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Resumo

Durante os ultimos anos, um numero crescente de peptideos antimicrobianos ricos
em cisteina tem sido isolado de plantas e particularmente de sementes. Tem
tornado-se claro que estes peptideos possuem um importante papel na protecao das
plantas contra infec¢gdes microbianas. Neste trabalho, proteinas de sementes de
pimenta (Capsicum annuum L.) foram extraidas em tampdo fosfato, pH 5,4 e a
purificagdo de peptideos antimicrobianos foi feita pelo uso de cromatografia de troca
cationica, CM-Sepharose, de exclusdo molecular em Sephacryl™ S-100 High
Resolution e de fase reversa em HPLC. Trés fracdes enriquecidas, chamadas F1, F2
e F3, foram obtidas depois da cromatografia em CM-Sepharose. A fracdo F1,
composta principalmente de trés peptideos com massa molecular em torno de 6 a
10 kDa, foi submetida a espectrometria de massa e a seqlenciamento
aminoterminal. O peptideo de aproximadamente 10 kDa apresentou uma massa de
9.461,41 Da e mostrou alta homologia de seqiiéncia com proteinas transportadoras
de lipideos (LTPs) previamente isoladas de outras sementes. Anticorpos policlonais
foram produzidos contra a LTP isolada e estes foram usados para imunolocalizar
esse peptideo em sementes de pimenta. A LTP foi observada no ambiente
intracelular. Por Western blotting, também foi possivel constatar a presenca do
peptideo em sementes de diferentes espécies de Capsicum e a auséncia do mesmo
nos diversos 6rgaos de plantulas de pimenta (Capsicum annuum UENF 1381), com
15 e 45 dias de germinacdo. Ensaios de inibicdo do crescimento da levedura
Saccharomyces cerevisiae e de bactérias do género Xanthomonas foram feitos na
presencga de fragbes ricas em peptideos contendo a LTP e foi observada inibigdo do
crescimento das células de levedura e a nao inibicdo das células bacterianas. As
fracbes da Sephacryl inibiram fortemente a acidificagdo do meio por células da
levedura Saccharomyces cerevisiae quando estimuladas por glicose, em uma

relacdo dose-dependente.



Abstract

During the last years, a growing number of cysteine-rich antimicrobial
peptides has been isolated from plants and particularly from seeds. It has become
increasingly clear that these peptides play an important role in the plants protection
against microbial infection. In this work, proteins from chilli pepper (Capsicum
annuum L.) seeds were extracted in pH 5,4 phosphate buffer, and
antimicrobial peptides purification were performed by employing ion-exchange
chromatographies on CM-Sepharose, gel filtration on Sephacryl™ S-100 High
Resolution and reverse phase in HPLC. Three peptide enriched fractions, namely F1,
F2 and F3, were obtained after the CM-Sepharose chromatography. The F1 fraction,
mainly composed of three peptides ranging from 6 to 10 kDa, was submitted
to massspectrometry analysis and N-terminal amino acid sequencing. An
approximately 10 kDa peptide showed molecular mass of 9.461,41 Da and high
sequence homology to lipid transfer proteins (LTPs) previously isolated from other
seeds. Polyclonal antibody was raised against the purified LTP and it was used to
immunolocalize the peptide in mature chili pepper seeds. The LTP was detected in
the intracellular environment mature chilli pepper seeds. By using Western blotting, it
was also possible to verify the presence of the peptide in seeds of different capsicum
species and the absence of it several organs of chilli pepper (capsicum annuum
UENF-1381). Seedlings of 15 and 45 days after germination. Growth inhibition
assays the yeast Saccharomyces cerevisiae and bacteria from the Xanthomonas
genera were done in the presence of the peptide rich fractions containing the LTP.
Inhibition of growth for the yeast cells and no inhibition for the bacterial cells were
observed. Fractions obtained from the Sephacryl™ S-100 bstrongly inhibited the
acidification of the medium by the yeast S. cerevisiae when stimulated with glucose,
in a form dose-dependent.



1. Introducao

1.1. Aspectos Gerais

Doencas de plantas influenciam significantemente a economia do mundo. De
acordo com estimativas, os danos causados por essas doencas poderiam custar em
torno de $ 533 bilhdes por ano. De todos os patdgenos de plantas, os fungos seriam
0s mais devastadores que acabam levando a sérios danos nas culturas (Maor e
Shirasu, 2005). Estima-se que haja mais de 13.000 patogenos fungicos perfazendo
mais que 73.000 combinagbes infecciosas fungo-planta. Um recente relato mostrou
que, de cada 19 patdgenos dos mais ameacadores existentes, 12 sado fungos
(Madden e Wheelis, 2003).

O aumento da produtividade agricola tem sido uma constante preocupag¢do nos
ultimos anos, especialmente devido as inumeras doengas que vem trazendo a perda
de culturas e ao crescimento dramético da populagdo global. Estimativas projetam
que em 2020 serdao 8 bilhdes de pessoas; 1,5 bilhdes a mais para serem
alimentados (Rosegrant et al., 2001). Para compensar estes fendmenos, inUumeras
estratégias tém sido desenvolvidas com o objetivo de aumentar a producdo de
alimentos com melhoria na qualidade dos produtos. Entre as estratégias mais
comumente usadas estdo: o uso de variedades de plantas artificialmente
selecionadas mais resistentes a doencas; melhores praticas de agricultura, tais
como: a rotacao das culturas; e o uso de fertilizantes e pesticidas. Entretanto, muitas
dessas estratégias ndao mostraram resultados satisfatérios, o que reflete a
necessidade de um aprofundamento dos estudos de doengas em plantas, e acima
de tudo, das defesas dessas plantas as infecgdes (Castro e Fontes, 2005).

No caso especifico de resisténcias a doencas das plantas, varias abordagens
estdo sendo estudadas com o objetivo de resolver esses problemas. Recentemente
peptideos antimicrobianos (AMPs) despertaram o interesse da engenharia genética
para a produgéo de plantas com melhores habilidades defensivas contra patdégenos.
Além de serem ativos em baixas concentracdes e terem atividade antimicrobiana
ampla, especula-se que o desenvolvimento de resisténcia a esses peptideos seja
bem dificil de ocorrer devido a rapidez com que 0s microrganismos sao mortos, bem
como ao fato de ser a membrana plasmatica o alvo deles. Para um patégeno
adquirir resisténcia a esses peptideos, ele teria que redesenhar a composi¢cao ou a



organizacdo dos lipideos em sua membrana, fato improvavel, devido ao alto custo
evolutivo que tal processo demandaria (Reddy et al., 2004).

1.2. Mecanismos de defesa de plantas

As plantas constituem o mais amplo grupo de vida autotréfica sobre a terra. Por
serem ricas em material organico, representam fonte de nutrientes para muitos
organismos que se alimentam delas e que podem acabar impingindo-lhes danos
durante este processo (Shewry e Lucas, 1997). Por isso, para se defender de
predadores e patégenos, as plantas vém ao longo dos anos travando uma batalha
contra seus inimigos a fim de garantir sua sobrevivéncia. (Maor e Shirasu, 2005).
Para tanto, as plantas desenvolveram vérias formas de defesa, que incluem
mecanismos gerais, que independem do organismo agressor ou se € decorrente de
um estresse abibtico, e especificos, que estdo diretamente ligados a um patdégeno
em particular. Sado esses varios mecanismos que fazem da doenga uma excecao e
ndo uma regra (Reignault e Sanchole, 2005).

Todo esse arsenal de defesa geral ou especifica faz parte do mecanismo de
defesa das plantas, o qual é dividido em dois: o primeiro sendo representado por
estruturas e compostos sintetizados durante o plano de desenvolvimento normal da
planta (defesa constitutiva), e 0 segundo mecanismo, ativado apenas depois do
contato da planta com o agressor (defesa induzida) (Greenberg, 1997).

As defesas constitutivas e induzidas podem ainda ser subdivididas em dois
arsenais: caracteristicas estruturais, que agem como barreiras fisicas que inibem o
patdégeno de forma que ele ndo consiga entrar e espalhar-se pela planta; e reacoes
bioquimicas, que acontecem nas células e tecidos da planta e produzem
substancias toxicas para o patégeno ou criam condicées que inibem o crescimento
do patdégeno na planta (Agrios, 1997).

Ambas defesas constitutivas e induzidas podem contribuir para uma o6tima
protecdo da planta contra um grande numero de herbivoros e patdégenos. Mas
pensa-se que essas defesas induzidas custam menos para a planta uma vez que
elas s6 sdo iniciadas ap6s um dano inicial. Porém, levando em consideragdo que o
ataque inicial pode ser rapido e severo o mecanismo de defesa induzido pode ser
uma forma de defesa muito arriscada (Wittstock e Gershenzon, 2002).

Os mecanismos de indugdo envolvem o reconhecimento de eliciadores

(moléculas sinalizadoras do patégeno) e a transdugdo de sinal, com a resposta



normalmente regulada via expressao de genes relacionados a defesa (Castro e
Fontes, 2005). As plantas desenvolveram sofisticados sistemas de resposta e
deteccao que decifram os sinais dos patégenos e induzem uma resposta de defesa
(Feys e Parker, 2000). Dentre os patdogenos que causam doencas em plantas
podemos encontrar os virus, as bactérias e os fungos, além de outros inimigos
causadores de danos, como os insetos e nematéides e ainda condicbes ambientais
adversas que acabam por afetar as plantas (Bonas e Lahaye, 2002; Feys e Parker,
2000; Castro e Fontes, 2005).

Na interacdo planta-patégeno, enquanto os parasitas usam uma série de
compostos quimicos, tais como toxinas e enzimas hidroliticas, as plantas tém
numerosas substancias de defesa, além de varias formas de barreiras fisicas
(Castro e Fontes, 2005). Uma série de mudancgas fisioldgicas nas plantas ocorre em
resposta a um ataque, incluindo a producao de espécies reativas de oxigénio (ROS),
mudangas no pH intracelular que levam a um fluxo efémero de ions, fortalecimento
da parede celular préximo ao sitio de infecgdo, liberagcdo de moléculas sinais
secundarias, tais como o 6xido nitrico (NO) e a sintese de produtos antimicrobianos
incluindo fitoalexinas e proteinas relacionadas a patogénese (PRs) (Cohn et al.,
2001).

Todos os compostos sejam protéicos ou nao, que tém efeito negativo no
crescimento, desenvolvimento ou sobrevivéncia de algum organismo podem ser
considerados como toxinas (Wittstock e Gershenzon, 2002). O mecanismo de agao
de algumas toxinas de planta € bem conhecido. Esse é o0 caso das saponinas,
triterpendides que determinam uma resisténcia pré-formada para ataque fungicos,
(Osbourn, 1996) e que agem rompendo membranas celulares, liberando cianeto de
hidrogénio de glicosideos cianogénicos para inibir a respiracdo celular e liberando
cardenoli deos que sdo especificos para inibir a ATPase Na'/K" (Wittstock e
Gershenzon, 2002).

A forma e o local de estocagem das toxinas de plantas sdo essenciais para a
eficiéncia destas. Certas espécies de plantas acumulam toxinas em laticiferos ou
tricomas glandulares (Hallahan, 2000). Essas toxinas s&o entdo liberadas em
grandes quantidades quando estas estruturas sdo rompidas pela alimentagao de
herbivoros ou pela movimentacdo ou crescimento do patégeno na superficie da
planta. Muitos desses compostos de defesa sdo toxicos para a propria planta e

devem ser estocados na forma precursora (inativa) ou em compartimentos



reservados onde sua atividade tdxica esteja resguardada para o momento certo
(Wittstock e Gershenzon, 2002).

A capacidade de sinergismo entre os produtos antimicrobianos também é de
grande valia para a sua agado antimicrobiana. A toxicidade de alguns compostos
pode ser potencialmente maior numa mistura do que o que poderia ser esperado
quando usado cada um dos compostos individualmente. Existem relatos de
fitoalexinas que foram nove vezes mais téxicas agindo com um outro composto do
que quando testadas isoladamente (Hummelbrunner e Isman, 2001). Efeitos
sinergisticos também sdo bem conhecidos para peptideos antimicrobianos. Ensaios
in vitro tém demonstrado que snakin-1, um peptideo constitutivo de batata,
principalmente expresso em tubérculos e érgaos reprodutivos, age sinergisticamente
contra Clavibacter michiganensis subsp. sepedonicus com a defensina de batata
PTH1, a qual tem um modelo de expressao similar (Segura et al., 1999).

Como ja mencionado, varios sdo 0os compostos antimicrobianos produzidos pelas
plantas. Dentre as principais proteinas que participam diretamente desses
mecanismos de defesa podemos encontrar: quitinases, glucanases, lectinas,
inibidores de proteinase, proteinas inativadoras de ribossomos (PIR), peroxidases e
varios peptideos antimicrobianos (Carlini e Grossi-de-Sa, 2002).

1.3. Peptideos antimicrobianos de plantas

A presenca de peptideos antimicrobianos é uma das estratégias usadas pelas
plantas para sua sobrevivéncia. Peptideos com propriedades antimicrobianas estao
presentes em muitas, se ndo em todas, espécies de plantas, podendo ocorrer em
todos os 6rgaos destas. Um grande numero destes peptideos tem sido isolado
especialmente de sementes, local em que podemos encontra-los em nivel elevado
se compararmos a folhas, flores e demais 6rgaos da planta (Broekaert et al., 1997;
Wang et al., 2001).

Todos esses peptideos sdo caracterizados pela presenga de um grande namero
de cisteinas (4, 6 e 8), as quais conectam-se em par, formando pontes dissulfeto,
que conferem-lhes alta estabilidade (Broekaert et al., 1997).

Recentemente tem tornado-se claro que estes peptideos tém um importante
papel na protecao das plantas contra infeccoes microbianas e que poderiam servir
como ferramentas Uteis a engenharia genética de plantas transgénicas para o

aumento de resisténcia a doencgas causadas por fungos (Pelegrini e Franco, 2005).



