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RESUMO

MAGALHAES JUNIOR, Marcos Jorge de, M.Sc., Universidade Federal de Vigosa,
julho de 2009. Prospeccao, isolamento e atividade antimicrobiana de
peptideos de folhas de Mikania sp. Orientadora: Maria Cristina Baracat-Pereira.
Co-orientadores: Andréa de Oliveira Barros Ribon, Claudine Marcia Carvalho e
Leandro Grassi de Freitas.

Peptideos antimicrobianos (AMPs) tém atraido a atencéo de pesquisadores como
pontenciais compostos de defesa para serem usados no agronegoécio. O objetivo
deste trabalho foi, por técnicas protedmicas, bioprospectar o potencial
antimicrobiano de frag6es enriquecidas em peptideos de folhas de guaco (Mikania
sp.) contra fitopatdgenos de importancia comercial, visando aplicacdo
biotecnolégica. Folhas frescas de guaco foram maceradas em tampao Tris
acrescido de inibidores de proteases, o homogenato foi centrifugado, e o
sobrenadante foi nomeado extrato soluvel (ES). O precipitado foi ressuspendido
em solucdo de LiClI contendo inibidores de proteases, o homogenato foi
centrifugado e o sobrenadante foi denominado extrato de parede celular (EP). ES
e EP foram fracionados por ultrafiltragcdo em membranas com limite de excluséo
de 3 e 30 kDa. Para avaliar o potencial antimicrobiano das fracbes protéicas de
guaco, as fragoes ultrafiltradas ES>30kDa, ES3-30kDa, EP>30kDA e EP3-30kDa
foram testadas contra cinco bactérias, Ralstonia solanacearum, Pseudomonas
syringae pv. tomato, Xanthomonas axonopodis pv. phaseoli, Erwinia caratovora
subsp. caratovora e Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis, e o fungo
Fusarium oxysporum. O ES>30kDa inibiu o crescimento de todos os seis
microrganismos testados. Os microrganimos mais susceptveis as fracoes
protéicas foram a bactéria Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis e o
fungo Fusarium oxysporum. O procedimento de ultrafiltracdo foi essencial para a
recuperacdo de grande quantidade de amostra parcialmente fracionada
enriqguecida em peptideos. Com o objetivo inicial de confirmar a presenca de
AMPs nas fragOes ultrafiltradas, os extratos de guaco foram separados em SDS-
Tricina-Page e as bandas de massa molecular sugestivamente enriquecidas em
AMPs foram eletroeluidas e analisadas por espectrometria de massa em MALDI-

TOF/TOF. Com o mesmo objetivo, as fragdes ultrafiltradas foram separadas em



C18-RP-HPLC e os picos analisados por espectrometria de massa, quando foram
detectadas diversas moléculas com massas moleculares entre 4.367,092 e
9.164,098 kDa. Os picos com massas moleculares semelhantes aos AMPs foram
selecionados e estdo sendo submetidos a protedlise limitada para a
caracterizacdo bioquimica dos peptideos via peptide mass fingerprint e/ou,
MS/MS. Estes extratos protéicos ou peptidicos, com atividade antimicrobiana,
podem ser biotecnologicamente explorados para aplicagdo comercial como

compostos de defesa.
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ABSTRACT

MAGALHAES JUNIOR, Marcos Jorge de, M.Sc., Universidade Federal de Vicosa,
July, 2009. Prospection, isolation and antimicrobial activity of Mikania sp.
leaves peptides . Adviser: Maria Cristina Baracat-Pereira. Co-advisers: Andréa de
Oliveira Barros Ribon, Claudine Marcia Carvalho and Leandro Grassi de Freitas.

Antimicrobial peptides (AMPs) have being attracting the researcher’s attention as
potential components of the plant defense, to be used in the agribusiness. The
objective of this work was, by using proteomic techniques, bioprospect the
antimicrobial potential of peptide-enriched fractions from leaves of Mikania sp. for
controling the growth of important plant pathogens, aiming biotechnological
applications. Leaves were macerated with Tris buffer added of protease inhibitors,
the homogenate was centrifuged, and the supernatant was named soluble extract
(ES). The precipitate was resuspended in LiCl solution containing protease
inhibitors, the homogenate was centrifuged and the supernatant was named cell
wall extract (EP). Both ES and EP were fractionated by ultrafiltration procedures by
using membranes of 3 and 30 kDa cut-off. To evaluate the antimicrobial potential
of the peptide enriched fractions, the ultrafiltrated samples ES>30kDa, ES3-30kDa,
EP>30kDA and EP3-30kDa were evaluated against five bacteria, Ralstonia
solanacearum, Pseudomonas syringae pv. tomato, Xanthomonas axonopodis pv.
phaseoli, Erwinia caratovora subsp. caratovora and Clavibacter michiganensis
subsp. michiganensis, and against the fungus Fusarium oxysporum. ES>30kDa
inhibited the growth of the six assayed microorganisms. The best inhibition
degrees were obtained for the bacterium Clavibacter michiganensis subsp.
michiganensis and the fungus Fusarium oxysporum. Considering the major
objective of confirming the presence of AMPs in the ultrafiltered fractions, the
extracts were separate by SDS-Tricine-PAGE, and the bands presenting molecular
masses similar to AMPs were electroeluted and analyzed by mass spectrometry in
a MALDI-TOF/TOF equipment. Also, the ultrafiltrated fractions were separated on
a C18-RP-HPLC column, and the peaks were analyzed by mass spectrometry,
when various molecular mass values were observed, from 4,367.092 to 9,164.098
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kDa. The fractions with molecular masses similar to AMPs were selected for
development of limited proteolysis for biochemical characterization of the peptides
through peptide mass fingerprint and/or MS/MS. These protein or peptide extracts,
presenting antimicrobial activity, could be biotechnological explored for

commercial application as defense agents.



1 - INTRODUCAO

Doencas em plantas causadas por bactérias e fungos que afetam colheitas
sdo responsaveis por perdas significativas no agronegdécio. Diversos paises
desenvolvidos, importadores de alimentos, vém impondo barreiras comerciais
sobre produtos agricolas que utilizam pesticidas durante o seu cultivo e/ou
armazenamento. Os exportadores brasileiros tém encontrado dificuldades para se
adaptarem a estas regras devido a falta de combinacdes efetivas de agentes

antimicrobianos.

Proteinas e peptideos antimicrobianos (AMPs) tém sido objeto de estudos
e candidatos a principios ativos organicos para o desenvolvimento de produtos de
protecdo de plantas resistentes. As plantas sédo uma fonte de moléculas protéicas
com atividade antimicrobiana. Muitas proteinas e peptideos de defesa de plantas
apresentam como caracteristica: um amplo espectro de agdo contra bactérias,
fungos, nematdides e virus envelopados e valores baixos de concentragdo
inibitéria minima (MIC) (Hancock et al., 1998). Na literatura sdo encontrados
varios exemplos de peptideos e proteinas produzidas por plantas com acao
antimicrobiana, mostrando que os proprios vegetais sdo uma fonte na qual pode-
se buscar novos produtos para substituir e/ou diminuir o uso dos agrotoxicos
convencionais. Estas moléculas protéicas tém sido identificadas em camadas
celulares periféricas de sementes e tecidos vegetativos, localizacdo que esta de

acordo com sua funcdo de defesa primaria de tecidos vulneraveis.

Guaco, Mikania gomerata e M. laevigata, pertencentes a familia
Asteraceae, sdo utilizados na medicina popular no tratamento de afecgdes do
trato respiratorio. Alguns estudos tém comprovado o efeito inibitério destas
espécies em varios microrganismos de importancia clinica como Candida sp. e
Streptococcus mutans. Algumas plantas que apresentam atividade contra
microrganismos de importancia clinica também podem ser Uteis no controle de
fitopatogenos. Os peptideos antimicrobianos isolados de guaco podem ser
utilizados como principio ativo no desenvolvimento de novas drogas para 0
controle de microrganismos economicamente importantes e para o0

desenvolvimento de culturas vegetais resistentes. Dessa forma, este trabalho visa
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ajustar uma metodologia para purificacdo dos peptideos de folhas frescas de
guaco, Mikania sp., e avaliar o potencial antimicrobiano destas fracbes contra

fitopatdgenos de interesse comercial.
2 - REVISAO DE LITERATURA
2.1 - Mikania sp. (guaco)

O género Mikania possui mais de 430 espécies distribuidas pelas regides
tropicais da Africa, Asia e América do Sul (Argentina, Paraguai e Uruguai). No
Brasil ocorrem 192 espécies, sendo Mikania glomerata e M. laevigata,
amplamente utilizadas como fitoterapico. Estas espécies sao popularmente
conhecidas como guaco, guaco liso ou guaco de cheiro. O uso destas plantas
como fitoterdpico € antigo estando M. glomerata oficializada na Farmacopéia
Brasileira | (Farmacopéia Brasileira, 1929), e M. laevigata no sexto fasciculo da
farmacopéia brasileira (Farmacopéia Brasileira, 2005). Guaco esta incluido na
LISTA DE MEDICAMENTOS FITOTERAPICOS DE REGISTRO SIMPLIFICADO
da Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria — ANVISA, ndo necessitando portanto
da validacdo de suas indicacOes terapeutica e seguranca de uso, para a
comercializagdo de produtos a base de Mikania sp.. O extrato hidroalcodlico das
folnas sao utilizados como expectorante, no tratamento de febre, sifilis,
reumatismo, neuralgia, dores, gripes e doencas do sistema respiratério (Delsin,
2004).

