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RESUMO

NASCIMENTO, Danielle Gomes, M.S, Universidade Federal de Vigosa, marco de
2003. Purificacdo, caracterizacdo bioquimica e atividade antimicrobiana
de peptideos de semente de soja (Glycine max [L.] Merryll). Orientadora:
Maria Cristina Baracat Pereira. Conselheiros: Elizabeth Pacheco Batista
Fontes e Reginaldo da Silva Romeiro.

As doencas infecciosas estdo entre as principais causas de morte da
populacdo humana. Esse fato é causado, em grande parte, pelo surgimento de
microrganismos multi-resistentes aos antibioticos. Portanto, apesar da
disponibilidade de um grande nimero de antibiéticos de ultima geracéo, torna-se
ainda fundamental buscar compostos que possam atuar como novas drogas a
serem utilizadas no combate as doencas infecciosas. Em plantas, a atividade
antimicrobiana pode ser demonstrada por varios tipos de moléculas, como as
proteinas relacionadas com a patogenicidade, os componentes organicos das
plantas, as familias de peptideos antimicrobianos e as espécies ativas de oxigénio
e nitrogénio. Atualmente, peptideos antimicrobianos de origem vegetal estdo
sendo utilizados como modelos para o desenho de novas drogas com aplicacao
nas areas agricolas e de saude. Deste modo, nosso trabalho objetivou a
determinacdo da metodologia mais eficaz para a purificacdo dos peptideos
cationicos, presentes em sementes maduras de soja, com atividade
antimicrobiana ou outras, e a caracterizacado bioquimica destes peptideos visando
a obtencao de informacdes de importancia para a elucidacdo de suas funcdes
biologicas. Os peptideos de semente madura de soja foram extraidos, na
proporcédo de 1:5 (gramas semente : mL tampdao), em tampao fosfato de sédio 25
mM, pH 7,4, contendo KCI| 100 mM, EDTA 2 mM, PVP 1,5% (p/v), tiouréia 2 mM,
PMSF 1 mM e benzamidina 1 mM por homogeneizacéo do extrato durante 2 h a 4
°C, em banho de gelo. O extrato obtido foi centrifugado a 20.300 x ga 4 °C e o
sobrenadante obtido apds o final da extracdo foi fracionado com sulfato de
amonio solido 35% sat. e centrifugado sob as mesmas condicbes. O
sobrenadante foi aquecido a 80°C por 15 min e novamente centrifugado sob as
mesmas condi¢cdes. Apds a diadlise do extrato em membrana de exclusdo de 1.000
Da, foram realizadas as cromatografias de troca anidonica, em coluna DEAE-
Sepharose equilibrada com tampéao Tris-HClI 50 mM, pH 8,0; a de excluséao
molecular, em coluna Superdex Peptide equilibrada com tampéao Tris-HCI 50 mM,
pH 8,0, contendo 150 mM de NaCl; e a de fase reversa, em coluna Cig equilibrada
com acetonitrila 80% e TFA 0,1%, para obtencdo dos peptideos catibnicos
purificados. A andalise em espectrometro de massa das frac6es eluidas do HPLC
indicou a presenca de compostos de massas moleculares menores do que 500
Da, 678,61 Da e 700,60 Da, a presenca de peptideos com massas moleculares
de 5.809,11 Da, 8.526,97 Da e 14.113,18 Da. A sequéncia de aminoacidos do
peptideo de 5.809,11 Da foi determinada e mostrou alta homologia com as
cadeias B da pro-insulina humana e de varios outros organismos, da insulina
bovina e da insulina de feijao-de-porco (Canavalia ensiformes). Os compostos
presentes em dois pools eluidos da cromatografia de exclusdo molecular, pool 2 e
pool 3, inibiram o crescimento da bactéria Gram-negativa Ralstonia
solanacearum, enquanto que, para a bactéria Gram-positiva  Clavibacter
michiganensis, somente o pool 3 exerceu alguma acdo, mas com a inibicdo do
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crescimento muito menor do que a obtida para a Ralstonia solanacearum. Assim,
estes compostos apresentam potencial antimicrobiano a ser explorado na
industria agricola.
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ABSTRACT

NASCIMENTO, Danielle Gomes, M.S, Universidade Federal de Vicosa, March of
2003. Purification, biochemical characterization and antimicrobial activity
of peptides from soybean seed (Glycine max [L.] Merryll). Adviser:. Maria
Cristina Baracat Pereira. Committee Members: Elizabeth Pacheco Batista
Fontes and Reginaldo da Silva Romeiro.

The infectious diseases are among the main causes of death of the human
population. That fact occurs, mainly, for the appearance of multi-resistant
microrganisms to the antibiotics. Therefore, in spite of the readiness of a great
number of antibiotics of last generation, it becomes still important to look to
substances new that can act as new drugs it be used in the combat the infectious
diseases. In plants, the antimicrobial activity can be demonstrated by several
types of molecules, as the proteins related with the patogenicity, the organic
components from the plants, the families of antimicrobial peptides and the active
species of oxygen and nitrogen. Now, antimicrobial peptides of vegetable origin
are being used as models for the drawing of new drugs with application in the
agricultural areas and health. In this way, our work objectified the determination of
the most effective methodology for the purification of the cationic peptides,
presents in mature seeds of soybean, with antimicrobial activity or other, and the
biochemical characterization of these peptides seeking to the obtaining importance
information for the elucidation of its biological functions. The peptides of mature
seed of soybean was extracted, in the proportion of 1:5 (grams seed: mL), in 25
mM buffer phosphate, pH 7.4, with 100 mM KCI, 2 mM EDTA, 1.5% (p/v) PVP, 2
mM thioureia, 1 mM PMSF and 1 mM benzamidine for stirring of the extract during
2 h at 4 °C and centrifuged (20,300 x g, 4 °C). As the first steps of purification,
proteins were recovered from a 35% sat. ammonium sulfate precipitation (2h, 4°C)
after centrifugation, incubated at 80 °C for 15min and centrifuged again. After the
dialysis of the extract in membrane of 1,000 Da, they were accomplished the
chromatography of anion exchangers, in DEAE-Sepharose column equilibrated in
50 mM Tris-HCI, pH 8.0; the one of gel filtration, in Superdex Peptide column
equilibrated in 50 mM Tris-HCI, pH 8.0, with 150 mM of NaCl; and the one RP-
HPLC, in C18 column equilibrated with acetonitrile 80% and TFA 0,1%, for
obtaining of the cationic peptides purified. The analysis in mass spectrometer of
the fractions eluted from HPLC indicated the presence of composed of smaller
molecular mass than 500 Da, 678.61 Da and 700.60 Da, the peptides presence
with molecular mass of 5,809.11 Da, 8,526.97 Da and 14,113.18 Da. The
sequence of amino acids of the peptide of 5,809.11 Da was determined and it
showed high homology with the chain B of the human pro-insulin and of several
other organisms, of the bovine insulin and of jack bean insulin (Canavalia
ensiformes). The present compositions in two pools eluted of the chromatography
of molecular exclusion, pool 2 and pool 3, inhibited the growth of the bacteria
Gram-negative Ralstonia solanacearum, while, for the bacteria Gram-positive
Clavibacter michiganensis, only the pool 3 exercised some action, but with the
inhibition smaller growth than obtained it for the Ralstonia solanacearum. Thus,
these matters own antimicrobial potential to be explored in the agricultural
industry.
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1. INTRODUCAO

As doencas infecciosas estdo entre as principais causas de morte da
populacdo humana. Esse fato € causado, em grande parte, pelo surgimento de
microrganismos multi-resistentes aos antibioticos. Portanto, apesar da
disponibilidade de um grande nimero de antibiéticos de ultima geracéo, torna-se
ainda fundamental buscar compostos que possam atuar como novas drogas a
serem utilizadas no combate as doencas infecciosas (Lohner & Staudegger,
2001).

O surgimento do grande numero atual de cepas bacterianas resistentes
pode ter varias origens, sendo uma delas decorrente do préprio tipo de vida do
ser humano. O principal fator é, sem duvida, 0 consumo excessivo e inapropriado
de antibioticos por homens e outros animais, e a utilizacdo de agentes de defesa
na agricultura. A prescricdo do antibiético € geralmente empirica e sem a
identificacdo prévia do agente patogénico através de exames laboratoriais. Além
disso, a sua venda sem exigéncia de uma prescricdo médica em alguns paises,
associada ao suprimento irregular desse medicamento, a baixa qualidade da
medicacdo e ao seu mal uso pelos pacientes (que muitas vezes nao completam o
tratamento), contribuem para a selecdo de novos microrganismos multi-
resistentes (Lohner & Staudegger, 2001).

Associada a isso, uma grande quantidade de agentes antimicrobianos vem
sendo usada na agropecuaria para promover o controle microbiano e favorecer o
crescimento de plantas e animais, 0 que ocasiona um aumento da resisténcia de
microrganismos. A0 mesmo tempo, o aumento da migracdo da populacdo e o
transporte de animais ou de produtos de origem animal trazem doencas para
areas onde nunca haviam se instalado, resultando na dispersdo de
microrganismos patogénicos resistentes aos antibiéticos ou agentes de defesa.
Mudancas ambientais, tais como desmatamento e alteragfes climaticas também
proporcionam contato mais intimo dos homens com animais e insetos que
transmitem doencas muitas vezes desconhecidas (Lohner & Staudegger, 2001).

O mesmo quadro pode ser verificado no que diz respeito aos fitopatégenos.
O surgimento de resisténcia de fungos fitopatogénicos de importancia agronémica
é considerado um fator limitante na eficacia e na vida util das mais variadas

estratégias de controle de doencas (Heaney et al., 1994). Muitos géneros tais



como Aspergillus, Botrytis, Venturia, Ustilago, Marnaporte, Colletotrichum,
Alternaria, Cercospora, Cladosporium e Penicillium tém desenvolvido estratégias
elegantes de resisténcia contra os fungicidas mais amplamente (Steffens et al.,
1996). Nos ultimos anos, tem-se constatado que mesmo fungicidas de amplo
espectro de acdo como o Benomyl tornaram-se alvo de resisténcia (Tanaka et al.,
1997).

Conforme descrito anteriormente, o uso indiscriminado de drogas € o
principal fator de inducéo a resisténcia. Contudo, a prevencao desse abuso nédo é
garantia de que a susceptibilidade aos agentes antimicrobianos seja um fator
reversivel, uma vez que os efeitos provocados pelos antimicrobianos na fisiologia
e ecologia dos microrganismos impossibilitam, cada vez mais, o retorno ao estado
de susceptibilidade anterior. Dessa forma, o uso de novas tecnologias para o
desenvolvimento de drogas mais eficazes constitui uma estratégia promissora no
campo da biotecnologia, uma vez que possibilitara iniciativa de prospeccao de
novas classes de moléculas naturais e/ou sintéticas, capazes de neutralizar ou de
danificar o patégeno-alvo, ao invés de inviabiliza-lo geneticamente, inibindo assim
o desenvolvimento da resisténcia (Heinemann et al, 2000).

Apesar do aumento de resisténcia aos antibidéticos em uso para a terapia
animal que vem ocorrendo, poucas novas classes estruturais de agentes
antimicrobianos tém chegado as farmacias nas Uultimas décadas. Com a
descoberta das diferentes classes estruturais de peptideos antimicrobianos, em
diversos tipos de organismos, cresce o otimismo de que alguns destes compostos
possam ser empregados nas terapias em humanos (Ganz & Lehrer, 1999). Um
exemplo dessa abordagem séo os analogos sintéticos da magainina Il, peptideo
proveniente da secrecao da pele do anfibio africano Xenopus laevis (Zasloff,
1987), que foram testados com sucesso na inibicdo da germinacao de conidios de
Cryphonectria parasitica, Fusarium oxysporum f. sp. lycopersici, e Septoria
musiva, e que ndo provocaram nenhuma interferéncia detectavel na germinacao
do polen dos organismos hospedeiros, além de serem eficazes também contra as
bactérias Agrobacterium tumefaciens, Erwinia amylovora e Pseudomonas
syringae. As diferengas significativas encontradas na sensibilidade entre os
microrganismos e as células vegetais tém mostrado que tais peptideos podem ser
Uteis como modelos para o desenho de genes de resisténcia (Powell et al., 1995).

O uso das magaininas na agricultura ndo se restringe a cultivares frutiferos ou
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alimenticios de um modo geral, mas abrange também o ramo de plantas
ornamentais geneticamente modificadas, as quais expressam genes de
magaininas resistentes a fungos e outros patdgenos causadores de lesbes. Da
mesma forma, a magainina Il ja vem sendo utilizada como principio ativo na
fabricacdo de drogas como o LOCILEXO, que é um creme de uso topico com
acado microbicida e empregado no tratamento da infec¢cdo de Ulceras diabéticas.
Além disso, derivados da magainina Il tém sido amplamente aplicados nas
terapias contra o cancer, no tratamento de conjuntivites, de acne, de doencas
sexualmente transmissiveis, de micoses, além de serem drogas promissoras no
tratamento da gripe (http://www.magainin.com).

Assim, sabe-se que atualmente peptideos antimicrobianos de origem
vegetal estdo sendo utilizados como modelos para o desenho de novas drogas
com aplicacdo nas areas agricolas e de saude. Deste modo, nosso trabalho
experimental objetivou a determinacdo da metodologia mais eficaz para a
purificacdo dos peptideos catibnicos presentes em sementes maduras de soja,
com atividade antimicrobiana ou outras, e a caracterizacdo bioquimica destes
peptideos, visando a obtencdo de informacdes de importancia para a elucidacao
de suas funcdes biologicas e futura aplicacdo no desenvolvimento de agentes

antimicrobianos para a defesa animal e vegetal.



2. REVISAO DE LITERATURA

Os peptideos séo constituintes naturais dos sistemas vivos e podem ser
encontrados como hormonios, inibidores bioquimicos, antigenos, fatores de
crescimento, carreadores transmembrana, agentes antimicrobianos, dentre
outros.

Em plantas, os peptideos agem em diversos mecanismos importantes.
Tém um papel crucial em seu crescimento e desenvolvimento, exemplificando o
peptideo CLAVATA 3 responsavel pela regulacdo do crescimento meristematico
(Matsubayashi, 2001, citando varios autores; Lindsey et al., 2002, citando varios
autores); no mecanismo de defesa em resposta ao ataque de patdgenos,
exemplificando os peptideos com atividade antimicrobiana (Garcia-Olmedo et al.,
1998, Hancock & Lehrer, 1998, Hancock & Chapple, 1999); no mecanismo de
ativacdo de genes de defesa por acdo hormonal, exemplificando a sistemina, que
interage com um receptor transmembrana para a liberagéo do &cido linolénico das
membranas, possibilitando sua conversao em acido jasménico, responsavel pela
ativacdo de genes de defesa (Pearce et al., 1991; Farmer & Ryan, 1992); no
controle da divisdo e expansao celular, exemplificando as fitossulfoquinas,
responsaveis pela divisdo celular, e os peptideos da classe Polaris, responsaveis
pela expansédo celular (Lindsey et al., 2002, citando varios autores); e na auto-
incompatibilidade do podlen, exemplificando o peptideo SCR constituinte do
mecanismo genético de algumas plantas, responsavel pela auto-incompatibilidade
esporofitica (Brugiere et al., 2000; Matsubayashi, 2001, citando varios autores).

Em funcdo da importancia funcional dos peptideos para os organismos,
associada a extensa gama de atividades e a falta de conhecimento dos
mecanismos de acdo por eles empregados, esforcos tém sido direcionados no
sentido de caracterizar peptideos biologicamente ativos, especialmente aqueles
com atividade antimicrobiana, visando identificar novos mecanismos de acéo para
desenvolver compostos de defesa para uso nas industrias agricola, farmacéutica

e veterinaria.



2.1. PEPTIDEOS ANTIMICROBIANOS COMO PARTE DA
RESPOSTA IMUNE INATA

Mais de 700 peptideos antimicrobianos ja foram identificados em todas as
espécies vivas, incluindo bactérias, fungos, insetos, moluscos, crustaceos,
aracnideos, plantas, passaros, anfibios, peixes, mamiferos, entre outros. Em
geral, sdo moléculas pequenas de até 5 kDa que exibem um alto teor de
aminoacidos basicos e, pelo menos, 50% de aminoacidos hidrofébicos (Andreu &
Rivas, 1998; Bulet et al., 1999; Hancock & Diamond, 2000). Apresentam um
amplo espectro de atividade contra bactérias, fungos, virus e parasitas. O
mecanismo de acdo mais bem conhecido é através da sua inser¢do na membrana
celular dos microrganismos, 0 que causa a destruicdo ou a permeabilizacdo da
mesma, levando o microrganismo a morte. Alternativamente, os peptideos
antimicrobianos podem se ligar a um receptor da membrana, levando a uma
perda especifica de sua funcdo. Além disso, ao se translocarem através da
membrana, essas moléculas podem atuar intracelularmente, impedindo a sintese
de metabdlitos importantes para o microrganismo. Por atuarem em diferentes
compartimentos celulares, esses compostos tornam-se candidatos promissores
para o desenvolvimento de drogas importantes no combate a patégenos
resistentes aos antibiéticos convencionais (Lohner, 2001).

Todos o0s peptideos antimicrobianos sdo derivados de grandes
precursores, incluindo uma sequéncia sinal. Modificacbes pds-traducionais,
incluindo processamento proteolitico e em alguns casos glicosilacdo (Bulet et al.,
1993), amidacao carboxi-terminal, isomerizacdo amino-acidica (Simmaco et al.,
1998) e halogenacdo sao importantes para o rearranjo final dos peptideos
(Zasloff, 2002, citando varios autores). Um padrdo complexo de modificacdes
envolve a ciclizacdo de dois pequenos peptideos levando a formacdo de um
peptideo completamente circular, a ?-defensina isolada de neutrofilos de macaco
Rhesus (Tang et al., 1999). Alguns peptideos sao originados por protedlise de
grandes proteinas, como a buforina Il, originada da histona 2A e a lactoferricina,
originada da lactoferrina (Zasloff, 2002, citando varios autores).

Os peptideos antimicrobianos podem ser agrupados de acordo com suas
propriedades quimicas e estruturais em 2 classes: lineares e ciclicos. Os lineares,

nao apresentam o aminodacido cisteina em sua composicao, e podem formar uma
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a-hélice anfipatica ap6s contato com a membrana celular. Eles se associam com
os lipideos da membrana das células alvo formando os canais i6nicos. Esta
classe é bem representada pelas cecropinas presentes nas hemolinfas de muitos
invertebrados em respostas a injurias ou infeccdes, e pelas megaininas
secretadas por glandulas da pele de anfibios (Broekaert et al., 1997; Hara et al.,
2001). Os peptideos lineares também podem ser ricos em um determinado tipo de
aminoacido, tais como prolina, histidina e triptofano, tendo como exemplo, a
indolicidina bovina, (Rozek et al., 2000).

