remogdo dos compostos
volateis (acetonitrila e o acido trifluoracético). A sequéncia do peptideo foi determinada usando
analise MS como descrito por Wang et al. (2000) com modificacdes. As amostras de proteinas
foram incubadas com tripsina (Promega) 10 pg/ml em Tris-HCI 2,5 mM por 24 h a 37° C. Os
fragmentos tripticos foram, entéo, eluidos em acetonitrila 50% e &cido trifluoracético 0,5% por
difusdo, facilitado por ultra-sonicacdo. As fracGes liofilizadas foram dissolvidas em agua milliQ
misturadas em uma solucdo saturada de uma matriz constituida por acido alfa-ciano-4-
hidroxicindmico (1:3), depositada em uma placa do tipo Anchorchip com 600 mm e secas a
temperatura ambiente. Os peptideos que tiveram suas massas moleculares exatas determinadas
utilizando um espectrometro de massa MALDI-TOF/TOF UltraFlex Il (Bruker Daltonics,
Alemanha) foram devidamente sequenciados, utilizando calibragdo externa sob modo de

operacdo refletido e positivo. fons que apresentaram relagdo sinal-ruido foram submetidos a
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fragmentacdo (MS/MS) sob modo de operacdo LIFT. Os espectros foram obtidos num modo de

extracdo com reflexdo retardada sob uma faixa de massas variando de 1.000-7.000 Da.

1. Material e Métodos

Isoformas encontradas por alguma proteina foram analisadas pelas ferramentas FindMod
e Peptide Mass em ExPaSy para predizer possiveis modificacbes das mesmas. Homologia de
sequéncia foi feita usando-se os programas BioEdit e FASTA3 (Pearson, 1990; Pearson e

Lipman, 1998).

1.6 Sequenciamento por Edman

As amostras obtidas de HPLC (Vydac C-18) de Pe-AFP1, usando um gradiente linear de
0-100% de acetonitrila em acido trifluoracético 0.1% (v/v), foram utilizadas para dessalinisar as
amostras. A sequéncia de aminoacidos do N-terminal ao C-terminal das proteinas de sementes de
maracuja foi determinada, usando uma degradagdo automatica padrdo de Edman, de 2 a 5 pmol
de amostra alquilada, num sequenciador PPSQ-23 de Shimadzu (Gray & Smith, 1970; Gray,
1967a,b). As seqiiéncias foram comparadas com o banco de dados SWISSPROT, utilizando o

programa FASTA3 (Pearson & Lipman, 1988).
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1.7 Bioensaios contra bactérias

Os testes contra as bactérias foram realizados em meio liquido LB (50% Bactotriptona,
25% Extrato de levedura e NaCl 5.0g.1"%, diluidos em agua destilada), utilizando como controle
negativo agua destilada e como controle positivo cloranfenicol 40pg.ml™. Os peptideos foram
avaliados em diferentes concentragdes padrdes, variando de 2,0 a 100,0 pg. ml™. As bactérias
foram previamente incubadas em meio LB (Luria Bertani) a 37°C a 4000 rpm por 18 h. Apds este

periodo, elas foram transferidas para outro frasco
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contendo meio LB, onde foram acrescentados os peptideos a serem testados bem como o0s
controles acima descritos.

A solucdo foi incubada novamente a 37°C sob agitacdo por periodos de 1, 2, 3 e 4 horas.
O crescimento bacteriano foi determinado por espectrofotometria em leituras temporais
consecutivas utilizando um comprimento de onda de 595 nanémetros. Os ensaios foram feitos
com dois géneros de bactérias gram-negativas causadoras de infec¢Bes urinarias na populagéo

brasileira, Klebsiella sp e Proteus sp.

1.8 Bioensaios contra fungos

Os testes contra fungos foram realizados de duas formas: um teste inicial qualitativo e
outro, quantitativo. Ambos foram realizados com Pe-AFP1 e Pg-AMPL. O primeiro teste foi feito
atraves de inoculagéo de 50 pl de amostra a uma concentracdo de 13.6 pg/ml (pico retido da Red-

Sepharose) em discos de papel de filtro sobre meio solido BDA (Agar batata dextrose: 1.0 g de
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glicose, 10g de batata e 2.5g de Agar, agua destilada). Os fungos foram inoculados no centro da
placa (Aspergillus sp, Fusarium sp e Trichoderma sp), e o0s discos de papel nas laterais,
margeando o indculo do fungo. Os meios foram mantidos em temperatura ambiente (25° C) por
sete dias. A andlise foi feita medindo-se o tamanho dos halos em volta dos discos.

O efeito quantitativo de Pe-AFP1 e Pg-AMP1 sobre o crescimento dos trés fungos
filamentosos testados inicialmente foram realizados de acordo com et al. (2004) com pequenas

modificagdes. Os fungos cresceram em 20 ml de meio MYG (extrato de malte
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0,5%; extrato de levedura 0,25%; glicose 1,0%; pH 6,0) por 48 h a 25°C na presenga e auséncia
dos peptideos antimicrobianos nas concentragdes de 10, 20, 50 e 100 pg mL™.

Agua destilada foi usada como controle negativo e capitan 0,5%, como controle positivo.
A avaliacdo da inibicdo do crescimento em comparagdo com ambos os controles foi obtida por
mensuracdo do peso seco dos fungos apds 48 h de incubagdo a 28° C. Cada ensaio foi feito em

triplicata.

1.9 Analise in silico e modelagem molecular

As seqliéncias de aminoacidos de Pe-AFP1 e Pg-AM1 foram comparadas com outras

proteinas no NCBI Protein Data Bank (www.ncbi.nih.gov). Um alinhamento usando os
programas ClustalW (Thompson, 1994) e BioEdit (Hall, 1999) foi utilizado para os peptideos
com o objetivo de se analisar similaridades entre as sequéncias primarias dentro do grupo das

proteinas ricas em glicina.
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Para 0 modelo proposto em 3D de Pg-AMP1, um alinhamento contra o banco de dados de
estruturas de proteina foi executado. Para tal, o Bionfo Meta Server (Ginalski et al., 2003) foi
usado, mas ndo indicou nenhuma estrutura provavel. Entdo, técnicas de predicdo de estrutura
protéica por ab-initio foram executadas. Para isso, 0 pacote de dinamica molecular Gromacs
(Lindahl et al., 2001) foi usado. Primeiramente uma estrutura primaria foi construida usando o
programa Deep View Swiss PDB Viewer (Guex et al., 1997). Em seguida, essa estrutura foi
colocada em uma caixa cubica, centralizada e preenchida com moléculas de agua. Uma
simulacao parcial de minimizacdo de energia foi executada usando
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2000 passos de Steepest Descent com o intuito de remover possiveis impedimentos
estereoquimico. Em seguida uma simulagdo completa foi executada usando temperatura e pressdo
de acoplamento de 300 k e 1 atm respectivamente, equacGes de movimento de Newton (MD)
como método de dindmica em 60.000 pico segundos. Toda a simulacdo foi executada em uma
Workstation Sun AMD Opteron biprocessada. A trajetoria e o modelo final foram visualizados

utilizando o programa Pymol (DeLano, 2002).