i | -~

=

—

Figura 1 - Mikania sp.
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A efichcia do guaco como fitoterapico tem sido descrita em alguns
trabalhos cientificos contra malaria (Botsaris, 2007), contra Candida albicans
(Duarte et al., 2005), Candida krusei, Candida parapsilosis e Candida tropicalis
(Pessini et al., 2003) Streptococcus mutans e Streptococcus sobrinus (Yatsuda,
2004), e contra Staphylococcus aureus (Do Amaral et al.,, 2003). O extrato
alcodlico das folhas apresentou acéo antiinflamatoria em modelos de pneumonite
alérgica em camundongos (Santos, 2005) e acdo antiproliferativa sobre algumas
linhagens de células cancerigenas (Delsin, 2004). Todos estes efeitos de Mikania
sp. sdo atribuidos as cumarinas, os efeitos antimicrobianos das proteinas e/ou
peptideos néo sdo explorados na literatura, portanto, os peptideos e proteinas de
guaco podem exercer efeito inibitério sobre microrganismos diversos, como

fitopatogenos.
2.2 - Mecanismos de defesa dos vegetais

As plantas ndo aceitam de modo passivo as agressdes que sofrem de virus,
bactérias, insetos e demais organismos ou de agentes n&o-bioldgicos como
radiacdo, temperaturas extremas, polui¢cdo e outros. Elas percebem as agressoes
e sua alta capacidade de adaptacdo permite que sobrevivam, mesmo tendo
muitas vezes seu desenvolvimento prejudicado. Os efeitos sdo mais graves sobre
as espécies de interesse agricolas muito vulneraveis, porque em geral s&o
usadas em monoculturas geneticamente uniformes. Quando uma doencga atinge

essas espécies, as perdas podem ser severas (Margis-Pinheiro et al., 1997)

A sobrevivéncia dos vegetais depende das vérias estratégias de defesas
selecionadas durante milh6es de anos de co-evolucéo entre plantas e patégenos.
Tais estratégias de defesa sdo divididas em mecanismos de defesa constitutivos,
também chamado de defesa pré-formada e mecanismos de defesa induzidos.
Dentre os mecanismos de defesa pré-formados estdo a cuticula e a parede
celular. Ambas funcionam como barreiras fisicas contra a penetracdo de
patégenos, e além de barreiras fisicas, contém moléculas capazes de impedir o
ataque de patdgenos (Sels et al., 2008). Chassot et al. (2007) demonstraram que
perturbacdes na cuticula levam a total resisténcia de A. thaliana ao fungo Botrytis
cinerea, e 0s autores apresentam outros exemplos demonstrando que o0s vegetais

sdo capazes de identificar altera¢des na cuticula. Hiickelhoven (2007) afirma que
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quando o mecanismo de defesa basal € acionado, vérias proteinas de defesa séo

produzidas e direcionadas a parede celular, dentre elas estdo quitinases,

glucanases, tioninas, osmontinas, esnaquinas, proteases e defensinas.

Os mecanismos de defesa pré-formados ndo séo eficientes contra todos os
patégenos (Sels et al., 2008). Em vegetais ndo susceptiveis, quando a defesa
constitutiva ndo impede o ataque de um patégeno, sdo ativados dois tipos de
mecanismos de defesa induzida: a resposta hipersensitiva (HR) e a resisténcia

sistémica adquirida (SAR).

A HR é caracterizada com a morte de células situadas na regido por onde o
agressor penetra o tecido vegetal. Os aspectos fisiolégicos da HR incluem o
aumento rapido e transitorio de agentes oxidantes, a perda de ions potassio (K*) e
ganho de ions hidrogénio (H") pelas células, a destruicdo de compartimentos e o
espessamento das paredes celulares e da cuticula, além da sintese de toxinas e
proteinas relacionadas a defesa, conhecidas como proteinas PR (relacionadas a

patogénese).

A SAR protege a planta junto com a resisténcia local contra novos ataques
de um mesmo patdgeno. Induzida por diferentes agentes, apdés uma primeira
infeccdo, a SAR torna a planta resistente, por vérias semanas, a infecgbes
posteriores. Segundo Durrant et al. (2004), uma das caracteristica de SAR é o

aumento da expresséo de proteinas relacionadas a defesa (PR).

Como explicitado acima, a sintese de proteinas e peptideos € uma regra nos
mecanismos de defesa dos vegetais. Todas essas proteinas e peptideos podem
ser uma fonte de produtos candidatos a substituir e/ou diminuir o uso de
agrotoxicos nas lavouras. A busca por esses antibidticos tem apresentado

resultados promissores, muitos com atividade “in vitro” e alguns trabalhos “in

vivo”.
2.3 - Proteinas e peptideos relacionados a defesa (PR)

Conforme Loon et al. (2006), as proteinas PR estdo agrupadas em 17
familias, PR-1 a PR-17, de acordo com a ordem cronolégica em que foram

descritas e sua atividade biol6gica. Tais proteinas podem variar de 5 a 75 kDa
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(Tabela 1, Sels et al., 2008). Cada familia combate determinados patdégenos: PR-
2 possui atividade -1,3 glucanase, PR-3, 4, 8 e 11 sdo endoquitinases atuando
contra fungos. As quitinases juntamente com as PR-6 (inibidores de proteases)
podem atuar contra nematdides, herbivoros e fungos (Loon et al., 2006 e Sels et
al., 2008). PR-8 possui atividade lisozima e atua contra bactérias. As defensinas
(PR-12) e tioninas (PR-13) s&o antibacterianas e antifiungicas. Thaumatin-like
(PR-5) sao ativas contra oomicetos (Loon et al., 2006). PR-7 sé&o
endoproteinases, PR-9 est4 associada a mecanismo de refor¢o da parede celular
aumentado a resisténcia contra varios patégenos, PR-10 e PR-14 possuem
atividade contra virus (Park et al., 2004 e Caporale et al., 2004). PR-15, 16 e 17
produzem peréxido de hidrogénio que é téxico para uma gama de patégenos,

além de estimular reposta de defesa (Hu et al., 2003).

Tabela 1 — Proteinas de defesa de vegetais, adaptada de Sels et al. (2008)

Familia kDa Propriedades

PR-1 15 Antifungico

PR-2 30 B-1,3-glucanase

PR-3 25-30 Quitinase

PR-4 15-20 Quitinase

PR-5 25 Semelhantes a Thaumatin
PR-6 8 Inibidores de proteases

PR-7 75 Endoproteinases

PR-8 28 Quitinases

PR-9 35 Peroxidases

PR-10 17 Semelhantes a Ribonucleases
PR-11 40 Quitinase

PR-12 5-7 Defensinas

PR-13 5 Thioninas

PR-14 9 Transferidoras de lipideos
PR-15 20 Oxalato oxidase

PR-16 20 Semelhante a oxalato oxidase
PR-17 27 N&o conhecida

14



Dentre estas proteinas de defesa estdo alguns peptideos, PR peptideos
(PR-6,12,13 e 14), que sado moléculas menores que 10 kDa produzidas a partir da
acao seletiva de peptidases, altamente basicos e ricos em residuos de cisteina
(Sels et al., 2008 e Farrokhi et al., 2008). PR-6 s&o inibidores de proteases com
aproximadamente 8 kDa, podendo atuar contra insetos, nematoides e herbivoros
inibindo suas enzimas digestivas. Alguns membros desta familia podem limitar o
crescimento de fungos, inibindo a atividade de enzimas relacionadas a sintese da

parede celular (Sels et al., 2008).

A familia das defensinas (PR-12) é a familia mais abundante de peptideos
de defesa dos vegetais. Elas sdo encontradas em invertebrados e vertebrados.
Todas as defensinas de plantas encontradas até agora possuem de 45-54
residuos de aminoacidos, com similaridade relativamente baixa, todas com oito
residuos de cisteina envolvidos em quatro ligacdes dissulfeto, que s&o
responsaveis pela estabilizacdo da estrutura tridimensional do peptideo, além de
outros residuos conservados, incluindo duas glicinas, um anel aromético e &cido
glutdmico (Farrokhi et al., 2008 e Carvalho et al., 2009). As defensinas ja foram
testadas contra varios fitopatdgenos, e dentre os sensiveis a elas podemos citar
as bactérias Clavibacter michiganensis e Ralstonia solanacearum (Segura et al.,
1998 e Kovalskaya et al., 2009), algumas linhagens de Pseudomonas sp.
(Kovalskaya et al., 2009), e Xanthomonas campestris pv. vesicatoria (Chen et al.,
2005 e Franco et al., 2006). Dentre os fungos sensiveis estao Fusarium solani,
Rhizoctonia solani (Ye et al.,, 2002) e Alternaria longipes (Terras et al., 1995).
Outra caracteristica das defensinas € a especificidade, quando RSAFP2 e Dm-
AMP1 interagem especificamente com glicosilceramidas e
monosildiinositolfosforilceramida, respectivamente, da membrana de fungos

susceptiveis (Thevissen et al., 2000; 2004).

As tioninas, PR-13, possuem de 45 a 47 residuos de aminoéacidos, sendo
conservados os de arginina, lisina e cisteina. De acordo com o nimero de pontes
dissulfeto, elas podem ser divididas em trés grupos: com duas, trés ou quatro
pontes. Na literatura encontram-se diferentes relatos sobre plantas transgénicas
que aumentaram a sua resisténcia contra fungos ou bactérias apés a super-

expressdo de genes de tioninas. Como exemplos, plantas de tabaco tornaram-se
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resistente a Pseudomonas syringae, plantas de arroz expressando uma tionina
encontrada na parede celular de aveia tornou-se resistente a vérias doencas
bacterianas, e A. thaliana tornou-se resistente a Fusarium oxysporum (Epple et
al., 1997; lwai et al., 2002; Sels et al., 2008).