Os ciclicos sédo peptideos ricos-em-cisteina, apresentando um padrédo de
estrutura tridimensional complexo estabilizado por cisteinas, predominando
estruturas folhas b antiparalelas. Esta numerosa classe envolve peptideos
diferindo no comprimento, nimero de cisteinas, numero de ligacbes dissulfeto ou
padrdo de enovelamento (Boman, 1995). Estes peptideos podem ter as
extremidades amino-terminal abertas, como por exemplo, a drosomicina da
mosca Drosophila melanogaster (Landon et al., 1997), ou as extremidades
fechadas, como por exemplo, a teta-defensina de macaco (Trabi et al., 2001).

Os peptideos antimicrobianos apresentam tamanho pequeno e
propriedades fisico-quimicas comuns, e podem ser divididos em quatro classes
de acordo com o padrdo de estrutura tridimensional. Os mais comuns s&o 0s
peptideos contendo folhas-3 estabilizadas por 2 a 4 ligacdes dissulfeto (e
ocasionalmente contendo um pequeno segmento de a-hélice), e os peptideos ndo
estruturados, que se enovelam em a-hélices anfipaticas quando em contato com
membranas (Figuras l1a e 1b). Peptideos estendidos com predominancia de um
ou dois aminoacidos do tipo prolina, triptofano ou histidina e peptideos em forma
de loop contendo uma unica ligacao dissulfeto, sdo os menos comuns (Figuras 1c
e 1d) (Hancock & Diamond, 2000).

2.2. PEPTIDEOS ANTIMICROBIANOS EM MAMIFEROS

Diariamente, os mamiferos sdo expostos a muitos patdgenos em potencial
por meio de ingestdo, inalacdo e contato com superficies infectadas. Como as
respostas humoral e celular adaptativa requerem a expansao clonal dos linfocitos
B e T, e levam até 7 dias para realmente estarem ativas contra as infec¢des, elas

ndo sao as responsaveis por impedir a instalacdo inicial desses organismos.
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Figura 1 — Modelo molecular das diferentes classes de CAMPs. Esses modelos
sdo baseados na espectroscopia de ressonancia nuclear magnética
bi-dimensional dos peptideos em solucédo aquosa para a 3-defensina-
2 humana (HBD-2) ou em condi¢des que imitam uma membrana
(outros peptideos). a) R-defensina-2 humana (HBD-2), formada por
uma estrutura contendo trés folhas-3 e um pequeno segmento de a-
hélice no N-terminal estabilizados por trés ligacGes dissulfeto. b)
magainina 2, formada por uma a-hélice anfipatica (sdo ideais para
manter contato com membranas de bactérias). ¢) bactenecina bovina,
formada por uma estrutura do tipo loop volta 3. d) endolicidina bovina,
um peptideo linear com estrutura estendida (Hancock, 2001).

Portanto, os mamiferos dependem da resposta imune inata para se defenderem
de infeccdo (Janeway, 1998). Os efetores da resposta imune inata incluem as
células fagociticas, tais como neutréfilos e macréfagos, outros leucdcitos,
incluindo mastdcitos, proteinas do soro, tais como as do sistema de complemento,
e peptideos antimicrobianos catiénicos (CAMPs) (Hancock & Diamond, 2000).
Esses ultimos sdo elementos primitivos da resposta imune de todas as espécies
de ser vivo, cujas vias de inducao sao relativamente conservadas em vertebrados,

insetos e plantas (Hoffmann et al., 1999, Dangl & Jones, 2001). Recentemente, foi
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demonstrada a participacdo deles na modulacdo do processo inflamatoério de
mamiferos (Hancock & Diamond, 2000). Os humanos produzem varios tipos de
peptideos antimicrobianos, sendo as defensinas, as catelicidinas e as
trombocidinas os mais comuns (Peschel, 2002). Defensinas (Figura 02) sao
CAMPs de 3-5 kDa, distribuidas em duas subfamilias, as a-defensinas e as b-
defensinas, organizadas em uma estrutura composta de trés folhas b
antiparalelas, estabilizadas por trés ligacdes dissulfeto. Sdo abundantes em
granulos de células fagocitarias do sangue. Estes granulos se fundem com
vesiculas de fagocitose contendo os microrganismos, onde as defensinas podem
atuar (via ativacao de espécies de oxigénio) conjuntamente com outras proteinas
antimicrobianas, provocando a morte do microrganismo encerrado na vesicula
(Broekaert et al., 1995; Schroder, 1999). As defensinas sdo também secretadas
por células epiteliais dos intestinos, das vias aéreas e dos neutrdfilos, onde
podem ajudar a manter a flora microbiana normal em estado estacionario
(Broekaert et al., 1995). As catelicidinas sao abundantes em mamiferos e sdo
originadas de proteinas precursoras do dominio inibidor amino-terminal da
catepsina L (catelina) (Lehrer & Ganz, 2002). Os humanos produzem somente
uma catelicidina, a LL-37 (Figura 02), a qual é encontrada em varios epitélios e
em neutréfilos na forma de uma estrutura a-hélice. As trombocidinas (Figura 02)
sao liberadas das plaquetas e originadas de delec6es na regido carboxi-terminal
de citocinas CXC (Krijgsveld et al., 2000).

Defensinas, catelicidinas e trombocidinas sédo constituintes importantes do
sistema imune inato, que reconhece e inativa patbgenos microbianos. O sistema
de imunidade inata € independente dos anticorpos e das células T do sistema
imune adaptativo e é baseado nos receptores pré-formados que reconhecem
alvos moleculares bacterianos invariaveis e tém um amplo espectro de
componentes antimicrobianos ativos. As defensinas e as catelicidinas também
tém atividade semelhante a citocinas e recrutam leucocitos, e as trombocidinas
sao derivadas das citocinas por clivagem proteolitica. Assim, estes peptideos tém
como funcdo unir as respostas dos sistemas imune inato e adaptativo, além de

interagir com 0s microrganismos para inativa-los (Peschel, 2002).
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Figura 2 — Estrutura dos peptideos antimicrobianos humanos. Residuos de
amoniacidos com carga positiva e negativa estdo indicados em
verde escuro e em verde claro, respectivamente. O amino-terminal
esta indicado com a letra N. O asterisco no final da LL-37 indica que
0 peptideo € amidado na carboxila terminal. SS indica ligacao
dissulfeto (Peschel, 2002).

2.3. PEPTIDEOS ANTIMICROBIANOS DE INSETOS

Os insetos sao particularmente resistentes a microorganismos. Seu
sistema de defesa atua desencadeando um conjunto de reagdes, incluindo-se a
producdo de moléculas citotoxicas, a fagocitose de bactérias ou a encapsulacao
de parasitas grandes pelas células da hemolinfa, e ainda a sintese induzida de
um conjunto de peptideos ou proteinas secretadas na hemolinfa, onde atuam

sinergisticamente, visando destruir os organismos invasores (Hoffmann, 1995).

O sistema de defesa dos insetos hospedeiros compartilha varias
caracteristicas basicas com o sistema de resposta da fase aguda de mamiferos
infectados, especialmente em nivel do controle de expressédo génica de proteinas
e peptideos envolvidos na defesa (Hoffmann, 1995). Os diversos peptideos
antimicrobianos de insetos estdo distribuidos em quatro grupos identificados na
Tabela 1 (Schroder, 1999).



Tabela 1 - Peptideos antimicrobianos presentes em insetos

Atividade contra?

Grupos Peptideos Pontes S-S Indutibilidade Bactéria Bactéria Fungos
antimicrobianos Gram +  Gram -
I Cecropinas Nao Sim (+) +++ (+)
Il Drosocina Nao Sim (+) +++ -
Apidaectina Nao Sim (+) +++ -
Diptericina N&ao Sim (+) +++ -
Metchnikowina Nao Sim +++ +4+ +4+
Thanatina 1 Sim +++ +++ +++
1] Drosomicina 4 Sim - - +++
v Defensina 3 Sim 4+ (+) .

# Escala crescente de atividade antimicrobiana: + a +++. Os parénteses
indicam possivel efeito do peptideo.

O primeiro grupo inclui as cecropinas, peptideos catidnicos de 4 kDa, que
atuam especialmente sobre bactérias Gram-negativas e possuem ac¢ao antibiética
ao nivel de membranas dos microrganismos, pois apresentam propriedades
formadoras de canais e podem permeabilizar a bicamada lipidica. O segundo
grupo inclui os peptideos catidnicos ricos-em-prolina, que sdo também
primariamente  ativos contra bactérias Gram-negativas, com alguns
representantes efetivos contra bactérias Gram-positivas. O terceiro grupo sao
peptideos de 5 kDa ricos-em-prolina, contendo 4 pontes dissulfeto e sao
primariamente ativos contra fungos. E o0 quarto grupo de peptideos
antimicrobianos de insetos compreende as defensinas, compostas de 38-43
residuos de aminoacidos e trés pontes dissulfeto. Essas moléculas sao
moderadamente catidnicas, afetam primariamente bactérias Gram-positivas e sao
expressas constitutivamente em niveis basais ou sao induzidas pela adicdo da

bactéria na larva do inseto (Schréder, 1999).

2.4. ATIVIDADE ANTIMICROBIANA EM PLANTAS

As plantas apresentam um mecanismo de defesa complexo. Elas
defendem-se de seus agressores por um conjunto de mecanismos que sao
disparados em resposta ao ataque, denominadas defesas induzidas, ou sao
defesas constitutivas, exercendo funcdo no desenvolvimento normal da planta,
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que sdo as defesas pré-formadas (Garcia-Olmedo et al., 2001). Em plantas,
diversos tipos de moléculas exibem atividade antimicrobiana, como:
Proteinas relacionadas com a patogenicidade, exemplificando as
hidrolases (quitinases e 3-1,3 glicanases);
Componentes organicos das plantas como as fitoanticipinas e
fitoalexicinas, exemplificando as saponinas, os glicosideos cianogénicos,
os glicosinolatos e os flavondides ;
Familias de peptideos antimicrobianos
Espécies ativas de oxigénio e nitrogénio, exemplificando o peréxido de
hidrogénio e o peroxido nitrito.

2.4.1. PEPTIDEOS ANTIMICROBIANOS EM PLANTAS

Evidéncias sugerem a participacdo ativa de peptideos antimicrobianos na
defesa de plantas, devido a auséncia de um sistema imune adaptativo comparado
ao dos vertebrados (Garcia-Olmedo et al., 1998, citando varios autores; Schrdder,
1999).

Dez familias de peptideos antimicrobianos, com massas moleculares
variando de 2 a 9 kDa, foram identificadas em plantas. Estes peptideos
correspondem a Tioninas, Defensinas, Proteinas de Transferéncia de Lipidios,
Peptideos semelhantes-a-Haveina, Peptideos semelhantes-a-n6s, MBP1, Ib-
AMP, Snakins, Sheferdinas e Peptideos macrociclicos. Os peptideos
antimicrobianos sdo considerados de grande importancia na defesa de plantas
como parte da barreira constitutiva pré-existente, e também como parte da defesa
como resposta induzida por infeccdo (Garcia-Olmedo et al., 1998; 2001).

As tioninas compreendem uma familia de peptideos antimicrobianos
altamente bésicos, ricos em cisteina, contendo 45-47 residuos de aminoacidos,
gue ocorrem em diversas espécies de plantas. Sdo encontradas em endospermas
de sementes, caules, raizes, em folhas estressadas por patdégenos ou em folhas
de plantas estioladas (Thevissen et al., 1996). Podem ser classificadas em 5
grupos, sendo os grupos | e Il com quatro liga¢gdes dissulfeto, os grupos Ill e IV
com trés, e um grupo contendo duas das ligacdes dissulfeto que aparecem nos
grupos anteriores mais uma terceira em posicao diferente (Garcia-Olmedo et al.,

1998). As tioninas sdo toxicas para bactérias Gram-positivas ou Gram-negativas,
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fungos, leveduras ou diferentes tipos de células de mamiferos (Thevissen et al.,
1996; Schroder, 1999). A toxidez ocorre por interacao eletrostatica das tioninas
com fosfolipidios de membrana carregados negativamente, seguindo-se a
formacdo de poros, ou interacdes especificas com dominios has membranas que
medeiam a transducao de sinais celulares em eucariotos, gerando a liberacao de
compostos especificos e a ativacdo de enzimas especificas e de canais de célcio
(Thevissen et al., 1996; Garcia-Olmedo et al., 1998).

O termo defensina de plantas foi usado pela primeira vez por Terras et al.
(1995) para designar a familia de peptideos de plantas que apresentou
propriedades estruturais e funcionais semelhantes as das defensinas de insetos e
de mamiferos. Mendez et al (1990) isolaram os primeiros membros da familia das
defensinas de plantas. Estes peptideos, obtidos a partir de gréos de trigo e
cevada, foram inicialmente chamados gtioninas por apresentarem tamanho de 5
kDa e quatro ligacdes dissulfeto, assim como as a- e b-tioninas (Broekaert et al.,
1995). Entretanto, trabalhos posteriores mostraram que as defensinas foram
erroneamente chamadas de gtioninas pois sdo moléculas ndo relacionadas
estruturalmente as a- e b-tioninas (Terras et al.,, 1992; Bruix et al., 1993;
Bohlmann, 1994). As defensinas que séo peptideos ricos em cisteina, com carga
liquida positiva e massa molecular em torno de 5 kDa, apresentam propriedades
estruturais e funcionais semelhantes as das defensinas de insetos e de
mamiferos e um amplo espectro de acao contra fungos e/ou bactérias. Sao
classificadas em quatro grupos de acordo com sua atividade antimicrobiana,
atuam numa faixa de concentracdo micromolar e possuem baixa toxidez para
células de animais e de plantas (Garcia-Olmedo et al., 1998).

As proteinas de Transferéncia de Lipidios (LTPs) correspondem a uma
familia de peptideos de 9 kDa contendo 90 a 95 residuos de aminoacidos, e sao
encontrados em diversos tecidos de muitas espécies de mono- e dicotiledéneas.
Estdo envolvidas em defesa de plantas, mas a principio foram erroneamente
consideradas como transportadores de lipidios entre organelas (Terras et al.,
1992; Molina et al., 1993; Segura et al., 1993; Garcia-Olmedo et al., 1998;
Carvalho et al., 2001).

A proteina Haveina, abundante no latex de seringueiras e possuindo 43
residuos de aminodacidos, € um peptideo rico em cisteina/glicina, homélogo ao

dominio de ligagdo da quitina de muitas proteinas multidominios de plantas, e
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homoélogo a outros peptideos de dominio simples que tém atividade
antimicrobiana em plantas (Broekaert et al., 1992). Os peptideos antimicrobianos
semelhantes-a-haveina extraidos de pimenta doce contém as mesmas oito
ligacbes dissulfeto presentes na haveina, apresentando estrutura contendo trés
folhas b e uma a-hélice que se liga a segunda e a terceira folhas b (Garcia-
Olmedo et al., 1998).

Os peptideos antimicrobianos com padrao de enovelamento semelhante-a-
nés (knotinas) possuem de 36 a 37 residuos de aminoacidos e seis ligacdes
dissulfeto, e apresentam homologia com o0s peptideos antimicrobianos
semelhantes-a-haveina (Broekaert et al., 1990). Ambas as familias de peptideos
inibem o crescimento de uma ampla gama de fungos e bactérias Gram-positivas
in vitro e suas atividades séo revertidas por cations bivalentes (Cammue et al.,
1992).

Duas outras familias de peptideos antimicrobianos contendo quatro
ligacOes dissulfeto tém sido descritas: MBP-1, com 33 residuos de aminoacidos e
extraida do milho, e o grupo de peptideos de 20 residuos de aminoacidos, Ib-
AMPs, isolados de sementes de Impatiens balsamina (Tailor et al., 1997; Patel et
al., 1998).

Uma nova familia de peptideos antimicrobianos contendo 12 ligacdes
dissulfeto foi denominada snakins (St-SN1) por Segura et al. (1999). Um peptideo
com 63 residuos de amino&cidos e ativo contra fungos e bactérias Gram-positivas
e Gram-negativas em concentracdes inferiores a 10 nM foi extraido de batatas e
parece ter distribuicdo ubiqua, embora somente este membro da familia tenha
sido até entdo caracterizado.

Recentemente duas novas familias de peptideos antimicrobianos foram
descritas. A primeira familia corresponde as sheferdinas, que sao peptideos
lineares ricos em glicina/histidina, foram isolados de raizes de uma planta
conhecida como Shepherd’s purse (Capsella bursa-pastoris), possuem de 28 a 38
residuos de aminoécidos e sdo ativos contra bactérias e fungos (Park et al.,
2000). A segunda familia compreende os peptideos macrociclicos, purificados de
diferentes plantas da familia Rubiaceae (café e outras plantas tropicais) durante
pesquisas que buscavam componentes anti-HIV, que possuem de 29 a 31
residuos de aminoacidos, duas ligacdes dissulfeto e sdo ativo contra bactérias

Gram-positivas (Tam et al., 1999).
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2.4.2.MECANISMOS DE ACAO DOS PEPTIDEOS
ANTIMICROBIANOS VEGETAIS

Os fatores determinantes dos mecanismos antimicrobianos desses
peptideos estdo relacionados as caracteristicas das membranas das células
microbianas e a natureza fisico—quimica do peptideo. Acredita-se que a atividade
antimicrobiana e a seletividade dos peptideos sejam determinadas pelo modo de
interacdo com as membranas celulares dos microrganismos (Liang & Kim, 1999).
A maioria dos peptideos possui carga liquida positiva e hidrofobicidade
relativamente alta em pH fisiolégico, o que facilita a ligacdo e a insercdo a
membranas das células microbianas. Em bactérias Gram-positivas, a interacao
ocorrera com a Unica membrana citoplasmatica que envolve a célula bacteriana,
enguanto que em bactérias Gram-negativas, interacdes com a membrana externa
(que funciona como parede celular) e com a membrana citoplasméatica se fazem
necessarias para a efetivagdo da atividade bactericida (Liang & Kim, 1999).