Evidéncias, tais como ensaios usando corantes que marcam acido nucléico
quando a membrana do patdégeno se encontra comprometida permitindo assim a
entrada do mesmo, indicam que estes peptideos agem pela permeabilizacdo da
membrana celular dos microrganismos. (Thevissen,1999; Regente, 2005).

Baseado na sua homologia estrutural, esses peptideos antimicrobianos podem
ser classificadas em familias distintas, incluindo, principalmente, knotinas, tioninas,
defensinas de plantas e proteinas transportadoras de lipideos (LTPs), entre outros
(Broekaert et al., 1997).

A partir da década de 90, varios trabalhos descreveram uma nova classe de
peptideos macrociclicos de plantas, constituidos por aproximadamente 30 residuos
de aminodcidos, incluindo seis cisteinas altamente conservadas, que formavam trés
pontes dissulfeto. Essas proteinas apresentam em comum um “motif” “né de
cisteinas” e um correspondente esqueleto de carbono ciclico. Devido a essas
caracteristicas marcantes, esses peptideos foram denominados knotinas ou
ciclotideos (Broekaert et al, 1992; Trabi e Craik, 2002). Elas foram isoladas
primeiramente de sementes de Mirabilis jalapa e a sua estrutura conformacional
consiste de trés fitas f e uma longa alga que liga a primeira fita B com a segunda (De
Bolle et al.,1996).

Além das caracteristicas citadas acima, as knotinas, assim como outros
peptideos antimicrobianos, apresentam um carater altamente basico. Porém
apresentam uma alta divergéncia quanto a sua seqiéncia e exibem uma atividade
antimicrobiana bastante diferente (Gao et al., 2001). As knotinas de Mirabilis jalapa e
de Phytolacca americana inibem uma grande gama de fungos e de bactérias gram-
positivas (Broekaert et al., 1992; Cammue et al., 1992).

As tioninas representam uma classe de proteinas basicas, ricas em cisteina e
com baixa massa molecular (em torno de 5 kDa). Essas proteinas sdo encontradas
em uma variedade de plantas, como em tabaco, tomate, pimenta, pimentao,
Arabidopsis e cevada (Lee et al, 2000). Apresentam uma cadeia de 45 a 47
residuos de aminoacidos e uma estrutura que apresenta de 3 a 4 pontes dissulfeto
que sdo importantes na manutengédo de sua conformagao e assim da sua atividade
biolégica (Broekaert et al, 1997). Sua estrutura apresenta duas a-hélices
antiparalelas e uma folha 3, com residuos de aminoacidos hidrofébicos segregados
na superficie externa das hélices e residuos hidrofilicos na superficie interna da

hélice. Essa distribuicdo anfipatica das tioninas é importante para a sua habilidade



de romper membranas microbianas e lipossomas fosfolipidicos (Caaveiro et al.,
1997).

As tioninas foram a primeira familia de peptideos antimicrobianos de plantas cuja
atividade antimicrobiana foi detectada “in vivo” (Garcia-Olmedo et al., 1992). Desde
entao tem sido proposto para as tioninas um importante papel na defesa de plantas,
e sua localizacdo no vacuolo e na parede celular sustentam essa fungédo, sendo
muitas delas téxicas para fungos fitopatogénicos e bactérias tanto gram positivas
quanto gram negativas (Broekaert et al., 1997).

Na resposta imune inata, apenas uma classe de peptideo permanece sendo
conservada entre as plantas, invertebrados e vertebrados, a classe das defensinas
(Thomma et al., 2002). As defensinas de plantas sdo pequenas, possuem de 45-54
residuos de aminodcidos, sdo peptideos altamente basicos, que inibem o
crescimento de um grande numero de fungos em concentragcbes micromolares
(Broekaert et al., 1997), mas ndo parecem ser tdxicas para células de mamiferos ou
para células vegetais (Thomma et al, 2002).

Todas as defensinas de plantas identificadas até entdo possuem oito residuos de
cisteinas que formam quatro pontes dissulfeto que estabilizam sua estrutura.
Estudos da estrutura tridimensional de um grande numero de defensinas de plantas
mostraram que sua estrutura compreende trés folhas B, antiparalelas e uma a-hélice
(Fant et al., 1998; Almeida et al., 2002). Baseando-se nessa estrutura tridimensional
global, existe uma relacdo fechada entre as defensinas de plantas, defensinas de
insetos e B-defensinas de mamiferos. Isto sugere que defensinas sédo peptideos
antigos conservados através do reino eucariético, originados antes da divergéncia
de plantas e animais. Possivelmente, as defensinas evoluiram de um Unico
precursor, uma molécula com uma estrutura global assemelhando-se a defensinas

de plantas atuais (Thomma et al, 2002).

1.4. Proteinas Transportadoras de Lipideos (LTPs)

Proteinas transportadoras de lipideos tém sido isoladas de animais, fungos,
bactérias e plantas (Park et al., 2002). As LTPs de plantas ndo possuem seqiéncia
similar as de mamiferos (Han et al., 2001). Elas tém sido isoladas de vérias espécies
de monocotileddneas e dicotiledbneas em plantas e isoladas de plantas como trigo,
arroz, cevada, milho e péssego (Douliez et al., 2000).



Inicialmente elas foram caracterizadas pela sua habilidade de transferir
moléculas de lipideos entre membranas in vitro (Kader, 1996). Esta observacéo
acabou por sugerir um papel citoplasmatico para estas proteinas, na biogénese de
membranas e regulacdo do “pool” de &acidos graxos intracelulares (Kader et al.,
1984). Entretanto, grande parte das LTPs possui um peptideo sinal (Broekaert et al.,
1992) e esta localizada extracelularmente ou estd associada com a parede celular
(Thoma et al.,1994; Carvalho et al., 2004). Estes resultados inviabilizam o papel
intracelular dessas proteinas e leva a sugerir que elas estdo envolvidas em outras
funcdes como, por exemplo, na biossintese de cutina e cera através de sua
habilidade de carrear cadeias acil ou monémeros de cutina (Hollenbach et al., 1997),
em papel de defesa contra patdogenos fungicos e bacterianos (Garcia-Olmedo et al.,
1995) e no controle de condi¢des de estresse abidtico ocasionado por temperatura
ou seca (Larsen e Winther, 2001).

1.4.1. Classificagdo das Proteinas Transportadoras de Lipideos (LTPs)

As LTPs podem ser classificadas em LTP do tipo 1 e LTP do tipo 2. Essas duas
principais familias de LTP sao identificadas por sua massa molecular. A LTP1
possui uma massa molecular em torno de 9 kDa, enquanto as LTP2 possuem massa
molecular em torno de 7 kDa (Douliez et al., 2000).

As LTPs possuem varias caracteristicas em comum. Elas sado peptideos
pequenos, basicos e com ponto isoelétrico entre 8,8 € 10,0 (Kader, 1996), embora
algumas descritas até hoje apresentem algumas particularidades. Por exemplo, trés
LTPs acidas foram identificadas em Arabidopsis (Arondel et al., 2000). Em frutos de
Capsicum chinense, durante seu processo de amadurecimento foi detectada a
expressdao de uma LTP que apresentava caracteristicas tipicas desta classe de
proteinas, como a presencga de 8 residuos de cisteina em posi¢coes conservadas e o
peptideo sinal no N-terminal, mas que diferia de LTPs descritas até entdo pela
presenca de 137 residuos de aminoacidos e um pl neutro em torno de 7,5 (Liu et al.,
2006).

As LTPs1 possuem de 91 a 95 residuos de aminoacidos, com massa molecular
em torno de 9 kDa. Essas proteinas possuem um alto conteudo de glicina, prolina,
alanina e serina, com um baixo nimero de residuos aromaticos, além de serem ricas
em cisteinas (8 residuos) que formam quatro pontes dissulfeto, as quais conferem

alta estabilidade para esse peptideo antimicrobiano (Kader, 1996; Douliez et al.,



2000). Elas possuem uma estrutura compacta consistindo de quatro a-hélices
conectadas por trés “loops” e um segmento C-terminal que encerra uma cavidade
hidrofébica, a qual pode acomodar diferentes ligantes hidrofébicos (Kader, 1996;
Douliez et al., 2000; Ramirez-Medeles et al., 2003).

Figura | — Diagrama modelo da estrutura tridimensional de uma LTP de Amaranthus. As 4
o-hélices da estrutura geral das LTPs estao representadas em vermelho e a ligacdo com o
lipideo em azul. As pontes dissulfeto sdo mostradas através dos residuos de cisteinas
marcados em amarelo. Fonte: Ramirez — Medeles et al., 2003.

LTPs2 possuem aproximadamente 70 residuos de aminodcidos e tém sido
isoladas e caracterizadas de poucas plantas. Apenas a estrutura tridimensional de
uma LTP2 de arroz foi até entdo resolvida; e consiste de trés a-hélices
proeminentes, sendo duas delas constituidas de hélices de volta simples. Sua
estrutura tridimensional é estabilizada por pontes dissulfeto, como nas LTPs1, sendo
que existe uma diferenca quanto a organizagao dos “motifs” de CXC (Samuel et al.,
2002).

Arroz e trigo apresentam tanto LTP1 quanto LTP2. As LTPs2 foram testadas
quanto a sua atividade de transferéncia de lipideos. Para LTP2 de trigo, por
exemplo, o nivel de transferéncia de moléculas de lipideos € muito maior, em torno

de 5 vezes, quando comparada a LTP1 de trigo. Este aumento da eficiéncia de



transferéncia de lipideos de LTPs2 se deve provavelmente a maior flexibilidade da
cavidade em LTPs2 em contraste com LTPs1, a qual facilita a ligagdo da molécula

de lipideo e a sua liberagao (Samuel et al., 2002).
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Figura Il — Diagrama modelo da estrutura tridimensional de uma proteina transportadora de
lipideo do tipo 2 (LTP2) presente em arroz. Fonte: Samuel et al., 2002.

1.4.2. Atividade Biologica

Particularmente o papel de defesa para as LTPs tem sido reforgado através da
identificacdo de que estas proteinas ligam-se a um receptor na planta envolvido no
controle de respostas de defesa (o receptor elicitina), postulando que as LTPs
também podem estar envolvidas na sinalizacdo de vias que levam a uma resposta
hipersensitiva (Buhot et al., 2001). Um outro relato diz respeito a um gene LTP “like”
de Arabidopsis que esta envolvido na producado e transmissao de sinais moveis na
Resposta Sistémica Adquirida (SAR) (Maldonado et al., 2002).

Uma LTP isolada de sementes de Phaseolus mungo, conhecido como feijao
“‘mung” mostrou possuir atividade antimicrobiana. Esta LTP foi isolada e exibia
atividade antifungica contra Fusarium solani, Fusarium oxysporum, Pythium
aphanidermatum e Sclerotium rolfsii e atividade antibacteriana contra Staphylococus
aureus, porém nao teve nenhum efeito sobre Salmonella typhimurium. Foi detectada
também nesta LTP uma capacidade de transferéncia de lipideos similar as de LTPs
de milho e trigo, indicando a sua possivel atuagdo também no transporte de lipideos,
além da atividade antimicrobiana (Wang et al., 2004).

Um estudo com LTP de sementes de girassol e com a sua indugdo durante a
germinacdo condicionada a estresse mostrou que a Ha-AP10 isolada de sementes



de girassol apresentava uma forte atividade antimicrobiana quando testada contra
fungos modelos, como o Fusarium solani, nos cinco primeiros dias de germinacgéo e
viu-se também que a distribuicdo dessa LTP era homogénea nos cotilédones. No
entanto, o efeito de inibicdo foi fraco quando testado com o fungo Alternaria
alternata, um dos maiores causadores de doenca no girassol. A proteina isolada
apresentava atividade antimicrobiana apenas quando testada em altas
concentragdes (200 pug/mL), quando testada em concentragdes menores, as quais
sédo frequentemente usadas para outros peptideos antimicrobianos que participam
da resposta de defesa (Broekaert et al., 1997),

nao observava-se efeito inibitério sobre o fungo A. alternata. Esta observagao
entdo pés em questao a fungdo de Ha-AP10 como proteina de defesa e sugeriu uma
funcéo relacionada a mobilizagéo de lipideos de reserva (Gonorazky et al., 2005).

Em um trabalho recente uma LTP isolada de sementes de Leonurus japonicus
Houtt (LJAMP2) apresentou atividade contra varios fungos e varias bactérias
testadas (tabela 1), mas outros patégenos testados nao sofreram qualquer inibicao;
como o Agrobacterium radiobacter e a Escherichia coli (Yang et al., 2006). As LTPs
que possuem atividade, em geral, podem causar inibicdo para alguns patégenos,
mas nao para outros. A Ace-AMP¢ é uma potente LTP de sementes de cebola que
inibiu cerca de 12 fungos testados e algumas bactérias gram positivas, entretanto,
quando foi testado o seu efeito sobre bactérias gram negativas, nao houve qualquer
inibicdo (Cammue et al., 1995). Logo, a capacidade de inibicdo dessas proteinas
esta diretamente relacionada com a interacdo delas com receptores de patdgenos
que vao determinar a ocorréncia ou ndo de atividade inibitéria.

Desde a descoberta das LTPs como peptideos com a capacidade de inibir
fitopatdogenos, tem se especulado se este efeito poderia resultar da interagcdo da LTP
com membranas bioldgicas, possivelmente levando a permeabilizagdo devido a
perda da integridade membranar. Regente et al. (2005) isolaram uma proteina que
apresentou homologia com LTPs de plantas (HaAP10) e que mostrou capacidade de
permeabilizacdo da membrana do fungo Fusarium solani. Esta acdo pdde ser
detectada pelo uso do corante de &cido nucléico SYTOX green, que penetra em
membranas celulares comprometidas. Este resultado sugere uma acao sobre a

membrana.



Tabela 1 — Atividade antimicrobiana de LjAMP2 contra varias espécies de bactérias e
fungos. A inibicdo do crescimento bacteriano e fungico da LTP foi expressa em
concentracao. NO significa nenhuma inibicao a 25 uM de LjAMP2. Tabela adaptada de Yang
et al., (2006).