2. Defensinas de plantas - inibidores de amilase

2.1 Extracdo de RNA e clonagem
O RNA total que codifica a defensina JuD1 foi isolado de sementes de feijdo-de-corda
usando kit de extracdo em sementes de plantas (SIGMA — XNA-SS), seguindo instru¢bes do

fabricante. O cDNA foi obtido usando um produto de PCR gerado com primer de
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oligonucleotideos correspondentes ao clone de cDNA da planta cultivada (V. unguiculata)
previamente descrito por Ishibashi et al. (1990). Direcéo sense:
5’ATGGAGAAGAAATCAATCG 3. Direcédo anti-sense: 5> TTAACAGTTTCTGGTGCAC. O
PCR foi realizado com 30 ciclos, seguindo os seguintes perfis: 94° C, 1 min; gradiente de
temperatura (38° C — 48° C), 1 min; 72° C, 1 min, com o ciclo final modificado para incluir um
tempo de extensdo de 10 min a 72 ° C. O fragmento obtido por PCR foi analisado em gel de

agarose a 1,8% e, entdo, transferido para células TOP
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10, e incubado overnight a 37° C sob agitagdo. Ap6s nova amplificagdo, o produto de PCR foi
purificado das celulas, utilizando-se kit para Miniprep (QIAprep Spin-Qiagen), seguindo
instrucdes do fabricante. O fragmento de DNA purificado foi sequienciado e comparado com

fragmentos previamente clonados de defensinas de feijao-de-corda (Ishibashi ez al., 1990).

2.2 Expressao em células bacterianas

O cDNA completo de »uD1 foi subclonado em vetor pHUE contendo seqliéncia para
codificacdo de His-tag e ubiquitina, e transferido para células BL21 (DE3) usadas para expressao,
como descrito por Catanzariti et al. (2004). As células foram cultivadas a 37° C em meio LB
liquido (extrato de levedura 5g.I""; triptona 10g.I™"; NaCl 10g.I™) com adicéo de ampicilina (100
ng.ml™), tetraciclina (10pg.ml™) e cloranfenicol (10 ug.ml™). As células foram incubadas por 3
horas e a expressdo induzida por adicdo de IPTG a 0,4 mM. A expressdo ocorreu durante

incubacdo de mais 4 horas a 37° C sob agitacdo. As células foram entdo lisadas com tampé&o de
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lise (NaH,PO, 50mM; NaCl 300mM; Imidazol 10 mM), centrifugadas a 12000 rpm por 12 min e

0 sobrenadante, contendo o complexo proteico expresso, foi separado e congelado a -80° C.

I11. Material e Métodos

2.3 Purificacdo dos peptideos expressos

O complexo protéico recombinante foi purificado por cromatografia de afinidade em
coluna de niquel sob condi¢Bes nativas, seguindo protocolo do Kit QlAexpress (Qiagen).
Inicialmente, foram adicionados 12 mg de lizosima as células e incubadas no gel por 5-12
minutos. As células foram, entdo, lisadas por sonicagdo (3 x 1 min a 0° C) e a fraco protéica
solavel foi obtida por centrifugacdo a 4° C (15 min a ~15.300g). 0.75-1.5 ml de resina de niquel -
acido nitrilotriacético a 50% (Ni-NTA) em tampéo A foi adicionado ao sobrenadante e colocado
sob leve agitacdo por 1 h a 4° C. A mistura lisado/Ni-NTA foi centrifugada (5 minutos a ~550g) e
0 sobrenadante coletado para anélise em SDS-PAGE.

O precipitado remanescente da coluna de Ni-NTA foi lavado 4-6 vezes com 50 ml de
tampdo 2A. O complexo protéico foi eluido da resina em fraces de 1ml com adicéo de tampdo A
contendo 50-250 mM de imidazol. Essas fracfes foram dializadas por 8-16 h a 4° C. Apds

clivagem do complexo protéico com Usp2-cc, uma pequena fracdo da resina Ni-NTA foi lavada
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com uma solucéo contendo Na;HPO4/NaH,PO, 50mM (pH 8,0), NaCl 300mM, sendo o tampé&o
removido a fim de decantar a resina em uma coluna de cromatografia. A reacdo completa de
clivagem foi feita com adicdo de NaCl 300mM para inibir possiveis interacfes ibnicas
inespecificas com a resina Ni-NTA, incubando-se a mistura a 4° C por 30 min sob leve agitagéo.
A proteina de interesse clivada foi obtida ap6s centrifugacdo da solucdo proteina/Ni-NTA e

coleta do sobrenadante.

1. Material e Métodos

2.4. Insetos

Larvas de A. obtectus e Z. subfasciatus foram gentilmente doadas pelo Laboratério de
Interacdo Planta-Patdgeno (Embrapa-Cenargen, Brasilia, Brasil). As larvas foram incubadas a
28°C com unidade relativa de 70% +* 10%, com fotoperiodo de 12h. Os insetos foram
constantemente mantidos num recipiente contendo sementes de feijao (P. vulgaris). As larvas que
se desenvolveram foram transferidas para um recipiente imerso em gelo e os intestinos foram
macerados e misturados a uma solucdo de NaCl 0,6%. Centrifugou-se a amostra por 10 minutos a
12000g, sendo o precipitado descartado.As enzimas de intestino retidas no sobrenadante foram
avaliadas por meio de ensaios enzimaticos. Desta forma, concentragdes variadas das enzimas
foram incubadas com amido 1% por 20 minutos a 37° C.

A reacdo enzimética foi interrompida com adicdo de 500 ml de 3,5 DNS (&cido
dinitrossalicilico a 1 % dissolvido em NaOH 0,2 M e tartarato de sodio-potassio 30%) e a solugéo

fervida por 10 min. A avaliacdo da atividade enzimatica foi feita por leitura de densidade Optica a
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530nm. Considerou-se condicdo satisfatoria de atividade enzimética valores com O.D. entre
0,300 e 0,600 a 530nm. a-Amilases de pancreas de porco (PPA), de saliva humana e de

Aspergillus fumigatus foram obtidas comercialmente da Sigma Co.
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2.5 Ensaio enzimético contra a-amilases

A atividade dos peptideos contra amilases foi realizada de acordo com Bernfeld (1955),
com pequenas modificacdes. As proteinas foram testadas a concentracfes variando de 5 a 100
pg/ml™, diluidas em tampéo acetato de sédio 0,05M, pH 6,0. As enzimas testadas
foram a-amilases de C. maculatus, A.obtectus, A.s fumigatus, salivar humana, pancreatica de
porco e de cevada e de Z. subfasciatus. Como substrato foi utilizado amido soltvel 1% . Cada
fracdo foi incubada por 20 min a 37° C. A reacdo enzimaética foi interrompida com adicdo de 500
ml de 3,5 DNS (4cido dinitrossalicilico a 1,0% dissolvido em NaOH 0,2 M e tartarato de sodio-
potassio 30%) e a solucdo fervida por 10 min. A avaliacdo da atividade enzimatica foi feita por

leitura de densidade dptica a 530nm. Cada ensaio foi feito em triplicata.
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2.6 Modelagem molecular

A modelagem molecular de VuD1 foi feita inicialmente, fazendo-se um alinhamento da
sequéncia deste peptideo no Biolnfo Meta Server (Ginalski et al,, 2003) a fim de se obter um
modelo para sua estrutura tercidria. A melhor identidade obtida em FFASO03 (-37.900) foi usada,
indicando uma defensina antifngica de P. sativum (1jkz; Almeida et al., 2000). A obtencdo da
estrutura tridimensional de VuD1 foi feita com base na superposi¢cdo com estrutura cristalizada da
defensina de ervilha. Os residuos foram sobrepostos utilizando-se o programa Modeller v8

(Marti-Renom et al., 2000). Para um refinamento nos modelos das
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estruturas, um esquema de minimizacao de energia e visualizagdo da dindmica das moléculas foi
usado, por meio do programa VMD (Humphrey et al., 1996).