Os peptideos catibnicos interagem  possivelmente com oS
lipopolissacarideos (LPS) encontrados na membrana externa das bactérias Gram-
negativas e, subseqientemente, geram uma via de transporte rapida para o
transporte do préprio peptideo. Nessa via, a primeira etapa é a interacdo de
polications (incluindo peptideos catidnicos e aminoglicosideos) com as moléculas
de LPS da superficie celular. Esse fato aparentemente ocorre em funcdo de os
peptideos possuirem uma afinidade trés vezes maior pelas moléculas de LPS do
que com os cations divalentes nativos como Ca** ou Mg**. Assim, a propriedade
de barreira seletiva da membrana é destruida e a célula bacteriana fica exposta a
passagem de uma grande variedade de moléculas, incluindo compostos
hidrofébicos, pequenas proteinas e/ou compostos antimicrobianos, e, 0 mais
importante, a importacao do préprio peptideo que causou o efeito perturbador no
envoltorio celular. Esse mecanismo explica como os peptideos catidnicos ligam-
se e inibem a endotoxemia (liberagdo de LPS) e como eles podem ser utilizados
sinergisticamente aos antibiéticos convencionais (Cristensen et al., 1988; Tejada
et al., 1995). Os diferentes peptideos diferem em sua eficacia. Certamente alguns
deles sdo especificos para bactérias Gram-positivas porque nao possuem a
capacidade de criar um sistema de transporte proprio, necessario para a atividade
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bactericida contra Gram-negativas (Cristensen et al., 1988; Tejada et al., 1995).

A morte de bactérias Gram-positivas ou Gram-negativas esta ligada a
formagdo de canais na membrana citoplasmatica (Liang & Kim, 1999). Os
agregados moleculares formam um aglomerado com sua face hidrofébica voltada
para o interior da membrana e sua face hidrofilica voltada para o meio extracelular
e para o interior do citoplasma ou para o espaco interplasmatico, formando um
canal (Figura 3). Tendo a integridade da membrana destruida, a célula morre. A
capacidade de formar canais é favorecida pelo grande potencial da membrana,
pelo alto nivel de lipideos negativamente carregados, pela falta de lipideos
catidnicos e colesterol, que sdo caracteristicas da célula bacteriana. As células
eucaridticas, por outro lado, tém baixo potencial de membrana, altos niveis de

colesterol e uma quantidade modesta de lipideos anibnicos.

Figura 3- Representacao da interacdo de um peptideo catibnico com a membrana
externa de uma bactéria Gram-negativa. As cargas positivas de um
peptideo catidnico interagem com as cargas negativas da superficie do
LPS. O deslocamento de outros cations, de menor afinidade, facilita a
sua insercdo através da membrana, formando um poro (Liang & Kim,
1999).

2.4.3.COMPOSTOS ORGANICOS ANTIMICROBIANOS DAS
PLANTAS
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Muitas plantas produzem metabdlitos antimicrobianos secundarios, ao lado
dos peptideos e proteinas de defesa, como parte de seu crescimento e
desenvolvimento normal ou em resposta ao ataque de patdégenos ou ao estresse.
Componentes antifingicos pré-formados presentes constitutivamente em plantas
saudaveis, como as fitoanticipinas, representam barreiras quimicas contra
infeccdo e podem proteger a planta contra o ataque de uma grande variedade de
patbgenos. Em contraste, componentes induzidos, como as fitoalexinas, nao
estdo presentes em plantas saudaveismas sdo sintetizados em resposta ao
ataque dos patdgenos ou ao estresse como parte da resposta de defesa da
plantas. Esses componentes permanecem restritos ao tecido colonizado pelos

fungos e as células ao redor do local da infeccao.
2.4.3.1. FITOANTICIPINAS

Alguns metabdlitos secundarios como os glicosideos cianogénicos, 0s
glicosinolatos e algumas saponinas sédo estocados nas células das plantas como
precursores inativos, e sdo convertidos em antibioticos biologicamente ativos
pelas enzimas das plantas em resposta ao ataque de patégenos (Morrissey &

Osbourn, 1999, citando varios autores).
2.4.3.1.1. SAPONINAS

Sdo moléculas glicosiladas, triterpendides, esterdides ou alcalbides
esteroidais que ocorrem constitutivamente em muitas espécies de plantas e
geralmente tém atividade antifingica (Figura 4). Essas moléculas tém uma cadeia
oligossacaridica ligada no C-3, formada por cinco moléculas de acucar,
usualmente glicose, arabinose, acido glicurbnico, xilose ou ramnose (Morrissey &
Osbourn, 1999, citando varios autores).

O mecanismo da atividade antifingica das saponinas é dado pela sua
habilidade de interagir com os esterdides nas membranas dos fungos e causar
perda da integridade da membrana pela formacdo de poros transmembrana
(Gogelein & Huby, 1984; Keukens et al.,, 1995). A agregacdo dos complexos
saponina-esteréides na membrana pode ser mediada por interacdes entre os

residuos de acucar das moléculas de saponinas (Keukens et al., 1995).
2.4.3.1.2. GLICOSIDEOS CIANOGENICOS

Os glicosideos cianogénicos (Figura 5A) sdo encontrados em mais de 200
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espécies de plantas, incluindo gimnospermas, monocotiledoneas e
dicotiledbneas. Eles séo sintetizados por conversao de aminoacidos precursores
para oximes, 0s quais sao glicosilados. Em plantas sadias, os glicosideos
cianogénicos sdo separados das enzimas que catalisam sua degradagcao por
compartimentalizacdo. Em resposta ao ataque de patdgenos, esses glicosideos
sdo quebrados gerando cianeto de hidrogénio e um aldeido ou uma cetona. A
formacédo do cianeto de hidrogénio, um potente gas venenoso, pode representar
um mecanismo de defesa que protege as plantas cianogénicas contra patégenos

e herbivoros (Morrissey & Osbourn, 1999, citando varios autores).
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Figura 4 — Exemplos de saponinas antifungicas de aveia e de plantas da familia
das solanaceas. As saponinas avenacina A-1 e os avenacosideos B
sdo extraidos da aveia. A a-tomatina e a a-chaconina sao
glicoalcaléides esteroidais encontrados em tomate e batata,
respectivamente (Morrissey & Osbourn, 1999, citando varios autores).

2.4.3.1.3. GLICOSINOLATOS
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Os (glicosinolatos (Figura 5B) sdo glicosideos contendo enxofre,
encontrados em dicotiledéneas, incluindo os membros dos géneros Brassica
genus e Arabidopsis thaliana. Podem ser subdivididos em trés grandes classes
determinadas pela natureza de suas cadeias laterais, as quais podem ser
derivadas dos grupos alifaticos, indolil ou a-aminoacidos aralquil (Morrissey &

Osbourn, 1999, citando varios autores).
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Figura 5 — Exemplos de glicosideos cianogénicos, glicosinolatos e seus produtos
de degradacdo. A quebra dos glicosideos cianogénicos resulta na
formacdo de cianeto de hidrogénio (A), enquanto que a quebra dos
glicosinolatos gera os isotiocianatos, 0s nitritos e os tiocianatos (B)
(Morrissey & Osbourn, 1999, citando vérios autores).

2.4.3.2. FITOALEXINAS

As fitoalexinas sdo metabdlitos secundérios, antimicrobianos, de baixo
peso molecular e produzidos pelas plantas em resposta a estresses fisicos,
quimicos ou bioldgicos, sendo capazes de impedir ou reduzir a atividade de
agentes patogénicos (Purkayastha, 1995). De modo geral, 0 modo de acdo das
fitoalexinas sobre fungos inclui granulacdo citoplasmatica, desorganizacdo dos
contetdos celulares, ruptura da membrana plasmatica e inibicdo de enzimas
fungicas. Esses efeitos refletem-se na inibicdo da germinacdo e elongacédo do

tubo germinativo e reducéo ou inibicdo do crescimento micelial (Lo et al., 1996).

Diferente dos componentes antifungicos pré-formados, as fitoalexinas ndo estao

presentes nos tecidos das plantas sadias e sdo sintetizadas a partir de
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precursores remotos em resposta ao ataque de patdégenos ou ao estresse,
provavelmente como resultado da sintese de novo de enzimas. O acumulo de
fitoalexinas representa uma das vias de respostas da defesa induzida associada

as plantas resistentes a doencas (Dixon & Lamb, 1990).

Fitoalexinas de leguminosas: Em vérias familias de leguminosas tem sido
identificada a presenca de flavondides como fitoalexinas em resposta ao ataque
de patdgenos (Figura 6). As ervilhas (Pisum sativum) produzem o flavonéide
pisatim (Figura 6B), enquanto que o grao-de-bico produz maaquiaina (Figura 6C)
e medicarpina (Morrissey & Osbourn, 1999, citando varios autores). Em soja, €
conhecida a fitoalexina gliceolina (pterocarpandide), mostrando-se importante na
interacao dessa leguminosa com fitopatégenos (Burden & Bailey, 1975).

C

maackiain

Figura 6 - Exemplos de fitoalexinas flavonoides de leguminosas. Queivitona,
pisatina e maaquiaina sdo fitoalexinas flavonoides produzidas por
feijdo, ervilha e grao-de-bico, respectivamente (Morrissey &
Osbourn, 1999, citando varios autores).

2.5. PEPTIDEOS SEMELHANTES A INSULINA
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Alguns peptideos de origem vegetal vém sendo relatados como similares a
insulina de vertebrados, tanto estruturalmente quanto em relacédo a sua atividade
biolégica (Silva et al., 2002).

O diabetes mellitus, caracterizado por elevados niveis de glicose no
sangue e excesso de urina com sabor adocicado, é atualmente uma das doencas
mais importantes que afetam a humanidade. Segundo a Organizacdo Mundial de
Saude (OMS), existem 142 milhdes de diabéticos no mundo. A estimativa é que,
até 2005, o nuamero alcance 300 milhdes de pessoas doentes

http://www.mre.gov.br/cdbrasil/itamaraty/web/port/relext/mre/nacun/agespec/oms/)

. A doenca é conhecida desde a antiguidade, ha mais de 1500 anos A.C.

Em 1921, uma equipe liderada por Frederick Banting descobriu no Canada
que um peptideo, a insulina, secretado pelas ilhotas de Langerhans do pancreas
de caes, causava o abaixamento dos niveis de a¢clUcar do sangue. Em 1926, esse
peptideo foi cristalizado por J. J. Abel e, em 1955, Frederick Sanger determinou
sua sequéncia de aminoéacidos (Turkenburg-van Diepen, 1996). Logo apls a
realizacdo dos estudos que levaram a descoberta da insulina no pancreas de
cées, alguns dos cientistas envolvidos com a descoberta (Collip,1923; Best et al.,
1924) apresentaram resultados nos quais sugeriram a presenca de substancias
possivelmente similares a insulina em extratos das mais diversas plantas. Collip
chegou a dar ao seu produto o nome de glucocinina, pois imaginou que um
produto derivado de plantas nédo poderia ter o nome de insulina, pois esse nome
havia se originado da palavra latina que significa ilhota, referéncia as ilhotas de
Langerhans do pancreas.

Em 1976, Khann e colaboradores forneceram indicios mais concretos
sobre a presenca de insulina em plantas. Eles isolaram de frutos e de sementes
de Momordica charantia (melao-de-S&o Caetano) uma fracdo protéica com massa
molecular de aproximadamente 6,0 kDa que reagia com anticorpo contra a
insulina humana. Os estudos desse grupo foram baseados nas experiéncias da
medicina popular indiana, que indica serem os frutos e sementes dessa
cucurbitacea de grande valor no tratamento do diabetes.

Desde entdo, muitas pesquisas com os efeitos benéficos de substancias
originadas de plantas, relacionadas ao alivio dos sintomas do diabetes,
continuaram a aparecer (Gray & Flatt, 1997). Porém somente a partir de 1974 que

trabalhos com a possivel presenca de insulina em plantas foram publicados
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(Khanna et al., 1974). Collier e colaboradores (1987) isolaram de espinafre,
centeio e Lemna gibba proteinas com massas moleculares, propriedades
cromatograficas, caracteristicas imunolégicas e atividades biolégicas idénticas as
da insulina de vertebrados.

A insulina faz parte da via de sinalizacdo envolvida na internalizacdo de
glicose em vérios tipos de células de vertebrados (Baumann et al., 2000; Briining
et al., 2000). As possiveis atividades da insulina referem-se aos efeitos na sintese
de proteinas e na transcricdo dos genes (Alper, 2000). Além dos tecidos
pancreaticos em vertebrados, a insulina tem sido detectada em diferentes tecidos
dos membros de varios outros filos, sugerindo que a via na qual a insulina esta
envolvida tenha sido conservada na evolucao (Silva et al., 2002) (Tabela 2).

Tabela 2 — Relacéo de filos (Eubactéria, Fungi, Protista e Plantae) e espécies

com antigenos semelhantes a insulina testados com anticorpos para insulina
humana (Silva el al., 2002)

Filos' Divisao Espécies Nome comum
Eubactéria Cianobactéria Spirulina maxima Spirulina
Fungi Ascomiceta Saccharomyces Levedura
cerevisiae
Basidiomiceta Lentinus edodes Shitaque
(cogumelo)
Protista Rodofita Gracilariopsis sp
(algas vermelhas)

Plantae Briofita (musgos) Frullania kunzei ?
Meteorium ?
nigrescens

Bryum denupliun ?
Marchantia ?
chenegada
Psilofita Psilotum sp
(Whisk ferns)
Licopodofita (licopodio) Selaginella sp Musgo
espigao
Esfenopsida Equisetum sp
(rabo de cavalo)
Gimnospermas- Pinus ponderosa Pinheiro
Coniferofita (coniferas) poderoso
Copressus Ciprestes

sempervirens

Gimnospermas- Cycas revoluta Sagueiro
Cicadofita (cicades)
Gimnospermas-Ginkgofita Ginkgo biloba Ginkgo
(ginkgos)
Antofita Angiospermas- Euterpe oleraceae Acai de
Monocotiledéneas palmeira
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Bactris gasipaes

Pupunha

Zea mays Milho
Saccharum Cana de acgucar
officinarum
Antofita-Angiospermas- Persea americana Abacate
Dicotilidoneas
Annona muricata Graviola
Hevea brasilliensis Seringueira
Cissus cicyoides Cip6-puca
Peumus boldus Boldo
Spinacia oleraceae Espinafre

Licania rigida
Coupeia canomensis
Tamarindus indicus
Bauhinia forficata
Canavalia ensiformis
Phaseolus vulgaris

Vigna unguiculata

Arvore oticica
Bajuru
Tamarindo
Pata-de-vaca
Jack bean
Feijao

Feijao de corda

Averrhoa carambola Carambola
Brassica oleracea Couve
capitata
Arabidopsis thaliana Thale cress
Adamsonia digitata Baoba
Ocimum sp Basil
Mentha arvensis Menta
Llex paraguariensis Mate
Pimpinella anisum Anise
Bacchris Carqueja
genistelloides
Lippia alba Erva cidreira
Aspidosperma Carapanauba
carapanauba
Sambucus sp Sabugueiro
Matricaria chamomilla Camomila
Eucalyptus Eucalipto

" A classificacdo das plantas e dos outros Filos é conforme Raven et al. (1992).

Pesquisas realizadas com extratos de plantas diversas tém indicado uma
reducdo no nivel de aclcar no sangue de animais diabéticos, evidenciando a

presenca de insulina e seu papel na mobilizacao e transporte de glicose. Outras
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funcdes também tém sido sugeridas para insulina, como o aumento da
germinacdo de algumas sementes e 0 aumento da atividade de enzimas
glioxissomais envolvidas na conversao de gorduras em carboidratos, em milho
(Silva et al., 2002).

2.6. PURIFICACAO DOS PEPTIDEOS CATIONICOS

A definicdo do procedimento para a purificacdo de dada proteina ou
peptideo é empirica, sendo que técnicas menos refinadas e que aceitem maiores
volumes de amostras e de contaminantes devem ser usadas inicialmente (Nelson
& Cox, 2000). Essas técnicas devem garantir a retirada de acidos nucléicos,
polissacarideos, lipideos e outros contaminantes das preparacfes (Linn, 1990),
facilitando o uso das técnicas mais refinadas de purificacao.

Como etapas iniciais de purificacdo dos peptideos antimicrobianos
extraidos de sementes vegetais, Terras et al. (1992) utilizaram o fracionamento
com sulfato de amonio entre 30-70% de saturagao (sat.), seguido de aquecimento
seletivo a 80°C por 15 min, enquanto que Almeida et al. (2000) utilizaram somente
o fracionamento com sulfato de aménio entre 35, 65 e 85% sat., sem realizar o
aguecimento seletivo.

Para os procedimentos mais refinados de purificacao, foram utilizados por
Terras et al. (1992) a cromatografia de troca anionica, a cromatografia de troca
catidnica e finalmente, com a fracdo ja praticamente purificada, a cromatografia
de fase reversa em coluna Cig. Almeida et al. (2000) e Carvalho et al. (2001)
sugerem a substituicdo da cromatografia de troca cationica pela cromatografia de
exclusdo molecular. A seguir, estes autores sugerem o uso da cromatografia de
fase reversa, porém em colunas Cg e C4, respectivamente, como etapa final na

purificacdo dos peptideos antimicrobianos.

Observando-se a literatura sobre purificagdo de peptideos antimicrobianos
extraidos de sementes vegetais, verificou-se o uso de diferentes técnicas a serem
selecionadas de acordo com as caracteristicas da proteina de interesse. N0sso
trabalho experimental objetivou a determinagcéo da metodologia mais eficaz para a
purificacdo dos peptideos catibnicos com atividade antimicrobiana ou outras, e a
caracterizacao bioguimica destes peptideos visando a obtencdo de informacgdes

de importancia para a elucidacao de suas funcées biolbgicas.
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3. OBJETIVOS

Desenvolver procedimento metodolégico para extrair, purificar e
caracterizar bioquimicamente os peptideos catibnicos antimicrobianos presentes
em sementes maduras de soja, e avaliar a acdo desses peptideos contra as
bactérias Ralstonia solanacearum e Clavibacter michiganensis, visando a
utilizacdo desses peptideos como compostos biologicamente ativos para o

controle de doengas em humanos, outros animais e plantas.
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4. MATERIAL E METODOS

Este trabalho foi desenvolvido prioritariamente no Laboratério de Biologia
Molecular de Plantas - BOAGRO, na Universidade Federal de Vicosa (UFV). Este
laboratério € coordenado pela Prof®. Elizabeth Pacheco Batista Fontes do
Departamento de Bioquimica e Biologia Molecular (DBB). As cromatografias de
fase reversa foram realizadas no Laboratério de Enzimologia e Fisico-Quimica de
Proteinas, e as andlises de espectrometria de massa e o0 sequenciamento dos
peptideos foram realizados no Nucleo de Estrutura e Funcdo de Biomoléculas,
ambos no Departamento de Bioquimica e Imunologia do Instituto de Ciéncias
Biolégicas da Universidade Federal de Minas Gerais (ICB/UFMG). Os
microrganismos usados para os testes de inibicdo de patdgenos foram fornecidos
pelo Prof. Reginaldo da Silva Romeiro, coordenador do Laboratério de
Bacteriologia de Plantas e de Controle Biolégico do Departamento de
Fitopatologia, na UFV.