As proteinas transferidoras de lipideos (LTPs) (PR-14) sdo divididas em
duas familias, LTP1ls (90-95 residuos de aminoacidos) e LTP2s
(aproximadamente 70 residuos de aminoacidos), com MM entre 9 e 7 kDa,
respectivamente (Sels et al., 2008 e Carvalho et al., 2007). S&o assim chamadas
por causa da habilidade em se ligar e transportar moléculas hidrofébicas “in vitro”
(Carvalho et al., 2007). Segundo Sels et al. (2008), véarias LTPs estéo localizadas
na parede celular dos vegetais. Existem também diferentes relatos evidenciando a
funcdo das LTPs na defesa de plantas. Dentre as bactérias sensiveis a elas estao
Clavibacter michiganensis subsp sepedonicus, Ralsotnia solanacearum,
Pseudomonas aeruginosa, Pseudomonas syringae pv. tomato e aos fungos
Botrytis cinerea e Blumeria graminis f. sp. tritici (Molina et al., 1993; Wang et al.,
2004; Oai et al., 2006; Roy-Barman et al., 2006).

Além dos peptideos comentados anteriormente, ainda podem ser citados os
peptideos do tipo haveina, com 43 residuos de amino4cidos, ricos em
cisteina/glicina (Broekaert et al., 1992); os peptideos denominados knotinas, com
36 a 37 residuos de aminoécidos e trés ligacdes dissulfeto (Broekaert et al.,
1997); as duas familias com quatro pontes dissulfeto, que sdo MBP-1, com 33
residuos de aminoécidos, e Ib-AMPs (Tailor et al., 1997); as eesnaquinas com 6
pontes dissulfeto e 63 residuos de amino&cidos (Segura et al., 1999); as
sheferdinas, compostas por peptideos lineares ricos em glicina/histidina (Park et
al., 2000); e os peptideos macrociclicos, com 28 a 37 residuos de aminoacidos e

trés pontes dissulfeto (Mulvenna et al., 2006).
2.4 - Patogenos de plantas

Doencas causadas por fitopatdgenos podem levar a perdas significativas
nas lavouras. Neste estudo foram escolhidos microrganismos que causam
doencas em culturas comerciais para avaliar o potencial antimicrobiano dos

extratos protéicos de Mikania sp.. Dentre os microganismos-teste estédo a bactéria
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Gram-positiva Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis, causadora do
cancro bacteriano do tomateiro, que pode provocar perdas entre 30 a 50% da
producdo (Theodoro et al., 2000). Dentre as bactérias Gram-negativas:
Pseudomonas syringae pv. tomato, causadora da mancha bacteriana pequena do
tomateiro (Soares et al., 2001), Xanthomonas axonopodis pv. phaseoli,
causadora do crestamento bacteriano do feijoeiro, que pode causar redugédo de
até 70% na colheita (Marques et al., 2005), Erwinia carotovora subsp. Carotovora
que causa a prodriddo-mole da batata (Assis, 2007) e Ralstonia solanacearum,
agentel causal da murcha bacteriana, que afeta varias culturas: batata (Solanum
tuberosum L.), berinjela (Solanum melongena L.), banana (Musa spp.), pepino
(Cucumis sativus L.) e abobora-de-moita (Curcubita pepo L.) (Patricio et al. 2005).
Para avaliar a atividade antifingica dos extratos protéicos de guaco, 0
microrganismo avaliado foi Fusarium oxysporum, causador de murchas
vasculares em diversas culturas economicamente importantes: murcha-do-
algodoeiro, murcha-de-fusarium-do-tomateiro, murcha-da-bananeira e murcha-do-

feijoeiro (Pereira, 2007).

2.5 - Perspectivas para o estudo de peptideos relacionados a defesa de

plantas

Os métodos convencionais de controle de fitopatdgenos sédo baseados na
aplicacdo de agentes quimicos e melhoramento genético visando a resisténcia. O
uso de agentes quimicos e sua presenca no solo sdo altamente danosos ao meio
ambiente, especialmente quando esses quimicos s@o aplicados repetitivamente
de modo exagerado no solo (Pieterse et al., 2005). Embora estes antibidticos
sejam altamente eficientes, seu uso ndo é autorizado em muitos paises, e
patégenos de plantas tém desenvolvido resisténcia a eles. O Brasil como um pais
exportador é prejudicado por essas exigéncias, logo torna-se necessario
identificar novos compostos com baixo impacto ambiental, amplo espectro de
atividade antimicrobiana, razoavel seletividade bacteriana e baixa citotoxidade

para células eucariéticas (Badosa et al., 2007).

Os vegetais sdo uma fonte atrativa de moléculas que atendem as
caracteristicas citadas anteriormente. Os peptideos PR em plantas atendem a

maioria destas caracteristicas, e como exemplo bem sucedido, Gao et al. (2000)
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demonstraram resisténcia de plantas de tomate transgénico expressando uma
defensina de rabanete que tornou-se resistente ao fungo Verticillium dahliae em

condi¢des de campo.

O objetivo deste trabalho, portanto, é purificar e caracterizar peptideos
antimicrobianos de guaco para o desenvolvimento de novas drogas ou culturas
resistentes a fitopatdgenos. Esta etapa € a primeira de um longo trabalho que é a
caracterizagdo total dos peptideos identificados. Tais tarefas, purificar e
caracterizar, sao esforcos multidisciplinares, envolvendo quimicos, bidlogos,
farmacéuticos, agronomos e bioquimicos. A etapa aqui desenvolvida é de
fundamental importancia para a evidenciagdo do potencial antimicrobiano dos

peptideos para fins biotecnoldgicos.
3 - OBJETIVOS

Extrair e purificar parcialmente peptideos das folhas de Mikania sp.
(Guaco) e avaliar o potencial antimicrobiano das frag6es peptidicas sobre

bactérias e fungos fitopatogénicos.
4 - MATERIAL E METODOS

Este trabalho foi desenvolvido na Universidade Federal de Vigcosa (UFV),
no Laboratério de Protedmica e Bioquimica de Proteinas / CCB Il e BIOAGRO,
sob orientagdo da Professora Maria Cristina Baracat-Pereira e contou com a
colaboragdo do Professor Reginaldo da Silva Romeiro do Departamento de
Fitopatologia (DFP) da UFV. As andlises de espectrometria de massa foram
realizadas no Laboratério de Andlises de Biomoléculas do Centro de Ciéncias
Biologicas e da Saude da UFV, com auxilio da Dra. Meire de Oliveira Barbosa,

pés-doutoranda do Programa de Bioquimica agricola, na UFV.
4.1 - Material vegetal e microrganismos

Folhas frescas de Guaco (Mikania sp.) foram adquiridas no grupo Entre
Folhas - Plantas Medicinais do Departamento de Fitotecnia da UFV, em fevereiro
de 2009, situado na Vila Gianetti, casa 20, no Campus da UFV. A planta encontra-
se localizada em S 20° 45’ 11.5" e W 42° 52’ 28.5”", medido em GPS Garmin Etrex
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Vista, cedido pelo professessor Elpidio Inacio Fernandes Filho do Departamento
de Solos da UFV.

Os microrganismos-teste utilizados para avaliar a atividade antimicrobiana
das fracdes protéicas foram as bactérias fitopatogénicas Ralstonia solanacearum,
Pseudomonas syringae pv. tomato, Xanthomonas axonopodis pv. phaseoli e
Erwinia caratovora subsp. caratovora, dentre as Gram-negativas, e Clavibacter
michiganensis subsp. michiganensis, como Gram-positiva, além do fungo
fitopatogénico Fusarium oxysporum, todos fornecidos gentilmente pelo Prof.
Reginaldo da Silva Romeiro, do Departamento de Fitopatologia da UFV,
responsavel pelo Banco de Fitopatégenos do Laboratério de Bacteriologia de

plantas e Controle Biologico.

Culturas estoque das bactérias foram preparadas em meio liquido (meio
LB) contendo glicerol 50% e armazenadas a —80°C. Para os testes, as bactérias
foram repicadas em meio liquido (meio LB 1X) e cultivadas até Asgo de 0,9 e 1,0.
O ensaio antifungico foi realizado em meio liquido de acordo com Broekaert et al.
(1990) e Games et al. (2008).

4.2 - Obtencgao do extrato soluvel

A extragdo do material vegetal foi realizada conforme Teixeira et al. (2006).
Folhas frescas (200 g) de guaco foram pulverizadas com N liquido e trituradas
em almofariz e pistilo e maceradas com 800 mL de tampdo de extragdo 1:4
(grama de folhas: mL de tampé&o) contendo inibidores de proteases (Tris-HCI 50
mM, pH 7,0; EDTA 10 mM; fluoreto de fenilmetilsulfonila (PMSF) 1 mM,
benzamidina 1 mM; e tiouréia 2mM). O homogenato foi centrifugado a 20.300 g

por 30 min a 4°C e o sobrenadante obtido foi denominado extrato soluvel (ES).
4.3 - Obtencéo do extrato de parede celular

O precipitado obtido na etapa anterior foi ressuspendido em 500 mL de
LiCl 1,5 M, PMSF 1 mM, benzamidina 1 mM e tiouréia 2 mM, na proporcdo de
1:2,5 por 2 h a 4°C, sob agitacdo. O homogenato foi centrifugado nas mesmas
condicOes anteriores e 0 sobrenadante resultante foi recuperado como extrato de

parede celular (EP).
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4.4 - Fracionamento com sulfato de amonio

Ambos os extratos, EP e ES, foram fracionados com sulfato de aménio
entre 35 e 75% de saturagcdo em banho de gelo. Os precipitados obtidos de EP e
ES foram ressuspendidos com 410 mL e 350 mL, respectivamente, em tampéo
Tris-HCl 20 mM, pH 7 contendo 14% (p/v) de acetato de amodnio e centrifugado

novamente, sendo recuperado o sobrenadante e descartado o precipitado.
4.5 - Fracionamento de ES e EP por ultrafiltracéo

ES e EP foram fracionados e concentrados em equipamento de
ultrafiltracdo por pressdo positiva AMICON BIOSEPARATIONS, modelo 8400
(Millipore) utilizando duas membranas, sendo inicialmente em membrana com
limite de exclusdo de 30 kDa (polyethersulfone, PM 30, Millipore) e os filtrados
reservados. As fragdes retidas pela membrana com limite de exclusédo molecular
de 30 kDa continham moléculas acima de 30 kDa e foram denominadas
respectivamente, ES>30kDa e EP>30kDa, que foram armazenadas a -20°C para
posterior utilizacdo. Durante o procedimento, foram realizadas trés trocas de
solucéo sequenciais, todas com 25 mL de Tris-HCI 20 mM, pH 7, adicionado dos
inibidores de proteases anteriormente descritos e de, respectivamente, 100 mM,
60 mM e 20 mM de acetato de amdnio, para garantir a separacdo de amostras
pelas massas moleculares, maiores e menores que 30 kDa, os extratos foram

concentrados até aproximadamente 10 mL.

