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RESUMO

Durante toda a histéria da humanidade, a populacdo mundial foi afetada
por infecgcbes causadas por bactérias. Este quadro somente passou a ser
controlado com o advento dos antibidticos. Entretanto, o uso inadequado dos
agentes bactericidas disponiveis conduziu a uma problemética ainda maior, a
resisténcia bacteriana. Diariamente, surgem cepas bacterianas mutantes,
habeis em escapar da acdo de praticamente todos os farmacos desenvolvidos.
Atualmente, a infeccdo hospitalar € um dos maiores desafios encontrados
pelos paises em desenvolvimento. Este quadro é agravado pela deficiéncia de
antibioticos capazes de reprimir o processo infeccioso. As bactérias sao as
principais fontes de infeccdo hospitalar e a familia Enterobacteriaceae
responde por 95% dos casos de infecgdo bacteriana. Dentre essas, Klebsiella
sp. assume o lugar de principal patégeno causador de infec¢cdes pulmonares
hospitalares, com altos indices de severidade nos quadros de pneumonia.
Dessa forma, torna-se urgente o desenvolvimento de novos antibioticos, com
mecanismos de acdo alternativos. Peptideos antimicrobianos de plantas
(AMPs) tém sido caracterizados como uma valiosa fonte para descoberta de
antibiéticos. Dessa forma, o isolamento de peptideos antimicrobianos em
Sesamum indicum €& focado neste trabalho. Aqui, um novo peptideo
antimicrobiano de sementes de gergelim (Si-AMP), com atividade contra
patégenos humanos, seré descrito. Para o isolamento desse peptideo, sementes
de gergelim foram trituradas com solucédo extratora, seguida por precipitacéo
com (NH,4)2SO,4 (100%). Apéds didlise, a fracdo rica em proteinas foi separada
em cromatografia de afinidade, seguida por cromatografia analitica em RP-
HPLC. A andlise em espectrometria de massa (MALDI-ToF) indicou que a
massa molecular de Si-AMP é aproximadamente 5,8 kDa. A sequéncia N-
terminal indicou que Si-AMP pode ser incluido na familia das albuminas 2S.
Além disso, Si-AMP foi avaliado contra bactérias Gram-negativas incluindo
Klebsiella sp. e Proteus sp. Entretanto, Si-AMP causou inibigdo significativa
apenas no crescimento de Klebsiella sp., evidenciando a seletividade do
peptideo. Em concluséo, os resultados reportados aqui indicam que, em um
futuro proximo, Si-AMP poderé ser utilizado no desenvolvimento de novos
antibioticos proteinaceos contra bactérias Gram-negativas patogénicas.

Palavras-chave: peptideos antimicrobianos, Sesamun indicum, albuminas
2S, Klebsiella sp.

VI



ABSTRACT

During human history, bacterial infections directly affect world
population. This situation has only been controlled with antibiotic
development. Nevertheless, the inadequate use of available bactericidal
agents can lead to bacterial resistance. Daily, mutant strains emerge, being
able to escape of practically all existent drugs. Actually, hospital infections
consist of an enormous challenge for developing countries. This problem is
aggravated by the deficiency of the antibiotics capacity to reduce infectious
processes. Bacteria are the hospital infection main causer, and the
Enterobacteriaceae family is responsible for 95% of these infection cases.
Among them, Klebsiella sp. is the main causal agent of hospital pulmonary
infections, with high severity indices for pneumonia development. Therefore,
novel antibiotics with different mechanism of action need to be urgently
developed. Plant antimicrobial peptides (AMPs) have been characterized as a
valuable source for antibiotics discovery. In this report, a novel antimicrobial
peptide isolated from Sesamum indicum is described. This new antimicrobial
peptide from sesame kernels (Si-AMP) showed activity toward human
pathogens. For peptide isolation, sesame kernels were triturated with an
extraction solution followed by precipitation with (NH4)2SO, (100%). After
dialysis, a rich protein fraction was separated onto an affinity
chromatography, followed by RP-HPLC analytical chromatography. Mass
spectrometry analysis (MALDI-ToF) indicated that the molecular mass of Si-
AMP was approximately 5.8 kDa. The N-termini sequence indicated that Si-
AMP could be included into the albumin 2S family. Moreover, Si-AMP was
evaluated against Gram-negative bacteria, causing a remarkable reduction
only on Klebsiella sp. growth. In conclusion, results here reported indicate
that, in a near future, Si-AMP could be utilized in the development of novel
proteinaceus antibiotics against pathogenic Gram-negative bacteria.

Keywords: antimicrobial peptides, Sesamun indicum, 2S albumins, Klebsiella
sp.

VI



LISTA DE ABREVIACOES

ANVISA - Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitéaria
AMPs - Peptideos antimicrobianos

cDNA - DNA complementar (Complementary DNA)
CLED - Cystine lactose electrolyte deficient

CN - Controle negativo

CP - Controle positivo

EMB - Eosin methylene blue

FRP - Fracao rica em proteinas

H,S - Sulfeto de hidrogénio

HCI -Acido cloridrico

HNP - Human neutrophil peptides

HPLC - Cromatografia liquida de alta performance (high performance liquid
chromatography)

ITU - InfeccBes do trato urinario

LB - Meio Luria Bertani

LPS — Lipopolissacaridio

LTP - Proteinas transferidoras de lipideos (Lipid-transfer proteins)
MALDI-TOF - Matrix-assisted laser desorption time of flight analysis
ME - Membrana bacteriana externa

MI - Membrana bacteriana interna

MM - Marcador molecular

MS - Espectrometria de massa (Mass spectrometry)

VI



m/z - Massal/carga

NaCl - Cloreto de sédio

NCBI - National Center for Biotechnology Information

(NH4)2S0O,4 - Sulfato de aménio

OD - Densidade otica

OMS - Organizacdo Mundial da Saude (World Health Organization)
pH - Potencial hidrogénio idnico

pl - Ponto isoelétrico

P1C - Porcentagem de inibi¢do de crescimento

PNR - Proteinas néo retidas

PR - Proteinaretida

PS - Exo- e capsular-polissacarideos

RPM - Rotag0es por minuto

RIPs - Proteinas inativadoras de ribossomos (ribosome-inactivating proteins)

RP-HPLC - Cromatografia liguida de alta performance por fase reversa
(Reversed-phase high-performance liquid chromatography)

SDS - Dodecil sulfato de sédio (Sodium dodecyl sulfate)

SDS-PAGE - Eletroforese em gel de poliacrilamida com dodecil sulfato de
sodio (sodium dodecyl sulfate polyacrylamide gel electrophoresis)

Si-AMP - Peptideo antimicrobiano isolado de Sesamum indicum
TCA - Acido tricloroacético
TFA - Acido trifluoroacético

UFC - Unidade formadora de colbnia



LISTA DE TABELAS

Tabela 1: Agentes mais comuns de infec¢gfes nosocomiaiS...........oovvevnennen..

Tabela 2: Testes bioquimicos para identificacdo de géneros de

ENLErODaCtEriACEAE ...

Tabela 3: Maiores classes de antibidticos, seus mecanismos de acéo,

resisténcia e doencas bacterianas relacionadas ..............ccccocvieiiiiieiiinnenennn.

Tabela 4: Proteinas antimicrobianas isoladas de plantas e suas

respectivas atividades a microrganismos alVo...........oooviiiiiiiiiiic i

Tabela 5: Modelos de acéo de peptideos antimicrobianos ..........................

Tabela 6: Sequéncia N-terminal parcial de residuos de aminoécidos de

Si-AMP por seqienciamento de Edman.........c.ovieiiiiiiiiiiiiiii e



LISTA DE FIGURAS

Figura 1: Parede celular de bactérias Gram-positivas e Gram-negativas......... 12

Figura 2: Representacdo esquematica de um envelope celular de uma

enterobacteria Gram-NeQatiVa .......ccvuiuiie i 13
Figura 3: llustragdo esquemética da agcdo antimicrobiana de peptideos........... 25
Figura 4: Estrutura tridimensional de uma albumina 2S de B. napus.............. 30

Figura 5: Cromatografia de afinidade em Red-Sepharose CL-6B e Blue-

Sepharose CL-6B, de frac@o ricade S. indiCum ...........cviiiiiiiiiiiii e 42
Figura 6: Cromatogramas de RP-HPLC de PR de Red-Sepharose................... 44
Figura 7: SDS-PAGE a 12% de PR e PNR de Red-Sepharose ........................ 47

Figura 8: SDS-PAGE das fracdes protéicas de semente de gergelim (S.

indicum L.) separadas por RP-HPLC ... 48

Figura 9: Espectro de massa (MALDI-TOF) de Si-AMP ..o, 49

Figura 10: Alinhamento de Si-AMP com proteinas da familia albumina

Figura 11: Bioensaios em meio LB agar. FRP, PR e PNR de Red-
Sepharose contra Klebsiella sp.; Proteus sp.; S. pyogenes; E. coli;

Salmonella SP. € S, AUIBUS. ... .. 53

Xl



Figura 12: Bioensaios em meio LB &agar. FRP, PR e PNR de Red-

Sepharose contra Rathayibacter sp.; Xanthomonas sp.; B. subtilis;

T V= o B PP

Figura 13: Bioensaios em meio LB liquido de PR e PNR de Red-

Sepharose contra Klebsiella sp. € Proteus Sp........ccoviviiiiiiiiiiiiiiiieeeen

Figura 14: Bioensaios de PR e PNR de Blue-Sepharose contra Klebsiella

SP.; ProteUS SP. & S, PYOGBNES . .ttt ittt et e e

Figura 15: Bioensaio de PNR de Red-Sepharose contra Klebsiella sp.;

Proteus sp. € Salmonella SpP. ..o

Figura 16: Bioensaio de PNR Red-Sepharose contra Escherichia coli;

Xanthomonas sp. e Rathayibacter Sp. ......ccoovviiiiiii e

Figura 17: Bioensaio de Si-AMP contra Klebsiella sp.; Proteus sp. e E.

Figura 18: Bioensaio de Si-AMP contra Klebsiella sp. ...........c.ooiiiiin

X1l

... 54

... 60

... 61

... 63



INTRODUCAO

Antibioticos e resisténcia bacteriana

Doencas infecciosas sempre acompanharam a humanidade, a qual €
constantemente acometida por diversos males. Contudo, por muito tempo,
desconhecia-se que 0S microrganismos eram 0S seus agentes causadores. O
proprio nome “infectio” indicava algo de origem estranha que atacava o
homem. O conhecimento que alguns povos antigos possuiam era basicamente
intuitivo e, somente a partir de Hipb6crates e seus ensinamentos, 0s
conhecimentos relacionados aos quadros clinicos de infeccdo evoluiram. No
século | a.C., Varrdo e Columela fizeram a primeira referéncia a
microrganismos, dizendo que as doencas eram causadas por seres Vivos
invisiveis (Animalia minuta), capazes de penetrar no corpo através da
ingestdo alimentos e ar. Ja no século XVI, Hieronymus Fracastorius descreveu
esses seres como sementes invisiveis, denominadas contagium vivum, como

citado por Figueiredo (1995).