A interacdo entre JuD1 e ZSA p6de ser visualizada utilizando-se estratégias de dockagem
in silico por meio do Programa HEX (Ritchie, 2003). O modelo foi validado utilizando-se o
Programa VADAR Web Server (Williard, 2003), e os residuos de interacdo foram detectas por

meio do Protein-Protein Interaction Server (Jones & Thornton, 1995).
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V. Resultados e Discussao

IV. RESULTADOS E DISCUSSAO

1. PEPTIDEOS ANTIMICROBIANOS

1.1. Pe-AFP1 — uma nova albumina 2S de sementes de maracuja com atividade antifungica.
1.1.1. Purificacéo e analises de massa molecular
Primeiramente, o0 extrato bruto obtido a partir de sementes de maracuja (Passiflora
edulis), foi precipitada com sulfato de aménio (100%) e, posteriormente dialisado e submetido
em cromatografia de afinidade em coluna de Red-Sepharose CI-6B. Esta coluna tem sido

comumente utilizada para purificacdo de proteinas hidrofébicas carregadas positivamente. As
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proteinas retidas na coluna foram eluidas (Figura 10A), utilizando um Unico passo contendo NaCl
3M. A amostra do pico-retido apresentou diversas proteinas diferentes, com varias massas
moleculares, variando de 5,0 a 80,0 kDa (Figura 11A, linha 1). Além disso, ensaios contra fungos
mostraram que esta fracdo foi extremamente ativa contra A. fumigatus e F. oxysporum. Por outro
lado, a fracdo ndo-retida ndo apresentou nenhuma atividade antimicrobiana. A fragéo retida na
coluna de afinidade foi dialisada e aplicada em uma cromatografia de fase-reversa HPLC (Vydac

C18-TP), onde a proteina de interesse foi
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eluida a uma concentragdo de 40% de acetonitrila (Figura 10B). O cromatograma gerado a partir
do HPLC mostrou diversos picos, eluidos em concentracdes crescentes de acetonitrila variando
de 6 a 70%. Contudo, somente as proteinas do pico eluido com 40% de acetonitrila apresentaram
atividade antimicrobiana contra fungos filamentosos das espécies F. oxysporum e A. fumigatus.
Este pico foi re-cromatografado na mesma coluna, utilizando um gradiente ndo-linear de
acetonitrila (20-50%) (Figura 10B, canto superior direito), onde um peptideo totalmente
purificado, com aproximadamente 5,0 kDa foi obtido (Figura 12A, linha 2). Anélises de
espectrometria de massa desta fracdo mostraram a presenca de um peptideo com massa molecular
de 5.336,79 Da. Este peptideo foi denominado Pe-AMP1 (Figura 11B).

Estes passos de purificacdo, que incluem a cromatografia de afinidade Red-Sepharose

seguida de cromatografia de fase-reversa em coluna Vydac C18-TP, sdo similares aos métodos
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empregados para purificacdo de proteinas de defesa de plantas (Bloch & Richardson, 1991; Melo
et al., 1999; Melo et al., 2002). Ademais, concentracdes semelhantes de acetonitrila em colunas
de fase reversa tém sido utilizadas para eluicdo de peptideos com atividade antimicrobiana como
os isolados de bambu (Phyllostachys pubenscens), Pp-AMPL e Pp-AMP2 eluidos a 41% de
acetonitrila (Fujimura et al., 2005). Além disso, defensinas de N. alata e P. hybrida foram eluidas
a uma concentracdo de 30,7% e 29,5% de acetonitrila, respectivamente (Lay et al., 2003). Além
de defensinas, proteinas ligantes a quitina, isoladas de folhas de beterraba, também foram eluidas
em concentracfes semelhantes de acetonitrila em cromatografias de fase-reversa HPLC (Nielsen

et al.,1997).
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Figura 10. A) Cromatogramas provenientes da fracdo rica aplicada em resina de afinidade Red-Sepharose CI-6B
NRP corresponde ao pico ndo-retido e RP corresponde ao pico retido. A seta indica eluicdo das proteinas retidas com
adicdo de tampdo Tris-HCI 0,15M, pH 7,0 contendo NaCl 3,0M e CaCl, a 0,05M. B) Cromatografia de fase-reversa
HPLC (Vydac C18-TP) do pico retido de Red-Sepharose. A linha diagonal representa o gradiente linear de
acetonitrila. Grafico no canto superior direito indica re-cromatografia das amostras presentes no pico de 40% de

acetonitrila.
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Figura 11. Analise da purificacdo do peptideo através de A) SDS-PAGE das proteinas retidas em coluna de Red-
Sepharose (linha 1) e Pe-AFP1 purificada (linha 2) obtida de sementes de maracuja. B) Espectrometria de massa
MALDI-TOF dos peptideos purificados a 40% de acetonitrila por HPLC em coluna Vydac C-18 TP.
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Neste estudo pdde-se verificar que a metodologia escolhida pode ser utilizada para

purificagdo de diversos peptideos de defesa de plantas pertencentes as mais variadas classes.

1.1.2. Sequenciamento dos amino&cidos e alinhamento

O sequenciamento parcial de Pe-AFP1 revelou um fragmento N-terminal de 25 residuos
na seguinte ordem: Q SERFEQQMQGQDFSHDERFLSQA A (Figura 13). A
sequiéncia Pe-AFP1, quando avaliada contra o banco de dados FASTA3 mostrou similaridades
claras com albuminas 2S de inumeras fontes vegetais, mostrando residuos extremamente
conservados (Figura 12). Utilizando-se o programa FASTA3 (Pearson & Lipman, 1988), Pe-

AFP1 mostrou 86%, 84% e 83% de similaridade com proteinas do tipo albumina 2S de P. edulis,
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V. vinifera e S. indicum, respectivamente (Tai et al., 2001; Li & Gray, 2005). Pe-AFP1 também
mostrou 50-70% de similaridade com albuminas 2S de R. communis, B. excelsa € G. max (Irwin
et al., 1990; Gander et al., 1991; Jung et al., unpublished) e baixa similaridade (menos de 45%)
com albuminas de M. parviflora, R. sativum, P. glauca € B. napus (Terras et al., 1992; Rico et
al., 1996; Dong & Dunstan, 1999; Wang & Bunkers, 2000; Wang et al., 2001; Mclnnis et al.,
unpublished). Além disso, Pe-AFP1 também foi comparado a outra albumina 2S de P. edulis,
apresentando 50% de residuos de aminoéacidos idénticos. Apesar do peptideo 2S de P. edulis
previamente descrito por Agizzio et al. (2003) apresentar Ciss e Cis;3 conservados, tipicos de
albuminas 2S, Pe-AFP1 mostra diferentes aminoécidos nestas posic¢ées (Phes e Gluys) (Figura 12,

asteriscos).
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Figura 12. Alinhamento da seqiéncia N-terminal
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de Pe-AFP1 com albuminas 2S. Residuos de cisteina estdo marcados por um

asterisco.
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Esta particularidade foi compartilhada somente com CW-1 de M. parviflora, que
mostrou o residuo Phes e um residuo acidico, Glu, na posi¢do 13. Estes dados sugerem que
padrdes diferentes de formacéo de ligacdes dissulfeto podem ser encontrados em albuminas

2S com atividade antifungica.