Cada filtrado recuperado foi novamente submetido & ultrafiltracdo utilizando
membrana de limite de exclusdo molecular de 3 kDa (polyethersulfone, PB GC,
Millipore), utilizando o mesmo procedimento mencionado na etapa anterior. As
fracbes recuperadas continham moléculas entre 3 e 30 kDa e foram
denominadas, respectivamente, ES3-30kDa e EP3-30kDa, e foram armazenadas
a -20°C.

4.6 - Teste de atividade antibacteriana

Testes de inibicdo das bactérias fitopatogénicas foram realizados de
acordo com Teixeira et al. (2006), em microplacas de 96 pocos, de fundo plano,

estéreis e tampadas. Para os ensaios, foram adicionados em cada pog¢o 50 pL de
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meio LB 2x, 10 pL de in6culo e 40 uL da fracdo peptidica ultrafiltrada (amostra-
teste) ou de &gua (controle da cultura). As amostras testes foram preparadas a
partir de 100 uL referentes a 2 g de folhas frescas, que foram concentradas em
speed vac até 40 pyL. O controle do meio consistiu de 50 pL de meio LB 2x
adicionados de 50 pL de agua. As leituras de densidade Gtica dos ensaios foram
feitas em 560 nm com intervalos de duas horas, por 16 horas. Para efeito de
normalizacdo, todas as medidas de DOsg foram subtraidas das medidas
correspondentes as do tempo Oh. A percentagem de inibicdo foi medida pela
comparacdo dos valores de densidade Gtica entre as curvas de crescimento na
presenca e na auséncia dos peptideos, no tempo de 8h, logo apos a entrada na
fase estacionaria de crescimento. Os testes foram desenvolvidos em triplicata e

em uma Unica concentracdo das fragdes testes.
4.7 - Teste de atividade antifungica

O teste antifungico foi realizado em microplaca de 96 pocos em meio
liquido contra Fusarium oxysporum em triplicata, e de acordo com Broekaert et al.
(1990) e Games et al. (2008). Para todos os ensaios, foram adicionados em cada
poco 150 pL de meio Kado & Heskett, e 3,6 pL da suspensdo de esporos (10*
esporos). Para o controle da cultura, foram adicionados 46,4 uL de agua ultra-
pura. Para o controle do tampdo de amostra, foram adicionados 46,4 pL de
tampé&o de amostra (Tris-HCI 20 mM, pH 7) adicionado de acetato de amonio 20
mM. Para o controle do meio, foram adicionados 50 uL de agua ultra-pura. Nos
pocos-teste, foram adicionados 46,4 pL das amostras-testes. As amostras-teste
foram preparadas a partir de 250 pL referentes a 5 g de folhas frescas, que foram
concentradas em speed vac até 46,4 uL. No controle do tampé&o de amostra, 250
ML do tampdo de amostra foi concentrado em speed vac até 46,4 uL. A
concentracgdo final do meio Kado & Heskett nos controles e nos testes foi 0,9x,
primeiramente testada e confirmada como sendo a que permitiu melhores

resultados, as leituras foram realizadas a 660 nm.
4.8 - Cromatografia

Os extratos fracionados por ultrafiltragdo (ES>30kDa, ES3-30kDa,

EP>30kDa e EP3-30kDa) foram submetidos a cromatografia de fase reversa
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(C18-RP-HPLC), coluna analitica C18 Shim-Pack CLC-ODS Shimadzu, sendo a
solucéo de equilibrio (solugdo A) &cido trifluoracético (TFA) 0,1% (v/v) e a solucdo
B de eluicdo composta de 80% de acetonitrila (v/v) e TFA 0,1% (v/v) ao fluxo de 1
mL.min". As percentagens das solugdes de A e B durante as corridas
cromatogréficas foram: (0-10 min) 100% da solucédo A, (11-40 min) de 0 a 60% da
solugéo B, (41-50 min) de 61 a 100% de B, (51 a 60 min) 100% de B. As massas
obtidas durante a C18-RP-HPLC foram analisadas em espectrometro de massa
do tipo MALDI-TOF/TOF.

Em uma segunda etapa, os extratos fracionados por ultrafiltracdo foram
submetidos & cromatografia bidimensional. Na primeira dimensdo as proteinas
foram separadas por cromatografia de exclusdo molecular usando sistema

AktaBasicUPC, coluna Waters Protein-Pack™

125, 7,8 x 300 mm sendo a solucao
de equilibrio e de elui¢éo Tris-HCI 25mM acrescida de 150 mM de NaCl, pH 7, ao
fluxo de 0,25 mL.min™. As fragbes obtidas na gel filtragdo foram submetidas a

cromatografia e a espectrometria de massa conforme acima descrito.
4.9 - SDS-Tricina-PAGE

Para eletroforese em gel de trés fases (Teixeira et al., 2006) adaptada de
Schégger & Jagow (1987) e Judd (1994), foi utilizado equipamento da BIORAD
para minigel (cuba Mini Protean Ill) com géis de 0,75 mm de espessura. As
amostras ES>30kDa, ES3-30kDa, EP>30kDa e EP3-30kDa, quando necessario,
foram concentradas em speed-vac Thermo Electron Corporation até 16 yL, e a
esta amostra foram adicionados 8 pL tampdo de amostra 3x, resultando no
tampéo de amostra 1x (Tris-base, pH 6,8, 0,1 M, SDS 4%, azul de bromofenol
0,025%, glicerol 12% (v/v) e B-mercaptoetanol 10% (v/v)).

As trés fases do gel consistiam de: gel de separagéo, 16,5% T e 3,0% C,
pH 8,9; gel intermediério, 9,9% T e 3,0% C, pH 8,9, e gel de concentracéo, 5,12%
T e 2,6% C, pH 6,8), em presenca de tricina, que € preferencialmente usada para
separar proteinas de baixas massas moleculares. Para a separacéo, utilizou-se
tampé&o do catodo constituido de Tris-base 0,1 M, Tricina 0,1 M e SDS 0,1% (pH
8,25), e o tampdo do anodo, constituido de Tris-base 0,2 M (pH 8,9). A

eletroforese foi desenvolvida a 100 V até atingir o gel intermediario, a 80 V até
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atingir o gel de concentracéo, e entdo a 60 V, até o final da corrida, perfazendo
aproximadamente 5 h. Para estimar a MM das proteinas, utilizou-se o marcador
molecular Ultra-Low Range (SIGMA) (6,5 kDa - Aprotinina; 14,2 kDa - o-
Lactoalbumina; 17,0 kDa - Mioglobina; 26,6 kDa - Triofosfato isomerase; 3,496
kDa — cadeia B da insulina e bradiquinina, 1,060 kDa) e Broad Range (BIO-RAD)
(6,5 kDa — Aprotinina, 14,4 kDa - Lisozima, 21,5 kDa - Inibidor de tripsina, 31,0
kDa - Anidrase carbbnia, 45,0 kDa - Ovoalbumina, 66,2 kDa - Soroalbuminda,
97,4 kDa - Fosforilase b, 116,2 kDa - B-galactosidade e 200 kDa - Miosina).

A revelacdo dos géis foi feita por Coomassie Brillante Blue R-250. Os géis
foram deixados 120 min sob agitagdo branda em uma solug&o corante contendo:
0,1% de Comassie Brillante Blue R-250, 9% (v/v) de &cido acético glacial, e 45%
(v/v) de metanol. Depois deste tempo, a solugcdo corante foi removida e o gel
adicionado a solugdo descorante contendo 7,5% (v/v) de acido acético glacial e
25% (v/v) de metanol, onde permaneceu sob leve agitacdo até o aparecimento
das bandas (Patton, 2002).