Fortalecia-se, entdo, a concepcéo de que as doencas eram causadas por
germes e miasmas, 0s quais sao substancias produzidas por matérias organicas
em decomposicdo e transmitidas pelo ar. Baseado nesse conceito, sobre tudo
durante as eclosdes epidémicas, o combate as doencas infecto-contagiosas
dava-se por meio da acdo de substancias quimicas desinfetantes. O resultado
foi 0 emprego de grandes quantidades de diferentes produtos fabricados pela
indastria quimica, tais como sulfato de cobre, cloreto de calcio, &cido
sulfurico, enxofre, acido fénico, sulfato de ferro, bicloreto de mercurio,

carbonato de soda e acido cloridrico, cresol, cal, alcool, vaselina,

1



permanganato de potassio e, mais ainda, os compostos, lisol e creolina. A
desinfeccdo era feita nos aposentos e prédios, onde se registrara a doenca,
aspergindo-se 0s compostos quimicos nas paredes, no teto e no assoalho

(Ribeiro, 2001).

O surgimento do microscépio por volta de 1600 foi de notavel
importancia para a descoberta dos microrganismos. No século XIX,
desenvolveu-se de maneira surpreendente o conhecimento sobre as infeccgdes e
surgiu a microbiologia (Figueiredo, 1995). Entretanto, apenas no final da
década de 20, a concepcdo miasmatica de transmissédo da doenca foi superada.
Isso ocorreu devido aos avangos nos conhecimentos epidemiol 6gicos, os quais
permitiram demonstrar que os canais de transmissdo das doencas infecciosas
eram mais complexos do que se presumia, concluindo que as desinfeccdes
eram ineficientes para evitar 0s surtos epidémicos e a propria doenca
(Ribeiro, 2001). A atividade antagbnica entre o germe que agride e o
organismo defendendo-se, comecou a ser entendida no final do século XIX,

com o surgimento da imunologia.

Nos ultimos 60 anos, avancos referentes a rapidez no diagnostico e inicio
do tratamento, promoveram reducdo consideravel no indice de morbidade e
mortalidade relacionadas a essas doencas. Em parte, isso se deve a enorme
amplificacdo dos conhecimentos microbioldgicos, fisiopatoldgicos e clinicos,
relacionados as infec¢cdes, com o advento do século XX. Dessa forma,
permitiu-se um melhor entendimento do fino mecanismo da biologia

molecular dessas doencas e, principalmente, o desenvolvimento de



tratamentos antimicrobianos seguros e eficazes, capazes de atacar o agente

especifico causador da infeccdo (Figueiredo, 1995; Alanis, 2005).

A descoberta da penicilina G marca o inicio de uma era moderna dos
antibioticos, servindo de molde para a sintese de futuros farmacos, a partir de
modificagcbes em sua estrutura molecular. Assim, foi possivel o
desenvolvimento farmacos com maior eficiéncia e reacdes adversas menos
severas. As penicilinas isoladas de Penicillium chrysogenum foram
introduzidas na década de 40, mostrando-se ativas tanto sobre cocos Gram-
positivos quanto Gram-negativos, sendo 85% dos isolados de Staphylococcus
aureus susceptiveis a < 0,1 ng da droga (Gootz, 1990). Inicialmente, 0 acesso
aos primeiros antibioéticos sistémicos disponiveis (sulfonamidas e penicilina)
era restrito, de uso reservado para as forcas armadas durante a segunda guerra
mundial. Contudo, ocorreu a descoberta de novos antibidticos, a simplificacédo
do processo de manufatura e o desenvolvimento de novas formulagbes mais
eficazes e econdbmicas. Com isso, 0 acesso a antibidticos foi
consideravelmente facilitado, a ponto de tornarem-se verdadeiras panacéias
da medicina, sendo usados para 0os mais comuns e triviais tipos de infeccéo,
muitas das quais ndo-bacterianas (Alanis, 2005). Em conseqliiéncia do uso
inadequado da penicilina, em apenas um ano surgiu um numero significativo
de cepas mutantes de S. aureus resistente a este antibiotico e, em 1948, 50%
das cepas isoladas de hospitalares ja se mostravam resistentes, atingindo o
nivel de 80% em 1957 (Gootz, 1990; Alanis, 2005). Em seguida, outros
agentes como a eritromicina, cloranfenicol e tetraciclinas foram usados como
escolha mais freqlente para o tratamento de S. aureus, ja resistentes a

penicilina. Entretanto, a resisténcia bacteriana a esses agentes também
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cresceu, limitando seu uso clinico por volta de 1950. Até mesmo para a
meticilina, derivado semi-sintétido do nucleo ativo da penicilina (acido 6-
aminopenicilanico) e que assumiu importante papel no controle da infec¢éo de
S. aureus, foram observadas bactérias resistentes e, posteriormente, casos de

infeccdo hospitalar na Europa em 1960 (Gootz, 1990; Kollef, 2001).

Mais de 60 anos se passaram desde a introducdo dos primeiros
antibiéticos e o subseqliente desenvolvimento de resisténcia bacteriana.
Atualmente, entretanto, a situacdo permanece a mesma. Todos os dias
bactérias, até entdo susceptiveis a acdo de algum agente antibacteriano, sdo
relatadas apresentando resisténcia. Além de causar significantes infeccdes
hospitalares, afetando pacientes hospitalizados, recentemente, essas bactérias
vém se espalhando na comunidade e provocando doencas severas em pacientes
previamente saudaveis (Alanis, 2005). Dessa forma, segundo a Organizacéo
Mundial da Saude (2005), agentes antimicrobianos tornam-se medicamentos
essenciais para a salde e bem-estar humano e animal, e a resisténcia a esses

agentes é uma preocupacao de saude publica mundial.

A infeccdo hospitalar ou nosocomial, que por definicdo € uma reacao
patol6gica causada por microrganismos provindos de ambientes hospitalares
durante a internacdo ou apds a alta do paciente (Ellenberg, 2004; ANVISA,
2004), representa um importante problema de salde publica mundial. A
infeccdo hospitalar pode ser adquirida ndo apenas por pacientes, que
apresentam maior susceptibilidade, mas também, embora menos
fregiientemente, por visitantes e funcionarios do proéprio hospital (Lipsitch,

2000). No Brasil, segundo a ANVISA (2004), a taxa meédia de infeccéo



hospitalar é de cerca 15%, ao passo que nos EUA e na Europa é de 10%. A
Infectious Diseases Society of America relatou em 2004 que, nos hospitais
americanos, aproximadamente 2 milhdes de pessoas sé&o infectadas por
bactérias anualmente, resultando em 6bito em aproximadamente 4,5% dos

casos. (http://www.idsociety.org/pa/IDSA_paper4 final_web.pdf). Uma das
causas principais da gravidade das infeccdes é a resisténcia bacteriana cada
vez maior aos agentes antimicrobianos, acometendo tanto paises em

desenvolvimento como desenvolvidos (Simonsen, 2004; Kollef & Fraser,

2001).

Este quadro de emergéncia mundial é profundamente agravado pelo mau
uso dos agentes antimicrobianos disponiveis, onde se incluem frequentes
prescricfes inadequadas, dosagens inferiores a necessaria e baixa qualidade
da formulacdo terapéutica. A alta parcela de contribuicdo nesse quadro
também ¢é devida a baixa adesdo aos programas de tratamento, onde €
freqiente a ocorréncia de duracédo insuficiente da terapia ou mesmo O uSO
intensivo e prolongado dos agentes. Por fim, o excesso de produtos
antimicrobianos comuns (artigos de limpeza, esponjas, chinelos e até tabuas
de carne com produtos antibacterianos) termina promovendo alta presséo
seletiva. Consequliente, ocorre propagacao de patdgenos multi-resistentes em
hospitais, em outros centros de cuidado a saude e na populacdo, levando a
séria limitacdo quanto a escolha dos antibiéticos adequados para o tratamento,
especialmente em pacientes em estado de saude critico. Assim, a resisténcia a
medicamentos € o maior sinal de debilidade no tratamento de doencas
infecciosas severas (Simonsen, 2004; Alanis, 2005; Byarugaba, 2004; Kollef

& Fraser, 2001; Barrett, 2005), consistindo em um grande desafio que requer
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uma acao multidisciplinar e um esforco comum envolvendo todas as unidades

de salde publicas e privadas (Organizacdo Mundial da Saude, 2005).

Bactérias patogénicas causadoras de infeccdo hospitalar

Diferentes microrganismos como bactérias, fungos e virus causam
infeccdes hospitalares. Os fungos sdo responsaveis por aproximadamente 8%
das infec¢des hospitalares, enquanto as viroses representam por volta de 5%
das infeccBes. No entanto, o grupo de patdgenos que mais se destaca € o das
bactérias, sendo estas relacionadas a 87% dos casos. Os patdgenos que

lideram no ranking das infecgcbes hospitalares estédo descritos na Tabela 1

(ANVISA, 2004).

Tabela 1: Agentes mais comuns de infec¢gdes nosocomiais (ANVISA, 2004).
Pat6geno Sitios comuns de isolamento do patdgeno

Bactérias Gram-negativas

Escherichia cali Trato urinério, feridas cirdrgicas, sangue

Pseudomonas sp. Trato urinério, trato respiratorio, queimaduras
Klebsiella sp. Trato urindrio, trato respiratorio, feridas cirdrgicas
Proteus sp. Trato urinério, feridas cirlrgicas

Enterobacter sp.
Serratia sp.

Bactérias Gram-positivas

Trato urinério, trato respiratério, feridas cirdrgicas

Trato urindrio, trato respiratorio, feridas cirdrgicas

Streptococcus sp. Trato urindrio, trato respiratério, feridas cirlrgicas
Saphyloccus aureus Pele, feridas cirdrgicas, sangue

Saphyloccus epidermitis Pele, feridas cirdrgicas, sangue

Fungi

Céandida albicans Trato urinério, sangue

Outros Trato urinério, sangue, trato respiratorio




Enterobacteriaceae € a maior e mais heterogénica familia de bactérias
Gram-negativas de grande importancia associada a ocorréncia dessas
infeccdes. Enterobacteriaceae sdo isoladas em 95% das amostras implicadas
em casos clinicos. Atualmente, sdo considerados 27 géneros, 102 espécies e 8
grupos indefinidos dentro desta familia (ANVISA, 2004). Dentre essas, as
causadoras de infeccdes hospitalares predominantes sdo Escherichia coli e
Proteus sp., envolvidas em infec¢des do trato urinario (ITU), bem como
Klebsiella sp. e Enterobacter sp., importantes na ocorréncia de pneumonias e
infeccdes intestinais. Entretanto, todas as Enterobacteriaceaes tém sido
implicadas em infec¢cdes sanglineas, peritonites, colites e outras infeccdes
intra-abdominais. Adicionalmente, um microorganismo como Salmonella sp. é
capaz de produzir gastroenterites e, subsequentemente, em alguns pacientes,

infeccdo invasiva (Paterson, 2006; ANVISA, 2004).