De fato, o fragmento de aminodcidos seqiienciado de Pe-AFP1 provavelmente
representa a primeira e a segunda hélice da proteina 2S, em compara¢do com estruturas de
proteinas do tipo napina (Puumalainem et al., 2006). Comparagfes adicionais com outras
proteinas de plantas do tipo 2S, tais como a Bnlb de B. napus e SFA-8 de Helianthus annus,
revelaram que a posicao destas héelices € amplamente variada e com uma diversidade elevada
de aminoéacidos (Rico et al, 1996; Pantoja-Uceda et al., 2004). Ademais, Pe-AFP1 e a
proteina previamente descrita de P. edulis mostram massas moleculares diferentes, sugerindo
gue esta planta apresenta, pelo menos, duas formas de proteinas antifingicas pertencentes a

familia 2S albumina.

Do mesmo modo, membros deste grupo de proteinas de armazenamento estdo
presentes em diversas dicotiledoneas e tem sido comprovado o seu envolvimento em
indmeras reacOes alérgicas. Dentre estas podemos incluir as albuminas 2S de castanha-do-
pard, castanha-de-caju, B. napus € B. rapa (Terras et al., 1992; Breiteneder & Radauer, 2004;
Robotham ez al., 2005; Koppelman et al., 2005). Pe-AFP1 mostrou pouca similaridade com
estas proteinas indicando que provavelmente estes peptideos se enquadram na classe das
albuminas 2S ndo alergénicas. Entretanto, a alergenicidade deste peptideo de maracuja

provavelmente serd avaliada em estudos posteriores.
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Estudos prévios tém proposto que proteinas pertencentes a este grupo Sao
primariamente moléculas de armazenamento, sendo o principal interesse para outros estudos,
suas caracteristicas como alergénicos (Breiteneder & Radauer, 2004). O primeiro membro da

familia das albuminas 2S, com atividade contra o cresciment
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de F. oxysporum, mas foi incapaz de inibir o crescimento de R. solani, P. brasiliensis € de C.
albicans (Figura 13A), quando comparado com o0s respectivos controles. As concentragoes
utilizadas de Pe-AFP1 para os ensaios contra 7. harzianum, F. oxysporum € A. fumigatus
foram 32, 34 e 40 pg mL-1, respectivamente. Pe-AFP1 mostrou uma maior inibicdo do A.
fumigatus e F. oxysporum a uma concentracdo de 100 pg.ml™, enquanto que a inibicdo de 7.
harzianum ocorreu de forma mais intensa a uma concentragéo de 75pg.ml™ (Figura 13B).

Poucos foram os dados demonstrados para albuminas 2S relativas a atividade
antimicrobiana, com algumas excecdes para atividades contra fungos filamentosos (Agizzio et
al., 2003). Proteinas pertencentes a essa familia foram isoladas de M. parviflora, mostrando
efeitos inibitorios no crescimento de F. graminearum € Phytophtora infestans (Wang et al.,
2001). Outros poucos estudos utilizando albuminas 2S isoladas de espécies de Brassica
também apresentaram propriedades antifingicas e foram capazes de inibir o crescimento de F.
oxysporum, F. culmorum, Alternaria brasicola, Botrytis cinerea, Pyrularia oryzae €
Verticillium dahliae (Terras et al., 1993).

Possivelmente, as albuminas 2S podem estar envolvidas num interessante mecanismo
de defesa de plantas, uma vez que efeitos sinérgicos in vitro entre y-tioninas e albuminas 2S ja
foram descritos e podem ser vistos na inibicdo de crescimento de fungos filamentosos (Terras
et al., 1993). Neste trabalho, a presenca de um novo peptideo de sementes de maracuja foi
demonstrada, o qual apresenta similaridades com proteinas do tipo 2S e a0 mesmo tempo
atividade antifngica contra fungos nocivos a salde humana, como 0 A. fumigatus. Este
patdgeno é um importante agente causador de pneumonias e outras infeccdes no trato

respiratorio, principalmente em pacientes com cancer e AIDS (Levitz, 1992; Lyman et al.,
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Figura 13. (A) Atividade antifingica das proteinas do pico retido de Red-Sepharose (D)e da proteina purificada
(E). (.) corresponde a amostra bacteriana sem adicdo de proteinas. Barras verticais representam o desvio
padrdo. Cada ensaio foi feito em triplicata. (B) Ensaio in vitro de Pe-AFP1 contra os fungos filamentosos 7.
harzianum, F. oxysporum e A. fumigatus. Barras verticais representam o desvio padrdo. Cada ensaio foi feito em

triplicata.
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1992). Portanto, Pe-AFP1 poderia contribuir, num futuro proximo, para a producdo de novas
drogas antifingicas para controle de infec¢fes em humanos.

Ademais, o peptideo de sementes de maracuja também foi capaz de inibir o
crescimento do fitopatdgenos F. oxysporum. Este fungo causa infeccGes em diversas espécies
de plantas agricultaveis, tais como tomateiro e algodoeiro (Gurgel et al., 2005), podendo levar
a perdas significantes na lavoura, e prejuizos na economia agricola. Por isso, Pe-AFP1
também pode ser utilizado para o desenvolvimento de plantas transgénicas com resisténcia
aumentada a fitopatdgenos. Além disso, este estudo pode contribuir para o estabelecimento de
um sistema de classificagdo consistente para as proteinas da familia 2S albuminas, baseado
nos padrdes de ligagcOes dissulfeto e para um melhor entendimento dos mecanismos de defesa

de plantas.

1.2 Proteina rica em glicina de sementes de goiaba (P. guajava)

1.2.1. Purificacdo e analise de massa molecular
Como objetivo de se isolar peptideos antimicrobianos, a fracdo precipitada com sulfato de
amonio (100%) de sementes de goiaba (P. guajava) foi aplicada em uma coluna de afinidade
Red-Sepharose CI-6B, originando um pico retido (Figura 14A) que foi ativo contra bactérias
patogénicas como Klebsiella sp e Proteus sp, a0 passo que a amostra do pico ndo-retido ndo

demonstrou atividade antibacteriana.
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A fracdo retida obtida em Red-Sepharose CI-6B mostrou diversas proteinas quando
analisado por SDS-PAGE, sendo que as massas moleculares observadas variaram entre 5.0 e 80.0
kDa (Figura 15A). Amostras do pico retido foram, entdo, submetidas a uma cromatografia de
fase-reversa (HPLC), revelando um pico majoritario de 42% de acetonitrila (Figura 14B).
Amostras deste pico foram re-cromatografadas usando um gradiente ndo linear de acetonitrila
(20-50%), revelando um peptideo purificado eluido em 42% de acetonitrila (dados ndo
mostrados). Apds a cromatografia, as amostras do pico de HPLC foram submetidas a analise de
massa molecular por SDS-PAGE, mostrando um peptideo com aproximadamente 6 kDa (Figura
15B). Analises de espectrometria de massa do pico 1 das amostras de HPLC mostraram quatro
massas entre 4500 Da e 6200 Da. Este resultado sugeriu que, provavelmente, fragmentos do
peptideo de goiaba foram sendo perdidos ao longo da analise por espectrometria de massa,

resultando em moléculas com massas variadas (Figura 16).
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Figura 14 A) Cromatografia em Red-Sepharose CI-6B de amostras precipitadas com sulfato de aménio de sementes
de goiaba (P. guajava). Seta preta indica inicio de elui¢do das proteinas retidas usando Tamp&o Tris-HCI contendo
NaCl 3,0M. B) Perfil da cromatografia de fase-reversa HPLC (Vydac C18-TP) das fragdes retidas na Red-Sepharose
geradas de sementes de goiaba (P. guajava). Linha diagonal indica gradiente linear de acetonitrila. Além disso, o

grafico no canto direito representa a re-cromatografia da fragdo protéica da mesma coluna.
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Figura 15. A) SDS-PAGE de amostras de pico-retido de sementes de maracuja (PR) (linha 2). Linha 1 corresponde
ao marcador molecular. As setas indicam valores das massas moleculares das bandas referentes a linha 1. B) SDS-
PAGE de Pg-AMP purificada (linha 2). Linha 1 corresponde ao marcador molecular, sendo os valores das massas

indicados por setas em kDa. MM indica marcador molecular (kDa).
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Figura 16. Espectro de massa do Pico 1 da Cromatografia de fase reversa - HPLC de proteinas de sementes de P.
guajava.
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1.2.2. Sequenciamento dos amino&cidos e alinhamento