4.10 - Eletroeluicdo dos peptideos do gel

Apés andlise dos géis, as bandas de baixa MM foram recortadas,
descoradas e eletroeluidas. Para a descoloracdo e remocdo do SDS, as bandas
foram deixadas em uma solu¢cdo descorante (50% de acetonitrila e 25mM de
bicarbonato de aménio, pH 8), a temperatura ambiente, sob leve agitacdo até
ficarem transparentes. As bandas de aproximadamente 14 kDa foram
eletroeluidas em sacos de dialise com limite de exclusdo de 3,5 kDa, e as bandas
menores que 14 kDa, em sacos de dialise com limite de exclusdo de 1 kDa. As
bandas descoradas foram primeiramente colocadas dentro do saco de didlise
contendo 5 mM de Tris-HCI, pH 7. O saco de dialise foi colocado em uma cuba
horizontal de eletroforese contendo tampé&o catodo (Tris-base 0,1 M, Tricina 0,1 M
e SDS 0,1%, pH 8,25) e foi submetido a de 60V durante 4 horas. Ao fim deste
periodo, a membrana contendo os peptideos foi dialisada seqiiencialmente com
tampéo catodo diluido 10 x, 20 x, 100 x e &gua, duas horas em cada solucgéo.
Apos a didlise, as aliquotas foram concentradas em speed-vac Thermo Electron

Corporation e analisadas por espectrometria de massa.
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4.11 - Espectrometria de massa

As analises das massas moleculares dos peptideos e proteinas
eletroeluidos ou separados por técnicas cromatogréficas foram realizadas em
espectrometro de massa MALDI-TOF/TOF localizado no Laboratério de Anélise
de Biomoléculas da UFV, pela Dr®. Meire de Oliveira Barbosa, Pds-doutoranda no

Laboratorio de Protedmica e Bioquimica de Poteinas da UFV.

As amostras foram liofilizadas em microtubos e dessalinizadas em Zip-Tip
C4. Foram misturados 1 yL da amostra com 1 yL de matriz de acido a-ciano-4-
hidroxicinamico 5 pg.mL'l em 50% de acetonitrila e TFA 0,1%, e adicionada em

cada ponto da placa de ago do espectrometro de massa.
4.12 — Protedlise limitada

A selecdo dos picos para protedlise baseou-se na itensidade de ionizagéo
das amostras e na pureza dos picos. Os picos selecionados foram ES>30: picos
D e E; EP3-30kDa: picos A, B, C, D e G.

Todas as amostras selecionadas foram concentradas em Speed vac até 20
ML. Deste volume foram reservados 5 uL para protedlise limitada. Aos 5 uL sao
adicionados 95 pL de NH4HCOj3; 50mM, pH 7.8. Neste ensaio o DTT e a
iodoacetamida s&o preparados em 100 mM de NH4HCOs;. Para redugdo das
pontes dissulfeto, foi adicionado 5 yL de DTT 200 mM, aos 100 uL de amostra,
deixando ferver por 10 min. A alquilacdo foi realizada adicionando nas amostras
reduzidas 4 pL de uma solucdo 1M de iodoacetamida, os tubos foram entao
agitados em vortex, feito um “spin” e entdo deixados em repouso durante 30 min
na ausencia de luz. Para paralisar a alquilacao, foi adicionado 10 uL de DTT 200
mM, os tubos foram novamente agitados em vortex, feito um “spin” e deixados em

repouso a temperatura ambiente no escuro entre 30-45 minutos.

Apos a paralisacdo da alquilacdo foram adicionados aos tubos 10 yL da
solugéo de digestdo contendo tripsina da marca Promega e incubado a 37°C
overnight. Composicao da solucao de digestdo: 25 mM NH;HCO3, 2,5 mM CacCl,
e 12 ng/mL de tripsina, pH 7.8.

24



5 - RESULTADOS E DISCUSSAO
5.1 - Obtencéo do extrato protéico e purificacédo parcial

A metodologia para extragcdo de proteinas e peptideos das folhas de guaco
foi desenvolvida com sucesso. Em experimentos inicialmente realizados, a etapa
de fracionamento de ES e de EP, por sulfato de amonio néo foi utilizada, tendo
ocorrido a formacdo de precipitados, aparentemente de origem protéica,
especialmente nas amostras mais purificadas, comprometendo 0
desenvolvimento do trabalho. O fracionamento com sulfato de amonio certamente
removeu compostos ndo protéicos, como carboidratos, compostos arométicos,
lipideos e outros, o que favoreceu a manutencdo das proteinas em solugéo.
Outros interferentes como polifendis e alcaléides (Gegenheimer et al., 1990), e
moléculas aromaticas, como as cumarinas, que possuem atividade antimicrobiana
e estdo presentes em altas concentragdes em guaco (Celeghini et al., 2001; Vigo-

Schultz et al., 2006) podem também promover precipitages protéicas.

A selecéo da membrana com o limite de exclusédo de 3 kDa para a etapa
final da ultrafiltracdo permitiu a concentragéo, a dessalinizagdo e a remogéo de
compostos fendlicos e outros de baixas massas moleculares como as cumarinas.
Os extratos vegetais sdo amostras muito complexas (Baggerman et al., 2004), por
isso, é essencial a utilizacdo de técnicas de preparacdo e clarificagdo das
amostras anteriormente as purificagbes cromatogréficas, como centrifugacao,
ultrafiltracdo e fracionamento salino dos extratos, para se obter um bom grau de

separacao dos peptideos e proteinas de interesse.

A eficiéncia do fracionamento por ultrafiltracdo foi avaliada por
SDS-Tricina-PAGE com as fragbes ES>30kDa, ES3-30kDa, EP>30kDa e EP3-
30kDa (Figura 2A). No EP>30kDa, além das bandas de alta massa molecular
(MM), foi possivel verificar a presenca de proteinas menores que 30 kDa
(canaletas 2 e 3), o que pode ser explicado pela provavel aglomeracdo dos
peptideos e proteinas de baixas MM em estruturas maiores que 30 kDa que, sob
a condicdo desnaturante da eletroforese, foram desagregados. No EP3-30kDa

(canaletas 4 e 5), ficou evidente o enriquecimento de uma banda peptidica, de
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aproximadamente 7,5 kDa (banda “a”), comprovando a eficacia da ultrafiltragdo no

enriquecimento destas moleculas de baixa MM.
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Figura 2 — A) Eletroforese desnaturante em gel de poliacrilamida em presenca de
Tricina das fracdes de ES e EP obtidas apds ultrafiltracdo. Canaletas: 1 e 10 -
Marcadores de massa molecular (MM e mm) — Broad Range e Ultra-Low,
respectivamente; 2 e 3: EP>30kDa (16 e 25 L, respectivamente); 4 e 5: EP3-
30kDa (16 e 25 pL, respectivamente); 6 e 7: ES>30kDa (16 e 25 pL,
respectivamente); 8 e 9: ES3-30kDa (16 e 25 L, respectivamente). “a” - Banda
presente apenas em EP, 7,524 kDa (seta: x = 6,2 cm). B) Mobilidade relativa do

padrdo de massa molecular (MM), para estimar a massa molecular da banda “a”.
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No ES>30kDa (canaletas 6 e 7) foram encontradas bandas menores e
maiores que 30 kDa (Figura 2A). A presenca de bandas menores que 30 kDa
sugere também a aglomeragéo de peptideos entre si e/ou com outras proteinas
maiores que se desaglomeram sob a condi¢cdo desnaturante da eletroforese. No
ES3-30kDa (canaletas 8 e 9), ndo foi possivel verificar a presenca de
proteinas/peptideos na concentracéo testada, entretanto quando se usou o dobro
da concentracdo (50 uL, Figura 7, Pag. 25), apenas proteinas/peptideos menores
que 30 kDa foram visualizadas, o que é condizente com o resultado esperado
apés a etapa de ultrafiltracdo. Porém ndo foi observado neste gel o
enriguecimento de uma banda menor que 6 kDa presente no ES>30kDa, o que

pode ser fruto da menor concentragéo protéica dessa amostra.

Considerando que na parede celular estao localizados peptideos de defesa
de varias classes, inclusive peptideos antimicrobianos (AMPs) (Huckelhoven,
2007), a metodologia de ultrafiltragdo utilizada parece ter sido eficiente no
fracionamento destas moléculas. De acordo com a experiéncia prévia do nosso
grupo de trabalho, estes peptideos estdo provavelmente em associagdo uns com
0s outros, e as bandas maiores que 30 kDa nas fracdbes ES3-30kDa e EP3-
30kDa, portanto, podem ser resultado da aglomeracéo destes peptideos. A banda
“a” (Figura 2A), exclusiva do EP, e mais evidente na fracdo EP3-30kDa, evidencia

a eficiéncia do fracionamento.
5.2 - Atividade antibacteriana

As fracOes obtidas na ultrafiltragcdo (ES>30kDa, ES3-30kDa, EP>30kDa e
EP3-30kDa) foram avaliadas quanto a atividade antibacteriana em uma Unica
concentracgdo, referente a 2g de folhas frescas, correspondente a 100 yL das
fracbes, contra 5 bactérias fitopatogénicas; Ralstonia solanacearum,
Pseudomonas syringae pv. tomato, Xanthomonas axonopodis pv. phaseoli e
Erwinia caratovora subsp. caratovora, que sdo Gram-negativas, e Clavibacter
michiganensis subsp. michiganensis, Gram-positiva. O extrato que apresentou
maior atividade antibacteriana foi o ES>30kDa (Tabela 2), para a bactéria Gram-
positiva, 0 extrato promoveu uma inibicdo de 66%, sendo esta a espécie mais

susceptivel a todas as fracdes avaliadas (Figura 5, Pag. 22).
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Tabela 2 - Percentagem de inibicdo das fragbes protéicas contra bactérias
fitopatogénicas cultivadas por 8 horas a 28°C, tendo sido avaliados 100 pL das
fracbes ES>30kDa, ES3-30kDa, EP>30kDa e EP3-30kDa, referentes a 2g de

folhas frescas

Microrganismos Fracdes
ES>30kDa | ES3-30kDa| EP>30kDa | EP3-30kDa

Ralstonia solanacearum 23% 0 0 0
Pseudomonas syringae pv.
Tomato 50% 0 0 0
Xanthomonas axonopodis
pv.phaseoli 41% 0 0 0
Erwinia caratovora subsp.
caratovora 28% 0 0 0
Clavibacter michiganensis
subsp. michiganensis 66% 18% 8% 20%

O ES>30kDa contém moléculas protéicas com variadas MM (Figura 2) e
comparando estas massas com as PR proteinas apresentadas na Tabela 1,
podemos sugerir que varias PR-proteinas como a [-1,3-glucanases (30kDa),
endoproteinases (75 kDa) e peroxidases (35 kDa) poderiam estar auxiliando
nesta inibicdo, ao lado de proteinas de baixas MM (inferiores a 30 kDa) e
peptideos que podem estar presentes por terem se associado e formados
estruturas de altas MM, selecionadas como moléculas maiores na ultrafiltracao
(Figura 2A).