Este trabalho foi realizado como um ajuste de metodologia com o intuito de
determinar os melhores procedimentos necessarios para a purificacdo de
peptideos com atividade biolégica presentes em sementes madura de soja, o que
justifica o detalhamento apresentado neste tdpico.

4.1. MATERIAL VEGETAL

Sementes de soja (Glycine max [L.] Merryll) das variedades Uirapuru,
Doko rc, Seguranca, Monarca, CAC-1, Conquista, Engopa 313, Paiguas, DM-
Nobre, S.5711-2001-A e UFV 16, utilizadas como fonte de peptideos, foram
obtidas do Programa de Melhoramento da Soja da UFV, sendo gentilmente
cedidas pelo Prof. Maurilio Alves Moreira do DBB/UFV. Estas variedades foram
selecionadas por apresentarem resisténcias a diversas doencas vegetais. A
variedade S.5711-2001-A apresenta resisténcia a Fusarium sp. e as resisténcias

das demais variedades estao citadas na Tabela 3 (Embrapa, 2002).
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Tabela 3 - Variedades de soja e niveis de resisténcias a doencas (Embrapa,

2002)
Doencas

Variedade CH M.O.R M.A @) SSMV Cb M.J M.I N.C
Uirapuru R R MR R - - S S S
Doko rc R R MS R S S S S S
Seguranca R R MR R - - MT S S
Monarca R R MR - - - - - -
UFV 16 R R MR - - - - - -
CAC-1 MR R MR MR S R - - -
Conquista R R MR R S - T T S
Engopa 313 MR R MR MR S S S S S
Paiguas R R MR MR S S S - S
DM-Nobre R R R - R S - - -

Legenda das Doencas:

C.H: Cancro da Haste [Phomopsis phaseoli sp.meridionalis (anamorfica) e
Diaporthe phaseolorum sp.meridionalis (Teleomorfica)]

M.O .R: Mancha olho de ra (Cercospora sojina)

M.A: Mancha alvo (Corynespora cassiicola)

O: Oidio (Microsphaera diffusa)

S.M.V: Mosaico comum da soja (VCMS - virus do mosaico comum da soja)

C.b: Crestamento bacteriano (Pseudomonas savastanoi pv. glycinea)

M.J e M.I: Nematdides de galhas (Meloidogyne javanica e M. incognita)

N.C: Nematdide de cisto da soja (Heterodera glycines)

Legenda da Escala de Resisténcia:

R: Resistente

MR: Moderadamente resistente
T: Tolerante

MT: Moderadamente tolerante
S: Susceptivel

- Sem informacéo
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4.2. MICRORGANISMOS

As bactérias Clavibacter michiganensis e Ralstonia solanacearum,
utilizadas nos ensaios de atividade antimicrobiana dos peptideos, foram
cultivadas em meio liqguido no Laboratério de Bacteriologia de Plantas e de
Controle Biolégico do Departamento de Fitopatologia/UFV até o valor de
absorvancia a 560 nm de 1,33 para a bactéria Ralstonia solanacearum e de 1,45

para a Clavibacter michiganensis, e entdo usadas como in6culo para 0s ensaios.

4.3. REAGENTES

Os reagentes comumente utilizados em laboratérios, como sais, acidos,
bases, alcoois e similares, e alguns reagentes especificos, como EDTA, MES,
PVP, AgNO; e sacarose, sao de alta qualidade, tendo sido adquiridos de
empresas como Sigma Chemical Co, MERCK, GIBCO BRL, VETEC, Grupo
Quimica e outras similares. Reagentes para eletroforese foram obtidos de

empresas como Amersham Pharmacia Biotec e BIO RAD.

4.4. MEMBRANAS

As membranas para filtracdo de 0,45 mm e de 0,22 nm de poro,
respectivamente utilizadas para filtrar as solu¢cées tampao para cromatografias e
as amostras a serem aplicadas nas colunas cromatograficas, foram adquiridas da
Millipore Corporation. A membrana de nylon usada para filtrar solvente organico
foi adquirida da Supelco ACS Award. Membranas de dialise com volume de
exclusdo 1.000 Da foram adquiridas da Sigma Chemical Co e as com exclusao
12.000-14.000 Da, da SARDI. As colunas Sephadex G-25 (PD-10) foram
adquiridas da Amersham-Pharmacia Biotec.

4.5. RESINAS CROMATOGRAFICAS

As resinas de troca ibnica DEAE-Sepharose CL-6B e CM-Sepharose foram
adquiridas da Amersham Pharmacia Biotec e as colunas foram montadas no

laboratério. As colunas para cromatografia de exclusdo molecular Superose 12
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HR 10/30 (10x30 cm) e Superdex Peptide HR 10/30 (10x30 cm) foram adquiridas
pré-empacotadas da Amersham Pharmacia Biotec. A coluna C;3 usada para a

cromatografia de fase reversa foi a CLC-ODS (M), da Shimadzu.

4.6. PADROES DE MASSA MOLECULAR

O padréo de massa molecular de ampla faixa para uso na SDS-Tricina-
PAGE foi adquirido da BIO RAD e o padrao de peptideos ultra low color foi
adquirido da Sigma Chemical Co. O padrao para calibracdo da coluna de
exclusdo molecular Superose 12, Kit para calibragdo de massa molecular para gel
fillracdo, foi adquirido da Amersham-Pharmacia Biotec. A insulina humana
Humulin N (NPH), usada para calibrar a coluna Superdex Peptide HR 10/30, foi
adquirida da Lilly.

4.7. EXTRACAO E PURIFICACAO DOS PEPTIDEOS DE SEMENTE
MADURA DE SOJA

4.7.1. TIPO E PROPORCAO DO TAMPAO DE EXTRACAO

Sementes maduras de soja, utilizadas como fontes de peptideos, foram
trituradas em moinho para gréos Ville e extraidas sob diferentes condicdes,
conforme a Figura 7. Avaliou-se ainda a proporgdo gramas semente:volume

tampéo e o uso de aquecimento ou fervura da amostra a ser separada no gel.

4.7.2. EXTRACAO DOS PEPTIDEOS

A extracdo dos peptideos de sementes de soja foi realizada segundo
metodologia descrita por Terras et al. (1992), com algumas modificacOes.
Sementes maduras de soja foram pulverizadas em moinho para alimentos até a
formacdo de uma farinha de fina granulacdo. O tampao de extracdo pH 7,4
(NaH,PO, 10 mM, Na;HPO, 15 mM, KCI 0,1M, EDTA 2 mM, PVP 1,5% (p/v),
tiouréia 2 mM, PMSF 1 mM e benzamidina 1 mM) foi adicionado a esta farinha na
proporcao de 1:5 (gramas semente :mL tampé&o). Os homogenatos obtidos foram
agitados por 2 h a 4°C, filtrados e centrifugados, em centrifuga refrigerada
Beckman Avanti 30, a 20.300 x g e 4 °C.
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29

Farinha fina de semente madura de soja

¥ N

Extracdo em tampéao fosfato de sodio

25 mM, pH 7,4, contendo KCI 100 mM, Extracdo em tampéo citrato fosfato,
EDTA 2 mM, PVP 1,5 % (p/v), tiouréia pH 5,0 (composto de acido citrico 0,1 M
2mM, PMSF 1mM e Benzamidina 1 mM e fosfato monobasico de sddio 0,05 M) .
Extragdo Extragdo Extragao Extracdao Extracdo Extracdo
1:4 15 1:6 1:4 1:6 1:6
(g semente : mL tamp&o) (g semente : mL tampé&o)
Agitacao por 2h ou 4h a 4°C Agitacao por 2h ou 4h a 4°C
Ferver Ferver Aquecer1h Ferver Ferver Aquecer1h
5min 10 min a37°C 5 min 10 min a 37°C
Preparo da amostra para separacao Preparo da amostra para separagao
em gel SDS-Tricina-PAGE em gel SDS-Tricina-PAGE
SDS-Tricina-PAGE SDS-Tricina-PAGE

Figura 7 — Fluxogramas das condi¢cdes de extragdao das sementes e de preparo
das amostras ricas em peptideos, submetidas a separagédo por
eletroforese desnaturante em gel de poliacrilamida com Tricina (SDS-
Tricina-PAGE).

4.7.3. FRACIONAMENTO COM SULFATO DE AMONIO E
AQUECIMENTO SELETIVO

4.7.3.1. SULFATO DE AMONIO ENTRE 35 E 65% DE SATURAGCAO

Os sobrenadantes recuperados ap6s o final da extragao (item 4.7.2) foram
'inicialfnente' fracionados com sulfato de aménio sélido entre 35 e 65% de
saturagao (sat.) sob agitagao branda a 4°C, por 3 h para 35% sat. epor 13a 15 h
para 65% sat., com centrifugagées por 30 min a 20.300 x g e 4°C. O precipitado
formado foi solubilizado em 1/10 do volume inicial em agua Milli-Q, aquecido a
80°C bor 15 min e novamente centrifugado sob as mesmas condigbes. O

sobrenadante obtido foi dialisado em microdialisador do tipo Spectra/Por® 10-Well



Industries, com membranas com exclusdo de 1.000 Da, sob concentracbes
decrescentes de sulfato de aménio, iniciando-se em 20% sat. até chegar a agua, por

dois dias a 4°C, com quatro trocas de agua.

4.7.3.2. SULFATO DE AMONIO 35% DE SATURAQAO

Os sobrenadantes obtidos apés o final da extracdo foram fracionados com
sulfato de amoénio soélido 35% sat.,, sob agitacdo branda a 4°C por 2 h, e
centrifugados por 30 min a 20.300 x g e 4°C. O sobrenadante foi aquecido a 80°C
por 15 min e novamente centrifugado sob as mesmas condi¢cées. O sobrenadante
obtido foi dialisado em membrana com exclusdo de 1.000 Da, na presenca de

tampéao Tris-HCI 5 mM, pH 8,0, a 4 °C, realizando-se véarias trocas do tampao.

4.7.4. CROMATOGRAFIA DE TROCA ANIONICA EM DEAE-SEPHAROSE

O extrato protéico obtido apés o item 4.7.3 foi filtrado em membrana de 0,22
um e submetido a cromatografia de troca anibnica, em equipamento para
comatografia liquida (tipo FPLC) do tipo Biologic Workstation com Biologic Controler
da BIO RAD, utilizando a coluna DEAE-Sepharose HR 10/10 Pharmacia, equilibrada
com tampdo Tris-HCI 50 mM, pH 8,0. As proteinas basicas, que representam a
fracdo protéica ndo ligada a coluna, contendo os peptideos catidnicos de interesse,
foram eluidas inicialmente com o tampdao de equilibrio, a um fluxo constante de 1,0
mL.min™. As proteinas ligadas a coluna foram eluidas com NaCl 1 M, ao mesmo
fluxo. Foram coletadas fracbes de 1,0 mL, em coletor de fracdes do tipo 2128 da BIO
RAD. A presenca das proteinas no eluato foi avaliada automaticamente pelo Axgo do
equipamento. As fracBes protéicas nao ligadas a coluna foram reunidas formando
um pool, que foi liofilizado em equipamento modelo Super Modulyo 501, marca
Edwards. O liofilizado foi ressuspendido em tampdes apropriados e submetidos a
cromatografias alternativas de troca catibnica (item 4.7.5) ou exclusdo molecular
(itens 4.7.6 e 4.7.7).
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4.7.5. CROMATOGRAFIA DE TROCA CATIONICA EM CM-SEPHAROSE

O pool obtido da cromatografia de troca anibnica (item 4.7.4) foi
ressuspendido em 2,5 mL de tampdo MES 5 mM, pH 6,0, e dessalinizado em
coluna PD-10 com o mesmo tampédo. O extrato protéico obtido foi filtrado em
membrana de 0,22 um e submetido a cromatografia de troca catiénica, em coluna
CM-Sepharose, equilibrada com tampdo MES 50 mM, pH 6,0. As proteinas de
interesse, que representam a fracdo ligada a coluna, foram eluidas ao fluxo
constante de 2,0 mL.min™* em um gradiente linear crescente de NaCl (0 a 1 M).
Foram coletadas fracbes de 1,5 mL, que foram monitoradas automaticamente
pelos valores de Ayg. Todas as fracdes obtidas foram dialisadas, liofilizadas e
avaliadas por SDS-Tricina-PAGE, com o gel revelado com Coomassie Blue, com

o intuito de identificar as fragBes peptidicas.

4.7.6. CROMATOGRAFIA DE EXCLUSAO MOLECULAR EM SUPEROSE
12 HR 10/30

O pool liofilizado obtido da cromatografia de troca anionica (item 4.7.4) foi
ressuspendido em agua Milli-Q, centrifugado a 20.300xg por 30 min. O
sobrenadante foi filtrado em membrana de 0,22 pum e aplicado na coluna de
exclusdo molecular Superose 12 (HR 10/30 Pharmacia), calibrada com os
marcadores de massas moleculares (Da) conhecidas (Blue dextran, 2x10°% BSA,
67.000; Ovoalbumina, 43.000; Quimotripsinogénio A, 25.000; e Ribonuclease A,
13.700), presentes no kit para calibracdo de massa molecular par gel filtracdo, e
equilibrada com tampéo Tris-HCI 50 mM, pH 8,0. As proteinas foram eluidas com
0 mesmo tamp&o, ao fluxo constante de 0,5 mL.min™*. Fracées de 300 pL foram
coletadas e monitoradas automaticamente pelos valores de Ajgo. Todos 0s picos
foram dialisados, liofilizados e analisados por eletroforese SDS-Tricina-PAGE,

com o intuito de identificar as fragBes peptidicas.

4.7.7. CROMATOGRAFIA DE EXCLUSAO MOLECULAR EM SUPERDEX
PEPTIDE HR 10/30

O pool liofilizado obtido do item 4.7.4 foi solubilizado em 2,0 mL de agua

Milli-Q, centrifugado a 20.300xg por 30 min e o sobrenadante filtrado em
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membrana de 0,22 pum para ser utilizado como amostra. Para cada corrida
cromatografica, 250 pyL desta amostra foram aplicados na coluna de exclusdo
molecular Superdex Peptide (HR 10/30 Pharmacia), calibrada com marcadores de
massas moleculares (Da) conhecidas (Blue dextran, 2x10°% Ribonuclease A,
13.700; e Insulina Recombinante Humana, 5.808), e equilibrada com tampéo
fosfato 20 mM, pH 6,5, contendo 250 mM de NaCl. As proteinas foram eluidas
com 0 mesmo tampao, ao fluxo constante de 0,5 mL.min™. Fracdes de 300 pL
foram coletadas, e acompanhadas automaticamente pelos valores de Aggo. Todos
os picos foram dialisados, liofilizados e avaliados por SDS-Tricina-PAGE com o
intuito de identificar as fracdes peptidicas. Em ajuste posterior, a concentracao de

NaCl presente no tampao de equilibrio e elui¢éo foi reduzida para 150 mM.

4.7.8. CROMATOGRAFIA DE FASE REVERSA EM COLUNA Cyg

As cromatografias de Fase Reversa foram realizadas no Laboratério de
Enzimologia e Fisico-Quimica de Proteinas, no ICB/UFMG, coordenado pelo
Professor Marcelo Matos Santoro.

O pico formado pelas fracdes ricas em peptideos, eluidas da cromatografia
de exclusdo molecular (item 4.7.7) e com atividade biolégica, foi aplicado em uma
coluna de fase reversa Cis (Shim-pack CLC-ODS-M, Shimadzu) equilibrada com
0,1% de TFA, ao fluxo constante de 1,0 mL.min™ e & temperatura de 35°C, em
HPLC da Shimadzu, contendo detector espectrofotométrico SPD-10AV-UV-VIS,
controlador do sistema SCL-10A, injetor de amostras automatico SIL-10A, forno
para as colunas CTO-10A, bombas de cromatografia liquida LC-10AD e
registrador Chromatopac C-R4A. As proteinas foram separadas em gradiente
descontinuo de acetonitrila, sendo a solucao A formada por TFA 0,1% e a B, por
TFA 0,1% e acetonitrila 80%. O gradiente de elui¢ao foi: 0-10 min, 0% de B; 10-
70 min, 0 a 60% de B; 70-80 min, 100% de B e 80-90 min 0% de B. A elui¢do dos

peptideos na coluna foi acompanhada automaticamente pelos valores de Azi4.

4.7.9. DETERMINACAO DA CONCENTRACAO DE PROTEINAS

A proteina total nas fracbes eluidas da cromatografia de excluséo
molecular foi determinada pelo método de Lowry (Lowry et al., 1951), utilizando

BSA como padrdo. A proteina foi também estimada espectrofotometricamente
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pela relacdo A280/A260, conforme descrito por Warburg & Christian (Layne,
1957).

4.8. CARACTERIZACAO DOS PEPTIDEOS

4.8.1. ELETROFORESE DESNATURANTE EM GEL DE
POLIACRILAMIDA EM PRESENCA DE TRICINA (SDS-
TRICINA-PAGE)

A eletroforese desnaturante em gel de poliacrilamida em presenca de
Tricina (SDS-Tricina-PAGE) foi desenvolvida segundo método de Schagger e von
Jagow (1987). A solucao estoque de acrilamida/bis foi preparada na concentracao
de 49,5% T e 3% C. O gel de separacéo foi preparado na concentracdo de 16,5%
T e 3% C, e o0 gel de concentracao, 4% T e 3% C, em que T corresponde a
somatéria das percentagens de acrilamida e Bis em relacdo ao volume do gel, e
C, a relacdo em peso entre a concentracdo de Bis e a soma das concentracdes

(%) de ambos os mondmeros (Alfenas, 1998):

T = % acrilamida + % Bis x 100 C= % Bis X 100
Volume % acrilamida + % Bis

As composicdes dos géis de separacdo e concentracdo sao dadas nas

tabelas 4 e 5, respectivamente.