Tabela 1 — Atividade antimicrobiana da LjAMP2
Patdgenos testados Concentracao de inibicao
(uM)
Bactérias
Pseudomonas solanacearum 7.5-15
Ralstonia solanacearum 215
Agrobacterium radiobacter NO
Bacillus subtilis >15
Escherichia coli NO
Fungos
Alternaria alternata <75
A. brassicae <75
Aspergilus niger <7.5
Bipolaris maydis <7.5
Botrytis cinerea 7.5-15
Ceraspora personata 7.5-15
Colletotrichum gloeosporiodes <75
Fusarium graminearum 7.5-15
Fusarium oxysporum 7.5-15
Penicillium digitatum >15
Pyricularia grisea 7.5-15
Rhizoctonia solani <7.5
R. cerealis 7.5-15
Saccharomyces cerevisiae >15
Sclerotinia sclerotiarum >15
Trichoderma harzianum 7.5-15
Verticillium dahliae 7.5-15




Para determinar o possivel mecanismo de ligagdo das LTPs nas membranas e
assim determinar seu papel na defesa de plantas, estudos com LTPs de sementes
de arroz mostraram que a presenca de moléculas de esterol em elicitinas € uma
etapa essencial para o reconhecimento do receptor na membrana para causar a
defesa da planta. LTPs do tipo 1 falham em acomodar moléculas rigidas de esterol,
enquanto as LTPs do tipo 2 associadas com moléculas de esterol podem interagir
com o receptor de membrana da planta, induzir uma via de sinalizagéo e promover a
resposta de defesa em plantas para inibir ou matar micrébios (Cheng et al., 2004).
Esse trabalho mostra a possibilidade de existirem moléculas que sao essenciais
para a sinalizacao e consequente ativacdo do mecanismo de defesa em plantas.
Também destaca a capacidade de algumas LTPs poderem acomodar melhor essas
moléculas e assim desencadear o processo de defesa.

E importante ressaltar ainda que estudos na area de biologia molecular t&m
evidenciado o potencial biotecnolégico de algumas LTPs. Estudos mostraram que
quando o gene lip2 de Hordeum vulgare € super-expresso em Nicotiana tabacum e
Arabidopsis thaliana, a tolerancia para patdégenos bacterianos € aumentada (Molina
e Garcia-Olmedo, 1997). Plantas transgénicas de Arabidopsis thaliana, super-
expressando uma CALTP1 de C. annuum, também tém sua resisténcia aumentada
para Pseudomonas syringae pv. tomato e para o fungo Botrytis cinerea. Quando
observadas as lesGes causadas por ambos 0s microrganismos nas plantas
modificadas, nota-se uma menor lesdo quando comparada as plantas controles
(ndo-modificadas). Estas plantas transgénicas também exibem altos niveis de

tolerancia para NaCl e estresses a seca (Jung et al., 2005).

1.5. Pimenta (Capsicum annuum L.)

O género Capsicum tem, aproximadamente, 27 espécies e pertence a familia das
Solanaceae. Nesta familia também encontramos o jil6, o tomate, a batata, a berinjela
e outros. Existe um grupo cujos frutos ndo possuem pungéncia (pimentdes) e outro
grupo caracterizado pela presenca de alcaldides (capsaicindides: capsaicina e
diidrocapsaicina), que conferem pungéncia aos seus frutos (pimentas) (Bosland,
1996).

Dentre as dezenas de espécies de Capsicum (do grego kapto, que significa
morder, picar) encontradas e descritas, apenas cinco sdo aceitas como cultivadas:

C. annuum, C. baccatum, C.chinense, C. frutescens, C. pubescens. Todas sao



espécies de pimenta, podendo o C. annuum ser representada pelas pimentas e
também pelos pimentdes. Todas essas espécies apresentam a possibilidade de
troca de genes de forma natural entre si (Reifschneider, 2000).

C. annuum é a espécie agrondmica mais importante, por ser a mais cultivada
(Heiser Jr., 1976; Reifschneider, 2000), e se caracteriza por possuir flor isolada em
cada nd, corola branca leitosa, sem manchas difusas na base das pétalas (Vinals et
al., 1996) e antera azul ou arroxeada. Inclui as variedades mais comuns de
Capsicum: os pimentdes, as pimentas doces para pdaprica e pimentas do tipo
"jalapeno” (Reifschneider, 2000).

O Capsicum annuum é cultivada globalmente para consumo “in natura” e pelo
seu uso como tempero, corante e também como produto medicinal (Sugita et al.,
2006). Para fins medicinais, as pimentas sdo usadas, em algumas regides do
mundo, como estimulante digestivo, como afrodisiaco, no combate a disenteria e
infeccoes intestinais e, ainda, como antiparasitario e cicatrizante, dentre outros
(Vinals et al., 1996). C. frutescens e C. annuum s&o as principais espécies utilizadas
para fins medicinais. C. microcarppum D.C. (sinonimia: C. annuum var.
glabriusculum), conhecida como pimenta “olhos-de-passarinho”, € considerada por
alguns como a espécie com mais propriedades medicinais (Bosland, 1996).

Um dos aspectos mais relevantes das espécies de Capsicum esta relacionado a
sua ampla utilizacdo, quer seja como alimento "in natura", como mencionado, ou
processado como principio ativo para a industria farmacéutica ou cosmética, dentre
outros (Vinals et al, 1996; Reifschneider, 2000). Entretanto, varios entraves ao
desenvolvimento desses cultivos tém causado queda na produgdo, desestimulando
os produtores. Como exemplo, podemos citar a ocorréncia de doengas, que além de
queda na producdo, causam aumento do seu custo, devido ao uso de agroquimicos,
utilizados muitas vezes de forma inadequada, podendo causar danos tanto para o
produtor quanto ao consumidor (Reifschneider e Lopes, 1998).

No género Capsicum, um dos maiores problemas fitopatolégicos € a mancha
bacteriana, causada pela bactéria Xanthomonas axonopodis pv vesicatoria — Xav
(Lopes e Quezado-Soares, 1997; Reifschneider, 2000). Entre os métodos de
controle recomendados, o uso de cultivares resistentes é considerado o mais
econdmico e tecnicamente mais pratico, principalmente quando se observam os
custos, o risco potencial de residuos quimicos nos frutos e a resisténcia do patégeno

aos produtos quimicos utilizados (Sahin e Miller, 1998).



Porém, temos ainda a murcha-bacteriana que € causada por uma bactéria do
género Ralsténia, comum na familia das Solanaceas e altamente destrutiva para
elas. Mas sado os fungos os maiores responsaveis pelas doencas nas pimentas e
pimentdes. A murcha-de-fitéftora € a mais destrutiva para as pimentas e é causada
pela espécie Phytophothora capsici. Temos ainda a cercosporiose e o oidio,
respectivamente ocasionados pelo Cercospora capsici e Leveillula taurica, que

afetam somente as folhas das plantas da pimenta (Reiffchneider et al., 2000).

1.6. Proteinas de defesa presentes em Capsicum

Estudos feitos com plantas de Capsicum tém detectado a presenca de varias
proteinas com atividade antimicrobiana. Em um trabalho onde folhas de pimenta
foram infectadas com virus do mosaico do tabaco (TMV), foi observada a expressao
de genes de proteinas relacionadas a patogénese (PRs) como resposta ao agressor.
Dentre os genes das proteinas de defesa sintetizadas foram detectadas um gene
para proteinase cisteinica, dois para inibidores de proteinases e um para nsLTP
(Shin et al., 2001).

Um outro trabalho trata da expressdo de um gene para quitinase de classe I
basica (CAChi2) expressa também em folhas de Capsicum, sendo que o agente
agressor usado foi a Xanthomonas campestris pv. vesicatoria. O cDNA da quitinase
CAChi2, foi isolado a partir de uma biblioteca de cDNA de folhas de pimenta
infectadas com a bactéria X. campestris pv. vesicatoria. Observou-se que, apos
infeccdo com X. campestris pv. vesicatoria e com Phytophthora capsici, a expressao
do mRNA foi mais forte nas interagcdes incompativeis do que nas interagbes
compativeis. Também foi visto neste trabalho que a biossintese de etileno estaria
auxiliando no processo de defesa, uma vez que se observava o acumulo de dois
transcritos na folha, quando em presencga deste horménio (Hong et al., 2000).

Também a partir de folhas de pimentas infectadas com X. campestris pv.
vesicatoria foi clonada uma tionina (CATHION1) que apresentava oito residuos de
cisteinas com a mesma localizacdo encontrada em outras tioninas conhecidas.
Neste trabalho, quando a X. campestris pv. vesicatoria € usada para infectar a
planta, os transcritos sdo mais induzidos nas interagées incompativeis do que nas
compativeis, como as quitinases, mas quando € usada a Phytophthora capsici 0
inverso ocorre e € na interagdo compativel que temos uma maior expressédo da

tionina. Também verificou-se que o etileno pode estar envolvido na via de



transducdo de sinal para a sintese das tioninas, devido a maior produgcédo de
transcritos na presencga do hormonio (Lee, et al., 2000).

Em outro trabalho, também envolvendo genes de plantas de C. annuum, trés
clones denominados CALTPI, CALTPIl e CALTPIIl foram identificados como
correspondentes a genes que codificam LTPs. Estes foram isolados de uma
biblioteca de cDNAs de plantas infectadas com X. campestris pv. vesicatoria
exibindo respostas de hipersensibilidade (HR). Os transcritos dos 3 genes CALTP
acumulam-se diferentemente em folhas, caules e frutos de pimenta infectada por X.
campestris pv. vesicatoria, P. capsici e Colletotrichum gloesporioides (Jung et al.,
2003).

Em recentes estudos envolvendo plantas de C. annuum, foi observada a
presenca de dois membros da familia de genes que codificam proteinas do tipo
defensina, denominadas j1-1 e j1-2, possuindo estruturas altamente similares. A
andlise da sequUéncia dos introns dentro do gene j1-2 revelou a existéncia de um
exon adicional (exon 2ji), o qual também codifica uma proteina do tipo defensina. E
muito provavel que este exon tenha sido derivado da troca genémica de um gene X,
pertencente a uma outra subfamilia, a qual permanece nao identificada (Houlne et
al., 1998).

Em estudos mais recentes, foi isolado um clone de cDNA codificador de uma
proteina antifungica, CaAFP, de pimenta. CaAFP consiste de 3 dominios: um
peptideo sinal, um dominio de ligacdo a quitina e um dominio C-terminal. A proteina
AFP purificada inibiu a germinacdo de esporos e a formacado do apressorio de
muitos fungos patogénicos de plantas, incluindo Fusarium oxysporum e C.
gloesporioides (Lee et al., 2004).

Um trabalho com extratos de Capsicum annuum e processos que usavam
condi¢des para a extracdo e purificacdo de alcaldides da semente dessa espécie e
ndao de compostos protéicos mostrou a purificacdo da afinina e da capsaicina.
Ambos sdo alcaldides que foram testados quanto a inibicdo do crescimento da
levedura Saccharomyces cerevisiae e que nao apresentaram qualquer atividade
consideravel, tendo a afinina causado menos que 20% de inibicdo da levedura e a
capsaicina nenhuma atividade (Molina-Torres et al., 1999).

Em um trabalho prévio, usando extratos protéicos de C. annuum e uma fracao
enriquecida com peptideos antimicrobianos, chamada F1-CM, originada de uma

cromatografia de troca catibnica em resina CM-Sepharose, foram testados a



atividade inibitéria destes, sobre o crescimento de leveduras tais como, a
Saccharomyces cerevisiae, a Schizosacharomyces pombe e a Candida albicans.
Observou-se uma alta atividade inibitéria para a levedura S. cerevisiae, além da
capacidade de permeabilizagdo da membrana dessas leveduras na presenca da
fracdo e do extrato, bem como diversas alteragcbes morfoldgicas de células de C.
albicans na presencga dos mesmos (Diz, 2004).



2. Objetivos

2.1. Objetivo geral

O presente trabalho tem como objetivo isolar e caracterizar uma proteina
transportadora de lipideo presente em sementes de pimenta (Capsicum annnuum —
UENF 1381).

2.2. Objetivos especificos

1 — Isolar e caracterizar bioquimicamente uma LTP presente em sementes de
pimenta.

2 — Obter anticorpos policlonais contra a LTP isolada de sementes de pimenta.

3 - Determinar a localizacao tecidual da LTP em sementes de pimenta.

4 — Detectar a presenca de LTPs em diferentes espécies de pimenta e pimentao.

5 - Detectar a presenca de LTPs em diferentes érgaos das plantulas de pimenta
(C. annuum UENF-1381).

6 - Avaliar a atividade antimicrobiana de fracdes ricas em peptideos contendo a
LTP, sobre o crescimento de patégenos bacterianos e de leveduras.

7 — Avaliar a inibicdo da acidificacdo do meio, estimulada por glicose, na
presenca de fracbes ricas em peptideos em células de levedura Saccharomyces

cerevisiae.



3. Materiais

3.1. Materiais Biologicos

3.1.1. Sementes
Sementes e plantulas de Capsicum annuum (L.), cultivar UENF 1381, foram
fornecidas pelo Laboratério de Melhoramento Genético Vegetal da Universidade

Estadual do Norte Fluminense — Darcy Ribeiro, Campos, Rio de Janeiro.

3.1.2. Microrganismos

As cepas bacterianas de Xanthomonas campestris (P3 e P6) foram fornecidas
pelo Laboratério de Melhoramento Genético Vegetal da Universidade Estadual do
Norte Fluminense — Darcy Ribeiro, Campos, Rio de Janeiro.

Foi utilizada para ensaios antifungicos a levedura Saccharomyces cerevisiae
(1038), mantida em cultura e conservada no Laboratério de Fisiologia e Bioquimica
de Microorganismos do Centro de Biociéncias e Biotecnologia da Universidade
Estadual do Norte Fluminense — Darcy Ribeiro. Estas células de S. cerevisiae
também foram as usadas nos ensaios de acidificagéo e foram conservadas sobre as

mesmas condi¢cdes, no mesmo local.