Como exemplos de peptideos antimicrobianos, podem ser citadas as
defensinas que, em geral, ndo sdo demasiadamente ativas contra bactérias,
entretando Cavibacter michiganensis subsp. michiganensis é uma espécie
susceptivel. Como outros exemplos, podem ser citados o Pth-Stl, de batata
(Moreno et al., 1994), e os CyAMP; e CyAMP, ambas com 4,5 kDa (Yokoyama
et al., 2008), e as esnaquinas, como a esnaquinas-1, com 6,9 kDa (Segura et al.,

1999).
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Xanthomonas axonopodis pv. phaseoli
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Figura 3 - Curvas de crescimento de Erwinia caratovora subsp. caratovora e
Xanthomonas axonopodis pv. phaseoli na presenca das fracdes protéicas:
ES>30kDA, ES3-30kDa, EP>30kDa e EP3-30kDa. Controle da cultura (0), que
corresponde ao cultivo dos microrganismos na auséncia da fracdo peptidica e

Controle do meio (o) constituido apenas por meio LB e agua ultra-pura.
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Pseudomonas syringae pv. tomato
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Figura 4 - Curvas de crescimento de Pyseudomonas syringae pv. tomato e
Ralstonia solanacearum na presenca das fracdes protéicas: ES>30kDA, ES3-
30kDa, EP>30kDa e EP3-30kDa. Controle da cultura (0), que corresponde ao
cultivo dos microrganismos na auséncia da fracao peptidica e Controle do meio

(o) constituido apenas por meio LB e 4gua ultra-pura.
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Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis
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Figura 5 - Curvas de crescimento de Clavibacter michiganensis subsp.
michiganensis na presenca das fracdes protéicas: ES>30kDA, ES3-30kDa,
EP>30kDa e EP3-30kDa. Controle da cultura (0), que corresponde ao cultivo dos
microrganismos na auséncia da fracdo peptidica e Controle do meio (o)

constituido apenas por meio LB e 4gua ultra-pura.

O extrato de parede celular (EP) apresentou atividade contra Clavibacter
michiganensis subsp. michiganensis, sendo que a fragdo EP3-30kDa apresentou
mais que o dobro da atividade do EP>30kDa, 20 e 8% de inibicao,
respectivamente. A parede celular é a primeira linha de defesa dos vegetais e
muitos peptideos antimicrobianos ja foram isolados dessa estrutura: tioninas, em
cevada (Bohlmann et al., 1988), LTPs em Arabidopsis (Thoma et al., 1993),
defensinas e inibidores de proteases (Huckelhoven, 2007). Levando em
consideragéo a localizagdo dos AMPs e a eficiéncia da ultrafiltragéo obtida para a
separacdo de EP, conforme discutido anteriormente, a atividade observada,
embora pequena, pode estar relacionada a presenca destas moléculas nestes
dois extratos, EP>30 kDa e EP3-30 kDa. Resultados prévios de nossa equipe
indicam que as atividades antimicobianas observadas para fracdes peptidicas

vegetais sdo dependentes de concentragao.
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Todas as bactérias testadas sdo economicamente importantes. Segundo
Carvalho et al. (2009), Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis é sensivel
a varios AMPs como exemplos: eshaquinas-1 (Kovalskaya et al., 2009), LTPs
(Molina et al., 1993), e defensinas (Segura et al., 1998.; Tavares et al., 2008).
Khadeeva et al. (2009) descreveram plantas de tabaco e batata expressando um
inibidor de protease de Fagopyrum esculentum, que tornaram-se resistentes a
Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis. A sensibilidade desta bactéria
aos extratos protéicos de guaco fracionados por ultrafiltracdo, em especial ao EP

pode ser um indicativo da presenca de AMPs em Mikania sp..
5.3 - Atividade antifangica

Para avaliacdo da atividade antifungica, foram utilizadas as fracbes
ES>30kDa, ES3-30kDa, EP>30kDa e EP3-30kDa, e a curva de crescimento do
fungo Fusarium oxysporum foi monitorada durante 24 horas (Figura 6). Todas as
amostras promoveram niveis de inibicdo (Tabela 3). A percentagem de inibi¢&o foi
calculada correlacionando o crescimento do fungo nas amostras-teste com o
controle do tampé&o de amostra, indicando que as percentagens de inibi¢cao pelas

amostras sdo provenientes das proteinas e peptideos das amostras.
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Figura 6 - Curva de crescimento do fungo Fusarium oxysporum na presenca das
fracbes ES3-30kDa, ES>30kDa, EP3-30kDa e EP>30kDa. O Controle da cultura
(o) corresponde ao cultivo do fungo na presenca do meio Kado & Heskett e 4gua
ultra-pura. O controle do tampdo de amostra (-) corresponde ao cultivo na
presenca do tampdo de amostra, e o controle do meio (o) € constituido apenas

por meio Kado & Heskett e 4gua ultra-pura.
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Tabela 3. Percentagem de inibicdo das fracbes protéicas contra o fungo
fitopatogénico Fusarium oxysporum, cultivado por 24h a 25°C, tendo sido
avaliados 250uL das fragcbes ES>30kDa, ES3-30kDa, EP>30kDa e EP3-30kDa,

referentes a 5 g de folhas frescas

Fracao Percentagem de inibigcéo
ES>30 85%
ES 3-30 81%
EP>30 61%
EP 3-30 83%

Fusarium oxysporum é um fungo economicamente importante que pode
provocar perdas significativas em culturas de feijao, tomate, algodao e outras.
Considerando que alguns AMPs como as LTPs (Carvalho et al., 2007) e algumas
defensinas possuem atividade inibitoria significativa sobre fungos (Weerden et
al., 2008), o maior nivel de inibicdo do EP3-30kDa que o EP>30kDa e a maior
inibicdo sobre Fusarium oxysporum em relagdo a Clavibacter michiganensis
subsp. michiganensis, pode-se sugerir que a ultrafiltracdo foi eficiente na
concentragdo das proteinas de baixa MM, dentre elas AMPs que podem estar

presentes no EP3-30kDa.

Como no teste antibacteriano, o ES>30kDa apresentou a maior
percentagem de inibicdo, 85%. Este extrato contém moléculas protéicas com
variadas massas moleculares, dentre elas massas semelhantes aos AMPs. No
ES3-30kDa, a banda mais evidente, com aproximadamente 14 kDa, pode ser

correspondente a uma proteina com atividade antifingica.
5.4 - Eletroelui¢cdo e Espectrometria de massa

Na busca por AMPs, bandas peptidicas foram eletroeluidas do gel obtidos
por SDS-Tricina-PAGE das fragbes ES>30kDa, EP>30kDa, ES3-30kDa e EP3-
30kDa. Foram avaliadas bandas com valores de MM menores que 6 kDa e
algumas em torno de 14 kDa (Figura 7 e 8). A eletroforese em gel de trés fases

adaptada de Schégger & Jagow (1987) e Judd (1994) possibilita a separacgéo de
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proteinas entre 1-100 kDa, com especial separacdo para as fragcdes até 60 kDa.
Os AMPs de interesse possuem entre 1-10 kDa (Garcia-Olmedo et al., 2001). Nas
Figuras 7 e 8, que correspondem aos geis SDS-Tricina-PAGE preparados para a
eletroeluicdo, as bandas apontadas foram removidas dos géis, descoradas, 0s
peptideos eletroeluidos e as amostras obtidas foram submetidas a espectrometria

de massa.

Na Figura 9, observa-se o perfil de massas encontradas em uma banda
menor que 6 kDa (Banda Al) eletroeluida de ES>30kDa. A prépria banda é um
indicativo da presenca de peptideos, os quais poderiam ser antimicrobianos. No
espectro de massa desta banda s&o encontradas outras massas em torno de 6
kDa (4,3, 5,0 e 5,7), mostrando que a banda ndo é formada por um Unico
peptideo e que nela poderiam estar presentes outros peptideos. Na literatura sdo
encontrados AMPs como Pp-AMP1 (4,6 kDa), Pp-AMP2 (4,9 kDa), Tu-AMP1 (4,9
kDa) e Tu-AMP2 (5,0 kDa), todos com atividade contra Fusarium oxysporum e

Clavibacter michiganensis (Fujimura et al., 2004, 2005).