Tabela 4 - Composicéo do gel de separacgao

Gel de 1mm Gel de 0,75mm

Acrilamida-bis-acrilamida 2,0 mL 1,5mL
Tampaéao gel 2,0 mL 1,5mL
Glicerol 0,64 mL 0,48 mL
Agua destilada 1,328 mL 1,0 mL
Persulfato de aménio 30 pL 22,5 uL
TEMED 4,8 uL 3,6 uL
total 6,0028 mL 4,5061 mL
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Tabela 5 - Composicéo do gel de concentracéo

Gel de 1Imm Gel de 0,75mm
Acrilamida-bis-acrilamida 188 uL 140,6 pL
Tampao gel 585 pL 438,8 uL
Agua destilada 1,55 mL 1,16 mL
Persulfato de amonio 12,0 pL 9,6 pL
TEMED 3,8 L 3,0 uL
total 2,3388 mL 1,752 mL

Os géis foram desenvolvidos em equipamento modelo MiniProtean Il Cell
(BIO RAD), utilizando-se placas de vidro de 8 x 10 cm e 7 x 10 cm e espacadores
de 0,75 ou 1,0 mm. As fracBes protéicas obtidas nas cromatografias foram
liofilizadas, solubilizadas em 20 puL de tamp&o de amostra contendo 20% de b-
mercaptoetanol sob agitacdo continua no vortex por 1 min, aquecidas por 10 min
a 100 °C. Apos este procedimento, as amostras foram aplicadas no gel e a corrida
eletroforética foi desenvolvida a uma voltagem constante da 60 V por
aproximadamente 6 horas. Os seguintes marcadores de massa molecular foram
usados para auxiliar na identificacdo das bandas peptidicas: o padrdo de ampla
faixa, composto de (Da) albumina sérica (66.200), ovoalbumina (45.000), anidrase
carbbnica (31.000), inibidor de tripsina (21.500), lisozima (14.400) e aprotinina
(6.500), e o padrdo de peptideos pré-corado contendo triose fosfato isomerase
(26.600), mioglobina (17.000), a-lactoalbumina (14.200), aprotinina (6.500),
cadeia b da insulina (3.496) e bradicinina (1.060).

4.8.2. REVELACAO DAS PROTEINAS EM SDS-TRICINA-PAGE

Apbs o término da corrida, os géis foram revelados pelo método da prata,
baseado na metodologia descrita por Heukeshoven & Dernick (1985), ou pelo
método do Coomassie Blue (Meyer & Lamberts, 1965), dependendo da

quantidade de proteina presente no gel.
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4.8.3. DETERMINACAO DA MASSA MOLECULAR POR
ESPECTROMETRIA DE MASSA

As analises de espectrometria de massa foram realizadas no Nucleo de
Estrutura e Funcdo de Biomoléculas, no ICB/UFMG, sob coordenacgdo do Prof
Marcelo Matos Santoro e do Pesquisador Adriano Monteiro de Castro Pimenta.

Os picos obtidos da cromatografia de fase reversa foram concentrados,
ressuspendidos em 50 puL de TFA 0,1% e 50 pL de acetonitrila e aplicados via
loop em um espectrémetro de massa do tipo eletro-spray, Quadripole-TOF (Q-
TOF) da Micromass®.

As amostras foram analisadas sob as seguintes condi¢des:

ES + source (Eletro-spray, modo positivo)
Voltagem do capilar: 3000,0 V Voltagem do cone demosntrador: 60,0 V
Duracéo da varredura: 2,88 seg Faixa m/z: 50 a 4000 Da

Para calcular as cargas (valores de z) dos picos m/z usou-se as seguintes
férmulas: n, = (my-1)/(mz2-my) € ny=ny+ 1, emque

n; e n, = valores de z (cargas)

m; e m, = valores de m/z

Para calcular a massa molecular da molécula analisada usou-se a seguinte
férmula: M = n, (m, — 1,007).

M = massa molecular em Daltons

n, = carga z do pico m;
1,007 = massa do préton H* adicionada & molécula.

A fragmentacgdo tem sido realizada em espectrometria de massa para a
andlise da sequéncia de aminoacidos da substancia em questdo. Esta técnica
inicia-se com a selecédo do pico de m/z de interesse e sua focalizacdo na célula de
colisdo. Um gas inerte € introduzido na célula e uma voltagem é selecionada
propiciando a colisdo do ion precursor. Durante essas colisbes, a energia
translacional do ion precursor é convertida em energia interna ocorrendo entédo a
dissociacdo dos ions precursores gerando os fragmentos que serdo analisados
baseando-se em suas massas moleculares comparadas com as massas
moleculares dos aminoacidos. Os fragmentos obtidos podem ser formados pela
clivagem no lado N-terminal (ions B) ou no lado C-terminal (ions Y) (Figura 8)
(Jonsson, A.P., 2001).
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Figura 8 — Representacdo esquematica da clivagem da ligacéo peptidica.

4.8.4. SEQUENCIAMENTO DOS PEPTIDEOS ISOLADOS

A determinacdo da sequéncia de aminoacidos foi realizada no Nucleo de
Estrutura e Funcdo de Biomoléculas, no Instituto de Ciéncias Bioldgicas da
UFMG, sob coordenacao do Prof Marcelo Porto Bemquerer.

Para o sequenciamento, foi utilizada a metodologia desenvolvida por
Edman (1950), automatizado. Uma fracdo contendo 2.000 pmol do peptideo de
5809,09 Da foi liofilizada, ressuspendida em 30 pL de TFA 0,1% e aplicada
diretamente em membrana de fibra de vidro, a ser utilizada no sequenciador
automatico de proteinas do tipo PPSQ-21A Protein Sequencer da Shimadzu. Para
0 peptideo de 8526,97 Da, foi liofilizada uma fracdo contendo 1372,91 pmol e
ressuspendida em 30 yL de TFA 0,1% para ser também aplicada diretamente em
membrana de fibra de vidro, a ser utilizada no sequienciador automatico de
proteinas. Uma sequéncia de 30 ou 35 ciclos foi programada para uma perfeita

determinacado da sequéncia de aminoacidos dos peptideos.

4.9. TESTE DE INIBICAO DE PATOGENOS

A inibicdo dos patdégenos pela presenca dos peptidios parcialmente
purificados foi realizada pelo Teste de Leitura de Microplacas, proposto por
Broekaert et al. (1990) e desenvolvido por Terras et al. (1992), utilizando
microespectrometria. As bactérias fitopatogénicas testadas foram Clavibacter
michiganensis, Gram-positiva, e Ralstonia solanacearum, Gram-negativa. Ambas
foram cultivadas em meio 523 de Kado (1970), em tubos de ensaio, de acordo

com as necessidades nutricionais e ambientais de cada espécie. Para 0s ensaios,
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foram utilizadas placas com 96 micropocos, estéreis, com tampa e de fundo
chato. Cada poco apresenta capacidade para 300 ni. A cada reservatorio, foram
adicionados 150 ni do meio liquido de cultivo, 15 ni do in6culo da bactéria e 125
nL da solucao diluida de peptideos a serem testados, e a leitura da absorvéancia,
em leitor de Elisa do tipo Titertek Multiskan Plus MKII da Uniscience do Brasil, a
560 nm, foi feita no tempo zero e em periodos de incubacéo definidos (até 36 h ou
12 h, respectivamente, para as duas bactérias). A inibicdo foi determinada pelas
diferencas dos valores de absorvéancia das culturas em presenca e em auséncia

dos peptidios.

4.10. PURIFICACAO DE PEPTIDEOS DAS SEMENTES MADURAS
DE SOJA

Diferentes procedimentos foram avaliados com o objetivo de identificar a melhor

metodologia para a purificacdo dos peptideos com atividade biolégica.

4.10.1. PROTOCOLO 01: Fracionamento com sulfato de aménio 35-
65% sat., aquecimento seletivo, cromatografia de troca
anionica e cromatografia de exclusdo molecular em Superose
12

Neste protocolo (Figura 9), foram utilizadas sementes maduras de soja da
variedade DM-Nobre como fonte de peptideos com atividade bioldgica. Os
peptideos foram extraidos segundo a metodologia descrita no item 4.7.2. Como
etapas iniciais de purificacéo, foram utilizados procedimentos pouco sofisticados,
porém importantes para clarear o extrato preparando-o para as técnicas mais
refinadas de purificagéo. Estes procedimentos foram o fracionamento com sulfato
de amonio e 0 aquecimento seletivo, descritos no item 4.7.3.1 com modificacdes
no processo de dessalinizacdo do extrato protéico (Figura 9). Neste protocolo a
dessalinizacdo foi em coluna PD-10 com tamp&o Tris-HCI 5 mM, pH 8,0. As
etapas mais refinadas de purificacdo, cromatografia de troca ibnica e
cromatografia de exclusdo molecular, foram realizadas conforme descrito nos

itens 4.7.4 e 4.7.6. Os eluatos das cromatografias foram liofilizados e preparados
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para a SDS-Tricina-PAGE, revelada pela técnica do Coomassie Blue, segundo o0s
itens 4.8.1 e 4.8.2.

Sementes maduras de svoja (variedade DM-Nobre)
Moagem e extr;agéo (item 4.7.2)

Fracionamento com sulfato de aménio 35-65% sat. e aquecimento seletivo
(tem 4.7.3.1)
v
Dessalinizacdo em coluna PD-10 com tampéao Tris-HCI 5 mM, pH 8,0

Cromatografia de troca anidnica em DEAE-Sepharose (item 4.7.4)
v
Cromatografia de exclusdo molecular em Superose 12 (item 4.7.6)
SDS-Tricina-PAGE (item 4.8.1)

Figura 9 - Fluxograma dos procedimentos utilizados no Protocolo 01 para a
purificacdo dos peptideos presentes nas sementes de soja. O
sublinhado indica as modifica¢des testadas neste protocolo.

4.10.2. PROTOCOLO 02: Fracionamento com sulfato de aménio 35-
65% sat., aquecimento seletivo, cromatografia de troca

anidnica e cromatografia de troca catidnica

Neste protocolo (Figura 10), foram utilizadas sementes maduras de soja da
variedade UFV-16 como fonte de peptideos com atividade biolégica. A variedade
DM-Nobre foi substituida pela UFV-16, estando a udltima disponivel em maior
guantidade. Salienta-se que existe a necessidade de grande quantidade se
sementes para extracdo e obtencdo de quantidades expressivas de peptideos, ja
que estes estdo presentes em muito baixas concentracbes no material vegetal.
Ambas as variedades possuem niveis de resisténcias semelhantes a um conjunto
de doencas, conforme a Tabela 4. A extracdo, o fracionamento com sulfato de
amonio, o aquecimento seletivo, a dessalinizacdo e a troca anibnica foram
realizadas conforme anteriormente descrito no item 4.10.1 (Protocolo 1). A
cromatografia de troca cationica foi realizada segundo a metodologia descrita no
item 4.7.5. Os eluatos das cromatografias foram liofilizados e preparados para a
SDS-Tricina-PAGE, revelada pela técnica do Coomassie Blue, segundo os itens
4.8.1e4.8.2.
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Sementes maduras de soja (variedade UFV-16)
Moagem e extracao (item 4.7.2)

Fracionamento com sulfato de aménio 35-65% sat. e aquecimento seletivo

(tem 4.7.3.1)
v
Dessalinizacdo em coluna PD-10 com tampéao Tris-HCI 5 mM, pH 8,0
v
Cromatografia de troca anidnica em DEAE-Sepharose (item 4.7.4)
v

Cromatografia de troca catibnica em CM-Sepharose (item 4.7.5)

SDS-Tricina-PAGE (item 4.8.1)

Figura 10 - Fluxograma dos procedimentos utilizados no Protocolo 02 para a
purificacdo dos peptideos presentes nas sementes de soja. O
sublinhado indica as modificacOes realizadas neste protocolo.

4.10.3. PROTOCOLO 03: Aquecimento seletivo, dialise em membrana
de 12.000 Da, cromatografia de troca aniénica e cromatografia
de exclusdo molecular em Superose 12

Neste protocolo (Figura 11), foram utilizadas sementes maduras de soja da
variedade UFV-16 como fonte de peptideos com atividade biolégica. Os peptideos
foram extraidos conforme o item 4.7.2, com alteracdo no tempo de
homogeneizacao do extrato protéico para 4 h, em substituicdo as 2 h utilizadas no
procedimento do item 4.7.2. O sobrenadante obtido da extracdo foi aquecido a
80°C por 15 min e novamente centrifugado sob as mesmas condi¢cdes. O extrato
protéico obtido foi liofilizado para reducdo do volume e dialisado em membrana
com volume de excluséo 12.000-14.000 Da, com recuperacao da fracao externa.
Foram realizadas trés trocas de agua e o material que passou pelos poros da
membrana, incluindo-se os peptideos de interesse, foi concentrado em rotavapor
a 40°C e dessalinizado em coluna PD-10 com tamp&o Tris-HCI 30 mM, pH 8,0. O
material recuperado foi a seguir separado em coluna de troca anidnica, segundo o
item 4.7.4. O extrato protéico que permaneceu retido na membrana, contendo as
proteinas com massas moleculares superiores a 12.000-14.000 Da, foi
descartado. O pool obtido da cromatografia de troca aniénica foi submetido a uma

cromatografia de exclusdo molecular em coluna Superose 12, conforme o
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procedimento descrito no item 4.7.6. Os eluatos das cromatografias foram
liofiizados e preparados para a SDS-Tricina-PAGE revelada pela técnica da

prata, segundo os itens 4.8.1 e 4.8.2.

Sementes maduras de soja (variedade UFV-16)

Moagem e extragcdo com homogeneizacado do extrato protéico por 4 h
(modificacao do item 4.7.2)

Aquecimento seletivo e dialise em membrana de 12.000 Da, recuperando-se a
fracdo externa a membrana

Dessalinizacdo em coluna PD-10 com tampéao Tris-HCI 30 mM, pH 8,0

Cromatografia de troca anidénica em DEAE-Sepharose (item 4.7.4)
Cromatografia de excluséo molevcular em Superose 12 (item 4.7.6)

SDS-Tricina-PAGE (item 4.8.1)

Figura 11 - Fluxograma dos procedimentos utilizados no Protocolo 03 para a
purificacdo dos peptideos presentes nas sementes de soja. O
sublinhado indica as modificacOes realizadas neste protocolo.

4.10.4. PROTOCOLO 04: Precipitacdo com sulfato de aménio 35% sat.,
aguecimento seletivo, cromatografia de troca anibGnica e
cromatografia de exclusdo molecular em Superdex Peptide

Neste protocolo (Figura 12), foram utilizadas sementes maduras de soja da
variedade UFV-16 como fonte de peptideos com atividade biolégica. Os peptideos
foram extraidos segundo a metodologia descrita no item 4.10.3 (Protocolo 03). A
precipitacdo com sulfato de amonio 35% sat. e o aquecimento seletivo foram
realizados segundo a metodologia descrita no item 4.7.3.2. A partir deste
protocolo, as dessalinizacdes foram realizadas em membrana de dialise com
exclusao de 1.000 Da (Sigma Chemical Co). A cromatografia de troca anibénica e
a cromatografia de exclusdo molecular foram conduzidas conforme os itens 4.7.4
e 4.7.7. Os eluatos das cromatografias foram liofilizados e preparados para a

SDS-Tricina-PAGE, revelado pela técnica da prata segundo os itens 4.8.1 e 4.8.2.
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Sementes maduras de soja (variedade UFV-16)

Moagem e extragdo com homogeneizacao do extrato protéico por 4 h
(modificacéo do item 4.7.2)

Precipitacdo com sulfato de aménio 35% sat. e aquecimento seletivo
(item 4.7.3.2)

Cromatografia de troca anidnica em DEAE-Sepharose (item 4.7.4)
v

Cromatografia de exclusdo molecular em Superdex Peptide (item 4.7.7)

v
SDS-Tricina-PAGE (item 4.8.1)

Figura 12 - Fluxograma dos procedimentos utilizados no Protocolo 04 para a
purificacdo dos peptideos presentes nas sementes de soja. O
sublinhado indica as modifica¢des realizadas neste protocolo.

4.10.5. PROTOCOLO 05: Precipitacdo com sulfato de aménio 35% sat.,
aguecimento seletivo, cromatografia de troca anidnica e
cromatografia de exclusdo molecular em Superdex Peptide

Neste protocolo (Figura 13), foram utilizadas sementes maduras de soja da
variedade UFV-16 como fonte de peptideos com atividade biol6gica. As etapas de
extracdo, precipitacdo com sulfato de amoénio 35% sat., 0 aquecimento seletivo e
a cromatografia de troca ibnica foram realizados conforme o item 4.10.4
(Protocolo 04). A cromatografia de exclusdo molecular foi realizada segundo a
metodologia descrita no item 4.7.7, com substituicdo do tampé&o de corrida. O
tampéo fosfato 20 mM, pH 6,5, contendo 250 mM de NacCl, foi substituido pelo
tampéo Tris-HCI 50 mM, pH 8,0, contendo 250 mM de NaCl. Os eluatos das
cromatografias foram liofilizados e preparados para a SDS-Tricina-PAGE,

revelada pela técnica da prata segundo os itens 4.8.1 e 4.8.2.
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Sementes maduras de soja (variedade UFV-16)

Extracdo com homogeneizacéo do extrato protéico por 4 h
(modificagéovdo item 4.7.2)

Precipitagdo com sulfato de amoénio 35% sat. e aquecimento seletivo
(item 4.7.3.2)
v
Cromatografia de troca aniénica em DEAE-Sepharose (item 4.7.4)

v

Cromatografia de exclusao molecular em Superdex Peptide utilizando o tamp&o

Tris-HCI 50 mM, pH 8,0, contendo 250 mM de NaCl para eluicdo dos peptideos

(modificacao do item 4.7.7)

v

SDS-Tricina-PAGE (item 4.8.1)

Figura 13 - Fluxograma dos procedimentos utilizados no Protocolo 05 para a
purificacdo dos peptideos presentes nas sementes de soja. O
sublinhado indica as modifica¢des realizadas neste protocolo.

4.10.6. PROTOCOLO FINAL: Precipitacdo com sulfato de amdnio 35%
sat., aguecimento seletivo, cromatografia de troca anidnica,
cromatografia de exclusdo molecular em Superdex Peptide e
cromatografia de fase reversa, seguindo-se espectrometria de
massa e sequenciamento do peptideo.

Neste protocolo (Figura 14), foram utilizadas sementes maduras de soja da
variedade UFV-16 como fonte de peptideos com atividade biolégica. As etapas de
extracdo, precipitacdo com sulfato de amonio 35% sat. seguido por aquecimento
seletivo e a cromatografia de troca ionica foram realizadas conforme os itens
4.7.2, 4.7.3.2 e 4.7.4, respectivamente. Observa-se que o tempo de
homogeneizacédo do extrato foi como inicialmente usado, de 2h. A cromatografia
de exclusdo molecular foi realizada segundo a metodologia descrita no item
4.10.5 (Protocolo 05), substituindo-se o tampao Tris-HCI 50 mM, pH 8,0, contendo
250 mM de NaCl, pelo mesmo tampéao, contendo 150 mM de NaCl. Os picos
obtidos foram divididos em trés pools, chamados pool 1, pool 2 e pool 3, que de
acordo com a calibracdo da coluna contém as proteinas com massas moleculares
elevadas, os peptideos e os compostos organicos com massas moleculares
baixas, respectivamente. Os pools foram separadamente dialisados contra agua
em membrana de 1.000 Da e liofilizados para o teste de inibicédo (item 4.9). O pool

2, contendo os peptideos de interesse, foi liofilizado e submetido a uma
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cromatografia de fase reversa (item 4.7.8), e os picos eluidos foram analisados
no espectrometro de massa para determinar as massas moleculares dos
peptideos presentes (item 4.8.3). Dois peptideos com massas moleculares
definidas foram submetidos ao seqiienciamento de aminoéacidos (item 4.8.4) para
determinacdo de sua sequéncia primaria e comparacdo no banco de dados com

as seqgléncias ja conhecidas.