As ITUs estdo entre as doencas infecciosas mais comuns na pratica
clinica, particularmente em criancas, adultos, jovens e mulheres sexual mente
ativas, sendo apenas menos freqlente que as do trato respiratério. No meio
hospitalar, I TUs sdo as mais frequentes entre as infeccbes nosocomiais em
todo o mundo. Por convencao, define-se como ITU tanto as infec¢gdes do trato

urinério baixo (cistites), como as do trato urinario alto (pielonefrites).

Dentre as infec¢des hospitalares, a infeccdo pulmonar é a que leva a
Obito com maior frequéncia, com um risco maior em unidades de terapia
intensiva. A prevaléncia de pneumonias varia entre 10 e 65%, com 13 a 55%
de casos fatais. Entre os agentes mais frequentemente isolados estdo

Klebsiella sp., E. coli, Enterobacter sp.. De uma maneira geral o0s



microrganismos podem alcancar o0 trato respiratério pela aspiracdo de
secrecdes da orofaringe, pela inalacdo de aerossbis contendo bactérias, pela
translocacédo de microrganismos do trato gastrointestinal ou pela disseminacgéo
hematogénica de um foco a distancia. Ainda, para que ocorra infeccao
respiratéria, € necessario que haja a perda das defesas do hospedeiro e um
inoculo suficiente para alcancar o trato respiratorio, ou a presenca de

microrganismos altamente virulentos (ANVISA, 2004).

Como caracteristicas da familia Enterobacteriaceae, tém-se bacilos
Gram-negativos, ndo esporulados, com mobilidade variavel, oxidase negativa,
e gue crescem em meios basicos (caldo peptona), meios ricos (4gar sangue,
agar chocolate e CLED) e meios seletivos (Mac Conkey, EMB). Estes bacilos
sdo anaerdbios facultativos (crescem em aerobiose e anaerobiose), fermentam
a glicose com ou sem producdo de gas, sdo catalase positivos, e reduzem
nitrato a nitrito. A maioria é encontrada no trato gastrointestinal de humanos,
no reino animal, na agua, solo e vegetais (ANVISA, 2004). Dessa forma,
considera-se necessario que os laboratérios de microbiologia utilizem
metodologias que permitam discriminar com >80% de acerto os géneros e
espécies mais comuns. Nas quais se incluem uma série de provas bioquimicas
(Tabela 2), avaliacdo de crescimento em meios de cultura especificos, assim
como provas sorolégicas, de acordo com a presenca dos antigenos: somatico,

flagelar e de envoltorio ou capsula.



Tabela 2: Testes bioguimicos para identificacdo de géneros de Enterobacteriaceae
(Trabulsi et al., 1999)

f—‘E © % = g o % © 0 = 'g o
Tets 2 3 8 & 5 %2 8 £ £ 8 § § 35
bioquimicos 5 5 %g % g g 5 © 5 ,?_ g, .E g

w ] O i = o
Lactose + - - - +- o+ + - - - - - -
Gés (glicose) + - + + + o+ + + + + + + -
H,S - - +- o+ +- - - - - +/- - - -
Urease - - - - +H- o+ +- - +- o+ + - +
L-TD? .o
Motilidade +/- - + + + - + + + +  H- o+ +H-
Indol + o+ o+ - +/- - - - - +H- o+ + 4
Lisina + - + + - + +H- o+ + - - - -
Citrato de - - - + + + + - +  +- - + 4+
Simmons

+: positivo, -: negativo, + / -: positivo e negativo

Bactérias Gram-negativas apresentam uma dupla camada membranica, a
qual consiste em uma membrana interna (MI) rica em fosfolipidios e uma
externa (ME) rica em fosfolipidios e lipopolisacaridios (LPS). O espaco
periplasméatico separa essas membranas e contém peptideoglicanos. Varios
grupos de proteinas estdo associados a essas membranas, como as porinas,
associadas a ME, a qual permite a passagem de nutrientes; as lipoproteinas,
associadas a ME por uma calda lipidica na subunidade N-terminal; as
proteinas integrais, que atravessam a ME em vérias regides; as
periplasméticas; e as associadas a MI, envolvidas com ligacdo a ATPs,
transporte de ions e pequenas moléculas (Cordwell, 2006). Bactérias Gram-
negativas produzem uma variedade de polissacarideos. Entre esses, o LPS
bem como os polissacarideos exo- e o capsular- (PSs) sédo particularmente

importantes para sua interagdo com o sistema imune do hospedeiro.
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Entretanto, esses polissacarideos diferem quanto a localizacdo na parede
celular bacteriana e funcdo. Enquanto LPSs estdo ancorados na membrana
bacteriana externa de Gram-negativas através de sua camada lipidica e atuam
como moléculas padrdo associadas ao patégeno, estimulando a resposta do
hospedeiro, PSs séo liberados no meio extra celular e podem formar barreiras
fisicas (biofilmes e estruturas capsulares), as quais favorecem a evasédo da

resposta imune do hospedeiro (Herasimenka, 2005).

Além disso, bactérias Gram-positivas apresentam composicdo singular
em sua parede celular, a qual se baseia em mureina e peptideoglicanos,
formando um arcaboug¢o composto por alternancia de N-acetil-glicosamina e
acido N-acetilmuramico (Cordwell, 2006; Lodish, 2000), onde se encontra
ligado o &cido teicoico. Este acido pode facilitar a ligacdo e a regulacdo de
entrada e saida de céations nas células e regular a atividade das autolisinas
durante o processo de divisado celular (Baron, 1996). Estas diferencas entre
bactérias Gram-positivas e Gram-negativas (Figura 1) sdo caracteristicas
determinantes na resisténcia ou susceptibilidade a entrada de um determinado

antibioético no interior da célula.

No século XVIII, comecaram os relatos envolvendo LPS, a partir da
busca por substancias produtoras de febre e doencas, as quais estariam
associadas a condic¢des anti-higiénicas. LPS foi referido iniumeras vezes como
sendo parte de um material pirogénico, veneno putrido e toxina. Somente em
1892, LPS foi classificado como endotoxina, com sua identificacdo em Vibrio
cholerae. LPS tem como caracterizacdo estrutural sua natureza anfipatica e

forte tendéncia a formar agregados, o que dificulta a determinacdo da sua

10



massa molecular. LPS é constituido por trés regides as quais sdo, em ordem a
partir da membrana, um lipideo (chamado lipideo A) ligado a uma regido
central de aproximadamente 10 oligossacarideos, que por sua vez esta ligado
a um glicosidio, constituido de subunidades repetitivas, chamado cadeia-O ou
antigeno-O especifico. A estrutura do LPS se dirige para fora da superficie da
bactéria, estendendo-se até 10 nandmetros da superficie (Figura 2) (Caroff &

Karibian, 2003).

Embora secretadas pelas células, pequenas quantidades de LPS sdo
liberadas no meio sob algumas condi¢cdes, como divisdo celular. Porém, como
bactérias Gram-negativas crescem em alta densidade na circulacdo sangiinea,
grandes quantidades de LPS sdo liberadas rapidamente quando a bactéria é
destruida por antibioticos, fagécitos ou pelo tratamento com quelatos de
cétions divalentes (Caroff & Karibian, 2003; Munford & Varley, 2006). No
hospedeiro infectado, pequenas quantidades de LPS podem ser protetoras, por
estimular o sistema imune, tendo sido usadas, por exemplo, para a diminuicéo
de tumores. Entretanto, grandes quantidades de LPS induzem a resposta
exacerbada do sistema inflamatorio, a febre elevada, ao aumento da
fregléncia cardiaca, além de conduzir ao choque séptico e a morte pela falha

dos pulmdes e rins, e coagulacéo intravenosa (Caroff & Karibian, 2003).
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Figura 1: Parede celular de bactérias Gram-positivas (direita) e Gram-negativas
(esquerda) (adaptada de Baron, 1996).
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Figura 2: Representacdo esquematica de um envelope celular de uma enterobactéria
Gram-negativa, a esquerda; uma estrutura lipopossacaridica, a direita (adaptada de
Caroff, 2003).
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Klebsiella sp.

Bactérias do género Klebsiella sdo Gram-negativas, pertencentes a
familia Enterobacteriacea, e tém como caracteristica colénias com 0,3-1,0 um
de diametro e 0,6-6,0 um de comprimento, e temperatura Otima de
crescimento de 37 °C. Em adicdo, Klebsiella sp. contém uma larga capsula
polissacaridica, que a distingue das demais Enterobacteriacea, exceto para
algumas cepas de Enterobacter aerogenes e E. coli (Holt et al., 1994). As
espécies de Klebsiella de importancia médica sdo K. pneumoniae, K. oxytoca

e K. planticola (Podschun & Ullmann, 1998).

Klebsiella é a causa mais comum de pneumonia comunidade-adquirida do
tipo bacteriana, principalmente em alcodlatras croénicos, e sua patogenicidade
leva a altos indices de fatalidade quando né&o tratadas. Entretanto, as
infeccbes por Klebsiella sp. estdo frequentemente associadas com
hospitalizagdo, sendo uma das principais causas de infec¢cbes hospitalares.
Como um patégeno oportunista, essas bactérias atacam primariamente
individuos inumo-deprimidos, que estao hospitalizados, ou que apresentam
alguma doenca debilitante severa. Estima-se que Klebsiella sp. seja
responsavel por 8% de todos os casos de infeccdo hospitalar dos Estados
Unidos e Europa, principalmente Klebsiella pneumoniae, a qual responde por
uma porcdo significante das ITUs, pneumonias, septicemias e infecgdes

brandas em tecidos (Podschun & Ullmann, 1998).

Klebsiella pneumoniae € uma dos principais responsaveis por mortes
causadas por bacteremia, tendo sido relatado por Douglas (2004) como

causador de infeccdo sanguinea com fatalidade em 33% dos casos
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australianos, s6 ficando atras de Enterobacter sp. (43%). Ainda neste estudo,
Klebsiella sp. foi isolada em 12% dos casos de bacteremia intra-abdonimal, e
Klebsiella pneumoniae foi a segunda mais comum em pneumonias em adultos
(21%), ficando atras apenas de Burkholderia pseudomallei (26%).
Recentemente, Klebsiella sp. também vem sendo associada a crescente
ocorréncia de fasciite necrosante (Wong, et al., 2004), que uma infeccgéo
tecidual bacteriana associada com o rapido progresso de necrose subcutaneo e
fascia superficial, podendo evoluir para o tecido adiposo e musculos (Lima et
al., 2003; Wong, et al., 2004). A fasciite necrosante causada por Klebsiella
sp. pode ser agravada em condic¢des de predisposicdo, como diabetes mellitus,
além da propensdo a disseminagdo por metastase resultando em multiplos

focos de infecgéo (Wong, et al., 2004).