O sequenciamento completo da proteina de goiaba revelou um peptideo de 55 residuos de
aminodcidos (Figuras 17 e 18). Um alinhamento usando o Programa FASTA3 mostrou que a
sequéncia obtida apresentava alta similaridade da Pg-AMP1 com proteinas ricas em glicina.
Uma comparacao da seqliéncia primaria de Pg-AMP1 com outras nove proteinas ricas em glicina
isoladas de plantas foi feita usando o Programa BioEdit (Hall, 1999). Neste alinhamento, pode-se
observar que, apesar da seqliéncia primaria entre proteinas ricas em glicina seja, em geral,
altamente diversificada, elas mostraram uma regido conservada, onde os residuos de glicina sdo
predominantes (Figura 18). Além disso, Pg-AMPL1 parece pertencer ao terceiro grupo das PRGs,
pois esta apresentou um elevado conteddo de residuos de glicina, mas ndo continha nenhum dos
dominios conservados, denominados de RRM (RNA Recognition Motif, mostrado em caixa
preta),e conhecidos por serem importantes para ligagdo da proteina a0 RNA (Nomata et al.,2004).
Esta classe foi observada nas proteinas de P. pattens, B. napus, S. tuberosum, M. sativa, R.
obtusifolius e E. esula (Hovarth & Olson, 1998; Kevei et al, 2002; Vermel et al., 2002).
Ademais, pbde-se observar que dois residuos de arginina sdo conservados na maioria das
sequéncias analisadas (Figura 18, indicado por asteriscos), bem como um residuo de tirosina

(Figura 18, indicado por dois pontos).

A presenga de residuos de cisteina e formacéao de ligagdes dissulfeto ndo sdo conservadas
entre proteinas ricas em glicina e este fato pode claramente ser constatado na Figura 20 (Fujimura

et al., 2003).
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Assim, a principal caracteristica das proteinas ricas em glicina reside na presenca de mais
de 60% de sua seqliéncia primaria ser constituida por residuos de glicina, mas elas podem ser
classificadas em 3 diferentes grupos, de acordo com presenca/auséncia de outros dominios
conservados (Mousavi, 2005; Ringli, 2001).

Proteinas ricas em glicina descritas na literatura mostraram diversas fun¢des em plantas.
Alguns autores relataram proteinas ricas em glicina atuando como reguladores pos-transcricionais
sob condicOes de estresse e, consequentemente, no controle da expressdo de genes em diversas
espécies de plantas (Kim, 2005). Além disso, diversos autores sugerem que proteinas ricas em
glicina possam atuar como moléculas de ligacdo ao RNA como observado em pléntulas de arroz

(Nomata, 2004).
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Figura 18. Alinhamento de Pg-AMP1 com outras proteinas ricas em glicina de plantas e Colicina E3 de E. coli.
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1.2.3. Bioensaios contra bactérias gram-negativas

A Pg-AMP1 purificada foi usada para bioensaios in vivo contra bactérias gram-negativas
e gram-positivas. Esta proteina revelou efeitos deletérios contra Klebsiella sp € Proteus Sp,
mostrando 90% e 30% de inibigdo, respectivamente, em concentracbes micromolares de 40

ug.ml™ (Figuras 19A e 19B).

Pg-AMP1 mostrou ser especifica contra bactérias gram-negativas, uma vez que
bioensaios preliminares contra bactérias gram-positivas, tais como S. aureus ndo revelaram
nenhuma atividade inibitéria (dados ndo mostrados). Ha apenas poucos relatos na literatura de
proteinas ricas em glicina relativas a defesa de plantas. Desta forma, foi observado que uma
proteina rica em glicina de ligacdo a RNA isolada de Nicotiana glutinosa possa estar relacionada
com a relacdo planta-patdgeno, uma vez que a expressdo de seu gene aumentava quando a planta
era infectada com o virus TMV (Naqvi et a/, 1998), indicando que a presenca da patogeno é
importante para o0 aumento da producéo de proteinas deste grupo. Outra proteina rica em glicina,
isolada de abobora, denominada de curcumochina, apresentou atividade antiflngica contra
Botrytis cinerea, F. oxysporum e Mycosphaerella oxysporum (Wang et al., 2003). Além disso,
algumas proteinas ricas em glicina apresentam um dominio de liga¢&o a quitina, o que as tornam
capazes de inibir o crescimento de fungos filamentosos, como é o caso de duas proteinas isoladas

de aveia (Avena sativa) e de Ginkgo biloba (Huang et al., 2000; Lii & Claeson, 2003).
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Todavia, ndo ha relatos de que uma proteina rica em glicina isolada de plantas
apresentasse atividade contra bactérias, especialmente as patogénicas ao homem. Portanto, esta é
a primeira vez até o momento, que uma proteina rica em glicina apresenta atividade
antimicrobiana contra bactérias gram-negativas patogénicas ao homem corroborando mais uma

vez com a conclusdo de que algumas proteinas de reserva podem ter atividade antimicrobiana.

1.2.4. Modelagem molecular

O modelo final é composto por duas a-hélices, uma presente na por¢do N-terminal e a
outra na regido C-terminal com uma alca espiralada entre eles (Figura 21). Nessa al¢a encontra-se
a maioria dos residuos de glicina, conferindo a este peptideo extrema flexibilidade. Nas pontas
das a-hélices encontram-se residuos de arginina, conferindo carga positiva a essas regides
(Figura 20). Puderam-se observar alguns residuos hidrofébicos ao longo da estrutura, os quais
poderiam ser importantes para a dimerizacdo (Figura 21 e 23C), uma vez que os loops de Pg-
AMP1 sdo compostos principalmente por residuos de glicina. Além disso, pode-se observar que,
por meio de analises in silico, hd a formacdo de uma ponte salina entre Arg; de um dos
mondmeros com Glnjeg do outro monémero. Além disso, uma interacdo mediada por moléculas
de agua pode ocorrer entre Argss de um dos mondmeros com S88 da outra molécula. Os outros
residuos de arginina parecem ter importancia na ligagdo com a superficie da membrana da célula,

atuando na atividade antimicrobiana e ndo, na formagdo do dimero (Figuras 22A e 22B)
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Figura 21. Comparacéo das estruturas tridimensionais de A) uD1 e B) Dominio A de Colicina E3.
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Figura 22. A) Estrutura dimérica de Pg-AMP1 mostrando os residuos de arginina (rosa e amarelo). a-Hélices e loops estdo ilustrados em verde. B) Diagrama
mostrando somente os residuos de arginina do peptideo Pg-AMP1 na forma dimérica. Os residuos em rosa representam um dos monémeros, enquanto que 0s