Sementes maduras de soja (variedade UFV-16)

v

Moagem e extracdo com homogeneizacdo do extrato protéico por 2 h (item 4.7.2)

v

Precipitacdo com sulfato de aménio 35% sat. e aquecimento seletivo
(item 4.7.3.2)

Cromatografia de troca aniénica em DEAE-Sepharose (item 4.7.4)

Cromatografia de exclusdo molecular em Superdex Peptide utilizando o tampao
Tris-HCI 50 mM, pH 8,0, contendo 150 mM de NaCl para eluicdo dos peptideos

(modificacéo do item 4.7.7) \
Cromatografia de fase reversa (item 4.7.8) Atividade
/ ¢ antimicrobiana
(item 4.9)
Espectrometria Sequenciamento
de massa (item 4.8.4)
(item 4.8.3)

Figura 14 - Fluxograma dos procedimentos utilizados no Protocolo Final para a
purificacdo dos peptideos presentes nas sementes de soja. O
sublinhado indica as modificacOes realizadas neste protocolo.

Este protocolo apresentou-se altamente reprodutivel e esta sendo
exaustivamente repetido para a obtencdo dos peptideos purificados, visando
obter quantidades suficientes do material para as caracteriza¢des bioquimicas,

estruturais e microbioldgicas.



5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1. TIPO E PROPORCAO DO TAMPAO DE EXTRACAO

O tampao fosfato de sédio 25 mM, contendo 100 mM KCI, 2 mM EDTA,
1,5 % (p/v) PVP, 2 mM tiouréia, 1ImM PMSF e 1 mM Benzamidina (Terras et al.,
1992) foi selecionado para a extracdo das proteinas das sementes de soja pois
este apresentou uma maior eficiéncia na obtencéo dos peptideos em comparacédo
com o tampao citrato de sodio, observados por separacdo em SDS-Tricina-PAGE
(dados nédo mostrados).

A extracdo das proteinas presentes nas sementes de soja com 5 volumes
de tampéo (1 g de soja : 5 mL de tampéo) (Almeida et al., 2000; Carvalho et al.,
2001) foi escolhida pois o0 uso de 4 volumes (Terras et al., 1993) ndo permitiu boa
homogeneizacdo pela alta quantidade de material em suspensdo. Volumes
maiores de tampdo (extracdo 1:6) geraram grandes volumes de extrato,
dificultando as etapas seguintes da purificagdo, como o fracionamento por sulfato
de amonio e liofilizagdo das amostras com alta concentragéo de sal.

A extracdo dos peptideos, por homogeneizacdo do extrato durante 2 h a
4°C, em banho de gelo (Terras et al., 1992) (Protocolos 1, 2, e final) foi utilizada ja
que nao observou-se diferenca no perfil eletroforético ou no desenvolvimento da
purificacdo quando comparada com a homogeneizacdo por 4 h (Almeida et al.,
2000) (Protocolos 3, 4 e 5). Deve-se salientar que as plantas apresentam um
conjunto de proteases com diferentes modos de acdo (Shutov & Vaintraub, 1987)
que poderiam atuar degradando os peptideos de interesse. Assim, um tempo de
extracdo menor favorece a manutencdo da integridade das moléculas protéicas.
Salienta-se que apenas os inibidores EDTA, tiouréia, PMSF e benzamidina foram
utilizados, possivelmente nao sendo suficientes para controlar a atividade

proteolitica total no extrato.

5.2. SELECAO DE VARIEDADES DE SOJA RESISTENTES A PATOGENOS
COMO FONTE DE PEPTIDEOS

Das 21 variedades de soja disponiveis para uso como fonte de peptideos,
(CAC-1, CD-204, Conquista, Cristalina, DM-Nobre, Doko re, Elite, Engopa, IAC-



12, Lideranca, Monarca, MS-Br19-Pequi, Paiguas, Pintado, Seguranca, S.5711-
2001-A, Tucano, UFV 16, Uirapuru, Vencedora e Xingu) obtidas do Programa de
Melhoramento da Soja da UFV, foram selecionadas onze (Tabela 3), baseadas
em seus graus de resisténcia a doencgas. Por andlise eletroforética, observou-se
gue existe variagdo no padrdo de bandas de massas moleculares entre 4.000 a
13.000 Da dentre as variedades Conquista, Engopa 313, Paiguas, DM Nobre, S
5.711-2001 A, Doko re e UFV 16 (Figura 15), o que possivelmente contribui para
o amplo espectro de resisténcias as diversas doencas da cultura da soja,
presentes nestas variedades. A variedade UFV 16 foi selecionada para
desenvolver nossos experimentos com base nos resultados obtidos neste
screening e na disponibilidade de material vegetal. A variedade DM-Nobre,
selecionada pelo mesmo motivo e utilizada inicialmente, foi substituida pela UFV-
16, estando a ultima disponivel em maior quantidade. Salienta-se que existe a
necessidade de grande quantidade se sementes para a extracao e a obtencéo de
quantidades expressivas de peptideos, ja que estes estdo presentes em muito

baixas concentragbes no material vegetal.
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Figura 15 - Eletroforese desnaturante em gel de poliacrilamida (16,5%) com
tricina, de extratos de diferentes variedades de soja resistentes a
patégenos, fracionados com sulfato de amoénio (35-65% de sat.) e
aquecidos a 80 °C / 15 min. O padrdo de massa molecular ampla
faixa (MM) é composto de (Da): albumina sérica (66.200),
ovoalbumina (45.000), anidrase carbdnica (31.000), inibidor de
tripsina (21.500), lisozima (14.400) e aprotinina (6.500) e a
revelacao foi feita pelo método da prata.
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A variedade de soja UFV-16 apresenta caracteristicas agrondémicas
desejaveis, como maturacdo precoce / média, adaptavel em MG, GO e MT, boa
qualidade visual da semente, habito de crescimento determinado, floragdo em 52
dias e maturacdo em 116 dias em média, teor de proteinas 37,19%, resisténcia a
pustula bacteriana, ao cancro-da-haste e ao oidio, e resisténcia moderada a
mancha do olho-da-ra, adaptabilidade a fertilidade do solo média / alta, dentre

outras (Sediyama et al., 2001).

5.3. PURIFICACAO DOS PEPTIDEOS ANTIMICROBIANOS
O processo de purificagcdo dos peptideos antimicrobianos foi baseado
inicialmente na metodologia descrita por Terras et al. (1992) e varios métodos

cromatograficos foram testados até a obtencao do procedimento mais eficiente.

5.3.1. ETAPAS INICIAIS NAO-CROMATOGRAFICAS DA PURIFICACAO

Os extratos protéicos das variedades DM-Nobre e UFV-16 foram
fracionados inicialmente com sulfato de aménio entre 35 e 65% de sat. (Almeida
et al.,, 2000) (Protocolos 1 e 2) visando eliminar proteinas contaminantes pela
solubilidade diferencial no sal. A etapa inicial do processo gerava grande
guantidade de amostra com alta concentracéo de sal, dificultando a concentracéo
da amostra por liofilizacao.

Posteriormente, utilizou-se o sulfato de amonio apenas na concentracao de
35% sat. (Protocolos 4, 5 e final), que apresentou também resultados favoraveis
com a vantagem de reduzir a quantidade de sal do extrato e favorecer a
liofilizacdo. O fracionamento por sulfato de aménio corresponde a uma etapa
preliminar importante para clarear o extrato, preparando-o para as técnicas
cromatograficas. Seguindo-se o procedimento de purificacdo, os extratos foram
submetidos ao aquecimento seletivo e a liofilizacdo para a reducao do volume. A
etapa de aquecimento permitiu a remoc¢ao por precipitacdo de diversas proteinas
de massas moleculares elevadas, como as proteinas de reserva presentes em
grandes quantidades nas sementes de soja, e algumas enzimas proteoliticas
sensiveis ao aquecimento a 80 °C por 15 min.

Em substituicdo ao fracionamento por sulfato de aménio, a dialise contra

agua em membrana de 12.000 a 14.000 Da foi testada como etapa de purificacao
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(Protocolo 3). Entretanto, esta metodologia também néo foi adequada em funcao
da grande quantidade de material a ser concentrado, despendendo um longo
tempo no liofilizador. Ja no rotavapor, este extrato foi concentrado num periodo de
tempo um pouco menor, porém a 40 °C, temperatura que favorece a
desnaturacdo de proteinas e a acdo de proteases. Salienta-se que a temperatura
de 40 °C por curto periodo ndo deve interferir significativamente na estrutura
tridimensional dos peptideos de interesse, que sao resistentes a temperaturas de
80 °C por 15 min, um dos passos utilizados na purificagdo. Entretanto, o tempo
gue o extrato permanece a 40 °C é longo, podendo chegar a 3h.

Apoés a etapa inicial de fracionamento do extrato bruto (com sulfato de
amonio ou por didlise), o material seco foi ressuspendido em 1/10 do volume
inicial e dessalinizado por gel filtracdo em coluna PD-10 ou em membrana de
didlise de limite de exclusdo de 1000 Da e submetido a cromatografia de troca
anibnica. Inicialmente, foi utilizada a coluna PD-10, entretanto observou-se que a
regido peptidica observada por SDS-Tricina-PAGE apds a dessalinizacdo nesta
coluna (Figura 16A) era proporcionalmente menos intensa do que a observada
apos a didlise em membrana de 1.000 Da (Figura 16B). Assim, sugeriu-se que
durante a dessalinizacdo em coluna PD-10 alguns peptideos de interesse
poderiam estar sendo eliminados junto com o sal. Para compreender a perda de
peptideos, recorreu-se as informacdes do fabricante sobre o volume de exclusao
da coluna, que elimina os compostos com massa molecular média abaixo de
5.000 Da, volume de exclusdo muito proximo a massa molecular de alguns
peptideos de interesse. Assim, optou-se pela aquisicdo e uso da membrana de
1.000 Da para a didlise do extrato protéico.

5.3.2. ETAPAS CROMATOGRAFICAS DO PROCESSO DE PURIFICACAO DOS
PEPTIDEOS CATIONICOS UTILIZADAS NOS DIFERENTES
PROTOCOLOS

Para um melhor acompanhamento, sugere-se consultar os fluxogramas de
cada Protocolo avaliado, apresentados no item MATERIAL E METODOS.
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Figura 16 — Eletroforese desnaturante em gel de poliacrilamida (16,5%) em
presenca de tricina, das cromatografias de troca anidnica (TA) da
variedade UFV 16, apés fracionamento com sulfato de aménio 35-
65% sat. e dessalinizadas em coluna PD-10 (A) ou apoés
precipitacdo com sulfato de aménio 35% sat. e dialisadas em
membrana de 1.000 Da (B). As amostras utilizadas foram 1 pL do
padrdo de massa molecular e 4 yL do pool da troca anidnica. O
padrdo de massa molecular de ampla faixa (MM) é composto de
(Da): albumina sérica (66.200), ovoalbumina (45.000), anidrase
carb6nica (31.000), inibidor de tripsina (21.500), lisozima (14.400) e
aprotinina (6.500) e a revelacao foi feita pelo método da prata.

5.3.2.1. CROMATOGRAFIA DE TROCA ANIONICA EM DEAE-SEPHAROSE

Os dialisados obtidos apds as etapas iniciais nado-cromatograficas da
purificacdo, para todos os Protocolos apresentados, foram submetidos a
cromatografias de troca anidnica em coluna DEAE-Sepharose a um fluxo de 1,0
mL.min?, para a recuperacdo da fracdo de proteinas basicas. Esta etapa
apresentou resultados bastante semelhantes para todos os Protocolos propostos.
Assim, apresentou-se somente um perfil neste item j4 que todas estas foram
realizadas seguindo-se a mesma metodologia (item 4.7.4). Na troca ionica
realizada com o Protocolo Final, as fracdes 34 a 64 (Figura 17), que nao se
ligaram na coluna e correspondem as proteinas de carater basico, foram reunidas
formando um pool.

Cada pool obtido das cromatografias de troca anibnica foi liofilizado e
utilizado como amostra em cromatografias de exclusdo molecular ou de troca

catibnica como proxima etapa de purificacdo dos peptideos catidnicos.
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Figura 17 — Cromatografia de troca anibnica (tipo FPLC) em coluna DEAE-
Sepharose (8,0 mL) dos extratos de sementes maduras de soja da
variedade UFV 16 precipitados com sulfato de amonio (35% sat.) e
aquecidos a 80 °C / 15 min (Protocolo Final). A coluna foi equilibrada
no tampao Tris-HCI 50 mM, pH 8,0, e as proteinas foram eluidas no
mesmo tampédo em auséncia e em presenca de 1 M de NaCl. Foram
coletadas fracdes de 1,0 mL a um fluxo de 1,0 mL min™. As fracdes
entre as setas (34 a 64) formaram um pool.

Sugere-se que as etapas utilizadas até o momento tenham favorecido a
recuperacdo de peptideos catibnicos, jA que estes sao resistentes ao
aguecimento seletivo a 80°C por 15 min e sdo eluidos na fase catidnica de uma

coluna de troca anionica.

5.3.2.2. PROTOCOLO 1:

O pool das fracBes catibnicas obtido da cromatografia de troca anidnica foi
submetido a uma cromatografia de exclusdo molecular em coluna Superose 12
(item 4.7.6) (Figura 18). As fracOes 15 a 21 (Protocolo 1) foram liofilizadas e
submetida a SDS-Tricina-PAGE (item 4.8.1) (Figura 19). As fragbes 22, 25 e 26
também foram submetidas a SDS-Tricina-PAGE (dados ndo mostrados) néo
sendo possivel a visualizacdo de nenhuma banda nestas frac6es. Os resultados
indicam a presenca de peptideos ndo purificados na faixa de 5.000 Da nas

fracOes 17 e 18 da cromatografia de exclusao.

49



Fraor Lons
£ 3 4 5 & T & % 10 11 1E 83 L4 15 Q& QT ik 36 33 di o kk B3 B4 28 28 27 20 2% 30 3 32 33 M4
Pl Rironl R

[ E LT

0. D WD

[ -F 200

LB Fm

LEL A Lo

0. 0L

1008 Baffar @

vy :

Sdudaina 21T aG L cEI=0a 01230300

Figura 18

HE i m o s

- Cromatografia de exclusdo molecular (tipo FPLC) em coluna
Superose-12 da fracdo catibnica eluida da cromatografia de troca
aniébnica (Protocolo 1). Extratos de sementes madura de soja da
variedade DM-Nobre foram fracionados com sulfato de amonio (35-
65% sat.), aquecidos a 80°C/15min e dessalinizados em coluna
PD10. A coluna foi equilibrada em tampéao Tris-HCI 50 mM, pH 8,0,
e as proteinas foram eluidas no mesmo tampao. Foram coletadas
fracées de 1,5 mL a um fluxo de 0,5 mLmin™. As fracdes indicadas
pelas setas foram analisadas em SDS-Tricina-PAGE
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Figura 19 — Eletroforese desnaturante em gel de poliacrilamida (16,5%) em
presenca de Tricina das fracdes eluidas da cromatografia de troca
anionica (TA) e das fracBes 15 a 21 eluidas da cromatografia de
exclusdo molecular (EM). O gel foi revelado pela técnica do
Coomassie-Blue. O padrao de massa molecular de ampla faixa
(MM) é composto de (Da): albumina sérica (66.200), ovoalbumina
(45.000), anidrase carbonica (31.000), inibidor de tripsina (21.500),
lisozima (14.400) e aprotinina (6.500). As amostras correspondem
a5 pL do MM, 80 puL da TA e 1,5 mL da EM. As amostras da TA e
da EM foram previamente dialisadas e liofilizadas.

5.3.2.3. PROTOCOLO 2: CROMATOGRAFIA DE TROCA CATIONICA

O pool das fracOes catidnicas obtidas da cromatografia de troca anibnica
foi dessalinizado em coluna PD10 e submetido a uma cromatografia de troca
cationica em coluna CM-Sepharose (item 4.7.5) (Figura 20). As fracdes 46, 49,
52, 55, 58 e 80 eluidas desta troca catidnica foram dialisadas em membrana de
1.000 Da, liofilizadas e submetidas a SDS-Tricina-PAGE (Figura 21). Sob as
condicBes analisadas, esta coluna de troca catibnica nao foi suficiente para uma

boa separacao das proteinas com diferentes cargas positivas.
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Figura 20 — Cromatografia de troca catidnica (tipo FPLC) em coluna CM-
Sepharose (15,0 mL) da frac&o cationica eluida da cromatografia de
troca anibnica, dessalinizada em coluna PD10 (Protocolo 2). A
coluna foi equilibrada em tampdo MES 50 mM, pH 6,0, e as
proteinas ligadas a resina foram eluidas em um gradiente linear
crescente de NaCl (0 a 1 M). Foram coletadas fracbes de 1,5 mL a
um fluxo de 2,0 mL min™. As fracées indicadas pelas setas foram
analisadas em SDS-Tricina-PAGE.
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Figura 21 — Eletroforese desnaturante em gel de poliacrilamida (16,5%) em
presenca de Tricina do pool formado pelas fracbes eluidas da
cromatografia de troca anidnica (TA) e das fracbes 46, 49, 52, 55,
58 e 80 eluidas da cromatografia de troca catidénica (TC). O gel foi
revelado pela técnica do Coomassie-Blue. Quimotripsinogénio (Q,
25.000). O padrao de massa molecular de ampla faixa (MM) é
composto de (Da): albumina sérica (66.200), ovoalbumina (45.000),
anidrase carbénica (31.000), inibidor de tripsina (21.500), lisozima
(14.400) e aprotinina (6.500). As amostras utilizadas foram 1,5 pL
de Q, 5 pL do MM, 80 pL da TA e 500 puL das fragdes da TC. As
amostras da TA e da TC foram previamente dialisadas e
liofilizadas.