Atualmente, teme-se o0 surgimento de cepas de Klebsiella sp.
multiresistente a medicamentos, de forma totalmente justificavel devido ao
seu longo histérico de desenvolvimento de resisténcia a antibidticos. Em
1970, surgiram cepas de Klebsiella sp. resistentes a aminoglicosideos. E
desde 1982, surgem cepas produtoras de uma variedade de B-lactamases,
capazes de inativar cefalosporinas e, posteriormente, ceftazidimas e demais
agentes pB-lactamamicos. Como a acdo das p-lactamases € mediada por
plasmideos, os quais sao facilmente transferidos entre colénias, uma Unica
cepa pode ser resistente a mais de um ou até a todos os antibiéticos B-

lactamaticos existentes (Podschun & Ullmann, 1998).
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Mecanismo de resisténcia bacteriana e antibioticos desenvolvidos

A lista de bactérias que desenvolveram resisténcia a antibiéticos €
extensa e relativamente preocupante, correspondendo a mais de 70% das
bactérias que causam infeccdo (Barrett, 2005). O desenvolvimento de
mecanismos de resisténcia teve inicio com Staphylococcus aureus resistentes
a penicilina e sulfamidas nos anos 1930s e, em 1940, Neisseria gonorrhoeae
resistente a penicilina. Segue, em 1970, com Haemophilus influenzae mutante
produtor de B-lactamases, S. aureus resistentes a meticilina. No final dos anos
1970s e 1980s, ocorreu o ressurgimento de Mycobacterium tuberculosis multi-
drogas resistente, assim como resisténcia de diversas cepas de bactérias
Gram-negativas comuns entéricas e nao entéricas, tais como Shigella sp.,
Salmonella sp., Vibrio cholerae, E. coli, K. pneumoniae, Acinetobacter
baumanii, Pseudomonas aeruginosa. A maioria destes casos de resisténcia
bacteriana esta associada ao uso de produtos antimicrobianos em animais,
criados para o consumo humano, durante seu crescimento, principal mente nas

duas Ultimas décadas do século XX.

Entre 1988 e 1990, devido o uso excessivo de ceftazidima, Enterobacter
cloacae mostrou resisténcia a cefalosporina. Recentemente, com a ocorréncia
de infeccOes adquiridas pela comunidade, causadas pela propagacéo de
bactérias resistentes fora do ambiente hospitalar, observerva-se o
desenvolvimento de determinadas cepas de Streptococcus resistentes a
macrolideos, S. pneumoniae resistentes a diferentes classes de antibioticos,
incluindo penicilina, cepas mais virulentas de S. aureus resistentes a

meticilina (devido a expressdo de determinadas toxinas), assim como
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enterococos que se tornaram resistentes a vancomicina (Alanis, 2005; Kollef
& Fraser, 2001). Pelo menos 17 classes de antibi6ticos foram produzidas até
2005, mostradas na Tabela 3, e para todas foi desenvolvido um ou mais
mecanismos de resisténcia, sendo, na realidade, algumas bactérias capazes de
apresentar resisténcia, a dois ou mais antibioticos. Isto, além de tornar os
tratamentos de infeccdes causadas por esses microrganismos extremamente
dificeis, eleva os custos e o indice de morbidade e mortalidade associados a
infeccdo (Alanis, 2005). Portanto, é importante ter um bom conhecimento
sobre a base molecular dos mecanismos de resisténcia para que, a partir da
determinacdo do modo de infeccdo usado por essas bactérias, possam-se
desenvolver novas estratégias para o0 controle bacteriano. Os custos
biol6gicos mundiais associados ao controle e tratamento de infeccdes e
desenvolvimento de resisténcia, e a producdo de novos antibidticos sao
estimados entre 100 milhdes a 30 bilhdes de délares. Além disso, a descoberta

de novos agentes antimicrobianos decaiu muito desde 1970 (Byarugaba, 2004;

Kollef & Fraser, 2001).

Em geral, tem sido visto que a resisténcia bacteriana tem fundamentacéo
em nivel genético, indicando que mudancas na composi¢cdo genética das
bactérias previamente suscetiveis ocorrem, tanto por mutacdo quanto por
introducdo de novo material genético, e sua expressdao resulta em
modificagbes em um ou mais mecanismos biologicos da bactéria afetada,
determinando o tipo de resisténcia que ira desenvolver (Alanis, 2005). Esses
genes de resisténcia podem ser adquiridos de outras espécies e transmitidos

por replicacdo (Byarugaba, 2004).
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Tabela 3: Maiores classes de antibioticos, seus mecanismos de acédo, resisténcia e
doencas bacterianas relacionadas (Alanis, 2005; Byarugaba, 2004; Carlavillaa et
al., 2005; Rodriguez & Sanchez, 1994; Mendes et al., 2002; Jackson et al., 1998;
Mangili et al., 2005; Schmitza et al., 1999; Casellas et al., 2003).

M ecanismo de agéo

Familia de antibioticos

Agente resistente

Doenca

Inibicdo da sintese de parede Beta-lactémicos (penicilinas,

celular

Inibicdo da sintese de
proteinas

Inibicdo da sintese de DNA

Inibicdo da sintese de RNA
Inibicdo competitiva da
inibicdo da sintese do &cido
folico

Agentes desorganizadores de

membrana
Outros mecanismos

cefalosporinas,
carbapenémicos)

Glicopeptideos
Lipopeptideos ciclicos
(daptomicina)
Oxazolidononas
Streptograminas
Cetolideos
Macrolideos
Lincosamidas
Tetraciclinas

Aminoglicosideos

Fluoroquinolonas

Rifampina

Sulfonamidas
Trimetoprim

Polimixinas (Polimixina B,

Colistina)
Metronidazol

S. pneumoniae

N. gonorrhoeae
S. aureus

S. aureus

Enterococcus sp.

S. aureus

Enterococcus sp.
Enterococcus sp.

Enterococcus sp.

N. gonorrhoeae

P. aeruginosa

S pneumoniae
K. pneumoniae
M. pneumoniae
S. aureus

S. aureus

C. perfringens

Pneumonia

Gonorréatiféide

Nosocomiais

Nosocomiais

Nosocomiais

Nosocomiais

Nosocomiais

Nosocomiais

Nosocomiais

Gonorréiatiféide

Nosocomiais

Pneumonia

Pneumonia

Pneumonia

Nosocomiais

Nosocomiais

Gastrenterites
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Para o desenvolvimento de resisténcia, € necessario que dois elementos
chaves combinem-se: a presenca de um antibi6tico capaz de inibir a maioria
das bactérias presentes em uma cold6nia e em uma colbnia heterogénea de
bactérias, onde pelo menos uma destas bactérias carregue o determinante
genético capaz de expressar resisténcia ao antibiotico (Paterson, 2006). A
resisténcia a antibidticos pode ser natural, também conhecida como
intrinseca, ou adquirida. A forma de resisténcia natural é causada por mutacéo
génica espontanea na falta de pressdo seletiva pela presenca de antibidticos,

sendo mais comum que a adquirida (Alanis, 2005).

Peptideos antimicrobianos: novas estratégias na resolucdo de velhos

problemas.

Todos 0s organismos vivos, abrangendo desde microrganismos até
plantas e animais, evoluiram de forma a desenvolver mecanismos para
ativamente defender-se contra o ataque de patogenos. O mais sofisticado
desses mecanismos desenvolve anticorpos, ap6s um primeiro reconhecimento,
0s quais permitem eliminar invasores especificos (Bulet et al., 2004;
Pelegrini & Franco, 2005; Franco et al., 2006). Porém, essa acdo de resposta
imune adquirida no reconhecimento de organismos estranhos, é apenas
elaborada por um pequeno subtipo de organismos, denominados vertebrados
superiores. Entretanto, a imunidade natural € muito mais comum, e entre suas
respostas, incluem-se componentes cruciais como fendis, substancias
secundéarias e peptideos antimicrobianos (AMPs) (Thomma et al., 2002;

Frecer et al., 2006).
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AMPs sdo desprovidos de anticorpos com reconhecimento especifico
para antigenos. Contudo, por serem simples produtos da transcricdo e
traducdo génica, AMPs podem ser rapidamente sintetizados apés a infeccéo,
com um gasto limitado de energia e biomassa (Pelegrini & Franco, 2005;
Thomma et al., 2002; Bulet et al., 2004; Boman et al., 2003). Geralmente,
AMPs contém 15-45 residuos de aminoacidos (Boman et al., 2003) e sao
cationicos, principalmente aqueles que possuem carga liquida positiva em pH
fisiolégico, a qual deve-se a sua constituicdo de aminoacidos, com maior
guantidade de argininas e lisinas (carregados positivamente). Essa
caracteristica catidonica pode ser reforcada por uma amidacdo em C-terminal.
Em adicdo a propriedade catiénica, AMPs freqientemente adotam estruturas
anfipaticas, com suas subunidades hidroféobicas lado a lado, as quais
correspondem a mais de 50% dos seus aminoacidos. Assim, esses peptideos
cationicos/hidrofdbicos tende a ter maior facilidade em interagir e se inserir

em paredes celulares anibnicas ou em membranas fosfolipidicas de

microrganismos (Brown e Hancock, 2006; Bulet et al., 2004).

AMPs sdo particularmente potentes e apresentam um amplo espectro de
acdo. Normalmente sua atividade ndo se restringe a um anico tipo de patégeno
como bactérias Gram-positivas e Gram-negativas, fungos, protozoarios.
Alguns AMPs também apresentam uma tendéncia a ser hemoliticos, enquanto
outros podem ser usados como inseticidas (Hancock et al., 2006).
Recentemente, tem sido evidenciado que alguns AMPs podem exercer funcdes
na modulacdo da imunidade, as quais tém impacto em infec¢des e inflamacdes
(Brown & Hancock, 2006). Estes peptideos podem ser isolados de insetos

(Casteels et al., 1989; Cudic et al., 1999), mamiferos, invertebrados (Bulet et
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al., 2004; Nagashima 2003; Hancock et al., 2006), microrganismos (Bizani et
al., 2005) e diversos tecidos de vegetais como folhas (Dahot et al., 1999),
flores (Fujimura et al., 2004), frutos (Pelegrini et al., 2006), caules (Xiaa et
al., 2005; Fujimura et al., 2005) e sementes (Franco et al., 2006; Fujimura et

al., 2003).

Plantas sdo organismos incapazes de escapar do ataque de patégenos por
simples movimentacdo para um ambiente mais favoravel, mas, ainda assim,
raramente sdo acometidas por doencas, apesar de constantemente expostas a
uma grande variedade de microrganismos. Dessa forma, ao longo da evolucéo,
as plantas desenvolveram barreiras fisicas e a producdo de AMPs como seu
sistema primordial de defesa, capazes de mostrar diferentes atividades contra
diferentes tipos de microrganismos (Thomma et al., 2001). As plantas
constituem, portanto, uma fonte rica para descoberta de novos agentes
antimicrobianos. Isso se confirma através das centenas de proteinas e
peptideos antifungicos e antibacterianos que foram descobertos nos Gltimos
anos (Thomma et al., 2001; Franco et al., 2006), podendo estes ser
classificados em diversos grupos, de acordo com sua massa molecular,
atividade, carga e estrutura tridimensional. Alguns exemplos de proteinas

antimicrobiana dos principais grupos sao apresentados na Tabela 4.