3.2. Reagentes e outros materiais
3.2.1. Reagentes para extracao de proteinas de sementes

NaH2PO4, NaxHPO4, KCI, EDTA e (NH4)2SO4 foram obtidos da Merck S/A e
Sigma Co, St Louis, U.S.A.

3.2.2. Proteinas
Ovalbumina e BSA foram obtidas da Sigma Co, St Louis, U.S.A.

3.2.3. Resinas para cromatografias
CM-Sepharose, Sephacryl™ S-100 High Resolution e C2/C18 e foram adquiridas da
GE Healthcare, Suécia.



3.2.4. Reagentes utilizados nas cromatografias
Foram utilizados NaH,POQ., acetonitrila, TFA e NaCl obtidos da Merck e da Sigma
Co, St Louis, U.S.A.

3.2.5. Materiais para eletroforese

Acrilamida, bis-acrilamida, SDS, azul de bromofenol, persulfato de aménio, Tris,
TEMED, tricina, glicerol e marcadores de peso molecular foram adquiridos da Sigma
Co, St Louis, U.S.A.

3.2.6. Material para dialise
Membranas de celulose com poros de retengédo para moléculas de massa molecular

acima de 1000 Da foram adquiridas da Sigma Co, St Louis, U.S.A.

3.2.7. Reagentes usados para Western blotting
Membranas de nitrocelulose (Hybond ECL) e anticorpo anti-lgG de coelho conjugado
com peroxidase foram adquiridas da GE Healthcare, Suécia.

3.2.8. Meios de cultura

O meio DYGS foi feito no laboratério com os seguintes reagentes: Dextrose, peptona
bacterioldgica, extrato de levedura, KzHPO4, MgSQOy4, acido L-glutamico, agar-agar e
H.O destilada. Os reagentes foram adquiridos da Sigma Co, St Louis, U.S.A, Merck
S/A Industrias Quimicas e outros representantes quimicos.

O meio de cultura 4gar-Sabouraud e caldo Sabouraud usados para o cultivo de
leveduras foram adquiridos da Merck S/A Industrias Quimicas.

3.2.9. Reagentes usados para ensaios antimicrobianos

Tris-HCI, NaH,PO4 NaCl , glicose e outros foram adquiridos da Sigma Co, St
Louis, U.S.A. e da Merk S/A Industrias Quimicas.

Placas de polietileno para cultura de células, estéreis, com 96 pogos, diametro de
6,4 mm, fundo redondo, com tampa, foram adiquiridos da Corning Glass Works, New
York, USA.



3.2.10. Outros reagentes

Todos os demais reagentes utilizados sado de grau analitico e adquiridos

comercialmente.

3.3. Equipamentos

Equipamentos Marca Modelo
Autoclave Quimis Q.190.24
Balanga Analitica AND HM-300
Balanga Semi-Analitica AND HF-200
Banho Maria Quimis Q.220.B.1
Banho Seco Thermolyne Dri-bath 17.600
Bomba Peristaltica Pharmacia P-1
Capela de Fluxo Laminar Vertical Quimis Q.216.F.21
com Lampada Germicida
Célula de Transferéncia Bio Rad Trans-Blot SD cell
Coletor de Fragdes Pharmacia RediFrac
Centrifuga Hitachi Himac CR 21
Espectrofotometro Shimadzu UV-1203
Estufa Quimis Q.316.14
Kit para Eletroforese Bio-Rad Mini Protean I
(cuba, fonte, etc)
Leitor de ELISA Gio. De Vita E. C. Dv 990 BV 4-6
Liofilizador LABCONCO Freeze dry system/freezone
4.5
Microcentrifuga nao refrigerada Eppendorf 5415C
Microscopio Zeiss Axioplan
PHmetro QUIMIS 400-A
Placa Agitadora/Aquecedora CORNING PC 220
Agitador (Shaker) New Brunswick Innova™4300
Scientific
Sistema para Eletroforese Biorad 150A gel Eletrophoresis Cell
Vortex Quimis Q.220.B.1



4. Métodos

4.1. Extracao protéica das sementes de Capsicum annuum
4.1.1. Preparagao da farinha.

Sementes de pimenta (Capsicum annuum L.) foram maceradas com o auxilio
de gral, pistilo e nitrogénio liquido, até a formacdo de uma farinha de granulagéao
bem fina. Apds a obtencdo da farinha, segue-se imediatamente a extracao das

proteinas.

4.1.2. Extragdo de proteinas e fracionamento com sulfato de aménio.

As proteinas da farinha foram extraidas segundo metodologia descrita por Terras
et al. (1993) com algumas modificacdes. Inicialmente as proteinas foram extraidas
em tampao fosfato pH 5,4 (NazHPO4 0,01 M, NaH.PO4 0,015 M, KCI 0,1 M, EDTA
1,5 %) na proporcao de 1:10 (farinha:tamp&o), por 3 horas, sob agitacao constante,
a 4 °C. O homogeneizado foi submetido a uma centrifuga¢do (15.000 x g por 30
minutos), o residuo foi descartado e ao sobrenadante foi adicionado sulfato de
amonio a 90% de saturagio. Esta solugdo foi mantida “overnight” a 4 ° C. Apds este
processo, 0 sobrenadante resultante do fracionamento a 90 % de saturagdo foi
submetido a nova centrifugacdo (15.000 x g por 30 min) e o precipitado resultante
ressuspenso em 10 mL de agua destilada e aquecido a 80 °C por 15 min e em
seguida submetido a uma ultima centrifugag&o (10.000 x g por 10 min). As proteinas
termosensiveis resultantes desta Ultima centrifugacdo foram descartadas e o
sobrenadante dialisado contra agua destilada (membranas com poros de 1.000 Da)
a 4 °C, durante 3 dias (3 trocas por dia), e em seguida liofilizado para entao ser

utilizado no isolamento dos peptideos antimicrobianos (Esquema 1).
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Esquema 1 — Obtencéo da Fragao Rica em Proteinas (FRP) a partir de homogeneizados de
farinha de sementes de pimenta, Capsicum annuum. (Adaptado de Terras et al., 1993).



4.2. Purificacao dos peptideos
4.2.1. Cromatografia de troca catiénica (CM-Sepharose).

Uma resina de troca ibnica, CM-sepharose, foi montada em uma coluna
cromatografica sob a acao da gravidade e devidamente ativada de acordo com o
fabricante. Ap6s o processo de ativacdo, foi lavada com tampao de equilibrio,
tampéo fosfato (NaH2PO.. 2H>O) 20 mM, pH 8,0, deixando a coluna devidamente
preparada para o uso. A amostra a ser aplicada na coluna foi preparada da seguinte
forma: 25 mg da Fracao Rica em Proteinas (FRP) foram pesados e dissolvidos em
10 mL de tampéo de equilibrio e a solugao foi centrifugada a 16.000 x g, por 3 min a
temperatura ambiente e o sobrenadante aplicado sobre a resina. A amostra foi
percolada primeiramente através de tampao de equilibrio e em seguida eluida por
um tampéao fosfato adicionado de NaCl em um gradiente “stepwise”. O NaCl foi
adicionado de modo a formar um gradiente com molaridades crescentes que
variaram de 0,1 & 1 M. Foram coletadas fragdes de 3 mL num fluxo de 40 mL.h™". As
absorbéancias das fragcées foram lidas em um espectrofotbmetro a 280 nm e
separados 0s picos de acordo com essas absorbancias.

4.2.2. Cromatografia de exclusdo molecular (Sephacryl™ S-100 High Resolution)

Uma resina de exclusdao molecular, Sephacryl S-100, foi montada em uma
coluna, sob um fluxo de 1 mL/min. Depois da coluna estar devidamente
empacotada, ela foi lavada com o tampdo de equilibrio, tampao fosfato -
NaH,P0O4.2H,0 - 50 mM, pH 8,0, sob um fluxo no qual a cromatografia seria feita,
0,5 mL/min. Com a resina devidamente preparada para o0 uso, a amostra foi
preparada da seguinte forma: 80 mg da fracdo nao retida na CM-Sepharose (F1)
foram pesados e dissolvidos em 500 pL de tampao de equilibrio adicionados de 500
uL de agua e a solucao foi centrifugada a 16.000 x g, por 3 min a temperatura
ambiente e o sobrenadante aplicado sobre a resina. A amostra foi entdo percolada
através de tampao de equilibrio em um fluxo continuo de 30 mL.h™", coletando-se 1
mL por tubo, num total de 130 tubos coletados. Apds o processo cromatografico, as
absorbéancias das fracées foram lidas em um espectrofotbmetro a 280 nm e
separados 0s picos de acordo com essas absorbancias.



4.2.3. Cromatografia de fase reversa C2/C18.

Uma coluna de fase reversa uRP C2/C18 foi equilibrada com TFA 0,1% contendo
2% de acetonitrila (solvente A) e a eluicdo das amostras foi efetuada por gradiente
linear de acetonitrila até 80% em 0,1% de TFA (Solvente B), sob o fluxo de 0,5
mL/min. O gradiente de eluicdo foi feito de acordo com as seguintes etapas: 0-10
min, 0% de B; 10-50 min, 100% de B e de 50-60 min, 0% de B. A eluigdo da coluna
foi acompanhada por um detector do tipo DAD, sendo os picos proteicos detectados
a 220 nm.

As amostras aplicadas na coluna foram as fragdes S3 e S4 retiradas da
Sephacryl S-100 apds serem filtradas e dissolvidas em TFA.

4.3 Extracao protéica dos 6rgaos das plantulas de pimenta

As proteinas dos 6rgdos das plantulas de pimenta (C. annuum UENF-1381)
foram extraidas de acordo com um protocolo usado para focalizagdo isoelétrica.
Foram usadas plantulas com 15 e 45 dias de germinagéo.

As plantulas foram separadas em: raiz, hipocotilo e folhas. Cada érgéo foi entdo
submetido a maceragdo usando-se gral e pistilo a —196 °C com a utilizacao de
nitrogénio liquido (N2 L) para a formacdao de uma farinha com granulagdo bem fina.
Sobre cada farinha obtida (de raiz, hipocétilo e folha) foi utilizada uma solugéo
gelada composta de &cido tricloroacético (TCA) 10 % e B-mercaptoetanol 0,07 %
diluidos em acetona pura, na propor¢ao de 3 g de peso fresco para 1 mL da solugéao
para a precipitacdo dos compostos protéicos. Essa extracao foi mantida a -20 °C por
2 h e em seguida as amostras foram centrifugadas a 10.000 x g por 15 min, os
precipitados foram entdo lavados em uma solucdo de acetona contendo B-
mercaptoetanol 0,07 %, até o precipitado se tornar claro. Os precipitados lavados
foram secos em banho-seco a 40° C e entdo ressuspensos no tampéao de extragao
(NagHPO4 10 mM, NaH,PO4 15 mM, EDTA 1,5 % e KCI 100 mM) pH 5,4. Os
precipitados foram mantidos nesse tampao para extragcao protéica a 60 °C por 2 h,
sendo periodicamente agitados com o auxilio de um vortex; apds esse periodo as
extracdes foram centrifugadas a 10.000 x g por 7 min coletando-se, ao término, os

sobrenadantes (Granier, 1988).
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Esquema 2 - Diagrama da extragao protéica de 6rgaos de plantulas de pimenta.



4.4. Quantificacao de Proteinas

As determinagdes quantitativas de proteinas foram feitas pelo método de
Bradford (1976) e pelo método do &cido biciiconinico (método descrito pelo
fabricante, Sigma Co, St. Louis, U.S.A.), sendo a albumina sérica bovina utilizada

como proteina padrao.

4.5. Eletroforese em Gel de Tricina

A visualizagdo de proteinas nas fragbes foi feita através da técnica de
eletroforese descontinua, sob condigées desnaturantes, em gel de tricina (Schagger
e Von Jagow, 1987). Foram usadas placas de vidro de 8x10 cm e 7x10 cm e
espacadores de 0,5 mm. O gel de separacao foi preparado numa concentragdo de
16,4% de acrilamida/bis-acrilamida e o gel de concentragéo foi preparado numa
concentracao de 3,9% de acrilamida/bis-acrilamida.

4.5.1. Preparo da amostra e condigdes da “corrida”

O extrato bruto e as fragbes protéicas obtidas apds cromatografias foram
concentradas por liofilizacdo e em seguida pesadas e ressuspensas em tampéao de
amostra contendo 5 % de B-mercaptoetanol. Estas foram aquecidas por 5 minutos a
100 °C e centrifugadas a 16.000 x g por 2 min. Apés estes procedimentos, 10 pug das
amostras foram aplicados no gel de concentracdo. Para precipitacdo com nitrato de
prata foram usadas quantidades menores. A corrida foi feita a uma voltagem
constante de 20 V por um periodo de aproximadamente 16 horas.

Foram usados os seguintes marcadores de massa molecular: mioglobina (16.950
Da), mioglobina I + Il (14.400 Da), mioglobina | + 11l (10.600 Da), mioglobina | (8.160
Da), mioglobina Il (6.200 Da), glucagon (3.400 Da) e mioglobina Il (2.500 Da).

4.5.2. Coramento e descoramento do gel em Coomassie Blue R

Apbs o término da corrida, o gel foi cuidadosamente retirado das placas e
colocado na solucdo corante, de Coomassie Blue R (0,05%) dissolvido em metanol
40% e &cido acético 7%, por meia hora. Depois desse periodo a solugcado corante foi
retirada e o gel colocado na solugéo descorante de metanol 40% e acido acético 7%,
até a visualizacao das bandas.



4.5.3. Revelacao do gel pela técnica de precipitagdo com nitrato de prata
Essa técnica foi descrita por Morrissey (1998), com modificacoes.

4.5.3.1. Solugdes

A solucédo 1 foi preparada utilizando-se 10% de acido acético, 40% de etanol
absoluto, mais 50% de agua ultra pura.

A solucao 2 foi preparada utilizando-se 5% de glutaraldeido em agua ultra pura.