Gel 01 Gel 02

17

14 C

Al

Figura 7 -. Géis obtidos por SDS-Tricina-PAGE do ES>30kDa e ES3-30kDa para
eletroeluicdo. Gel 01: canaletas de 1-9, ES>30kDa. Gel 02: canaletas de 1-8,
ES3-30kDa. Aliquotas de 50uL de amostra foram separadas em cada canaleta.
Marcador de massa molecular Ultra-low (MM): 5uL. Bandas demarcadas: A, Al e

C, foram recortadas dos géis, descoradas e eletroeluidas.
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Figura 8 - Géis obtidos por SDS-Tricina-PAGE do EP>30kDa e EP3-30kDa para
eletroeluicdo. Gel 01: canaletas de 1-8, EP>30kDa, Gel 02: canaletas de 1-7,

EP3-30kDa. Aliquotas de 50uL de amostra foram separadas em cada canaleta.
Marcador de massa molecular Ultra-low (MM): 5uL. As bandas demarcadas: B,

B1, B2, D e D1, foram recortadas dos géis, descoradas e eletroeluidas.
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Figura 9 - Espectro de massa da banda Al obtida de ES>30 kDa (Figura 7), com
massa molecular menor que 6 kDa. Espectrometria de massa do tipo MALDI-
TOF/TOF operando em modo linear positivo de proteinas (LPP) e usando matriz

a-ciano-4-hidroxicinamico.
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Figura 10 - Espectro de massa da banda B2 obtida de EP>30 kDa (Figura 8),
com massa molecular menor que 6 kDa. Espectrometria de massa do tipo MALDI-
TOF/TOF operando em modo linear positivo de proteina (LPP) e usando matriz a-

ciano-4-hidroxicinamico.

Na Figura 10, encontra-se o espectro de massas de uma banda menor que
6 kDa eletroeluida (Figura 8, B2). O perfil espectrométrico encontrado nesta
banda revelou peptideos: 5489.546, 6967.540 e 8413.466 Da, massas
semelhantes as massas moleculares de defensinas, tioninas, LTPs e Inibidores

de proteases.

5.5 - Cromatografia de fase reversa C18-RP-HPLC e espectrometria de

massa

A cromatografia de fase reversa, que separa proteinas baseando-se na
hidrofobicidade e na carga liquida das proteinas, foi a segunda metodologia
avaliada para o isolamento de fracbes enriquecidas em peptideos de guaco,
tendo sido realizadas por C18-RP-HPLC.

A fragdo ES>30kDa apresentou a maior atividade antimicrobiana, inibindo o
crescimento das cincos bactérias testadas e do fungo Fusarium oxysporum. No
gel obtido por SDS-Tricina-PAGE deste material foram encontradas bandas com

diferentes valores de MM, inlcuindo-se uma banda menor que 6 kDa. O espectro
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de massa desta banda (Figura 9) evidenciou moléculas com MM entre 4372.808 e
5792.180 Da, nédo tendo sido possivel obter a sequéncia aminoacidica destes
peptideos em fungdo da quantidade de interferentes presentes nas amostras
eletroeluidas, que geram um alto ruido frente aos perfis espectrométricos gerados

para os peptideos e proteinas.

Os picos protéicos ou peptideos nomeados A, B, C, D e E, obtidos da
separagdo da fracdo ES>30kDa por C18-RP-HPLC (Figura 11), quando
analisados por espectrometria de massa (Figura 12, P4g. 30) evidenciaram a
presenca de moléculas com MM que correspondem a AMPs, como defensinas e
tioninas, que foram eluidos, respectivamente, nos gradientes da solu¢do B: 30,
60, 61, 92 e 100% (que correspondem respectivamente as concentragfes de 24,
48, 48,8, 73,6 e 80% de acetonitrila). As defensinas e tioninas, assim como 0s
demais AMPs, sdo catidnicas e, em geral, ttm cerca de 50% dos residuos
aminoacidicos apolares e sdo eluidos em concentragdes de acetonitrila entre 20 e
40% (v/v) (Terras et al., 1992; Almeida et al., 2000; Carvalho et al., 2001, Fogaca
et al, 2004).
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FIGURA 11 - Cromatografia de fase reversa em coluna C18 em HPLC da fragcéo
ES>30kDa. A coluna foi equilibrada com solu¢é@o A e as proteinas eluidas em um
gradiente descontinuo crescente da solucéo B, a um fluxo de 1 mL.min™*. Solugéo
A: TFA 0,1% (v/v); solugdo B: TFA 0,1% (v/v) e acetonitrila 80% (v/v). Linha
superior: Azis. Linha inferior: Aggo. As setas indicam os picos analisados por
espectrometria de massa que geraram valores de massas moleculares no quadro,

em destaque.
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Figura 12. Espectro de massas dos picos A, B, C, D e E de ES>30kDa
(Figura 11) obtidos ap6s a cromatografia de fase reversa, C18-RP-HPLC,.
Espectrometria de massa tipo MALDI-TOF/TOF operando em modo linear positivo

de proteinas (LPP) e usando matriz a-ciano-4-hidroxicinamico.

A cromatografia de fase reversa (RP-HPLC) é em geral utilizada em
procedimentos de cromatografia liquida multidimensional (MDLC), como ultima
dimensdo, em geral. Observar que na sequencia de purificacdo aqui
desenvolvida, ndo foi utilizada outra etapa cromatogréafica, além da RP-HPLC, a

exemplo da cromatografia de exclusdo molecular ou de troca iGnica. As amostras
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protéicas vegetais sdo complexas, podendo até mesmo gerar tempos de retencéo
maiores do que os descritos quando comparados com a separacdo de peptideos
em amostras com alto grau de pureza. Os picos B e E da C18-RP-HPLC do
ES>30kDa, conforme pode ser observado no espectro de massas da Figura 12,
sdo fragdes com um Unico peptideo de MM 4367.146 e 6320.462 Da,
respectivamente. Estes picos (B e E) foram apontados como de grande interesse
em nosso trabalho e, por estarem com maior nivel de pureza, estdo sendo

tripsinisados para caracterizagdo aminoacidica e identificacdo dos peptideos.

Do conjunto de resultados obtidos até entéo, verifica-se que na Figura 2A,
(Pag. 17), canaleta 7, uma banda de MM menor que 6 kDa no ES>30kDa, que
depois de eletroeluida (Figura 7, Banda Al, Pag. 25) foi possivel identificar as MM
de 4372.808, 5056.313 e 5792.180 Da (Figura 9, P4g. 26). E na analise das MM
(Figura 12), das fragbes obtidas na C18-RP-HPLC (Figura 11), observaram-se
picos de 6320.462, 5795.743 e de aproximadamente 4368.875 Da. Tanto as
massas obtidas por eletroeluicdo a partir dos géis de SDS-Tricina-PAGE, quanto
as encontradas na RP-HPLC, sdo semelhantes as massas moleculares dos
peptideos Pp-AMP1 (4693.9 Da), Pp-AMP2 (4916.0 Da), Tu-AMP1 (4988.0 Da),
Tu-AMP2 (5006.0 Da), e PvD1( 6 kDa) descritos na literatura com atividade contra
Fusarium oxysporum e Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis (Fujimura
et al. (2004, 2005) e Games et al. (2008). Tais moléculas, juntamente com as PR-
proteinas citadas anteriormente, podem ser as responsaveis pela atividade

inibitéria mais acentuada do ES>30kDa.

Na fragdo ES3-30kDa apenas um pico da C18-RP-HPLC (Figura 13A),
eluido com 92% da solucdo B, teve sua MM identificada na espectrometria de
massa (Figura 13B). Os outros picos foram analisados, porém néo foi possivel
obter as massas moleculares nos espectros destes picos por ndo terem sido

ionizados.

Na fracdo EP>30kDa, & semelhanca da fracdo ES3-30kDa, vérios picos da
C18-RP-HPLC (Figura 14A, Pé&g. 32) foram analisadas na espectrometria de

massa, porém, apenas um pico, eluido com 58% de B, teve sua MM caracterizada
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(Figura  14B, P&ag, 32). As massas moleculares deste pico sd0 massas
semelhantes a massas de defensinas e LTPs, a percentagem de eluicdo esta
proxima ao descrito na literatura. Estes peptideos estdo presentes no EP3-30kDa
(Figura 16, Pico:A, P4g. 34). Analisando o espectro de massas destes peptideos,
Figura 14: B e Figura 16, os mesmos estdo mais limpos e com maior intensidade
no EP3-30kDa, o que demonstra a eficiéncia da ultrafiltragdo no fracionamento e

clarificagéo dos extratos proteicos do EP.
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FIGURA 13 — A) Cromatografia de fase reversa em coluna C18 em HPLC da
fracdo ES3-30kDa. A coluna foi equilibrada com solugdo A e as proteinas eluidas
em um gradiente descontinuo crescente da solug&o B, a um fluxo de 1 mL.min™.
Solugéo A: TFA 0,1%(v/v); solucdo B: TFA 0,1% (v/v) e acetonitrila 80% (v/v).
Linha superior: Azis. Linha inferior: A,s. A seta indica pico analisado por
espectrometria de massa que geraram valores de massas moleculares no quadro
em destaque as correspondentes massas encontradas no pico. B):
Espectrometria de massa tipo MALDI-TOF/TOF operando em modo.linear positivo
de proteina (LPP) e usando matriz a-ciano-4-hidroxicindmico do pico indicado pela

setaem A.
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FIGURA 14 - A) Cromatografia de fase reversa em coluna C18 em HPLC da
fracdo EP>30kDa. A coluna foi equilibrada com solucéo A e as proteinas eluidas
em um gradiente descontinuo crescente da solu¢do B, a um fluxo de 1 mL.min-1.
Solugéo A: TFA 0,1%(v/v); solucdo B: TFA 0,1% (v/v) e acetonitrila 80% (v/v).
Linha superior: Azis. Linha inferior: A,s. A seta indica pico analisado por
espectrometria de massa que geraram valores de massas moleculares no quadro
em destaque B) Espectrometria de massa do tipo MALDI- TOF/TOF operando em
modo linear positivo de proteinas (LPP) e usando matriz a-ciano-4-

hidroxicinamico do pico indicado pela seta em A.