Contudo, o mecanismo de acdo preciso destes peptideos nédo ¢é
completamente entendido (Frecer et al., 2006). Diversos modelos tém sido
propostos para explicar o mecanismo de acdo dos AMPs (Tabela 4), mas em
basicamente todos, inicialmente os peptideos catidnicos ligam-se a carga

negativa do LPS e a fosfolipidios na face externa da membrana bacteriana,
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formando acumulados e agregados na superficie da membrana, e finalmente
permeabilizando/desintegrando a membrana bacteriana através de varios
mecanismos possiveis de formacdo de poros (Figura 3) (Frecer et al., 2006).
Dessa forma, AMPs mostram capacidade de neutralizar endotoxinas de

bactérias como LPS (Hancock et al., 2006).
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Tabela 4: Proteinas antimicrobianas isoladas de plantas e suas respectivas atividades a microrganismos alvo.

Classe

Planta de origem

Microrganismo alvo

Referéncia

PR-1

B-glucanases
Quitinases
Proteinas de ligacao a
guitina

Defensinas

Proteinas semel hantes a

taumatinas

Proteinas semel hantes a
ciclofilinas
Proteinas inativadoras de

ribossomos
Proteinas transferidoras de
lipideos

inibidores de proteinase

albuminas 2S

Folhas de Lycopersicon
esculentum
Sementes de Triticale zhongsi
Folhas de Phaseolus vulgaris
Semente de Vigha unguiculata

Semente de V. unguiculata

Sementes de Castanopsis

chinensis

Cicer arietinum

Sementes de B. hispida

Gréaos de H. vulgare

Tubérculo de S. tuberosum

Semente de P. edulis

Phytophthora infestans

Trichoderma sp.
R. solani

F. oxysporum

S. aureus, E. coli, Pseudomonas
syringae
Botrytis cinerea, F. oxysporum,
Mycosphaerella arachidicola, P.
piricola
R. solani, M. arachidicola, B.
cinerea
Coprinus comatus, F. oxysporum,
Physalospora piricola e
Mycosphaerella arachidicola

Clavibacter michiganensis

C. albicans, R. solani, C.
michiganense
T. harzianum, F. oxysporum, e

Aspergillus fumigatus

Niderman et al. (1995)
Na et al. (2002)
Benhamou et al. (1993)
Noébrega et al. (2005)

Franco et al. (2006)

Chu et al. (2003)

Ye et al. (2003)

Ng & Parkash (2002)

Molina et al. (1992)
Kim et al. (2005)

Pelegrini et al. (2006)
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Tabela 5: Modelos de acdo de peptideos antimicrobianos (Brogden, 2005).

M odelo de atividade antimicrobiana

Peptideos

Mecanismo de formac&o de poros
transmembranicos
Poro toroidal

Carpete

Poro em barril

Modelos de morte intracelular
Floculagdo e contelido intracelular
Alteragdes na membrana citoplasmatica
Inibicdo da sintese da parede celular
Ligagdo a écidos nucléicos

Inibicédo da sintese de acidos nucléicos
Inibicdo da sintese de proteinas

Inibi¢&o da atividade enzimatica

Magainina 2, protegrina-1, melittina, LL-37 e MS|-
78

Dermaseptina S, cecropina, melittina, caerinal.l e
ovispirina

Alameticina

Peptideos Anibnicos

PR-39, PR-26, indolicidinal e microcina 25
Mersacidina

Buforinall e tachiplesina

Pleurocidina, dermasepting, PR-39, HNP-1, -2
eindolicidina

Pleurocidina, dermasepting, PR-39, HNP-1, -2

eindolicidina
Histatinas, pirrhocoricina, drosocina e apidaecina

24



Figura 3: llustracdo esquematica da acdo antimicrobiana de peptideos (adaptada de
Brogden, 2005).
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Proteinas da familia albumina 2S

Proteinas de armazenamento, como globulinas e albuminas, sao as
principais fontes de nitrogénio para o crescimento ap0s a germinacao da
semente. Dessa forma, plantas sdo habeis no acimulo dessas proteinas, as
guais sdo ativamente sintetizadas no reticulo endoplasméatico como um
precursor (Li et al., 2006). Em seguida, as proteinas de armazenamento sao
transportadas em vacuolos especificos, durante a maturacdo das sementes,
onde sdo processadas para sua forma madura. Inameras vias biossintéticas tém
sido propostas, entretanto, apesar de sua importancia e do esforgo realizado,
ainda ndo se entende o mecanismo principal de alvo desses vacuolos (Li et

al., 2006; Pantoja-Uceda et al., 2004).

Proteinas globulina 11S formam hexameros de 300-350 kDa, compostos
de uma subunidade &cida (30-40 kDa) e uma subunidade bésica (20-25 kDa),
ligadas por uma Uunica ligacdo dissulfeto. Um Uunico gene também ¢é
responsavel pela sintese de ambas as subunidades, a partir da producédo de um
precursor comum com 50-60 kDa, o qual é clivado pds-traducionalmente por
uma endopeptidase apdés a formacdo de uma ligacdo dissulfeto intercadeias,
unindo a porcdo N-terminal da subunidade &acida com a C-terminal da
subunidade basica. Da mesma forma, tem sido observado que as isoformas de
albuminas 2S sado constituidas de uma subunidade pequena (4 kDa) e uma
subunidade grande (9 kDa), unidas por duas liga¢des dissulfeto, originadas de
um unico produto génico (17 kDa), o qual sofre processo pés-traducional,
sendo clivado pela mesma enzima asparagina endopeptidase envolvida no

processamento de globulinas 11S (Hsiao et al. 2006; Pantoja-Uceda et al.,
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2004). Adicionalmente, albuminas 2S apresentam distribui¢cdo caracteristica
dos seus 8 residuos de cisteinas em um modelo conservado
(...C...C...[...CC...CXC...C...C...). Dessa forma, além das duas ligacdes
dissulfeto que unem as suas subunidades, as albuminas 2S tém sua estrutura
estabilizada e compactada por duas ligacdes dissulfeto intracadeia. A
estrutura geral das albuminas 2S, como observada em napinas e outras
proteinas da mesma classe, sdo constituidas por 5 a-hélices (Figura 4), sendo
duas observadas na subunidade pequena e trés na grande (Pantoja-Uceda et

al., 2002).

Albuminas 2S receberam essa denominacdo com base em seu coeficiente
de sedimentacdo (S,o.w), que é de aproximadamente 2 (da Silva et al., 1996).
Albuminas 2S, além da sua funcé@o primordial de armazenamento, tém sido
relatadas como agentes emulsificantes (Burnett et al., 2002) e, mais
recentemente, como agentes antifungicos (Agizzio et al., 2003; Pelegrini et
al., 2006). lgualmente, o precursor de uma proteina albumina 2S inativa tem
sido descrito como um novo inibidor de tripsina, o qual, expresso em tomate e
tabaco, permite o desenvolvimento de plantas insetos-resistentes, como a
lagarta do tabaco (Spodoptera litura) (Mandal et al., 2006). Ainda, tém-se
obtido aumento da concentracdo de metionina e cisteinas em plantas de arroz
trangénico, a partir do acimulo de proteinas albuminas 2S (Lee et al., 2003).
Dessa maneira, albuminas 2S apresentam um largo espectro de funcdo. Além
disso, albuminas 2S tém sido identificadas e caracterizadas em sementes dos
mais diferentes géneros e espécies, tal como Ricinus communis (da Silva et
al., 1996); Pseudotsuga menziesii (Chatthai & Misra, 1998); Brassica

campestris, B. oleracea, B. nigra, B. juncea, e B. carinata) (Dasgupta et al.,

27



1995); Glycine max (Lin et al., 2004); Vitis vinifera (Li & Gray, 2005);
Passiflora edulis (Agizzio et al., 2003; Pelegrini et al., 2006). Entretanto, até
0 presente momento, nao existem relatos na literatura sobre proteinas da

familia albumina 2S com atividade antibacteriana.

Gergelim: uma nova fonte de peptideos antimicrobianos

Sementes tém-se apresentado como uma enorme fonte de proteinas de
defesa. Trigo e cevada, por exemplo, tém sido estudados por conter proteinas
do grupo das defensinas com propriedades antimicrobianas contras fungos que
atacam as plantacdes. (Oita et al., 2000; Lindorff-Larsen et al., 2001; Jing et
al., 2003). Gergelim é uma das mais antigas sementes oleaginosas em
utilizacdo pela humanidade. A despeito da sua importéncia, sua origem é
incerta. Provavelmente, vem sendo cultivada na india ha muitos séculos, e
teve sua cultura expandida para o Japdo, China, Turquia, Egito até as
Américas. Suas sementes sdo pequenas, ovais, levemente achatadas e com
coloracdo variando entre branco e preto. Além disso, gergelim mostra alto
valor econémico devido sua alta constituicdo de 6leos e proteinas e seu
potencial uso em indlstrias alimenticia, quimica e farmacéutica,
apresentando, em especial, atividade antioxidante e antimutagénica (Beltréo

& Vieira, 2001; Hu et al., 2004).

Os altos teores de &acido graxos insaturados no Oleo e de proteina
digestiva fazem do gergelim um alimento de excelente qualidade para o

homem e animais domésticos ndo ruminantes. Assim, com a busca de
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alimentacdo protéica de baixo custo, tem-se levado a utilizacdo de
subprodutos de processamento de grédos em diversos alimentos, ficando o
gergelim em posicéo privilegiada, pois, além do 6leo, é rico em proteinas e
em aminoacidos sulfurados, particularmente metionina. Proteinas
representam, aproximadamente, entre 15 e 25% da matéria seca (Beltrédo &
Vieira, 2001; Hsiao et al., 2006). Proteinas de armazenamento globulina 11S
e albumina 2S correspondem, respectivamente, a 60-70 e 15-25% dessa
porcdo protéica. Convencionalmente designadas como oa-globulina e B-
globulina, respectivamente, proteinas globulina 11S e albumina 2S s&o
encontradas em gergelim em inameras isoformas, as quais séo rearranjadas de
modo randémico para formar oligdbmeros (Pastorello, et al., 2001; Hsiao et

al., 2006).