residuos em amarelo correspondem ao segundo mondémero.
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Estruturas semelhantes ja foram encontradas em outras proteinas antimicrobianas como,
por exemplo, a distinctina (D1), uma proteina isolada de Phyllomedusa distincta com atividade
contra E. coli, S. aureus, P. aeruginosa e Enterococcus faecalis (Raimondo et al., 2005). O
mecanismo de acdo desta proteina parece ocorrer por interacdo de alguns residuos de
aminoacidos com a camada lipidica das células, levando ao aumento da permeabilizacdo e morte
celular (Raimondo et al., 2005). A estrutura de D1 obtida por ressonancia nuclear magnética
(RNM) em solucdo de agua é composta por duas a-hélices, mas a atividade antimicrobiana
ocorre com a formacdo de um homodimero. Desta forma, analises das interacGes atbmicas e da
acessibilidade dos residuos de superficie de D1 na forma dimérica mostraram que ndo ha
interacBes polares intracadeia muito fortes ou estaveis. Todavia, a dimerizacdo em agua parece
ter proporcionado a minimizacdo da exposi¢do dos residuos hidrofébicos e estabilizagdo da
estrutura em o-hélice (Raimondo et al, 2005). Além disso, uma defensina isolada de
Pachyrrhizus erosus denominada SPE10 também apresentou similaridades com Pg-AMP1 (Song
et al., 2005). A atividade contra A. flavus, A. niger e Bipolaris maydis parece ser mediada pela
formagdo de um homodimero de SPE10, onde as ligagdes entre cada monémero ocorrem por
meio de intera¢fes hidrofobicas dos aminoacidos presentes no loop2 (Ala7, Pheyo, Pross, Phess e
Phesg) (Song et al., 2005). Ademais, tem-se considerado que a estrutura dimeérica € importante
para a atividade antimicrobiana em defensinas de mamiferos (Schibli ez al., 2002).

Assim, a estrutura dimérica de Pg-AMP1 também foi analisada por dinamica molecular e

seis diferentes posicbes foram sobrepostas e comparadas entre si. As Figuras
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Figura 23. A) Representacdo em forma de cartoon da Pg-AMPL. Estruturas obtidas por dindmica molecular em tempos distintos. Vista A) Lateral e B) Superior.

C) Visdo lateral e D) Superior da camada eletrostatica da molécula dimerizada.

85



IV. Resultados e Discussdo

23A e 23B ilustram seis diferentes possibilidades estruturais para o peptideo dimérico de
sementes de goiaba. Cada cor representa uma estrutura individual. Assim, pode-se observar que,
quando exposta a um meio contendo moléculas de agua, a estrutura de Pg-AMP1 comporta-se de
maneira similar nos diferentes tempos de dinamizagé&o.

Analisando a camada eletrostatica podem-se observar duas grandes regides carregadas,
uma positivamente no N-terminal e outra negativamente ao longo do C-terminal (Figuras 23C e
23D). Estas zonas permitiriam que duas moléculas se agregassem formando dimeros (Figuras
23A e 23B). Além disso, ao longo da estrutura se encontram varios residuos nao polares,
conferindo hidrofobicidade da molécula, os quais parecem ser os responsaveis pela interagdo
entre as duas moléculas de Pg-AMP1. A sequéncia primaria de Pg-AMP1 contém residuos de
arginina que parecem ser tanto importantes para a formacao de dimeros, quanto para a atividade
antibacteriana. Assim, na figura 21, pode-se observar que h& residuos de arginina na regido
central da estrutura dimérica, como também nas extremidades da molécula (Figuras 23A e 23B).

Analisando a estrutura tridimensional de Pg-AMP1, observou-se enorme similaridade
estrutural com a colicina E3, uma proteina isolada de E. coli, relacionada a um grupo de proteinas
antibidticas capaz de matar bactérias (Figura 21) (Soelaiman et al., 2001). O dominio A da
Colicina E3 é composto por duas a-hélices que interagem com a superficie da membrana das

celulas, sendo partes-chave para a agdo antimicrobiana desta molécula.
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As duas a-hélices externas da estrutura dimérica de Pg-AMP1 também parecem agir de
forma semelhante, atuando na ligacdo com os fosfolipidios presentes na membrana celular dos
patdgenos (Figura 21).

O mecanismo de acdo da Colicina E3 baseia-se em uma forte interacdo com receptores,
tais como o BtuB, o qual esta relacionado a sintese vitamina B, em E. coli. As colicinas em geral
agem ligando-se a esses receptores presentes na superficie da membrana da célula, levando a
entrada da proteina no citoplasma e levando conseqlientemente a intoxicagdo celular (Soelaiman
et al., 2001). A estrutura tridimensional da colicina E3 é composta por um dominio A e dois
dominios globulares T e C. O dominio A é caracterizado por uma longa hairpin helicoidal
antiparalela, que é a regido que penetra na superficie da célula do microorganismo (Soelaiman et
al., 2001).

Assim, comparando-se a colicina E3 com Pg-AMP e observando-se a posicdo dos
residuos de arginina na molécula dimérica, propuseram-se quatro mecanismos de acao para a
atividade antimicrobiana deste peptideo. A primeira hipotese baseia-se na interacdo dos residuos
de arginina presentes da regido externa do dimero com a parte carregada negativamente das
moléculas de fosfolipidios presentes na superficie da membrana das células bacterianas. Essa
ligacdo levaria a uma exposicdo da parte hidrofébica dos fosfolipidios, permitindo que as
moléculas diméricas se dissociassem em mondmeros para utilizacdo de seus residuos
hidrofobicos na interacdo com os residuos fosfolipidios. Desta forma, os peptideos seriam
capazes de entrar no citoplasma da célula, causando intoxicacdo celular e consequente morte das

celulas (Shai et al., 2001; Jenssen et al., 2006).
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A segunda teoria descreve a interagdo do dimero com canais de Na?* e K**, levando a
interrupcdo da entrada e saida destes ions, causando desbalanceamento osmdtico e conseqiiente
morte celular. Uma vez que externamente a molécula dimérica de Pg-AMP1 e carregada
positivamente, esta se ligaria nas regides dos canais onde normalmente ocorre a interacdo dos
fons Na** e K (Jenssen et al., 2006).

A terceira hipotese defende a interacdo dos residuos de arginina presentes na regiao
externa do dimero com a parte carregada negativamente das moléculas de fosfolipidios. Desta
forma, com o auxilio do solvente presente no meio, os fosfolipidios seriam arrastados, levando a
formacdo de poros. Conseqlientemente, um aumento da permeabilidade da membrana levaria a
morte celular (Matsuzaki, 1996-1998; Jenssen et al., 2006).

A Ultima e ndo menos importante teoria para explicar o mecanismo de a¢do de Pg-AMP1
defende que, ao invés de intoxicacdo ou desestabilizacdo osmdtica como causa de morte celular,
haveria a ligacdo da proteina dimérica com moléculas RNA. Esta interagdo inativaria a funcdo do
RNA, funcionando o Pg-AMP1 como um inibidor de sintese protéica (Soelaiman et al., 2001).

Contudo, comparando-se 0s mecanismos e a¢ao propostos com a Colicina E3 e outros
peptideos antimicrobianos que agem por formacdo de dimeros, sugere-se que 0 mecanismo de
acdo de Pg-AMP1 ocorra de maneira semelhante & terceira hipotese descrita neste trabalho. Por
andlises comparativas da sequéncia de aminoacidos e estrutura terciaria, bem como das
similaridades funcionais, sugere-se que Pg-AMPL seja capaz de se ligar a superficies da

membrana celular dos patogenos, levando a formacéo de poros.
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Assim, a formacdo de poros multiméricos ions-permeaveis seria o fator primordial para a

morte celular. Entretanto, vale ressaltar que as outras hipoteses ndo podem ser descartadas.