A solucdo 3 foi preparada utilizando-se 20% de etanol absoluto em &agua
ultrapura

A solucao 4 foi preparada com 0,2g de nitrato de prata dissolvidos em 1 mL de
agua ultra pura.

A solucdo 5, chamada de solugdo “Staining”, foi preparada da seguinte forma:
36,5 mL de agua ultra pura foram acrescidos de 10 mL de etanol absoluto, 500 uL
da solugao 4, 500 puL de hidréxido de amoénio 30% e 2,5 mL de hidréxido de sédio
4%. Os reagentes foram colocados nessa ordem sob agitagdo. Essa solucdo foi
preparada antes do uso.

A solucéo 6, chamada de solucéao de coloracao, foi preparada da seguinte forma:
40 mL de agua ultra pura foram adicionados a 10 mL de etanol absoluto, 50 uL de
formaldeido 37% e 12,5 uL de acido citrico 2,3 M. Esta solugdo também foi
preparada imediatamente antes do uso.

A solugdo 7, chamada de fixadora, foi preparada com &cido acético 10% e
glicerol 1% com agua ultra pura.

4.5.3.2. Revelagao do gel com nitrato de prata

Ao término da corrida, o gel foi cuidadosamente retirado das placas de vidro e
submetido aos seguintes procedimentos: 1 — incubado na solugéo 1 por 40 min; 2 —
lavado em agua ultra pura por 5 min; 3 — incubado na solucdo 2 por 20 min, 4 —
lavado novamente em agua ultra pura por 2X de 10 min; 5 — incubado na solu¢ao 3
por 20 min, 6 - incubado na solugdo 5 por 20 min ao abrigo da luz; 7 — incubado
novamente na solucédo 3 por 2X de 10 min cada; 8 — colocado na solucdo 6 até a
obtencdo da coloracdo desejada (visualizagcdo das bandas); 9 - colocados na

solugédo 7 para a fixagcao da coloragéo por 10 min; 10 - armazenado em agua



4.6. Espectrometria de massas

A fracdo F1 da CM-Sepharose foi co-cristalizada com o &cido a-ciano-4-
hidroxicinamico, para ser usada como matriz doadora de protons. Através de um
espectrometro de massas MALDI-TOF foram obtidas as massas moleculares das
proteinas de interesse, utilizando-se um Voyager-DE STR Bioworkstation em um

modo linear sob aceleragdes de 20.000 volts e com intensidade de laser de 2160.

4.7. Seqlienciamento de proteinas
4.7 1. Preparo das amostras para o sequenciamento e tratamento do gel

Amostras contendo os peptideos antimicrobianos do pico F1, obtidos em coluna
de CM-Sepharose, foram tratadas com tampdo de amostra contendo J-
mercaptoetanol 5% para redugédo das pontes dissulfeto e com vinil piridina (5ul para
60ul da amostra), para alquilar residuos de cisteina. Foram entdo incubados a 37° C
por 30 min e depois submetidos a eletroforese em gel de tricina na presenga de
SDS.

Foi feita uma pré-corrida por 30 min antes das amostras serem aplicadas no gel.
Os tampdes usados durante a corrida do gel foram tratados com reagentes
antioxidantes. O tampao anodo foi adicionado de Glutationa reduzida (5 puM),
enquanto o tampao catodo além de adiconado de glutationa foi acrescido com
tioglicolato de sédio (0,1 mM).

4.7.2. Eletrotransferéncia das proteinas para o sequienciamento

Apoés corrida, as proteinas do gel foram eletrotransferidas para membrana de
PVDF utilizando uma célula comercial “Trans-blot” semi-seco. Para transferéncia o
gel foi imerso em tampao de transferéncia (glicina 182 mM, Tris 25 mM e metanol
20%) por 15 min. A membrana também foi embebida no tampé&o de transferéncia
sendo primeiramente imersa em metanol 100% por 5 s e depois deixada por 20 min
no tampao de transferéncia.

Foi montado um “sanduiche” com cinco camadas de papel de filtro previamente
embebido em tampao de transferéncia; logo acima foi colocada a membrana e
depois 0 gel. O sanduiche foi fechado com mais 5 camadas de papel de filtro
embebidos. E importante certificar-se da retirada de quaisquer bolhas que possam

atrapalhar a transferéncia protéica.



Apds esses procedimentos foi aplicada uma corrente 1mA/cm? por duas horas no
sentido gel-membrana. Em seguida a membrana foi corada com Ponceau S (0,1%)
para visualizagdo das bandas de interesse e recorte das mesmas para o0
seqlenciamento (Towbin et al.,1979).

4.7.3. Determinacao da sequiéncia de aminoacidos

A sequéncia NHy-terminal foi obtida atravées da metodologia introduzida e
desenvolvida por Edman (1950) utilizando-se um sequenciador automatico de
proteinas Shimadzu PSQ-23A. Os aminoacidos foram detectados a 269 nm apdés
separacao cromatografica.

4.8. Producao de anticorpo

Primeiramente, foi obtido soro pré-imune a partir da sangria do coelho antes da
inoculagdo do peptideo de interesse. Esta sangria consiste de um corte feito na
extremidade da orelha do animal com o auxilio de uma lamina. Foram, ento,
coletados 10 mL de sangue em um becker e deixados por 30 min por 37 °C para
coagulagdo. Apés formacdo do coagulo, o soro foi recolhido e submetido a
centrifugacdo a 16.000 x g por 6 min a 4 °C. Este procedimento permitiu a
clarificacdo do soro, antes de armazena-lo a —20 °C.

O peptideo antimicrobiano de sementes de pimenta (fracdo F1) de interesse
(LTP) foi preparado de acordo com metodologia descrita por Retamal et al. (1998),
na qual bandas de interesse sdo recortadas do gel corado com KCI para
identificacdo das bandas e colocadas em tubo falcon de 15 mL. As bandas
recortadas sdo submetidas a 3 lavagens de 5 min com 2 mL de tampao Tris-HCL
250 mM e EDTA 250 mM pH 7,4, e a 3 lavagens de 5 min com agua destilada. Ap6s
esse processo, 0 gel foi macerado e extraido com 1 mL de tampé&o Tris-HCI 20 mM
contendo SDS 0,1% pH 7,4, e sujeito a 5 sonicagdes de 5 min com 30 s de intervalo
e 30 s de sonicagdo. Todo o processo foi feito em gelo e apds a sonicagéo, o
material foi centrifugado a 16.000 x g e o0 sobrenadante com o peptideo em solugéo
foi recolhido e o precipitado descartado.

A solucéo decorrente do processo de sonicacao foi adicionado ao adjuvante de
Freund para emulsificacdo na proporcao de 2:1 e a mistura foi injetada no coelho. A
primeira imunizacao foi intramuscular (1 mL) e apdés um periodo de 15 dias foi feita

uma 2° imunizacao, subcutanea (1 mL). Apds sete dias, foi feita a 1% sangria e mais



uma imunizagédo subcutadnea. O processo foi repetido por mais duas semanas com
mais duas sangrias e mais uma aplicagao subcutanea.
A obtencao e estocagem do soro contendo o anticorpo anti-LTP foram feitas nas

mesmas condigdes que aquelas descritas para 0 soro pré-imune.

4.9. Western blotting

Esta técnica foi realizada conforme descrito por Towbin et al., 1979.

4.9.1. Transferéncia das proteinas do gel para a membrana

O procedimento de transferéncia se deu pela imersdo do gel e da membrana de
nitrocelulose em um tampao de transferéncia, igual a descrita em 4.7.2, por 20 min.
Passado esse tempo, foi montado, numa célula de transferéncia, um sanduiche,
como para o seqlenciamento (4.7.2.) com a membrana ficando por baixo e o gel por
cima e acima e abaixo do sanduiche, folhas de papel de filtro embebidas em tampéao
de transferéncia. Uma corrente constante de 1 mA/cm? por duas horas no sentido
gel-membrana foi aplicada.

4.9.2. Imunodeteccéo das LTPs

Apbs a transferéncia, a membrana foi corada com Ponceau (0,1%) para
verificagao da eficiéncia do processo.

Depois da visualizagdo das bandas a membrana foi bloqueada com uma solugcao
blogueadora de PBS (NapHPO,4. 2H,O-10 mM, KCI-3 mM, KH,PO4. 2H>0-1,5 mM,
NaCl-140 mM) com leite desnatado 2%, por 1h. Em seguida, a membrana foi imersa
no tampao bloqueador contendo o anticorpo primario (anti-LTP de pimenta 1:2000) e
deixada por um periodo de 16 h a 4° C. A membrana foi entdo lavada por 10 X por 5
min em cada lavagem com PBS e depois imersa novamente em tampao bloqueador
contendo agora o anticorpo secundario (anti IgG de coelho conjugado com
peroxidase — 1:2000) e deixada por 2 h a temperatura ambiente. Apds esse periodo
a membrana foi novamente lavada em PBS por 10 X por 5 min cada.

Apos esse tratamento a reagdo na membrana foi revelada pelo Kit ECL “Western
blotting” ou por reagdo com DAB.



4.9.3. Revelagéo pelo Kit ECL

Esta técnica revela a reagdo imunolégica por quimioluminescéncia. Apos 0s
procedimentos descritos em 4.9.2., a membrana foi colocada sobre filme de PVC.
Partes iguais dos reagentes adquiridos comercialmente na G& Healthcare séo
misturadas e a solucao resultante vertida sobre a membrana, de acordo com as
instrugbes do fabricante. A membrana foi envolvida no filme de PVC, com o cuidado
de se evitar a formacao de bolhas. A membrana foi colocada em um cassete de
exposicao e sobre ela, um filme para quimioluminescéncia cortado nas mesmas
dimensbes da membrana. O cassete foi fechado e o tempo foi de 20 min. Apds este
periodo, o filme foi retirado do cassete submetido a revelagéo e fixacdo. Todo o

procedimento foi realizado em camara escura.

4.9.4. Revelagéo por DAB

A revelacdo por DAB se fez pela imersdo da membrana em uma solugdo
reveladora contendo Tris-HCl 40 mM, pH 7,5, diaminobenzidina (DAB) 1mg.ml™,
imidazol 100 mM e peroxido de hidrogénio 0,03 %, até a visualizagdo das bandas

marcadas. A reacao é parada com agua destilada.

4.10. Localizagao tecidual da LTP em sementes de pimenta através de técnica
de imunohistoquimica
4.10.1. Preparo da amostra

Sementes de pimenta (C. annuum) foram embebidas em agua destilada por 4 h e
em seguida em tampéo cacodilato de s6dio 50 mM pH 7,2 por 1 h e, entdo
devidamente cortadas e fixadas por 2h, a temperatura ambiente, em tampéao
cacodilato de sédio 50 mM pH 7,2 contendo paraformaldeido 4% e glutaraldeido
0,01%. Apéds a fixagdo, o material passou por trés lavagens (1h cada) em tampéao
cacodilato de s6dio 50 mM pH 7,2 e foi desidratado e infiltrado com resina LR Gold.
Para desidratacéo e infiltracdo, as amostras foram incubadas em concentragdes
crescentes de metanol e, posteriormente, de LR Gold (ao abrigo da luz), da seguinte
forma: metanol 50% por 30 min, metanol 70% por 1h, metanol 90% por 1h, metanol
50% + 50% LR Gold por 4h, metanol 30% + 70% LR Gold por 18h e 100% de LR
Gold por 3 dias. Ap6s esse periodo, as amostras foram deixadas polimerizar em
resina LR Gold contendo 0,05 % de benzil e 0,05% de perdxido de benzoil sob a



incidéncia de luz branca, por um periodo de 5 dias. Todas as etapas até a infiltracdo
foram feitas a -20° C.

4.10.2. Imunohistoquimica

As laminas foram devidamente lavadas em alcool e agua destilada e depois
colocadas para secar. As amostras foram seccionadas em ultramicrotomo. Cortes
seriados de 1 a 3 um de espessura foram coletados em laminas, e entao, incubados
em cloreto de aménio 50 mM por 30 min; em seguida incubados em PBS (NaH2PO4
10 mM + NaCl 0,15 M)-BSA 1% pH 7,4 por 20 min; e depois incubados em soro pré-
imune de coelho (1:100) em PBS-BSA por 20 min. O anticorpo primario (anti- LTP
1:300) foi incubado também em PBS-BSA por 2h; passado esse tempo as laminas
foram lavadas em PBS-BSA (10 vezes de 10 min cada) e incubadas na presenca do
anticorpo secundario (anti-IgG de coelho 1:100, conjugado com ouro coloidal 10nm)
em PBS-BSA por 2h; os cortes foram entdo lavados com PBS-BSA (10 vezes por 10
min cada); depois lavados com PBS (2 vezes por 10 min cada) e entado lavados com
agua deionizada (2 vezes por 10 min cada).

Apbs os procedimentos acima, foi feita a revelagdo da reacdo imunolégica
através da precipitagdo com prata: ao término da ultima lavagem, foi retirado o
excesso de agua das laminas, reunidas quantidades iguais de cada um dos
substratos adquiridos comercialmente (Kit Inten SE™BL Silver enhancement) e a
mistura vertida sobre as laminas. Depois de 8 min as Iaminas foram

lavadas em agua destilada e colocadas para secar para serem observadas em
microscopio optico de campo claro.

4.11. Ensaio de inibicao microbiana das fracoes de Capsicum annuum

Em placas de cultura de células (96 pog¢os), contendo 0,2 mL de meio de cultura
especifico para o crescimento de levedura, caldo Sabouraud, foram adicionadas as
amostras a serem testadas em concentracées de 12,5 e 25ug de proteina (S3 e S4
da Sephacryl S-100) obtidas de sementes de pimenta e 1 x 10* céls/mL de
Saccharomyces cerevisiae. Para a observacdo da inibicdo do crescimento da
levedura, foi determinada a densidade 6tica calculada a partir de leituras em “um
leitor de ELISA” a 670 nm a cada 6 horas, por um periodo de 48 horas (Broekaert et

al., 1990, com modificagdes).