A expanséao das franquias de fast food e produtos panificados tém grande
parcela de contribuicdo no aumento expressivo do consumo de gergelim. As
reacOes de hipersensibilidade tendem a ser mais severas in natura,
frequentemente resultando em choque anafilédtico. Entretanto, os sintomas
mais frequentes sdo: urticéria, angeodema e estresse respiratorio (Beyer et
al., 2002). Os fatores alergénicos nas sementes de gergelim sédo
frequentemente associados a suas duas proteinas de armazenamento
majoritarias, globulina 11S e albumina 2S (Tai et al., 1999; Pastorello, et al.,
2001; Hsiao et al., 2006). Assim, os esfor¢cos atuais se concentram em
identificar completamente a familia génica que codifica essas proteinas de
armazenamento, a partir do sequenciamento de fragmentos de cDNA (Hsiao et

al., 2006).
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Figura 4: Estrutura tridimensional de uma albumina 2S (PDB: 1PNB) proveniente
de B. napus. Em azul sdo descritas as a.-hélices da subunidade pequena e, em verde,
as da subunidade grande (Pantoja-Uceda et al., 2002).
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JUSTIFICATIVA

A importancia deste estudo deve-se a necessidade de se obter novas
ferramentas para o combate a microrganismos causadores de infec¢cdes ao
homem, dos quais praticamente todos ja se mostram resistentes a algum dos
medicamentos atualmente comercializados. Entre essas, incluem-se bactérias
da familia Enterobacteriaceae, principais causadoras de infec¢do hospitalar.
Peptideos antimicrobianos de plantas (AMPs) vém sendo visados para este
propésito, por serem, em sua grande maioria, potentes agentes antibioticos.
Além do mais, AMPs atuam por mecanismos diferentes dos antibioticos
existentes, consistindo, portanto, em uma alternativa eficiente no combate aos
microrganismos resistentes. Sementes, em especial, tém se mostrado ricas em
AMPs, o que se deve ao seu apurado sistema de defesa. Dessa forma, o
conhecimento prévio da elevada constituicdo protéica das sementes de
gergelim (S. indicum), principalmente proteinas de armazenamento da familia
albumina 2S, até entdo néo relatadas na literatura como antibacterianas,

fazem desse grdo um amplo campo de descobertas de novos AMPs.
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OBJETIVO

Isolar e caracterizar peptideos de sementes de gergelim (S. indicum)
ativo contra bactérias patogénicas ao homem, causadoras de infeccéo

hospitalar.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

- Isolar e caracterizar peptideos de sementes de gergelim (S. indicum) por
cromatografia de Red-Sepharose, seguida por cromatografia de fase reversa

em HPLC;

- Analisar a massa molecular dos peptideos obtidos por SDS;

- Sequenciar os respectivos peptideos;

- Avaliar a atividade antibacteriana do peptideo purificado contra

bactérias Gram-negativas e Gram-positivas patogénicas ao homem.
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MATERIAL E METODOS

Extracdo de Proteinas

As sementes de gergelim branco (Sesamum indicum L.), foram trituradas
e submetidas a extracdo através de trituracdo em solucdo extratora contendo
NaCl 0,6 M e HCI 0,1%, em proporcédo de 1:4 (massa/volume), permanecendo
em refrigeracdo (4°C) durante 6 horas. O extrato bruto foi centrifugado por 90
minutos, a 4.000 RPM e 4°C, tendo sido o precipitado descartado. Em
seguida, as proteinas presentes no sobrenadante foram precipitadas com
(NH4)>,SO4 a 100% de saturagdo, com constante agitagdo, durante 12 a 24
horas. Seguiu-se nova centrifugagcéo, nas condi¢des descritas anteriormente,
por 45 minutos, tendo sido o precipitado dialisado 24 horas contra agua
destilada (3.0 kDa cut off). O material resultante foi entdo centrifugado a
3.500 RPM, por 15 minutos. O sobrenadante foi liofilizado, constituindo a

fracdo rica em proteinas (FRP).

| solamento de albuminas 2S de sementes de S. indicum

A fracdo rica foi aplicada em duas colunas distintas, Red-Sepharose CL -
6B e Blue-Sepharose CL-6B, ambas com afinidade a moléculas catidnicas e
hidroficas, porém com ligantes diferentes (Procion Red HE-3B e Cibacron
Blue F3G-A, respectivamente), visando escolher a mais eficiente para
separacdo de proteinas com essas caracteristicas. A coluna Red-Sepharose

CL-6B foi previamente equilibrada com tampé&o Tris-HCI 0,1 M, pH 7,0,
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contendo CaCl, 0,05 M, sendo as proteinas néo retidas (PNR) eluidas com o
tampao de equilibrio, enquanto as proteinas retidas (PR) foram liberadas com
tampéo Tris-HCI 0,1 M, pH 7,0, contendo NaCl 3 M. Em paralelo, a coluna
Blue-Sepharose CL-6B foi equilibrada com tampéo fosfato 0,02 M, pH 7,2, o
gual foi utilizado para lavagem do pico néo retido, tendo sido o pico retido
eluido com o mesmo tampéo acrescido de NaCl 2 M. A eluicdo protéica foi
monitorada em espectrofotometro, no comprimento de onda de 280 nm. O
fluxo aplicado na eluigéo foi de 0,25 mL.min™*, sendo o volume das fracbes

coletadas de 2 mL.

Apds nova dialise (3.0 kDa cut off) e liofilizacdo dos picos, 0s mesmo
foram avaliados quanto a sua atividade antimicrobiana. Em seguida, 1,0 mg
dos picos ativos foi ressuspendido em solucdo do pareador i6nico acido
trifluoroacético (TFA) a 0,1% e aplicados em uma coluna analitica de HPLC
de fase-reversa (Vydac C-18TP 522). Primeiramente, a fracéo retida foi eluida
usando gradiente linear de acetonitrila (0-100%) e fluxo de 1,0 mL.min™.
Entretanto, visando uma melhor separacdo dos picos protéicos eluidos na
faixa entre 20-50% de acetonitrila, passou-se a utilizar gradiente ndo linear
de acetonitrila (5’ a 0%; 5 de 0-20%; 35’ de 20-50%; 10’ de 50-70%; 5’ 70-

100%).

Analises de massa molecular por SDS-PAGE

As fracbes protéicas foram analisadas por SDS-PAGE, a 12 e 15%, de

acordo com Laemmli (1970), com menores modificacdes. Para tanto, aliquotas
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de 30 ug de proteina foram previamente precipitadas com &cido tricloacético
(TCA) 75%, na proporcéo de 133 puL de TCA 75% para cada de 1,0 mL de
amostra, durante 30 minutos em repouso, a 15°C. Em seguidas, as amostras
foram centrifugadas, por 15 minutos a 13.400 RPM, e o sobrenadante
descartado. Os precipitados foram lavados com 1,0 mL de acetona gelada e
novamente centrifugados por 15 minutos a 13.400 RPM. Em seguida, as
amostras foram ressuspendidas em 20 pL de tamp&o de amostra, contendo
Tris-HCI 20 mM pH 6,8, SDS 0,2%, azul de bromofenol 0,04%, glicerol 10%
e B-mercaptoetanol 0,04%, e fervidas durante 10 minutos. A corrida foi feita
a 200 V e 20 mA, por aproximadamente 2 horas. Os géis foram corados com

prata.

Andélises de massa molecular por espectrometria de massa

Os picos obtidos do HPLC foram liofilizados e submetidos a analise de
espectrometria de massa por Matrix-Assisted Laser Desorption Time of Flight
Analysis (MALDI-ToF) em um Voyager-DE STR Bioworkstation. As amostras
foram dissolvidas em &cido trifluoroacético (TFA) a 0,1% e foi adicionado
acido sinapinico (uma solucédo saturada dissolvida em acetonitrila/ TFA 0,1%
1:1 v/v). A solucéo foi, entdo, homogeneizada em vortex e aliquotas de 1,0
mL foram aplicadas no Voyager Bioworkstation. As amostras foram secas a
temperatura ambiente. O espectrémetro foi operado em modo linear. Os ions
das amostras foram eliminados por irradiacdo com um laser N, em
comprimento de onda de 337 nm, e acelerado a um potencial de 23 kV na

fonte do ion com um atraso de 150 ns. As amostras foram, entdo, ionizadas
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com 100-200 tiros em um pulso de laser de 3 ns. O sinal foi digitalizado a
uma fracdo de 500 MHz e os dados avaliados foram mostrados em um sistema

de dados padrdo do Voyager para manipulacéao.

Sequenciamento de Si-AMP

As amostras provenientes de HPLC foram liofilizadas objetivando
remocao de acetonitrila e TFA. A sequéncia N-terminal parcial do peptideo
foi determinada usando o método de degradacdo de Edman (Edman, 1970), o
gual utiliza a reagcdo seletiva de N-terminal com isotiocianato de fenila.
Entretanto, para determinar a sequéncia completa do peptideo, buscou-se
realizar andlise por MS. Para tanto, a amostra foi submetida a reagbes de
reducdo e alquilacdo, através de adi¢cBes consecutivas de DTT 100 mM,
permanecendo a 60°C por 1 hora, e iodoacetamida 500 mM, por 1 hora na
auséncia de luz, ambos na proporc¢éao de 10% do volume da amostra. A reacéo
foi interrompida com a adicdo de DTT 100 mM, na proporcdo 1:1. Em
seguida, para digestdo das proteinas, foi adicionado 100 pL de bicarbonato de
amoénio 200 mM e as amostras foram incubadas com tripsina (Promega) 20
pug.mL™* em acetonitrila, por 4-16 horas, a 37° C. A solucdo resultante foi
purificada em uma coluna ZipTip, para remocao dos residuos dos produtos e
sub-produtos gerados. As fracdes liofilizadas foram dissolvidas em &gua
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 compostos que

tiveram suas massas moleculares exatas determinadas, utilizando um
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espectrometro de massa MALDI-ToF/ToF Applied Biosystems 4700 e o
software 4000 Series Explorer, foram devidamente sequienciados. Os espectros
foram obtidos com 3.000 nm de intensidade de laser e 3.000 disparos,
toleradncia de 0,5 m/z. Os ions protéicos gerados por autélise da tripsina foram
usados como padrdes internos para calibracio do espectro de massa. ions que
apresentaram relacdo sinal-ruido apropriada foram submetidos a fragmentacgéo
(MS/MS). Os espectros foram analisados com o auxilio dos programas Protein

Prospector e Pepseq.

Analisesin silico

A sequéncia de aminoacido obtida foi comparada com outras proteinas

programa Blastp (Chen et al., 1998). As sequéncias protéicas foram

submetidas a um alinhamento usando o programa ClustalW (Thompson, 1994).

Preparacao das bactérias patogénicas

Foram utilizadas nos ensaios de atividade in vitro as bactérias
patogénicas humanas Klebsiella sp., Proteus sp., Salmonella sp., E. coli,
Streptococcus pyogenes e S. aureus, assim como, contra as bactérias
fitopatogénicas Xanthomonas sp., Bacillus subtilis, Erwinia sp. e

Rathayibacter sp..previamente replicadas em meio Luria Bertani (LB) (10
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g.L ! de NaCl, 5 g.L"! de extrato de levedura e 45 g.L'! de bactopeptona,

dissolvidos em agua), durante 18-24 horas a 37°C.