Na tentativa de se elucidar o modo de acdo de Pg-AMP1 , experimentos por ressonancia
magnética nuclear e dinamica molecular do complexo Pg-AMP1 e fosfolipidios deverdo ser
executados futuramente. Além disso, o descobrimento de novas proteinas ricas em glicina
capazes de inibir o crescimento de bactérias gram-negativas pode trazer, em um futuro préximo,
novas informacdes sobre seu mecanismo de acdo e modus operandi. Por outro lado, proteinas
bactericidas de sementes de goiaba poderdo ser usadas como novas ferramentas biotecnoldgicas
no controle de patdgenos, por meio de engenharia genética. Uma nova porta se abre na
descoberta de peptideos antimicrobianos. O uso de proteinas de armazenamento, até entdo sem
funcdo antimicrobiana definida, demonstram esta capacidade secundaria como mecanismos de
defesa de plantas, tanto contra fungos filamentosos quanto contra bactérias gram-negativas.
Provavelmente, diversas outras proteinas ja descritas na literatura podem apresentar esta
caracteristica, mas suas atividades antimicrobianas ainda ndo foram testadas, mantendo esta
funcdo defensiva completamente desconhecida. O fato de que proteinas ricas em glicinas e da
familia 2S albuminas mostrarem membros com atividade antibacteriana e antifingica pode levar
a uma reclassificacdo destes grupos, uma vez que sua funcdo como moléculas armazenadoras
pode, na verdade, consistir de uma atividade secundaria, quando ndo houver nenhum agente
patogénico em acdo na planta, levando, através deste trabalho, a uma nova perspectiva

classificatoria em peptideos de defesa.
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2. INIBIDORES ENZIMATICOS

2.1 Defensinas de feijdo-de-corda (V. unguiculata): um potencial bioinseticida

2.1.1. Clonagem do gene da defensina de feijdo-de-corda

Apos extracdo do RNA total de sementes de feijdo-de-corda utilizando kit de extragcdo em
sementes de plantas (SIGMA - XNASS), o precipitado contendo material nucléico foi

amplificado por RT-PCR usando-se primers especificos, seguindo protocolo previamente
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MM 1

Figura 24. A) Extracdo de DNA de 7uD1. MM corresponde ao marcador molecular de 500pb. Linha 1 indica banda
correspondente ao DNA de VuD1. Seta representa banda do marcador molecular referente a 200pb. B) Gene de
VuD1 em vetor TOP 10. MM corresponde ao marcador molecular. Os nimeros 1, 2, 3 e 4 indicam as linhas onde se

observa a banda correspondente ao vetor.
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Clone 1 ———GAATTCGCCCTTATGGAGAAGAAATCAATCGCTGGATTATGCTTCCTCT ICCT IIGTTICTCT TTGT TGCTCGTAAGTCATTACTCTITATGTTCATIC
M E K K SI AGLCFULUFUL|VIL FV ARKSULLUFMFI

Clone 2 ——GAATTCGCCCTTATGGAGAAGAAATCAATCGCTGGATTATGCTTCCTCT TCCT IIGT TICTCT TTGT TGCTCGTAAGTCATTACTCTTTATGT TCATTC
M E KK SI A GLCFULUVFUL|VILFV ARKSULLUFMFI

Clone 3 ——GAATTCGCCCTTATGGAGAAGAAATCAATCGCTGGATTATGCTTCCTCT TCCT TIGCTICTCT TTGT TGCTCGTAAGTCATTACTCTTTATGT TCATTC
M E KK SI A GLUCUFULUFUL|AIL FVARKSULULUFMFI

Clone 4 ——GAATTCGCCCTTATGGAGAAGAAATCAATCGCTGGATTATGCTTCCTCT TCCT TIGCTICTCT TTGT TGCTCGTAAGTCATTACTCTTTATGT TCATTC
M E KK SI1I A GLCUFULUFUL|AIL F 'V ARKSULULUFWMFI

Clone 5 CTGGAAT TCGCCCTTATGGAGAAGAAATCAATCGCTGGATTATGCTTCCTCT TCCT NGTTICTCT TTGT TGCTCGTAAGTCATTACTCTTTATGT TCATTC
M EKIKSI1IT AGLT CFLVFULIWVILFVARKSLLUFMEFI
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Clone 1 TTCTGCATCTCTATCATATGAAATATAACCCTAT TTTATGACATCTATGACATGCA GTGGTGCAGA——-GTGAGGCAAAGACTTGCGAG-A
L LHLYHMIKYNW PIHI L *HUL *H A vV V. V Q S E A K T C E

Clone 2 TTCTGCATCTCTATCATATGAAATATAACCCTAT TTTATGACATCTATGACATGCA  TGCAGA——-GTGAGGCAAAGACT TGCGAG-A
L LHLYHMIKYNW PI L *HL * H A vV V. V Q S E A K T C E

Clone 3 TTCTGCATCTCTATCATATGAAATATAACCCTAT TTTATGACATCTATGACATGCA  TGCAGA——-GTGAGGCAAAGACT TGCGAG-A
L L HLYHMIKYNW PI L *HUL *H A vV V. V Q S E A K T C E

Clone 4 TTCTGCATCTCTATCATATGAAATATAACCCTAT TTTATGACATCTATGACATGCA GTGGTGCAGA——-GTGAGGCAAAGACTTGCGAG-A
L LHLYHMIKYNW PIHI L *HUL *H A vV V. V Q S E A K T C E

Clone 5 TTCTGCATCTCTATCATATGAAATATAACCCTAT TTTATGACATCTATGACATGCA  TGCAGA——-GTGAGGCAAAGACTTGTGAG-A
L LHLYHMIKYNWPI L *HL * H ALE vV V. V Q S E A K T C E
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Clone 1 ACCTGGCGGATACATACAGGGGTCCG CTGCGATGATCAJCGUAAGAACAAAGAACACTTGCTG———— -AGTGGCAGGTGCAGG
N L A DTYRGWPZC CUFTT S C DD H|RIK NK EH L L S G R CR

Clone 2 ACCTGGOGGATACATACAGGEEGTCCG CTGCGATGATCAQCGOAAGAACAAAGAACACT TGCTG————— -AGTGGCAGGTGCAGG
N L ADTYRGWPTCUFTT S C DD H|RIK N K EH L L S G R CR

Clone 3 ACCTGGOGGATACATACAGGGGTCCGTGCT TCACK CTGCGATGATCAQGTGOAAGAACAAAGAACACT TGCTG————— -AGTGGCAGGTGCAGG
N L A DTVYRGWPTCUFTT S C DD H|CIK NK EH L L S G R CR

Clone 4 ACCTGGOGGATACATACAGGEEGTCCG CTGCGATGATCAQGTGOAAGAACAAAGAACACT TGCTG————— -AGTGGCAGGTGCAGG
N L A DTVYRGWPTC CUFTT S C DD H|CIK NKEHL L S G R CR

Clone 5 ACCTGGCGGATACATACAGGGGTCCG CTGCGATGATCAJGTGOAAGAACAAAGAACACTTGCTG———— -AGTGGCAGGTGCAGG
N L ADTYRGWPZCUEFTT S C DD H[LCIK N K E H L L S G R CR