Com as células bacterianas, o0 mesmo processo foi utilizado. Em placas de 96
pocos, 10° céls/mL de bactérias foram incubadas em 0,2 mL de meio de cultura
especifico para o crescimento de Xanthomonas, meio DYGS (Rodrigues et al.,
1986), contendo concentragdes diferentes de uma solugdo dos peptideos
antimicrobianos preparados em tampéao fosfato 20 mM, pH 8,0. As amostras foram
mantidas a 28° C por 48 horas e a determinagdo da densidade 6ptica (crescimento
celular) foi realizada de 6 em 6 horas em leitor de ELISA a 670 nm. O controle
experimental foi feito nas mesmas condicdes sem adicao de proteinas (Broekaert et
al., 1990, com modificagbes; Nakajima et al., 2003).

Todo o procedimento, desde a obtencdo das células até a montagem do
experimento na placa, foi feito sobre condicbes assépticas em capela de fluxo
laminar. O experimento foi realizado em ftriplicata e o resultado e as médias

estatisticas calculadas.

4.12. Ensaio de inibicao da acidificacao do meio por células de levedura
estimulada por glicose
4.12.1. Preparo das células

Inicialmente as células de S. cerevisiae foram crescidas em placas de Petri
contendo agar Sabouraud por um periodo de 2 dias a 30 °C. Apos este periodo, 5
mL de salina 0,15 M estéril foram vertidos sobre as colénias e as células
homogeneizadas com o auxilio de uma alga de Drigalski. Um volume de 50 pL dessa
suspensao celular foi adicionado a 200 mL de meio de cultura (caldo Sabouraud) e
as culturas deixadas crescer por 16 horas sob agitacdo constante a 30 °C. Apés
crescimento, foram feitas leituras a 620 nm para verificar se o crescimento celular
atingiu uma OD entre 0,2 e 0,3, valor desejado para utilizagdo nos experimentos
descritos a aseguir. O material foi centrifugado a 3.000 x g por 5 minutos a 4 °C. As
células precipitadas foram lavadas 3 X com agua mili-Q e centrifugadas, mantendo-
se as mesmas condi¢des acima descritas. Ao final das lavagens, as células
precipitadas foram ressuspensas em 3 mL de agua e utilizadas nos ensaios de

acidificagao.

4.12.2. Ensaio de acidificacéo
Este ensaio foi feito com células de levedura em um tampao contendo Tris-HCI
10 mM pH 6,0. Células de S. cerevisiae (107 céls.mL™) foram pré-incubadas em 4



mL deste tampé&o contendo uma fragéao rica em peptideos com a LTP (S3 ou S4). O
tempo de pré-incubacao foi de 30 minutos. Apds este periodo foi adicionado 1 mL de
glicose 0,5 M e em seguida foram feitas leituras de pH a cada minuto por 30 min.
Um controle negativo sem adigao da fragao rica em peptideos foi realizado (Gomes
et al., 1998).

Este ensaio foi feito em triplicata e calculos de ApH foram feitos para

determinagao da porcentagem de inibicao obtida com o experimento.



5. Resultados

5.1. Purificacao de peptideos antimicrobianos
5.1.1. Cromatografia em CM-Sepharose

A Fracao Rica em Proteinas obtida da extracao protéica de sementes de pimenta
foi submetida a uma cromatografia em CM-Sepharose onde se obteve 3 picos que
foram chamados de F1, F2 e F3. O primeiro pico foi eluido com o tampao de
equilibrio da coluna e o0 segundo e o terceiro picos, a partir de um gradiente de NaCl,
que variou de 0,1 a 1,0 M de sal, sendo que apenas 2 concentragdes apresentaram
“pools” protéicos. F2 foi eluido com o tampao fosfato 20 mM, adicionado de 0,1 M de
NaCl e F3, com o tampé&o fosfato 20 mM adicionado, de 0,2 M de NaCl (figura 1A).

5.1.2. Cromatografia em Sephacryl™ high Resolution

A fracdo nao retida, F1, obtida a partir de cromatografia de troca idbnica em CM-
Sepharose foi submetida a uma cromatografia de exclusdo molecular (Sephacryl S-
100) onde se obtiveram cinco picos que foram chamados de S1, S2, S3, S4 e S5.
Os picos foram eluidos com o tampao de equilibrio da coluna, tampao fosfato 50 mM
pH 8,0 (Figura 1B). Os picos S3 e S4 foram o0s que se apresentaram enriquecidos

com peptideos.

5.1.8. Cromatografia em coluna C2/C18

As fracoes S3 e S4 obtidas a partir de cromatografia de exclusdo molecular,
Sephacryl S-100, foram submetidas a uma cromatografia de hidrofobicidade
acoplada a um sistema de HPLC, onde foi usado o solvente acetonitrila como
eluente da amostra.

A fragdo S3 apresentou um cromatograma com a presenga de apenas um pico
protéico chamado S3H1, enquanto o S4 apresentou um cromatograma onde se
pbde observar a presenca de quatro picos, 0 S4H1, o S4H2, o S4H3 e o0 S4H4
(figuras 2A e 2B).
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Figura 1 - Fracionamento de peptideos antimicrobianos de sementes de
Capsicum annuum. (A) Cromatografia da FRP de pimenta em coluna de troca
catibnica (CM-Sepharose). A coluna foi previamente equilibrada com tampao
fosfato 20 mM pH 8.0. A eluicdo foi feita com tampao fosfato 20 mM + NaCl 0,1 M
e tampao fosfato 20 mM + 0,2 M de NaCl. O fluxo foi de 40 mL.h™" e foram
coletadas fragées de 3 mL (B) Cromatografia do F1 de pimenta em coluna de
Sephacryl S-100. A coluna foi previamente equilibrada com tampao fosfato 50 mM
pH 8,0. Todo o processo de eluicdo cromatografica foi feito com o tampéo de
equilibrio. O fluxo usado foi de 30 mL.h™ e foram coletadas fragées de 1 mL.
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Figura 2 - Purificacdo de peptideos antimicrobianos de sementes de Capsicum
annuum. (A) Cromatografia em coluna uRP C2/C18 da fragdo S3 da Sephacryl.
(B) Cromatografia em coluna uRP C2/C18 da fracdo S4 da sephacryl. Ambas as
cromatografias, A e B, foram feitas sobre as mesmas condi¢des. A coluna foi
previamente equilibrada e a corrida foi feita com TFA 0,1% em 2% de acetonitrila
(Solvente A) e a amostra foi eluida usando-se um gradiente linear de acetonitrila
80% em TFA 0,1% (Solvente B). O fluxo foi de 0,5 mL.min™".



5.2. Caracterizacao dos peptideos por eletroforese em gel de tricina em
presenca de SDS
5.2.1. Fragao rica em peptideos de pimenta e fracbes da CM-Sepharose

A figura 3A representa o perfil eletroforético obtido a partir da FRP e das fragbes
da CM-Sepharose. A FRP, representada na canaleta 2, apresenta diversas bandas
de proteinas com massas moleculares diferentes, onde observamos principalmente
2 com a massa molecular mais elevado e 3 com baixas massas moleculares,
variando entre 13 e 6 kDa. Ja as fracbes da CM apresentaram uma distribuicao das
bandas protéicas contidas na FRP. Na canaleta 3, onde temos o perfil eletroforético
de F1, observamos a presenca de 2 ou 3 peptideos. Um em torno de 9 kDa, outro
em torno de 6 kDa, e um provavel terceiro com massa molecular abaixo de 6 kDa,
que estd em concentracdo menor. A canaleta 4, representando o F2, possui duas
bandas com massas moleculares mais altas e a presenga de um peptideo que deve
ter em torno de 6 kDa. A canaleta 5 representa o F3 e mostra a presenca de 3
principais bandas, uma proxima de 13 kDa, outra entre 8 e 7 kDa e uma terceira
proxima de 6 kDa .

5.2.2. Fragdes da Sephacryl S-100

A figura 3B representa o perfil eletroforético obtido a partir das fragdes da
Sephacryl-S100. Na canaleta 1 temos o marcador de baixas massas moleculares. O
S3 estd representado na canaleta 4 onde observamos um Unico peptideo com
massa molecular abaixo de 8kDa. Na canaleta 5, podemos observar o perfil
eletroforético do S4 onde identificamos 2 bandas: uma LTP, detectada por western
blotting (dado ndo mostrado), e outra abaixo da LTP detectada. Nas canaletas 2, 3 e
6 temos representados respectivamente o S1, o S2 e o S5, onde ndo pudemos
visualizar a presenca de bandas protéicas, que pode ser em fungao da concentragéao
das proteinas nessas fragoes.

5.2.3. Fragdes da C2/C18 em sistema de HPLC

A figura 3C representa o perfil eletroforético obtido a partir das fragbes da
C2/C18. No gel, na canaleta 1 temos o marcador de baixa massa molecular. Nas
canaletas seguintes encontramos respectivamente o perfil protéico dos picos S4H1,
S4H2, S4H3, S4H4 e S3H1. Observamos a presenca de duas bandas purificadas a
partir do S4 da Sephacryl, uma no pico S4H3 e outra no S4H4, e uma banda



purificada no pico S3H1, fragdo vinda do S3 da Sephacryl, onde a banda ja estava
purificada.

5.3. Western blotting

O anticorpo produzido contra LTP de semente de pimenta, isolada da fragdo F1
usando metodologia descrita por Retamal, et al; (1998), foi usado para ensaios de
imunodeteccao desta proteina nas fragdes obtidas nas cromatografias ao longo do
processo de purificacdo. Como mostra a figura 3D pode ser observada a presenca
da LTP no S4H3 e no S4H4.

5.4. Determinacao da seqiiéncia de aminoacidos

A proteina de 9 kDa vinda da fracdo F1 da CM-Sepharose, submetida a
seqlenciamento do N-terminal pelo método de degradacdo de Edmam, apresentou
uma sequéncia de 15 residuos de aminoacidos. A comparagao da sequéncia em
bancos de dados mostrou que essa proteina tem homologia com LTPs encontradas
em varias espécies de planta, como as de milho, espinafre, Arabidopsis, entre outras
(Figura 4).

5.5. Caracterizacao dos peptideos através de espectrometria de massa

Os peptideos presentes na fragdo F1 da CM-Sepharose foram submetidos a
analise de espectrometria de massas. Como podem ser observados na figura 5, os
dois principais peptideos apresentados nessa fragdo F1 tiveram as massas
determinadas em 4.721 e 9.461 Da.

5.6. Imunolocalizacao da LTP em sementes de Capsicum annuum

Na figura 6 mostramos cortes anatémicos feitos em sementes de pimenta,
visualizados por microscépio 6ptico de campo claro.

A figura 6A mostra o cotilédone de pimenta tratado com soro pré-imune, controle,
onde ndo ocorre nenhuma marcagao nas células. A figura 6B representa a mesma
regiao do cotilédone tratada com soro anti-LTP e podemos visualizar a marcagéo
intracelular indicada pela seta. Na figura 6C observamos uma das células do
cotilédone com um nucleo bem evidenciado, onde nao foi observada marcagao
(cabeca de seta). E a figura 6D mostra uma regido do tegumento da semente de

pimenta onde também nao é detectada qualquer marcagao (cabeca de seta).
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Figura 3 — Eletroforese em gel de tricina na prsenca de SDS. (A) - Fracdes Ricas em Proteinas (FRP) e fragdes da
CM; 1 — Marcador de massa molecular (Da); 2 — FRP, fragdo obtida da extracao protéica da pimenta; 3 — F1, pico ndo
retido em CM-Sepharose; 4 — F2, pico eluido com 0,1 M de NaCl e tampéao fosfato 20 mM; 5 — F3, pico eluido com 0,2 M
de NaCl e tampao fosfato 20 mM. (B) - fragcdes da Sephacryl S-100; 1 - (M), Marcador de massa molecular (Da); 2 - S1,
3-S82,4-S3,5-S4 e 6 - S5, todos os picos desta cromatografia foram eluidos com tampao fosfato de sédio 50 mM pH
8,0. (C) - fragbes do HPLC, coluna C2/C18; 1 - (M) Marcador de massa molecular (Da); 2 - fracdo S4H1; 3 - fracdo
S4H2; 4 - fracdo S4HS3; 5 - fracdo S4H4 e 6 — fragdo S3H1, todo o processo cromatografico em HPLC foi feito com um
gradiente linear de acetonitrila. (D) — Western blotting das fragdes do HPLC. 1 —M; 2 - S4H1; 3 - S4H2; 4 - S4H3; 5 -
S4H4 e 6 — S3H1.



SEQ 1 (LTP) Il AVTXGQVDANLAPXVIS T P
Zea mays I AT SCGQVASAI APCTII15 47 33
Hordeum vulgare 29 A1 S C S AV Y S TL MPCL 43 40 27
Spinacia oleracea 27 G I T C G MV S S KL AP C 1 41 47 27
Arabidopsis 23 AIS CGTVAGSLAPCASZ3 53 13
Prunus domestica 1 - I T C GQ V S S NL APC I 14 47 26

Figura 4 - Alinhamento da seqliéncia N-terminal da proteina eletrotransferida para
membrana de PVDF com seqUéncias de aminoécidos de proteinas transportadoras
de lipideos isoladas ou deduzidas a partir de sequenciamento de cDNA. SEQ 1 -
banda protéica isolada da fracdo F1 da CM-Sepharose de semente de pimenta. (I) —
indica a porcentagem de residuos idénticos; (P) — indica a porcentagem de residuos
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Figura 5 — Espectrometria de massas por MALDI-TOF da fragdo F1 da CM-
Sepharose. A amostra foi diluida em uma solugdo de 4&cido «-ciano-4-
hidroxicindamico em acetonitrila. O espectro foi obtido em um Voyager-DE STR
operando no modo linear sob uma aceleracéo de 20.000 volts e intensidade do laser

de 2,160. (—) massa das proteinas majoritarias da fragao.