Bioensaio em meio sélido

Inicialmente, visando uma andlise geral da atividade antibacteriana, FRP,
PR e PNR eluidos da cromatografia em Red-Sepharose tiveram sua atividade
avaliada em placa, em meio LB acrescido de agar (15 g.L™*), contra Klebsiella
sp., Proteus sp., Salmonella sp., E. coli, S. aureus, Xanthomonas sp., B.
subtilis, Erwinia sp. e Rathayibacter sp.. A densidade 6tica inicial (OD) foi
de 0,12 nm, a qual corresponde a aproximadamente a 10’ unidades formadoras
de colbénia (UFC). As amostras a serem testadas foram ressuspendidas em
agua destilada em concentracdo padrdo de 10.000 ug.mL™!, sendo utilizadas
aliquotas de 20 puL, correspondendo a 200 pg de proteina por ensaio. Os
ensaios utilizam agua destilada como controle negativo (CN) e cloranfenicol
como controle positivo (CP) (34 pL de uma solucéo estoque de 600 pug.mL™).
A inibicdo foi avaliada ap6és 12-16 horas de incubacdo a 37°C, e a
porcentagem de inibicdo de crescimento (PIC) foi determinada a partir da

formula, a qual traca relagcbes com o controle negativo:

PIC = ((diametro de CN) - (diametro do tratamento)) / ((diametro CN) x 100)
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Bioensaio em meio liquido

Buscando maior acuracia dos resultados, tanto o FRP, quanto os PR e
PNR de ambas as colunas cromatograficas, assim como peptideos isolados por
HPLC tiveram sua atividade antibacteriana avaliada em meio LB liquido. As
fracOes protéicas foram, entdo, encubadas com Klebsiella sp. e Proteus sp. em
meio LB, por 4 horas, a 37°C. A OD inicial foi de 0,05 nm, a qual
corresponde a aproximadamente 5 x 10° células por mL. O volume final do
ensaio foi de 1,0 mL. A evolucédo do crescimento bacteriano foi monitorada
por espectrofotbmetro a 595 nm, durante cada hora experimental. Cada
experimento foi realizado em triplicata. Complementarmente, testou-se PR e
PNR da cromatografia em Blue-Sepharose quanto a sua capacidade de
inibicdo do crescimento bacteriano de S. pyogenes. Visando avaliar a
atividade antibacteriana das proteinas néo retidas pela coluna Red-Sepharose,
o PNR, na concentracdo de 400 pg.mL’'., foi submetido confrontado com
Klebsiella sp., Proteus sp., Salmonella sp., Escherichia coli, Xanthomonas sp.

e Rathayibacter sp., em iguais condicodes.
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RESULTADOSE DISCUSSAO

| solamento de Si-AMP, nova albumina 2S de sementes de S. indicum

Objetivando identificar proteinas antimicrobianas em sementes de
gergelim (S. indicum), as amostras foram submetidas a precipitagdo com
sulfato de amdnio, através de salting out a 100% de saturacdo, objetivando
obter uma significativa representacdo da constituicdo protéica de sementes de
gergelim. Apés dialise em cut off seletivo de 3.0 kDa, o rendimento da
extracdo foi avaliado pelo método de quantificacdo de proteinas descrito por
Bradford (1976). Para cada 100 g de sementes de gergelim, foram obtidas
aproximadamente 250 mg de proteina total. Seguiu-se com a separacdo
cromatogréafica dessas proteinas (FRP) nas colunas Red-Sepharose CL-6B e
Blue-Sepharose CL-6B. As colunas Red-Sepharose e Blue-Sepharose foram
escolhidas por serem mais especificas na separacdo de proteinas com carga
final positiva e uma porcdo hidrofdbica, caracteristicas essas encontradas em
peptideos de defesa de plantas. As proteinas acidas ou levemente basicas néo
foram retidas pelas resinas. Assim, os PR cromatograficos obtidos formados
basicamente por peptideos catiénicos das demais proteinas (Figura 5A e 5B).
Entretanto, a partir dos resultados da avaliagcdo de atividade antibacteriana de
PR e PNR de ambas as colunas cromatografias (Figura 11 e 12), foi
comprovada maior eficiéncia da coluna Red-Sepharose quanto a separagao
seletiva das proteinas de interesse. Essa caracteristica tem feito da coluna
Red-Sepharose CL-6B uma ferramenta comumente utilizada na purificacéo de

peptideos antimicrobianos (Bloch et al., 1991; Melo et al., 1999; Pelegrini et
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al., 2006). Dessa forma, a coluna Red-Sepharose foi escolhida como a forma

de separacédo protéica para os experimentos subsequientes.

Em continuidade ao processo de purificacdo das proteinas antibacterianas
de gergelim, o PR de Red-Sepharose foi aplicado em coluna de fase reversa
(HPLC), capaz de separar proteinas quanto o seu grau de hidrofobicidade.
Inicialmente, utilizou-se gradiente linear de acetonitrila (0-100%) na eluicao
das proteinas, revelando a presenca de picos majoritarios eluidos com 23 e
26% de acetonitrila (Figura 6A). Porém, com o intuito de obter separacdes
mais eficientes e refinadas, as elui¢cdes subsequentes foram conduzidas
utilizando um gradiente n&o linear de acetonitrila, de 20 a 50% de acetonitrila
em 35 minutos, expandindo principalmente a regido de eluicdo dos picos
majoritarios (Figura 6B). Dessa forma, foi possivel observar que a
constituicdo protéica do PR é consideravelmente maior do que mostrava o
primeiro perfil protéico obtido, com eluicdo protéica por gradiente linear de
acetonitrila. Possivelmente, isso ocorre devido a presenca massiva de

proteinas catidnicas em sementes de gergelim.
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Figura 5: Fracgdo rica em proteinas de semente de gergelim, obtida da precipitacao
com sulfato de ambénio (100%), aplicada em cromatografia de afinidade (a) Red-
Sepharose CL-6B e (b) Blue-Sepharose CL-6B. A seta indica o ponto de elui¢cdo das
proteinas retidas com adicdo do tampao com NaCl ((a) 3 M e (b) 2 M). PNR:
proteinas nao retidas; PR: proteinas retidas.
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Purificagdo em RP-HPLC tem sido usada em AMPs das mais diferentes
classes, como defensinas (Fujimura et al., 2005), proteinas de ligacdo a
qguitina (Nielsen et al., 1997) e albuminas 2S (Pelegrini et al., 2006). Ainda,
similar concentracdo de acetonitrila foi usada na eluicdo de diversos
peptideos antimicrobianos, como Pp-AMP1 e Pp-AMP2, de ramos de bambu
(Phyllostachys pubenscens) (Fujimura et al., 2005); Tu-AMP 1 e Tu-AMP 2,
de bulbos de tulipa (Tulipa gesneriana L.) (Fujimura et al., 2004); Fa-AMP1
e Fa-AMP2, de sementes de Fagopyrum esculentum (Fujimura et al., 2003);
Pe-AFP1, de sementes de maracuja (P. edulis) (Pelegrini et al., 2006); Cp-
tionina and Cp-tionina Il, de sementes de V. unguiculata (Melo et al., 1999;
Franco et al., 2006); MiAMP2, de nozes de Macadamia (Macadamia
integrifolia) (Marcus et al., 1999) e Rs-AFP1 and Rs-AFP2, de sementes de

rabanete (Raphanus sativus L.) (Terras et al., 1992).

O protocolo de purificagdo associando Red-Sepharose e RP-HPLC
também tem se mostrado eficiente em isolar proteinas com diferentes
atividades, como Cp-tionina (Melo et al., 2002) e Cp-tionina Il (Franco et al.,
2006), defensinas isoladas de sementes de V. unguiculata. Cp-tionina € um
potente inibidor de tripsina e Cp-tionina Il possui atividade antibacteriana
contra S. aureus, E. coli e P. syringae. Dessa forma, € possivel constatar que
a combinacdo desses dois métodos cromatograficos constitui uma ferramenta
adequada e seletiva na separacdo de peptideos de defesa, com caracteristica

catidnica e hidrofdbica, e baixa massa molecular.
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Andalises de massa molecular

Analises por SDS-PAGE foram utilizadas para estabelecer o padrédo de
massa molecular das proteinas isoladas de sementes de gergelim. Para as
fracdes coletadas de Red-Sepharose foi usado gel separador de poliacrilamida
12% (Figura 7), cuja abertura da malha permite uma visualizacdo geral das
proteinas. J4 as fracbes de HPLC, foram submetidas & separacdo por massa
molecular com poliacrilamida 15% (Figura 8), constituindo, portanto, em uma
malha mais fechada, ideal para separacdo de peptideos e, conseqiientemente,
em uma analise mais fiel da massa molecular dos peptideos de interesse. Na
Figura 7, pode-se notar a diversidade de proteinas com massas moleculares
diferentes em sementes de gergelim, variando entre 5 e 65 kDa. Ja na Figura
8, percebe-se uma maior restricdo nessa faixa. E importante notar que, em
ambos os géis, ha proteinas com massa molecular préximas a 5 kDa, as quais

sdo caracteristicas em peptideos antimicrobianos.

O gel com as fracOes coletadas de RP-HPLC mostrou a purificacdo de um
peptideo eluido com 26% de acetonitrila, de interesse pela atividade
antibacteriana mostrada. Esse peptideo isolado de S. Indicum foi nomeado Si-
AMP. Ainda em SDS-PAGE, fica aparente que Si-AMP possui duas bandas de
baixo peso molecular, uma com aproximadamente 6 kDa, e outra com menos
de 15 kDa (Figura 8). Esse padréo de duas bandas indica que, possivelmente,
Si-AMP apresenta estrutura dimérica, constituido por subunidades
independentes unidas por ligacdes dissulfeto, o que é muito caracteristico nas
proteinas de armazenamento da familia de albuminas 2S. Anélises posteriores

deverdo ser realizadas para confirmar essa hipotese. Contudo, albuminas 2S
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constituidas por duas subunidades, uma grande e uma pequena, foram
relatadas em sementes de gergelim (Moreno et al., 2005), assim como em B.
napus L. (Monsalve, et al., 1991), Brassica juncea (Mandal et al., 2002), R.
communis (Irwin et al., 1990; da Silva et al., 1996), de Cucurbita sp. (Hara-
Hishimura et al., 1993), Arabidopsis thaliana (D'Hondt et al., 1993), L.
esculentum L. (Oguri et al., 2003), G. max (Lin et al., 2004), e outrem.
Ainda, as fracdes eluidas com 21 e 23% de acetonitrila, bem como 43 e 44%
(Figura 8) mostraram-se semelhantes, contendo uma Unica banda. As demais
fracdes evidenciaram mais de um tipo de proteina, com massas moleculares
diferentes. A analise por espectrometria de massa (MALDI-ToF) de Si-AMP
(Costa et al., 2004) encontrou massa de 5.799,89 Da (fig. 9), provavelmente
corresponde a subunidade de aproximadamente 6 kDa observada no gel SDS-
PAGE. Massa molecular semelhante foi relatada em albumina 2S nAL3,
isolada de G. max, cuja subunidade pequena mostra massa de 5138,30 Da e a
subunidade grande 8975,14 Da (Lin et al., 2004). Da mesma forma, uma
albumina 2S de Pinus pinaster apresentou duas subunidades distintas, com
aproximadamente 5 e 10 kDa (Allona et al., 1994). Entretanto, a maioria das
albuminas 2S descritas apresentam sua subunidade pequena com massa de
aproximadamente 4 kDa, como Lec2SA, de L. esculentum L. (Oguri et al.,

2003); e Ses i1, de S. indicum L. (Moreno et al., 2005).
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Figura 7. SDS-PAGE a 12% de proteinas de semente de gergelim (S. indicum L.)
separadas por cromatografia em Red-Sepharose (PR e PNR). A seta pontilhada
indica bandas com proteinas de massa molecular inferior a 6 kDa.
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Sequienciamento de Si-AMP e andlisesin silico

O seguenciamento N-terminal de Si-AMP por degradacdo de Edman
revelou um fragmento de 16 residuos de aminoacidos (Tabela 6). Ja o
sequenciamento por MALDI-ToF/ToF, devido a presenca excessiva de ruido,
ndo foi nitido o bastante para determinar a seqiéncia completa de Si-AMP e,
dessa forma, ndo permitiu complementar a seqténcia parcial encontrada por
degradacdo de Edman. A comparagdo com as proteinas depositadas no NCBI,
mostrou que a seqiéncia obtida de Si-AMP apresentava 91% de similaridade
com sesina (Tai et al., 2001), uma albumina 2S de S. indicum de 153 residuos
de aminoacidos, indicando a classificacdo desse peptideo no grupo das
proteinas albuminas 2S, as quais sd& comumente empregadas no
armazenamento de nutrientes para a germinacdo da semente (Tabela 7). Um
alinhamento da sequUéncia N-terminal, usando o Programa ClustalW, mostra
claramente a homologia de Si-AMP com albuminas 2S, embasando a sua
classificacdo nesta familia. Apesar da alta similaridade, € possivel determinar
que Si-AMP é um novo peptideo isolado, devido, principalmente, a diferenca

entre residuos residuos de aminoacidos de Si-AMP e sesina.