Dentre as quatro fragbes, ES>30kDa, ES3-30kDa, EP>30kDa e EP3-
30kDa, submetidas a C18-RP-HPLC, a ultima foi a que produziu 0 maior numero
de espectros de MM, 8, Figura 15 e 16. Na cromatografia C18-RP-HPLC do
EP>30kDa, apenas um dos picos teve sua MM caracterizadas por espectrometria
de massa. N&o foi possivel obter espectros de massa dos outros picos testados,

por problemas de ioniza¢do. J4 na C18-RP-HPLC da fragdo EP3-30kDa, a maior
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parte dos picos testados teve suas massas analisadas por espectrometria de

massa.
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FIGURA 15 -.Cromatografia de fase reversa em coluna C18 em HPLC da fragéo
EP3-30kDa. A coluna foi equilibrada com solug&o A e as proteinas eluidas em um
gradiente descontinuo crescente da solu¢ao B, a um fluxo de 1 mL.min-1. Solucéo
A: TFA 0,1% (v/v); solugdo B: TFA 0,1% (v/v) e acetonitrila 80% (v/v). Linha
superior: Azis. Linha inferior: Azgo. As setas indicam picos analisados por

espectrometria de massa que geraram valores de massas moleculares.
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Figura 16 - Espectros de massas dos picos A, B, C, D, E, F, G e H da
cromatografia de fase reversa, C18-RP-HPLC, da fragdo EP3-30kDa.
Espectrometria de massa do tipo MALDI-TOF/TOF operando em modo linear
positivo de proteinas (LPP) e usando matriz a-ciano-4-hidroxicinamico. A, B, C, D,
E, F, G e H, correspondem, respectivamente, aos picos A, B, C,D, E, F, Ge Hda
C18-RP-HPLC da fragdo EP3-30kDa, Figura 15.
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Os picos C e D da C18-RP-HPLC, com massas moleculares de 7317.450 e
7316.471 Da, respectivamente (Figura 15 e 16: C e D), provavelmente
correspondem aos peptideos encontrados na banda “a”. A ultrafiltracdo mostrou-
se eficiente no fracionamento destas proteinas, e como a atividade antimicrobiana
da fracdo EP3-30kDa encontra-se mais acentuada que a fragdo EP>30kDa,
podemos sugerir que peptideos com massa molecular semelhante a LTPs2, com
MM em torno de 7 kDa, podem estar atuando neste extrato. Como exemplo de
LTPs 2 atuando contra bactérias podemos citar a LTP2 de Arabidopsis thaliana
(Clark et al., 1999). Durante a analise dos picos da C18-RP-HPLC foram
encontradas massas semelhantes a LTPs1, pico A e B, 9164.098 e 9162.344 Da,
respectivamente (Figura 15: pico A e B e Figura 16: A e B). Carvalho et al. (2007)
descrevem que as LTPs estdo localizados na parede celular e além da funcéo de
defesa, elas também podem estar envolvidas na sintese de cutina (Chassot et al.,
2007). As demais massas moleculares encontradas nos picos da C18-RP-HPLC
do EP3-30kDa, 4367.595, 4367.092, 4369.826, 4371.793 Da (Figura 15) podem
corresponder a AMPs presentes na parede celular, como exemplos de AMPs ja
isolados da parede celular estdo descritos thioninas de cevada e esnaquina-1 de
batata (Bohlmann et al., 1988 e Segura et al., 1999).

As massas moleculares 6967.540 e 8413.466 (Figura 10) encontradas na
banda B2 (Figura 8), juntamente com as massas moleculares encontradas na
C18-RP-HPLC da fragdo EP3-30 kDa (Figura 15 e 16) sao semelhantes aos
AMPs isolados por Fujimura et al. (2004, 2005) e Cy-AMP3 (Yokoyama et al.,
2008) e aos peptideos, Mj-AMP1(7,0 kDa) e Mj-AMP2 (8,0 kDa), ambos com
atividade contra Fusarium oxysporum e contra uma bactéria gram posivita
(Cammue et al.1992).

Baseando-se na maior atividade antimicrobiana do EP3-30kDa em relagéo
ao EP>30kDa e a melhor resolugdo dos espectros de massa do EP3-30kDa
(Figura 16), podemos sugerir que a ultrafiltracdo foi eficiente na separacdo das
proteinas e peptideos do EP, e ainda dizer que esta técnica, ultrafiltracéo, é

eficiente na clarificagdo do EP.
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6 — CONCLUSAO

Segundo Garcia-Olmedo et al. (2001) e Zasloff (2002), as folhas ndo séo
boas fontes de peptideos antimicrobianos, porém em concordancia com Molina et
al. (1993), Teixeira et al. (2006), Almeida et al. (2007, 2008) e Games (2008), e
baseando-se na atividade inibidora do extrato protéico das folhas de guaco contra
um fungo e uma bactéria, podemos inferir que a folhas de Mikania sp. sdo boas

fontes de peptideos antimicrobianos.

A metodologia utilizada para preparar, clarificar, fracionar e concentrar 0s
extratos, ultrafiltracdo (equipamento AMICON/ Millipore-EUA) apés salting-out
mostrou-se satisfatdria para obtencdo de extratos protéicos de guaco. A eficiéncia
deste fracionamento ficou evidente no EP, considerando que muitos AMPs ja
foram isolados da parede celular, tal técnica pode ser empregada efetivamente no

fracionamento e concentracdo dos AMPs.

A atividade antifungica superior a atividade antibacteriana associada a
eficiéncia da ultrafiltracdo do extrato de parede sugere que na parede celular de
guaco podem estar presente AMPs. No extrato solivel o ES-3-30 kDa mostrou
uma Unica banda neste gel que pode corresponder a uma forma de defesa das
plantas que poderia eventualmente ser explorada para a produgédo de produtos

antimicrobianos.

Considerando que a aglomeragdo, que aparentemente ocorre, vem
aumentando o grau de dificuldade da obtencao de peptideos purificados para as
caracterizagbes, a eletroforese foi utilizada com sucesso como etapa de

purificagéao.

Guaco é uma planta conhecida por suas atividades fitoterapicas que por
sua vez sdo atribuidas as cumarinas. Os mecanismos de defesa dos vegetais
incluem a sintese de proteinas e peptideos de defesa que poderiam
eventualmente estar agindo em sinergia com as cumarinas. De acordo com 0s
efeitos inibitérios dos extratos protéicos contra uma bactéria Gram positiva e um
fungo podemos predizer que as folhas de guaco sédo uma fonte peptideos de
defesa que podem ser biotecnologicamente exploradas para aplicagdo comercial

como agentes quimicos para a agricultura, agentes para a protecéo de sementes,
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defesa de frutos e grédos no pos-colheita. Alem dos peptideos este trabalho

descreve pela primeira vez a atividade antimicrobiana das proteinas de guaco que

eventualmente também podem ser usadas para protegcdo de culturas contra

fitopatogenos.

A maioria destes compostos protéicos séo biodegradaveis e muitos podem

ser usados na dieta humana e animal sem causar prejuizos a saide dos mesmos

€ muito menos ao meio ambiente.

7 — PERSPECTIVAS

Realizar a caracterizacdo aminoacidica dos picos obtidos na C18-RP-
HPLC e fazer homologia computacional em banco de dados, Gen Bank,
usando programas como Basic Local Alignment Search Tool (BLAST),

para caracterizar AMPs dos extratos protéicos de Mikania sp..

Propde-se a clonagem e expressdo heterologa de peptideos de defesa
identificados de guaco em bactérias ou leveduras, ou a super-expressao
nas préprias plantas de guaco ou em plantas de facil modificacéo,
visando a recuperacdo dos peptideos, possivelmente parcialmente
purificados, para a producdo de agentes de defesa para vegetais,

aplicavel ao agronegécio, ou a producéo de fitomedicamentos.

A expressdo e obtencdo dessas moléculas em grandes quantidades
certamente permitirdo o desenvolvimento de ensaios biiolégicos diversos
(antimicrobianos, toxicologicos, estudos de mecanismos de acao), que
permitirdo a caracterizagdo das moléculas e trardo avancos na

compreensdao da fisiologia de defesa das plantas.
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Livros Gratis

( http://www.livrosgratis.com.br )

Milhares de Livros para Download:

Baixar livros de Administracao

Baixar livros de Agronomia

Baixar livros de Arquitetura

Baixar livros de Artes

Baixar livros de Astronomia

Baixar livros de Biologia Geral

Baixar livros de Ciéncia da Computacao
Baixar livros de Ciéncia da Informacéo
Baixar livros de Ciéncia Politica

Baixar livros de Ciéncias da Saude
Baixar livros de Comunicacao

Baixar livros do Conselho Nacional de Educacdo - CNE
Baixar livros de Defesa civil

Baixar livros de Direito

Baixar livros de Direitos humanos
Baixar livros de Economia

Baixar livros de Economia Doméstica
Baixar livros de Educacao

Baixar livros de Educacdo - Transito
Baixar livros de Educacao Fisica

Baixar livros de Engenharia Aeroespacial
Baixar livros de Farmacia

Baixar livros de Filosofia

Baixar livros de Fisica

Baixar livros de Geociéncias

Baixar livros de Geografia

Baixar livros de Histdria

Baixar livros de Linguas
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Baixar livros de Literatura

Baixar livros de Literatura de Cordel
Baixar livros de Literatura Infantil
Baixar livros de Matematica

Baixar livros de Medicina

Baixar livros de Medicina Veterinaria
Baixar livros de Meio Ambiente
Baixar livros de Meteorologia
Baixar Monografias e TCC

Baixar livros Multidisciplinar

Baixar livros de Musica

Baixar livros de Psicologia

Baixar livros de Quimica

Baixar livros de Saude Coletiva
Baixar livros de Servico Social
Baixar livros de Sociologia

Baixar livros de Teologia

Baixar livros de Trabalho

Baixar livros de Turismo
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