Figura 6 — Imunolocalizagdo da LTP em cortes anatémicos de sementes de pimenta
(C. annnuum UENF-1381). (A) — Células do cotilédone tratadas com soro pré-imune,
controle; (B) — Cotilédone tratado com anti-LTP; (C) — Cotilédone com nucleo
evidenciado tratado com anti-LTP; (D) — Tegumento tratado com anti-LTP. ( — ) —
regiao Marcada; ( » ) - regido que nao apresenta marcagao; (N) — nucleo; (T) —
tegumento. Barras, A,Be C=5um, D =10 um.



5.7. Deteccao da presenca da LTP nas sementes de diferentes espécies de
Capsicum

Os extratos das sementes de Capsicum annuum (lkeda), Capsicum annuum
(UENF-1381Xlkeda) — “Hibrido”, Capsicum chinense, Capsicum baccatum e
Capsicum frutescens, mostraram-se enriquecidos com proteinas de baixas massas
moleculares, mas com presenca de proteinas com massa acima de 17 kDa (figura
7A).

O blotting feito para a deteccdo da presenca da LTP mostrou que elas se

encontram presentes em todas as sementes das espécies investigadas (figura 7B).

5.8. Deteccao da presenca da LTP nos orgaos de plantulas de Capsicum
annuum (UENF-1381)

Os extratos protéicos dos 6rgaos das plantulas testadas (raiz, hipocétilo e folha),
tanto com 15 dias de germinagéo, quanto com 45 dias de germinagao, apresentaram
um perfil eletroforético com a presengca de bandas protéicas nas folhas e no
hipocotilo, e os extratos da raiz sem a presenca de bandas protéicas (figura 8A).

O blotting da raiz, hipocétilo e folha das plantas, com os 2 tempos de
germinacgao, ndo detectou a presenca de LTPs nos érgaos das plantulas de pimenta

(Capsicum annuum) (figura 8B).

5.9. Efeito antifungico das fracoes protéicas de sementes de pimenta

Na figura 9A, usamos a levedura Saccharomyces cerevisiae para testar
concentracdes variadas da fragdo F1, vinda da CM e observamos uma étima
inibicdo do crescimento com todas as concentragdes utilizadas, que variaram de 70
a 9 ug/mL de proteina. Obtivemos 100 % de inibigdo nas concentragbes testadas.

Na figura 9B observamos o efeito das fracdes S3 e S4 da Sephacryl S-100 sobre
células da levedura S. cerevisiae. Pode-se notar o efeito inibitério significante do
pico S4 e nenhum efeito de inibicao do pico S3. As duas fragdes foram utilizadas nas
concentracdes de 12,5 pg/mL e de 25 pg/mL, apresentando efeito inibitério as duas
concentragdes utilizadas da fragcdo S4, onde encontramos uma LTP durante o

processo de purificacao.



5.10. Efeito inibitorio da fracao F1 da CM-Sepharose sobre o crescimento de
fitopatégenos bacterianos (Xanthomonas).

E observada uma leve inibicdo do crescimento bacteriano na presenca da fragao
F1 da CM, tanto quando testada a cepa P3 (4135) de Xanthomonas campestris,
como quando usada a cepa P6 (157) de Xanthomonas axonopodis (Figuras 10A
e10B) . Para ambas as cepas foi usada uma concentragdo de 50 pug/mL de proteina.
Nenhuma das cepas teve inibicdo acima de 50%, ou seja, apresentou um IC 50
satisfatério. Porém, € notavel que a inibicdo da P3 foi levemente maior com relagéo
a P6.

5.11. Ensaio de acidificacao do meio por células de levedura

Na figura 11 é mostrado o efeito da inibicdo da acidificagdo do meio contendo
células de leveduras a partir do momento em que € introduzida no meio a fracdo S3
e S4 da Sephacryl-S100. Foram usados 12,5 ug/mL de cada fracdo e para as duas
tivemos uma notavel inibicido da acidificacdo do meio. Observando a figura
podemos ver que a inibicdo da acidificagao foi praticamente de 100% para as duas

fracOes testadas.



Figura 7 - Analise de fracoes protéicas de diferentes espécies de Capsicum. (A)
Eletroforese em gel de tricina na presenca de SDS corado com Coomassie Blue. (1)
- (M) Marcador de massa molecular (Da); (2) - Capsicum annuum (lkeda); (3) — C.
annuum (lkedaXUENF1381); (4) — C. chinense; (5) — C. baccatum; (6) — C.
frutescens. (B) Western blotting para deteccdo de LTPs nas sementes das espécies
de pimenta. (1) — C. annuum (lkeda); (2) — C. annuum (lkedaXUENF1381); (3) — C.
chinense; (4) — C. baccatum; (5) — C. frutescens. Membrana revelada com DAB.



Figura 8 - Andlise de fragcbes protéicas dos érgaos das plantulas de Capsicum
annuum. (A) Eletroforese em gel de tricina na presenga de SDS das plantulas de
pimenta (Capsicum annuum — UENF1381). (1) - (M) Marcador de massa molecular
(Da); (2) — Raiz, 15 dias; (3) — Raiz, 45 dias; (4) — Hipocdtilo, 15 dias; (5) —
Hipocotilo, 45 dias; (6) — Folha, 15 dias; (7) — Folha, 45 dias. Gel corado com prata.
(B) Western blotting de plantulas de pimenta e do F1 da CM-Sepharose. (1) — Raiz,
15 dias; (2) — Raiz, 45 dias; (3) — Hipocdtilo, 15 dias; (4) — Hipocétilo, 45 dias; (5) —
Folha, 15 dias; (6) - Folha, 45 dias; (7) - F1, CM-Sepharose (controle positivo).
Membrana revelada com Kit ECL.
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Figura 9 — Graficos do crescimento da levedura Saccharomyces cerevisiae, até 48 h
na presenca de fragdes contendo a LTP. (A) — Fracdo F1 da CM-Sepharose. (—e-)
Controle; (—m—) 70 ug/mL do F1-CM; (- A -) 35 ug/mL do F1-CM; (—x=) 18 ug/mL do
F1-CM; (-*-) 9 ug/mL do F1-CM. (B) - Fracdo S3 e S4 da Sephacryl S-100. (-m-)
Controle; (—e—) 12,5 ng/mL do S4 da Sephacryl; (—*—) 25 ug/mL do S4 da Sephacryl;
(—x-) 12,5 ug/mL do S3 da Sephacryl; ( ) 25 ug/mL do S3 da Sephacryl.
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Figura 10 — Graficos do crescimento de bactérias do género das Xanthomonas na
presenca da F1 da CM-Sepharose. (A) - Gréaficos do crescimento da bactéria
Xanthomonas campestris P3 (4135), até 60 h na presenca da fragdo F1 da CM-
sepharose. (—m—) Controle; (—A—) 50 pg/mL da F1-CM. (B) - Grafico do crescimento
da bactéria Xanthomonas axonopodis P6 (157), até 60 h na presenca da fracao F1
da CM-sepharose. (—m—) Controle; (—A—) 50 ug/mL da F1-CM.
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Saccharomyces cerevisiae, na presencga das fracoes da Sephacryl-S100: S3 e S4.



6. Discussao

6.1. Purificacao e caracterizacao de uma proteina transportadora de lipideos
(LTP)
As LTPs sao proteinas que possuem um carater basico, com o ponto isoelétrico

alto, variando entre 8 e 10, e pequeno tamanho, tendo massa molecular em torno de
9 kDa. Além dessas propriedades, as LTPs também possuem uma alta
hidrofobicidade, conferida a esses peptideos pela presenca de residuos de
aminoacidos hidrofobicos em sua estrutura primaria. S&do essas propriedades
bioquimicas exibidas por esses peptideos que ditam as melhores estratégias para
sua purificagdo e caracterizagdo. Em geral, esses peptideos séo purificados pelo
uso de cromatografia de exclusdo molecular, que separa os peptideos de acordo
com a massa molecular deles; por cromatografia de troca iénica, que separa 0s
peptideos de acordo com sua carga, agrupando peptideos acidos em uma fragéo e
0s basicos numa outra; e por ultimo, uma cromatografia de fase reversa em HPLC,
geralmente com uma resina que possua interacao hidrofébica, onde proteinas mais
hidrofdbicas se ligam mais fortemente e um solvente organico é usado como eluente
em um gradiente que vai aumentando, assim competindo com os peptideos e os
liberando de acordo com o grau de hidrofobicidade e consequente forca de interagao
com a rseina. Wang et al. (2004) e Liu et al. (2002) isolaram LTPs a partir de
processos cromatograficos como descritos acima. Ambos fizeram uso de uma
cromatografia de troca ibnica, de uma exclusdo molecular e ainda uso do sistema de
HPLC para a finalizagao da purificagao.

O presente trabalho € a continuidade de um trabalho prévio onde foi detectada,
em sementes de pimenta, uma fragdo rica em peptideos, a qual apresentou alta
atividade antifangica in vitro  contra Saccharomyces cerevisiae,
Schizosaccharomyces pombe e Candida. albicans. Neste trabalho, objetivou-se
entdo, isolar, caracterizar e melhor avaliar as atividades antimicrobianas das fragbes
protéicas obtidas durante o processo de purificagédo e dos peptideos isolados.

O processo de purificagao foi feito a partir de um extrato de sementes de pimenta
(Capsicum annnuum UENF1381) em tampao fosfato de sodio pH 5,4, seguido de
processo de precipitacdo com sulfato de amoénio das proteinas, segundo
metodologia descrita por Terras et al. (1993). Foi detectado desde o extrato rico em

peptideos, a presenca de uma proteina entre 9 e 10 kDa, onde neste primeiro



momento acreditava-se tratar de uma LTP (figura 3A). Em seguida varios métodos
cromatograficos, baseados na literatura, foram usados, a fim de garantir o
isolamento desse peptideo antimicrobiano.

Terras et al. (1993) e Osborn et al. (1995) ja mostraram que as fragbes de
proteinas basicas sdo as usadas para purificacdo de peptideos, como a LTP.
Baseado nessas literaturas foi usada uma cromatografia de troca-ibnica (CM-
Sepharose) (figura 1A). O pico F1 nao retido, onde acreditava-se estarem presentes
peptideos com carater basico como as LTPs e as defensinas, em decorréncia do pH
basico do tampéo utilizado e consequente alteragédo do Pl dos peptideos da fragéao,
que entdao nao ficaram retidos na coluna, mas sim foram liberados, foi entao
submetido a outros métodos cromatograficos para a separagdo dos peptideos
contidos nesta fracdo. Fez-se entdo uso de uma cromatografia de excluséo

molecular em Sephacryl™

S-100 ‘High Resolution” que separa fragdes protéicas de
baixa massa molecular. Nesta cromatografia foi fracionado o pico F1 da CM em 5
picos (figura 1B), sendo o S3 e o S4 os picos onde observamos a presenca de
peptideos com massa molecular entre 7 e 9 kDa. Os picos separados na Sephacryl
S-100 ja apresentaram perfis bastante homogéneos (figura 3B), com a presenca de
fracoes mais puras, contendo o S3 um Unico peptideo e o S4 apenas dois peptideos.

De acordo com Regente et al. (2005) e Carvalho et al. (2001), entre outros ja
citados, apds cromatografia de troca-ibnica e exclusdo molecular, fez-se uso do
sistema de HPLC para a finalizagdo da purificagdo. Os picos S3 e S4 foram
cromatografados por uma coluna de fase reversa, a C2/C18 acoplada a um sistema
de HPLC (figura 2A e 2B), que nos conduziu a um resultado satisfatério, com a
purificagdo de uma proteina imunorelacionada a LTP e de outros peptideos com
massas moleculares abaixo de 8 kDa (figura 3C)

Ramirez-Medeles et al. (2003) também purificaram uma LTP de Amaranthus
hypocondriacus e determinaram sua massa exata em 9748,29 Da, usando
espectrometria de massas. Através dessa mesma técnica, a caracterizacdo da
proteina entre 9 e 10 kDa da fragdo F1 da CM-Sepharose de sementes de pimenta
revelou uma massa molecular da proteina majoritaria nesta fracdo de 9.461,42 Da,
Esta massa esta de acordo com as ja descritas para algumas LTPs de plantas. Uma
outra proteina dessa fragdo F1 mostrou uma massa de 4.721,93 Da.

Apoés purificacdo e determinacdo da massa da proteina em torno de 9 kDa,

presente na fracdo F1 da CM-Sepharose, para a completa caracterizacdo e



conclusdo de que realmente estavamos diante de uma proteina transportadora de
lipideos, procedemos como Castro et al. (2003), fazendo um sequénciamento
aminoterminal da proteina de interesse por degradacdo de Edman. Como pode ser
visto na figura 4, foi obtida uma sequiéncia de 15 residuos de aminoacidos que
quando alinhados em um banco de dados para sequiéncias proteicas mostrou
homologia com LTPs de varias espécies de plantas, como espinafre, péssego,
Arabidopsis e milho. Residuos de cisteina, glicina e valina, conservados nessa
regiao aminoterminal da proteina, podem ser observados pela comparacdo da
seqliéncia de interesse com outras sequéncias de LTPs de plantas, que mantém
esses residuos conservados nessas regides como descrito por Carvalho e Gomes
(2007). Com a estrutura primaria e a massa molecular elucidadas podemos agora
afirmar que temos a presenga de uma LTP em sementes de pimenta e que este é
um peptideo classificado dentre as LTPs do tipo 1, devido a sua massa molecular
entre 9 e 10 kDa (Jégou et al., 2000)

6.2. Imunolocalizacao da LTP em sementes de pimenta

Carvalho et al. (2004) mostraram a localizagéo de uma LTP compartimentalizada,
presente dentro de vacuolos, no espago extracelular e na parede celular de
sementes de feijao-de-corda. Essa localizagdo extracelular de LTPs de plantas j& foi
mostrada por outros grupos (Kader, 1996) e ja é aceita, sendo indicativo de que
algumas dessas proteinas nao possuem um papel citoplasmatico, sendo
responsaveis por fungdes fisioldgicas relacionadas a sua localizagdo tais como:
formacao de cuticula e protecdo contra patégenos, entre outras fungdes (Cammue et
al.,1995; Hollenbach et al., 1997).