Tabela 6: Seqiiéncia N-terminal parcial de residuos de aminoacidos de Si-AMP por
seqlienciamento de Edman.

Si-AMP | 1]2|3|4|5|6|7|8]9|10|11|12|13|14|15]16
G|L|Q|D|Q|Q|V|Y|Q|I/R|A|R|IDI|L]|E|P
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Figura 7: Alinhamento de Si-AMP com proteinas da familia albumina 2S pelo programa ClustalW. A similaridade entre as
seqliéncias comparadas é mostrada pela marcacdo dos residuos de aminoacidos. Os residuos completamente conservados sédo
indicados por (*). O nome, o nimero de acesso no NCBI e a origem de cada isoforma sédo mostrados a esquerda do alinhamento.

N° acesso

NCBI

Q9AUD1
Q5FZI 3
Q8L694
Q8H2B8
Q7Y1C2
P93198

Nome

Si - AMP
SESI NA

NAPI NA
ANAQ3
JUGNI
9ROSI

S.
S.
LEONURI NA L.

M.

A.

occi dent al e
J.
J.

Origem

i ndi cum
i ndi cum
artem si a

charanti a

nigra

regia

GEOROOVYQRARDL EP R
€- ESPORIeEIGEEN- ERRCNMR- PQQCQFRVI FV
ECESEENNRKAEME- FRTCGLR- SQQCQFNVI FV
€SE- - ML- BKEEVE- BAMCGVR- PQRCDF- - - - -
EEEVRELNYETRSER- GRI CSI SPSQGCQFQSSY-
EEEMEEMVESIEEM- EKECGI S- SQRCEI RRSWF
EEEVMEEMVESINEEIN- ENECGI S- SQRCEI RRSWF

* * * *

(Tai et al., 2001)

(Yang et al., 2004)
(Vashishta et al., 2004)
(Robot ham et al., 2003)
(Ling et al., 2002)
(Teuber et al., 1998)
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Bioensaio em meio sélido

A avaliacdo da atividade antibacteriana de FRP, PR e PNR de Red-
Sepharose, na concentracdo de 100 pg.mL™* em meio LB &gar, resultou em
auséncia de inibicdo do crescimento bacteriano pelas proteinas testadas, mas
capacidade inibitoria por parte do controle positivo (cloranfenicol 20 ug),
como pode ser observado nas Figuras 10 e 11. Isso indica a incapacidade das
proteinas testadas em inibirem o crescimento bacteriano em meio soélido.
Conhecendo o perfil bactericida de proteinas de sementes de gergelim, o qual
sera comprovado nos proximos ensaios apresentados, pode-se sugerir a
hipétese de que Si-AMP pode apresenta sitios para glicosilacdo, como tem
sido comumente relatado em proteinas albuminas 2S (Pastorello et al., 2001;
Alcocer et al., 2002) e, dessa forma, Si-AMP seria capaz de formar
complexos com o polimero &gar presente no meio LB. Agar é um
polissacarideo n&do ramificado, constituido de subunidades de galactose,
obtido da parede celular de algumas espécies de algas vermelhas,
especialmente Eucheuma muricatum (FAO, 1990). Dessa forma, Si-AMP
ficaria impossibilitado de exercer sua atividade antibacteriana, o que pode
explicar os resultados encontrados (Figura 10 e 11). Normalmente, albuminas
2S se ligam a pequenos sacarideos, com intensidade variavel, podendo ocorrer

tanto N- como O-glicosilacdo (Alcocer et al., 2002).
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Figura 10: Bioensaio em meio LB agar. FRP, PR e PNR de Red-Sepharose (200 pg
cada) tiveram sua atividade antibacteriana avaliada contra (a) Klebsiella sp.; (b)
Proteus sp.; (c) S. pyogenes; (d) E. coli; (e) Salmonella sp.; (f) S. aureus. CN:
controle negativo (agua); CP: controle positivo (cloranfenicol 20 ug).
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Figura 11: Bioensaio em meio LB agar. FRP, PR e PNR de Red-Sepharose (200 pg
cada) tiveram sua atividade antibacteriana avaliada contra (a) Rathayibacter sp.;
(b) Xanthomonas sp.; (c) B. subtilis; (d) Erwinia sp.. CN: controle negativo (agua);
CP: controle positivo (cloranfenicol 20 pg).



Bioensaio em meio liquido

As fracBes protéicas de semente de gergelim (S. indicum), separadas
pelas colunas cromatograficas Red-Sepharose e Blue-Sepharose, foram
utilizadas em bioensaios contra bactérias nocivas a seres humanos Klebsiella
sp. e Proteus sp.. Enquanto o PR de Red-Sepharose mostrou capacidade de
reducdo do crescimento de Klebsiella sp. em cerca de 15% (Figura 12A), a
mesma frac&o ndo foi capaz de inibir Proteus sp. (Figura 12B). Este resultado
€ similar ao obtido anteriormente por Costa (2004), onde PR de Red-
Sepharose foi testado contra essas duas bactérias e, ainda, contra E. coli,
apresentando atividade inibitéria apenas na presenca de Klebsiella sp.. Desta
forma, fica evidente a seletividade das proteinas de sementes gergelim para
apenas um dos géneros de bactérias Gram-negativas testadas. Entretanto, as
fracbes protéicas separadas em Blue-Sepharose ndo mostraram a mesma
atividade observada naquelas separadas por Red-Sepharose (Figura 13A e B),
assim como também n&do se mostraram capaz de inibir S. pyogenes (Figura
13C), bactéria Gram-positiva. 1sso ocorreu apesar da coluna Blue-Sepharose
apresentar caracteristicas similares de retencdo da resina Red-Sepharose,
habil em separar proteinas catidnicas e hidrofébicas na fracdo de proteinas

retidas, provavelmente por de serem constituidas por ligantes diferentes.

O PNR de Red-Sepharose foi submetido a ensaios contra véarias bactérias,
Gram-negativas patogénicas ao homem (Figura 14), e bactérias
fitopatogénicas (Figura 15), na concentracéo de 400 pg.mL™*. Como esperado,
PNR foi incapaz de inibir o crescimento das bactérias testadas, mesmo em

alta concentragdo, comprovando que a atividade antibacteriana das sementes
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de gergelim deve-se a proteinas com caracteristica catidnica e hidrofébicas,
as quais ficaram retidas no ligante Procion Red HE-3B da resina de Red-

Sepharose, sendo posteriormente eluidas com a adicdo de NaCl 3 M.

O peptideo purificado, Si-AMP, mostrou-se ativo contra Klebsiella sp.
(Figura 16A e 17), sendo capaz de inibir aproximadamente 15% do
crescimento desta bactéria. Entretanto, Si-AMP nao foi capaz de inibir
Proteus sp. (Figura 16B) e E. coli (Figura 16C). O conjunto de resultados
apresentados neste trabalho evidencia a hipotese de que Si-AMP atua
seletivamente contra Klebsiella sp., uma bactéria patogénica humana, da
familia Enterobacteriaceae, fortemente envolvida em processos de infeccéo
hospitalar. Um exemplo de peptideo antimicrobiano da familia das albuminas
2S purificado por cromatografia na resina Red-Sepharose e RP-HPLC é Pe-
AFP1l, isolado de sementes de maracuja (P. edulis), ativo contra T.

harzianum, F. oxysporum, e A. fumigatus (Pelegrini et al., 2006).

Como descrito anteriormente, poucas albuminas 2S foram relatas como
agentes antimicrobianos, como Pf2-RP (Agizzio et al., 2003) e Pe-AFP1
(Pelegrini et al., 2006), ambos isolado de sementes de maracuja. Entretanto,
nenhuma proteina da familia das albuminas 2S, mostrou-se capaz de inibir
crescimento bacteriano. Dessa forma, Si-AMP é o primeiro peptideo de
armazenamento, de acordo com nossos conhecimentos, com homologia as
proteinas albuminas 2S, com atividade antibacteriana. Portanto, Si-AMP traz
um novo conceito para proteinas de armazenamento em sementes, além de ser

a principal fonte de nitrogénio para a germinacdo, compor o acurado sistema
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de defesa vegetal. O qual claramente faz uso de proteinas com mdultiplas

funcgdes, permitindo um menor gasto de energia.
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CONCLUSOES

Em conclusédo, os resultados apresentados aqui sugerem que a albumina
2S Si-AMP, isolada de sementes de gergelim branco (S. indicum L.), exerce
severa inibicdo no crescimento do patdégeno humano Klebsiella sp.. Dessa
forma, fica evidente a estreita relagcdo entre as funcdes de armazenamento e
de defesa em plantas. Neste ambito, observa-se claramente uma conservacéo
de uma funcdo secundéaria em proteinas de armazenamento durante os milhdes
de anos de evolucédo. Esta funcdo, caracteristicamente como defensiva a
patégenos podera ser utilizada eficientemente para fins biotecnolégicos.
Torna-se, desta maneira, real a possibilidade de descoberta de novas proteinas
de armazenamento com capacidade bactericida, assim como o uso destas no
desenvolvimento de antibidticos com mecanismos de acdo alternativos,
representando, portanto, em uma nova estratégia no combate a infeccéo

hospitalar.



PERSPECTIVAS

- Sequenciamento completo Si-AMP, peptideo isolados de sementes de

gergelim (S. indicum);

- Clonagem e expressao das albuminas 2S em sistema heterologo.

- Producéo de peptideos sintéticos a partir de Si-AMP e avaliacdo da relagéo

estrutura-atividade.

- Elucidag&o do mecanismo de agéo de Si-AMP:

- Por modelagem molecular e docking computacional;

- Andlise topografica da interacdo Si-AMP-bactéria, através de

microscopia de forca atdémica;

- Caracterizacdo do mecanismo de resisténcia bacteriana para Si-AMP:

- Por anélise do perfil de expressao protéica na secre¢cdo e membrana de

Klebsiella pneumoniae através de protebmica comparativa.
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