5.3.2.4. PROTOCOLO 3: CROMATOGRAFIAS DE EXCLUSAO MOLECULAR
EM SUPEROSE 12

A fracdo externa da didlise em membrana de 12.000-14.000 foi submetida
a uma cromatografia de troca anibnica em DEAE-Sepharose obtendo-se um
resultado semelhante ao da Figura 17. O pool das fracGes catidnicas eluidas da
troca anibnica foi usado para uma cromatografia de exclusdo molecular em coluna
Superose 12 (Figura 22). Observou-se que o perfil de eluicdo das proteinas foi
diferente do apresentado na Figura 18, entretanto, repetiu-se posteriormente

sempre que a coluna foi utilizada.
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Figura 22 - Cromatografia de exclusdo molecular (tipo FPLC) em coluna
Superose-12 da fracdo catibnica eluida da cromatografia de troca
anidnica (Protocolo 3). Extratos de sementes maduras de soja da
variedade UFV 16 ap6s aquecimento a 80 °C / 15 min e dialise em
membrana com limite de exclusdo de 12.000 Da. A coluna foi
equilibrada em tampao Tris-HCI 50 mM, pH 8,0, e as proteinas
foram eluidas no mesmo tampao. Foram coletas fragfes de 1,5 mL
a um fluxo de 0,5 mLmin™. As fracdes ou pools indicados pelas
setas foram analisados por SDS-Tricina-PAGE.

As fracdes 26-29, 55-56, 58, 59, 60, 61, 62, 63, 64, 65, 66, 67 e 71-83
eluidas da Superose 12 foram liofilizadas, dessalinizadas e submetidas a SDS-
Tricina-PAGE para a caracterizacdo da massa molecular das proteinas (Figura
23). Nos géis, observou-se a presenca de bandas de massa molecular baixa
distribuidas ao longo das fracdes 55 a 65. Considerando-se que a coluna havia
sido calibrada apenas com a Ribonuclease A (MM 13.700), em funcéo da falta de
um padrdao de massa molecular menor, houve dificuldades em analisar estes
resultados. Um dos problemas da purificacdo destes peptideos catibnicos é a falta
de um teste especifico. O enriquecimento deles nas fragbes € acompanhado
apenas pela MM, por andlise em SDS-Tricina-PAGE ou por técnicas mais
sofisticadas como espectrometria de massa. A separacdo de proteinas e
peptideos em colunas de purificacdo por massa molecular também pode
apresentar distor¢cdes em funcéo de interacfes destas moléculas com as resinas,
dificultando conclusGes. Assim, com base nos resultados e dificuldades

encontradas, a coluna Superdex Peptide foi adquirida e testada visando obter
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Figura 23 — Eletroforese desnaturante em gel de poliacrilamida (16,5%) em
presenca de Tricina do extrato bruto (EB) de sementes maduras de
soja da variedade UFV 16, ap6s aquecimento a 80 °C / 15 min
(AQ), cromatografia de troca anidmica e de exclusdo molecular em
coluna Superose 12. Os pools ou fragdes 26-29, 55-56, 58, 59, 60,
61, 62, 63, 64, 65, 66, 67 e 71-83 foram eluidos da cromatografia
de exclusao molecular (EM). O gel foi revelado pela técnica da
Prata. O padrdo de massa molecular de ampla faixa (MM) é
composto de (Da): albumina sérica (66.200), ovoalbumina (45.000),
anidrase carbdnica (31.000), inibidor de tripsina (21.500), lisozima
(14.400) e aprotinina (6.500).
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maior resolucdo na separacdo destes peptideos e facilitar a andlise dos
resultados.

5.3.2.5. PROTOCOLOS 4, 5 E FINAL: CROMATOGRAFIAS DE EXCLUSAO
MOLECULAR EM SUPERDEX PEPTIDE

O pool das fracdes catidnicas da variedade UFV 16 foi separado em uma
cromatografia de exclusao molecular em coluna Superdex Peptide calibrada com
Ribonuclease A (13.700) e Insulina Recombinante Humana (5.808) a um fluxo de
0,5 mLmin™ do tampé&o Tris-HCI 50 mM, pH 8,0, em presenca de 150 ou 250 mM
de NaCl. A coluna foi equilibrada e as proteinas separadas no mesmo tampao.

Para a separacao dos peptideos, foram testados os seguintes tampdes de
eluicao: fosfato de sddio 50 mM, pH 6,5, contendo 250 mM de NaCl (Figura 24);
tampao Tris-HCI 50 mM, pH 8,0, contendo 250 mM de NaCl (Figura 26) e tamp&o
Tris-HCI 50 mM, pH 8,0, contendo 150 mM de NaCl (Figura 29).

Hr:Hln: 5

Figura 24 — Cromatografia de exclusdo molecular (tipo FPLC) em coluna
Superdex Peptide da fracdo cati6nica eluida da cromatografia de
troca anibnica (Protocolo 4). A coluna foi equilibrada e as proteinas
eluidas em tampéo fosfato de sddio 50 mM, pH 6,5, contendo 250
mM de NaCl. Foram coletadas fracbes de 0,3 mL a um fluxo de 0,5
mLmin™®. As fracdes ou pools indicados pelas setas foram
analisados por SDS-Tricina-PAGE.
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As fracOes eluidas em presenca de tampao fosfato, pH 6,5, contendo 250
mM de NaCl foram dialisadas, liofilizadas e separadas por SDS-Tricina-PAGE
(Figura 25), e o perfil de bandas observado sugere uma possivel agregacao dos
peptideos de massa molecular reduzida, nas fracées 56, 57, 58, 59, 61-62, 64-66
e 71-72. A agregacdo destes peptideos também foi observada por Terras et al.
(1993), que relata que esta reduzia-se quando os peptideos eram tratados com
agentes redutores (DTT). As mesmas fracfes peptidicas foram posteriormente
tratadas com agentes redutores (20% de 2-mercaptoetanol) e aquecidas a 100 °C
por 10 min, conforme sugestéo da Profa. Valdirene Moreira Gomes do Laboratério
de Bioguimica Microbiana da Universidade Estadual do Norte Fluminense/RJ
(informacédo pessoal), porém ndo observou-se a reducdo da agregacao peptidica
em novas analises por SDS-Tricina-PAGE (dados nédo apresentados).

Em funcao deste fato, o tampéo foi modificado para o Tris-HCI, pH 8,0, em
presenca de NaCl, pois o fosfato poderia estar interagindo com as cargas
positivas dos peptideos selecionados.

As fracdes eluidas em presenca de tampao Tris-HCI 50 mM, pH 8,0,
contendo 250 mM de NaCl foram avaliadas em espectrofotbmetro com leituras de
absorvancias manuais a 214 e a 280 nm, e a proteina total de cada fracao foi
determinada pelo método de Lowry (dados ndo apresentados, mostrando-se
diretamente proporcional as leituras de A,14. Estas analises foram repetidas, com
excecao da determinacdo da proteina total, apresentando resultados semelhantes
(Figuras 26 e 27).

Quando os peptideos foram eluidos em tampéao Tris-HCI 50 mM, pH 8,0,
contendo 250 mM de NacCl, observou-se uma possivel diminuicdo na agregacédo
dos peptideos separados por SDS-Tricina-PAGE (Figura 28). A presenca de
peptideos nas fracBes 39 a 49 so foi detectada quando analisada pelo Azi4 lido
manualmente no espectrofotbmetro (Figura 27), ndo tendo sido identificados no
perfil cromatografico do equipamento de cromatografia tipo FPLC que faz leitura
apenas a 280 nm (Figura 26). Em SDS-Tricina-PAGE confirmou-se a presenca de
peptideos com massas moleculares reduzidas (aproximadamente 5 a 8 kDa) nas
fracoes 39 a 49 (Figura 28).
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Figura 25 - Eletroforese desnaturante em gel de poliacrilamida (16,5%) em
presenca de Tricina das fracdes 34-36, 52-54, 55, 56, 57, 58, 59,
61-62, 64-66, 71-72, 75-76, 77, 88 e 96 eluidas da cromatografia
de exclusdo molecular (EM) (Protocolo 4). O gel foi revelado pela
técnica da prata. O padrdo de massa molecular de ampla faixa
(MM) é composto de (Da): albumina sérica (66.200), ovoalbumina
(45.000), anidrase carbbnica (31.000), inibidor de tripsina (21.500),
lisozima (14.400) e aprotinina (6.500).
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Figura 26 - Cromatografia de exclusdo molecular (tipo FPLC) em coluna
Superdex Peptide da fracdo catidnica concentrada eluida da
cromatografia de troca anidnica (Protocolo 5). A coluna foi
equilibrada e eluida em tampao Tris-HCI 50 mM, pH 8,0,
contendo 250 mM de NaCl. Foram coletadas fracbes de 0,6
mL a um fluxo de 0,5 mLmin™. As setas indicam as fra¢ces ou
pools analisados por SDS-Tricina-PAGE.
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Figura 27 - Valores de absorvancia a 214 e 280 nm das fracbes separadas em
coluna Superdex Peptide (Protocolo 5), conforme descrito na Figura
25.
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Eletroforese desnaturante em gel de poliacrilamida (16,5%) em

presenca de Tricina do pool formado pelas fracfes eluidas da
cromatografia de troca aniénica (TA) e cromatografia de excluséo
molecular em coluna Superdex Peptide (Protocolo 5). Os pools ou
fracOes 39-41, 44-47, 48-49, 50, 51-52, 53-54, 55, 56-57, 58, 59-60,
61, 62-63, 64, 66-67 e 70-73 foram eluidos da cromatografia de
exclusdo molecular (EM). O gel foi revelado pela técnica da prata.
O padrao de massa molecular de ampla faixa (MM) é composto de
(Da): albumina sérica (66.200), ovoalbumina (45.000), anidrase
carbodnica (31.000), inibidor de tripsina (21.500), lisozima (14.400) e
aprotinina (6.500).
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Ao comparar os resultados das eletroforeses em gel de tricina das Figuras
25 e 28, verificou-se que com o tampao Tris-HCI obteve-se reducéo da agregacao
e uma melhor separacdo das proteinas de massa molecular reduzida. Estes
resultados estdo também de acordo com a calibracdo da coluna que aponta a
regido entre as fracdes 39 a 49 como a regido peptidica de interesse. Baseado
nestes resultados decidiu-se por continuar as purificagées usando o tampé&o Tris-
HCI 50 mM, pH 8,0.

Considerando-se que a alta concentracdo de NaCl eluida nesta etapa
estava interferindo na liofilizacdo das proteinas para a cromatografia de fase
reversa, e que a concentracdo de 150 mM de NaCl parece ser suficiente para
manter alta a forca ibnica do tampao, evitando interacdo das proteinas presentes
no eluato com a resina usada na cromatografia de exclusdo molecular, procedeu-
se a reducdo da concentracdo de NaCl presente neste tampao para 150 mM em
uma cromatografia de exclusdo molecular (Figura 29). Neste tampéo, pdde-se
observar o aparecimento de um pico que aparentemente contém os peptideos,
formado pelas fracbes 42 e 43, presentes no pool 2 (P2 na Figura 29) fato que
nao ocorria quando o tampéao Tris-HCI com 250 mM de NaCl era usado. Este fato
poderia ser explicado pela grande quantidade de aminoacidos hidrofébicos
presentes nestes peptideos, quando a presenca de altas concentracdes de sal
poderia estar retirando a &agua de solvatagdo que circunda as proteinas,
facilitando a agregacéao destes peptideos, que seriam entédo eluidos anteriormente
na coluna como um agregado de massa molecular maior.

As fracBes eluidas (600 uL) da cromatografia de exclusdo molecular
usando tampao Tris-HCI 50 mM, pH 8,0, contendo 150 mM de NacCl (Figura 29),
foram separadas em trés pools, Pool 1 (P1), Pool 2 (P2) e Pool 3 (P3), que foram
dialisados, liofilizados e utilizados separadamente para os testes de atividade
antimicrobiana. O pool 2, que continha as proteinas com massa molecular
aproximada de 3.000 a 13.000 Da, definidas pela calibragdo da coluna (Figura 27)
e por observacdo das bandas no SDS-Tricina-PAGE (Figura 28), também foi
submetido a cromatografia de fase reversa em HPLC. O P3 foi subdividido em
Pool 3a (P3a), Pool 3b (P3b), Pool 3c (P3c) e Pool 3d (P3d), e estes também
separados em coluna de fase reversa (C18) ou utilizados para ensaios de

atividade antimicrobiana.
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Figura 29 -Cromatografia de exclusdao molecular (tipo FPLC) em coluna Superdex
Peptide da fracéo catibnica eluida da cromatografia de troca anidnica
(Protocolo Final). A coluna foi equilibrada e as proteinas eluidas em
tampéao Tris-HCI 50 mM, pH 8,0, contendo 150 mM de NaCl. Foram
coletadas fracdes de 0,6 mL a um fluxo de 0,5 mLmin™. Os pools
indicados pelas setas foram separados por cromatografia de fase
reversa e analisados por espectrometria de massa ou por testes de
atividade antimicrobiana.

5.4. CROMATOGRAFIA DE FASE REVERSA

O pool 2 eluido da cromatografia de exclusdo molecular, submetido a
cromatografia de fase reversa em coluna Cjg, foi fracionado em cinco picos que
foram eluidos em 28,8; 30,2; 32,9; 37,0 e 37,6 % de acetonitrila (Figura 30). A
concentracdo de eluente, na qual os peptideos presentes nos picos fracionados
do pool 2 foram eluidos, esta na faixa esperada da concentracdo de acetonitrila
para a eluicdo dos peptideos catibnicos, 25 a 40% de acetonitrila. Isto se deve ao
grande carater hidrofébico destes peptideos, conforme descrito por varios autores
(Terras et al.,, 1992; Terras et al., 1993; Almeida et al., 2000; Carvalho et al.,
2001). Esses picos foram analisados no espectrometro de massa para determinar

a massa molecular dos peptideos presentes.
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Figura 30 - Cromatografia de fase reversa em HPLC em coluna C18 do pool 2
eluido da cromatografia de exclusdo molecular em coluna Superdex
Peptide (Protocolo Final). A coluna foi equilibrada em 0,1% de TFA e
0s peptideos eluidos em presenca de TFA 0,1% em um gradiente
crescente de acetonitrila (O a 80% acetonitrila), a um fluxo de 1,0 mL
min™t. A eluicdo dos peptideos foi monitorada a 214 nm. Cada pico
foi submetido a espectrometria de massa.

Os pools 3a, 3b, 3c e 3d obtidos da divisdo do pool 3 também foram
submetidos a cromatografia de fase reversa em coluna C;5, em HPLC. O pool 3a
foi fracionado em cinco picos de maior importancia, que foram eluidos em 10,1;
12,4;14,4; 17,0 e 19,8% de acetonitrila. O pool 3b gerou um Unico pico
significativo, que foi eluido em 18,4% de acetonitrila. O pool 3c também gerou um
anico pico significativo, que foi eluido em 6,1% de acetonitrila. O pool 3d foi
fracionado em dois picos mais significativos, que foram eluidos em 3,2 e 19,3%
de acetonitrila (dados ndo mostrados). Os compostos obtidos do pool 3 foram
eluidos numa concentracdo de acetonitrila baixa, sugerindo apresentarem
caracteristica pouco hidrofébica, o que ndo € esperado para 0s peptideos

catidnicos de interesse.
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5.5. ESPECTROMETRIA DE MASSA E SEQUENCIAMENTO DE PEPTIDEOS
PURIFICADOS
No primeiro pico obtido do pool 2, eluido em 28,8% de acetonitrila (Figura
30), foram identificados dois peptideos com massas moleculares de 678,61+0,01
Da e de 701,11+0,71 Da, calculada a partir da féormula citada no item 4.8.3 e

usando os valores citados de m/z e carga z (Tabela 6 e Figura 31B).

Tabela 6 - Célculo das massas moleculares dos peptideos identificados no pico
eluido em 28,8% de acetonitrila a partir de suas relacdes m/z e ionizacdes (Z)

Z m/z MM (daltons) Z m/z MM (daltons)

+1 679,63 678,62 +1 701,62 700,61

+2 340,31 678,61 +2 351,31 700,60
médiatSD 678,61+0,01 Da médiatSD 700,60+0,71 Da

Os picos eluidos da fase reversa em 30,2 e 32,9% de acetonitrila (Figura
30) apresentaram resultados bastante semelhantes no espectrémetro de massa
(Figuras 31 A e 32 C), respectivamente. Ambos apresentaram 0S picos m/z
288,32 e 316,37 Da que quando fragmentados apresentaram 0S mesmos m/z
moleculares, 57,14; 70,13; 71,15; 85,16; 88,13 e 106,14 (Figura 32 A e B),
parecendo ser substancias estruturalmente relacionadas. Os fragmentos obtidos a
partir dos picos de m/z 288,35 e 316,38 apresentam diferencas de 18,0 Da, que
devem corresponder a moléculas de agua, sugerindo-se que estes compostos
possam corresponder a carboidratos. O pico de fase reversa eluido em 32,9% de
acetonitrila, além destes dois picos, apresentou também um outro com massa
molecular de 14.113,18+0.2 Da (Figura 32D). Devido a alta intensidade dos picos
de 288,32 e 316,37 em relagdo ao pico 1.765,18 (+8) e ao 2.017,14 (+7), que
definiriam a massa correta da substancia de 14.113,18, nao foi possivel confirmar

o valor da referida massa molecular.
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pico 2 YA086 12:10:19, 18-Feb-2003
Pesquisadores: Marcelo Santoro/Adriano
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Figura 31 - Espectrometria de massa dos picos eluidos em 28,8 (B) e 30,2% (A)
de Acetonitrila na cromatografia de fase reversa do P2 eluido da
cromatografia de exclusdo molecular (Protocolo 5).

pico 3 - fragmentacao 316.39 YA086 12:33:41, 18-Feb-2003
Pesquisadores: Marcelo Santoro/Adriano
DANIELLEO2A 15 (0.746) AM (Cen,5, 80.00, Ar,0.0,0.00,0.00); Sm (SG, 3x9.00); Sb (5,40.00 ); Cm (15:58) TOF MSMS 288.32ES+
- 288.35 1.71e4
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Figura 32 — Perfil da espectrometria de massa das fragmentacbes dos picos
288,32 Da (A) e 316,37 Da (B) observados na analise do pico eluido
em 32,9% de acetonitrila (C) na cromatografia de fase reversa do P2
(obtido na cromatografia de exclusdo molecular - Protocolo 5), e os
picos de 1.765,18 (+8) e 2.017,14 (+7), que definiriam a massa da
proteina de 14.113,18 Da (D) .
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No pico da fase reversa eluido em 37,0% de acetonitrila (Figura 30),
também identificamos a presenca dos picos 288,32 e 316,37. Além destes dois
picos, verificou-se a presencas de picos com m/z de 1.706,40 (A+5), 1.422,17
(A+6), 1.219,14 (A+7), 1.066,88 (A+8), 948,45 (A+9), 853,70 (A+10) e 776,19
(A+11) (Figura 33). Estes picos relacionam-se com a massa molecular de
8.526,97+0.04, calculada a partir da férmula citada no item 4.8.3 e usando os
valores citados de m/z e carga z (Tabela 7).