Em sementes de Ricinus comunis foi revelada uma localizacdo atipica de uma
LTP; esta se encontrava dentro de uma organela que foi caracterizada como
glioxissomo. Estudos mostraram que essa LTP parecia aumentar a atividade da
enzima acetil-CoA oxidase, indicando um envolvimento em processos de pB-
oxidacao, possivelmente na regulacao do estoque de lipideos (Tsuboi et al., 1992).

Através de ensaios de imunohistoquimica pudemos verificar a presenca da LTP
de pimenta no citoplasma das células do cotilédone, dentro de vesiculas envoltas
por membranas (figura 6). Estudos mais aprofundados, através de
imunocitoquimica, isolamento das fragcdes subcelulares de membranas da semente

da pimenta e marcacbes especificas com anticorpos especificos de membrana de



organelas se fazem necessarias para determinagcéo da natureza de tais vesiculas. A

partir desses estudos essas vesiculas poderdo ser entdo caracterizadas como

corpos protéicos, organelas, vacuolos de reserva ou até mesmo como glioxissomos.
A partir da localizagdo mais precisa encontrada dessa LTP e de outros estudos

poderdo entdo ser determinadas as fungdes dessa proteina dentro da célula.

6.3. Deteccao da presenca de LTP em diferentes espécies de Capsicum e nos
orgaos das plantulas de C. annuum UENF-1381

Concomitante ao processo de purificagdo foram produzido anticorpos contra a
LTP isolada. As proteinas usadas foram retiradas de géis de tricina segundo
metodologia de Retamal et al. (1998). O anticorpo produzido foi entdo usado para
deteccao de proteinas homdlogas a LTP em diferentes espécies de pimenta e no
pimentdo. Aparentemente o anticorpo produzido contra a LTP foi capaz de
reconhecer essa proteina em outras espécies de pimenta e no pimentéo (figura 7B).
Isso provavelmente aconteceu porque se fez uso de espécies de pimenta diferentes,
mas que fazem parte do mesmo género (Capsicum) e da mesma familia. Guerbette
et al. (1999) mostraram que o anticorpo que ele produziu era capaz de reconhecer
LTPs de milho e de trigo, mostrando uma capacidade de reagédo cruzada. Mas nem
sempre isso acontece. Anterior a producdo do anticorpo contra LTP de pimenta
neste trabalho, foi testada a eficiéncia do reconhecimento de um anticorpo contra
LTP de feijao-de-corda (leguminosa) (Carvalho et al., 2001) na detecgédo da LTP de
pimenta (hortalica) e ndo houve reconhecimento (resultados ndo mostrados), o que
mostra que nem sempre se tem essa reag¢do cruzada, quando usando-se anticorpos
que tenham sido produzidos em outra espécie.

Ensaios para a deteccao da presenga da LTP em sementes de diversas espécies
de Capsicum foram feitos (figura 7B). Foram usadas sementes de C. annuum
hibrido, lkeda, C. baccatum, C. frutescens e C. chinense. Em todos os extratos das
sementes foi detectada a presenga de uma LTP. Os extratos das diversas sementes
apresentaram um perfil eletroforético similar como mostrado na figura 7A.

Carvalho et al. (2001) mostraram a presenca de LTPs em diferentes sementes de
leguminosas que apresentaram reagao cruzada com um anticorpo produzido contra
LTP de feijao-de-corda, além da presenca da LTP em diferentes cultivares de feijao-
de-corda testados. Esses achados sugerem que a presenca dessa proteina em

diferentes sementes de Capsicum demonstra que esta proteina faz parte do



mecanismo de defesa constitutivo das plantas desse género, por se mostrar
conservada, indicando que ela é produzida durante o plano de desenvolvimento
normal da planta para estar pronta a ser usada sobre condicdes de estresse.

Os peptideos antimicrobianos, além de encontrados em sementes, também séo
encontrados em varios 6rgaos e tecidos das plantas (Yang et al., 2006); entretanto,
eles tém sido dificilmente detectados em folhas em condigcdes normais (Garcia-
Olmedo et al., 2001). Diferentes niveis transcricionais de genes de LTPs tém sido
mostrados em tecidos de plantas durante diferentes estagios de desenvolvimento e
condigdes fisiologicas. Os genes das LTPs sao responsivos a mudangas ambientais
tais como: seca, salinidade, frio e também infeccdo com bactérias e patdgenos
fungicos (Park et al., 2002).

Neste trabalho relatamos a presenca de varios peptideos presentes em folha e
hipocotilo das plantulas de pimenta (figura 8A). Nas raizes dessas plantulas, néo foi
possivel visualizar a presenga de bandas protéicas, quando visualizado o perfil
eletroforético desse 6rgéo, por gel de tricina. (figura 8A). Isto pode ter acontecido
devido a fatores externos, como concentragdo das proteinas no extrato, bem como
uso inadequado do tamp&o para extracdo, que pode ter sido eficiente na extragao
das proteinas de folha, mas que pode néo ter a mesma eficiéncia para raizes.

Apbs analisarmos as bandas protéicas existentes nos érgaos dos extratos das
plantulas de pimenta fizemos um ensaio de Western “blotting” para detecg¢éao de LTP
nesses extratos e pudemos constatar que em nenhum dos 6rgaos das plantulas
observou-se a presenca desse peptideo (figura 8B). E importante ressaltar que
apesar de nao detectarmos a presenca de LTP nesses érgaos isso néo significa que
estes nao estejam ali presentes. Estas proteinas podem estar sendo expressas em
niveis muito baixos de forma que ndo puderam ser detectadas. As condicbes de
extracdo também podem ser responsavel pela ndo detecgcdo; tampdes com forga
ibnica maior poderiam ser mais eficazes na extracdo de proteinas desses 6rgaos,
evitando a interferéncia de pigmentos de clorofila ou de compostos fendlicos que
estdo em altos niveis nesses 6rgaos.

Carvalho et al. 2006 mostraram a presenca de LTP em folhas de feijao-de-corda
em varios tempos de desenvolvimento. Apds varias tentativas de deteccdo dessa
proteina em folhas sem sucesso, ensaios positivos de Northern blot levaram os
pesquisadores a realizarem novos testes. O método de extragao protéica usado para

focalizacao isoelétrica possibilitou a deteccado desta LTP nas folhas de plantulas e



também em folhas de plantas adultas. Alguns autores ja mostraram a presencga de
LTP em folhas maduras de plantas (Pyee et al., 1994). Liu et al. (2006) identificaram
e caracterizam uma LTP em frutos de C. chinense em desenvolvimento e também

observaram a presenca dessa proteina em plantulas da mesma espécie.

6.4. Atividade antimicrobiana da LTP

As propriedades antimicrobianas das LTPs foram descritas em primeira mao por
Terras et al. (1992) e Molina et al. (1993). Apds esses trabalhos e confirmacao de
que algumas LTPs tém uma localizagdo extracelular, essa fungao de protecéo contra
patdégenos passou a ser mais explorada e algumas LTPs tém mostrado atividade
antimicrobiana contra um numero de microrganismos in vitro.

Recentemente uma proteina transportadora de lipideo isolada de sementes de
Leonurus japonicus Houtt mostrou uma atividade antimicrobiana moderada quando
comparada a LTP de beterraba que apresenta um ICso de 2 a 4 ug. mL™" contra
varios fungos, e equivalente as atividades de LTPs de cevada e espinafre que
possuem ICs, variando entre 20 e 100 pg. mL™". E importante ressaltar que quando
comparadas as LTPs de sementes de milho e trigo, que ndo possuem atividade
antimicrobiana, essa LTP de L. japonicus possui uma alta atividade. Essa LTP
isolada apresentou atividade contra algumas bactérias e fungos (Yang et al., 2006).

As fragbes cromatograficas enriquecidas com peptideos foram testadas contra
uma levedura modelo e contra bactérias de importancia econémica para a cultura do
C. annuum. Na figura 9A, 9B e 9C, mostramos a curva de crescimento da levedura
S. cerevisiae na presenca de fragbes obtidas ao longo do processo de purificacdo da
LTP. Como observado na figura 9A a fracdo F1 onde é observada a presenca de
uma LTP (figura 8B) possui uma alta atividade inibitéria contra S.cerevisiae com IC
préximo a 100% com concentracdes protéicas variando entre 70 e 4 pg. mL™' de
proteina. A figura 9B mostra o perfil das fracdes da Sephacryl sobre o crescimento
da levedura S. cerevisiae. Quando testadas as fragdes S3 e S4 pudemos observar
que a fracdo que apresentava uma LTP, a fragdo S4, tinha atividade inibitéria sobre
o crescimento da levedura, enquanto a fragdo S3 que estava enriquecida com um
peptideo ndo caracterizado neste trabalho, ndo mostrou atividade inibitéria. E
notavel que essa inibicdo ndo esta mais acontecendo numa porcentagem de 100%
que era a encontrada quando testada a fragdo F1 que apresentava 3 peptideos

majoritarios (figura 3A). Esse fato pode ser explicado por um processo ja bem



descrito, o sinergismo. O sinergismo tem sido visto em interagdes envolvendo
diferentes peptideos (Segura et al; 1999). A interacdo sinergistica tem o potencial de
amplificar a eficacia dos componentes isolados alcancando uma ampla
especificidade de alvos pelas interagdes combinatérias (Veronese et al., 2003),
obtendo assim um efeito mais acentuado sobre o crescimento de varios patdgenos.
Por exemplo, a interacao sinergistica entre tioninas de trigo e um peptideo homdélogo
a LTP de cevada resultou em uma inibicao de quase 100% para o fungo Fusarium
solani, enquanto a LTP sozinha testada contra o mesmo fungo, teve um efeito
inibitério menor que 10% (Molina et al., 1993).

Quando utilizando patégenos bacterianos do género Xanthomonas, como
mostrado nas figuras 10A e 10B, altas concentragdes de 50 pg. mL ' da fragdo F1
foram usadas e ndo se obteve, com essas concentragdes, um valor estimavel de
ICs0. Como descrito na literatura a atividade das LTPs depende do microrganismo
testado; por exemplo, uma LTP de folhas de Oryza sativa, expressas em Escherichia
coli, apresenta atividade contra o fungo Pyricularia oryzae a concentragcdes de 27 ug.
mL". Esta LTP também inibe a bactéria Pseudomonas syringae, nas mesmas
concentragdes, no entanto ndo apresenta atividade inibitdéria contra Xanthomonas
oryzae (Ge et al., 2003). Cammue et al. (1995) mostraram a capacidade de LTPs de
cebola de inibir atividade de fungos e de bactérias Gram positivas e sua
incapacidade de inibicdo de bactérias gram negativas como é o caso das X.
campestris testadas neste trabalho.

Na figura 11 esta representada a acidificacdo do meio, por células de levedura,
estimuladas por glicose. Ambas as fragcbes da Sephacryl-S100, S3 e S4,
apresentaram uma alta porcentagem de inibicdo da acidificacdo do meio. Diz (2004)
mostrou a eficiéncia da fragdo F1 da CM-Sepharose em inibir a acidificacdo do meio
por células de levedura, estimulado por glicose. Em todas as concentracoes
testadas houve uma alta inibicao da acidificagdo. De acordo com estudos usando o
corante SYTOX green, Diz (2004) também mostrou que ocorria uma
permeabilizacdo da membrana das células de levedura, uma vez que esse corante
se apresentou marcando o nucleo dessas células. De acordo com o resultado obtido
podemos sugerir 0 mesmo mecanismo para as fracdes da Sephacryl, uma vez que
elas sdo derivadas da fracao F1 da CM. Entretanto é interessante correlacionar esse
resultado da acidificacdo do meio com os resultados de inibicdo do crescimento da
levedura S. cerevisiae, onde mostramos que a fracdo S4 causa inibicado enquanto a



fracdo S3 ndo causa. Fica uma questdo a ser esclarecida: como a fracao S3 pode
estar causando a inibicdo da acidificacdo do meio uma vez que o peptideo presente

nela nao leva a morte da célula, ndo causa inibicao do crescimento celular?

Estudos para obtencdo de detalhes sobre a estrutura-atividade das LTPs se
fazem necessarios para esclarecimento do seu mecanismo de a¢ao na sua provavel
funcéo de protecao das plantas de pimenta. A identificagcdo de quais peptideos estao
associados com o mecanismo de defesa em sementes é de grande importancia para
o estabelecimento de técnicas apropriadas para a manipulagédo e utilizacdo desses
peptideos através de técnicas classicas e de técnicas recentes de manipulagéo
genética.



7. Conclusoes

Foram isoladas duas proteinas de baixa massa molecular denominadas S4H3
e S4H4 das sementes de pimenta com massa molecular entre 8 e 9 kDa.

A massa molecular do peptideo presente na fracdo F1 da CM-Sepharose de
sementes de pimenta foi determinada através de espectometria de massas,

apresentando um valor de 9.461,41 Da.

A seqléncia de aminoacidos do peptideo de 9.461,41 Da obtida apresentou
homologia com proteinas transportadoras de lipideos (LTPs) de diferentes
espécies de plantas.

A LTP foi imunolocalizada dentro de vesiculas no citoplasma de células do

cotilédone de sementes de pimenta.

Proteinas imunorelacionadas a LTPs foram detectadas em sementes de
diferentes espécies do género Capsicum, mas nao nos 6rgaos de plantulas

de Capsicum annuum UENF1381, de 15 e 45 dias ap6s a germinacao

Fracdes ricas em peptideos, contendo uma LTP (F1 e S4), foram capazes de
inibir o crescimento da levedura S. cerevisiae em diferentes concentracoes

que variaram de 9 a 70 pg/mL.

Nao foi possivel determinar, com as concentra¢des utilizadas de F1, um ICs
sobre o crescimento das bactérias do género Xanthomonas. Observou-se
apenas uma leve inibicdo do crescimento do fitopatdégeno (Xanthomonas

axinopodis).

Fracdes ricas em peptideos (S3 e S4) obtidas da Sephacryl S-100, foram
capazes de inibir fortemente a acidificagdo do meio, estimulada por glicose,

por células da levedura S. cerevisiae em diferentes concentracoes.
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