310 320 330 340 350 360 370 380 390 400

TEEl EEEE FOrE) EEerl Frrel Crrey Errr PEPR] PEEE PER) EERP BERR FEERY PERES EEFEE) FERR] BN PR EEER BER
CplO original GATGATGTCCGGTGTTGGTGCACCAGAAACTGTTAA

DDV RCWCTRNTZC *

Clone 1 GATGATGTCCGGTGT TGGTGCACCAGAAACTGTTAA-
DDV RCWCTRNTZC *
Clone 2 GATGATGTCCGGTGTTGGTGCACCAGAAACTGT TAAA:
DDVRCWCTRNTZ C=*
Clone 3 GATGATGTCCGGTGTTGGTGCACCAGAAACTGT TAA-
DDV RCWZCTRNTZC *
Clone 4 GATGATGTCCGGTGTTGGTGCACCAGAAACTGT TAA-
DDVRCWCTRNT C *
Clone 5 GATGATGTCCGGTGTTGGTGCACCAGAAACTGT TAA-

DDVRCWCTRNTZ C *
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Figura 25. Alinhamento das seqiiéncias de nucleotideos e respectiva tradugdo para residuos de aminoéacidos dos clones de
sementes de feijdo-de-corda com o fragmento de DNA inicial descrito por Ishibashi e al, (1990). Retangulos pretos indicam

alteracdo na seqiiéncia de nucleotideos que levaram as altera¢des nos residuos de aminoacidos.
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Além disso, foi observada a presenca de isoformas da mesma seqiiéncia, como a alteracéo
de valinas para alaninas nas posicdes 18 e 66, e uma mutacdo semiconservativa de acido
glutamico para glutamina na posicao 51 (Figura 25).

Estes resultados sugerem a presenca de uma familia multigénica codificadora de proteinas
do grupo das defensinas em sementes de feijdo-de-corda. Este dado corrobora com as inimeras
defensinas encontradas em sementes de Vigna com mdltiplas atividades como inibidores de a-
amilase (Liu et al., 2006, Melo et al., 1999), inibidores de proteinases (Melo et al., 2002) e
atividade antibacteriana (Franco et al., 2006).

Defensinas parecem pertencer a uma familia de pequenos multigenes. Enquanto em A.
thaliana observam-se mais de 300 defensinas documentadas (Thomma et al., 1998; Thomma et
al., 2002), seres humanos e camundongos apresentam menos de 50 (Schutte ez al., 2001). Além
disso, 300 genes com similaridade a defensinas foram observadas em Medicago trunculata
(Fedorova et al., 2002; Mergaert et al, 2003; Graham et al, 2004). Todavia, estes nUmeros

podem estar subestimados e novas descobertas poderdo trazer maiores novidades neste campo.

2.1.2. Expressao heterologa e purificacio de VuD1

O clone 4 foi escolhido para expressdo, uma vez que foi o fragmento de DNA que sofreu
o menor numero de modificagdes na seqiiéncia de aminoacidos. O fragmento de DNA foi
inserido em células BL21 (DE3) em uma regido do plasmideo imediatamente posterior a

sequéncia codificadora de ubiquitina, sendo a expressao induzida com adi¢do de IPTG.

94



IV. Resultados e Discussdo

As células foram lisadas e o complexo 6his-ubiquitina-defensina foi purificado através da
utilizacdo de resina de afinidade contendo niquel (Ni-NTA / Qiagen). Anélises de massa
molecular em gel de SDS-PAGE a 12% revelou uma banda com cerca de 25 kDa, valor esperado
para o complexo de proteinas expresso, onde aproximadamente 5,8 kDa corresponde a VuD1,
14,1kDa corresponde a ubiquitina ligada a cadeia de histidina e, cerca de 6kDa constitui o vetor
pHUE (Catazaranti et al., 2004; Figura 26).

O complexo protéico foi purificado por cromatografia de fase-reversa HPLC, sendo a
eluicdo obtida utilizando um gradiente linear de acetonitrila (0-60%). O material de interesse foi
eluido 25 minutos apos inicio do procedimento, o equivalente a 35% de acetonitrila (Figura 26A).
Apos purificacdo, o complexo foi clivado com Usp2-cc, e as proteinas separadas novamente por
meio de resina de niquel. A defensina totalmente purificada foi novamente purificada por
cromatografia de fase-reversa HPLC, desta vez utilizando um gradiente linear de acetonitrila
variando de 0 a 100%. A proteina de interesse foi eluida a 41% de acetonitrila(Figura 27). Esta
concentracdo € comumente observada na eluicdo de defensinas vegetais, como descrito
anteriormente para outras proteinas do mesmo grupo (Figura 27B; Melo et al., 2002; Lay et al.,
2003; Franco et al., 2006). A defensina purificada teve os aminoacidos sequenciados e
comparados com a sequéncia de nucleotideos original, revelando que, o fragmento de DNA
clonado era equivalente a proteina expressa em células bacterianas. Com o objetivo de se
confirmar a purificacdo da defensina, um novo SDS-PAGE foi feito, mostrando uma unica banda

de aproximadamente 6,0 kDa (Figura 28).
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Figura 26. SDS-PAGE do complexo protéico VuD1-ubiquitina expresso em células BL21 (DE3) e purificado em
resina de niquel (Ni-NTA). Seta preta indica banda correspondente & proteina recombinante. MW= marcador
molecular; 1= parte solGvel da amostra ap6s expressdo e centrifugacdo; 2 = parte precipitada da amostra apos
expressdo e centrifugacdo; 3= amostra ndo retida na resina de niquel; 4 = amostra obtida apés lavagem da resina de
niquel com tampéo 2A; 5 a 9 = amostras da proteina recombinante apds purificacdo com resina de niquel. Seta indica

banda correspondente a proteina de interesse. MM representa 0 marcador molecular (kDa).
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Figura 28. SDS-PAGE de VuD1 clivada e purificada. Linha 1 indica marcador molecular com massas em kDa. Seta

indica o peptideo purificado na linha 2. MM corresponde ao marcador molecular (kDa).
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2.1.3. Ensaios enzimaticos

Objetivando analisar as diferentes funcdes de JuD1, esta defensina foi ensaiada contra
bactérias, fungos e enzimas digestivas de insetos. Bioensaios usando a defensina purificada,
agora nomeada VuD1 contra fungos filamentosos, tais como F. oxysporum € A. flavus foram
feitos. Porém nenhuma atividade inibitoria foi observada sobre o desenvolvimento dos mesmos.
Além disso, este peptideo também n&o apresentou capacidade de inibir o crescimento de bactérias
gram-negativas dos géneros Klebsiella sp., Proteus Sp e Escherichia coli, nem de bactérias gram-
positivas da espécie Staphylococcus aureus (Figuras 29 e 30). Testes para anélise de inibi¢do de
tripsina bovina também foram feitos com VuD1, mas esta foi incapaz de diminuir a atividade de
proteinases (Figura 31).

Entretanto, VuD1 foi extremamente ativa contra a-amilases de A. obtectus, sendo capaz
de inibir 60 % da atividade enzimética a uma concentracdo de 5.0 ug.ml™* (Figuras 31 e 32).
Além disso, este peptideo também foi capaz de inibir 60% da atividade enzimatica de a-amilase
de Zabrotes subfasciatus. Por outro lado, ensaios mostraram que a mesma concentracao foi capaz
de inibir 40% da atividade de a-amilase de saliva humana e apenas 10% de amilase de pancreas
de porco. Além disso, esta defensina ndo foi capaz de inibir a-amilases de C. maculatus e A.

fumigatus (Figuras 32 e 33).
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