DANIELLEO4 19 (0.944) AM (Cen,5, 80.00, Ar,0.0,0.00,0.00); Sm (SG, 3x9.00); Sb (5,40.00 ); Cm (1:21)
A9
100+

YA086 11:44:22, 18-Feb-2003

TOF MS ES+
- 8.90e3
948.45 A: 8526.96+0.02
B! 8548.73+0.35
Al0
853.70

A8
1066.88

A6
1422.17

A7
1219.14

%-|

B6
1425.81
952.80 s
B10 1069.60

855.84
B11

778.12

729.64

7736 817.71

750 800

Figura 33 - Espectrometria de massa do pico eluido da fase reversa em 37,0% de
acetonitrila na cromatografia de fase reversa do P2 eluido da

Tabela 7 - Célculo da massa molecular do peptideo identificado no pico eluido em
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cromatografia de exclusdo molecular (Protocolo 5).

37,0% de acetonitrila a partir de sua relacdo m/z e ionizacoes (Z)

Z m/z MM (daltons)
+5 1.706,40 8.526,96
+6 1.422,17 8.526,97
+7 1.219,14 8.526,93
+8 1.066,88 8.526,98
+9 948,45 8.526,99
+10 853,70 8.526,93
+11 776,19 8.527,01
médiatSD 8.526,97+0.04 Da
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No pico eluido da fase reversa em 37,6% de acetonitrila (Figura 30)
também identificou-se a presenca dos picos 288,32 e 316,37. Além destes dois
picos, verificou-se a presencas dos picos com m/z de 1.937,35 (A3), 1.453,28
(A4), 1.162,83 (A5), 1.957,06 (C3), 1.463,00 (C4), 1.957,49 (D3) e 1.468,42 (D4)
(Figura 34). Estes picos relacionam-se com as massas moleculares de: A,
5.809,09+0,03 Da; B, 5.831,24 Da; C, 5.847,57+0,42 Da; e D, 5.869,54+0,10 Da,;
calculadas a partir da formula citada no item 4.8.3 (Tabela 8). Os peptideos com
massas moleculares de 5.831,24+0,00 Da; 5.847,57+0,42 e de 5.869,54+0,10 Da
devem representar aductos de Na*, K" e Na* + K', respectivamente, inseridos no

peptideo de massa molecular 5.809,09+0,03 Da.

pico 5 'YA086 11:55:17, 18-Feb-2003

Pesquisadores: Marcelo Santoro/Adriano

DANIELLEO5 22 (1.093) AM (Cen,5, 80.00, Ar,0.0,0.00,0.00); Sm (SG, 3x9.00); Sb (5,40.00 ); Cm (19:40) TOF MS ES+
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Figura 34 - Espectrometria de massa do pico eluido da fase reversa em 37,6% de
acetonitrila na cromatografia de fase reversa do P2 eluido da

cromatografia de exclusdo molecular (Protocolo 5).
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Tabela 8 - Calculos das massas moleculares dos peptideos identificados no pico
eluido em 37,6% de acetonitrila a partir de suas m/z e ionizacées (2)

Z m/z MM (daltons) Z m/z MM (daltons)
A+3 1.937,35 5.809,03 B+3 1.945,39 5.831,15
A+4  1.453,28 5.809,09 B+4  1.458,82 5.831,25
A+5 1.162,83 5.809,11 B+5 1.167,29 5.831,41

médiatSD 5.809,08+0,03 Da médiatSD  5.831,0+0,00 Da

Z m/z MM (daltons) V4 m/z MM (daltons)
C+3 1.950,06 5.847,16 D+3 1.957,49 5.869,45
C+4 1.463,00 5.847,97 D+4 1.468,42 5.869,65

médiatSD 5.847,57+0,02 Da médiatSD 5.869,55+0,10 Da

A analise no espectrometro de massa dos compostos eluidos nos pools 3a,
3b, 3c e 3d da cromatografia de exclusdo molecular (Figura 29) indicou a
presenca dos picos moleculares de m/z 136,10; 311,14 e outros. Estas amostras
foram fragmentadas para verificar se estes picos moleculares sdo peptideos.
Entretanto, ndo verificou-se a presenca de aminoacidos na composicdo destes
pools, indicando porém a presenca de substancias ndo protéicas de baixas
massas moleculares, sugerindo-se que possam corresponder a compostos
organicos de plantas, como as fitoanticipinas e outras (Morrissey & Osbourn,
1999), que poderéao ser posteriormente avaliados individualmente para a deteccdo

de atividade biologica e caracterizacao.

O peptideo purificado, de massa molecular 5.809,09+0,03 Da, foi
submetido ao seqiienciamento parcial do N-terminal pela técnica de degradacéo
de Edman automatizada. Foi obtida uma sequéncia de 32 residuos de
aminoacidos e a comparacdo desta sequéncia em banco de dados (NCBI
BLAST2 com buscas no Swiss-Prot/TrEMBL, http://ca.expasy.org/tools/blast/)

mostrou que o peptideo seqlienciado apresenta uma alta homologia de sequéncia
com as cadeias B da pré-insulina humana, da insulina bovina e da insulina de
feijdo-de-porco (Canavalia ensiformes) (Oliveira et al., 1999) (Figura 35).

Entretanto a sequiéncia da leg insulina de soja ndo apresentou homologia com as
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sequéncias do peptideo isolado, de insulinas animais e de plantas e do fator de
crescimento tipo insulina. A seqiéncia de leg insulina possui 65% de similaridade
com o peptideo PAlb da albumina 2S PA1 de semente de ervilha (Watanabe et
al., 1994). Higgins et al., (1986) observou que o peptideo PAla de ervilha esta
associado com o reticulo endoplasmatico sendo depositado em corpos protéicos,
sugerindo sua funcdo no armazenamento de proteinas. Em contraste, o sitio
subcelular de acumulag&o do PA1b ainda ndo é conhecido. E possivel que ambos
PAl1lb e leg insulina, envolvidos na transducdo de sinal celular, ndo sejam
armazenados em corpos protéicosmas que estejam envolvidos no mecanismo de
crescimento ou regulacdo metabodlica em plantas, similarmente a insulina e aos
fatores de crescimento tipo insulina em animais. Isto possivelmente ocorre pelo
fato de a leg insulina ser capaz de se ligar a insulina e ao fator de crescimento
tipo insulina (Watanabe et al., 1994). A identificacdo de peptideos semelhantes a
insulina em plantas de soja ndo é um fato Unico, jA que varios outros autores
identificaram a presenca deste peptideo em plantas (Collip,1923; Best et al.,
1924; Khanna et al., 1974; Gray & Flatt, 1997; Silva et al., 2002) e em organismos
de diferentes Filos (Silva et al., 2002) (Tabela 2). Além da homologia com a
sequéncia da pré-insulina de varios seres vivos, também foram identificadas
homologias deste peptideo com o fator de crescimento 1 do tipo Insulina, dentre
outras.

O peptideo de 8.526,97+0,04Da foi também submetido ao seqlienciamento
dos 20 aminoacidos da extremidade amino-terminal pela técnica de degradacédo
de Edman automatizada, e a comparacdo desta sequéncia em banco de dados
(NCBI BLAST2 com buscas no Swiss-Prot/TrEMBL,

http://ca.expasy.org/tools/blast/) mostrou que o0 peptideo apresentou pouca

homologia de sequéncia com compostos com atividade biolégica (Figura 36).
Exemplificando, foi observada pequena homologia com a integrina 3-4-humana,
com uma proteina hipotética de camundongo e com uma proteina hipotética de
Arabidopsis thaliana, identificadas pelas sequéncias dos genes e com funcdes
ainda ndo determinadas. Estas analises deverdo ser repetidas ap0s a obtencédo
de nova fracdo purificada, sendo os resultados obtidos até o momento nao

conclusivos para este peptideo.
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Figura 35 — Comparacdo da sequéncia de aminoacidos do peptideo isolado (Pept. Isolado) com as sequéncias da pré-insulina

humana (Pro-insul.Hu), da leg insulina de soja (Glycine max), da insulina bovina (Insl. Bov) e da insulina de feijdo-de-porco

(Canavalia ensiformis) (Insl. PInt
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Figura 36 — Sequéncia de aminoacidos do peptideo de 8.526,97+0,04 Da
(negrito) comparada com a sequéncia de aminoacidos da proteina
hipotética de Arabidopsis thaliana. O sublinhado indica os
aminoacidos que apresentaram identidade.
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5.6. ATIVIDADE ANTIMICROBIANA

Foram realizados testes preliminares de atividade antimicrobiana das
fracOes obtidas apdés o aquecimento seletivo (AQ) das proteinas da semente
madura de soja (Figura 37). Comparando-se 0s crescimentos em presenca e em
auséncia da fracdo peptidica analisada, observou-se que ocorreu uma inibicdo do
crescimento das bactérias Ralstonia solanacearum (A) e Clavibacter
michiganensis (B) de cerca de 20-25 % ap06s as 12 h iniciais de cultivo, inibicdo
que persistiu por 32 h (Figura 37A) ou por 64 h (Figura 37B), respectivamente
para as bactérias. Deve-se salientar que o grau de inibicdo parece ser
dependente da concentracdo de peptideos presentes na amostra. Assim, uma
maior concentracdo destes peptideos purificados seria necessaria para
desenvolver curvas de dose-resposta para determinar a concentracdo de
peptideos necessaria a inibicdo de 50% do crescimento destes e de outros
microrganismos patogénicos.

Com os pools 1, 2 e 3 eluidos da cromatografia de exclusdo molecular
(Figura 29), também foram realizados testes da atividade antimicrobiana dos
compostos sobre as bactérias Ralstonia solanacearum e Clavibacter
michiganensis (Figura 38). Os compostos presentes nos pools 2 e 3 inibiram
parcialmente o crescimento da bactéria Ralstonia solanacearum (Figura 38 A), ao
longo das 26 h de cultivo analisadas, enquanto que para a bactéria Clavibacter
michiganensis (Figura 38 B), somente o pool 3 exerceu alguma a¢ao, mas com a
inibicdo do crescimento menor do que a obtida para a Ralstonia solanacearum e
mais efetiva no inicio do cultivo.

Salienta-se que a bactéria que teve seu crescimento inibido pelos poosl 2 e
3 é classificada como Gram-negativa, enquanto que a néo inibida pelo pool 2 é
Gram-positiva. Este conjunto de resultados sugere a presenca de peptideos com
atividade antimicrobiana no pool 2, que serdo melhor caracterizados
posteriormente. Deve-se observar que por analise de espectrometria de massa, 0
pool 2 evidenciou a presenca de 2 peptideos de massas moleculares 5.809,09 e
8.526,97. Observa-se que uma pequena proteina de massa molecular 14.113,18
também foi detectada no pool 2, sendo necessaria a obtencdo de maior
quantidade desta fracao purificada para realizar nova analise de espectrometria
de massa e sequenciamento dos aminoacidos da cadeia protéica.
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Figura 37 - Testes de inibicdo do crescimento das bactérias A) Ralstonia
solanacearum e B) Clavibacter michiganensis pela fracdo de
peptideos parcialmente purificada por fracionamento por sulfato
de amonio 35-65 % sat. e aquecimento seletivo (AQ) de sementes
maduras de soja. O controle corresponde ao cultivo dos
microrganismos em auséncia da fracdo peptidica. O desvio
padrdo esta representado pelas barras e corresponde a média de
trés repeticoes.
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Figura 38 - Testes de inibicdo do crescimento das bactérias A) Ralstonia

solanacearum e B) Clavibacter michiganensis, para os pools 1, 2
e 3 eluidos da cromatografia de exclusdo molecular em coluna
Superdex Peptide, parcialmente purificados de semente maduras
de soja. O controle corresponde ao cultivo dos microrganismos
em auséncia da fracdo peptidica. O desvio padrdo esta
representado pelas barras e corresponde a média de quatro
repeticoes.
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Baseando-se nos resultados obtidos da espectrometria de massa do pool
3, que indicam a presenca de compostos ndo protéicos de baixa massa
molecular, e em sua atividade antimicrobiana, sugere-se a possivel presenca de
compostos organicos de plantas, como as fitoanticipinas ou outros, presentes
nestas fracoes. Testes de atividade antimicrobiana foram entéo realizados com os
pools 3a, 3b, 3c e 3d fracionados do pool 3 obtido da cromatografia de exclusado
molecular em coluna Superdex Peptide, contra a bactéria Ralstonia solanacearum
(Figuras 39 e 40) para avaliar a presengca de compostos com atividade
antimicrobiana nestes diferentes pools. Nos pools 3a, 3b, 3c e 3d, o crescimento
da bactéria testada foi parcialmente inibido, principalmente nas fracdes de maior
concentracdo dos compostos testados. Deve-se observar que a quantidade de
proteinas presentes em cada pool avaliado ndo foi a mesma, ndo sendo possivel
comparar o efeito antimicrobiano dentre o0s pools. Sugere-se que essas
substancias poderiam ser compostos organicos com acdo antimicrobiana, sendo
que alguns foram ja bem caracterizados e descritos, como as fitoanticipinas
presentes nas plantas (Morrissey & Osbourn, 1999), que apresentam atividade
antimicrobiana, principalmente contra fungos fitopatogénicos. Salienta-se que
massas moleculares reduzidas foram identificadas nos experimentos de
espectrometria de massa para estas fragdes. Segundo Morrissey & Osbourn
(1999), citando véarios autores, muitas plantas produzem metabdlitos
antimicrobianos secundarios, ao lado dos peptideos e proteinas de defesa, como
parte de seu crescimento e desenvolvimento normal ou em resposta ao ataque de
fitopatdbgenos ou ao estresse, protegendo as plantas do ataque microbiano.

Em funcdo da baixa quantidade de material que é possivel recuperar de
cada fracdo em uma purifiacdo a partir de 100 g de sementes maduras de soja,
testes de atividade antimicrobiana contra fungos fitopatogénicos ndo oram
realizados para nenhuma fracdo purificada, sendo objetivo desenvolvé-los tao
logo seja possivel obter quantidades suficientes de material parcial ou totalmente
purificado.
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Figura 39 - Testes de inibicho do crescimento da bactéria Ralstonia
solanacearum nas diferentes concentracdes das fracoes
peptidicas eluidas da cromatografia de exclusdo molecular em
coluna Superdex Peptide parcialmente purificadas de sementes
maduras de soja. A) Pool a B) Pool b. O controle corresponde
ao cultivo dos microrganismos em auséncia da fragéo peptidica.
O desvio padrdo estéa representado pelas barras e corresponde

a média de trés repetices.
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Ralstonia Solanacearum - Pool 3¢
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Ralstonia Solanacearum - Pool 3d
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Testes de inibicdo do crescimento da bactéria Ralstonia

solanacearum nas diferentes concentracbes das fracoes
peptidicas eluidas da cromatografia de exclusdo molecular em
coluna Superdex Peptide parcialmente purificadas de sementes
maduras de soja. A) Pool ¢ ; B) Pool d. O controle corresponde
ao cultivo dos microrganismos em auséncia da fracdo peptidica.
O desvio padrao esta representado pelas barras e corresponde a
média de trés repeticoes.

77



6. CONCLUSOES

A purificacdo dos peptideos catidnicos de sementes maduras de soja foi
realizada pelo uso de precipitacdo com sulfato de aménio, aquecimento
seletivo e cromatografias de troca ibnica em coluna DEAE-Sepharose, de
exclusao molecular em coluna Superdex Peptide e de fase reversa em coluna
Cis.

Foram identificados no pool 2, da cromatografia de exclusdo molecular, por
analise de espectrometria de massa, peptideos com massas moleculares de
5.809,11; 8.526,97 e 14.113,18 Da e compostos com 678,61 e 700,60 Da. E
no pool 3 foram identificada compostos de massas moleculares inferiores a
500 Da.

A sequéncia de aminoacidos do peptideo de 5.809,11 Da mostrou alta
homologia de seqiiéncia com as cadeias B da pro-insulina humana e de varios
outros organismos, da insulina bovina e da insulina de feijdo-de-porco
(Canavalia ensiformes).

Os peptideos presentes no pool 2 e no pool 3 inibiram parcialmente o
crescimento da bactéria Gram-negativa Ralstonia solanacearum na
concetracdo avaliada, enquanto que para a bactéria Gram-positiva
Clavibacter michiganensis, somente o pool 3 exerceu alguma acdo, mas com
a inibicdo do crescimento menor que a obtida para a Ralstonia solanacearum
e mais efetiva no inicio do cultivo.

A metodologia para purificacdo dos peptideos catidnicos vegetais foi
determinada com sucesso, e vem sendo utilizada no laboratério para a

identificacdo e o estudo destes peptideos em outras espécies vegetais.
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7. PERSPECTIVAS

Em continuidade ao trabalho de purificacdo e caracterizac¢éo bioquimica de
peptideos de semente madura de soja, aqui iniciado, objetiva-se a obtencéo de
maiores quantidades dos peptideos purificados identificados pelo espectrémetro
de massa para a realizacdo dos testes da atividade biolégica para outros
fitopatégenos e outros testes de caracterizacao.

Com o pico de massa molecular de 5.809,11 Da, além do teste para avaliar
a reducédo da taxa de glicose no sangue de camundongos diabéticos e sadios,
também sera realizada a fragmentacdo deste peptideo, com proteases
especificas, para a realizacdo do sequenciamento destes fragmentos, obtendo-se
entdo a sua sequiéncia completa de aminoacidos.

Um novo seqlenciamento, com quantidades maiores do peptideo de
8.526,97 Da, sera realizado, ap6s fragmentacdo com enzimas proteoliticas, para
a determinacdo da sequUéncia completa deste peptideo, e obtencdo de melhores
resultados da homologia deste peptideo com proteinas conhecidas. Testes das
atividades antimicrobianas deste peptideo purificado também serdo realizados
para caracterizacado de sua atividade biolégica.

Grandes quantidades da proteina de massa molecular 14.113,18 Da,
detectada no pool 2, serdo necessarias para realizar nova analise de
espectrometria de massa e seqlienciamento dos aminoacidos desta proteina.
Testes das atividades antimicrobianas desta pequena proteina também seréo
realizados para avaliar sua atividade biologica.

ApoOs obtencdo de grandes quantidades das fracdes purificadas no HPLC,
testes da atividade destes compostos contra fungos fitopatogénicos, serao
realizados.

E o objetivo futuro a caracterizacdo estrutural dos peptideos identificados
por técnicas diversas como dicroismo circular, determinacéo do nimero e posicao

das pontes dissulfeto e outras.
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